(12) BANMO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

b7 (19)  Cong hoa xa hoi chii nghia Viet Nam (VN)  (11)  [I[{WIWHMAARIIN)
CUC SO HOU TRI TUE 1-0020157
(51)7 A61K 39/395, A61P 29/00, 37/02,11/06,  (13) B
CO7K 16/28

(21) 1-2010-02157 (22) 20.02.2009
(86) PCT/US2009/001085  20.02.2009 (87) WO02009/136976  12.11.2009
(30) 61/066,538 21.02.2008 US

61/145,901 20.01.2009 US
(45) 25.12.2018 369 (43) 25.08.2011 281

(73) Kirin-Amgen, Inc. (US)
c/o Amgen Inc., One Amgen Center Drive, Thousand Oaks, California 91320, United
States of America

(72) BUDELSKY, Alison, L. (US)

(74) Congty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) CHAT UC CHE SUHOAT HOA PHUC HOP THU THE HETEROME IL-17RA-IL-
17RB

(57) Sang ché dé cap dén chat tc ché sy hoat héa phdi hop thu thé heterome IL-
17RA-IL-17RB bdi IL-25, chita chat doi khang IL-17RA-IL-17RB lam thanh
phan hoat tinh. Sdng ch& con dé€ cap dén chit dc ché sy hinh thanh phic hop thu
thé heterome IL-17RA-IL-17RB bdi IL-25 va chit ttc ché su giai phéng it nhat
mot chat diéu bién gay viém boi IL-25, ciing nhu cdc phuong phép stt dung khic

nhau.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén thanh vién cta ho thu thé va phéi tr Interleukin-17, thu thé
IL-17 A va thu thé IL-17 B tao thanh phirc hop heterome c6 hoat tinh sinh hoc. Sang
ché con dé cap dén chét dbi khang ciia phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB
va phuong phap st dung chit déi khang nay.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Ho Interleukin-17 1a nhom gém sdu xytokin c6 lién quan vé mit cAu truc, duoc
goi 14 1L-17A dén IL-17F, cac xytokin nay rit quan trong trong viéc diéu tiét cac dap
ang mién dich. O mirc cdu trac bic mot, do trong dong tap trung chu yéu 6 ving déu
C, 1a ving c6 chira bén gdc xystein bao toan (duoc néu trong tai liéu Kawaguchi et al.,
J. Allergy Clin Immunol 114:1265, 2004; Kolls and Linden, Immunity 21:467, 2004).
CAu trac tinh thé cia IL-17F dugc xéac dinh, va duge phat hién 1a c6 dic diém céu trac
gidng véi cac yéu td sinh trudng cua ho méu xystin (Hymowitz, et al., 2001, EMBO J.
20:5532-5341), nhém phbi tir homodime ma lién két véi va phat tin hi¢u thong qua ca
cac ciu tric d6i homodime va heterome (Lu, et al., 2005, Nat. Rev. Neurosci. 6: 603-

614; Barker, 2004, Neuron 42:529-533).

Céc thu thé IL-17 (IL-17R) cling tao thanh ho protein xuyén mang typ I lién
quan. Nam thanh vién khac nhau ctia ho protein nay da duoc xac dinh (tir [L-1RA dén
IL-1RE), mdt sb thanh vién trong s d6 ciing ¢6 kha nang cat nbi ludn phién bao 26m
cac dang tan dugc ma c6 thé dong vai tro lam thu thé bay mdi (Kolls and Linden,
supra; Moseley et al., Cytokine Growth Factor Rev. 14:155, 2003). Mic du IL-17RA
c6 thé multime hoa, khong phu thudc vao phdi tir, va duoc cho thdy 14 tao thanh phuc
hop thu thé heterome c6 hoat tinh sinh hoc vgi IL-17RC (Toy et al., J] Immunol.
177:36; 2007), nhung kha nédng tao thanh cac phic hop IL-17R heterome khac (hoic
dang xuyén mang, hodc dang tan dugc), va hoat tinh sinh hoc tao thanh, néu co, thi

vén chua dugc biét dén. Theo do6, cic phwong an khac nhau cta séang ché duoc dé xuat.
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Ban chit ky thuét cia sang ché

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét chit trc ché su hoat hoa phtic hop thu thé
heterome IL-17RA-IL-17RB bai IL-25, chita chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB lam
thanh phan hoat tinh, trong d6 chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB nay la khang thé
chua vung bién d6i chudi nhe c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:40 va ving bién dbi

chudi ning c6 trinh tr néu trong SEQ ID NO:14.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xut chit trc ché sy hinh thanh phtrc hop thu
thé heterome IL-17RA-IL-17RB béi IL-25, chtra chit d6i khang IL-17RA-IL-17RB
lam thanh phan hoat tinh, trong d6 chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB nay la khang thé
chua ving bién d6i chudi nhe ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:40 va ving bién dbi

chudi ndng co trinh ty néu trong SEQ ID NO:14.

Theo khia canh khac nita, sing ché dé xuat chét rc ché sy giai phong it nhét
mdt chit didu bién gdy viém boi IL-25, chira cht déi khang IL-17RA-IL-17RB lam
thanh phan hoat tinh, trong d6 chat déi khang IL-17RA-IL-17RB nay la khang thé
chira ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:40 va ving bién ddi
chudi ning c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO:14. Chét diéu bién gy viém c6 thé duoc
chon tir nhém bao gdm: IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, CXCL1, CXCL2, GM-CSF, G-CSF,
M-CSF, IL-1B, TNFa, RANK-L, LIF, PGE2, IL-12, MMP3, MMP9, GROa va NO.

M6 ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 1a dd thi minh hoa cic tac dung d6i voi ching ting cam duong ho hip
ctia chit d6i khang IL-17RA-IL-17RB. Céc hinh tron tring biéu thi két qua thu dugc &
chudt nhit (N=4) khi dugc st dung MSA va MuFc; cac 6 vudng tring biéu thi két qua
thu duogc ¢ chudt nhét (N=3) khi duoc st dung IL-25 va MuFc; céac hinh tam gidc den
biéu thi két qua thu dugc & chudt nhat (N=3) khi dugc st dung [L-25 va M751.

Fig. 2 thé hién k¥ thuat thAm tach Western, vé& co ban dugc tién hanh nhu trong
vi du 11. Céc dai 1 va 4 c6 chra cac chit danh ddu phén tir l[wrong. TAm A dugc thim
khéng thé khang IL-17RA, tim B dugc thim khang thé khang HIS. Dai 2 1a két qua
ctia ddi chimg dwong IL-17RA:HIS, dai 3 1a két qua lam két tua IL-17RA:HIS voi [L-
17RB:Fc. Dai 5 1a két qua dbi chimg duong IL-17RD:HIS, dai 6 cho thdy ring IL-
17RD:HIS khong thé két tua dugc véi IL-17RB:Fe.
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Fig. 3 14 @6 thi minh hoa ching ting cam dudng hd hdp (AHR) cia chudt nhét
trong mo hinh bénh hen ovalbumin (OVA) trong vi du 14, thtr nghiém 1. Chuot nhit
duoc kich thich véi néng dd metacholin tdng va tinh todn su thay d6i PENH (enhanced
pause) trén duong nén co s = SEM.

Fig. 4 minh hoa kh4 ning d& khang ctia phdi (RL) & chudt nhat trong md hinh
bénh hen OVA nhu néu trong vi du 14. Dién tich dudi duong cong (AUC) cia kha
nang dé khang (R) ctia duong ho hép trung binh dugc thé hién cho mdi nhom diéu tri =+
SEM. Fig. 4a thé hién cac két qua tir thir nghiém 2, Fig. 4b thé hién cac két qua tir thir

nghiém 3.

Fig. 5 thé hién két qua phan tich s& lugng té bao trong dich rira phé nang-phé
quan (BALF) nhu néu trong vi du 14, thtt nghiém 1. Cac két qua duoc thé hién 1a trong
BALF toan phan: (Fig. 5a) bach cau, (Fig. 5b) bach ciu ua eosin, (Fig. 5¢) bach cau
trung tinh, (Fig. 5d) limpho bao, va (Fig. Se) dai thuc bao. Mdi hinh tron den biéu thi
s6 lwong té bao trong BALF tir mot con chudt nhit. C4c so sanh phan tich thong ké
duogc thuc hién béng cach st dung ANOVA mot chiéu khong thong s6 voi kiém dinh
so sanh bdi Dunn (*p<0,05).

Fig. 6 tuong tu v6i Fig. 5, nhung thé hién cac két qua tir thir nghiém 2, vi du 14.
Céc két qua duoc thé hién 1a trong BALF toan phan: (Fig. 6a) bach cau, (Fig. 6b) bach
cdu ua eosin, (Fig. 6¢) bach cau trung tinh, (Fig. 6d) limpho bao, va (Fig. 6e) dai thuc
bao. Céac so sanh phén tich théng ké dugc thuc hién bang cach s dung phan tich

phuong sai (ANOVA) mot chiéu v&i kiém dinh so sanh bdi Bonferroni (*p<0,05).

Fig. 7 thé hién cac két qua tir thir nghiém 3, vi du 14. Cac két qua dugc thé hién
1a trong BALF toan phan: (Fig. 7a) bach ciu, (Fig. 7b) bach cau ua eosin, (Fig. 7c)
bach cdu trung tinh, (Fig. 7d) limpho bao, va (Fig. 7e) dai thuc bao. Mai hinh tron den
biéu thi sb luong té bao trong BALF tor mdt con chudt nhéat. Cac so sanh phéan tich
théng ké duoc thuc hién bang cach sit dung ANOVA mot chiéu khong thong sb voi
kiém dinh so sanh bdi Dunn (*¥p<0,05).

Fig. 8 thé hién ndng d6 IL-13 trong BALF tir chu6t nhét trong mé hinh bénh hen
OVA. Nong d6 IL-13 dugc xac dinh bang ky thuat ELISA trong cdc mau BALF tir
timg con chudt nhét trong 3 thir nghiém riéng biét nhu dugc néu trong vi du 14: (a) thir

nghiém 1, (b) th&‘nghiém 2, (c) thir nghiém 3. M&i hinh tron den biéu thi gia tri tir mot

-4-
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con chudt nhit. Cac dudng ngang thé hién gia tri trung binh clia nhém. Viéc so sanh

gifra cdc nhom dugc thuc hién bé‘mg cach st dung ANOVA mot chiéu. *p<0,05.

Fig. 9 thé hién néng do IL-5 trong BALF tir chudt nhit trong mo hinh bénh hen
OVA. Nong d6 IL-5 dugc xac dinh bang ky thuat ELISA trong cac mau BALF tir timng
con chudt nhit trong 3 thtr nghiém riéng bi€t nhu dugc néu trong vi du 14: (a) thu
nghiém 1, (b) thir nghiém 2, (c) thir nghiém 3. Mbi hinh tron den biéu thi gia tri tir mot
con chudt nhit. Cac dudng ngang thé hién gia tri trung binh cia nhom. Viée so sanh

gitta cac nhém duge thuc hién béng cach st dung ANOVA mot chiéu. *p<0,05.

Fig. 10 thé hién ndng do IgE trong huyét thanh dwoc xac dinh bang k¥ thuat
ELISA ¢ tung con chuot nhat trong mo hinh bénh hen OVA nhu dugc néu trong vi du
14, trong (a) thtr nghiém 1, (b) tht nghiém 2, (¢) tht nghiém 3. Nong d6 IgE trong
huyét thanh ctia mdi con chudt nhét dugc biéu thi bang hinh tron den. Cac dudng
ngang thé hién gia tri trung binh ctia nhém. Viéc so sanh giita cac nhom dugc thuc

hién béng cach st dung ANOVA mot chiéu. *p<0,05.

Fig. 11 thé hién diém sé md hoc phdi tir cac nhém chudt nhét trong mé hinh bénh
hen OVA nhu duogc néu trong vi du 14, thir nghiém 3. *p<0,0001, st dung kiém dinh t
khong ghép cap dé so sanh thdng ké.

M3 ta chi tiét sang ché

Céac d€ muc duoc sir dung theo sang ché chi nhdm muc dich tao nén cac phan

cau tric cho ban mo ta va khong dugc hicu 1a lam giéi han doi tugng duge mo ta.

Céc k§ thuét tiéu chudn c6 thé duge sir dung dé téng hop oligonucleotit, ADN tai
td hop, bién nap va nudi cdy md, tinh ché protein v.v.. Cac phan ung enzym va k§
thuat tinh ché c6 thé dugc thuc hién theo tai liéu mé ta cia nha san xuét hoac nhu
thuong duoc thuc hién trong linh vuc k¥ thuat ndy hodc nhu duge néu theo sang ché.
Céc quy trinh va k§ thuat sau ddy co6 thé thuong dugc thuce hién theo cac phuong phap
thong dung da biét rd trong linh vuc va nhu dugc néu trong nhiéu tai liéu tham khao
téng quat va cdc tai li¢u ‘éham khéo cu thé hon, céc tai liéu nay duoc trich dan va duogc
néu trong sudt ban mo ta. Xem, vi du, Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 3 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring

Harbor, N.Y. Trir khi c6 quy dinh cu thé, thuat ngit duge sir dung cho, va cac quy trinh
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va k¥ thudt phong thi nghiém v&, hoa hoc phan tich, hoa hoc hitu co va hoa dugc va 'y
khoa dugc néu theo sang ché 14 thuat ngir da biét rd va thuong dugc st dung trong linh
vue. Céc k¥ thuét tiéu chudn co thé duoc sir dung dé tong hop héa hoc, phan tich hoa

hoc, bao ché dugc pham, phoi tron, dua vao va diéu tri bénh nhan.

Viéc xac dinh déc tinh, tao dong va tao ra IL-17RA da dugc néu, vi dy, trong US
6,072,033, cAp ngay 06/06/2000. Trinh tu axit amin ctia IL-17RA cua ngudi duge mod
ta boi SEQ ID NO:10 trong US 6,072,033 (sb truy cdp Ngan hang gen NM_014339).
[L-17RA cua ngudi c6 peptit tin hiéu dau N véi vi tri phan cit dugc du doan nam
trong khoang axit amin 27 va 28. Peptit tin hiéu dugc theo sau boi mién ngoai bao dai
293 axit amin, mién xuyén mang dai 21 axit amin, va dudi bao chét dai 525 axit amin.
Cac dang tan dugc ctia IL-17RA cua ngudi (hulL-17RA) hitu dung trong cac phuong
phap theo sang ché bao gdm mién ngoai bao (cic gbe tir 1 dén 320 hoic cac goc tir 28
dén 320, ngoai trir peptit tin hidu) hodc manh cia mién ngoai bao ma gitr duge kha
nang lién két voi IL-17A. Cac dang khac ctia IL-17RA hitu dung theo sang ché bao
gbm cac mutein va cac bién thé c6 do tuong dong tinh tu axit amin it nhat 1a ndm trong
khoang tir 70% dén 99% so véi IL-17RA nguyén gbc ma van gitr duge kha nang lién

két voi IL-17A, nhu mb ta chi tiét cu thé trong US 6,072,033,

Thu thé IL-17 B (IL-17RB) va cac dang twong dong cua né di dugc biét dén
trong linh vuc k¥ thudt nay, nhu cac thu thé duoc boc 16 va duge néu trong tai li¢u
Tian et al., Oncogene 19:2098 (2000). Cac vi du khac bao gém cac trinh tu c6 sin trén
cac co so dir liéu cong khai, nhu, nhung khong gidi han &, sb truy cdp Ngan hang gen
NM_018725. Ngoai ra, nhu dugc néu dudi day, [L-17RB ciing co thé bao gom céc

manh va/hodc bién thé c6 hoat tinh sinh hoc.

IL-17RA két hop voi IL-17RB dé tao thanh phirc hop thu thé heterome c6 hoat
tinh sinh hoc (tirc 12 thong qua viéc lién két véi phdi tir, phirc hop thu thé nay duoc
hoat héa va truyén tin hiéu vao trong té bao ma & do tin hiéu nay dugc biéu hién, tao ra
hoat tinh sinh hoc, nhu kich thich cdc mARN, tiét xytokin, thay ddi hinh thai hoic
trang thai hoat hoa cta t& bao niy, v.v.). Mdi thanh vién ciia phirc hop thy thé
heterome duogc goi 1a “thanh phan” hodc “céu tric dudi phan t” cia ching. Theo sang
ché, “phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB” (hodc “phtc hop thu thé
heterome”) chi phirc hop chira it nhat IL-17RA va IL-17RB; cac cu tric dudi phan tir
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hodc thanh phan bo sung ciing c6 thé tao thanh mot phan cta phtc hop thu thé

heterome.

Do d6, cac khia canh nhit dinh cia sang ché dé xudt chit (vi duy, céc protein lién
két khang nguyén duoc néu dudi ddy) va phuong phap phong bé su két hop cuda IL-
17RA véi IL-17RB (va/hodc v6i cau tric dudi phan tir bd sung cta thu thé) va do do
ngin chin sy tao thanh phtrc hop thu thé chirc ning (phtc hop thu thé c6 kha ning
duoc hoat hoa). Cac khia canh khéc ctia sang ché dé xuét chat d6i khang ma lién két
véi phice hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB, hoic ciu tric duéi phan tir hodc
thanh phén cta ching, va trc ché sy lién két cua phdi tir (tire 13, IL-25) va sy hoat hoa
phuc hop thu thé sau d6. Theo céac khia canh khac nita, sang ché dé xudt chat do6i
khang ma lién két véi phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB hodc ciu trac
dudi phén tr cua ching, va ngin chin sy hoat héa xdy ra. Viéc ngin chin khong dé
tao thanh va/hodc hoat héa phirc hop thu thé churc nang s€ lam giam hodc ngan chan su
truyén tin hiéu va lam giam cac tac dung gdy viém xudi dong cua sy hoat hoéa IL-
17RA/IL-17RB. Cac phuwong phép va chit dbi khang nay s& hitu dung trong diéu tri
cac rdi loan tw mién va viém khac nhau ma bi tac dong boi qué trinh IL-17/IL-17R.
Céc phuong 4n ctia séng ché hitu dung ddi véi cac thir nghiém in vitro dé sang loc chat
dbi khang hodc chit chu van cua phuc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB
va/hodc dé nhan dién cac té bao biéu hién phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-
17RB.

Ngoai ra, viéc biét rang ca IL-17RA va IL-17RB déu can thiét dé tao thanh phtrc
hop thu thé IL-25 chie ning d3 mang lai hidu biét vé& cac chét khac (nhu céac protein
lién két khang nguyén) ma hitu dung trong viéc (e ché hodc dbi khéang hoat tinh sinh
hoc cia IL-25. Vi du, protein lién két khang nguyén ma lién két v&i mot hodc nhiéu
clu tric dudi phén tr cia phtrc hop thu thé (vi du, khéng thé lién két IL-17RA, hoic
khéng thé lién két IL-17RB) va trc ché sy lién két hodc hoat hoa phtrc hop thu thé boi
IL-25 s& la chit d6i khang hiru dung cua IL-25.

Theo mot s& phuong an, chit déi khang theo sang ché 1a phan tir “da dugc phan
1ap” hodc “y& co ban tinh khiét” (hodc “vé co ban déng nhét”). Thuét ngtt "phan tu
dugc phén 1ap" (trong d6 phan tir nay 13, vi du, polypeptit, peptit hoic khang thé) la

phan tir ma theo ngudn gbc hoic ngudn thu duoc né (1) khong két hop véi cac thanh
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phan két hop tw nhién ma di kém véi né & trang thai nguyén gdc, (2) vé co ban khong
chta céc phén tir khac tir ciing loai (3) dugc biéu hién bdi té bao tir loai khéc, hodc (4)
khong c6 trong tu nhién. Do d6, phan tir ma dugc tong hop bing phuong phap hoa
hoc, hodc duoc téng hop trong hé té bao khac véi té bao ma nd ¢ ngudn gbe tu nhién

tir d6 s& dugc "phan 1ap" ra khéi cac thanh phan két hop tw nhién cia no.

Phén tir ciing c6 thé duoc lam cho vé co ban khong chira cac thanh phin két hop
tw nhién bing cach phan lap, st dung cac k¥ thuat tinh ché da biét rd trong linh vuc k§
thuat nay (tire 13, protein “da dugc tinh ché”). P dong nhat hodc do tinh khiét phan tir
c6 thé duoc thir nghiém bang nhidu cach da biét trong linh vuc k§ thuét nay. Vi du, do
tinh khiét cia mau polypeptit c6 thé dugc thir nghiém bang cach sir dung k¥ thuat dién
di trén gel polyacrylamit va k¥ thuat nhuém gel dé lam hién thi polypeptit bing cac ky
thuét da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Tuy theo ting muc dich cu thé, c6 thé tao ra
d6 phan giai cao hon bing cach str dung HPLC hoic cac k¥ thuét khac da biét rd trong

linh vuc tinh ché.

Chat d6i khang “da dugc phan 1ap” (tic 13, protein, polypeptit, peptit hoac khang
thé) khong bi di kém béi it nhat mot nguyén lidu nao do trong s cac nguyén liéu ma
no6 thuong két hop o trang thai tu nhién cia né, theo mét phwong an, cdu thanh it nhat
khoang 5%, theo phuong an khac, it nhit khoang 50% trong lwong cta toan b protein
trong mau da cho. Protein “vé co ban tinh khiét” chua tong protein 14 it nhat khoang
75% trong lugng, voi it nhat khoang 80% la dac hiéu, va it nhit khoang 90% la dic
biét dac hiéu. Dinh nghia nay bao gdm ca viéc san xuét protein tir mot sinh vt trong
sinh vét hoic t& bao chu khéc. Theo cach khac, protein c6 thé duoc tao ra véi nbng do
cao hon dang ké so v4i ndng do thuong thiy, thong qua viéc str dung trinh tu khoi dau
cam 0ng hodc trinh tu khdi dau biéu hién cao, sao cho protein dugc tao ra véi mirc

ndng do ting.

Tuy nhién, c4c khia canh nay chi 1a mét sé khia canh trong sé nhiéu khia canh
ctia cdc phuong 4n khac nhau theo séang ché.

Chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB

IL-17RA két hop vai IL-17RB dé tao thanh phurc hop thu thé heterome c6 hoat
tinh sinh hoc (t&c 13, khi dugc hoat héa béi su lién két cua phéi tr, tin hi€u duoc

truyén dén té bao gy ra su thay dbi hoat tinh sinh hoc cua té bao nay, vi dy, kich thich

-8-
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cac mARN, tiét xytokin, thay ddi hinh thai hodc trang thai hoat hoa cia té bao nay,
v.v.). Phttc hgp thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB dugc dinh nghia la su két hop
(nhu, nhung khong i6i han &, twong tac protein-protein) ciia it nhit protein IL-17RA
va protein IL-17RB duoc biéu hién & dang phirc hop thu thé heterome trén mang ngoai
bao cua té bao. Phirc hop thu thé heterome nay it nhét 1a can thiét cho viéc phat tin
hiéu IL-25, tirc 13, hoat héa IL-17RA va/hodc IL-17RB. Cén hiéu ring phirc hop thu
thé heterome IL-17RA-IL-17RB con c¢6 thé chira cic protein bd sung (tirc 13, protein
“phu tro”). Vi du, phan t& phat tin hi€u dugc goi la Act-1 1a mét phén cua chu trinh
phét tin hiéu IL-17A, va bing ching gin ddy cho thdy ring né ciing c6 thé co lién
quan dén sy phat tin hiéu IL-25 (Claudio et al., J. Immunol. 182:1617, 2009; Swaidani
et al., J. Immunol. 182:1631, 2009). Sy hoat héa phirc hop thu thé heterome IL-17RA-
IL-17RB dugc thuc hién thong qua su lién két cua cac thanh vién cda ho phéi tu IL-
17, nhu, nhung khong gi¢i han &, IL-25 (IL-17E). Su hoat hoa phirc hop thu thé
heterome IL-17RA-IL-17RB bao gém, nhung khong gidi han &, khoi dong (cac) chu

trinh phat tin hiu ndi bao va céc sy kién xu6i dong, nhu phién ma va dich ma gen.

Céc phuong an dé xudt chit d6i khang, bao gdm protein lién két khang nguyén,
ma trc ché su két hop cta cac cdu trac dudi phan tir (tue 1, IL-17RA va IL-17RB
va/hodc protein phu trg) dé tranh tao thanh phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-
17RB, ciing nhu d& xudt chit di khang (ttre 1a, protein lién két khang nguyén) trc ché
lién két cua phdi tir (tuc 13, IL-25) véi phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB
hodc ciu tric dudi phan tir cua chung. Cac phuwong an khac dé xuét chét déi khang
(bao gdm protein lién két khang nguyén) lién két véi mot hodc nhidu cdu truc dusi
phan tit ctia phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB va gdy ra su thay ddi cdu
dang ma ngan chin su két hop clia cac cdu tric dudi phan tir ctia phirc hop nay, sy lién

két ctia phdi tir v6i chiing, hodc sy hoat héa chung.

Theo sang ché, “protein lién két khang nguyén” 1a protein lién két dic hiéu véi
protein dich xac dinh (vi du, cAu trac dudi phén tr cuia phuc hop thu thé heterome
17RA-IL-17RB, hoic chinh phtc hop thu thé heterome). “Lién két dic hiéu” c6 nghia
la protein lién két khang nguyén c6 4i luc ddi véi protein dich xac dinh 16n hon so véi
protein khac. Thong thuong, “lién két dic hiéu” c6 nghia la hé sb phan ly can bang la

tir < 107 dén 10" M, hoac tir <107 dén <107 M, hodc tir <10 dén <107'° M.
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Protein lién két khang nguyén bao gdm khang thé, hoic manh ciia chung, ma lién
két ddc hi¢u véi protein dich xac dinh, nhu dugc néu theo cach khac nhau theo sang
ché, cling nhu peptit hodc polypeptit lién két dic hiéu véi protein dich xac dinh. Theo
sang ché, protein lién két khang nguyén tc ché su tao thanh phirc hop thu thé
heterome IL-17RA-IL-17RB hoic trc ché lién két ctia phdi tir v6i ching hodc sy phat
tin hiéu boi chiing duoc goi 1a chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB. Do d6, cac phuong
an cua chét d6i khang IL-17RA-IL-17RB c6 thé lién két voi mot phan bat ky ciia phic
hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB (titc 14, véi chinh phirc hop nay hodc véi cdu
trac dudi phén tir ciia ching) va e ché sw hoat héa thu thé. Cac phan nhom ctia nhom
chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdm khang thé, nhu dugc néu theo cach khac
nhau theo sang ché, ciing nhu peptit va polypeptit.

Theo séng ché, viéc hoat hda hodc su hoat hda thu thé duoc dinh nghia 1a viéc su
dung mot hodc nhiéu chu trinh phat tin hi€u ndi bao va viéc truyén phat tin hi€¢u ndi
bao (tc la, su truyén tin hiéu) dé dép Ung lai su lién két phan tur vai thu thé lién két
mang, nhu, nhung khéng gi6i han o, twong tac thu thé:phdi tir. Theo sang ché, su
truyén tin hiéu 13 sy chuyén tin hiéu bang cach chuyén hoa tir dang vt ly hodc hoa hoc
thanh dang khac, vi du, trong sinh hoc té bao, 12 qua trinh ma qua do6 té bao chuyén
héa tin hiéu ngoai bao thanh mot dap tmg (nhu tiét xytokin, ting sinh hodc thay doi

trang thai hoat hoa ctia té bao nay).

“Su trc ché” co thé duoc xac dinh dudi dang su gidm hoat tinh ctda phuc hop thu
thé heterome IL-17RA-IL-17RB, vi du, su giam tao thanh phtrc hgp thu thé heterome,
su giam lién két ctia phoi tir (tire 1a IL-17A IL-17F va/hodc IL-25) véi phirc hop thu
thé heterome (hodc it nhit mot cdu trac dudi phéan tr cua chung), hodc su giam hoat
tinh sinh hoc dap tng lai phéi tir, nhu IL-17A, IL-17F va/hodc IL-25 (ttc 14, kich thich
su tiét xytokin, thay dbi sb lugng hodc trang théi hoat hoa cua té bao, hodc céc tac
dung sinh hoc khéc) it nhit 1a 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% hodc 100%. Theo mjt phuong an,
chit dbi khang theo sang ché lam giam hoat tinh ctia phirc hop thu thé heterome IL-
17RA-IL-17RB it nhét 1a 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, hodc 100%; theo
phuong an khéc, chat d6i khang theo sang ché trc ché hoat tinh it nhat 1a 35%, 45%,
55%, 65%, 75%, 85%, 95% hodc hon.

-10-
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Su uc ché viéc tao thanh phirc hop thu thé heterome co6 thé duoc xéc dinh béng
phuong phap bét ky da biét trong linh vue, nhu, nhung khong gidi han &, cac phuong
phap doéng két tia mién dich dugc néu theo sang ché. Cac vi du khac bao gdm phép
phan tich chuyén héa ning luong cong hudng Forster (FRET) va cac phuong phap
khac da biét trong linh vuc va ¢ thé duoc st dung dé phan tich dinh lugng va dinh
tinh twong tac phdi tir/thu thé. Su trc ché lién két ctia phdi tir cling c6 thé duoc xac
dinh bang cac k¥ thuat bat ky da biét trong linh vuc, nhu FACS, EIA, RIA, cac thir
nghiém da néu & trén, va cac phuong phap da biét trong linh vuc dé danh gia tuong tac
cta hai hodc nhiéu phan tir, bao gdbm cic phuong phap duoc néu theo sang ché va

trong US 11/906,094.

Ngoai ra, “su uc ché” co thé dugc xéac dinh dudi dang su mét kha nang hoat hoa
phtrc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB béi [L-25 nhu dugc xé4c dinh béng (cac)
két qua lién quan dén sinh hoc, nhu, nhung khéng gidi han &, diéu tiét tdng su phién
ma gen (vi du, mc mARN cua IL-5, IL-13, eotaxin, MCP-1 va/hodc IL-17RB tang)
va’hodc su dich ma gen, va/hodc su gidi phong nhiéu yéu t6 khac ¢6 lién quan dén su
hoat héa phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB, bao g6m IL-5 va/hoac IL-13,
cling nhu chat diéu bién gy viém bét ky khac da biét trong linh vuc 1a dugc giai
phong tir cac té bao biéu hién IL-17RA va/hodc IL-17RB bt ky. Céc két qua lién quan
dén sinh hoc khac bao gdm su thay dbi vé sé lugng va/hodc hinh théi cua té bao trong
mau sinh hoc (nhu sé lwgng té bao ting trong cic mau rira phé nang-phé quan, chung

tdng san t€ bao dang chén va/hodc bénh viém mach/quanh mach & cdc mau mé phdi).

Céac phuong an khac cta chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB dé xuit chét ddi
khang IL-17RA-IL-17RB ma lién két voi IL-17RA. Theo mot phuong 4n, chat dbi
khang nay uc ché mot ph?m hodc trc ché hoan toan su két hop cta céc cAu trac dudi
phén tr ciia phirc hgp thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB va do do6 ngdn chén su tao
thanh phirc hop thu thé heterome. Theo mot s6 phuong an, chit dbi khang IL-17RA-
IL-17RB khong can phai phong bé lién két cta IL-25 voi phirc hop thu thé heterome
IL-17RA-IL-17RB. Theo cac phuong 4n thay thé, chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB
c6 thé phong bé lién két ctia IL-25 v6i phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB

(hodc véi cau trac dudi phan tir cua ching).

-11-
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Cac phuong 4an bd sung cua chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB d& xuét chit dbi
khang IL-17RA-IL-17RB ma lién két v6i IL-17RB. Theo mdt phuong an, chat dbi
khang nay e ché mot phan hodc tre ché hoan toan sw két hop cua cac ciu trac dudi
phén ttr cia phuc hgp thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB va do dé ngdn chdn sy tao
thanh phirc hop thu thé heterome. Theo mot sé phuong an, chat dbi khang IL-17RA-
IL-17RB khong can phai phong bé lién két cia IL-25 v6i phirc hop thu thé heterome
IL-17RA-IL-17RB. Theo cic phuong 4n thay thé, chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB
c6 thé phong bé lién két cua IL-25 voi phuc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB

(hodc vdi cau truc dudi phan tir cia ching).

Céc phuong 4n khac nira ctia chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB dé xuét chét déi
khang IL-17RA-IL-17RB lién két v6i ca IL-17RA va IL-17RB, bao gbém cac chit dbi
khang lién két véi phirc hop thu thé heterome. Theo mot phuong an, chat déi khang e
ché mot phé”m hoidc rc ché hoan toan su két hop cua céc ciu trac dudi phan tr cua
phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB va do d6 ngin chin su tao thanh phurc
hop thu thé heterome. Theo mot sé phwong an, chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB
khong can phai phong bé lién két cuia IL-25 v6i phirc hop thu thé heterome IL-17RA-
IL-17RB. Theo cac phuong 4n thay thé, chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB c¢¢ thé
phong bé lién két cua IL-25 véi phtrc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB (hodc
v6i cdu triuc dudi phan tir ctia chiing).

Céac phuong an khac nhau cia chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB néu trén bao
gdm chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB ma lién két véi IL-17RA, hoic IL-17RB, hoic
v6i phtrc hgp thu thé heterome, va wc ché hodc can trg vé mat khong gian su két hop
cta cac ciu tric dudi phén tir ctia phtic hop thu thé heterome, do d6 ngan chin su tao
thanh phtrc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Trong vi du vé su can tré vé mat
khong gian su két hop cua cac cau tric dudi phan tir ctia phirc hop thu thé heterome,
lién két ctia chit dbi khang véi cdu truc dudi phén tir xay ra & vi tri can thiét cho su két
hop cia ciu triic dudi phan tir d6 v6i cac cdu triuc dudi phan tir khac coa phtrc hop thu
thé, hodc di gn vdi vi tri ma su sap xép trong khong gian ctia chat déi khang s€ ngan
chan sy két hop cia cac cdu trac dudi phan tir ca phirc hop thu thé heterome. Theo
cach khac, cac phuong an khic nhau cia chét ddi khang IL-17RA-IL-17RB néu trén
bao gom chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB ma lién két voi IL-17RA, hodc IL-17RB,
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hodc phutc hop thu thé heterome, va gay ra (hodc ngin chan) su bién ddi céu dang &
mot hodc nhidu cAu trac dudi phan tir trong s6 cac céu triic dudi phéan tir ctia phirc hop
thu thé heterome, do d6 trc ché su tao thanh phuc hop thy thé heterome IL-17RA-IL-
17RB. Trong vi du vé su thay ddi ciu dang ngan chan su két hop cua cic ciu tric dudi
phéan tr cia phic hop thu thé heterome, lién két cua chit ddi khang véi cau truc dudi
phan t& x4y ra ¢ vi tri ma co thé 1a & xa vi tri can thiét cho su két hop cua cdu truc
dudi phén tir d6 v6i cc chu tric dudi phéan tir khac cia phirc hop thu thé, va gay ra su
thay ddi cdu dang cta ciu trac dudi phén tir, ngan chan su két hop ciia chung véi cac
ciu trac dudi phén t khac, hodc ngin chan su thay ddi ciu dang can thiét cho su két
hop ctia cac cdu trac dudi phan tir. Twong tw, cac phuong 4n khac nhau cua chét dbi
khang IL-17RA-IL-17RB néu trén bao gdm chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB lién két
voi IL-17RA, hoic IL-17RB, hodc phirc hop thu thé heterome, va gdy ra (hodc ngin
chéan) su bién ddi cu dang ma trc ché su truyén tin hiéu, hodc can trd vé mat khong

gian sy truyén tin hiéu boi phtrc hop thy thé heterome.

Theo phuong an thay thé khac, cac chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB khéac nhau
néu trén bao gdm chét d6i khang IL-17RA-IL-17RB ma lién két v6i IL-17RA, hodc
[L-17RB, hoic phtrc hop thu thé heterome, va gy ra su bién ddi ciu dang & phirc hop
thu thé heterome (hodc céu tric dudi phan tir ciia chung) va do d6 tre ché lién két cua
IL-25 (hodc phdi tir khac) voi phic hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Ngoai
ra, cac phuong an khac con bao gdm chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB ma lién két
v6i IL-17RA, hodc IL-17RB, hoic ca IL-17RA va IL-17RB va can tr& hodc tc ché vé
mit khong gian lién két caa phdi tir (nhu IL-25) vé6i phirc hop thu thé heterome IL-
17RA-IL-17RB. Ciing dugc bao ham trong cic phwong an cia sang ché 1a chét dbi
khang lién két voi IL-17RA, hodc IL-17RB, hodc ca IL-17RA va IL-17RB va ac ché
(mdt phan hodc hoan toan) qué trinh phat tin hiéu cia phtc hop thu thé, do do6 tc ché
su phét tin hiéu thong qua phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB.

Theo phuong 4n thay thé bd sung, chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB lién két voi
phéi tr (tire 13, IL-17A, IL-25, v.v.), va e ché su phat tin hiéu théng qua phuc hop thu
thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Cac chat ddi khang nay c6 thé hoat dong bing cach
trc ché su lién két véi mot ciu tric dudi phan tir cua phic hop thu thé heterome IL-

17RA-IL-17RB, hodc véi nhidu hon mot ciu trac dudi phéan t& nay. Do do, vi du, chét

-13-



20157

d6i khang c6 thé cho phép phdi tir lién két véi cdu truc dudi phan tir thtr nhit cia thu
thé, nhung ngdn chdn sy tuong tac cia chu tric dudi phén tr thtr hai cta thu thé voi
phdi tir hodc véi cu triic dudi phan tir thir nhit ciia thu thé. Sw e ché nay c6 thé xay
ra nhu dugc néu & trén, vi du nhu bang cich can try vé mat khong gian sy lién két, gay
ra su bién dbi chu dang, v.v. theo cach uc ché (mot phé“m hodc hoan toan) sy phat tin

hiéu thong qua phtrc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB.
Chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB: Khang thé

Céc phuong 4n cta chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdm khang thé, hodc
cac manh cua chung, nhu dugc néu theo cach khac nhau theo sang ché. Theo d6, chét
ddi khang TL-17RA-IL-17RB bao gbm khang thé da dong, khang thé don dong, khang
thé dic hiéu kép, doan Fv chudi don dang dime (diabody), manh khang thé nhé
(minibody), khéng thé mién, khang thé téng hop (d6i khi dugc g0i theo sang ché 1a
“gia khang thé”), khang thé dang kham, khang thé da dugc lam gibng nhu cua ngudi,
khéang thé hoan toan clia ngudi, thé dung hop khang thé (do6i khi duoc goi 1a “thé cong

hop khang thé™), ciing nhu cdc méanh cta chung.

Khéng thé d6i khang IL-17RA-IL-17RB ciing c6 thé bao gdm khang thé mién
don gdm c4c dime ctia hai chudi nang va khéng c6 chudi nhe, nhu cac khang thé mién
don duoc théy ¢ lac da va lac da khong budu (vi du, xem: Muldermans, et al., 2001, J.

Biotechnol. 74:277-302; Desmyter, et al., 2001, J. Biol. Chem. 276:26285-26290).

Khéng thé d6i khang IL-17RA-IL-17RB c6 thé chira tetrame, hodc cdc manh ciia
chung. Mdi tetrame thudng bao gdm hai cip chudi polypeptit giébng nhau, mdi cap co
mdt chudi "nhe" (thudng c6 phan tir lugng 1a khoang 25 kDa) va mot chudi "ning”
(thuong c6 phan tir lugng 1a khoang 50-70 kDa). Phan ddu amin ciia mdi chudi bao
gdm ving bién ddi cht yéu chiu trach nhiém cho viéc nhan biét khang nguyén. Phan
dau carboxy ctia mdi chudi xac dinh viing bao toan chi yéu chiu trach nhiém cho viéc
thuc hién chtrc ning tic dong. Cac chudi nhe cta ngudi duoc phan loai thanh chudi
nhe kapa va chudi nhe lambda. Céc chudi ning dugc phan loai thanh mu, delta, gama,
alpha hodc epsilon, va theo thir ty, xac dinh isotyp ctia khdng thé 1a IgM, IgD, IgG,
IgA va IgE. IgG c¢6 mot vai phan 16p, bao gdm, nhung khong gidi han o, IgG1, IgG2,
IgG3 va IgG4. IgM ciing c¢6 cac phan 16p, bao gdm, nhung khong gidi han o, IgM1 va
IgM2. Khang thé dbi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdm tit ¢4 c4c isotyp nay. Dé lam
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vi du, cdc manh khéng thé bao g61n, nhung khong gigi han &, manh F(ab), manh
F(ab'), manh F(ab")2, manh Fv va manh Fv chudi don (scfv), ciing nhu khang thé chudi
don. Khang thé dbi khang IL-17RA-IL-17RB c6 thé bao gdm vi du bét ky trong sb cac

vi du trén.

Céu tric cua khang thé da duoc biét ro trong linh vuc va khong can phai néu lai
trong ban mo ta ndy, tuy nhién, dé lam vi dy, cac vung bién ddi cua chudi ndng va
chudi nhe thuong ¢ cling ciu tric tong quét cua cac vung khung (FR) twong ddi bao
toan duoc két ndi boi ba vung siéu bién, con duoc goi la vung xac dinh bd thé hoic
CDR. CDR la ving siéu bién ctia khang thé (hoc protein lién két khdang nguyén, nhu
dugc néu theo sang ché), c6 nhiém vu nhan biét va lién két khang nguyén. Cac CDR tir
hai chudi ctia mdi cdp duge sdp hang so sanh dwa vao cac ving khung nay, cho phép
lién két voi epitop dic hiéu. Tur ddu N dén dau C, ca chudi nhe va chudi ning chta cac
mién FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 va FR4. Theo mdt sb phuong an, viéc gan
cac axit amin di voi mdi mién c6 thé 1a theo dinh nghia néu trong tai li€u Kabat
Sequences of Proteins of Immunological Interest. Xem, Chothia, et al., 1987, J. Mol.

Biol. 196:901-917; Chothia, et al., 1989, Nature 342:878-883.

Theo sang ché, “viing xac dinh bd thé” hodc “CDR” chi ving protein lién két cdu
thanh cac diém tiép xic bé mat chu yéu dé lién két khang nguyén. Protein lién két theo
séng ché c6 thé ¢6 sdu CDR, vi du, mot CDRI chudi ning (“CDRHI”), mot CDR2
chudi ning (“CDRH2”), mdét CDR3 chudi ning (“CDRH3”), mét CDRI chudi nhe
(“CDRL1”), mot CDR2 chudi nhe (“CDRL2”), mot CDR3 chudi nhe (“CDRL3”).
CDRHI thudng chta tir khodng nim (5) dén khoang bay (7) axit amin, CDRH2
thuong chtra tr khoang mudi sau (16) dén khoang mudi chin ( 19) axit amin, va
CDRH3 thuong chira tir khoang ba (3) dén khoang hai muoi lam (25) axit amin.
CDRL! thuong chira tir khoang mudi (10) dén khoang mudi bay (17) axit amin,
CDRL2 thuong chua tir khodng bay (7) axit amin, va CDRL3 thuong chira tir khoang
bay (7) dén khoang muoi (10) axit amin.

it nhét 1a khang thé déi khang IL-17RA-IL-17RB chira toan b hodc mot phin
vung bién dbi chudi nhe hodc vung bién dbi chudi nang, hodc toan b hodc mot phén
cua ving bién ddi ctia ca chudi nhe va chudi ning ma lién két dic hiéu voi IL-17RA,

hodc IL-17RB, hoic ca IL-17RA va IL-17RB. Vi du vé méanh (ttc 1a “mot phén”) cua
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ving bién ddi gdbm cac CDR. Theo cach khéc, it nhét 1a khang thé déi khang IL-17RA-
IL-17RB gdm it nhit mot CDR cua ving bién dbi, trong do CDR nay lién két dic higu
vo1 IL-17RA, hodc IL-17RB, hodc ca IL-17RA va IL-17RB. Theo cac phuong an thay
thé, khang thé ddi khang IL-17RA-IL-17RB gdm it nhat hai, hodc it nhit ba, hodc it
nhit bdn, hoidc it nhit nam, hodc it nhit 1a tit ca sdu CDR cua (cac) vang bién doi,
trong d6 it nhat mot CDR trong sé cdac CDR nay lién két dic hidu véi IL-17RA, hodc
IL-17RB, hozc ca IL-17RA va IL-17RB. CDR c¢6 thé 1a tir chudi ning hodc chudi nhe,
va ¢6 thé 1a mot CDR bit ky trong s& ba CDR trong mdi chudi, tirc 1a mdi CDR dugc
chon ddc lap tir CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 va CDRL3.

Cac phuong 4n cta khang thé dbi khang IL-17RA-IL-17RB c6 thé bao gdm cdu
truc gian khung ma (cac) CDR hitu dung dugc ghép vao d6. Mot sé phuong an bao
gdm thanh phan gian khung ctia nguoi dbi v6i khang thé da duoc lam gibng nhu cua
ngudi. Theo mot phuwong an, cdu tric gian khung 1a cdu tric khang thé tetrame truyén
théng. Do d6, cac phwong an ciia khang thé déi khang IL-17RA-IL-17RB c6 thé bao
gdm cac thanh phan b sung nhu ving khung, ving J va D, ving ¢b dinh, v.v., ma tao
thanh chudi ning hodc chudi nhe. Céc phuong 4n ciia khang thé dbi khang IL-17RA-
IL-17RB c6 thé bao gdm khang thé c6 mién Fc duoc bién dbi, duoc goi la bién thé Fe.
“Bién thé Fc” chi phan tir hodc trinh tu dwoc bién ddi tir Fe nguyén thé, nhung van
chura vi tri lién két cho thu thé ctru tro, FcRn. Céc vi du khac vé “bién thé Fc¢” bao g6m
phén tir hodc trinh ty duge lam gidng nhu ciia nguoi tir Fe nguyén thé khong phai cia
ngudi. Ngoai ra, Fc nguyén thé chira cac vi tri ¢6 thé loai bo dugc vi ching tao ra céc
ddc diém cAu tric hogc hoat tinh sinh hoc khong can thiét dbi voi cac phan tir dung
hop theo sang ché. Do d6, thuat ngir “bién thé Fc” bao gbm phan tir hodc trinh tu thiéu
mot hoac nhiéu vi tri hodc cac géc Fc nguyén thé ma tac dong dén hodc lién quan dén
(1) su tao thanh lién két disulfua, (2) tinh khong twong thich vdi té bao chi duoc chon
(3) tinh khong dong nhét diu N khi biéu hién & t& bao chii duge chon, (4) su glycosyl
hoa, (5) sy twong tac v&i bd thé, (6) su lién két voi thu thé Fc ma khong lién két véi

thu thé ciru trg, hodc (7) tinh giy doc té bao phu thudc khang thé (ADCC).

Céc phuong an cua khang thé dbi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdm khang thé
don dong ctia nguoi. Khang thé don dong cta ngudi ¢6 tinh khang IL-17RA, hoac IL-
17RB, hodc ca IL-17RA va IL-17RB cua ngudi ¢6 thé dugc tao ra bing cach sir dung
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cac phuong phéap bat ky da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, nhu, nhung khong gidi
han &, cong nghé XenoMouse™ (xem, vi du US 6,114,598; 6,162,963; 6,833,268;
7,049,426; 7,0064,244; Green et al, 1994, Nature Genetics 7:13-21; Mendez et al.,
1997, Nature Genetics 15:146-156; Green and Jakobovitis, 1998, J. Ex. Med. 188:483-
495). Cac vi du khéc vé viéc tao ra khang thé hoan toan ctia ngudi bao gdbm cdng nghé
UltiMab Human Antibody Development System™ va Trans-Phage Technology™
(Medarex Corp., Princeton, NJ), cong nghé biéu hién & thé thuc khuén, cong nghé biéu
hién & ribosom (xem, vi dy, Cambridge Antibody Technology, Cambridge, UK), ciing
nhu phuong phap bét ky da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Céc phuong én nhat dinh cta khang thé ddi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdm
khang thé dang kham va di duoc lam gidng nhu ciia ngudi, hodc cac manh cia chung.
Théong thuong, ci khang thé dang kham va khang thé da duoc lam gibng nhu cia
nguoi déu chi khang thé ma két hop cac ving tir nhidu hon mot loai. Vi du, khang thé
dang kham thudng chira (cac) ving bién dbi tir loai khéng phai la nguoi va (cac) vung
cb dinh tir ngudi. Thong thuong, khang thé da dugc lam giéng nhu cua ngudi chi
khang thé khong phai ctia ngudi, c¢6 cac ving khung mién bién déi duoc hoan ddi trinh
tu ma dugc tim thdy trong cac khang thé cua nguoi. Thong thuong, ¢ khang thé da
duoc lam gidng nhu cua ngudi, toan bd khang thé, ngoai trir cac CDR, duoc ma hoa
boi polynucleotit c6 ngudn gde tir ngudi hodc twong ddng véi khéng thé nay, ngoai trir
trong cac CDR cla n6. Cac CDR, mét sd hodc tit ca, dugc ma hoa bing cac axit
nucleic ¢6 ngudn gbc & sinh vét khong phai la nguoi, duge ghép vao trong khung
phién beta ciia ving bién dbi cua khang thé ciia ngudi dé tao ra khéang thé, tinh dic
hiéu ctia né dugc xé4c dinh bang cac CDR duge ghép vao. Viéc tao ra cac khang thé
nay da duogc biét ro trong linh vyc (xem, vi du, Jones, 1986, Nature 321:522-525;
Verhoeyen et al., 1988, Science 239:1534-1536). Khang thé da duoc lam gidng nhu
cua nguoi cling ¢ thé duogc tao ra béng cach str dung chuot nhit ¢6 hé mién dich duogc
thiét ké v& mat di truyén hoic bang phuong phap hoic cong nghé bét ky khac da biét
trong linh vuc (xem, vi du, Roque, et al., 2004, Biotechnol. Prog. 20:639-654). Theo
mot sé phuong 4n, cac CDR 1a cia ngudi, va do d6 ca khang thé da duoc lam gidng
nhu ctia ngudi va khang thé dang kham theo sang ché c6 thé bao gbm mot s6 CDR

khong phéi cta ngudi; vi du, khang thé da duoc lam gidng nhu ciia ngudi c6 thé duge
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tao ra sao cho c6 chtra cac ving CDRH3 va CDRL3, véi mot hodc nhiéu ving CDR

con lai c6 ngudn goc loai khac nhau.

Theo mot phuong 4n, khang thé dbi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdm khang
thé da dic hiéu. D6 1a cac khang thé ma lién két v6i hai (hodc nhidu hon hai) khang
nguyén khac nhau. Vi du vé khang thé dic hiéu kép da biét trong linh vuc 1a “doan Fv
chudi don dang dime (diabody)”. Poan Fv chudi don dang dime (diabody) c6 thé duoc
tao ra béng nhiéu cach khac nhau da biét trong linh vuc k¥ thuit nay, vi du, duoc tao
ra biang phuong phap hoa hoc hodc tir cac té bao thé lai (Holliger and Winter, 1993,
Current Opinion Biotechnol. 4:446-449). Phuwong 4n cu thé cua khang thé déi khang
IL-17RA-IL-17RB da dic hiéu 1a khang thé c6 kha ning lién két voi ca IL-17RA va
IL-17RB.

Theo cac phuong an thay thé, khang thé dbi khang IL-17RA-IL-17RB bao gbém
manh khang thé nhé (minibody). Manh khang thé nhé (minibody) 14 c4c protein giéng
khang thé da dugc 1am nho dén muc tdi thiéu c6 chiaa Fv chudi don (scFv; dugc mo ta
dudi day) lién két voi mién CH3 (xem, vi du, Hu, et al., 1996, Cancer Res. 56:3055-
3061).

Theo cac phuong an thay thé, khang thé dbi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdém
khéng thé mién; vi du nhu khang thé mién dugc néu trong US 6,248,516. Khang thé
mién (dAb) I cac mién lién két chue nang cia khang thé, twong tng véi cac ving bién
ddi ctia chudi nang (VH) hodc chudi nhe (VL) cta khang thé cia ngudi. Cac dAb c6
phén tir lugng khoang 13 kDa, hoic nhé hon mdt phan mudi kich thude cia khang thé
day du. Cac dAb duoc bidu hién t6t & nhiéu vét cha khic nhau, bao gdm hé t& bao vi
khuén, ndm men va dong vat c¢6 vu. Ngoai ra, cac dAb rat 6n dinh va gitt dugc hoat
tinh thdm chi sau khi phai chiu c4c diéu kién khac nghiét, nhu lam kho lanh hoac lam
bién tinh béng nhiét. Xem, vi du, US 6,291,158; US 6,582,915; US 6,593,081; US
6,172,197, US 2004/0110941; EP 0368684; US 6,696,245, WO04/058821,
WO004/003019 va W0O03/002609.

Nhu d4 néu, khang thé ddi khang IL-17RA-IL-17RB c6 thé bao gdm manh khang
thé, tirc 14, manh cia khéng thé bAt ky trong sb cac khang thé dugc néu theo sang ché
ma gilt dugc tinh déc hiéu lién két voi IL-17RA, hoac IL-17RB, hoac ca IL-17RA va
IL-17RB. Cac méanh khing thé dic hiéu bao gdm, nhung khong giéi han &, (i) manh
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Fab gém cac mién VL, VH, CL va CHI, (i1) manh Fd g6m cac mién VH va CH1, (111)
manh Fv gém cac mién VL va VH cua mot khéang thé; (iv) manh dAb (xem, vi du,
Ward, et al., 1989, Nature 341:544-546) gdm mién bién ddi chudi don, (v) ving CDR
da dugc phan lap, (vi) manh F(ab'),, manh hoa tri hai c6 chira hai manh Fab lién két,
(vii) phan tir Fv chudi don (scFv), trong d6 mién VH va mién VL duoc lién két bing
chat lién két peptit ma giup cho hai mién nay két hop lai dé tao thanh vi tri lién két
khang nguyén (xem, vi du, Bird, et al., 1988 Science 242:423-426; Huston, et al.,
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-5883), (viii) dime Fv chudi don dic hiéu kép, va
(ix) "doan Fv chudi don dang dime (diabody)" hodc “doan Fv chudi don dang trime
(triabody)”, méanh da hoéa tri hoic da dic hiéu duoc tao cdu truc béng ky thuat dung
hop gen (xem, vi du, Tomlinson, et. al., 2000, Methods Enzymol. 326:461-479;
WO094/13804; Holliger, et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. 90:6444-6448). Manh
khang thé co thé dugc bién doi. Vi du, cac phén tir ¢6 thé dwoc lam 6n dinh bang cach
két hop céc cau disulfua lién két cac mién VH va VL (xem, vi dy, Reiter, et al., 1996,
Nature Biotech. 14:1239-1245). Mot l4n nita, nhu dugc néu theo sang ché, t&t hon néu

c4c thanh phan khong phai CDR ciia cac manh nay 1a trinh tu cia nguoi.

Theo cac phuong an khéc nita, khang thé ddi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdm
protein dung hop khang thé (d6i khi duoc goi theo sang ché 1a “thé cong hop khang
thé”). Phan cong hop c6 thé 1a protein hodc khong phai 1a protein; phan cong hop
khong phai [a protein thuong dwoc tao ra bang cach st dung cac nhom chirc trén
protéin lién két khang nguyén (xem phén thao ludn vé céc thé bién déi cOng hoa tri cua
protein lién két khang nguyén) va trén phan cong hop. Vi du, cac chat lién két da duoc
biét dén trong linh vuc; vi du, cac chét lién két chuc nang kép cung loai hodc chirc
ning kép khac loai da dugc biét rd (xem, vi du, danh muc 1994 cua Pierce Chemical
Company, phan md ta vé chét lién két ngang, trang 155-200). Céc thé cong hop thich
hop bao gdm, nhung khong giéi han &, cac chit danh ddu nhu duge néu dudi day,
thudc va chét giy doc té bao bao gdm, nhung khéng gi6i han &, thudce gdy doc té bao
(vi du, chét hoa tri liéu) hodc cac doc td hodc manh hoat tinh clia cac doc t4 nay. Cac
doc to thich hop va cac manh tuong ng cta ching bao gdm diptheria chudi A.
exotoxin chudi A, rixin chudi A, abrin chudi A, curxin, crotin, phenomyxin, enomyxin
va dang tuong tu. Chit giy doc té bao con bao gdm hoa chét phéng xa dugc tao thanh

bang cach két hop cac dong vi phéng xa véi cac protein lién két khang nguyén, hoic
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lién két nuclit phong xa véi chat tao chelat ma dwoc gin theo cich cong hoa tri vao
protein lién két khang nguyén. Cac phuong 4n bd sung st dung calicheamixin,

auristatin, geldanamyxin va maytansin.

Theo mdt phuong 4an, khang thé déi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdm dang
twong tu khang thé, doi khi dugc goi 1a “khang thé tong hop”. Vi du, cac gian khung
protein hodc gian khung nhan tao thay thé khac nhau c6 thé duoc ghép voi cac CDR tir
khang thé déi khang IL-17RA-IL-17RB. Cac gian khung nay bao gém, nhung khong
gidi han &, cac dot bién duoc dua vao dé 1am 6n dinh cAu trac bac ba cuia protein lién
két ciing nhu cac gian khung téng hop hoan toan, bao gém, vi du, cic polyme tuong
thich sinh hoc. Xem, vi du, Korndorfer, et al., 2003, Proteins: Structure, Function, and
Bioinformatics, Volume 53, Issue 1:121-129; Roque, et al., 2004, Biotechnol. Prog.
20:639-654. Theo cac phuong an thay thé, khang thé d6i khang IL-17RA-IL-17RB ¢6
thé bao gdm céac gia khang thé peptit, hodc “PAM”, ciing nhu cac gia khang thé

(antibody mimetic) sir dung cac thanh phén fibronectin lam gian khung.
Chét ddi khang IL-17RA-IL-17RB: Peptit/Polypeptit

Céac phuong an cia chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB bao gom protein & dang
peptit va polypeptit ma lién két dic hiéu voi IL-17RA, hodc IL-17RB, hodc ca IL-
17RA va IL-17RB, wc ché hoat tinh ctia IL-17A, IL-17F va/hodc IL-25. Theo mét sb
phuong an, chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB wc ché su két hop cia cac cdu truc dudi
phén tir ctia phire hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB; gay ra (hodc ngin chin) su
thay d6i cu dang & cac cdu trac dudi phan tir cta thy thé, do d6 e ché su tuong tac
ctia chung; e ché lién két cta phdi tir (tire 13, IL-25) vai phic hop thu thé heterome
(hodc ciu triac dudi phan tir ctia ching) hodc gy ra su thay ddi cAu dang & phuc hop
thu thé heterome (hodc ciu tric dudi phan tir clia chung), e ché lién két caa phdi tu
véi ching.

Cac phuong 4n bao gém chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB tai to hop. “Protein
tai to hop” 1a protein duoc tao thanh bang cac k¥ thuat tai td hop, tic 13, théng qua
viéc biéu hién axit nucleic tai tb hop bang cach sir dung cac phuong phap da biét trong

linh vyc k¥ thuét nay.

Theo sang ché, “peptit” chi phan tir c6 tir 1 dén 100 axit amin. Cac peptit tiéu

biéu ma lién két v6i IL-17RA, hodc IL-17RB, hodc ca IL-17RA va IL-17RB, tc ché
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su két hop cua IL-17RA va IL-17RB tao thanh phtrc hgp thu thé heterome IL-17RA-
IL-17RB hoic trc ché sy phat tin hiéu phic hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB
6 thé bao g&n peptit duogc tao ra tir cac thu vién dugc ngﬁu nhién héa. Vi du, trinh tu
peptit tir cac trinh tw ddy du ngdu nhién (vi du, duoc chon bang phuong phap biéu hién
thé thuc khudn hoic sang loc ARN-peptit) va cac trinh ty ma trong d6 mot hoac nhiéu
gbc ctia phan tir ¢ trong ty nhién duogc thay thé bing gdc axit amin khong xuét hién
tai vi tri do trong phan tir c6 trong tu nhién. Cac phuong phap nhan dién trinh tu peptit
tiéu biéu bao goém biéu hién thé thuc khuan, biéu hién E. coli, biéu hién ribosom, sang

loc ARN-peptit, sang loc hoa hoc va phuong phap tuong tu.

Theo sdng ché, “protein” c6 nghia 14 it nhit hai axit amin gin v6i nhau theo cach
cong hoa tri, bao gdm protein, polypeptit, oligopeptit va peptit. Theo mot sd phuong
an, hai hodc nhiéu axit amin gén v61 nhau theo cach cOng hoéa tri nay duoc gén véi
nhau bang lién két peptit. Protein nay c6 thé dwoc tao thanh tir cac axit amin co trong
tw nhién va cac lién két peptit, vi du nhu khi protein dugc tao ra bing phuong phép tai
t6 hop bang cach st dung cac hé biéu hién va té bao chi, nhu dwoc néu dudi day. Theo
cach khac, theo mot sd phuong an (vi du nhu khi protein ung vién dugc sang loc dbi
v6i kha ning tic ché su két hop ciia IL-17RA va IL-17RB), protein nay c6 thé bao gdbm
cac axit amin téng hop (vi du, homophenylalanin, citrulin, ornithin va norleuxin), hodc
céc cdu trac gia peptit, tirc 1, “dang twong tu peptit hodc protein”, nhu peptoit (xem,
Simon et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:9367), ma cé tinh khang lai
proteaza hodc cac didu kién sinh Iy va/hodc bao quan khac. Cac axit amin téng hop
nay c6 thé duoc két hop dic biét khi protein duoc tdng hop in vitro bang cac phuong
phap thong dung da biét rd trong linh vuec. Ngoai ra, ¢6 thé st dung dang két hop bt
ky ctia cac ge/céu tric gia peptit, tong hop va 6 trong tu nhién. "Axit amin" con bao
gdm cac gde axit imin nhu prolin va hydroxyprolin. “Mach bé&n” hoac “nhom R” axit
amin c6 thé 12 & cdu hinh (L)- hodc (S)-. Theo phuong an cu thé, cac axit amin la & cu

hinh (L)- hodc (S)-.

Mot vi du vé protein ddi khang 1a thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB tan duoc.
Céc phuong phap tao ra thu thé heterome tan duoc nay da duoc biét dén trong linh
vue, va duge mo t&, vi dy, trong US 6,589,764, cap ngay 08/07/2003. Phirc hop thu thé
IL-17A-IL-17B bao gdm IL-17RA va IL-17RB (va/hodic céc cAu trac dudi phan tit bd
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sung) dudi dang céc protein dugc dong biéu hién & cliing té bao, hodc dudi dang cac
cAu trac dudi phén tr cua thu thé duoc lién két véi nhau (vi du, thong qua céc lién két
cong hoa tri theo cach thich hop bét ky, nhu théng qua chat phan tng lién két ngang
hodc chat lién két polypeptit). Theo mot phuong 4an, thu thé heterome duge tao thanh
tir protein dung hop ctia mdi thanh phan thy thé véi mot phan cua phén tir khang thé,
nhu ving Fc. Theo céch khac, thu thé heterome IL-17A-IL-17B ¢6 thé duogc tao thanh

thong qua céc tuong tdc khong cong hoa tri, nhu tuwong tac cua biotin véi avidin.
Chét d6i khang IL-17RA-IL-17RB

Nhu dugc néu & trén, chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB bao gdm protein lién két
khang ﬁguyén IL-17RA-IL-17RB, bao gdm, nhung khong gi6i han &, khang thé, peptit
va polypeptit, cling nhu céc chét déi khang khac (bao gdm cac polypeptit hodic protein
khéc). Céc phuong én thay thé cua chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB (vi dy, protein
lién két khang nguyén IL-17RA-IL-17RB) bao gdm cac thé bién dbi cong hoa tri cia
chit d6i khang IL-17RA-IL-17RB. Cac bién ddi nay c6 thé duoc thuc hién sau khi
dich ma. Vi dy, mot s6 dang bién dbi cong hoa tri ctia chit dbi khang IL-17RA-IL-
17RB dugc dua vao trong phén tir bang cach cho céc gbc axit amin dic biét cua chét
ddi khang tuwong tac v6i chét tao din xuét hiru co 6 kha nang tuong tic vdi cac mach
bén dugc chon hodc cac géc d4u N hoac C. Vi du v& cac bién ddi dbi véi chét dbi

khang IL-17RA-IL-17RB nay dugc trinh bay dudi day.

Céc gbe xysteinyl phd bién nhét duge cho tuong tac voi o-haloaxetat (va cac
amin twong Ung), nhu axit cloaxetic hodc cloaxetamit, dé tao ra cac din xuét
carboxymetyl hodc carboxyamidometyl. Cac gbc xysteinyl cling duoc tao dan xuat
nho teong tac véi bromtrifloaxeton, axit o-brom-B-(5-imidozoyl)propionic, cloaxetyl
phosphat, N-alkylmaleimit, 3-nitro-2-pyridyl disulfua, metyl 2-pyridyl disulfua, p-clo
thuy ngan benzoat, 2-clo thiy ngén-4-nitrophenol hodc clo-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazol. Céc gdc histidyl duoc tao din xuit nho tuong tac véi dietylpyrocacbonat & do
pH = 5,5-7,0 vi chit nay twong dbi dic hiéu dbi v6i mach bén histidyl. Para-
bromophenaxyl bromua ciing hiru dung; t6t hon néu phan tng duoc thuc hién trong
natri cacodylat 0,1 M & dd pH = 6,0. Céc gdc dau amin va lysinyl duoc tuong tac voi
anhydrit axit suxinic hodc cac anhydrit axit carboxylic khac. Viéc tao dan xuét véi céc

chit nay c6 tac dung lam déo dién tich cua cac gbc lysinyl. Cac chét phan tng thich
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hop khac dé tao dan xudt cac gbe co chua alpha-amino bao gdm cac imidoeste nhu
metyl  picolinimidat; pyridoxal —phosphat; pyridoxal; cloborohydrit; — axit
trinitrobenzensulfonic; O-metylisoure; 2,4-pentandion; va phan mg dugc xtc tac boi
transaminaza véi glyoxylat. Cac gdc arginyl duoc bién ddi nho twong tac véi mot hodc
mdt vai chit phan ung thong dung, cic chit phan tng trong sd d6 la phenylglyoxal,
2,3-butanedion, 1,2-xyclohexanedion va ninhydrin. Viéc tao din xuit cac géc arginin
yéu cau phan tng phéi duoc thuc hién trong diéu kién kiém do pK, cao ctia nhoém chire
guanidin. Ngoai ra, cdc chat phan tng nay c6 thé twong tdc vo1 cac nhom lysin cling

nhu nhém epsilon-amino arginin.

Viéc bién d6i dic hiéu cac gbe tyrosyl co thé duoc thuc hién, véi su quan tam
dic biét dén viéc dua cac chét danh ddu quang phd vao cic gbe tyrosyl nho twong tac
v6i cac hop chét diazoni thom hoic tetranitrometan. Phd bién nhét, N-axetylimidizol
va tetranitrometan dugc sir dung dé, theo tha tu, tao thanh nhom O-axetyl tyrosyl va
céc dan xudt 3-nitro. Cac gbe tyrosyl duoc iot hoa bang cach sir dung '*I hoéc PIT ¢é
tao ra protein dugc danh dau dé su dung trong thir nghiém mién dich phong xa d6i voi
IL-17, phuong phép cloamin T néu trén 1a thich hop. Cac nhém bén carboxyl (aspartyl
hodc glutamyl) duoc bién ddi chon lgc nho tuong tac véi carbodiimit (R'—N=C=N--
R’), trong d6 R va R' tiiy y 1a cac nhom alkyl khac nhau, nhu 1-xyclohexyl-3-(2-
morpholinyl-4-etyl) carbodiimit  hodc 1-etyl-3-(4-azonia-4,4-dimetylpentyl)
carbodiimit. Ngoai ra, cac gbc aspartyl va glutamyl dugc chuyén hoa thanh cac gbe

asparaginyl va glutaminyl nhd twong tic véi cac ion amoni.

Viéc tao din xudt v6i chét chic ning kép hitu dung dé lién két ngang cac chét
d6i khang IL-17RA-IL-17RB véi nén do hozc bé mat khong tan trong nudc dé sur
dung trong nhiéu phuong phap khic nhau. Chat lién két ngang thuong dugce st dung
bao gbm, vi du, 1,1-bis(diazoaxetyl)-2-phenyletan, glutaraldehyt, N-hydroxysuxinimit
este, vi du, este véi axit 4-azidosalixylic, imidoeste chirc ning kép cung loai, bao g6m
cac disuxinimidyl este nhu 3,3'-dithiobis(suxinimidylpropionat), va maleimit chirc
ning kép nhu bis-N-maleimido-1,8-octan. Chit tao din xuédt nhu metyl-3-((p-
azidophenyl)dithio)propioimidat tao ra céc san phdm trung gian c6 thé quang hoat ¢6
kha nang tao thanh céc lién két ngang trong diéu kién c6 mdt anh sang. Theo cach

khéc, cac nén khong tan trong nudc ¢o hoat tinh manh nhu cac cacbohydrat dugc hoat
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hoa bing xyanogen bromua vi cic chit c6 hoat tinh manh dugc néu trong US
3,969,287; US 3,691,016; US 4,195,128; US 4,247,642; US 4,229,537 va US
4,330,440 dugc su dung dé gitlt c¢d dinh protein.

Céc gbc glutaminyl va asparaginyl thudng duoc loai nhom amit thanh céc gbc
glutamyl va aspartyl mot cach tuong tmg. Theo cach khac, cac gbc nay dugc loai
nhém amit trong diéu kién axit nhe. Dang bit ky cua cac gdc nay déu thudc pham vi
ctia sang ché. Cac dang bién ddi khac bao gbm dang hydroxyl hoa cua prolin va lysin,
dang phosphoryl héa nhém hydroxyl cta cac gdc seryl hodc threonyl, dang metyl hoa
nhom alpha-amino ctia cac mach bén lysin, arginin, va histidin (T. E. Creighton,
Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco,
pp. 79-86 (1983)), dang axetyl hoa ctia amin déu N, va dang amit héa cia nhom
carboxyl dau C bét ky.

Dang bién ddi cong hoa tri khac cta chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB duoc bao
ham trong pham vi ctia sang ché bao gdm thay dbi kiéu glycosyl hoa protein. Nhu da
biét trong linh vuc, cac kiéu glycosyl hoa c6 thé phu thudc vao ca trinh tu cta protein
(vi dy, su c6 mit hodc khong c6 mit cua cac gde axit amin glycosyl hoa cu thé, duoc
néu dudi day), hodc sinh vat hodc té bao chi ma protein dugc tao ra trong do. Glycosyl
hoa polypeptit thudng 1a glycosyl hoéa lién két N hoic glycosyl hoa lién két O.
Glycosyl héa lién két N chi viéc gin gbc cacbohydrat vao mach bén ctia gdc asparagin.
Céc trinh tu tri-peptit asparagin-X-serin va asparagin-X-threonin, trong d6 X la axit
amin bét ky trir prolin, 14 trinh tw nhan dién viéc gin gdc cacbohydrat vao mach bén
asparagin bang enzym. Do d6, su c6 mit cia mot trong sd céc trinh tu tri-peptit trong
polypeptit tao ra vi tri glycosyl héa tiém niang. Glycosyl hoa lién két O chi viéc gin
mdt duong trong sd cac dudng N-axetylgalactosamin, galactoza hodc xyloza vao axit
hydroxyamin, phd bién nhit 12 serin hodc threonin, mic du cling c6 thé sir dung 5-
hydroxyprolin hodc 5-hydroxylysin. Viéc b6 sung cac vi tri glycosyl héa vao cac chét
dbi khang IL-17RA-IL-17RB thuong dugc thuc hién bing cach thay ddi trinh tu axit
amin sao cho né ¢6 chtra mot hodc nhiéu trinh tu tri-peptit trong s6 cac trinh tu tri-
peptit néu trén (dbi voi cac vi tri glycosyl hoa lién két N). Su thay doi cling c6 thé
duoc thuc hién béng cach bd sung, hoac thé béng, mot hodc nhiéu géc serin hoac

threonin vao trinh tu bit dau (dbi v6i cac vi tri glycosyl hoa lién két O). Mot cach don
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gian, trinh tu axit amin cua protein lién két khang nguyén tét hon néu duoc thay déi
nho su bién dbi & cdp do ADN, cu thé 1a bang cach giy dot bién ADN ma hoa cho
polypeptit dich tai cac bazo da dugce chon trude sao cho tao ra cac codon ma sé& dich

ma thanh céc axit amin mong muon.

Céc cach khac dé lam ting sb lugng gbc cacbohydrat trén chét dbi khéng IL-
17RA-IL-17RB la bang cach két hop glycosit vdi protein biang phuong phép hda hoc
hoic bang enzym. Céac quy trinh nay ¢6 vu diém & chd ching khong can dén viéc san
Xuét protein trong té bao chu ¢6 kha nang glycosyl hoa dé glycosyl héa lién két N va
O. Tuy thudc vao cach thire két hop duge sir dung, (cac) phan tir dudong co thé dugce
gin vao (a) arginin va histidin, (b) nhém carboxyl tu do, (¢) nhom sulthydryl tu do,
nhu nhom sulthydryl tu do cta xystein, (d) nhém hydroxyl tu do, nhu nhom hydroxyl
twr do cda serin, threonin hodc hydroxyprolin, (e) gbc thom, nhu gbc thom cua
phenylalanin, tyrosin hodc tryptophan, hodc (f) nhdm amit cia glutamin. Cac phuong
phap nay dugc mo ta trong WO 87/05330, cong bd nay 11/09/1987, va trong tai lidu
Aplin and Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306.

Viéc loai bo cac gbc cacbohydrat co mit trén chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB
ban dau c6 thé duoc thyc hién bang phuong phéap héa hoc hoidc bang enzym. Viéc khur
glycosyl héa hoc cin phai cho protein tiép xtc v&i hop chét axit triflometansulfonic,
hodc hgp chat twong duwong. Viéc xir Iy nay lam phan cat hiu hét hodc tit ca cac
dudng, trir duong lién két (N-axetylglucosamin hodc N-axetylgalactosamin), trong khi
van giit cho polypeptit nguyén ven. Viéc khir glycosyl hoa hoc dugec mé ta trong tai
liéu Hakimuddin et al., 1987, Arch. Biochem. Biophys. 259:52 va tai liéu Edge et al.,
1981, Anal. Biochem. 118:131. Viéc phan cit cac gdc cacbohydrat trén polypeptit
bang enzym c6 thé dat dugc biang cach sir dung nhiéu endo- va exo-glycosidaza khac
nhau, nhu dugc mo ta trong tai liéu Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol. 138:350.
Su glycosyl hoa tai céc vi tri glycosyl hoa tiém nang c6 thé duoc ngin chin bang cach
str dung hop chét tunicamyxin nhu duge mo ta trong tai li€éu Duskin et al., 1982, J.
Biol. Chem. 257:3105. Tunicamyxin phong bé su tao thanh cac lién két protein-N-
glycosit.

Dang bién dbi cong hoa tri khac cta chit déi khang IL-17RA-IL-17RB bao gbm

lién két protein lién két khang nguyén vdi cac polyme khong protein khac nhau, bao
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g0m, nhung khong giéi han &, cic polyol khac nhau, nhu polyetylen glycol (PEG),
polypropylen glycol hodc polyoxyalkylen, theo cach dugc néu trong US 4,640,835;
US 4,496,689; US 4,301,144; US 4,670,417; US 4,791,192 hodc US 4,179,337. Ngoai
ra, nhu da biét trong linh vuc, viéc thé axit amin c6 thé dugc thuc hién & cac vi tri khac
nhau trong protein lién két khang nguyén dé tao diéu kién thuén loi cho viéc bd sung

cac polyme nhu PEG.

Céc thé bién dbi cong hoa tri ctia chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB duoc bao
ham trong pham vi cla sang ché, va thuong, nhung khong bét budc, duge thuc hién
sau khi dich ma. Vi du, mét sb dang bién ddi cong hoda tri cda chat dbi khéng IL-
17RA-IL-17RB dugc dua vao trong phéan tir bing cach cho cac gdc axit amin dic biét
cta chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB tuong tic v6i chét tao din xuét hitu co c6 kha

nédng tuong tac v4i cac mach bén dugc chon hodc cac goc dau N hoac C.

Theo mdt s6 phuong 4n, dang bién dbi cong hoa tri cta protein lién két khang
nguyén theo sang ché bao gdm dang b sung mot hodc nhiéu chét danh dAu. Thong
thuong, cac chit danh ddu thudc nhiéu 16p khac nhau, tuy thudc vao thir nghiém ma
trong d6 chiing cin dugc phat hién: a) chit danh diu ddng vi, c6 thé 1a dong vi phong
xa hoac déng vi ndng; b) chét danh diu tr tinh (vi dy, hat tir tinh); ¢) cac géc hoat tinh
oxy hoa-khir; d) thudc nhuém quang hoc; nhom enzym (vi du peroxidaza cai ngua,
beta-galactosidaza, luxiferaza, alkalin phosphataza); e) nhom da dugc biotinyl héa; va
f) epitop polypeptit d& x4c dinh trudc dugc nhan dién bang chat chi thi thir cdp (vi du,
trinh tu cdp khéa kéo leuxin, vi tri lién két khéang thé tha cép, mién lién két kim loai,
thé gin epitop, v.v.). Theo mot sd phuong 4n, nhém danh ddu duogc két hop véi protein
lién két khang nguyén qua cac tay dém c6 chiéu dai khac nhau dé lam giam sy can trd
khong gian tiém 4n. Cac phuong phap danh ddu protein khac nhau da dugc biét dén

trong linh vuc va co thé duoc st dung dé thuc hién séang ché.

Céc chat danh ddu dic hiéu bao gdbm thudc nhudm quang hoc, bao gdm, nhung
khong gidi han ¢, nhém mang mau, phospho va nhom huynh quang, trong d6 phospho
va nhom huynh quang la dic hiéu trong nhiéu truong hop. Nhom huynh quang c6 thé
1a chat phat huynh quang “phén tir nhd”, hodc chét phat huynh quang protein. Thuét
ngit “chat danh ddu huynh quang” c6 nghia 1a phan tr bit ky co thé dugc phat hién

thong qua cac tinh chat huynh quang vén c6 ciia nd. Cac chit danh déu huynh quang
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thich hop bao gbm, nhung khong gi6i han &, floresxein, rhodamin,
tetrametylrhodamin, eosin, erythrosin, coumarin, metyl-coumarin, pyren, Malachite
green, stilben, Lucifer Yellow, Cascade BlueJ, Texas Red, IAEDANS, EDANS,
BODIPY FL, LC Red 640, Cy 5, Cy 5.5, LC Red 705, Oregon green, cac thudc nhudm
Alexa-Fluor (Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546,
Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor
680), Cascade Blue, Cascade Yellow va R-phycoerythrin (PE) (Molecular Probes,
Eugene, OR), FITC, Rhodamine, va Texas Red (Pierce, Rockford, IL), Cy5, CyS5.5,
Cy7 (Amersham Life Science, Pittsburgh, PA). Thubc nhudém quang hoc thich hop,
bao gdm nhoém huynh quang, dugc mé ta trong tai liéu Molecular Probes Handbook

cua Richard P. Haugland.

Chét danh ddu huynh quang protein thich hop con bao gbém, nhung khong gidi
han &, protein huynh quang xanh luc, bao gdm GFP cuia loai Renilla, Ptilosarcus hodc
Aequorea (Chalfie et al., 1994, Science 263:802-805), EGFP (Clontech Laboratories,
Inc., Genbank Accession Number U55762), protein huynh quang xanh duong (BFP,
Quantum Biotechnologies, Inc. 1801 de Maisonneuve Blvd. West, 8th Floor,
Montreal, Quebec, Canada H3H 1J9; Stauber, 1998, Biotechniques 24:462-471; Heim
et al.,, 1996, Curr. Biol. 6:178-182), protein huynh quang vang ting cuong (EYFP,
Clontech Laboratories, Inc.), luxiferaza (Ichiki et al., 1993, J. Immunol. 150:5408-
5417), B galactosidaza (Nolaﬁ et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2603-
2607) va Renilla (WO092/15673, WO095/07463, WO98/14605, WQO98/26277,
W099/49019, US 5292658, US 5418155, US 5683888, US 5741668, US 5777079, US
5804387, US 5874304, US 5876995, US 5925558).

Tét ca cac dang bién d6i néu trén ciia protein lién két khang nguyén ciing c6 thé
duoc thuc hién dbi voi chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB protein bét ky khéc, vi du
nhu phtrc hop IL-17RA-IL-17RB heterome, hodc chat d6i khang polypeptit hodc peptit
nhu dugc néu theo sang ché.

Phuong phép st dung

Sang ché con dé& xudt phuong phap sir dung chét d6i khang IL-17RA-IL-17RB,
bao gbém, vi du, st dung chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB cho cic muc dich chin

doan, hodc cho cac muc dich di€u tri. Can hi€u rang, d6i véi muc dich di€u tri, viée st
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dung chit d6i khang IL-17RA-IL-17RB thudng la dé lam giam hodc 1am thuyén giam
cac ddu hiéu va/hodc tridu ching cia bénh hodc tinh trang bénh can diéu tri. Sang ché
dé xuat chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB duoc néu theo sang ché ma c6 thé duogc st
dung dé bao ché va san xuét thude dung dé didu tri cac bénh va tinh trang bénh khéc
nhau dugc néu theo sang ché. Ngoai ra, lugng hiru hiéu cua chéit ddi khéang IL-17RA-
[L-17RB va luong hitu hiéu dé tri liéu cia mot hodc nhiéu hoat chat bd sung dugc néu
theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé bao ché va san xuit thudc hitu dung trong didu
tri da néu. Mot s6 phuong an bao gdm kit gdm cac phan c6 chtra chit déi khang IL-
17RA-IL-17RB; tity v, kit ndy c6 thé bao gém it nhit mot thanh phin hoat tinh bd

sung dé sir dung riéng biét, déng thoi hodc 14n luot cho dbi tuong can diéu tri.

Céac phuong an bd sung bao gdm phuong phép we ché su hoat hoa [L-17RA
va/hodc IL-17RB & céc té bao biéu hién IL-17RA va IL-17RB bing cach sir dung mot
hodc nhidu chat d6i khang trong sé cac chit déi khang IL-17RA-IL-17RB dugc néu
theo sang ché. Vi du, phuong phéap e ché su hoat hoa IL-17RA va/hodc IL-17RB &
cac té bao biéu hién IL-17RA va IL-17RB bao gdm viéc cho céc té bao nay tiép xuc
vi chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB, trong d6 chdt dbi khang IL-17RA-IL-17RB
lién két v6i it nhdt mot cdu triic dudi phan tir hodc thanh phin cia phtic hop thu thé
heterome va trc ché mot phan hoc trc ché hoan toan su két hop cua ching véi ciu tric
dudi phan tir hodc thanh phin khéc ciia phirc hop thu thé heterome (hoidc thong qua
viéc can tré vé mat khong gian hoic thay dbi cau dang), do d6 ngédn chén sy tao thanh
phitc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Theo mdt sb phuong an, chat ddi
khang IL-17RA-IL-17RB lién két véi mét cAu triic dudi phan tir cia phirc hop thu thé
heterome. Theo c4c phuong an thay thé, chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB lién két véi
nhiéu hon mot ciu trac dudi phéan tu ctua phuc hop thu thé heterome, hodc lién két véi
chinh phirc hop thu thé heterome. Theo mot s6 phuong 4n, chat déi khéang IL-17RA-
IL-17RB khong can phai @e ché lién két cua phdi tir (nhu 1L-25) véi mot hodc nhidu
thanh phén cua phtrc hop thu thé heterome dé wrc ché su hoat hoa IL-17RA va/hoéc IL-
17RB. Theo cic phuong an thay thé, chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB trc ché lién két
cua phéi tlr (tic 13, IL-25) voi IL-17RA va/hodc IL-17RB, va e ché su hoat hoa IL-
17RA va/hoic IL-17RB. Céc phuong an bd sung bao gdm phuong phap trong d6 chat
d6i khang IL-17RA-IL-17RB duoc ndi dén 1a protein lién két khang nguyén, nhu duoc
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dinh nghia theo sang ché; tuy y protein lién két khang nguyén nay la & dang duoc

pham.

Céc phuong 4n khéc nita bao gdm phuong phap we ché sy hoat hoa IL-17RA
va/hogc IL-17RB & céc té bao biéu hién it nhit IL-17RA va IL-17RB in vivo bing
cach st dung mot hodc nhiéu chét dbi khang trong sé cac chit déi khang IL-17RA-IL-
17RB duoc néu theo sang ché. Vi du, phwong phap tc ché su hoat hoa IL-17RA
va/hoic IL-17RB & cac té bao biéu hién IL-17RA va IL-17RB in vivo bao gdm viéc
cho céc té bao nay tiép xtic v6i chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB, trong d6 chét dbi
khang IL-17RA-IL-17RB lién két v6i it nhit mét cdu tric dudi phan tir hodc thanh
phén cta phirc hop thu thé heterome va tc ché mot phén hodc trc ché hoan toan su két
hop cta chiing v6i cau tric dudi phan tir hodc thanh phan khac cua phirc hop thu thé
heterome (hozc théng qua viéc can tré vé mit khong gian, hodc thay ddi cdu dang), do
d6 trc ché su hoat hoa phtrc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Theo mdt sd
phuong 4n, chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB lién két v6i mot cAu trac dudi phan t
ctia phttc hop thu thé heterome. Theo cic phuong 4n thay thé, chét ddi khang IL-
17RA-IL-17RB lién két v6i nhiéu hon mot cdu triic dudi phan tir ciia phic hop thu thé
heterome, hozc lién két v6i chinh phirc hop thu thé heterome. Theo mdt sé phuong én,
chit déi khang IL-17RA-IL-17RB khong cin phai phong bé lién két cua phéi tir (nhu
IL-25) v6i mét hodc nhiéu thanh phﬁn cua phuc hop thu thé heterome dé uc ché su
hoat héa IL-17RA va/hoic IL-17RB. Theo cac phwong an thay thé, chit dbi khang IL-
17RA-IL-17RB trc ché lién két ciia phéi tir (tirc 13, IL-25) voi IL-17RA va/hodc IL-
17RB, va tc ché su hoat hoa IL-17RA va/hodc IL-17RB. Céac phuong an bd sung bao
gdém phuong phap trong d6 chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB duoc néi dén 1a protein
lien két khang nguyén, nhu dugc dinh nghia theo sang ché; tuy y, protein lién két

khang nguyén nay 1a & dang dugc phim.

Céc phuong an khac bao gdm phuong phap lam giam chat diéu bién gdy viém
duoc giai phong sau khi hoat hoa phire hgp thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB & céac
té bao biéu hién phirc hop nay in vivo bang cach st dung mot hodc nhiéu chét déi
khang trong s6 cac chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB duoc néu theo sang ché. Vi du,
phuong phép lam gidm su gidi phong chét diéu bién gy viém sau khi hoat hoa phuc

hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB & céc té bao bidu hién phirc hop nay in vivo
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bao gdm budc cho cic t& bao nay tiép xtc voi chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB,
trong d6 chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB lién két voi it nhat mét ciu tric dudi phéan
tir hodc thanh phdn ciia phirc hop thy thé heterome va {rc ché mot phan hodc trc ché
hoan toan su tao thanh hodc hoat hoa phtrc hgp thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB
phuc hop thu thé heterome (hoic thong qua viéc can trd vé mat khong gian, hodc thay
d6i cdu dang), do d6 lam giam su giai phong chit diéu bién gdy viém. Theo mdt sb
phuong an, chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB lién két v6i mot cdu trac dudi phén tir
ctia phirc hop thu thé heterome. Theo cac phuong an thay thé, chét dbi khang IL-
17RA-IL-17RB lién két v6i nhiéu hon mot cdu triic dudi phan tir ciia phirc hop thu thé
heterome, hoic lién két v6i chinh phtrc hop thu thé heterome. Theo mot sé phuwong én,
chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB khéng can phai trc ché lién két cua phéi tir (nhu IL-
25) véi mot hodc nhiéu thanh phan cta phirc hop thy thé heterome dé 1am giam su giai
phong chéit didu bién gdy viém. Theo cac phuong 4n thay thé, chit ddi khang IL-
17RA-IL-17RB trc ché lién két cua phdi tir (tuc 14, IL-25) v6i IL-17RA va/hodc IL-
17RB, va lam giam su giai phong chét didu bién gy viém. Cac phuong 4n bd sung
bao gébm phuong phap trong d6 chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB dugc noi dén la
protein lién két khang nguyén, nhu duoc dinh nghia theo sang ché; tuy y protein lién

két khang nguyén nay la & dang dwoc phdm.

Céc phuong 4n bd sung bao gdbm phuong phap, nhu duge néu & trén, trong do
chit diéu bién gy viém la it nhit mot chét trong sb cac chét sau: IL-5, IL-6, IL-8, IL-
12, IL-13, CXCL1, CXCL2, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-1B, TNFa, RANK-L, LIF,
PGE2, MMP3, MMP9, GROq, NO, eotaxin, MCP-1 va IL-17RB, ciing nhu chét diéu
bién gay viém bit ky khac da biét trong linh vuc 1a duoc giai phong tir cac té bao bt
ky thong qua su hoat hoa IL-17RA va/hoac IL-17RB.

Céc phuong an khac nita bao gdm phuong phap, nhu dugc néu & trén, diéu tri cac

roi loan lién quan dén thanh vién cia ho IL-17, nhu, nhung khéng gi6i han &, cac réi

loan ty mién va viém bang chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB.

Céc phwong 4n bd sung bao gdm phuong phéap diéu tri bénh viém, trong do phtrc
hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB bi phong bé khéng dugc hoat héa mot phan
hodc hoan toan bang cach sir dung mdt hodc nhiéu chit d6i khang trong sb cac chat ddi

khang IL-17RA-IL-17RB dugc néu theo sing ché. Vi du, phuong phép didu tri bénh
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viém & bénh nhan can diéu tri bao gf?)m viéc st dung cho bénh nhan nay chit dbi
khéng IL-17RA-IL-17RB, trong d6 chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB lién két voi it
nhit mot cdu tric dudi phan tir hodc thanh phan ctia phtrc hop thu thé heterome va G
ché mot phén hoac tc ché hoan toan su tao thanh hodc hoat hoa phtrc hop thu thé
heterome (hodc thong qua viéc can tré vé mat khong gian, hodc thay ddi cau dang), do
d6 tao diéu kién thuan lgi cho viéc diéu tri bénh viém. Theo mot sé phuong 4an, chit
dbi khang IL-17RA-IL-17RB lién két véi mot chu triic dudi phan tir ctia phirc hop thu
thé heterome. Theo cac phurong 4n thay thé, chit déi khang IL-17RA-IL-17RB lién két
v6i nhiéu hon mdt cdu trac dudi phén tr cia phic hop thu thé heterome, hodc lién két
v6i chinh phirc hop thu thé heterome. Theo mot sb phuong an, chat ddi khang IL-
17RA-IL-17RB khéng cin phai phong bé lién két cua phdi tir (nhu IL-25) v6i mot
hodc nhiéu thanh phéan cua phirc hop thu thé heterome dé hiru dung trong diéu tri bénh
viém. Theo cac phuong 4n thay thé, chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB (rc ché lién két
ctia phdi tr (tre 13, [L-25) v6i IL-17RA va/hodc IL-17RB, va hitu dung trong diéu tri
bénh viém. C4c phwong an bd sung bao gdém phuong phap trong d6 chat ddi khang IL-
17RA-IL-17RB la khéng thé, nhu dwoc dinh nghia theo sang ché; tuy y, khang thé nay

1a & dang duoc pham.

Céc phuong an khéc nita bao gdbm phuong phép diéu trj rbi loan tw mién, trong
d6 phirc hop thy thé heterome IL-17RA-IL-17RB bi phong bé khéng duoc hoat hoa
mot phin hodc hoan toan bang cach str dung mdt hodc nhiéu chét déi khang trong sb
cac chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB duoc néu theo sang ché. Vi du, phuong phap
diéu trj r6i loan tu mién & bénh nhan cén diéu tri bao g61n viéc str dung cho bénh nhén
ndy chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB, trong d6 chdt dbi khang IL-17RA-IL-17RB
lién két vai it nhit mot cu trac dudi phan t&r hogc thanh phan cia phic hop thu thé
heterome va trc ché mot phr?m hodc trc ché hoan toan su tao thanh hodc hoat héa phirc
hop thu thé heterome, do d6 tao diéu kién thuan loi cho viéc diéu tri rbi loan tu mién.
Theo mot s6 phuong an, chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB lién két véi mot chu trac
dudi phan ti cta phtrc hop thu thé heterome. Theo cac phuong 4n thay thé, chat dbi
khang IL-17RA-IL-17RB lién két v6i nhiéu hon mét cdu trac dudi phan tir cua phc
hop thu thé heterome, hoic lién két v6i chinh phirc hop thu thé heterome. Theo mot sd
phuong 4n, chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB khong cin phai phong bé lién két cua
phdi tir (nhu IL-25) v6i mot hodc nhidu thanh phin ciia phitc hop thu thé heterome dé

-31-



20157

hitu dung trong diéu tri r6i loan tu mién. Theo cac phuong an thay thé, chét dbi khang
IL-17RA-IL-17RB wc ché lién két ciia phéi tir (tire 13, IL-25) voi [L-17RA va/hodc IL-
17RB, va hitu dung trong diéu tri rbi loan tu mién. Cac phuong an bd sung bao gdbm
phuong phép trong d6 chét di khang IL-17RA-IL-17RB duoc n6i dén 1a khang thé,
nhu duogc dinh nghia theo sang ché; tiy ¥, khang thé nay 13 & dang duoc pham.

Céac phuong 4n bd sung bao gdbm phuong phap diéu tri cac rdi loan ty mién
va/hodc viém, nhu dugc néu & trén, trong d6 cac rbi loan nay bao gdm, nhung khong
gioi han ¢, bénh viém sun, va/hodc chimg thoai héa xuong, bénh viém khdp, bénh
viém khép dang thép, bénh viém khép tudi vi thanh nién, bénh viém khop dang thip
tu6i vi thanh nién, bénh viém khép dang thép tudi vi thanh nién tac dung 1én mot vai
khép (it hon 5 khép), bénh viém da khép dang thap tudi vi thanh nién, bénh viém khop
dang thép tudi vi thanh nién khéi phat toan than, bénh viém débt séng dang thép tudi vi
thanh nién, bénh viém khép rudt non tudi vi thanh nién, bénh viém khop tai hoat tudi
vi thanh nién, hdi ching Reter tudi vi thanh nién, hoi chimg SEA (hoi ching huyét
thanh am tinh, bénh tai vi tri gén cO va gan vao xuong, bénh khép), bénh viém da-co
tudi vi thanh nién, bénh viém khép vay nén tudi vi thanh nién, bénh cimg bi tudi vi
thanh nién, bénh luput ban dé toan than tudi vi thanh nién, bénh viém mach tudi vi
thanh nién, bénh viém khoép dang thép tac dung lén mot vai khép (it hon 5 khép), bénh
viém da khép dang thap, bénh viém khép dang thdp khoi phat toan than, bénh viém
dét séng dang thap, bénh viém khdp rudt non, bénh viém khop tai hoat, hoi ching
Reter, hoi ching SEA (hoi chimg huyét thanh 4m tinh, bénh tai vi tri gin co va gan
vao xuong, bénh khoép), bénh viém da-co, bénh viém khop vay nén, bénh cung bi,
bénh luput ban dé toan than, bénh viém mach, bénh viém nhiin co, bénh viém nhiin da
co, bénh viém nhiin da-co, bénh viém xuong-khdp, bénh viém da dong mach nat, bénh
u hat Wegener, bénh viém dong mach, bénh thép dau nhiéu co, bénh sarcoit, bénh
cung bi, bénh xo cling, bénh xo cing mat nguyén phat, bénh viém duong mat xo hoa,
hoi ching Sjogren, bénh vay nén, bénh vay nén mang, bénh vay nén giot, bénh vay
nén chd ubn (noi da tiép xuc da), bénh vay nén mun mu, bénh vay nén do da, bénh
viém da, bénh viém da di ung, bénh vita xo dong mach, bénh luput, bénh Still, bénh
luput ban d6 toan than (SLE), bénh nhugc co, bénh viém rudt (IBD), bénh Crohn,
bénh viém rudt két man loét, bénh vé bung, bénh xo cliing rai rac (MS), bénh hen (bao

gdm bénh hen ngoai sinh va ndi sinh ciing nhu céc tinh trang viém man tinh lién quan,
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hodc chimg tang cam, ctia dudng hd hip), bénh phdi tic nghén man tinh (COPD, ttc 1a
bénh viém phé quian man tinh, bénh tran khi), hoi chimg r6i loan ho hip cép tinh
(ARDS), hoi chimg suy ho hip, bénh xo nang, ching cao huyét ap. dong mach phdi,
chimg co mach phdi, ton thuong phdi cp tinh, bénh nim Aspergillosis phé quan—phoi
di ung, bénh viém phéi tdng cam, bénh viém phéi ua eosin, bénh viém phé quan,
chimg gian phé quan do viém phé quan di tng, bénh lao, bénh viém phdi khu tra tang
cam, bénh hen nghé nghiép, cac rdi loan giéng bénh hen, bénh sarcoit, hoi ching (hoac
loan chirc nang) ctia bénh duong ho hap tai hoat, bénh bui bong phdi, bénh khe phdi,
hoi ching ting tinh wa eosin, bénh viém mii, bénh viém xoang, va bénh phéi ky sinh
trung, ching tang cam dudng ho héap két hop véi cac tinh trang bénh gay ra boi virut
(vi du, virut hgp bao hd hap (RSV), virut parainfluenza (PIV), rhinovirut (RV) va
adenovirut), bénh Guillain-Barre, bénh dai thao duong typ I, bénh Graves, bénh

Addison, hién twong Raynaud, bénh viém gan tw mién, GVHD va cac bénh tuong tu.

Céc phuong 4n bd sung bao gdm dwoc phim c6 chira lwgng hitu hiéu dé trj liéu
ctia mot hodc nhiéu chit déi khang trong sé cac chit déi khéng IL-17RA-IL-17RB
cung v6i chét pha loang, chit mang, chit lam tan, chit nhii hoa, chit bao quan va’hoac
chit phu tro duwoc dung. Ngoai ra, sang ché d& xuét phuong phap diéu tri bénh nhan
bang cach st dung duoc phdm nay ciing nhu phuong phap bao ché hoic san xuit thude

dé su dung trong diéu trj cac tinh trang bénh duogc néu ¢ trén.

Céc nguyén liéu bao ché co thé chap nhan dugc 1 khong doc ddi voi nguoi nhan
theo liéu luong va néng do duoc st dung. Theo cac phuong an nhét dinh, duoc phé“im
c6 thé chtra cac nguyén liéu bao ché dé lam thay ddi, duy tri hodc bao quan, vi du, do
pH, néng do molal déng tham ap, do nhot, do trong, mau, tinh déng treong, mui, do vo
trung, do dn dinh, toc do hoa tan hodc giai phong, su hép phu hodc thdm nhép cta hgp
phan. Theo cac phwong an nay, cac nguyén liéu bao ché thich hop bao gbm, nhung
khong gidi han 6, axit amin (nhu glyxin, glutamin, asparagin, arginin hogc lysin); chat
khang vi sinh vat; chét chéng oxy hoa (nhu axit ascorbic, natri sulfit hodc natri
hydron-sulfit); chét dém (nhu borat, bicacbonat, Tris-HCI, xitrat, phosphat hodc cac
axit hiru co khac); chit tao khéi lugng (nhu manitol hodc glyxin); chat tao chelat (nhu
axit etylendiamin tetraaxetic (EDTA)); chét tao phirc (nhu cafein, polyvinylpyrolidon,

beta-xyclodextrin hodc hydroxypropyl-beta-xyclodextrin); chit doén; monosacarit;
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disacarit; va cac cacbohydrat khac (nhu glucoza, mannoza hoac dextrin); protein (nhu
albumin huyét thanh, gelatin ho#c globulin mién dich); chét tao mau, tao moi va pha
lodng; chat nhii hoa; polyme ua nudc (nhu polyvinylpyrolidon); polypeptit c6 phan tu
lwong thip; cac ion trai ddu tao thanh mudi (nhu natri); chit bao quan (nhu benzalkoni
clorua, axit benzoic, axit salixylic, thimerosal, rugu phenetylic, metylparaben,
propylparaben, clohexidin, axit sorbic hodc hydro peroxit); dung moi (nhu glyxerin,
propylen glycol hodc polyetylen glycol); rwou dudng (nhu mannitol hodc sorbitol);
chét tao huyén phu; chét hoat dong bé mit hodc chit thAm w6t (nhu céc pluronic, PEG,
sorbitan este, cac polysorbat nhu polysorbat 20, polysorbat, triton, trometamin, lexitin,
cholesterol, tyloxapal); chat ting cudng do on dinh (nhu sucroza hodc sorbitol); chét
tang cuong truong luc (nhu halogenua kim loai kiém, t6t hon néu la natri hodc kali
clorua, mannitol sorbitol); mdi trudng dan thude; chét pha lodng; t4 dugc va/hodc chat
phu tr¢ dugc dung. Xem, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18" Edition, (A.R.

Genrmo, ed.), 1990, Mack Publishing Company.

Theo cac phuong an nhét dinh, duoc phém tdi wu s& duoc xac dinh béi nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc tuy thudc vao, vi du, duong dung dy dinh, dang van
chuyén va lidu lwrong mong mubn. Xem, vi duy, Remington's Pharmaceutical Sciences,
néu trén. Theo c4c phuong 4n nhét dinh, cac hop phin nay c6 thé gy anh huéng dén
trang thai vat ly, do 6n dinh, toc do giai phong in vivo va tdc do thanh thai chit dbi
khang IL-17RA-IL-17RB in vivo. Theo céc phuong &n nhét dinh, méi truong dan
thudc hodc chit mang nguyén gdc trong dugc phdm co thé 1a dang nudc hoic vé ban
chit khong phai dang nuée. Vi du, moi truong dan thube hodc chit mang thich hop ¢6
thé 1a nuéce pha tiém, dung dich mubi sinh 1y hodc dich ndo-tuy séng nhén tao, c6 thé
¢6 bd sung cac nguyén lidu khac phd bién trong hop phin dé dung ngoai duong tiéu
hoa. Nuéc mubdi dwge dém trung tinh hodc nudc mubi tron véi albumin huyét thanh [a
cac mdi truong dan thude tidu biéu khac. Theo cac phuong an cu thé, duoc pham c6
chira dém Tris c6 do pH khoang 7,0-8,5, hodc dém axetat c6 dd pH khoang 4,0-5,5, va
c6 thé con bao gdm sorbitol hodic chét thé thich hop. Theo cac phuong 4n nhét dinh,
hop phan chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB c6 thé dugc diéu ché dé bao quan bang
cach tron hop phﬁn duogc chon ¢6 mirc do tinh khiét mong mudn v6i chit phéi tron tuy
y (Remington’s Pharmaceutical Sciences, néu trén) ¢ dang banh déng kho hodc dung

dich nudc. Ngoai ra, theo cac phuong an nhit dinh, san phdm chit ddi khang IL-
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17RA-IL-17RB ¢6 thé dugc phdi tron dudi dang san phim dong kho bing cach sir

dung céc ta dugc thich hop nhu sucroza.

Dugc phdm theo sang ché c6 thé dugc chon dé dua vao co thé theo dudng ngoai
duong tiéu hoa. Theo cach khac, cac ché phidm c6 thé dugce chon dé xong hit hodc dé
dua vao co thé qua dudng tiéu hoa, nhu qua dudng miéng. Viéc bao ché cac ché phdm
duogc dung nay c6 thé dugc thuc hién bdi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuét nay. Cac thanh phén bao ché tét hon néu c6 mat vai néng do chép nhan duoc
dbi voi vi tri duoc str dung. Theo cac phuong an nhét dinh, cac dém duoc st dung dé
duy tri hop phan & d6 pH sinh Iy hodc ¢ do pH thap hon khong dang ké, thuong nim
trong khoang d6 pH tir khoang 5 dén khoéang 8.

Khi st dung ngoai duong tiéu héa, chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB c6 thé
duoc tao ra & dang dung dich nudc khong chira pyrogen cé thé chip nhan dugc ngoai
dudng tiéu hoa c6 chira protein lién két khang nguyén-thu thé 1L.-17 mong mudn trong
moi truong dan thudc dugc dung. Moi trudng dan thube ddc biét thich hop dé tiém
ngoai duong tiéu hoa la nudc cit vo tring trong do chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB
duoc phdi tron dudi dang dung dich v6 tring dang truong dugc bao quan ding céach.
Theo cac phuong an nhét dinh, viéc diéu ché co6 thé bao g61n viéc phéi tron phan tu
mong mudn véi chéat, nhu cac vi ciu tiém duoc, cac hat c¢6 thé &n mon sinh hoc, cac
hop chat polyme (nhu axit polylactic hodc axit polyglycolic), hat hodc liposom, ma c6
thé tao ra su giai phong c6 kiém soét hoic giai phong duy tri lién tuc san phdm ma cé
thé dugc dua vao co thé vao bing cach tiém thudc kidu kho chira (depot). Theo cac
phuong an nhit dinh, axit hyaluronic ciing co thé dugc sir dung, c6 tac dung thuc day
khoang thoi gian duy tri lién tuc trong hé tudn hoan. Theo cac phuong 4n nhét dinh, ¢6
thé str dung céc thiét bi dua thudc c6 thé cly dudi da dé dua protein lién két khang
nguyén mong mudn vao co thé.

Dugc pham theo sang ché c6 thé duoc bao ché dé x0ng hit. Theo cac phuong an
ndy, chat doi khang IL-17RA-IL-17RB c6 thé dugc bao ché dudi dang bot kho ¢6 thé
x0ng hit. Dung dich xéng hit ciing c¢6 thé dugc bao ché véi chat day dé dua vao co thé
dudi dang khi dung. Theo cac phuong én nhét dinh, cic dung dich c6 thé duoc tao khi

dung. Cac phuong phép bao ché va dung qua dudng phdi con duge mo ta trong don
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sang ché qubc té PCT/US94/001875, tai lidu nay mo ta viéc dua cac protein di duoc

bién ddi hoa hoc vao co thé qua dudng phoi.

Céac ché phim ciing c¢6 thé duoc ding qua duong miéng. Chét dbi khang IL-
17RA-IL-17RB ma c6 thé dugc dung theo cach nay cé thé dugc phdi tron cung véi
hodc khong cung véi cac chat mang thuong duogc sir dung cho cac hop chét ¢ dang liéu
ran, nhu vién nén va vién nang. Theo cic phuong 4n cu thé, vién nang co thé duoc
thiét ké dé giai phong phan hoat tinh cia ché phdm tai vi tri trong duong da day-rudt
khi tinh sinh kha dung duoc t6i da hoa va sy phén giai trude khi vao toan than duoc toi
thiéu hoa. Chat bd sung co thé duogc bao ham dé tao diéu kién thuén loi cho su hép thu
chit d6i khang IL-17RA-IL-17RB. Chéat pha loang, chit tao mui, sap c6 diém sbi thap,
dau thuc vat, chat lam tron, chat tao huyén phu, chit gay ra vién nén va chat gin két

cling ¢6 thé dugc st dung.

Duoc phém theo sang ché t6t hon néu duoc tao ra sao cho chira lugng hitu hiéu
cia mot hodc nhiéu chét dbi khang [L-17RA-IL-17RB ¢ dang hon hop véi céc ta duoc
khong doc thich hop dé san xudt vién nén. Co thé didu ché cac dung dich & dang liéu
don vi bang cach hoa tan vién nén trong nudc vo tring, hodc moi truong dan thude
thich hop khac. Cac t4 duogc thich hop bao gdm, nhung khong gidi han &, chét pha
loang tro, nhu canxi cacbonat, natri cacbonat hodc bicacbonat, lactoza hodc canxi
phosphat; hodc chét gén két, nhu tinh bot, gelatin hodc acacia; hodc chét lam tron, nhu

magie stearat, axit stearic hoac hoat thach.

Céc dugc pham khac da duoc biét béi ngudi co hiu biét trung binh trong linh
vuc, bao gébm cac ché phidm gdm chét dbi khang IL-17RA-IL-17RB trong ché phim
dua vao co thé theo cach c6 kiém soat hoic duy tri lién tuc. Céc k¥ thuét bao ché cac
phuong tién dua thudc vao co thé theo cach c6 kiém soat hodc duy tri lién tuc khac,
nhu chat mang liposom, vi hat ¢6 thé dn mon sinh hoc hodc hat x6p va thude tiém kiéu
kho chtta (depot), ciing da biét dbi véi nguoi c6 hiéu bibt trung binh trong linh vuec.
Xem, vi du, PCT/US93/00829, tai liéu nay mo ta sy giai phong cé kiém soat cua cac vi
hat polyme x6p dé dua duogc phim vao co thé. Cac ché phdm giai phong duy tri lién
tuc c6 thé bao gdm chét nén polyme ban thAm & dang cac vt phdm duoc tao hinh, vi
du nhu mang hoic vién vi nang. Céac chit nén giai phong duy tri lién tuc c6 thé bao

gdm polyeste, hydrogel, polylactit (nhu dwoc méd ta trong US 3,773,919 va EP
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058481), copolyme cua axit L-glutamic va gama etyl-L-glutamat (Sidman et al., 1983,
Biopolymers 2:547-556), poly (2-hydroxyetyl-inetacrylat) (Langer, et al., 1981, J.
Biomed. Mater. Res. 15:167-277 va Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-105), etylen
vinyl axetat (Langer, et al., 1981, supra) hodc axit poly-D(-)-3-hydroxybutyric (EP
133,988). Cac hop phan giai phéng duy tri lién tuc cling c6 thé bao gdm liposom ma
duoc diéu ché bang phuong phap bt ky da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Xem, vi
du, Eppstein, et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:3688-3692; EP 036,676; EP
088,046 va EP 143,949.

Dugc pham dé st dung in vivo thuong duge tao ra dudi dang cac ché phdm vo
trung. Viéc khir trung co thé dugc thuc hién béng cach loc qua mang loc v trung. Khi
ché pham dwgc lam dong kho, viée khir trung biang cach s dung phuong phéap nay co
thé dugc thuc hién truée hodc sau khi lam dong kho va hoan nguyén. Cac ché pham dé
ding ngoai dudng tiéu hoa co thé dugc bao quan ¢ dang dong kho hoac & dang dung
dich. Cac ché phdm ding ngoai dudng ti€u hda thuong duge cho vao trong vat chira ¢o
ctra vao vo tring, vi du nhu 6ng hodc ti dung dich dung duong tinh mach c¢6 nat chin

¢6 thé xuyén thing bing kim tiém duéi da.

Khi duoc phém da duogc bao ché, n6 cé thé dugc bao quan trong cac lo vo trung
dudi dang dung dich, huyén phu, gel, nhii twong, rn, tinh thé hodc dudi dang bot da
dugc khtr nude hodc duge lam dong kho. Cac ché phém nay co thé dugc bao quan &
dang sin sang dé su dung hodc & dang (vi du, dugc lam dong kho) dugc tai tao lai
trude khi dung. Sang ché con dé xuét bo kit dé tao ra don vi dung lidu don. Mdi bo kit
theo séang ché c6 thé gdm ca vét chtra thir nhét ¢6 protein da dugc lam kho va vat chira
thir hai c6 ché phdm dang nudc. Theo cdc phuong 4n nhit dinh, sang ché dé xuat bo
kit gdm Cac 6ng tiém c6 mot hodc nhiéu ngin da duogc nap day san (vi du, éng tiém

chira chat 1ong va dng tiém chira san pham duoc lam dong kho).

Lugng hitu higu dé trj liéu cta dugc phidm chira chit déi khéng IL-17RA-IL-
17RB dugc st dung s& phu thudc, vi du, vao cac muc dich va pham vi tri liéu. Ngudi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& hidu ring muc lidu lugng thich hop dé didu tri
s€ thay ddi tuy thudc mot phén vao phan t& duoc dua vao co thé, chi dinh can dung
chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB, dudng dung, va kich thudc (trong lwong co thé, bé

mit co thé hogc kich thude co quan) va/hodc thé trang (d6 tudi va sirc khoe tong quat)
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cla bénh nhan. Theo cac phwong 4n nhit dinh, bac si 14m sang c6 thé chudn do liéu
luong va thay dobi dudong dung dé dat duogc tac dung tri liéu t6i vu. Liéu luong dién
hinh ¢6 thé ndm trong khoang tur khoang 0,1 pg/kg dén khoang 30 mg/kg hodc cao
hon, tity thudc vao cac yéu té néu trén. Theo cac phuong an cu thé, lidu luong c6 thé
nam trong khoang tir 0,1 ng/kg dén khoang 30 mg/kg, tiy y tir 1 ng/kg dén khoang 30
mg/kg hodc tir 10 pg/kg dén khoang 5 mg/kg. Tt nhién, can hiéu rang lidu luong duoc
xac dinh bdi cac bac st didu tri c¢6 du ning luc chuyén mén va can hiéu ring cac liéu
nay chi don thudn 14 vi du. Tan suét dung lidu s& phu thudc vao céc thong s6 dugc
dong hoc ctia chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB cu thé trong ché pham duoc sir dung.
Thong thuong, bac sT lam sang cho ding hop phan cho dén khi dat t6i liéu luong tao ra
tdc dung mong mubn. Vi vay, hop phén c6 thé dugc dung dudi dang mot lidu, hoac
du6i dang hai liéu hodc nhiéu lidu hon (c6 thé chira hoic c6 thé khong chira cung
lwong phan tir mong mudn) theo thoi gian, hodc dudgi dang truyén lién tuc thong qua
thiét bi hoac éng thong céy dudi da. Viée tiép tuc tinh chinh liéu luong thich hop dugc
thuc hién thuong xuyén béi nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc va thudc
pham vi nhiém vu can thuc hién thuong xuyén cua ho. Céc liéu luong thich hop ¢é thé
dugc xac dinh thong qua viéc s dung cac dit liéu dap tng liéu thich hop. Theo céac
phuong 4n nhat dinh, chét déi khang IL-17RA-IL-17RB c¢6 thé duge sit dung cho bénh
nhan trong mot khoang khoi gian dai. Viéc sir dung chét ddi khang IL-17RA-IL-17RB
thuong xuyén c6 thé lam giam tdi thiéu dap ung mién dich c6 hai hoac dap ung di tmg
thuong co lién quan t6i chit déi khang IL-17RA-IL-17RB ma khong phai 13 hoan toan
cta ngudi, vi du nhu khang thé khang khang nguyén cia nguoi dugc tao ra & dong vat
khong phéi 1a nguoi, vi du, khang thé khéng hoan toan cua ngudi hodc khang thé

khong phai cta nguoi dugc tao ra ¢ loai khong phai 1a nguoi.

DPuong ding dugce pham 1a theo cac phuong phap da biét, vi du nhu qua duong
mi¢ng, thong qua vi¢c tiém qua duong tinh mach, trong mang bung, trong nio (trong
nhu md), trong ndo that, trong co, trong mat, trong dong mach, trong khoang gian cuc
hodc trong thwong ton; bang cac hé giai phong duy tri lién tuc hodc bang céc thiét b
cdy dudi da. Theo cac phuong 4n nhét dinh, hop phén c6 thé duoc dung bang cach
tiém lidu nhanh (bolus) hoc lién tuc bang cach truyén hoic bing cac thiét bi ciy dudi

da.

-38-



20157

Hop phén ciing c6 thé duoc dung tai chd thong qua viéc cdy dudi da mang, bot
xép hodc nguyén liéu thich hgp khac ma phan tr mong muén duoc hép thu hoac dugc
két nang trén d6. Theo cac phuong 4n nhat dinh, khi thiét bi ciy dudi da duoc sir dung,
thiét bi nay c6 thé dugc cdy dudi da vao trong md hodc co quan thich hop bat ky, va
viéc dua phan tir mong mubn vao co thé c6 thé 1a thong qua viéc sir dung khuéch tan,

str dung liéu nhanh (bolus) giai phéng theo thoi gian hodc str dung lién tuc.

Chét d6i khang IL-17RA-IL-17RB dugc néu theo sang ché co thé dugc si dung
& dang két hop (trude diéu tri, sau diéu tri hodc diéu tri déng thoi) véi duoge chit dugc
sir dung trong didu tri cac bénh va tinh trang bénh dugc néu theo sang ché. Theo mot
phuong 4n, chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB duoc néu theo sang ché co thé duoc st
dung & dang két hop (truéde diéu tri, sau diéu tri hodc diéu trj déng thoi) vai chat bat ky
trong s6 mot hodc nhiéu chat e ché TNF dung dé diéu trj hoac ngan ngura cac bénh va
rdi loan duoc néu theo sang ché, nhu, nhung khéng gi6i han &, tit ca cac dang cua thu
thé TNF tan duoc bao gom Etanercept (nhu ENBREL®), cling nhu tt ¢4 cic dang cla
phan tu thu thé TNF p75 va/hodc p55 monome hodc multime va cac manh cta chung;
khang thé khang TNF cua nguoi, nhu, nhung khéng giéi han &, Infliximab (nhu
REMICADE®) va D2E7 (nhu HUMIRA®), va dang tuong tu. Cac chét trc ché TNF
nay bao gém céc hop chét va protein phong bé su tong hop in vivo hoic su giai phong
TNF ra ngoai té bao. Theo phuong 4an cu thé, sang ché md ta viéc st dung chat dbi
khang IL-17RA-IL-17RB ¢ dang két hop (trude didu tri, sau diéu trj hodc diéu tri dong
thoi) v6i chit bat ky trong sé mot hodc nhiéu chat tc ché TNF trong sb sau: protein
lién két TNF (thu thé TNF tan duoc typ I va thu thé TNF tan duge typ IT ("sTNFR"),
nhu duge dinh nghia theo sang ché), khang thé khang TNF, yéu t kich thich khuan lac
té bao hat; thalidomit; BN 50730; tenidap; E 5531; tiapafant PCA 4248; nimesulit;
panavir; rolipram; RP 73401; peptit T; MDL 201,449A; (1R,3S)-Cis-1-(9-(2,6-
diaminopurinyl))-3-hydroxy-4-xyclopenten  hydroclorua;  (1R,3R)-trans-1-(9-(2,6-
diamino)purin)-3-axetoxyxyclopentan; (1R,3R)-trans-1-(9-adenyl)-3-azidoxyclopentan
hydroclorua va (1R,3R)-trans-1-(6-hydroxy-purin-9-yl)-3-azidoxyclo-pentan. Protein
lién két TNF da dugc boc 10 trong tinh trang k¥ thuat (EP 308 378, EP 422 339, GB 2
218 101, EP 393 438, WO 90/13575, EP 398 327, EP 412 486, WO 91/03553,
EP 418 014, JP 127,800/1991, EP 433 900, US 5,136,021, GB 2 246 569, EP 464 533,
WO 92/01002, WO 92/13095, WO 92/16221, EP 512 528, EP 526 905, WO 93/07863,
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EP 568 928, WO 93/21946, WO 93/19777, EP 417 563, WO 94/06476, va don PCT
qudc té s6 PCT/US97/12244). Vi du, EP 393 438 va EP 422 339 mo ta trinh tu axit
amin va trinh tu axit nucleic cua thu thé TNF tan duoc typ I (con dugce goi 1a "sTNFR-
I" hodc "chat e ché TNF 30kDa") va thu thé TNF tan duoc typ II (con dugc goi la
"STNFR-II" hodc "chit &rc ché TNF 40kDa"), duoc goi chung 1a "sTNFR", cling nhu
cac dang dugc bién ddi cta chiing (vi du, cdc manh, dan xuét chirc nang va bién thé).
EP 393 438 va EP 422 339 cling boc 10 cac phuong phap phan 1dp gen chiu trach
nhiém ma hod cac chat e ché, tao dong gen nay trong cac vecto va loai té bao thich
hop va biéu hién gen nay dé tao ra cac chat tre ché. Ngoai ra, cac dang da hoad tri (tic
1a cdc phan tir c6 chira nhiéu hon mot gdc hoat tinh) ctia sSTNFR-I va sTNFR-II ciing
dugc bdc 16. Theo mot phuong an, dang da hoa tri cd thé duoc tao cAu truc béng cach
két hop hod hoc it nhat mot chat e ché TNF va géc khac voi chét lién két duge chap
nhan trong y té bt ky, vi du nhu polyetylen glycol (WO 92/16221 va WO 95/34326),
bang chit lién két peptit (Neve et al. (1996), Cytokine, 8(5):365-370, bang cach két
hop hoa hoc véi biotin va sau d6 lién két véi avidin (WO 91/03553), va cubi cung,
bang cich két hop cic phan tir khang thé dang kham (US 5,116,964, WO 89/09622,
WO 91/16437 va EP 315062. Cac khang thé khang TNF bao gbm khang th& MAK
195F Fab (Holler et al. (1993), 1st International Symposium on Cytokines in Bone
Marrow Transplantation, 147); khang thé don dong khang TNF CDP 571 (Rankin
et al. (1995), British Journal of Rheumatology, 34:334-342); khang thé so cip khang
yéu t& hoai tir khéi u cia chudt BAY X 1351 (Kieft et al. (1995), 7th European
Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, page 9); khang thé don
dong khang TNF CenTNF cA2 (Elliott et al. (1994), Lancet, 344:1125-1127 va Elliott
et al. (1994), Lancet, 344:1105-1110).

Chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB dugc néu theo sang ché c¢6 thé dwoc sir dung
& dang két hop voi tht ca cac dang cta chét te ché IL-1, nhu, nhung khong gidi han 0,
kiniret (vi du, ANAKINRA®) (trudce diéu tri, sau diéu tri hodc diéu tri déng thot). Chét
doi khang thu thé interleukin-1 (IL-1ra) la protein cia ngudi dong vai tro lam chét tc
ché tu nhién cia interleukin-1. Cac chit déi khang thu thé interleukin-1, cling nhu céc
phuong phap tao ra va phuong phap st dung chiing, dugc mo ta trong US 5,075,222;
WO 91/08285; WO 91/17184; AU 9173636, WO 92/16221; WO 93/21946;
WO 94/06457;, WO 94/21275; FR 2706772; WO 94/21235; DE 4219626; WO
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94/20517; WO 96/22793 va WO 97/28828. Cac protein nay bao gdbm céac chét ddi
khang thu thé IL-1 da dugc glycosyl hod ciing nhu chua dugc glycosyl hoa. Cu thé, ba
dang cua IL-1ra (IL-1raa, IL-1rap va IL-1rax), dugc ma hoa bdi cung ADN ma hoa
trinh tu, va cdc bién thé ciia ching, dugc boc 16 va duge néu trong US 5,075,222. Cac
phuong phap tao ra cac chét e ché IL-1, cu thé 1a IL-1ra, cling duogc boc 10 trong US
5,075,222. Lép chét te ché interleukin-1 bd sung bao gdm cac hop chit ¢6 kha ning
ngin chin dic hiéu su hoat hoa céc thu thé té bao thanh IL-1. Céc hop chét nay bao
gdm protein lién két IL-1, nhu cac khang thé don dong va cac thu thé tan duoc. Cac
hop chét nay ciing bao gdm khang thé don dong tuong mg véi cac thu thé. Lop chit
tic ché interleukin-1 khac bao gdm hop chét va protein phong bé su téng hop IL-1 in
vivo va/hodc gidi phong IL-1 ra ngoai té bao. Cac hop chit nay bao gdm chit tac dong

[én sy phién ma cac gen IL-1 hodc su xir Iy céc tién protein IL-1.

Chéat dbi khang IL-17RA-IL-17RB dugc néu theo sang ché co thé dugc sir dung
& dang két hop voi tat ca cac dang ciia chét Ge ché CD28, nhu, nhung khong gidi han
&, abatacept (vi du, ORENCIA®) (truée diéu tri, sau didu tri hodc diéu tri dong thoi).
Chat ddi khang IL-17RA-IL-17RB c¢6 thé dwoc st dung & dang két hop véi mot hodc
nhiéu xytokin, lymphokin, (cac) yéu t6 tao mau va/hodic chét chéng viém (trude diéu

tri, sau di€u tri hodc di€u tri dong thot).

Viéc diéu tri cac bénh va réi loan duogc néu theo sang ché ¢c6 thé bao g61n viéc sur
dung céc thude tuyén ddu dé kiém soat con dau va/hodc bénh viém & dang két hop
(trude diéu tri, sau diéu tri hodc diéu tri déng thoi) véi viée diéu tri béng mot hoac
nhiéu chat dbi khang trong sé cac chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB duoc d& xuit theo
sang ché. Cac thubc nay duogc phan loai thanh thudc chéng viém khong steroit
(NSAID). Cac thudce diéu trj thir cép bao gdm corticosteroit, thudc tri thap tac dung
cham (SAARD) hogc thudc lam thay ddi bénh (DM). Théng tin lién quan dén cac hop
chit sau c6 thé dugc tim thdy trong tai liéu The Merck Manual of Diagnosis and
Therapy, Eighteenth Edition, Merck, Sharp & Dohme Research Laboratories, Merck &
Co., Rahway, N.J. (2006) va trong tai liéu Pharmaprojects, PJB Publications Ltd.

Theo phuong 4n cu thé, sang ché mé ta viéc st dung chét d6i khang IL-17RA-
IL-17RB va mot hodc nhiéu NSAID bat ky dé didu tri cac bénh va rdi loan dwoc néu

theo sang ché (trude diéu tri, sau diéu tri hodc diéu tri déng thoi). Cac NSAID c¢o tac
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dung chdng viém, it nhit mot phan, dbi voi viée we ché tong hop prostaglandin
(Goodman and Gilman in "The Pharmacological Basis of Therapeutics," MacMillan
7th Edition (1985)). Cac NSAID c6 thé dugc md ta thanh it nhat chin nhom: (1) dan
xut clia axit salixylic; (2) dan xudt cua axit propionic; (3) dan xuét cua axit axetic;
(4) din xuat cia axit fenamic; (5) din xuét cta axit carboxylic; (6) dan xuét cia

axit butyric; (7) oxicam; (8) pyrazol va (9) pyrazolon.

Theo phuong 4n cu thé khéc, sang ché mo ta viéc sir dung chét dbi khang IL-
17RA-IL-17RB & dang két hop (trude diéu tri, sau diéu tri hodc diéu tri dong thoi) voi
chét bat ky trong sb mot hodic nhiéu din xuét cia axit salixylic, este cua tién duoc chat
hoic mudi dugc dung ctia chiing. Dan Xuit cla axit salixylic, este cua tién duoc chét
va mudi dugc dung ciia ching bao gdm: axetaminosalol, aloxiprin, aspirin, benorylat,
bromsaligenin, canxi axetylsalixylat, cholin magie trisalixylat, magie salixylat, cholin
salixylat, diflusinal, etersalat, fendosal, axit gentisic, glycol salixylat, imidazol
salixylat, lysin axetylsalixylat, mesalamin, morpholin salixylat, 1-naphtyl salixylat,
olsalazin, parsalmit, phenyl axetylsalixylat, phenyl salixylat, salaxetamit, axit
salixylamit O-axetic, salsalat, natri salixylat va sulfasalazin. Cac dan XUit cla axit
salixylic ¢6 lién quan vé mat cAu triic c6 cc tinh chit giam dau va chéng viém tuong

tu cling dugc bao ham trong nhém nay.

Theo phuong 4n cu thé khéac, sang ché mo ta viée sir dung chit d6i khang IL-
17RA-IL-17RB & dang két hop (trudce diéu tri, sau diéu tri hodc diéu tri déng thoi) voi
chat bat ky trong sé mot hodc nhidu din xuit cua axit propionic, este cta tién dugc
chét hodac mudi dugc dung cta chiing. Dan xuét cla axit propionic, este cua tién duoc
chit va mudi duoc dung cta chiing bao gdm: alminoprofen, benoxaprofen, axit
bucloxic, carprofen, dexindoprofen, fenoprofen, flunoxaprofen, fluprofen,
flurbiprofen, furcloprofen, ibuprofen, ibuprofen nhém, ibuproxam, indoprofen,
isoprofen, ketoprofen, loxoprofen, miroprofen, naproxen, naproxen natri, oxaprozin,
piketoprofen, pimeprofen, pirprofen, pranoprofen, axit protizinic, pyridoxiprofen,
suprofen, axit tiaprofenic va tioxaprofen. Cac dan xuét cua axit propionic c6 lién quan
vé mat cdu triic co cac tinh chét giam dau va chdng viém tuwong tu ciing dugc bao ham

trong nhom nay.
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Theo phuong an dic biét khac nita, sang ché mé ta viéc sir dung chét ddi khang
IL-17RA-IL-17RB ¢ dang két hop (trude didu tri, sau diéu tri hodc diéu tri dong thoi)
v6i chét bit ky trong s mot hoic nhidu din xult cua axit axetic, este cua tién dugc
chét hodc mudbi duoc dung cua chung. Dan Xut cla axit axetic, este cua tién duoc chét
va mudi dugc dung cua ching bao g61n: axemetaxin, alclofenac, amfenac, bufexamac,
xinmetaxin, clopirac, delmetaxin, diclofenac kali, diclofenac natri, etodolac, felbinac,
fenclofenac, fenclorac, axit fenclozic, fentiazac, furofenac, glucametaxin, ibufenac,
indometaxin, isofezolac, isoxepac, lonazolac, axit metiazinic, oxametaxin, oxpinac,
pimetaxin, proglumetaxin, sulindac, talmetaxin, tiaramit, tiopinac, tolmetin, tolmetin
natri, zidometaxin va zomepirac. Cac din xuit ciia axit axetic c¢6 lién quan vé mit cu
tric ¢ cac tinh chat giam dau va chéng viém tuong ty cling dugc bao ham trong nhém
nay.

Theo phuong 4n cu thé khac, sang ché mo ta viéc st dung chit déi khang IL-
17RA-IL-17RB & dang két hop (trudce didu tri, sau diéu trj hodc diéu tri ddng thoi) véi
chit bat ky trong sb mdt hodc nhidu din xuét cla axit fenamic, este clia tién dugc chat
hoac mudi dugc dung ctia ching. Dan xuét ciia axit fenamic, este cua tién dugc chit va
mubi dugc dung ctia ching bao gém: axit enfenamic, etofenamat, axit flufenamic,
isonixin, axit meclofenamic, meclofenamat natri, axit medofenamic, axit
mefenamic, axit niflumic, talniflumat, terofenamat, axit tolfenamic va ufenamat. Cac
dan xuét cta axit fenamic c6 lién quan vé mat cdu triic ¢6 céc tinh chét giam dau va

chéng viém tuong tu cling duoc bao ham trong nhom nay.

Theo phuong 4n cu thé khic, sang ché mo ta viéc sir dung chat @i khang IL-
17RA-IL-17RB & dang két hop (truée diéu tri, sau diéu tri hodc diéu tri déng thoi) véi
chit bét ky trong s& mot hodc nhidu din xult cia axit carboxylic, este cua tién duoc
chit hodc mudi duogc dung cta chiing. Dan xuit cia axit carboxylic, este cua tién dugc
chit va mudi duoc dung cta ching ma c¢o thé duoc st dung bao gém: clidanac,
diflunisal, flufenisal, inoridin, ketorolac va tinoridin. Cac dan xuit cia axit carboxylic
¢6 lién quan vé mit cdu tric c6 cac tinh chat giam dau va chdng viém tuong tu ciling

duoc bao ham trong nhém nay.

Theo phuong an dic biét khac nita, sang ché mé ta viéc st dung chat dbi khang

IL-17RA-IL-17RB ¢ dang két hop (trude didu tri, sau diéu tri hodc diéu tri ddng thoi)
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v6i chat bat ky trong s6 mot hodc nhiéu din xuét ciia axit butyric, este cua tién dugc
chét hoic mudi duoc dung cua chung. DAn xudt cta axit butyric, este cia tién duogc
chit va mudi duoc dung cua chung bao gdm: bumadizon, butibufen, fenbufen va
xenbuxin. Cac din xuit ciia axit butyric ¢6 lién quan vé& mit ciu tric c6 cic tinh chét

giam dau va chong viém tuong tu cling dugc bao ham trong nhom nay.

Theo phuong 4n cu thé khac, sang ché mé ta viéc st dung chat déi khang IL-
17RA-IL-17RB & dang két hop (trudc didu tri, sau diéu tri hodc diéu tri ddng thoi) voi
chét bét ky trong s6 mot hoac nhiéu oxicam, este cia tién duoc chét hodc mudi duoc
dung cta chiing. Oxicam, este cta tién dwoc chat va mudi duge dung cta ching bao
gdm: droxicam, enolicam, isoxicam, piroxicam, sudoxicam, tenoxicam va 4-hydroxyl-
1,2-benzothiazin 1,1-dioxide 4-(N-phenyl)-carboxamit. C4c oxicam c6 lién quan vé
mit ciu tric c6 cac tinh chat giam dau va chdng viém tuong tu ciing dugc bao ham

trong nhom nay.

Theo phuong 4n cu thé khac nira, sang ché mé ta viéc sir dung chét déi khang IL-
17RA-IL-17RB & dang két hop (trude didu tri, sau diéu tri hodc diéu tri ddng thoi) voi
chit bat ky trong s6 mdt hodc nhidu pyrazol, este cta tién dugc chét hoic mudi dugc
dung ctia chiing. Pyrazol, este ciia tién dugc chit va mudi duoc dung cia chung ma cé
thé dugc st dung bao gdm: difenamizol va epirizol. Cac pyrazol ¢6 lién quan vé mit
cdu triic ¢6 céac tinh chit giam dau va chéng viém tuong tu cling dugc bao ham trong

nhom nay.

Theo phuong 4n cu thé khac, sing ché mo ta viéc sit dung chit dbi khang IL-
17RA-IL-17RB & dang két hop (trude diéu tri, sau diéu tri hodc diéu tri déng thoi) vai
chit bét ky trong s6 mot hodc nhidu pyrazolon, este cua tién dugc chét hodc mudi dugc
dung cua chiing. Pyrazolon, este cia tién duoc chit va mudi dugc dung cua chung ma
¢6 thé dugc sir dung bao gdbm: apazon, azapropazon, benzpiperylon, feprazon,
mofebutazon, morazon, oxyphenbutazon, phenylbutazon, pipebuzon, propylphenazon,
ramifenazon, suxibuzon va thiazolinobutazon. Cac pyrazalon c6 lién quan vé mit ciu
tric c¢6 cac tinh chét giam dau va chéng viém tuwong tu ciing dugc bao ham trong nhom

nay.

Theo phuong an cu thé khac, sang ché mé ta viéc st dung chat dbi khang IL-

17RA-IL-17RB & dang két hop (trude diéu tri, sau diu tri hodic diéu tri ddng thoi) voi
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chat bat ky trong s mot hodc nhidu NSAID trong s cac NSAID sau: axit e-
axetamidocaproic, S-adenosyl-methionin, axit 3-amino-4-hydroxybutyric, amixetrin,
anitrazafen, antrafenin, bendazac, bendazac lysinat, benzydamin, beprozin,
broperamol, bucolom, bufezolac, Xiproquazon, cloximat, dazidamin, deboxamet,
detomidin, difenpiramit, difenpyramit, difisalamin, ditazol, emorfazon, fanetizol
mesylat, fenflumizol, floctafenin, flumizol, flunixin, fluproquazon, fopirtolin, fosfosal,
guaimesal, guaiazolen, isonixirn, lefetamin HCI, leflunomit, lofemizol, lotifazol, lysin
clonixinat, meseclazon, nabumeton, nictindol, nimesulit, orgotein, orpanoxin,
oxaceprol, oxapadol, paranylin, perisoxal, perisoxal xitrat, pifoxim, piproxen,
pirazolac, pirfenidon, proquazon, proxazol, thielavin B, tiflamizol, timegadin, tolectin,
tolpadol, tryptamit va cac NSAID dugc dinh danh bang ma sb cong ty nhu 4801568,
AAB61, ADI1590, AFP802, AFP860, AI77B, AP504, AU8001, BPPC, BW540C,
CHINOIN 127, CN100, EB382, EL508, F1044, FK-506, GV3658, ITF182,
KCNTEI6090, KME4, LA2851, MR714, MR897, MY309, ONO3144, PR823, PV102,
PV108, R&30, RS2131, SCR152, SH440, SIR133, SPAS510, SQ27239, ST28l1,
SY6001, TA60, TAI-901 (axit 4-benzoyl-1-indancarboxylic), TVX2706, U60257,
UR2301 va WY41770. Cac NSAID c6 lién quan vé mit ciu triic c6 céc tinh chét giam

dau va chng viém tuong tu voi cac NSAID nay cling dugc bao ham trong nhém nay.

Theo phuong 4n cu thé khac nira, sang ché mo ta viéc sir dung chat d6i khang IL-
17RA-IL-17RB & dang két hop (trudc didu tri, sau diéu tri hodc diéu tri dong thoi) véi
chét bét ky trong s6 mot hodc nhidu corticosteroit, este cta tién dugc chat hoac mudi
dugc dung cta ching dé diéu tri cac bénh va rdi loan duoc néu theo sang ché.
Corticosteroit, este cua tién dugc chit va mudi duoc dung clia ching bao gdm
hydrocortison va cdc hop chit c6 ngudn gbc tir hydrocortison, nhu 21I-
axetoxypregnenolon, alclomerason, algeston, amxinonit, beclometason, betametason,
betametason valerat, budesonit, cloprednison, clobetasol, clobetasol propionat,
clobetason, clobetason butyrat, clocortolon, cloprednol, corticosteron, cortison,
cortivazol,  deflazacon, desonit, desoximerason, dexametason, diflorason,
diflucortolon, difluprednat, enoxolon, fluazacort, flucloronit, flumetason, flumetason
pivalat, fluxinolon axetonit, flunisolit, floxinonit, floxinolon axetonit, flocortin butyl,
flocortolon, flocortolon hexanoat, diflucortolon valerat, flometholon, fluperolon axetat,

flupredniden  axetat, fluprednisolon, flurandenolit, formocortal, halxinonit,
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halometason, halopredon axetat, hydro-cortamat, hydrocortison, hydrocortison axetat,
hydro-cortison butyrat, hydrocortison phosphat, hydrocortison 21-natri suxinat,
| hydrocortison tebutat, mazipredon, medryson, meprednison, metylprednisolon,
mometason furoat, parametason, prednicarbat, prednisolon, prednisolon 21-
diedryaminoaxetat, prednisolon natri phosphat, prednisolon natri suxinat, prednisolon
natri 21-m-sulfobenzoat, prednisolon natri 21-stearoglycolat, prednisolon tebutat,
prednisolon 21-trimetylaxetat, prednison, prednival, prednyliden, prednyliden 21-
dietylaminoaxetat, tixocortol, triamxinolon, triamxinolon axetonit, triamxinolon
benetonit va triamxinolon hexaxetonit. Cac corticosteroit ¢ lién quan vé mat ciu truc
¢6 cac tinh chit giam dau va chéng viém tuong tu cling dugc bao ham trong nhém
nay.

Theo phuong én cu thé khac, sang ché md ta viéc sur dung chit débi khang IL-
17RA-IL-17RB & dang két hop (truéc didu tri, sau diéu tri hodc diéu tri ddng thoi) véi
chit bat ky trong s6 mot hodc nhidu thudc tri thip tic dung cham (SAARD) hoic thube
tri thép lam thay dbi bénh (DMARD), este cua tién duoc chat hodc mudi duoge dung
cua ching dé diéu tri cac bénh va rdi loan dugc néu theo sang ché. SAARD hoac
DMARD, este cua tién duoc chét va mubi dugc dung cuia ching bao gém: allocupreide
natri, auranofin, aurothioglucoza, aurothioglycanit, azathioprin, brequinar natri,
buxillamin, canxi  3-aurothio-2-propanol-1-sulfonat, clorambuxil, cloroquin,
clobuzarit, cuproxolin, xyclo-phosphamit, xyclosporin, dapson, 15-deoxyspergualin,
diaxerein, glucosamin, mudi vang (vi du, mubi vang xycloquin, natri thiomalat vang,
natri thiosulfat vang), hydroxycloroquin, hydroxycloroquin sulfat, hydroxyure,
kebuzon, levamisol, lobenzarit, melittin, 6-mercaptopurin, metotrexat, mizoribin,
mycophenolat mofetil, myoral, hoi cay chtta nito, D-penixilamin, pyridinol imidazol
nhu SKNF86002 va SB203580, rapamyxin, thiol, thymopoietin va vincristin. Cac
SAARD hoic DMARD c¢6 lién quan vé mit cdu tric c6 cac tinh chit giam dau va
chéng viém tuong tu cling dugc bao ham trong nhém nay.

Theo phuong 4n cu thé khac, sang ché mé ta viéc st dung chét dbi khang IL-
17RA-IL-17RB (truéc diéu trj, sau diéu tri hodc diéu tri dong thoi) v6i cht bt ky
trong sb mdt hodc nhiéu chét Grc ché COX2, este cua tién dugc chét hodc mubi duoc

dung cua chung dé dicu tri cdc bénh va r6i loan dugc néu theo sang ché. Cac vi du vé
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chét e ché COX2, este cua tién duoc chit hoic mubi duoc dung cda ching bao g6m,
vi du, celecoxib. Cac chit (rc ché COX2 ¢6 lién quan vé mit ciu trac c6 cac tinh chét
giam dau va chéng viém tuong tu cling dugc bao ham trong nhém nay. Céc vi du vé
chit wc ché chon loc COX-2 bao gém, nhung khong giéi han ¢, etoricoxib,

valdecoxib, xelecoxib, licofelon, lumiracoxib, rofecoxib, va chét twong tu.

Viéc diéu tri cac bénh va rdi loan duoc néu theo sang ché ¢c6 thé bao g6m viéc su
dung céc thudc tuyén dau dé kiém soat cac dap ung viém, nhu chung tang cam trong
dudng ho hp cla ca thé bi tac dong & dang két hop (trude dilu tri, sau didu tri hoic
diéu tri ddng thoi) véi viée didu tri bing mot hosic nhidu chét déi khéng trong sb cac
chit d6i khang IL-17RA-IL-17RB dugc d& xuét theo sang ché. Thudc thudong duogc st
dung trong diéu tri cac bénh hodc tinh trang bénh nhu vay bao g61n chét chu van beta2,
chit wc ché leukotrien, metylxanthin, chat chéng viém, chit khang axetylcholin, chit
lam gian phé quan, corticosteroit, va dang két hop ctia chit nay. Thong tin lién quan
dén cac hop chit sau c6 thé duoc tim théy trong tai liéu The Merck Manual of
Diagnosis and Therapy, Eighteenth Edition, Merck, Sharp & Dohme Research
Laboratories, Merck & Co., Rahway, N.J. (2006) va trong tai liéu Pharmaprojects, PIB
Publications Ltd.

Theo phuong an cu thé khéc nita, sang ché mb ta viéc str dung chat déi khang IL-
17RA-IL-17RB (truéc diéu tri, sau diéu tri hoic diéu tri ddng thoi) voi chét bét ky
trong s6 mot hodc nhiéu chit chu van beta-2, este cta tién dugc chat hodc mubi duogc
dung cda ching dé diéu tri cac bénh va réi loan dugc néu theo séng ché. Cac vi du vé
chét cht vén beta-2, este cia tién duoc chét hodc mubi dugc dung cua chung bao g6m,
vi du, albuterol (Accuneb®, Proair HFA®, Proventil® HFA, Ventolin HFA®),
metaproterenol  (Alupent®, Alupent® Inhalation Solution, Alupent® Syrup),
pirbuterol axetat (Maxair Autohaler®), va terbutalin sulfat (Brethair®, Brethine®, ).
Cac chét chi van beta-2 tac dong lau dai, mot sb trong s6 chiing duoc lién két véi chat
khac (vi du, Advair®, Symbicort®, Serevent® va Foradil®) ciing da duoc biét dén, va
hitu dung & dang két hop vé6i chit déi khang IL-17RA-IL-17RB.

Phuong 4n khic ctia sang ché md ta viéc st dung chat dbi khéng IL-17RA-IL-
17RB (truéc didu tri, sau diéu tri hodc diéu tri déng thoi) voi chét bat ky trong sb mot

hodc nhi€u chat trc ché leukotrien, este cia tién dugc chat hodc muoi duoc dung cua
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chung dé di€u tri cac bénh va rdi loan dugce néu theo sang ché. Cac vi du vé chat tc
ché leukotrien, este cua tién dugc chat hodc mudi duge dung ctia ching bao gom, vi

du, zileuton (Zyflo®), zafirlukast (Accolate®) va montelukast (Singulair®).

Theo phuong 4n cu thé khac nita, sang ché mé ta viéc str dung chit ddi khang IL-
17RA-IL-17RB (trudc didu tri, sau diéu tri hodc diéu tri ddng thoi) voi chét bét ky
trong sb mét hodc nhiéu metylxanthin, este ciia tién duoc chat hodc mubi duoc dung
cua ching dé didu tri cac bénh va rbi loan duoc néu theo sang ché. Cac vi du vé
metylxanthin, este cia tién dugce chit hodc mudi dugc dung cua chung bao g6m, vi du,
theophylin (vi du, Bronkodyl®, Elixophyllin®, Slo-bid®, Slo-Phyllin®, Theo-24®,
Theo-Dur®, Theolair®, Uniphyl®) va aminophylin (vi du, Phyllocontin®,
Truphylline®).

Theo phuong 4n cu thé khac, sang ché mo ta viée sir dung chat dbi khang IL-
17RA-IL-17RB (truéc diéu tri, sau didu tri hodc diéu tri ddng thoi) v6i chit bét ky
trong s6 mot hodc nhiéu chét chéng viém, este cua tién dugc chit hodc mudi duoc
dung cua ching dé diéu tri cac bénh va rbi loan dugc néu theo sang ché. Cac vi du vé
chit chdng viém nay bao gdm, nhung khong giéi han &, Cromolyn (Nasalcrom®,

Intal®, Opticrom®) va nedocromil (Tilade®).

Phuong 4n khic ctia sang ché mo ta viéc st dung chét déi khéang IL-17RA-IL-
17RB (trudc diéu tri, sau didu trj hogc didu tri ddng thoi) véi chit bat ky trong s6 mot
hozc nhiéu chit khang axetylcholin, este cia tién dugc chit hodc mubi dugc dung cua
ching dé didu tri cac bénh va rdi loan dugc néu theo sang ché. Céc vi du vé chét khang
axetylcholin, este ctia tién dugc chit hodc mudi duoc dung bao gdm, nhung khong gidi

han 6, ipratropium bromit (Atrovent®) va tiotropium (Spiriva®).

Theo phuong 4n cu thé khac, sang ché mé ta viéc st dung chit ddi khang IL-
17RA-IL-17RB (trudc diéu tri, sau diéu tri hodc didu tri dong thoi) voi chit bat ky
trong sb mét hodc nhiéu corticosteroit, este cia tién dugc chit hoic mudi duoc dung
cia ching dé diéu tri cac bénh va rdi loan duogc néu theo sang ché. Cac vi du vé
corticosteroid dang x6ng hit bao gdm beclometason dipropionat (Beclovent®,
Beconase®, Vancenase® va Vanceril®), triamxinolon axetonit (Azmacort®,

Nasacort®, Tri-Nasal®) va flunisolit (Aerobid®, Nasalide®). Cac vi du vé
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corticosteroit khac hiru dung theo sang ché bao gdm predison (Prednisone Intensol®,

Sterapred®) va prednisolon (Orapred®, Pediapred®, Prelone®).

Phuong 4n dic biét khac nira cua sang ché mo ta viéc sir dung chit ddi khang IL-
17RA-IL-17RB (tru6e diéu tri, sau didu tri hodc didu tri ddng thoi) voi chét bat ky
trong s6 mdt hodc nhidu chét chu van beta-2 dang x6ng hit, este cta tién dugc chét
hodc mudi duogc dung cda ching dé diéu tri cac bénh va rbi loan dugc néu theo sang
ché. Cac vi du vé corticosteroit, este cta tién duoc chit hodc mudi dugc dung cua
ching bao gém, vi dy, albuterol (Ventolin®, Proventil®), metaproterenol (Alupent®),
pirbuterol axetat (Maxair®), terbutalin (Brethine®, Brethaire®), isoetharin
(Bronkosol®) va levalbuterol (Xopenex®).

Theo phuong 4n cu thé khac nira, sang ché mé ta viéc sir dung chit d6i khang IL-
17RA-IL-17RB (trudc diéu tri, sau diéu tri hodc didu tri dff)ng thoi) voi chat bét ky
trong s& mot hodc nhidu chét lam gian phé quan (hodc chét khang axetylcholin), este
clia tién duogc chét hodc mubi dugc dung cua ching dé diéu tri cac bénh va rdi loan
dwoc néu theo sang ché. Céc vi du vé chét lam gian phé quan bao gdm ipratropium

(Atrovent®) va tiotropium (Spiriva®).

Viée diéu trj cac bénh va rdi loan dugc néu theo sang ché c6 thé bao g61n viéc su
dung cac thube tuyén dau dé didu tri hodc kiém soat bénh nhiém khuan & dang két hop
(trude diéu tri, sau didu tri hodc didu trj ddng thoi) voi viée didu tri bing mét hodc
nhiéu chat d6i khang trong s cac chét dbi khang IL-17RA-IL-17RB dugc dé xuit theo
sang ché. Thudc thuong duoc sir dung trong diéu tri cic bénh hoic tinh trang bénh nhu
vy bao gém thubc khang sinh, chat khang vi sinh vat, chét khang virut, va dang két
hop cua ching. Thong tin lién quan dén cc hop chit sau c6 thé dugc tim thiy trong tai
liéu The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, Eighteenth Edition, Merck, Sharp
& Dohme Research Laboratories, Merck & Co., Rahway, N.J. (2006) va trong tai liéu
Pharmaprojects, PJB Publications Ltd.

Theo phuong 4n cu thé khac nira, sang ché mo ta viéc su dung chat d6i khang IL-
17RA-IL-17RB ¢ dang két hop (trude diéu tri, sau didu tri hodc diéu tri ddng thoi) véi
chit bat ky trong sb mot hodc nhiéu chét khang vi sinh vat, este cia tién dugc chét
hodc mudi dugc dung cta chung dé diéu tri cac bénh va rdi loan dugc néu theo sang

ché. Chat khang vi sinh vat bao gdm, vi dy, cdc nhom thudc penixilin, xephalosporin
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va cac beta-lactam khéac, aminoglycosit, azol, quinolon, macrolit, rifamyxin,
tetraxyclin, sulfonamit, lincosamit va polymyxin. Penixilin bao gdm, nhung khong
giéi han &, penixilin G, penixilin V, methixilin, nafxilin, oxaxilin, cloxaxilin,
dicloxaxilin, floxaxilin, ampixilin, ampixilin/sulbactam, amoxixilin,
amoxixilin/clavulanat, hetaxilin, xyclaxilin, bacampixilin, carbenixilin, carbenixilin
indanyl, ticarxilin, ticarxilin/clavulanat, azloxilin, mezloxilin, peperaxilin, va
mexilinam. Xephalosporin va cac beta-lactam khéac bao gém, nhung khong giéi han o,
xephalothin, xephapirin, xephalexin, xephradin, xefazolin, xefadroxil, xefaclor,
xefamandol, xefotetan, xefoxitin, xeruroxim, xefonixit, xeforadin, xefixim, cefotaxim,
moxalactam, xeftizoxim, xetriaxon, xephoperazon, xeftazidim, imipenem va
aztreonam. Aminoglycosit bao gdm, nhung khong gié1 han ¢, streptomyxin,
gentamixin, tobramyxin, amikaxin, netilmixin, kanamyxin va neomyxin. Azol bao
g6m, nhung khong gi¢i han &, fluconazol. Quinolon bao gbm, nhung khong gi6i han
0, axit nalidixic, norfloxaxin, enoxaxin, xiprofloxaxin, ofloxaxin, sparfloxaxin va
temafloxaxin. Macrolit bao gdbm, nhung khong g161 han ¢, erythomyxin, spiramyxin va
azithromyxin. Rifamyxin bao gdm, nhung khéng gi¢i han ¢, rifampin. Tetraxyclin bao
gdém, nhung khong gi¢i han &, spixyclin, clotetraxyclin, clomoxyclin, demecloxyclin,
deoxyxyclin, guamexyclin, lymexyclin, mecloxyclin, metaxyclin, minoxyclin,
oxytetraxyclin, penimepixyclin, pipaxyclin, rolitetraxyclin, sanxyclin, senoxiclin va
tetraxyclin. Sulfonamit bao gdm, nhung khong giéi han @&, sulfanilamit,
sulfametoxazol, sulfaxetamit, sulfadiazin, sulfisoxazol va  co-trimoxazol
(trimethoprim/sulfametoxazol). Lincosamit bao gdém, nhung khong gidi han o,
clindamyxin va lincomyxin. Polymyxin (polypeptit) bao gém, nhung khong gidi han &

polymyxin B va colistin.
Thtr nghiém sang loc

Céc phuong an khac bao gdm phuong phap sang loc chét dbi khang cia phuc
hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Sang ché bao gdm cac kiéu thir nghiém sang
loc da biét trong linh vuc va c6 thé lam theo dé nhén dién cac chat déi khang ciia phirc
hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Vi du, phuong phép sang loc chat d6i khang
cua phirc hop thy thé heterome IL-17RA-IL-17RB, bao gbm viéc lap rép IL-17RA va
IL-17RB thanh phic hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB; cho chét dang quan
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tam tiép xuic voi phirc hop thu thé nay; va xac dinh lugng tao thanh phirc hop thu thé
so v6i phitc hop thu thé khong dugc tiép xuc v6i chat dang quan tdm. Budc cho chit
dang quan tam tiép xuc voi phice hop thu thé ¢c6 thé dugc thuc hién trudce, trong hoidc

sau khi IL-17RA va IL-17RB tao thanh phtc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB.

Céc phuong 4n khac bao gdbm phuong phép sang loc chit dbi khang su hoat hoa
phtc hop thy thé heterome IL-17RA-IL-17RB, bao gbm viéc 1ip rap IL-17RA va IL-
17RB thanh phirc hop thy thé heterome IL-17RA-IL-17RB; cho chét dang quan tam
tiép xuc voi phie hop thu thé nay; bd sung mot hodc nhiéu phéi tar IL-17; va xac dinh
lwong hoat hod phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB so véi phirc hop thu thé
khéng duge tiép xuc v6i chét dang quan tdm. Cac chit dang quan tAm ma lam giam su
hoat ho4 phtrc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB trong didu kién c6 mit cua
mot hodc nhiéu phéi tit IL-17, nhu dugc xéc dinh bang két qua lién quan dén sinh hoc
(xem dudi ddy), dugc xem la duong tinh. Phéi tir IL-17 ¢6 thé 1a IL-17A, IL-17F, IL-
25 hodc phdi tir IL-17 bit ky khac ma lién két voi va hoat hoa TL-17RA, IL-17RB,
hodc phac hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Su hoat hod da dugc dinh nghia
theo sang ché. Cac két qua lién quan dén sinh hoc bao gbm IL-5, IL-6, IL-8, IL-13,
CXCL1, CXCL2, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-1B, TNFa, RANK-L, LIF, PGE2, IL-
12, MMP3, MMP9, GROa, NO, cling nhu phéan tir bat ky khac da biét trong linh vuc
la dugc gidi phong tir cac té bao bat ky biéu hién IL-17RA va/hoic IL-17RB. Budc
cho chét dang quan tim tiép xuc voi phirc hop thu thé c6 thé duoc thyc hién trudc,
trong hodc sau khi IL-17RA va IL-17RB tao thanh phtc hop thu thé heterome IL-
17RA-IL-17RB. Can hiéu ring chit dang quan tam c6 thé e ché mot phén phirc hop
thy thé heterome IL-17RA-IL-17RB, tirc 13, e ché nhé hon 100%. Trong diéu kién
thir nghiém nhét dinh, chét dang quan tdm c6 thé (rc ché hoan toan phtic hop thu thé

heterome IL-17RA-IL-17RB.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit tho nghiém dua vao té bao dé phat hién tac
dung ctia cic chat dang quan tdm dbi véi sy két hop cua IL-17RA va IL-17RB, phirc
hop thu thé heterome 17RA-IL-17RB, ciing nhu sy hoat hoa phuc hgp thu thé
heterome 17RA-IL-17RB. Do d6, sang ché dé xuit viéc bd sung chit dang quan tdm
vao té bao dé sang loc cac chat déi khang phtrc hop thu thé heterome 17RA-IL-17RB.
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Theo sang ché, “chat dang quan tdm” hodc “thudc dang quan tim” mo ta phan tir
bat ky, nhu, nhung khong gi6i han &, peptit, protein dung hop cua peptit (vi du, peptit
lien két vai IL-17RA, IL-17RB, hodc phtrc hop thu thé het_erome 17RA-IL-17RB ma
duoc lién két cdng hoa tri hodc khong cdng hod tri vdi cac protein khac, nhu cdc manh
khang thé hodc cac gian khung c6 ngudn gbe protein da biét trong linh vuec), protein,
khang thé, phan tir hitu co nhd bao gdm thudc da biét va thubc dang quan tam,
polysacarit, axit béo, vacxin, axit nucleic v.v. ma co thé duoc sang loc vé hoat tinh nhu

duoc néu theo sang ché.

Céc chit dang quan tdm bao gdm nhiéu nhom chét hoa hoc. Theo mot phuong
an, chat dang quan tAm 14 phan tr hitu co, tot hon néu 1a hgp chét hitu co nhé c6 phén
t lvgng 16n hon 100 va nho hon khoang 2500 dalton. Pugc bao ham la cac hop chét
hitu co nho ¢6 phan tr lwong 16n hon 100 va nhd hon khoang 2000 dalton, tot hon nira
néu 1a nhé hon khoang 1500 dalton, t5t hon nita néu 12 nho hon khoang 1000 dalton,
t6t hon nita néu 1a nhé hon 500 dalton. Chét dang quan tAm c6 chira cac nhoém chirc
can thiét cho su tuong tic cdu truc véi cac protein, cu thé 1a lién két hydro, va thuong
bao gom it nhat mot trong s cac nhom amin, cacbonyl, hydroxyl hodc carboxyl, tot
hon néu la it nhét hai trong s6 cac nhém chirc hoa hoc do. Chét dang quan tam thuong
chtra cacbon vong hodc cac cau trac di vong va/hoic cac cAu tric thom hodc cAu trac
thom da vong dugc thé bang mot hodc nhidu nhém chire trong s cac nhom chire néu
trén. Chét dang quan tdm ciing dugc tim thy trong sb cac phan tir sinh hoc bao gébm
peptit, sacarit, axit béo, steroit, purin, pyrimidin, dn Xuét, céac dang tuong tu vé clu

triic hodic cac dang két hop cia chung.

Chét dang quan tdm duoc thu nhén tr nhiéu ngudn khac nhau, bao gdm céc thu
vién hop chit tu nhién hodc téng hop. Vi du, ¢6 nhiéu cach dé téng hop ngau nhién va
c¢6 dinh huéng nhidu hop chit va phén tir sinh hoc hitu co, bao gdém viéc biéu hién
va/hodc tong hop cac oligonucleotit va peptit duge ngiu nhién héa. Theo céch khac,
thu vién hop chét tu nhién & dang chét chiét vi khuin, nAm, thuc vat va dong vat da co
sén hodc dugc tao ra dé dang. Ngoai ra, cac thu vién tu nhién hodc duoc tao ra bing
cach tong hop va cac hop chit dé dang duoc bién dbi bang cac phuong phép hoa hoc,

vat ly va sinh héa thong dung. Dugc chét di biét c6 thé duge lam bién dbi hoa hoc c6
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dinh huéng hodc ngiu nhién, nhu axyl hoa, alkyl hoa, este hoa, amit hoa dé tao ra cac

dang twong ty vé cau truc.

Theo cic phuong 4n thay thé, chét ¢6 hoat tinh sinh hoc dang quan tdm c6 thé 1a
protein hodc méanh protein. Do d6, vi du, cac chat chiét té bao co chira protein, hodc
cac chat chuyén hoa ngdu nhién hodc ¢6 dinh huéng cua chat chiét té bao protein, c6
thé dugc sir dung. Theo cach nay, cac thu vién protein cta sinh vat c6 nhan dién hinh
va khong cé nhan dién hinh c6 thé duoc tao ra dé sang loc trong cac hé dugc néu theo
sang ché. Pugc bao ham trong phuong an nay la cac thu vién protein cta vi khuan,

nam, virut, va dong vat c6 v, bao gdbm protein cua nguoi.

Theo mét sé phuong an, chét dang quan tam la peptit. Theo phuong an nay, co
thé hiru dung néu st dung cAu trac peptit ma bao gém céu tric trinh dién. “Céu tric
trinh dién” hogc céc dang twong duong vé ngit phap theo sang ché co nghia la trinh tw
ma khi dugc dung hop véi chét hoat tinh sinh hoc dang quan tim s& lam cho cac chét
dang quan tdm c6 dang bi gi6i han vé mit cdu dang. Céc protein tuong tac v&i nhau
phan 16n 1a qua cac mién bj han ché v& mat cdu dang. Mic du céac peptit nho véi cac
ddu amin va carboxyl quay tu do c6 thé c6 cac chuc néng hiéu luc nhu di biét trong
linh vuc, tuy nhién viéc chuyén héa céc ciu tric peptit nay thanh dugc chit 1a rat kho
do khong thé du doan céc vi tri mach bén dé téng hop céc gia peptit. Do do, viéc trinh
dién peptit & cac cdu triic bi han ché v& mat ciu dang sé& giup ich cho ca viéc san xuét
dugc chit sau d6 va cling co thé tao ra su tuong tac 4i luc 16n hon cua peptit voi
protein dich. Thuc té nay duoc nhén biét thiy trong cac hé san xudt thu vién o hop st
dung cic peptit ngin duogc tao ra bang phuong phéap sinh hqﬁc trong cac hé thé thuc
khuan vi khuén. Nhiéu nha nghién ctru da tao cau tric cac phan tir mién nhé trong do
mdt phan tr mién nho c6 thé trinh dién cac cdu trac peptit dugc ngiu nhién hoa. Céc
cdu truc trinh dién dac biét lam t6i da hoa kha nang tiép can véi peptit bang cach trinh
dién no6 trén vong ngoai. Theo d6, cac cdu truc trinh dién thich hop bao gdm, nhung
khong gidi han &, céu tric manh khang thé nho (minibody), céc vong trén vong xodn
phién beta va cac cdu tric than xodn cudn trong do cac goc khong co tinh quyét dinh
ddi voi clu trac dugce ngiu nhién héa, cic mién ngon tay kém, cac cdu tric lién két
xystein (disulfua), cdc cdu tric lién két transglutaminaza, cac peptit vong, cac ciu truc

vong B, céac 6ng hoic b6 xo0dn bc, cac motif khoa kép leuxin, v.v.. Xem US 6,153,380.
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Puoc sir dung ddc biét trong cac thit nghi€ém sang loc la cac thu vién biéu hién
thé thuc khudn; xem vi du, US 5,223,409; US 5,403,484; US 5,571,698 va US
5,837,500, tit ca cac tai lidu nay dugc dua vao ban md ta theo cach vién dan cho cac
cdu tric va phuong phéap biéu hién thé thuc khuén. Thong thudng, cac thu vién bidu
hién thé thuc khudn c6 thé sir dung phdn cai xen protein tdng hop (vi du peptit), hodc

c6 thé str dung chat phan giai ctia hé gen, cADN, v.v..

Tuy thudc vao thir nghiém va két qua mong mudn, c¢6 thé st dung nhiéu loai té
bao khéc nhau, bao gdm té bao c6 nhén dién hinh va khong c6 nhéan dién hinh, vé6i té
bao dong vat c6 va, va té bao nguoi, cb thé dugc sir dung ddc biét trong sang ché.
Theo mot phuong 4n, cac té bao c6 thé dugce thiét ké vé mit di truyén, vi du nhu ching
c6 thé chira cac axit nucleic ngoai sinh, nhu cac axit nucleic ma héa cho IL-17RA va
IL-17RB. Trong mot sb truong hop, protein IL-17RA va IL-17RB theo sang ché dugc
thiét ké dé bao gdm chit danh ddu nhu thé gén epitop, nhu, nhung khong 2161 han 6,
thé gan epitop duoc st dung trong céac thir nghiém két tiia mién dich hoic cho cac muc

dich stir dung khéc.

Chat dang quan tim duogc bd sung vao té bao va duoc U trong mot khodng thoi
gian thich hop. Buéc cho chét dang quan tdm tiép xtc voi phirc hop thy thé co thé
dugc thuc hién trude, trong hodc sau khi IL-17RA va IL-17RB tao thanh phirc hop thu
thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Theo mot phuong an, su két hop cia IL-17RA va IL-
17RB dugc danh gia trong diéu kién c6 mat hodc khong c6 mat chit dang quan tam.
Vi du, ¢6 thé thuc hién cac thir nghiém két tia mién dich bing cach sir dung cac khang
thé hodc cac ciu trac duge gin thé. Sau do, chét dang quan tdm ma can thiép vao su
két hop IL-17RA va IL-17RB dugc kiém tra vé hoat tinh phat tin hiéu béi thanh vién
ho phéi tir IL-17 (nhu IL-17A va IL-17F), nhu bang cach kiém tra sy biéu hién gen

duoc hoat hoa boi thanh vién ho phéi to IL-17, nhu dugc néu & trén.

Theo mot sé phuong an, protein IL-17RA va/hogc IL-17RB la protein dung hop.
Vi du, protein thu thé co thé duoc bién ddi theo cach tao thanh phén tir dang kham ¢6
chira apoprotein (tirc 14 gdc protein ctia phitc hop hodc phén t dang kham) dugc dung
hop v6i trinh tu axit amin hodc polypeptit khac loai khac. Theo mot phuong 4n, phan
ttr dang khdm nay c6 chira dang dung hop ctia mot hodc nhiéu thu thé véi polypeptit

thé gdn ma tao ra epitop dé khang thé khang thé gin c6 thé lién két dic hicu vao do.
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Thé gin epitop thuong dwoc dit & cac ddu amino- hodc carboxyl- ctia protein thu thé.
Su ¢6 mit cla cdc dang thu thé duoc gin thé epitop nay c6 thé duoc phat hién bang
cach sir dung khang thé khang polypeptit thé gin. Viéc cung cép thém thé gin epitop
cling cho phép d& dang tinh ché polypeptit thu thé bang phuong phép tinh ché dua vao
ai luc sir dung khang thé khéang thé gén hodc dang khac cua thé nén ai luc ma lién két
v6i thé gén epitop nay. Céc thé gin epitop nay c6 thé duoc st dung dé gitr ¢6 dinh vao

gia do ran, nhu duge néu theo sang ché.

C4c polypeptit thé gin khac nhau va cac khang thé twong img cua chung da duoc
biét ro trong linh vuc k¥ thudt nay. Vi du bao gdm thé gin poly-histidin (poly-his)
hoic thé gin poly-histidin-glyxin (poly-his-gly); polypeptit thé gin flu HA va khéang
thé cua n6 12CAS (Field et al., Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)); thé gan c-myc
va cac khang thé 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 va 9E10 tuwong tng véi chung (Evan et al.,
Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)); va thé gin glycoprotein D (gD)
clia virut Herpes Simplex va khang thé cta né (Paborsky et al., Protein Engineering,
3(6):547-553 (1990)). Cac polypeptit thé gan khac bao gdm peptit FLAGG™ (Hopp et
al., BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)); peptit epitop KT3 (Martin et al., Science,
255:192-194 (1992)); peptit epitop tubulin (Skinner et al., J. Biol. Chem., 266:15163-
15166 (1991)); va thé gin peptit T7 gen 10 protein (Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)).

Nhiéu vecto biéu hién khac nhau c6 thé duoc tao ra. Vecto biéu hién c6 thé la
vecto tw sao chép ngoai nhiém sic thé hodc vecto két hop vao trong hé gen cua vt
chii. Thong thuong, vecto biéu hién bao gdm axit nucleic diéu tiét phién ma va dich
ma duge lién két theo cach co diéu khién véi axit nucleic ma hoéa cho kim loai-protein.
Thuét ngft "trinh tu kiém soat" chi trinh tw ADN can thiét cho su biéu hién ctia trinh tur
ma hoa dugc lién két c6 diéu khién ¢ sinh vat chii cu thé. Trinh ty kiém soat thich hop
cho té bao khong c¢6 nhan dién hinh, vi du, bao g61n trinh tu khoi dau, tuy v, trinh tu
diéu khién va'vi trf lién két ribosom. Céc té bao ¢6 nhan dién hinh duoc biét Ia st dung

céc trinh tu khéi déu, tin hiéu polyadenyl héa va trinh tu ting cudng.

Theo mot sé phuong an, thi nghiém twc ché lién két voi phirc hop thu thé
heterome IL-17RA-IL-17RB duoc tién hanh in vitro. Vi du, céac thanh phén ctia hon
hop thir nghiém (chét dang quan tim, IL-17RA va IL-17RB) duoc giit ¢ dinh trén
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mot bé mat, cac thanh phén khac dugc bd sung vao (mot thanh phén trong sb do duoc
danh ddu theo mot sé phuong an). Vi du, IL-17RA hoic IL-17RB c¢6 thé duoc gin vao
mdt bé mat, chét dang quan tam va IL-17RA va/hodc IL-17RB da duoc danh déu duogc
bd sung vao. Sau khi rira, danh gia sy ¢c6 mit cta chit danh ddu. Theo phuong an nay,

protein IL-17RA va IL-17RB dugc phan lap nhu da biét trong linh vuc k§ thuét nay.

Thong thuong, viéc gan thuong s& duge thyc hién nhu da biét trong linh vuc k¥
thut nay, va s& phu thudc vao hop phan cta hai nguyén liéu cin duoc gén. Thong
thuong, cac chat gin két duoc sir dung thong qua viée sir dung cdc nhom chire trén
mdi thanh phin ma c6 thé duoc sir dung dé gin sau d6. Cac nhom chuc dé gan 1a
nhom amino, nhém carboxy, nhom oxo, nhém hydroxyl va nhom thiol. Cac nhém
chirc nay c6 thé dugc gan truc tiép hodc gian tiép thong qua viée st dung chat lién két.
Céc chit lién két da duoc biét rd trong linh vuc; vi du, cac chét lién két chuc nang kép
cing loai hosc khac loai nhu dd dugc biét rd (xem danh muc 1994 cua Pierce
Chemical Company, phan m6 ta vé chit lién két ngang, trang 155-200). Cac chit gin
két bao gdm, nhung khong gi6i han &, nhom alkyl (bao gdm nhom alkyl dugc thé va
nhém alkyl c6 chira cac géc nguyén tir khac loai), bao gdm nhom alkyl ngan, este,
amit, amin, nhom epoxy va etylen glycol va cac din xuit. Theo cach khac, cac phan
dung hop dugc st dung; phan dung hop thich hop bao gdm céc thanh phan gitr ¢d dinh
khéc, nhu thé gin histidin dé gin vao bé mit voi niken, cac thanh phan chirc ning dé

gan cdc chat lién ket va chat danh dau, v.v., va cac chat danh dau protein.

Theo mot phuong an, dic biét khi cac chat dang quan tim duoc gitt ¢d dinh trén
gia d& rin, phan dung hop thich hop 1a chét danh d4u protein tu phat huynh quang.
Cac chéit danh d4u huynh quang protein thich hop con bao gdm, nhung khong gidi han
&, protein huynh quang xanh luc (GFP), bao gdm GFP cua loai Renilla, Ptilosarcus,
hodac Aequorea (Chalfie et al., 1994, Science 263:802-805), EGFP (Clontech
Laboratories, Inc., Genbank Accession Number U55762), protein huynh quang xanh
duong (BFP, Quantum Biotechnologies, Inc. 1801 de Maisonneuve Blvd. West, 8th
Floor, Montreal, Quebec, Canada H3H 1J9; Stauber, 1998, Biotechniques 24:462-471;
Heim et al., 1996, Curr. Biol. 6:178-182), protein huynh quang vang ting cuong
(EYFP, Clontech Laboratories, Inc.), luxiferaza (Ichiki et al., 1993, J. Immunol.
150:5408-5417), B galactosidaza (Nolan et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
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85:2603-2607) va Renilla (W0O92/15673, WO95/07463, WO98/14605, W098/26277,
W099/49019, US 5292658, US 5418155, US 5683888, US 5741668, US 5777079, US
5804387, US 5874304, US 5876995, US 5925558).

Gi4 d& khong tan duge co thé duge tao thanh tir hop phin bit ky ma cac hop
phén c6 thé lién két vao do, d& tach khoi nguyén li€u tan duoc, va mat khac, tuong
thich v6i toan bd phuong phap sang loc. Bé mit cia cac gid do nay c6 thé 12 rén hoic
x6p va ¢6 hinh dang thong dung bat ky. Cac vi du vé gia d& thich hop bao gdm cac dia
vi chudn d6, mang gia thé, mang va hat, va bao gdm, nhung khong gidi han ¢, thuy
tinh va thuy tinh duogc bién dbi hodc tao chic nang, chéat déo (bao g61n acrylic,
polystyren va copolyme cua styren va cic nguyén li¢u khac, polypropylen, polyetylen,
polybutylen, polyuretan, Teflon, v.v.), polysacarit, nylon ho#c nitroxenluloza, nhua,
silic oxit hodc cac nguyén lidu c6 ngudn gbe silic oxit bao gdm silic va silic duoc bién
ddi, cacbon, kim loai, thiy tinh vo co, chat déo, gbm, va nhiéu polyme khac nhau.
Theo mot s phuong an, cac gia d& ran cho phép phat hién quang hoc va ban than
chung khong phat huynh quang dang ké. Ngoai ra, nhu da biét trong linh vuc, gia do
rdn c6 thé dwoc phu bang nhidu nguyén liéu bit ky, bao gdém polyme, nhu dextran,
acrylamit, gelatin, agaroza, v.v.. C4c gia d& rin tiéu biéu bao gdm silic, thuy tinh,
polystyren va céc chit déo khac va acrylic. Pia vi chudn do va méng gi4 thé dac biét
tién loi vi c6 thé tién hanh dong thoi nhiéu thir nghiém, st dung lugng chéit phan tng
va miu nhé. Cach thuc cu thé dé lién két hop phan khong quan trong, mién la no
twong thich véi chit phan ung va toan b phuong phép theo sang ché, duy tri duoc

hoat tinh ctia hop phan va khong khuéch tan duoc.

Céc chét dang quan tdm dugc cho tiép xtc voi cac thanh phan khac cia thu
nghiém trong diéu kién phan Ung ma lam xay ra tuong tic chat-chit dich. Thong
thuong, d6 s& la cac diéu kién sinh 1y. C6 thé thuc hién viéc G ¢ nhiét do bat ky ma tao
diéu kién thuén loi cho hoat tinh tdi uu, thuong nam trong khoang tir 4 dén 40°C.
Khodng thoi gian  dugc chon dé c6 hoat tinh t6i uu, nhung ciing ¢6 thé duogc tdi vu
hoa dé tao diéu kién thuan lgi cho viée sang loc nhanh thong lugng cao. Thong thuong
tir 0,1 dén 1 gio 1a du. Chét phan tmg du thuong dugc loai bo hodc ria b, trong

truong hop thir nghiém pha ran. Cac kiéu thu nghiém dugc néu dudi day.
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Nhiéu chét phan wng khac ciing c6 thé duoc bao ham trong thtr nghiém. Céc chat
phan ting ndy bao gém chét phan tmg nhu mubi, protein trung tinh, vi du nhu albumin,
chét téy rira, v.v. ma c6 thé duogc st dung dé tao diéu kién thuén loi cho viéc lién két
apoprotein-chét t6i wru va/hoic 1am giam cac teong tdc khong dic hi¢u hodc tuong tac
nén. Theo cach khéc, chét phan (mg ma cai thién hiéu qua cua thir nghiém, nhu chit tc
ché proteaza, chét \rc ché nucleaza, chét khang vi khuan, v.v., ciing ¢6 thé dugc st
dung. Hdn hop ctia cac thanh phan nay c6 thé dugce bd sung theo th ty bat ky ma tao

ra lién két can thiét.

Theo mdt phuong 4n, thir nghiém bét ky trong sb céc thir nghiém dugc néu theo
sang ché c6 thé st dung cac hé thong may dé sang loc thong luong cao. Nhidu hé
thong thuong hudng t6i viée st dung dia vi chuan d9 loai 96 giéng (hodc nhiéu hon),
tuy nhién nhu duge hiéu béi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc, cac dia hoic
hinh dang khac bét ky c6 thé dugc str dung. Ngoai ra, budc bat ky hodc tht ca cac budc
dugc néu theo sang ché co thé dugc tu dong hoa; do d6, vi du, hé théng c6 thé duoc tu

dong hoa hoan toan hodc mot phan.

Nhu duoc hiéu béi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay, cé
rat nhidu thanh phén c6 thé duoc st dung, bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, mot hoac
nhiéu tay may; bo diéu khién dia dé diéu chinh vi tri cc vi dia; b diéu khién nip tu
dong dé bé va thay nip cho céc giéng trén dia khong bi nhim bén chéo; bo phan dau
tip dé phan phéi mau bang dau tip ding mot Ian; bd phan dau tip c6 thé rira d& phan
phdi mau; khéi tai mau 96 giéng; gi4 dung chat phan ing duoc gilr lanh; bo phan dinh
vi pipet cho dia vi chuan d¢ (dugc giit lanh tuy y); thap chong dé dung dia va dau tip;

va hé thong may tinh.

Céac hé vi luu chét va hé robot hoan toan bao g6m b phan vén chuyén chét long,
hat, té bao va sinh vat ty dong bao gdm bod phén nho pipet thong luong cao dé thuc
hién tat ca cac bude tng dung sang loc. Viéc niy bao gdm céc thao tac trén chét long,
hat, t& bao va sinh vat nhu hat, phéan tan, tron, pha lodng, rita, vin chuyén thé tich
chinh x4c; lay va boé ddu tip pipet; va nho pipet 1p lai nhiéu lan cac thé tich gidng
nhau cho nhiéu l4n chuyén tir mot 1an hut mau. Cac thao tac nay la cac thao tac véin
chuyén chét 16ng, hat, té bao va sinh vat khong bi nhiém ban chéo. Thiét bi nay thuc

hién viéc léy mau 1ap lai tu dong hoa tir vi dia chuyén sang b0 phén loc, mang va/hoic
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dia con, bd phéan chuyén mat do cao, bd phan pha loang déy dia theo day va bd phan

van hanh cong suat cao.

Theo modt phuong 4n, c6 thé st dung cac hat, dia, ng, hat tir hodc thé nén pha
ran khac dugc tao dan xuét béng phuong phap héa hoc cé tinh ddc hiéu vdi cac thanh
phan thir nghiém. B& mat lién két cua cac vi dia, 6ng hodc thé nén pha rin bét ky bao
gdm bé mat khong phan cuc, bé mit phan cuc manh, 16p phu dextran bién ddi dé day
manh lién két cong hoéa tri, 16p pha khang thé, moi truong ai luc dé lién két peptit hodc
protein dung hop, protein dugc ¢ dinh vao bé mat nhu protein tai td hop A hoidc G,
16p pht hodc nhua nucleotit, va thé nén ai luc khac cling c6 thé duoc st dung trong

sang che.

Theo mot phwong an, bé cho cc dia nhidu giéng, nhidu dng, vi 6ng, dia giéng
sau, 6ng ly tdm nho, dng gilt miu & nhiét do thdp (cryovial), dia giéng vudng, loc,
chip, sgi quang, hat va cac nén pha rin khac hodc bé c¢6 cac thé tich khac nhau duogc
trang bi 1én bé kiéu modun c6 thé nang cép dé ¢6 thém cong suit. B¢ kié’u moOdun nay
bao gom thiét bi lic theo quy dao vai tde do co thé thay dbi duoc, thiét bi dién chuyén,
va san lam viéc nhiéu vi tri dung cho cac mau ngudn, pha lodng mau va chit phén ung,
cac dia thir nghiém, binh chira mAu va chat phan tng, cac ddu pipet va tram rira hoat

dong.

Theo mot phuong én, cac hé mdy ludn nhiét va diéu chinh nhiét dugc sir dung dé
on dinh nhiét do cda cac by phan trao d6i nhiét nhu cac bé hoidc khoi dugc kiém soat

dé kiém sodt nhiét d¢ chinh x4c ciia qua trinh & mAu tir 4°C dén 100°C.

Theo mot s6 phuong 4n, thiét bi s& bao gdm thiét bi phat hién, c6 thé 1 nhidu
loai thiét bi phat hién khac nhau, tiy thudc vao chét danh ddu va thir nghiém. Theo
mot phuong 4n, thiét bj phat hién hiru dung bao gdm (céc) kinh hién vi ¢6 nhiéu kénh
huynh quang; thiét bi doc dia co thé phat hién huynh quang, t& ngoai va quang phd kha
kién c6 kha nang doc dong hoc va doc diém cudi budgce song don va kép, van chuyén
nang lugng cdng hudng huynh quang (FRET), hé SPR, phat quang, lam ding, kich
thich hai photon, va phan phéi lai cudng do; cac mdy anh CCD d thu va chuyén dir
li¢u va hinh anh thanh cac dinh dang cé thé dinh luong; va tram may tinh. Cac thiét bi
nay sé& cho phép kiém tra kich thudc, su sinh truéng va su biéu hién kiéu hinh cua cac

chat danh dau dic hiéu trén té bao, md, va sinh vat; xac nhén tinh hop 1é cta dich; toi
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vu héa dich tét nhét; phén tich dir li€u, khai théc, td chuec, va tich hop cac sang loc

thong luong cao vai cac co sd dit liéu cong khai hodc c6 tinh phi.

Phtrc hop thu thé heterome 17RA-IL-17RB la dang c6 hoat tinh sinh hoc cuda thu
thé va dugc thé hién ban mé ta nay 1a dap (ng lai sy hoat hoa dic hiéu phéi tir bang
cach giai phong chat diéu bién gdy viém. Trong linh vuc nay, da biét ring cac tinh
trang bénh khac nhau, nhu duge néu vi du theo sang ché, déu lién quan dén muc sinh
ly ting ctia cac thanh vién thudc ho phdi tir IL-17. Theo mdt phuong 4n, protein lién
két khang nguyén IL-17RA-IL-17RB hiru dung dé phat hién phirc hop thu thé
heterome IL.-17RA-IL-17RB trong cac mau sinh hoc va nhén dién té bao hodc md tiép
xtic v6i phirc hop nay. Didu nay c6 thé co gia tri dang ké dbi voi cong ddng nghién
clru.

Protein lién két khang nguyén theo sang ché ¢ thé dugc st dung cho cac muc
dich chan doan dé phéat hién, chan doan, hodc theo ddi bénh va/hoic tinh trang bénh
lién quan dén TL-17 hodc thu thé IL-17RA hodc IL-17RB. Sang ché dé xut viéc phat
hién su c6 mat cua thy thé IL-17 trong mau bang cach st dung cac phuong phap mo
mién dich cb dién da biét d6i v6i nguoi co hiu biét trung binh trong linh vuc (vi du,
Tijssen, 1993, Practice and Theory of Enzyme Immunoassays, vol 15 (Eds R.H.
Burdon and P.H. van Knippenberg, Elsevier, Amsterdam); Zola, 1987, Monoclonal
Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc.); Jalkanen et al.,
1985, J. Cell. Biol. 101:976-985; Jalkanen et al., 1987, J. Cell Biol. 105:3087-3096).

Viéc phat hién thu thé IL-17 c6 thé duoc thuc hién in vivo hoac in vitro.

Céc mg dung chan doan dugc dé xuét theo sang ché bao gdm viée su dung
protein lién két khang nguyén dé phat hién su biéu hién cta protein IL-17 IL-17RA va
IL-17RB va lién két ctia (cac) phdi tir vai thu thé IL-17. Céc vi du vé& phuong phap
hitu dung trong viéc phat hién sw c6 mit ctia thu thé IL-17 bao gdm cac thi nghiém
mién dich, nhu thtt nghiém hap phu mién dich lién két enzym (ELISA) va thtr nghiém
phong xa mién dich (RIA). Nhu néu trén, viéc stt dung phuong phap ddng két tia mién
dich rit hitu dung dé phat hién phirc hop thy thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Déi véi
céc ing dung chan doan, protein lién két khang nguyén c6 thé thuong duge danh diu

bing nhém danh du c6 thé phat hién nhu dwoc dinh nghia theo sang ché.
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Mot khia canh cda sang ché dé xuit viéc nhan dién té bao hodc céc té bao biéu
hién phuc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB. Theo phwong 4n cu thé, protein
lién két khang nguyén duoc danh ddu bang nhom danh diu va lién két cia protein lién
két khang nguyén da dwoc danh dau voi thu thé IL-17 duoc phat hién. Theo phuong 4n
cu thé khéc nira, lién két ciia protein lién két khang nguyén véi thu thé 1L-17 duoc
phat hién in vivo. Theo phwong 4n cu thé khac nita, protein lién két khang nguyén-thu
thé IL-17 dugc phéan lap va dugc xac dinh bing cach sit dung cac k§ thudt da biét
trong linh vuc. Xem, vi du, Harlow and Lane, 1988, Antibodies: A Laboratory
Manual, New York: Cold Spring Harbor (ed. 1991 va cac phu truong dinh ky); John E.
Coligan, ed., 1993, Current Protocols In Immunology New York: John Wiley & Sons.

Tao chit ddi khang IL-17RA-IL-17RB

Céc té bao chu thich hop dé biéu hién chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB bao
gom té bao khong c¢6 nhéan dién hinh, nAm men hoic cac té bao c6 nhan dién hinh béac
cao. Cac vecto tao dong va biéu hién thich hop dé sir dung véi vét chu té bao vi khuan,
té bao nim, t& bao nAm men va té bao dong vat c6 vi duge mo ta, vi duy, trong tai liéu
Pouwels et al. Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, New York, (1985).
Hé dich ma khong chira té bao ciing c6 thé dugc sir dung dé tao ra polypeptit LDCAM

bang cach sir dung ARN c6 ngudn gbe tir ciu trac ADN dugc néu theo sang ché.

Cac sinh vat khong c6 nhan dién hinh bao gém sinh vat gram 4m hodc gram
duong, vi du, E. coli hodc Bacilli. Céac té bao chu khong c6 nhén dién hinh thich hop
dé bién nap bao gdm, vi du, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, va
nhiéu loai khac thudc chi Pseudomonas, Streptomyces va Staphylococcus. Trong té
bao chu khong c6 nhan dién hinh, nhu E. coli, chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB ¢6
thé bao gdm gbc methionin ddu N dé tao didu kién thuan loi cho su bidu hién cua
polypeptit téi t6 hop trong té bao chii khong c6 nhan dién hinh. Met dau N ¢6 thé duoc
phan cét ra khoi chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB t4i t& hop da duoc biéu hién.

Chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB ¢6 thé duoc biéu hién & céc té bao chi nim
men, t6t hon néu tir chi Saccharomyces (vi du, S. cerevisiae). Cac chi nAm men khac,
nhu Pichia, K. lactis hodc Kluyveromyces, cling c6 thé dugc sir dung. Céc vecto ndm
men thuong s& chira diém khoi ddu sao chép tir plasmit cia nAm men 2y, trinh ty sao

chép tu chi (ARS), vung trinh ty khai dau, céc trinh tu dé polyadenyl hoéa, cac trinh tu
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dé két thuc phién ma va gen danh dau chon loc. Céc trinh tu khéi ddu thich hop cho
vecto ndm men bao gém, trong sb cac trinh ty khéi dau khac, trinh tu khoi dau cho
metallothionein, 3-phosphoglyxerat kinaza (Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255:2073,
1980) hoac cac enzyme thiy phin glucoza khac (Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg.
7:149, 1968; va Holland et al., Biochem. 17:4900, 1978), nhu enolaza, glyxeraldehyt-
3-phosphat dehydrogenaza, hexokinaza, pyruvat decarboxylaza, phosphofructokinaza,
glucoza-6-phosphat isomeraza, 3-phosphoglyxerat mutaza, pyruvat Kkinaza,
triosephosphat isomeraza, phosphoglucoza isomeraza va glucokinaza. Cac vecto va
trinh tu khoi dau thich hop khac dé sir dung cho vi¢e biéu hién & ndm men con dugc
mo ta trong tai liéu Hitzeman, EPA-73,657 hoac trong tai liu Fleer et. al., Gene,
107:285-195 (1991); va van den Berg et. al., Bio/Technology, 8:135-139 (1990). Dang
thay thé khéc 1a trinh tu khéi ddu ADH2 e ché duoc glucoza duge mé ta bai Russell
va cong su (J. Biol. Chem. 258:2674, 1982) va Beier va cong su (Nature 300:724,
1982). Cac vecto con thoi ¢ thé sao chép ¢ ca ndm men va E. coli c6 thé dugce tao cdu

triic bang cach cai xen trinh tw ADN tir pBR322 dé chon loc va sao chép 6 E. coli (gen

Amp! va ban goc dé sao chép) vao trong cac vecto cia nam men néu trén.

Trinh tu din ddu yéu t6 o ctia ndm men c6 thé duge sit dung dé truc tiép tiét chat
ddi khang IL-17RA-IL-17RB. Trinh tu d4n du yéu t6 « thuong dugc cai xen vao giira
trinh tu khéi dau va trinh tu gen ciu truc. Xem, vi du, Kurjan et al., Cell 30:933, 1982;
Bitter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:5330, 1984; US 4,546,082 va EP 324,274.
Céc trinh tu din dau khac thich hop dé tao diéu kién thuan loi cho viée tiét polypeptit
tai to hop tir vat chit ndm men la da biét dbi v6i nguoi o hiéu biét trung binh trong
linh vuc. Trinh tu ddn dau c6 thé dugc bién ddi & gén dau cudi 3’ cua no dé chira maot
hodc nhiéu vi tr gidi han. Diéu nay s€ tao didu kién thuén lgi cho viéc dung hgp trinh
tu dan dau véi gen cdu truc.

Céc quy trinh bién nap ndm men da duoc biét dbi voi ngudi c¢6 hidu biét trung
binh trong linh vuc k§ thuéat nay. Mot quy trinh nhu vdy duoc moé ta trong tai liéu
Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:1929, 1978. Quy trinh ctia Hinnen va
cong su chon loc cac thé bién nap Trpt trong méi truong chon loc, trong d6 moi
trrong chon loc bao gém bazo nito cia nAm men 0,67%, axit casamin 0,5%, glucoza

2%, adenin 10 pg/mL va uraxil 20 pg/mL. Céc té bao chi ndm men duge bién nap boi
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vecto ¢6 chua trinh tu diéu khién ADH2 ¢6 thé duoc cho sinh trudng dé gay ra sy biéu
hién trong mai trudng “giau”. Vi du vé moi truong gidu 1a moi trudng bao gdm chét
chiét ndm men 1%, pepton 2% va glucoza 1% dugc bd sung adenin 80 pg/mL va
uraxil 80 pg/mL. Viéc khir trc ché trinh tw khoi ddu ADH2 x4y ra khi glucoza bi rit
hét khoi méi trudng.

Céac hé t€ bao chu con trung va dong vat c¢6 vu cling co thé duoc st dung dé biéu
hién chit d6i khang IL-17RA-IL-17RB tai tb hop. Céac hé baculovirut dé tao ra cac
protein khac loai & céac té bao con trung dugc néu trong tai liéu Luckow and Summers,
Bio/Technology 6:47 (1988). Cac dong té bao duoc tao ra c6 ngudn gbc dong vat co
vu cling c6 thé duge sir dung. Cac vi du vé& dong té bao chu dong vat c6 vu thich hop
bao gém dong COS-7 cua té bao than khi (ATCC CRL 1651) (Gluzman et al., Cell
23:175, 1981), té bao L, té bao C127, t& bao 3T3 (ATCC CCL 163), té bao trimg chudt
dong Trung Hoa (CHO), té bao HeLa, va dong té bao BHK (ATCC CRL 10), va dong
té biao CV-1/EBNA-1 c6 ngudn gbc tir dong té bao than khi xanh chau Phi CVI
(ATCC CCL 70) nhu dugc mo ta bdi McMahan va cong su (EMBO J. 10: 2821,
1991).

Céc trinh tu kiém soat phién ma va dich ma déi véi cac vecto biéu hién cua té
bao chu dong vat ¢ vu ¢d thé duoc cat tir hé gen virut. Cac trinh tu khéi dau va cac
trinh ty ting cuong thuong duge sir dung ¢ ngudn gdc tir virut Polyoma, Adenovirut
2, virut Simian 40 (SV40) va virut cy bao cua ngudi. Céc trinh tu ADN ¢6 ngudn gdc
tr h¢ gen virut SV40, vi dy, gen géc SV40, trinh tu khoi ddu som va muon, trinh tu
tang cudng, cac vi tri ghép, va cac vi tri polyadenyl hoa c6 thé dugc sir dung dé tao ra
cac yéu td di truyén khac dé bidu hién trinh ty gen cau tric & té bao chu dong vat co
vii. Céc trinh tu khéi ddu som va mudn cua virut 1a ddc bi€t hitu dung vi ca hai déu dé
dang thu dugc tir hé gen virut dudi dang manh ma ciing c¢6 thé chtra diém khéi dau sao
chép cua virut (Fiers et al., Nature 273:113, 1978). Cac manh SV40 nhé hon hodc 16n
hon cling c6 thé dugc str dung, mién 1a trinh ty dai khoang 250 cdp bazo kéo dai tir vi
tri Hind 111 d&én vi tri Bgl I ndm & gen gbc virut SV40 cua vi tri sao chép duoc bao

ham.

Cac vecto bi€u hién tiéu bi€éu dé sir dung trong cac t€ bao chu dong vat c6 vi co

thé dugc tao cdu trac nhu dugc bdc 10 boi Okayama va Berg (Mol. Cell. Biol. 3:280,
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1983). H¢ hitu dung cho su biéu hién 6n dinh muc cao cua cac cADN cia dong vat cé
vi & cac té bao bidu mé cua chudt C127 ¢o thé dugce tao cAu tric vé co ban nhu dugc
mo ta trong tai liéu Cosman et al. (Mol. Immunol. 23:935, 1986). Vecto biéu hién cao
hitu dung, PMLSV N1/N4, dugc md ta trong tai liéu Cosman et al., Nature 312:768,
1984 dugc ndp luu dudi tén ATCC 39890. Cac vecto biéu hién cta dong vat co vu hitu
dung khac dugc mo ta trong tai liu EP-A-0367566, va trong don yéu cdu cip patent
US 07/701,415, ndp ngay 16 thang 5 ndm 1991. Céc vecto nay c6 thé c6 ngudn gdc tir
cac retrovirut. Tai vi tri trinh tu tin hiéu nguyén gbc, va ngoai yéu td khéi dong
methionin, trinh tu tin hiéu khac loai ¢é thé dugc bd sung vao, nhu trinh tu tin hiéu
cho IL-7 dugc mo ta trong US 4,965,195; trinh tu tin hi€u cho thu thé IL-2 duoc mo ta
trong Cosman et al., Nature 312:768 (1984); peptit tin hiéu IL-4 dugc mo ta trong EP
367,566; peptit tin hiéu thu thé IL-1 typ I dugc mé ta trong US 4,968,607, va peptit tin
hiéu thu thé IL-1 typ II dugc mo ta trong EP 460,846.

Chét dbi khang IL-17RA-IL-17RB, la protein da duoc phan l1ap, di duoc tinh ché
hoac déng nhét theo sang ché, c6 thé dugce tao ra béng cac hé biéu hién tai td hgp nhu

dugc néu & trén hoac dugc tinh ché tir cac t€ bao co6 trong ty nhién.

Mot quy trinh dé tao ra chat dbi khang IL-17RA-IL-17RB bao gém viéc nudi ciy
té bao chu da duoc bién nap véi vecto biéu hién c6 chtra trinh tw ADN ma hoa cho it
nhit mot chit déi khang IL-17RA-IL-17RB trong diéu kién du dé thuc ddy su biéu
hién cua chdt dbi khang IL-17RA-IL-17RB nay. Chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB
sau d6 dugc thu hdi tir méi trudng nudi cdy hodc chét chiét té bao, tiy thudc vao hé
biéu hién dugc sir dung. Nhu da biét d6i véi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vue, quy trinh tinh ché protein tai to hop sé thay ddi theo cac yéu t6 nhu loai té bao
chu dugc sir dung va lidu protein téi td hop nay co duoc tiét vao trong méi truong nudi
cdy hay khong. Vi du, khi cac hé biéu hién tiét protein tai to hop nay duge sir dung,
mdi trudng nudi cdy trude tién duoc ¢b dic bang cach st dung thiét bi loc ¢o protein
~ ¢4 san trén thi trudong, vi du nhu thiét bi siéu loc Amicon hodc Millipore Pellicon. Sau
budc ¢o dic, chit co co thé dugc dua vao nén tinh ché nhu moi truong loc gel. Theo
cach khac, co thé st dung nhya trao ddi anion, vi du, nén hodc co chit c6 cac nhom
dietylaminoetyl (DEAE) treo. Nén c6 thé 1a acrylamit, agaroza, dextran, xenluloza

hodc cac dang thuong dugc sit dung dé tinh ché protein khac. Theo cach khac, co thé
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sir dung budc trao ddi cation. Cac chit trao ddi cation thich hop bao gdm cac nén
khong tan khac nhau c¢6 chtra cac nhom sulfopropyl hodc carboxymetyl. Cudi cung,
mot hodc nhiéu bude sdc ky long hiéu nang cao pha dao (RP-HPLC) st dung moi
truong RP-HPLC ky nudc, (vi du, silicagel c6 metyl treo hodc cac nhom béo khac) co
thé duoc str dung dé tiép tuc tinh ché cac chét dbi khéng IL-17RA-IL-17RB. Mét sb
hodc tat ca cac bude tinh ché néu trén, & cac dang két hop khéc nhau, da duoc biét o

va ¢6 thé duogc st dung dé tao ra protein tai to hop d6ng nhit vé co ban.

Co thé sir dung cot ai luc c6 chira [L-17RA, hodc IL-17RB, hodc ca IL-17RA va
IL-17RB, hodc phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB protein dé tinh ché dwa
vao 4i luc chét ddi khang IL-17RA-IL-17RB dugc biéu hién. Chit dbi khang IL-
17RA-IL-17RB ¢6 thé duge loai bo khoi cot 4i luc bang cac k¥ thuat thong dung, vi du
nhu trong dém ria giai ¢6 ndng d6 mudi cao va sau d6 duoc thim tach vao trong dém
¢6 ndng d6 mudi thip hon dé st dung hodc bang cach thay dbi do pH hodc cac thanh
phén khéc tuy thudc vao nén ai luc duogc st dung. Theo cach khac, cot ai luc cb thé

chira khang thé lién két chit dbi khang IL-17RA-IL-17RB.

Protein tai t& hop duoc tao ra trong gidng cay vi khudn c6 thé dugc phan lap
bing cach ban diu phd vor cac té bao chu, ly tam, chiét tir 16p té bao ling két néu do 1a
polypeptit khong tan dugc, hodc tir dich ndi bé mat néu d6 1a polypeptit tan dugc, tiép
d6 1a mot hodc nhiéu buc’ré cd dic, loai mubi, trao ddi ion, tinh ché dua vao ai luc hodc
sic ky loai theo kich thudc. Cudi cing, RP-HPLC c6 thé dugc str dung cho bude tinh
ché cudi cung. Céac fé bao vi khudn c6 thé dwoc pha v bang phuong phéap thong dung
bat ky, bao gdm chu trinh dong bang-tan bang, lic rung bing song siéu am, pha v co

hoc, hodc sir dung chit 1am tan té bao.

Cac té bao chi nAm men bién nap co thé duoc st dung dé biéu hién chit déi
khang IL-17RA-IL-17RB du6i dang polypeptit tiét dé d& dang tinh ché. Polypeptit tai
t6 hop duoc tiét tir mé 1én men té bao cha nim men c6 thé duge tinh ché bang cac
phuong phép tuong tu véi cdc phuong phap duoc bdc 10 trong tai liéu Urdal et al.
1984, J. Chromatog. 296:171. Urdal va cong sy mo ta hai buéc HPLC pha déo lién
tiép dé tinh ché IL-2 tai td hop ciia ngudi trén cot HPLC diéu ché.

Tét ca cac tai liéu tham khao dugc trich din theo sang ché dugc dua vao béng

cach vién dan. Cac vi du sau ddy, ca vi du thuc té va du doan, dugc néu nham muc
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dich minh hoa céc phuong an hodc dau hiéu cu thé cua sang ché va khong lam gidi han

pham vi cta sang ché.
Vi du thye hién sang che

IL-17RD.HIS ciia nguoi, khang thé da dong khang hIL-17RA & dé, khang thé da
dong khang hIL-17RB & dé, khang thé da dong khang hIL-17RC & dé, va tat ca cac kit
ELISA nhén dugc tr R & D Systems (Minneapolis, MN) va dugc st dung theo hudng
dan ctia nha san xuét. IL-13 cda chudt nhan duoc tur Invitrogen Biosource (Carlsbad,
CA). Albumin huyét thanh chu6t (MSA) nhén duoc tir Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
Khéang thé don dong khang IL-25, IL-17RA va IL-17RB clia ngudi va chudt nhit duoc
tao ra vé& co ban nhu duge md ta bi Yao va cong su (Yao, et al., 1995, Immunity 3:
811-821; Yao, et al., 1995, J. Immunol. 155:5483-5486; Yao, 1997, Cytokine 9:794-
800). cADN mai hoa cho IL-17RA ciia nguoi va chudt nhit da dwgc mé ta truge do
(xem ba tai liéu tham khdo cua Yao, néu trén). Cac khung doc md ma hoa IL-17RB
cua ngudi va chudt nhét giéng nhu khung doc mé da dugc mo ta trude d6 (Tian, et al.,
2000, Oncogene 19(17):2098-2109). cADN ma héa cho IL-25 cia chudt dd duge mo
ta trude do (Hurst, et al., 2002, J Immunol. 169(1):443-453.). IL-25 cta chudt duoc
bicu hién & E.coli va dugc tinh ché nhu da dugc mé ta (Hurst et al. néu trén). Ving
ngoai bao cua IL-17RA cta nguoi duoc dung hop voi poly HIS hodc Fe IgGl cua
nguoi (1an luot 1a IL-17RA:HIS hodc IL-17RA:Fc); vung ngoai bao cua [L-17RB cua
nguoi dugc dung hop véi poly HIS (IL-17RB.HIS) hoac Fc IgG1 cua nguoi (IL-
17RB.Fc) vé co ban nhu duoc néu trong Yao, et al., 1995, Immunity (néu trén). Trong
mot s thir nghiém, IL-25, IL-17RA Fc va IL-17RB Fc cta chudt nhit va cia nguoi co
san trén thi truong duoc sir dung (R & D Systems).

Vidu 1

Vi du nay chimg minh su can thiét ciia IL-17RB dé dap ung lai IL-25 in vivo.
Chudt nhit IL-17RB-/- dugc tao ra bing cach sir dung c4c phuong phap da biét trong
linh vure. Mot cach tom tét, vecto hudng gen dich duoc tao ciu tric bing cach thay thé
trinh tu hé gen cé chtra exon 3 cua IL-17RB cua chudt béng két cAu PGKneo. Két cAu
thymidin kinaza (MC-TK) dugc cai xen vao trong dau cudi 5' ctia vecto. Té bao gdc
phdi (ES) c6 ngudn gde tir 129 duge dién chuyén véi vecto huéng dich va duge chon

trong diéu kién c6 mat cia G418 va ganciclovir nhu da néu (Kolls, J, et al. 1994. Proc.
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Natl. Acad. Sci. USA. 91:215-219). Cac dong ES mang dot bién duoc huéng dich &
[L-17RB duoc nhan dién biang cic phén tich két hop PCR va thidm tach Southern hé
gen va dugc tiém vao trong cac té bao phdi Swiss Black. Cac thé kham duc duge lai
v6i con cai Swiss Black dé tao ra chudt nhit di hop tir dé gay dot bién IL-17RB ma
sau do duoc lai chéo dé tao ra chuot nhit thiéu IL-17RB. Céc chudt nhét nay dugc
chuyén sang nén C57BL/6 bang 5 lan lai nguoc lién tiép v6i chudt nhat C57BL/6,
bing cach str dung cong nghé lai nguoc tang cuong duge hd tro bing chit danh dau
(MAX—BAXSM) (Charles River Laboratories, Wilmington, MA). Chudt nhat dwoc nhan
dién 1a 99,5% C57BL/6 dugc st dung dé tao cum té bao lai giéng dé tao ra chudt nhat

cho muc dich thir nghiém.

Chu6t nhit C57BL/6 dbi chung (WT) hodc chudt nhat IL-17RB-/- (KO) nhén 50
ulL MSA (Sigma-Aldrich, St. Louis MO; 10 pg/mL) hodc IL-25 cta chudt nhit
(Amgen; 10 pg/mL) trong miii (IN), mdt 14n mot ngay trong bdn ngay, vé co ban nhu
duoc mo6 ta boi Hurst va cdng sy (J. Immunol. 169:443, 2002). Vao ngay 5, thu dich
rira phé nang-phé quan (BALF) va mo phoi tir chudt nhat va phan tich.

Rira phé nang-phé quan (BAL) bang cach ludn dng vao chudt nhit dwoc giy mé
bang lidu tiém trong mang bung 300 pL Avertin 2,5% (2-2-2-tribrometanol, Sigma) va
rira phdi bang hai 1an thé tich 600 pL Dulbecco’s PBS duoc giir lanh trong nudc da
(Gibco). Cac té bao trong dich BAL duoc lam lang két bang cach ly tam & 1000
vong/phut trong 10 phut va duoc tai tao huyén phu bang PBS + huyét thanh bao thai
bd 5% (FBS; HyClone; Logan, UT) dé dém va phan tich tong s luong té bao bach ciu
cling nhu su thay déi s6 lugng ciia cac loai té bao khac nhau bang cach sir dung may
huyét hoc ADVIA® 120 (may phan tich dé ban dé xir ly va phan tich cdc mau huyét
hoc; Siemens Diagnostics, Tarrytown, NY). BALF ciing duoc kiém tra vé ndng do
protein IL-5 va IL-13 bang k¥ thuat ELISA (R&D Systems; gi6i han phat hién: IL-5,
31 pg/mL; IL-13, 62 pg/mL).

Mirc mARN dbi véi cac chit diéu tiét viém khac nhau & md phéi duoc xac dinh
bang cach biéu hién TagMan® (phuong phap phan tng chudi polymeraza nhanh, thoi
gian thuc dya vao nhém huynh quang) st dung cac doan mdi Assays-On-Demand
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) vé co ban nhu dugc mé ta trude do
(Hartel, C., et al, 1999 Scand.J.Immunol. 49(6):649-654). Phép phan tich TagMan®
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dugc thuc hién trén hé ABI Prism 7900HT Fast RT-PCR System (Applied

Biosystems). Su biéu hién twong d6i ciia mdi gen so v&i su biéu hién gen beta-actin,

HPRT hodc GAPDH ¢ mdi nhém diéu tri dugc xac dinh bang hé thdng Sequence

Detection System 2.2.3 (Applied Biosystems). Cac két qua cua hai thir nghiém riéng

biét dugc thé hién trong cac bang tir 1 dén 4 dudi day.

Bang 1: Phén tich s6 luong té bao, ndng d6 IL-5 va nong d¢ IL-13 trong BALF
& chudt nhit IL-17RB KO va WT dugc cho dung liéu IL-25 trong mili

Kiéu gen, Sd Bach Bach cau Limpho | Pai thuc | IL-5 IL-13

didu tri IN | luong té | cAuwa | trung bao bao (pg/mL) | (pg/mL)
bao eosin tinh

WT, 59000+ | 220+ 520 + 980 + 57280+ |31 63+1

MSA 21622 491 483 828 21493

IL-17RB | 48750+ | 187 + 537 + 750 + 47275+ |31 65+7

KO, MSA | 24958 375 485 501 24110

WT, 261000 | 99850+ | 67320+ | 10020+ | 83810+ | 206+48 | 296 + 85

IL-25 + 61482 | 20802 |20230 6376 39933

IL-17RB | 90000 + | 700 + 7470+ | 2790+ | 79040+ |31 64 +4

KO, IL-25 | 15411 416 8945 2707 13483

N= 5/nhém; cac gia tri dugc thé hién 1a (gia tri trung binh + SD); cdc miu dudi khoang

gi4 tri phat hién ctia ELISA ddi v6i IL-5 duoc gan gia tri 12 31 pg/mL.

Bang 2: Phan tich mARN cua IL-5, IL-13 va IL-17RA & phéi ctia chudt nhét [L-17RB
KO va WT dap ung kich thich IN IL-25

Kicu gen, dieu |1y s IL-13 IL-17RA
tri IN
00001524+ | 0,004738 = 0.03015 +
WT. MSA 0.0002235 0.005697 0.01009
IL-17RB KO, | 0.0004190 £ | 0,006084 & 0.02895 «
MSA 0.0003338 0.007098 0.009634
0.001011 + 0.02066 +
WT, IL-25 0.0002767 0.005046 N/A
IL-I7RBKO, | 2310005+ |3,146e:005+ | =
IL-25 1.173€-005 2.068¢-005

N= 5‘/nh(’)m; cac gia tri dugc thé hién 1a (gi4 tri trung binh + SD); cac gia tri [L-5 va

IL-13 duoc thé hién 14 sy biéu hién gen twong ddi so v&i B-actin (2E-ACt) (gié tri trung

binh = SD). Céc gié tri IL-17RA dugc thé hién 1a su biéu hién gen twong dbi so voi
HPRT (2E-ACt) (gié tri trung binh + SD). N/A = Khong dugc phan tich
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Chuot nhét IL-17RB KO véi thir nghiém kich thich IN IL-25 dugc ldp lai theo
cing mot cach vé co ban, ¢6 bd sung nhanh kich thich bang interleukin-13 cua chudt
nhat (IL-13; Invitrogen Biosource™, Carlsbad, CA; dugc cho dung liéu mét 1an mot
ngdy trong bdn ngay, 50 pL véi ndng d6 10 pg/mL); cac két qua duoc thé hién trong
cac bang 3-4 dudi day.

Bang 3: Phan tich sb luong té bao trong BALF & chudt nhét IL-17RB KO va WT dap
ung lai kich thich IN IL-13 hodc IL-25 -

Kiéu gen, SH luong | Bach ciu | Bach cau Limpho Pai thuc
diéu tri IN té bao va eosin | trung tinh | bao bao
WT, 41625 + 0 9500 + 5378 + 26750 +
MSA 12479 4143 3772 7309
IL-17RB 15875 + 0 2625 + 1125+ 12125 +
KO, MSA 9578 3351 2250 4366
WT, 49700 £ 12600 + 20000+ | 6300+ 10800 +
IL-13 38836 8459 27611 1037 4192
IL-17RB 27100 + 8200 + 4200 + 6200 + 8500 +
KO, IL-13 11475 3328 5586 2168 5948
WT, 185400 £ | 55600 + 70200 £ | 14600 = 45000 +
1L-25 103332 31053 74492 5355 6255
IL-17RB 23800 + 0 4600 + 2500 + 16700 +
KO, IL-25 4550 3070 2318 2683

N= 5/nhom; céc gia tri dugc thé hién la (gia tri trung binh + SD)

Bang 4: Phan tich mARN cua IL-5, [L-13, eotaxin, MCP-1, IL-9, IL-10, IL-17A va IL-
17RA & phdi ctia chudt nhit IL-17RB KO va WT dap tng lai kich thich IN IL-25

Kiéu gen, )
didu trj IN IL-13 IL-5 Eotaxin MCP-1
WT, 1,404e-02+ | 1,111e-03 £ | 5,558e-02 + 1,777e-03 £
MSA 1,159¢-02 8,247e-04 4,341e-02 1,056e-03
1,546e-02 = | 1,237e-03 £ | 5,541e-02 + 1,621e-03 £+
IL-17RB KO, MSA 1,523e-02 1,142e-03 4,541e-02 1,039e-03
Bang 4, tiép
Kiéu gen,
didu tri IN IL-9 IL-10 IL-17A IL-17RA
WT, 7,523e-01 £ | 5,668e-02 £ | 5,795e-01 + 1,138¢-02 +
IL-25 2,561e-01 2,070e-02 1,474e-01 3,890e-03
IL-17RB KO, 8,828e-04 £ |5,335¢e-04 + | 1,091e-02 + 1,485e-03 +
IL-25 4,888e-04 1,725e-04 3,142e-03 6,347¢-04
WT, 5,098e-04 £ | 1,240e-04 + | 2,735e-04 + 1,208e-02 +
MSA 4,573e-04 5,739e-05 2,080e-04 1,615e-03
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6,091e-04 =+ | 1,624e-04 +|2,551e-04 +]9,86e-03 =+
IL-17RB KO, MSA 5,795¢-04 8,018e-05 2,221e-04 1,599¢-03
WT, 4,820e-03 + | 60688e-03 + | 2,310e-03 =+ | 3,255¢-02 =+
IL-25 1,108e-03 2,235e-03 1,588e-03 1,287¢-02
IL-17RB KO, | 1,385e-05 =+ | 5,868e-04 =+ |2,725e-04 £ |1,748e-02 +
IL-25 2,399e-05 1,391e-04 4,720e-04 8,050e-03

N= 4 phoi tir cac chudt nhit riéng biét; cac gia tri duoc thé hién 1a su biéu hién gen

tuong dbi so véi HPRT (2E-ACt) (gi4 tri trung binh + SD)

Déi véi cac thir nghiém mo bénh hoc phdi, chudt nhit bi gay chét bing cach gay
ngat CO,. Phéi duge thu nhan, duogc gil ¢ dinh trong formalin dugc dém trung tinh
10% (NBF), dugc xtr ly, dugc cit thanh lat 6 micromet va duoc nhudm béng
hematoxylin va eosin (H&E) hoic thudc nhudm axit periodic Schiff (PAS) vé co ban
nhu da néu (Harkema, J. R., and J. A. Hotchkiss, Am. J. Pathol. 141:307; 1992); thang
diém s6 duoc str dung trong phén tich cac lat cit md duoc thé hién dudi day cho bdn
16p khic nhau. Tong diém sé viém trung binh cia mdi nhém duge trinh bay trong

bang 5.

Bang 5: Phan tich md hoc bénh viém mé phdi va chimg tiang san té bao dang chén &

chuét nhit IL-17RB KO va WT duoc kich thich bing IN IL-25

IL-17RB  |IL-17RB | WT, IL- | WT,
KO, IL-25 | KO, MSA |25 MSA
N=5) N=4) N=5 |[(N=9)

Ching tang san té bao dang chén | 0 0 22+13 [0

Bénh viém quanh phé quan 06+05 |0 1,609 [0

Bénh viém phé quan-phdi 08+04 |0 1+0 0

Bénh viém mach/quanh mach phéi 0 0 061,30

Tong diém sb 22+1,1 |0 74+19 |0

Piém s trung binh dwgc trinh bay + SD.

Chiing ting san té bao dang chén (nhudm PAS)

0 = binh thuong

1 = rt nho, ching tang san té bao dang chén & cac nhanh phé quan I6n

2 = nhe, chimg ting san té bao dang chén & cac nhanh phé quan 16n va trung binh

3 = vira phai, chiing ting san té bao dang chén & cac nhanh phé quan 16n va trung
binh va mdt s6 nhanh phé quan nhé

4 = rd rang, chimg ting san té bao dang chén & toan bd dudong hod hép
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Bénh viém quanh phé quén

0 = binh thudng

| = cac vong quin bach ciu ua eosin/dai thuc bao/limpho bao rat nho (I6p khong
lién tuc dén 16p don), khéng phu

2 = cac vong quin bach ciu wa eosin/dai thuc bao/limpho bao nhe (2-5 té bao); phu,
mb xo rat nho

3 = cac vong quin bach cdu ua eosin/dai thuc bao/limpho bao vira phai (5-10 té
bao); xuat hién phu va md xo

4 = cac vong quén bach ciu ua eosin/dai thuc bao/limpho bao rd rang (>10 té bao);
pht va md xo rd rang

Bénh viém phé quan-phdi

0 = binh thuong

1 = rét nhé, tich tu tdp trung cua dai thuc bao/bach ciu trung tinh/bach cu wa
eosin/MNGC |

2 = nhe, tich tu tdp trung cua dai thuc bao/bach clu trung tinh/bach cdu ua
eosin/MNGC

3 = vira phai, tich tu da tép trung cua dai thuc bao/bach cdu trung tinh/bach ciu ua
eosin/MNGC

4 = rd rang, tich tu da tap trung cua dai thuc bao/bach cau trung tinh/bach ciu ua
eosin/MNGC |

Bénh viém mach/quanh mach phdi

0 = binh thudng

1 = cac vong quin bach cdu ua eosin/limpho bao/dai thuc bao rat nhé (16p khong
lién tuc dén 16p don), khdng ¢ chung tham nhiém ndi mac mach /chung tang san

2 = cac vong quén bach cau wa eosin/limpho bao/dai thuc bao nhe (2-5 té bao);
chirng thAm nhiém ndi mac mach wa eo sin va ching ting san ndi mé tap trung

3 = cac vong quin bach cdu wa eosin/limpho bao/dai thuc bao vira phai (5-10 té
bao); chung tham nhiém ndi mac mach va eosin va ching tang san ndi mo vdi mot
s6 MNGC tép trung rong

4 = cic vong quan bach cdu wa eosin/limpho bao/dai thuc bao rd rang (>10 té bao);

thanh mach déi khi bi x6a bé va MNGC nho 1én; bénh viém mach roi rac xuat hién
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(3 chudt nhit C57BL/6 kiéu dai, tic dung cua viéc dung IL-25 trong mii bao
gbm (1) s6 lwong bach cdu trong BALF toan phin ting, bao gdm s6 luong bach cau wa
eosin, bach cau trung tinh, limpho bao va dai thuc bao trong BALF tang, va n@)ng do
IL-5 va IL-13 trong BALF tang (bang 1 va 3), (2) mitc mARN cua IL-5, IL-13,
eotaxin va MCP-1 & phdi tang (bang 2 va 4), va (3) ching ting san té bao dang chén
trong duong hd hip 16n va trung binh, va bénh viém mach/quanh mach ting cudng
lién quan dén ca cac dong mach va céc tinh mach, nhung khong lién quan dén cac mao
mach phé nang (bang 5). Khong quan sat thdy tac dung nao trong s cac tac dung nay
khi dung IL-25 trong miii cho chudt nhit IL-17RB KO (céac bang 1-5). mARN cua IL-
17RA ¢6 mit & chudt nhit IL-17RB KO (cac bang 2 va 4). Cac dit liéu nay ching
minh réng I1.-17RB cén thiét cho tit ca cac hoat tinh IL-25 & phéi duoc xac dinh dén

nay.
Vidu?2

Vi du nay ching minh sy cén thiét ctia IL-17RA dé& dap ung lai IL-25 in vivo.
Viéc tao ra chuot nhat C57BL/6 IL-17RA-/- da dugc néu trude do (Ye, P., et al, 2001
J. Exp. Med. 194:519-527). Chudt nhit C57BL/6 dbi ching (WT) hogc chudt nhét IL-
17RA-/- (KO) dugc didu tri v& co ban nhu da néu trong vi du 1 ddi v6i chudt nhét IL-

17RB-/-; cac két qua dugc thé hién trong cac bang 6 va 7 duéi day.

Béng 6: Phan tich BALF & chudt nhit IL-17RA KO so véi C57BL/6 WT: sb lugng té

bao va protein

S’c‘) lugng lj;:ia Bach cau Limpho Eﬂc IL-5 IL-13

té bao cosin trung tinh | bao befo (pg/mL) | (pg/mL)
WT, 44900+ |5300+ |6400=+ 4700+ | 28500 =+ 31 76,39 +
MSA | 9283 5718 4022 1304 5420 26,88
KO, |43300=+ 1800+ | 8400 + 7300+ | 25800 + 31 94,74 +
MSA | 10634 1643 8422 4778 4056 30,19
WT, 191600+ | 69100 + | 74000 = 22400 + | 26100 + 31 N/A
IL-13 | 54874 25297 49050 10268 10096
KO, |161900+ |40300+ {62100+ 38400+ | 21100 + 31 N/A
IL-13 | 56720 25250 19064 27869 9134
WT, |520500+ [206100 |220000+ |27300+|67100+ |213,6+ |2413=+
IL-25 | 129960 + 36906 | 97248 15470 21355 115,2 1206
KO, {30300+ 0 10300 + 4700+ | 15300+ 31 85,06 £
IL-25 | 15123 7621 3309 6048 12,65
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N=5; céc gid tri duoc thé hién 1a (gia trj trung binh £ SD). N/A = Khéng dugc kiém

tra. Cac mau dudi khoang gia tri phat hién ciia ELISA dbi véi IL-5 dugc gan gia tri la

gidi han phat hién dudi 1a 31 pg/mL.

Béng 7: Phéan tich mé phédi ¢ chudt nhét IL-17RA KO so véi C57BL/6 WT:

muc mARN

1L-5 1L-13 Eotaxin MCP-1 IL-17RB
WT, 1’314179€é005 i ;5005;3-,005 0,001674 = | 0,0001465 + | 0,0001526 +
MSA 1706 72 10,0004063 | 2,076e-005 | 6,955€-005

005 006
KO, 1’2617f§205 0,0001564 = | 0,003062 = | 0,0002408 = | 0,0005272 +
MSA | (oo © | 00002616 | 0,0008565 | 4,665¢-005 | 0,0004737
WT. |0,004601 = |0,005463 + |0,06500= |0.001429= |0.01030+
IL-25 |0,002347 0,003147 | 0,01270 0,0005115 | 0,009463
KO, | 00001166 % | 95499 10002149+ |0,0005612 % | 0,001637 =
IL-25 | 7,309¢-005)- | 0 0,0009068 | 0,0003233 | 0,0006343

N= 4; cac gia tri dugc thé hién 1a su biéu hién gen tuong dbi so voi B-actin (2E-ACt)

(gié tri trung binh + SD). M6 phdi tir chudt nhét duoc diéu trj bang IL-13 khong duoc

phén tich trong thir nghi€ém nay

Céc md phdi dugc cat lat, duge chuan bi dé phan tich mo hoc, duge nhudm va

dugc phén tich vé co ban nhu dugc néu trong vi du 1. Tong diém s6 viém trung binh

ctia mdi nhém dugce trinh bay trong bang 8.

Béang 8: Phan tich md hoc md phdi & chudt nhat IL-17 RA KO so voi WT

KO, IL-|KO, WT, IL-|WT,
25 MSA 25 MSA
Ching tdng san té bao dang chén 0,605 10 2,8+£04 |0
Bénh viém quanh phé quan 08+04 [08+0,9[32+5 |0
Bénh viém phé quan-phdi 10£0 |1040 |1,2+05 |0,6+0,5
Bénh viém mach/quanh mach phé)i 1,605 |1,2+0,5 (3,405 [0,8+04
Tdng diém sb 40+1 [30+14 [106+1,3 [1,4+0,9

N=5 d6i voi tit ca cac nhom, trir d6i voi chudt nhit IL-17RA KO duoc diéu tri bang

MSA, dbi véi nhém nay N=4. Diém s trung binh dugc trinh bay + SD.

Tht nghiém dugc ldp lai theo cung mdt cach vé co ban; cac két qua dugc thé

hién trong cac bang 9 va 10 dudi ddy. Phép phan tich md hoc cac mo phdi khong duoc

thuc hién trong cac thir nghiém nay.
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Bang 9: Phan tich BALF & chudt nhat KO so voi WT

Sd lugng té | Bach cau Bach cau Limpho bai thuc

bao ua eosin trung tinh | bao bao
WT, 32200 + 1400 + 3800 + 2700 + 24300 +
MSA 11066 1949 2225 2490 8983
KO, 44167 £ 5333+ 31500 +
MSA | 4252 0 73332763 | 3175 1323
WT, 126300 + 60500 + 37300 + 12500 + 16000 =+
IL-13 52821 39019 19110 5160 4138
KO, 87000 + 19800 + 38000 + 19200+ | 10000 +
IL-13 20788 9358 12525 5563 3606
WT, 327600 + 129100 + 136900 + 18400 + | 43200 +
IL.-25 144145 63800 65040 8828 16799
KO, 65800 + 1300 + 30100 + 4700 £ 29700 +
IL-25 80169 1789 58729 4894 17946

N=5; céc gia tri dugc thé hién 1a (gia tri trung binh = SD)

Bang 10: Phan tich md phdi & chudt nhit KO so véi WT: mitc mARN

IL-13 IL-5 IL-17RB Eotaxin MCP-1
WT, 3,200e-011 =+ | 8,280e-005 + | 4,290e-010 + | 3,377e-009 + | 7,743e-010 +
MSA ]9,360e-012 2,122e-005 | 2,512e-011 7,773e-010 1,499¢-010
KO, 5,768e-011 +|0,0001578 +|4,373e-010 + |2,755e-009 + | 8,060e-010 +
MSA | 7,292¢-011 6,837¢-005 | 4,755e-011 9,058e-010 | 3,463e-010
WT, 3,953e-011 =+ |9,838¢e-005 + | 3,205e-010 £ | 9,333e-009 + | 4,378e-009 +
IL-13 | 1,572e-011 5,447e-006 | 5,943e-011 1,588e-009 1,612e-009
KO, 2,353e-009 +{0,0003726 + | 6,198e-010 + | 2,308e-008 + | 9,863e-009 +
IL-13 | 3,857e-009 0,0004745 6,295¢-010 7,232¢-009 | 3,469e-009
WT, 6,675¢-008 =+ | 0,008895 =+ | 1,436e-008 + | 1,181e-007 + | 8,005e-009 +
IL-25 | 1,662¢-008 0,0008927 4,626¢e-009 1,734e-008 1,252e-009
KO, 5,135e-011 +|0,000196 + | 3,865e-010 + |2,690e-009 + | 1,157e-009 +
IL-25 |2,720e-011 6,249e-005 | 7,159¢-011 1,547e-010 | 4,762e-010

N= 4; céc gia tri duoc thé hién 1a su biéu hién gen twong ddi so v6i GAPDH (2E-ACt)

(gia tri trung binh £ SD)

O chudt nhat C57BL/6 kiéu dai, tac dung cia viéc dung IL 25 trong miii bao

gom: (1) sd luong bach cau trong BALF toan phin ting, sé luong bach cdu ua eosin,

bach cau trung tinh, limpho bao va dai thuc bao trong BALF tiang, va nong do IL-5 va

IL-13 trong BALF ting (cac bang 1 va 4), (2) ching ting san té bao dang chén trong

duong ho hép 16n va trung binh, va bénh viém mach/quanh mach tiang cudng lién quan

dén ca cac dong mach va cac tinh mach, nhung khong lién quan dén cdc mao mach

phé nang (bang 3), va (3) mirc mARN cuia IL-5, IL-13, eotaxin, MCP-1 va IL-17RB &
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phdi tang (cac bang 2 va 5). Khong quan sat thdy tac dung nao trong sb cac tac dung
nay khi dung IL-25 trong miii cho chudt nhit IL-17RA KO (c4c bang 1-5), mic du
mARN ctia IL-17RB ¢6 mit & chudt nhat IL-17RA KO. Cac dﬁ liéu nay chirng minh
rang IL-17RA can thiét cho c4c hoat tinh IL-25 & phdi.

Vidu3

Vi du nay ching minh sy cn thiét cia IL-17RA va IL-17RB d dap ung lai IL-
25 in vitro. Viéc tao ra cac té bao lach da duogc néu trude d6 (Hamilton, et al., 1978, J
Clin Invest. 62(6):1303-12). Mot cach tém tat, céc lach riéng biét tir chudt nhét
C57BL/6 WT, C57BL/6 IL-17RB KO va C57BL/6 IL-17RA KO duoc ldy ra trong
diéu kién vo trung va duoc xtr Iy bing colagenaza D 0,4 mg/mL (Roche Applied
Science, Indianapolis, IN) va ADNaza-I 0,1% (Roche Applied Science) trong RPMI
1640 (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA) dé tao ra huyén phu té bao don. Cac té bao
lach dugc nudi cdy & ndng do 2,0 x 107 té bao/mL trong moi truong DMEM diy du
(Gibco-Invitrovgen) riéng 1é hodc c¢6 bd sung Concanavalin A 1 pg/mL (Con A;
Sigma-Aldrich), hodc IL-25 (Amgen) v6i néng d6 cudi cung da dinh. Céc té bao duoc
nudi cdy trong 72 gior & 37°C trong thiét bi u duge lam am 5% CO,. Dich ndi bé mat
duoc kiém tra vé ndng do IL-5 va IL-13 bang ky thuat ELISA (R&D Systems). Cac
thtr nghiém té bao lach duoc lap lai hai 1an ddi voi mdi kiéu gen st dung cac Itra khac
nhau cda chudt IL-17RA KO, IL-17RB KO va WT; cac dit li¢u tur hai tht nghiém
riéng biét duoc thé hién dudi day (cac bang 11-14).

Bang 11: San xuét IL-5 va IL-13 bdi cac té bao lach IL-17RA KO va WT duoc kich
thich bdi IL-25

IL-17RA WT, IL-17RA WT,
IL-25, ng/mL KO, IL-5 KO, IL-13

IL-5 pg/mL. | pg/mL IL-13 pg/mL | pg/mL
500,0 31 1044 £ 423 | 62 1581 + 389
250,0 31 1435 + 580 | 85+ 43 2363 + 459
125,0 31 1481 £ 542 | 119 + 87 2442 + 103
62,0 32+ 14 1721 £ 641 | 141 + 87 3133 +£239
31,0 33,£19 1737 + 634 | 122 +£40 2520 + 185
15,0 31 1405+ 624 | 97 £ 55 1897 + 479
0,1 366 41+16 80 + 38 103 + 82
0,0 31 31 62 62
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N= 2 lach riéng biét; cac gia tri dugc thé hién 1a (gia tri trung binh + SD). Céc mau
dudi khoang gia tri phat hién cua ELISA dbi v6i IL-5 dwoc gan gia tri 1a 31 pg/mL.
Céac mau dudi khoang gia tri phat hién cua ELISA d6i véi IL-13 dugc gan gid tri 14 62
pg/mL.

Bang 12: San xut IL-5 va IL-13 bai cac té bao lach WT va IL-17RA KO dugc kich
thich boi IL-25 |

IL-25, IL-17RA KO, | WT, IL-17RA KO, | WT,

ng/mL IL-5 pg/mL IL-5 pg/mL | IL-13 pg/mL I1.-13 pg/mL
60 31 538 £200 109 +7 864 + 335
20 31 491 + 181 188+ 6 892 + 424
6,66 31 364 £219 129+ 1 657 +316
2,22 31 191 £+ 105 113+4 367 £ 214
0,7 31 115+ 82 143 + 14 212 + 133
0,2 31 46 £ 16 138 £29 112+ 44

0 31 31 161 + 13 68 + 27

Con A 168 + 64 116 +28 1730+ 118 674 + 151

Bang 13: San xut IL-5 va IL-13 béi cac té bao lach IL-17RB KO va WT duoc kich
thich boi IL-25

IL-25, | IL-17RB KO, | WT, [L-17RB KO, | WT,

ng/mL | IL-5 pg/mL IL-5 pg/mL | IL-13 pg/mL IL-13 pg/mL
60 31 358 £ 181 62 990 + 470
20 31 228 + 120 71 £33 875+ 441
6,66 31 217+ 110 95 £27 680 + 361
2,22 31 223+ 170 80 £51 528 +254
0,7 31 82 +41 95 +£32 369 + 131
0,2 31 43 +19 104 + 59 265+116

0 31 31 110+ 30 197 £+ 66
Con A | 31 130 £ 57 342 + 97 628 +241

N= 3 lach riéng biét; cac gia tri dugc thé hién 1a (gia tri trung binh + SD); Cac miu
duéi khoang gia tri phat hién ctia ELISA déi voi IL-5 dugc gan gia tri 1a 31 pg/mL.
Céac mau dudi khoang gia tri phat hién ctia ELISA d6i vai IL-13 dwoc gan gid tri 1a 62
pg/mL.
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Bang 14: San xuét IL-5 va IL-13 boi céc té bao lach IL-17RB KO va WT duogc kich
thich bai 1L-25

IL-25, IL-17RB KO, | WT, IL-5|IL-17RB KO, | WT, 1IL-13
ng/mL IL-5 pg/mL pg/mL IL-13 pg/ml. | pg/mL

60 31 114 + 88 61 250+ 151
20 31 99 + 62 61 181 £90
6,66 31 62 £33 61 140 + 63
2,22 31 36 13 67 + 32 108 +38
0,7 31 32+£27 61 77 £ 22

0,2 31 31 61 61

0 31 31 61 61

Con A 80 + 47 11317 460 + 104 744 + 61

N= 3 lach riéng biét; cac gia tri dugc thé hién la (gié tri trung binh + SD); Céc mau
dudi khoang gid tri phat hién ctia ELISA ddi véi IL-5 duge gan gia tri 1a 31 pg/mL.
Céac mau dudi khoang gia tri phat hién ciia ELISA dbi v6i IL-13 duoc gan gid tri 1a 62
pg/mL.

Su kich thich IL-25 gy ra sy san xudt IL-5 va IL-13 bdi cac té bao lach
C57BL/6 kiéu dai dugc nudi cdy. Su san xudt xytokin nay khong duoc giy ra boi su
kich thich IL-25 ddi véi cac té bao lach IL-17RB KO hoic IL-17RA KO (céac bang 11-
14). Con A, d6i chting duong cho su hoat hoa té bao lach, gdy ra su san xuét IL-13 boi
cac té bao lach IL-17RB KO va gdy ra su san xudt [L-5 va IL-13 béi cac té bao lach
IL-17RA KO. Viéc kich thich Con A khong géy ra su san xudt IL-5 béi cac té bao lach
IL-17RB KO trong mdt thir nghiém, nhung giy ra su san xuat IL-5 tir cac té bao lach
IL-17RB KO trong thir nghiém thi hai. Céc dit liéu giéng cy té bao in vitro nay cung
cip thém bang chiing ching t6 ring ca IL-17RB va IL-17RA déu cén thiét cho su phat
tin hi¢u IL-25.

Vidu4

Vi du ndy mé ta kha ning trc ché dép tmg IL-25 in vitro cua khang thé khang IL-
17RB-M735 va khang thé khang IL-25-M819. Huyén phu t& bao don cua té bao lach
duoc chuén bi béng cach st dung cac lach tur chudt nhit BALB/C chua quen thi
nghiém va dugc pha loang dén 4 x 107 t& bao/mL trong méi truong DMEM day du
(Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA). Céc té bao (100 pL) dugc bd sung vao dia loai 96

giéng dé co ndng do cudi cung 12 4 x 10° té bao/giéng vai cac diéu kién sau:
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Chi ¢6 méi truong
mulL-25 10 ng/mL (dbi chung kich thich)
mulL-25 10 ng/mL + mulL-17RB.muFc 100 ng/mL (d6i chimg phong bé)

mulL-25 10 ng/mL + khang thé khang mulL-17RB M735463, 154, 51, 17, 5,7,
1,9, 0,64, 0,21, 0,07, 0,023, 0,007, 0,003 ng/mL

mulL-25 10 ng/mL + M819 khang mulL.-25 1000, 100, 10, 1,0 hoac 0,1 ng/mL.

Ba mau sinh hoc riéng biét, mdi miu bao gébm cac t& bao lach tir hai lach cua
chudt nhit BALB/c chua quen thi nghiém, dugc kiém tra vé tung diéu kién duogc liét
ké & trén, va mdi diéu kién duoc lap lai ba lan trong ba thir nghiém riéng biét. Céc
gidng cdy dugc 1 trong 72 gio & 37° va 10% CO,, tai thoi diém nay dich ndi bé mat
dugc thu lai va dugc thir nghiém vé ndng do IL-5 bang k§ thudt ELISA. Ca M735 va
M819 déu trc ché su tiét IL-5 gay ra boi IL-25 tir t& bao lach chudt nhét; cac gia tri
IC50 dugce tinh toan ddi vé6i sy e ché san xudt IL-5 gay ra béi IL-25 boi cac té bao
lach BALB/c dugc nudi cy ciia mdi khang thé trong 3 thir nghiém té bao lach riéng

biét dugc thé hién dudi ddy trong cac bang 15 — 16.

Bang 15: Gid tri IC50 cua M735 Bang 16: Gia tri IC50 cia M819
khéang IL-17RB khang IL-25

MO ta khang thé IC50 MO ta khang thé IC50
khang thé don dong | 1,32 khang thé don dong | 0,24
M?735, thir nghiém 1 ng/mL MR19, thr nghiém 1 ng/mL
khang thé don dong | 0,166 khang thé don dong 4.2 nemml.
M735, thir nghiém 2 | ng/mL M819, thir nghiém 2 - gm
khang thé don dong | 2,15 khang thé don dong | 1,12
M735, thtr nghiém 3 ng/mL M3819, thtr nghiém 2 ng/mL

Su san xudt IL-5 gy ra bdi IL-25 bi e ché bodi ca khang thé khang IL-17RB
M735 va khang thé khang IL-25-M819. Cac dit liéu nay cung cap thém bang chimg
chimg to rang IL-17RB cén thiét cho viéc phat tin hiéu IL-25 & cac té bao lach.

Vidu5

Vi du ndy m6 ta kha ning tic ché dap tmg IL-25 in vitro cia cac khang thé khang

IL-17RA khéac nhau. Huyén phu té bao don cua té bao lach duoc chuén bi vé& co ban
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nhu duoc néu & trén vi du 4. Céc té bao (100 pL) duoc bd sung vao dia loai 96 giéng

dé c6 ndng do cudi cung 14 4 x 10° té bao/giéng véi cac didu kién sau:
Chi c6 moi truong
mulL-25 10 ng/mL (d6i chiing kich thich)
mulL-25 10 ng/mL + mulL-17RB.muFc¢ 100 ng/mL (ddi chimg phong bé)

mullL-25 10 ng/mL + khang thé don dong khang mulL-17RA 1000, 100, 10, 1,0
hodc 0,1 ng/mL.

Ba mAu sinh hoc riéng biét, mbi mau bao gdm cac té bao lach tir hai chudt nhit,
duoc kiém tra vé timg diéu kién. Cac gibng cdy duoc U trong 72 gid & 37° va 10%
CO,, tai thoi diém nay dich ndi bé mat duge thu lai va duogc thir nghiém vé noéng do
IL-5 bang ky thuat ELISA. Nhom goém tdam khang thé don dong khac nhau khang IL-
17RA cua chudt nhét & chudt Rattus duge kiém tra. Khong c6 khang thé nao trong sb
cac khang thé nay wc ché dang ké su tiét IL-5 gay ra bai IL-25 tir té bao lach chudt

nhét.

Ngoai cac khang thé khang chudt nhat ¢ chudt Rattus nay, mot khang thé don
dong khang IL-17RA cta chudt nhit & chudt nhit, M751, duoc danh gia hai 1an trong
thir nghiém té bao lach nay. M751 wc ché sy tiét IL-5 gay ra bai IL-25 tir té€ bao lach
chudt nhét. IC50 dugce tinh cho khang thé khang mIL-17RA M751 trong 2 thir nghiém
té bao lach riéng biét duoc thé hién dudi day trong bang 17. Do d6, khang thé khang
IL-17RA-M751 1a chét wrc ché khang IL-17RA t5t nhat dbi voi su san xudt IL-5 gdy ra
boi IL-25 trong thir nghiém té bao lach nay, tuy nhién n6 khong c6 hidu qua lam chét

trc ché nhu so v6i khang thé khang IL-17RB-M735 (bang 15).

Béng 17: Gia tri IC50 ctia khang thé khang IL-17RA-M751

M0 ta khang thé IC50
khang thé don dong
M751, thir nghiém 1
khang thé don dong
M751, thi nghi€m 2

4,03 ng/mL

2,79 ng/mL

Vidu6

Vi du nay chting minh su (rc ché dap tmg IL-25 in vivo bang khang thé khang IL-
17RA, M751, khang thé nay e ché hoat tinh IL-25 trong thir nghiém sinh hoc in vitro
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(da néu truéc d6). Chudt nhit BALB/c dugc cho ding albumin huyét thanh chudt
(MSA; Sigma, 10 pg/mL) hodc IL-25 cua chudt nhit (Amgen, TO; 10ug/mL) trong

miii, mot 1an mot ngay trong bdn ngay. Vao cac ngay 1-4, bdn gid trude khi nhdé MSA

hodc IL-25 vao trong mili, chudt nhat duge tiém trong mang bung véi 200 pg khéng
thé khang IL-17RA trung hoa (M751), khang thé khang IL-17A trung hoa (M210)

hoic khang thé dbi chung isotyp (Fc ctia chudt; Amgen). Vao ngay 5, dich rira phé

nang-phé quan (BALF) va mo phdi dugc thu lai va dugc phan tich nhu da néu trudce

d6. Céc két qua cia hai thir nghiém riéng biét duoc thé hién trong cac bang tir 18 dén

21 duéi day.

Bang 18: Phan tich s luong té bao, ndng d6 IL-5 va IL-13 trong BALF & chudt nhat

BALB/c duoc diéu tri béng IN IL-25 trong diéu kién c6 mit hodc khong c6 mit cia

khang thé phong bé twong tmg véi IL-17RA M751 cta chudt nhit — Thir nghiém 1

X Sd luong B;aCh Bach cau Limpho | Pai thuc | IL-5 IL-13

Diéu tri R cau ua , X \
té bao cosin trung tinh | bao bao (pg/mL) | (pg/mL)

il‘;’u‘g‘ia 38400+ | 16000+ | 2900+ | 19500+ | . 6
MSA 16850 10828 4278 | 3482
M751, 48000+ | 21300+ 2900+ [23800% |, .
MSA 15320 9991 2748 | 7059
M210, 44300+ | 19600+ |3600% (21100 |, o
MSA 16965 9443 3362 | 7805
Eﬁu%‘iam_ 156400+ | 18300 | 62600+ | 15200 | 60300+ | 500 o0 |271%
e 37662 | +7571 | 32190 +3564 | 14025 291
M751, 28800+ | 14800 | 600+ | 13400+ |, o
IL-25 16832 12122 1342|5889
M210, 138900 + iszoo 52100+ | 16100 |45500% |0, |428%
IL-25 94677 (529 | 51574 +8799 | 22453 112

N=5; céc gia tri dugc thé hién la (gié tri trung binh + SD)

Céac mau dudi khoang gi tri phat hién ctia ELISA dbi véi IL-5 dugc gan gid tri 1a 31

pg/mL. Cac mau dudi khoang gia tri phat hién ctia ELISA d6i v6i IL-13 duoc gan gia

tri 1a 62 pg/mL.

Bang 19: Phén tich s6 lugng té bao, ndng d6 IL-5 va IL-13 trong BALF & chudt nhat

BALB/c dugc diéu tri bing IN IL-25 trong diéu kién c6 mit hoac khong c6 mit clia

khang thé phong bé tuong tng v6i IL-17RA M751 cta chudt nhit — Thir nghiém 2
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Didu tri lsLScmg ]Sgludlll_a Bach cdu | Limpho | Pai thuc | IL-5 IL-13
; & Bao cosin trung tinh | bao bao (pg/mL) | (pg/mL)
Fe clia 68800 | 1300+ | 12900+ |2800+ | 51800+
chut, + 1600 | 4789 3408 | 14176 |13 829
MSA 18527
M751, 10600 0 14400 | 1500% | 24700+ | o o | 1172
MSA 56640 18372 3000 | 7406 56
M210, 17200 700+ 7300 2000+ |27200% | oo o | 1194
MSA 1400 | 1860 1643 | 13588 47
15455
Eﬁu%iam- f 5900 13800 119500 + | 16600 | 76000+ |290+ | 298+
o Te85s | 12476 | 61007 +4872 | 11811 123 127
38100
M751, N 0 5200+ | 3200% |29700% | oo, ., |122%
IL-25 3295 2993 | 8755 40
11778
99500
M210, : 16700 | 26900+ | 10100 |45800+ |281+ |233+
IL-25 ill0s | =8121 | 18169 +13916 | 16067 104 87

N= 5; c4c gia tri dwoc thé hién 1 (gi4 tri trung binh + SD)

Bang 20: Phan tich mARN cua IL-13, IL-5, IL-17RB, eotaxin va MCP-1 ¢ md phéi tur

chudt nhit duoc kich thich IN IL-25 trong diéu kién khong ¢6 mat hodc c6 mat khang

thé phong bé twong tng v4i IL-17RA M751 clia chudt nhét — Thir nghiém 1

IL-13 IL-5 IL-17RB Exotaxin MCP-1
muFc, | 1,518e-04 = | 2,893e-04 = | 9,885e-04 = | 9,488e-03 + | 5,430e-03 £
MSA, | 2,387e-05 4,011e-05 6,524¢-05 1,219e-03 1,798¢-03
M751, | 1,478e-02 =+ | 2,286e-03 + | 4,241e-03 = | 3,937e-02 + | 8,210e-03 +
MSA, |2,354e-02 3,47¢-03 5,528e-03 5,416e-02 7,656€-03
M210, | 1,320e-04 = | 2,895e-04 + | 1,109e-03 + | &,155e-03 + | 3,178e-03 +
MSA, | 2,501e-05 1,507e-05 1,209¢-04 1,668e-04 5,785e-04
muFc, | 3,845e-02 + | 6,348e-03 £ | 1,570e-02 £ | 1,638e-01 £ | 1,534e-02 +
IL-25, | 1,147e-02 1,959¢-03 3,551e-03 1,281e-02 4,643e-03
M751, | 7,518e-05 £ | 2,165e-04 = | 1,330e-03 + | 6,430e-03 £ | 2,983e-03 +
1L-25, | 1,225e-05 2,145e-05 1,869¢-04 2,422e-03 3,795e-04
M210, | 1,100e-01 £ | 1,123e-02 £ | 2,063e-02 + | 2,108e-01 + | 1,468e-02 +
1L-25, | 2,483e-02 3,066e-03 8,663¢e-03 1,601e-02 1,734e-03

N= 4; céc gia tri dugc thé hién la su biéu hién gen tuong dbi so véi GAPDH (2E-ACY)

(gia tri trung binh + SD);
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Bang 21: Phan tich mARN cua IL-13, IL-5, IL-17RB, eotaxin va MCP-1 6 md phéi tu
chudt nhit duge kich thich IN IL-25 trong diéu kién khong c6 mat hodc c6 mat khang

thé phong bé twong tmg voi IL-17RA M751 cta chudt nhit — Thir nghiém 2

IL-13 IL-5 IL-17RB | Eotaxin MCP-1
muFc, | 1,420e-04 + | 2,173e-04 + N/D 6,673e-03 £ | 1,715e-03 +
MSA, | 5,510e-05 3,291e-05 7,293e-05 2,458e-04
M751, | 2,205e-04 + | 2,465e-04 + N/D 7,040e-03 £ | 1,703e-03 +
MSA, | 1,286¢e-04 5,150e-05 7,584¢e-04 4,502e-04
M210, | 1,073e-04 + | 2,583e-04 + N/D 8,983e-03 + |2,185e-03 +
MSA, | 1,891e-05 4,472e-05 8,737e-04 4,961e-04
MuFc, | 1,749¢-01 £ | 90993e-03 + N/D 1,953e-01 £ | 1,509e-02 +
IL-25, | 7,166¢-02 3,952e-03 7,327e-03 5,096e-03
M751, | 4,120e-04 = | 3,755e-04 + N/D 7,440e-03 + | 2,130e-03 +
IL.-25, | 1,738e-04 1,014e-04 7,159¢-04 2,238e-04
M210, | 1,412e-01 + | 7,845e-03 + N/D 2,348e-01 = | 6,760e-03 +
IL-25, | 4,586e-02 1,617¢-03 5,629¢-02 6,823e-04

= 4; c4c gid tri duge thé hién 1a sy biéu hién gen tuong ddi so véi GAPDH (2E-ACt)
(gia tri trung binh + SD); N/D = khong dugc xac dinh

Viéce didu tri bing khéng thé don dong khang IL-17RA M751 tc ché sb lugng té
bao trong BALF gdy ra béi [L-25, cling nhu ndng d6 IL-5 va IL-13 trong BALF va su
kich thich phién ma & phdi gy ra boi IL-25. Nguoc lai, viéc diéu tri bang khang thé
don dong khang IL-17A M210 khéng gy anh huéng dang ké déi véi s6 lugng té bao
trong BALF gy ra boi IL-25 (méac du céc dit 1i€u cho thdy céc tac dung co thé co cia
khang thé nay dbi véi lugng bach cdu trung tinh trong BALF gy ra boi IL-25). Céc dit
liéu nay, cung vdi cac dit li¢u da néu trude d6 ¢ chudt nhat IL-17RA KO, cho théy
rang IL-17RA cin thiét cho s lugng té bao trong BALF gay ra béi IL-25 va su tang
ndng d IL-5 va IL-13. Cac tac dung in vivo cta IL-25 duong nhu khong duoc diéu
tiét théng qua IL-17A, ngoai trir sy bd sung bach cdu trung tinh gdy ra béi IL-25, nhu
duoc thé hién boi viée diéu tri bang khang thé khang IL-17A lam giam dang ké dong
chay bach cdu trung tinh vao trong BALF gy ra bai IL-25.

Vidu7

Vi du nay minh hoa su gay ra ching tdng cam duong ho hap (AHR) boi IL-25 va
céc tac dung cua khang thé khang IL-17RA-M751 va khang thé khang IL-17A-M210
di voi chung. Chudt nhit BALB/c duoc cho dung MSA hoic IL-25 clia chudt nhit

trong mili hing ngay, trong khoang thdi gian bbn ngay, vé& co ban nhu duoc mo ta
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trudc do. Vao ngay 5, chung tang cam duong hd hip (AHR) dap tmg kich thich
metacholin (MCh) dugc xac dinh trude tién theo cach khong xam 14n & chudt nhit tinh
tao, khong bi kiém soat bang may ghi thé tich toan co thé (Buxco Electronics, Troy,
NY). Thong s6 PENH (enhanced pause) dugc xac dinh dua vao dang song ap sudt
trong hop may ghi thé tich d4p tng lai su tang nbéng do kich thich MCh, va dugc ghi
lai dudi dang phén tram thay dbi so vai két qua doc nén co s& duge thuc hién trude khi
cho tiép xuc v6i MChS. PC200 1 ndng d6 MCh can thiét dé gay ra 200% PENH trén

nén co sd, va dugc néu trong cac bang 22 va 23 dudi day.
Bang 22: AHR dap tng kich thich MCh ctia chudt nhat BALB/c dugc diéu tri bing IN
IL-25 trong diéu kién c6 mit hodc khong c6 mit khang thé phong bé tuong tng véi

IL-17RA hodc IL-17A cta chudt nhét

Diéu tri PC200, MCh, mg/mL
muFc, MSA | 19,3£5,3

M751, MSA |20,7+7,6

M210, MSA | 25,8+10,6

muFc, IL-25 | 4+4,7

M751,1L-25 | 159+ 1,5

M210, IL-25, | 2+ 2,2

N= 5/nhom; céc gia tri duoc thé hién 1a (gia tri trung binh + SD)
Bang 23: AHR dép ung kich thich metacholin ciia chudt nhit BALB/c dugc diéu tri
bing IN IL-25 trong diéu kién c6 mat hodc khéng c6 mit ctia khang thé phong bé

tuong ung v4i IL-17RA M751 ctia chudt nhat

biéu tri

PC200, MCh, mg/mL

mukFc, MSA

12,5+2,6

M751, MSA

17,5+3,4

M210, MSA

21,5+34

MuFc, IL-25

4,3+0,5

M751, IL-25

9,0+ 1,7

M210, IL-25

53+13

N=4/nhém; cac gia tri duoc thé hién 14 (gid tri trung binh + SD)

Chung ting cam duong hd hip ciing dugc xac dinh ¢ chudt nhat duge giy mé
va duogc thong khi bang phuong phap co hoc duge cho dung lidu IL-25 trong mili va

duoc didu tri bang khang thé khang IL-17RA-M751. Chudt nhat BALB/c dwgc cho
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dung MSA hodc IL-25 ctia chudt nhét trong miii hang ngay, trong khoang thoi gian
bén ngay, vé co ban nhu dugc mo ta trude do. Vao ngay 5, chudt nhét dugc lam giam
dau bang xylazin hydroclorua (20 mg/kg, trong mang bung), va duoc gdy mé bing
natri pentobarbital (100 mg/kg, trong mang bung). Thong kim kim loai vao khi quan,
va két ndi chudt nhat véi thiét bi théng khi cho dong vat nho (flexiVent, SCIREQ:
Scientific Respiratory Equipment, Montreal, Canada). Mdi chudt nhat duoc thong khi
bang nhip hit khi hinh sin va nhip thé bi dong vai toe do 1a 150 1an thé/phut va bién do
1a 10 mL/kg trong lugng cta chudt nhat. Ap suét thé duong tai thoi diém cudi (PEEP)

la 3,0 cmH20 duoc tao ra béng cach két ndi chuot nhit voi cOt nude.

Sau khi chu6t nhit dugc théng khi trong mét phit, phdi duoc mé rong hai lan
t6i tong dung tich phdi (TLC, bién do ap sudt 1a 30 cmH20). Sol khi nudc mubi hodc
ndng do axetyl-beta-metylcholin ting (MCh, Sigma-Aldrich) duogc dua vao phdi trong
15 gidy, tiép d6 la 15 gidy thong khi. Sau khi phun sol khi va thong khi, dao dong phat
dong béi thé tich (VD) 2,5 Hz dugc 4p 1én cira duong ho hdp. Mai 1an dao dong 10-2,5
Hz VD c6 bién d 0,20 mL va kéo dai 1,25 gidy. Truéc khi dung liéu MCh tiép theo,
phdi dugc mé rong hai 1an t6i TLC. Cac phép do ap sudt va thé tich theo thoi gian
trong hé ho hap dugc ghi lai bang thiét bi théng khi cho dong vét nho, va kha ning dé
khéng (R) ctia hé ho hép dugc tinh bang cach hiéu chinh dit liéu v6i mé hinh hé ho hap
mdt budng trong d6 P, = RV + EV+ Pg (P, = ap suét khi quan, V = thé tich/thoi gian,
E = hé¢ s6 dan hdi phdi=ap sudt/thé tich, V = thé tich, Py = 4p sudt nén co s&). Kha
nang dé khang cia phdi dugc xac dinh ¢ cac ndng d6 MCh khac nhau duge thé hién

trong Fig. 2.

Céc két qua nay ching minh ring, ngoai viéc e ché hoat tinh IL-25 in vitro cling
nhu sé lugng té bao trong BALF va ndng d6 IL-5 va IL-13 ting gy ra boi IL-25 in
vivo, M751 con trc ché AHR gay ra bai IL-25, cho thdy ring khang thé ma lién két IL-
17RA va tic ché hoat tinh cua IL-25 sé& hitu dung trong diéu tri hogc lam thuyén giam

cac tinh trang bénh dugc diéu tiét boi IL-25 ma ¢6 lién quan dén AHR.
Vidu 8

Vi du ndy chirng minh su trc ché dép tng IL-25 in vivo bang khang thé khang IL-
17RB (M735) hodc khang thé khang IL-25 (M819), c4 hai khang thé nay wc ché hoat
tinh IL-25 trong thtr nghiém sinh hoc in vitro (néu trén). Chudt nhit BALB/c duoc cho
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dung PBS hodc IL-25 cia chudt nhit trong miii, va dugc tiém trong mang bung véi

250 pg khéng thé trung hoa khang IL-17RB ctia chudt nhat ¢ chudt nhat (M735),

khang thé trung hoa khang IL-25 clia chudt nhét & chudt Rattus (M819), khang thé déi

ching IgG1 cta chudt khong c6 lién quan (mulgGl; Amgen), protein Fc cua chudt

(muFc; Amgen), hoac IgG toan bd cua chudt Rattus (Pierce, Rockford IL). Vao ngay

5, thu dich rira phé nang-phé quan (BALF) va phan tich nhu da néu truéc do. Thuc

hién cac thtr nghiém 1dp lai riéng biét; trong thir nghiém thir hai, khong xac dinh ndng

dd protein IL-5 va IL-13 trong BALF. Cac két qua dugc thé hién trong cic bang 24 -

26 dudi day.

Béang 24: Phan tich s6 luong té bao, ndng d IL-5 va ndng do IL-13 trong BALF tur

chu6t nhit dugc kich thich IN IL-25 trong diéu kién khong c6 mit hodc c6 mit khang

thé phong bé tuong tmg véi IL-17RB (M735)

o S6 lugng Bf'lCh Bach cau Limpho | Pai thuc | IL-5 IL-13

bieutrh | gpa  |cauua jtrung s bao (pg/mL) | (pg/mL)
eosin tinh
57300+ | 600+ | 21000+ |3100% | 32600+ | 543+

PBS 61940 | 1200 |34625 | 6200 |23484 |155 | 70=2
MulgGl, | 187300 % | 28300 | 84100 | 16600 | 58300% |2680% | 754 %
IL-25 06994 | 13492 |54232 | +8157 |23770 | 792 501
M735, | 63500+ |5700+ | 17100+ |8600+ |32100% [909% | .
IL-25 16646 | 6063 |5633  |4127 | 8404 | 433

N=5; cdc gid tri duoc thé hién 1a (gid tri trung binh + SD)

Bang 25: Phan tich s6 luong té bao, ndng d6 IL-5 va ndng d6 IL-13 trong BALF tir

chu6t nhat duoc kich thich IN IL-25 trong diéu kién khong ¢6 mat hodc c6 mit khang

thé phong bé tuong tmg voi IL-17RB (M735) hodc khang thé phong bé tuong tmg voi

IL-25 (M819)

B.l e Sf) lrong & Bach cau Bach c,a . Limpho bao | Pai thuc bao
tri bao ua eosin | trung tinh

80400 +
PBS 13488 0+0 17000 = 7503 | 5400 £ 1364 | 58000 + 7893
muFc, | 277400 + 10400 + 106200 + 29000 + 106200 +
IL-25 | 38077 1363 14981 2768 14981
?52355 50800+ 8720 |00 10400 + 3501 | 4000 £+ 1673 | 50800 + 8720
rlgG, | 144000 + 5400 + 53600 + 20600 + 64400 +
IL-25, | 43192 2293 24669 4297 16157
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M3819,
IL-25

99250 +
29122

4261

20600 +

79000 =+
67941

23400 +
9277

51260 +
13668

N= 5; cac gi4 tri duoc thé hién la (gié tri trung binh + SD)

Bang 26: Phan tich s6 luong té bao trong BALF, ndng d6 IL-5 va ndng ¢ IL-13 tir

chudt nhit dugce kich thich IN IL-25 trong diéu kién khong c6 mét hodc c6 mat khang

thé phong bé twong tmg véi IL-17RB (M735) hodc khéng thé phong bé twong tmg véi
IL-25 (M819)

S 50 X Bkach Bach céu Limpho | Pai thuc | IL-5 IL-13
Pidutri | luongte | cau ua trung tinh | bao bao (pg/mL) | (pg/mL)
bao eosin & be ‘ Pg
101300 | 8400+ | 85900+ |200+ 6800 +
PBS 1130809 | 1145 | 13106 | 200 3887 | 08+24 |90+28
mulgGl, 169400 216300 50200+ | 65800+ | 37100+ 230 £ 33 598 +
IL-25 258902 | 237391 10755 25649 10105 68
M735, 29800+ | 1800+ |23300+ |900+ 3800 + 04 £ 16 303 +
IL-25 3774 1114 2931 458 1007 125
rlgG, :5:5700 128200 48900+ | 61300+ |37300=+ 730 £ 33 598 +
IL-25 180123 | 143432 10656 18219 13338 68
M&819, 321400 i31800 30900+ | 31400+ | 27300+ 12150 476 +
IL-25 + 14445 109952 11884 15182 10100 220

N= 5; cac gia tri duoc thé hién la (gi4 tri trung binh £+ SD)

Vidu9

Vi du nay minh hoa sy gay ra phan (mg ting cam dudng ho hip (AHR) boi IL-25
va cic tic dong cia khang thé khang IL-17RB (M735) hodc khang thé khang IL-25

(M819) ddi véi chang. Day tht nghiém dugc thuc hién vé co ban nhu dugc néu trude

do; AHR dugc x4c dinh theo cach khong xam l4n & chudt nhat tinh téo, khong bi kiém

so4t bang may ghi thé tich toan co thé. Cac két qua cua ba thir nghiém riéng biét duogc

thé hién trong cac bang 27 — 29 dudi day.

Bang 27: Cac gia tri AHR tir chudt nhat dwgc kich thich IN IL-25 trong diéu kién

khong c6 mit hozc c6 mat khang thé phong bé twong (g vé6i khang thé khang IL-

17RB (M735)
Pidu trj PC200, MCh, mg/mL
PBS 37,6 + 15
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mulgGl, [L-25 | 5,5+ 3,2
M735, IL-25, | 16,5+5,7
N=5; céc gia tri dugc thé hién 1a (gia tri trung binh + SD)

Bang 28: Céc gié tri AHR tir chudt nhat duoc kich thich IN IL-25 trong diéu kién
khong c6 mat hodc ¢ mat khang thé phong bé twong tmg véi khang thé khang IL-

17RB (M735) hoic khang thé phong bé tuong tmg véi IL-25 (M819)

Diéu tri PC200, MCh, mg/mL
PBS 42+ 13

mukc, IL-25 | 0,5+ 0,8
M735,1L-25 | 19,7 £ 6,2

rlgG, IL-25 | 6,1+43

M819, IL-25 | 18,4 +2,8

N=5; cac gi tri dugc thé hién 14 (gia tri trung binh = SD)

Béang 29: Céc gia tri AHR tir chudt nhét duoc kich thich IN IL-25 trong diéu kién
khong c6 mit hodc ¢ mat khang thé phong bé twong tng véi khang thé khang IL-

17RB (M735) hoic khang thé phong bé twong wng véi IL-25 (M819)

Piéu tri PC200, MCh, mg/mL
PBS 29,9 + 3,3
mulgGl, IL-25 | 6,38 + 1,2
M735,IL-25 |16,8+1,6
rlgG, IL-25 10,9 + 1,2
M819,1L-25 | 156+1,9

Cac két qua nay cho thdy ring IL-25 1am ting AHR, tac dung nay co thé duoc
lam diu bang khang thé khang IL-17RB hoic khang thé khang IL-25.

Vidu 10

Vi du nay cung cip xac nhan mé hoc riang cac dap ung IL-25 in vivo bi phong bé
boi viée didu tri bing khang thé khang IL-17RB (M735), khang thé khang IL-25
(M819) hozic khang thé khang IL-17RA (M751). Chudt nhit BALB/c dugc cho dung
PBS hoic IL-25 ctia chudt nhat trong miii, va dugc tiém trong mang bung véi 200 pg
khang thé khang IL-17RB trung hoa (M735), 200 ug khang thé khang IL-25 trung hoa
(M819), 200 pg khang thé khang IL-17RA trung hoa (M751), 200 pg khang thé khang

-87-



20157

IL17A trung hoa (M210) hoac khang thé dbi chimg isotyp vé co ban nhu duoc md ta
trude d6. Chudt nhét bi gdy chét vao ngay nghién ciru 5 bang cach gy ngat CO,. Phi
duogc thu nhén, duoc gitt ¢d dinh, duge xu ly, duoc cét lat, duoc nhudm va dugc danh
gi4 nhu da néu. Tong két cac két qua mo bénh hoc dugc thé hién trong bang 30 dudi
day.
Bang 30: Phan tich md hoc bénh viém md phdi va ching tang san té bao dang chén &
chudt nhat dwgc kich thich bang IN IL-25 va dugc diéu tri bing khang thé khang IL-
17RA, khang thé khang IL-17A, khang thé khang IL-25, khang thé khang IL-17RB

hodc doi chung

IL-25 + IL-25+ | IL-25+ [|IL-25+ |IL-25+ | MSA +
M751 M210 M819 M735 mukFc muFc

Chung tang san

té bao dang chén 0 201 0 02+04 20+1,4 0,0

Quanh phé quan

A S 0 ,0£1,0 |0 0,0 1,804 | 0,0
bénh viém

Bénh viém phé

quan-phéi 1,0+£0,7 | 1,804 [ 1,0+1,0 [0,8+0,8 [2,0£0 1,4+0,5

Bénh viém
mach/quanh 0 2,0+£0 0,4+£0,5 |08+04 | 1,8+0,4 [0,4+0,5
mach phoi

Tong diém sb 1,0£0,7 |6,8+13 [14+1,1 |1,8+1,5|7,6+22 | 1,8+0,8

N=5/nhém; diém s6 trung binh duoc trinh bay + SD.

Chuot nhat duoc kich thich bang IL-25 va dugc diéu tri bing ddi chung isotyp bi
cac thuong tdn sdu sic nhét va diém s trung binh 14 7,6 + 2,2 so v6i chudt nhét duoc
kich thich bang MSA va duogc diéu tri bing dbi chirng isotyp c6 diém sb trung binh la
1,8 + 0,8. Viéc diéu tri chudt nhét bang khang thé khang IL-17A vé co ban khong co
tac dung ddi véi cac thuong ton phéi, nhu dugc thé hién boi didm sb trung binh 1a 6,8
+ 1,3. Nguoc lai, viéc didu tri bang khang thé khang IL-17RA (diém sb 1a 1,0 £ 0,7),
khéng thé khang IL-25 (diém sb 1a 1,4 + 1,1) hoic khang thé khéng IL-17RB (diém sb
la 1,8 + 1,5) déu c6 hi¢u qua trc ché bénh viém gay ra boi IL-25 dén muc nén, cho thiy
rang su phong bé IL-25 hodc mot trong sd cac protein tham gia vao phtrc hop thy thé

1a céc cach diéu tri c6 hi¢u qua nhu nhau.

Vidull
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Vi du nay ching minh su két hop giira IL-17RA va IL-17RB. Day két tia mién
dich dugc thuc hién béng cach str dung céc mién ngoai bao cua IL-17RA cua nguodi va
IL-17RB cua nguoi dugc dung hop véi ving Fe ctia IgG cua nguot (R&D Systems,
Minneapolis, MN) hodc vé6i thé gan polyhistidin (Amgen). 50 uL huyén phu dac
Protein G duoc bd sung vao 6ng Eppendorf, dugc rura béng nude mudi duge dém
phosphat (PBS), va dugc 1 v6i 2 pg protein IL-17RA.Fc hoac IL-17RB.Fc trong mot
gidr & 4°C trong didu kién quay. Vao cubi qua trinh 0, 2 pg protein thu thé tan thuan
nghich (tue 1a, IL-17RA-HIS duoc bd sung vao IL-17RB:Fc va IL-17RB-HIS dugc bo
sung vao IL-17RA:Fc) duoc bd sung va ndng do cubi cing nay duoc G qua dém & 4°C

trong diéu kién quay.

Sang hém sau, cac dng duge ly tim & 12000 vong/phit trong 1 phit, va cac hat
protein G duoc rira bang PBS, sau d6 bang dém RIPA (Sigma-Aldrich, St. Louis MO).
Céac hat nay dugc tai tao huyén phu trong 60 pL dém miu 2x Tris-Glyxin SDS
(Invitrogen, Carlsbad CA) v6i beta-mercaptoetanol 10% (Invitrogen, Carlsbad, CA) va
dugc bao quan trén nudc da hodc & -20°C. Cac mau dugc phan tich trén mini gel
acrylamit loai 10 giéng chua Tris-Glyxin 4-20% (Novex ®-Invitrogen, Carlsbad CA)
va duoc chuyén sang mang nitroxenluloza (Invitrogen, Carlsbad CA). Mang duoc
phong bé bang cach st dung dém phong bé Odyssey®, la dém phong bé tham tach
Western duoc tdi wu hoa cho cic thir nghiém hdng ngoai (Li-cor® Biosciences,
Lincoln, NE) & nhiét d6 phong trong 1 gid hodc qua dém & 4°C trong diéu kién lac
rung nhe. Sau d6, mang dugc G voi khang thé so cdp dwoc pha lodng tir 1:1000 dén
1:5000 trong dém phong bé Odyssey® c6 chira Tween-20 0,1% trong 60 phut & 4°C
trong diéu kién lac nhe. Mang duogc ria 4 1an trong PBS + Tween-20 0,1%, va sau do
duoc G trong khang thé thir cdp dugc pha lodng 1:10000 trong dém phong bé
Odyssey® c6 chira Tween-20 0,1% trong 60 phut & 4°C trong diéu kién lic nhe. Mang
duoc rira 4 14n trong PBS + Tween-20 0,1% va protein duoc lam hién thi bing céach sir
dung hé théng hién thi hinh anh hdng ngoai Li-Cor® Odyssey®. Cac khang thé sau

day duoc str dung:

Khang thé so cép: Khang thé thu cap:

Khang thé da dong khang hIL-17RA | IgG khang dé & lira IRDye® 800CW (H +
& dé da duoc tinh ché dua vao ai luc L), hép thu cao (Li-Cor® Biosciences,
(R&D Systems, Minneapolis, MN) Lincoln, NE; IRDye® Infrared dyes:
US06027709)
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Khéng thé da dong khang hIL-17RB | Khang thé don dong His+Tag" (khang thé
& dé da duoc tinh ché dua vao ai luc | don dong & chuodt nhat (IgG;) co tinh
(R&D Systems, Minneapolis, MN) khang trinh ty HiseTag; Novagen, EMD
Chemicals, Inc., San Diego, CA)

Khang thé da dong khang hIL-17RC
& dé da dugc tinh ché dua vao 4i luc
(R&D Systems, Minneapolis, MN)
IgG khang chudt nhiat & thd Alexa
Fluor® 680 (H+L) (Invitrogen,
Carlsbad, CA; Alexa Fluor680:
Berlier JE et al., J Histochem
Cytochem 51, 1699-712 (2003))

Két qua thAm tach dai dién dugc thé hién trong Fig. 2. Trong mét sb thir nghiém,
IL-17RB.Fc c6 thé 1am két tia mién dich IL-17RA.HIS. Trong hé thir nghiém nay, IL-
17RA Fec ciing c6 thé lam két tia mién dich IL-17RC.HIS, chtng minh ring hé nay c6
thé tai tao cc tuong tac hoa sinh gifta céc protein da duge ching minh trude do trong
cac hé khic (Toy, D. et al, JI, 2006, 177: 36). Ca IL-17RA.Fc va IL-17RB.Fc¢ déu
khong thé lam két tia mién dich IL-17RD.HIS (R&D Systems, Minneapolis, MN), cho
thdy ring twong tac giita IL-17RA va IL-17RB la duy nhit dbi vdi céc protein nay va
khéng phai 12 von c¢6 ddi véi tit ca cac thanh vién cta ho IL-17R. Day 1a mo ta dau

tién vé tuong tac hoa sinh giita IL-17RA va IL-17RB.
Viduy 12

Tién hanh phat trién khang thé don dong hoan toan ciia ngudi 6 tinh khang IL-
17RA ctia ngudi bang cach st dung cong nghé XenoMouse®
Amgen Fremont Inc.) (US 6,114,598; 6,162,963; 6,833,268; 7,049,426; 7,064,244
Green et al, 1994, Nature Genetics 7:13-21; Mendez et al., 1997, Nature Genetics
15:146-156; Green and Jakobovitis, 1998, J. Ex. Med. 188:483-495)), nhu duoc néu

trong USSN 11/906,094. Nhu duge néu theo sang ché, cac khang thé khang IL-17RA

cua Abgenix (hi¢n nay la

hodn toan ctia ngudi duoc sang loc vé kha nang e ché IL-17A cia ngudi lien két voi
IL-17RA cta ngudi (va voi IL-17RA cuia khi Cynomolgus) ctia ching. Nhém gdm cac
khéang thé duogc nhéan dién va dugc chon dé tiép tuc nhan giéng va phan tich; trinh tu
axit amin cta cac chudi nhe va chudi nang bién dbi duoc thé hién trong danh muc trinh
tw, va bang tong két cac trinh tu khac nhau dwoc thé hién du6i day. Mot khang thé,

3.454.1, thé hién bang chimg vé hai bién thé cta chudi nhe bién ddi.
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Bang 31: Tong két cac khang thé khang hulL-17A

S6 nhan dién | SEQ ID NO: Mo ta SEQ ID NO: Mo ta
2.133.1 SEQID NO:1 | AMyxl Vh | SEQID NO:27 | AM_1 VI
1.98.1 SEQID NO:2 | AMy2 Vh | SEQID NO:28 | AM;2 VI
1.235.1 SEQID NO:3 | AMy3 Vh | SEQID NO:29 | AM,3 VI
1.185.1 SEQID NO:4 | AMy4 Vh | SEQ ID NO:30 | AM,4 VI
1.166.1 SEQID NO:5 | AMy5 Vh | SEQ ID NO:31 | AM,; 5 VI
2.98.1 SEQ ID NO:6 | AMy6 Vh | SEQID NO:32 | AM,6 VI
2.67.1 SEQ ID NO:7 | AMy7 Vh | SEQID NO:33 | AM,7 VI
2.46.1 SEQ ID NO:8 | AMy8 Vh | SEQ ID NO:34 | AM, 8 VI
2.225.1 SEQID NO:9 | AMy9 Vh | SEQ ID NO:35 | AM,9 VI
2.159.1 SEQ ID NO:10 | AMy10 Vh | SEQ ID NO:36 | AM, 10 VI
1.124.1 SEQ ID NO:11 | AMyl1 Vh | SEQ ID NO:37 | AM_ 11 VI
4.357.1 SEQ ID NO:12 | AMyl12 Vh | SEQ ID NO:38 | AM, 12 VI
4.180.1 SEQ ID NO:13 | AMyl13 Vh | SEQ ID NO:39 | AM, 13 VI
3.1404.1 SEQ ID NO:14 | AMyl14 Vh | SEQ ID NO:40 | AM, 14 VI
3.1338.1 SEQ ID NO:15 | AMyl5 Vh | SEQ ID NO:41 | AM, 15 VI
4.393.1 SEQ ID NO:16 | AMyl6 Vh | SEQ ID NO:42 | AM; 16 V1
4.361.1 SEQ ID NO:17 | AMyl7 Vh | SEQ ID NO:43 | AM_ 17 VI
4.224.1 SEQ ID NO:18 | AMy18 Vh | SEQ ID NO:44 | AM, 18 VI
4.16.1 SEQ ID NO:19 | AMyx19 Vh | SEQ ID NO:45 | AM 19 VI
3.211.1 SEQ ID NO:20 | AMy20 Vh | SEQ ID NO:46 | AM,; 20 VI
3.1545.1 SEQ ID NO:21 | AMy21 Vh | SEQ ID NO:47 | AM, 21 VI
3.381.1.1 SEQ ID NO:22 | AMy22 Vh | SEQ ID NO:48 | AM,; 22 VI
3.454.1 SEQ ID NO:23 | AMy23 Vh | SEQ ID NO:49 | AM;23 Vlv 1
SEQ ID NO:50 | AM;23 Vlv 2
3.454.1.1 SEQ ID NO:24 | AMy24 Vh | SEQ ID NO:51 | AM; 24 VI
3.891.1 SEQ ID NO:25 | AMy25 Vh | SEQ ID NO:52 | AM;25 VI
2.23.1 SEQ ID NO:26 | AMy26 Vh | SEQ ID NO:53 | AM;26 VI

Céc khang thé tiép tuc duoc mo ta vé& kha nang trc ché hoat tinh sinh hoc IL-17A

va/hodc IL-17F cua ching, va céc mién cua IL-17RA 1a quan trong dbi véi viee lién

két khang thé.

Thir nghiém tiét xytokin/chemokin gay ra bai IL-17A/IL-17F

Thir nghiém nay st dung dong té bao nguyén bao soi bao quy déu cua ngudi

(HFF). Cac khang thé khang IL-17RA duogc 0 véi cac té bao HEF (5000 té bao/giéng
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trong dia loai 96 giéng) trong 30 phut & 36°C; cac gidng cdy sau d6 duge kich thich
qua dém bang IL-17A (5 ng/mL) riéng 1€ hogc bang IL-17F (20 ng/mL) va TNF-alpha
(5 ng/mL). Dich ndi bé mit cua gidng cdy nguyén bio s¢i dugc phan tich bang k§
thuat ELISA vé su ¢6 mit cua IL-6 hodc GRO-alpha. Cac khang thé ¢o6 thé uc ché hoat
tinh sinh hoc cua IL-17A va cta IL-17F nhu duogc thé hién boi su giam luong IL-6

va/hodc GRO-alpha dugc tao ra trong thir nghiém nay.
Thu nghiém canh tranh chéo

Cac nghién ciru canh tranh chéo dugc thuc hién dé xac dinh cac dic tinh lién két
[L-17RA cua mot sé khang thé nhat dinh, nhu dwgc néu trong USSN 11/906,094.
Dang cai bién cuia phuong phép lién két boi néu boi Jia va cong su duoc st dung (xem
Jia, et al., J. Immun. Meth., 2004, 288:91-98), sir dung phén mém va may tram Bio-
Plex (BioRad, Hercules, CA), cling nhu chéit phan Umg tir Luminex® Corp. (Austin,
TX). Nhin chung 14 thuc hién theo cac quy trinh co ban cua nha san xuit. Cac khang
thé duoc kiém tra & dang két hop theo timg cip; néu hai khéng thé canh tranh chéo véi
nhau, chiing dugc nhom hodc “xép khdi” v6i nhau. N6i chung, céc khang thé dugc xép
vao cac khdi khac nhau thi lién két vai cac phan khac nhau ctia IL-17RA va cac khéng

thé duoc xép vao cling (cac) khéi thi lién két v6i cac phan tuong tu nhau cua IL-17RA.
Danh gia cac phan quyét dinh khang nguyén trung hoa: thé kham Hu/Mu

Tién hanh cac nghién ctru dé xac dinh noi cac chat déikhéng IL-17RA khac nhau
(& dang khang thé ctia nguoi) lién két v6i IL-17RA clia nguoi, sit dung cac IL-17RA
dang kham cta nguoi/chudt nhit. Phuong phép nay tin dung wu diém vé kha ning
khong tuong tac chéo cua cac khang thé IL-17RA khac nhau vé&i IL-17RA cta chuot
nhét. Di véi mdi thé kham, mdt hodc hai vung cua mién ngoai bao IL-17RA cua
ngudi duge thay thé bing (cic) ving tuong tmg ctia IL-17RA cla chudt nhit. Sau thé
kham vung don va 8 thé kham ving doi dugc tao ciu tric; phép phan tich boi sir dung
phén mém va may tram Bio-Plex (BioRad, Hercules, CA) dugc thuc hién dé xac dinh
cac phan quyét dinh khang nguyén trung hoa trén IL-17RA cua nguoi bang cach phan
tich cac khang thé don dong IL-17RA cta nguoi tiéu biéu ma lién két khic biét voi

dang kham so v6i céc protein IL-17RA kiéu dai.

Panh gia cac phan quyét dinh khang nguyén trung hoa: sang loc arginin
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Tién hanh cac nghién ctru khic sir dung cac protein IL-17RA dot bién c6 cac
phan thé arginin tai cic gdc axit amin chon loc cia IL-17RA cla nguoi. Sang loc
arginin la phuong phap da dugc cong nhéan trong linh vuc dé danh gia noi cac khang
thé, hodc cac protein khac, lién két véi protein khac, xem, vi du, Nanevicz, T., et al.,
1995, J. Biol. Chem., 270:37, 21619-21625 va Zupnick, A., et al., 2006, J. Biol.
Chem., 281:29, 20464-20473. Thong thuong, mach bén arginin dugc tich dién duong
va turong ddi 16n so véi cac axit amin khac, c6 thé pha v lién két ctia khang thé véi
ving cua khang nguyén noi dot bién dugc dua vao. Sang loc arginin 1a phuong phap
xac dinh liéu mot gde co phai 1a mot phan cta phan quyét dinh khang nguyén trung
hoa va/hodc epitop hay khong. 95 axit amin phan bd khip mién ngoai bao IL-17RA
cua nguoi duge chon dé gay dot bién thanh arginin. Viéc chon loc thién vé cac axit
amin mang dién hodc phén cuc dé t5i da hoa kha nadng nam trén bé mat cta géc va lam

giam kha nang gay dot bien tao ra protein gap cudn sai.

Bing cach sir dung cac ky thuat tiéu chuin da biét trong linh vuc, céc
oligonucleotit c6 nghia va d6i nghia chira cac gbc dot bién dugc thiét ké dwa vao cac
tiéu chudn néu trong bd kit quy trinh Stratagene Quickchange® IT (Stratagene/Agilent,
Santa Clara, CA). Viéc gy dot bién HulL-17RA-Flag-pHis kiéu dai (WT) dugc thuc
hién bing cach sir dung bd kit Quickchange® II (Stratagene). Tét ca cac ciu trac dang
kham dugc tao cu truc dé ma hoa cho thé gan FLAG-histidin (sau histidin) trén dau
carboxy cua mién ngoai bao dé tao diéu kién thuan loi cho viéc tinh ché thong qua thé
gin poly-His, phan tich Multiplex st dung phin mém va may tram Bio-Plex (BioRad,
Hercules, CA) duoc thuc hién dé xac dinh cac phan quyét dinh khang nguyén trung
hoa trén IL-17RA cta ngudi bang cach phan tich mot sé khang thé don dong IL-17RA
cua ngudi lién két khac biét v6i cac thé dot bién arginin so voi cac protein IL-17RA

kiéu dai.
Két qua cia cac nghién ctru nay duogc téng két trong bang 32 duéi day.

Béang 32: Téng két cac tinh chét ciia mot s6 khang thé IIL-17RA

S& nhan | Thé kham

Khoi dién Hu/Mu Thé dot bi€n Arginin
1 4.224.2 [F:229-319 [S220R, E226R, T228R, S236R, L270R, Q284R
B: 75-96
2 2.133.1 D- 176-197 D152R
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C: 128-154
3.381.1 D- 176197 D152R, D154R, E156R, D184R, E186R, S198R

3.1404.1 |D: 176-197 |D152R, D154R, E156R, D184R, E186R, H297R
3 4.16.1 [D:176-197 |D152R, D154R, E156R, D184R, E186R

B: 75-96
3.454.1 |C: 128-154
D: 176-197

4 2.23.1 [F:229-319

E97R, DI52R, DI154R, E156R, Q176R, DI184R,
E186R, S198R, T235R, H297R

H138R, K166R, H215R, S220R, E226R, T228R,
S236R, E241R, H243R, L270R

E113R, S115R, DI152R, DI154R, E156R, S177R,
S198R

6 3.211.2 |D:176-197 [DI152R, D154R, E156R, S177R, L270R

5 | 3.1545.1 [D: 176-197

Vidu 13

Vi du nay mo ta thir nghiém tai kich thich IL-25 hitu dung dé danh gia tic dung
ctia chat d6i khang IL-17RA-IL-17RB déi v6i hoat tinh sinh hoc cta IL-25. Céac té bao
don nhan mau ngoai bién (PBMC) cia ngudi duge phan 1ép tir nguoi cho binh thuong
va dugc kich thich trong 24 gio & 5 x 10® té bao/mL trong diéu kién co mat cua
lymphopoietin mdé d& tuyén wc (TSLP (Quentmeier et al., Leukemia. 2001
Aug;15(8):1286), 100 nanogam/mL; c6 thé mua duoc tir R&D Systems, Minneapolis,
MN). PBMC sau dé duge thu lai va dugce dua vao cac gidng cdy tai kich thich trong
diéu kién c6 mat cta IL-2 (10 nanogam/mL, R&D Systems, Minneapolis, MN) va IL-
25 (10 nanogam/mL, R&D Systems, Minneapolis, MN), trong diéu kién c6 mat hoac
khong c6 mat cua chét cn kiém tra hoat tinh trc ché. Cac gidng cdy tai kich thich duoc
chudn bi duéi dang huyén phu té bao don va dugc pha loang dén 4 x 107 t& bao/mL;
100 uL té bao duge bd sung vao dia loai 48 giéng dé c6 ndng dd cubi cung 1a 4 x 10°
té bélo/giéng. Sau ba ngay, dich ndi bé mat duge thu lai va duoc kiém tra vé IL-5 béng
k§ thuat ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN). Chéat duogc kiém tra bao g61n cac
dang tan dugc ctia IL-17RB (d4 néu trudc d6) va nhom gdm khang thé da dong va don

dong dugc tom tit dudi day:
- MAB1771: MulgG2b khéng HulL-17RA (R&D Systems)
- MAB1207: MulgG2b khang HulL-17RB (R&D Systems)

- AF177:1gG da dong khang HulL-17RA & dé (R&D Systems)
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- Mot s& HulgG2 khang HulL-17RA hoan toan ctia ngudi (da néu trong vi du 12)

Céc két qua kiém tra cic chit khac nhau trong mot s6 thir nghiém tai kich thich
khac nhau sir dung PBMC tir nhiéu ngudi cho khéc nhau dugc thé hién trong bang 33
dudi day.

Bang 33: San xudt IL-5 tir PBMC ctia ngudi dugc diéu tri bing TSLP kich thich béi
IL-2 + IL-25 trong diéu kién c6 mat hoge khong c6 mit ciia cac chat e ché IL-17RB

va IL-17RA khac nhau

Mo ta chét e ché | (hatteche), | (IL-5), 1 00 6
ng/mL pg/mL
Khong Khong 93,9+9,7 0%
HulL-17RB:Fc 10 42.0 + 10,8 55%
HulL-17RB:HIS | 10 312+ 11,5 67%
13,1404 10 359453 62%
3.1404 1,0 42,9 +5,1 54%
3.1404 0,1 83,4 + 4.6 12%
Khong Khong 576 + 6,8 0%
HulL-17RB:Fc 10 72,7 +3,8 87%
MAB1771 10 4377+ 7.8 24%
MAB1207 10 499.4 + 6,3 13%
AF177 10 105,8 + 4,0 82%
3.1404 10 100,5 + 5,1 83%
Khong Khong 191,6 + 4,9 0%
HulL-17RB:Fc 10 245 +42 88%
MABI1771 10 127,9 + 3.6 33%
AF177 10 26,0 + 4,0 86%
3.1404 10 19,2 + 3,4 90%
416 10 22,2+3.4 88%
3.381 10 0,0 + 0,0 100%

Nhom gbm cac khang thé cia ngudi ma lién két voi IL-17RA duge kiém tra,
trong ba thr nghiém tai kich thich riéng biét sit dung ngudi cho PBMC khéc nhau, vao
cac ngay khac nhau va véi cac ché phdm khang thé khac nhau. Céc két qua duoc thé

hién trong bang 34 dudi day.
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Bang 34: San xuét IL-5 tir PBMC ctia ngudi duge diéu tri bang TSLP kich thich bing

[L-2 + IL-25 trong diéu kién c6 mit hodc khong c6 mit ctia cac khang thé IL-17RA

khac nhau

ing v | s | 0 e i 0 e
3.1404 3 68% 76% Khong xac dinh
4.16 3 76% 77% Khong xéac dinh
3.381 3 90% 75% Khong x4c dinh
1.243.3 1 0% 43% 0%
1.185.1 1 0% - 41% 9%
2.46.1 1 0% 6% 0%
2.67.1 1 0% 13% 3%
2.98.1 1 0% 79% 0%
2.159.2 1 0% 86% 0%
4.224.2 1 13% 86% 53%
2.133.1 2 0% 16% 28%
3.381.1 3 69% 82% 74%
3.454.2 3 75% khong xac dinh 70%
3.1404.1 3 77% 100% 69%
4.16.1 3 85% khong xac dinh 100%
4.357.1 3 0% khong xac dinh 11%
4.361.3 3 60% khong xac dinh 0%
4.393.1 3 28% 72% 45%
2.23.1 4 0% khong xac dinh 0%
3.1545.1 5 0% 43% 0%
3.211.2 6 0% 47% 7%
2.225.1 * 0% khong xac dinh 0%
4.180.3 * 0% 0% 0%

*Céac két qua phan tich lién két dbi véi cac khang thé nay khong rd rang.

Ciing thu dugc cac két qua tuong tu vé co ban voi cac ché phdm khac cua cac
khang thé nay. Cac két qua cho thdy ring mot sé khang thé ma lién két v6i IL-17RA
va trc ché IL-17A ciing uc ché IL-25.

Vi du 14

Vi du nay mo td mo hinh bénh hen & chudt nhét. Chudt nhét (vi du, BALB/c)

duoc gdy man cam bing khang nguyén (vi du, ovalbumin (OVA)) bing cach tiém

-96-



20157

trong mang bung khang nguyén trong pheén hoac chit phu trg khac. Mét sé quy trinh
gdy man cam da dugc biét dén trong linh vuc; mot quy trinh trong s6 do 1a tiem 10 pg
OVA trong phén ba lan véi khoang cach thoi gian 1a mot tudn (tic 1, vao ngay 21,
ngay —14 va ngay —7). Chudt nhit sau d6 duogc kich thich bang khang nguyén bang
cach tiép xuc sol khi (OVA 5%) hodc dwa vao trong miii (0,1 mg OVA). Lich trinh
kich thich c6 thé duoc chon trong sb cac thoi han ngan hon (tire 14, kich thich hing
ngay vao cac ngay 1, 2 va 3) hodc thoi han dai hon (trc 1a, kich thich hang tuin trong
tir hai dén ba tudn). Céc thong sé cudi duge xac dinh ¢6 thé bao gdm AHR, sb lugng té
bao va hop phén trong dich BAL, murc xytokin trong hach lympho phdi ht ra in vitro,
muc IgE trong huyét thanh, va danh gia mo6 bénh hoc ctia md phdi. Cac md hinh bénh
hen & dong vat khac da dugc biét dén, va bao gém viéc sir dung cac dong vat khéac (vi
du, chudt nhat C57BL/6), cac q11y trinh gdy man cam (vi du, tiém chiing trong mili, st
dung céac chét phu tro khéac hodc khong s dung chit phu trg, v.v.) va/hodc khang
nguyén (bao gdm peptit, nhu peptit c6 ngudn gbc tir OVA hodc cac khang nguyén
protein, chit chiét tir gian, chét chiét tir cdy cic bac ddng cé hodc cac chat chiét khac
nhu céc chét chiét dugc sir dung trong cac quy trinh khir man cam, v.v.). Tac dung cua
khang thé ddi v6i IL-17RA, IL-17RB, IL-17 va IL-25 dugc danh gia trong mo hinh

nay, st dung nhom chudt nhit nhu duoc néu dudi day.

Chudt nhat BALB/c cai dugc gdy mién dich trong mang bung biang OVA trong
phén vao cac ngay -21, -14 va -7 va duoc kich thich sol khi bang OVA trong PBS vao
cac ngay 1-3. Chudt nhit dugc tiém trong tinh mach véi khang thé vao ngay trude khi
kich thich sol khi OVA (ngay -1) trong céc thir nghiém 1 va 2, hodc trong mang bung
voi khang thé vao ngay kich thich sol khi OVA dau tién (ngay 1) 30 phat trude khi
kich thich OVA trong tht nghiém 3, hodc dugc tiém trong mang bung vai
Dexametason (Dex), dbi chimg dwong, hodc nuéc mudi duge dém phosphat (PBS), doi
chung am, 30 phut trude mdi lan tiép xuc sol khi véi OVA (cac ngay 1-3) trong thir
nghiém 1 va 3. Nhom chi dugc moi OVA ¢6 do tudi twong xtrng dugc sir dung dé so
sanh. Chimg tang cam duong ho hap (AHR) dap tmg kich thich MCh duoc xac dinh
48 gio sau lan kich thich OVA cudi cing. Chudt nhat bi gay chét dé thi nghiém 72 gio
sau 14n kich thich OVA cubi cing, va huyét thanh, dich BAL, hach lympho phdi hit

ra, va phoi dugc thu lai dé phan tich. Thuc hién chudi ba thir nghiém.
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Thir nghiém 1 bao gdm cac nhom diéu trj sau:
- Nhom 1, chudt nhét da duoc mdi nhung chua duoc kich thich, n=10
- Nhom 2, PBS, trong mang bung, n=10
- Nhom 3, 1 mg/kg Dex, trong mang bung, n=10
- Nhom 4, 500 pg khang thé dbi chimg isotyp mIgG1, trong tinh mach, n=10
- Nhém 5, 500 pg khang thé don dong khang IL-17RB M735, trong tinh mach,
n=10
- Nhém 6, 500 pg khang thé don dong khang mIL-17RA dang khim M751, trong
tinh mach, n=10
- Nhom 7, 500 pg khang thé dbi chung IgG caa chudt Rattus, trong tinh mach,
n=10
- Nhém 8, 500 pg khang thé khang mIL-25 M819, trong tinh mach, n=10
- Nhém 9, 500 pg khang thé don dong khang mIL-17 M210, trong tinh mach,
n=10

Thu nghiém 2 bao gém cac nhom diéu tri sau:
JNhénl1,chuétnhétdﬁduqcrnéinhungchuaduqckkﬁlﬂﬁch,n=10
- Nhém 2, 500 pg khang thé dbi chimg isotyp mIgG1, trong tinh mach, n=10
- Nhém 3, 500 pg khang thé don dong khang mIL-17RA dang kham M751, trong
tinh mach, n=10

Thtr nghiém 3 bao gdm cac nhém diéu tri sau:
4Nhén11,chu@tnhétdﬁduocrnéinhungchuadugckkﬁlﬂﬁch,n=10
- Nhém 2, PBS, trong mang bung, n=10
- Nhém 3, Dex 1 mg/kg, trong mang bung, n=10
- Nhom 4, 500 pg khang thé dbi chimg isotyp mIgG1, trong mang bung, n=10
- Nhom 5, 500 pg khang thé don dong khang IL-17RB M735, trong mang bung,
n=10
- Nhém 6, 500 pg khang thé don dong khang mIL-17RA dang kham M751, trong
mang bung, n=10
- Nhém 7, 500 pg khang thé dbi chimg g IgG cta chudt Rattus, trong mang bung,
n=10
- Nhém 8, 500 pg khang thé khang mIL-25 M819, trong méang bung, n=10
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- Nhém 9, 500 pg khang thé don dong khang mIL-17 M210, trong mang bung,

n=10

- Nhom 10, 500 pg khang thé don dong khang mIL-17F M850, trong mang bung,

n=10

Céc khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA hoic IL-25 ma khong khang
IL-17A lam giam AHR trong mé hinh bénh hen OVA & chudt nhit; cac két qua duogc
thé hién trong cac Fig. 1-3. Phan tram thay d6i PENH trung binh so véi nén co s&
duoc néu cho mdi nhém diéu tri + SE tir thir nghiém 1 (Fig. 1). Chung ting cam dudng
ho hép duogc xac dinh vé co ban nhu duge md ta trude do trong vi du 7. Mirc dd co phé
quan duoc thé hién dudi dang phan tram thay d6i PENH so voi nén co s. Viéc diéu tri
bang cac khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA hoic IL-25, ma khong khéng
IL-17A, lam giam AHR dé d4p tng lai kich thich MCh so v6i chudt nhét duoc diéu tri
bing PBS hoic cac khang thé dbi chung (Fig. 3).

Kha nang dé khang cta phdi (Ry) dé dap tng lai kich thich metacholin dugc xac
dinh trong céac thir nghiém 2 va 3 & chudt nhét dugc théng khi bang phuong phap co
hoc. Cac phép do ap sudt va thé tich theo thoi gian trong hé ho hap duogc ghi lai bang
thiét bi thong khi cho dong vét nho, va kha nang dé khang ciia hé ho hap
(R=cmH,0/mL) dugc tinh bing cach hiéu chinh dir liéu v6i mo hinh hé ho hip mot
buéng trong do P, = RV + EV+ Po (P, = ép suét khi quan, V = thé tich/thoi gian, E =
hé s6 dan hdi phdi=ap sudt/thé tich, V = thé tich, Po = 4p suét nén co sd). Dién tich
dudi dudong cong (AUC) cta kha ning dé khang (R) ciia duong ho hap dugce tinh bing
cach 14y téng cua tat ca cac 1an do R d6i véi mdi ndng d6 ciia metacholin ddi véi mdi
chudt nhit. Trong thtr nghiém 2, viéc diéu tri béng khéng thé trung hoa tuong Gng v§i
IL-17RA lam giam kha nang dé khang cua phdi dbi voi kich thich metacholin so véi
chudt nhit duoc didu tri bing khang thé ddi chimg (Fig. 4a). Trong thir nghiém 3, viéc
diéu tri bang cac khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA hoic IL-25 mé khong
khang IL-17A 1am giam kha nang dé khang cta phdi d6i véi kich thich metacholin so
v6i chudt nhit duge diéu tri bang khang thé ddi ching (Fig. 4b).

Tac dung cua khang thé dbi véi hop phan va sé luong té bao trong BALF ciing
duoc xac dinh; cac két qua dugc thé hién trong cac Fig. 5-7. Trong thtr nghiém 1, cic
khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA hoac IL-25 ma khong khang IL-17A

lam giam dang ké bach cau (Fig. 5a), bach ciu ua eosin (Fig. 5b) va limpho bao (Fig.
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5d) trong BALF toan phin so v6i viéc diéu tri bang khang thé d6i chimg thich hop
trong md hinh bénh hen OVA & chudt nhit nay. Cac khang thé trung hoa khang IL-
17RB hoic IL-17RA ma khong khang IL-17A 1am giam dang ké bach cau trung tinh
(Fig. 5¢) trong BALF toan phan. Khang thé trung hoa khang IL-25 lam giam bach cau
trung tinh trong BALF toan phan nhung diéu nay khong dang ké (Fig. 5c).

Trong thir nghiém 2, cac khang thé trung hoa khang IL-25, IL-17RB va IL-17RA
lam giam dang ké bach cau (Fig. 6a), bach cdu wa eosin (Fig. 6b) va limpho bao (Fig.
6d) trong BALF toan phan so véi viéc didu tri bang khang thé dbi chung thich hop
trong md hinh bénh hen OVA ¢ chudt nhit nay. Cac khang thé nay khong c6 tac dung
quan trong dbi voi sb lugng bach cu trung tinh (Fig. 6¢) hodc dai thuc bao (Fig. 6e)
trong BALF toan phan.

Trong thir nghiém 3, cac khéng thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA hoic IL-
25 ma khong khang IL-17A hodc IL-17F lam giam dang ké bach cau (Fig. 7a), bach
cau ua eosin (Fig. 7b) va limpho bao (Fig. 7d) trong BALF toan phén trong m hinh
bénh hen OVA & chudt nhat nay. Cac khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA
hodc IL-25 ma khong khang IL-17A hoic IL-17F lam giam bach céu trung tinh (Fig.
7¢) trong BALF toan phan, nhung chi c6 cac khang thé IL-17RB va IL-25 14 c6 tac
dung dang ké. Cac khang thé trung hoa khang IL-17RB hodc IL-17RA ma khong
khang IL-25, IL-17A hodc IL-17F lam gidm dai thyc bao (Fig. 7e) trong BALF toan
phén, nhung chi ¢6 khang thé IL-17RA 1a c6 tac dung dang ké.

Céc khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA hodc IL-25, ma khong khang
IL-17A hodc IL-17F, lam giam dang ké ndng do IL-13 trong BALF nhu duoc thé hién
trong Fig. 8a (thir nghiém 1) va Fig. 8c (thir nghiém 3). Nong do IL-13 trong BALF
thip hon & chudt nhit duoc diéu tri bing cac khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-
17RA hoic IL-25 nhung khong dang ké trong thir nghiém 2, c¢6 thé 1a do mirc do gay
ra IL-13 toan bo thdp hon so véi mirc d6 thuong duoc quan sat thdy trong mé hinh
chudt nhét nay (Fig. 8b).

Céc khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA hodc IL-25, ma khong khang
IL-17A hodc IL-17F, ciing lam giam ndng do IL-5 trong BALF trong md hinh bénh
hen OVA & chudt nhit nay, tuy nhién trong thir nghiém 1, chi ¢6 nhom duoc diéu tri
bang khang thé don dong khang IL-25 1a thip hon dang ké so véi chudt nhit dugc didu
tri bang khang thé dbi chung isotyp (Fig. 9a), trong khi trong thir nghiém 3, tit ca cac
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nhom duge didu tri bing khang thé don dong khang IL-17RB, khang IL-17RA va
khang IL-25 ddu dwoc lam giam dang ké (Fig. 9c). Ngoai ra, nong do IL-5 trong
BALF duogc lam giam dang ké nho diéu tri bang cac khang thé trung hoa khang IL-
17RB, IL-17RA va IL-25 trong thtt nghiém 2 (Fig. 9b).

Tuong tu, cac khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA hozc IL-25, ma
khong khang IL-17A hoac IL-17F, lam giam tong ndng do IgE trong huyét thanh trong
md hinh bénh hen OVA & chudt nhit nay. Trong thir nghiém 1, cac khang thé trung
hoa khang IL-17RB, IL-17RA hodc IL-25 lam giam tong ndng dd IgE trong huyét
thanh, nhung chi ¢6 nhom duoc didu tri bang khang thé trung hoa khang IL-25 14 lam
giam dang ké tong ndng do IgE trong huyét thanh so véi nhom dugc didu tri bang
khang thé ddi chimg isotyp thich hqp (Fig. 10a). Trong thir nghiém 2, cac khang thé
trung hoa khang IL-25, IL-17RB hoac IL-17RA lam giam tong ndng do IgE trong
huyét thanh nhung khong dang ké so v6i nhém duge diéu tri bang khang thé ddi ching
(Fig. 10b). Trong thir nghiém 3, cac khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA
hoic IL-25 ma khéng khang IL-17A hodc IL-17F lam giam déng ké téng ndng do IgE
trong huyét thanh so véi cdc nhém duoc didu tri bang khang thé dbi chung thich hop
ctua chung (Fig. 10c¢).

Mau phdi tir 8 chudt nhat tir mbi nhém diéu tri trong thir nghiém 3 dugc phan
tich mo hoc. Cac lat cit md phéi duoc nhudm bé'mg H&E hodc PAS, va sau d6 duoc
chdm diém boi chuyén gia bénh hoc nhu da néu trude do trong vi du 1. Viée diéu tri
bang cac khang thé trung hoa khang IL-17RB, IL-17RA hoic IL-25 ma khong khang
IL-17A hodc IL-17F lam giam dang ké diém s viém trong mo hinh bénh hen OVA ¢
chudt nhat nay (Fig. 11).

Cac két qua nay chimg minh ring viéc didu tri bang khang thé don dong khang
IL-17RB M735, khang thé don dong khang IL-17RA M751 hoac khang thé don dong
khang IL-25 M819 lam giam dang ké nhiéu thong sd cta bénh viém trong mé hinh
bénh hen gy ra bédi OVA & chu(f)f nhit nay, md hinh nay dugc xem 1a mé hinh v& tinh
trang viém phdi, nhu bénh hen ¢ ngudi. Nguoc lai, viée diéu tri bang khang thé don
dong khang IL-17A hodc khang thé don dong khang IL-17F khong lam giam dang ké
bénh viém trong md hinh nay. Do d6, IL-25 va céac thu thé cua no 1a IL-17RB va IL-
17RA déng vai tro trong viéc didu tiét bénh viém trong mé hinh bénh hen OVA &

chuot nhit nay.
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YEU CAU BAO HQ
1. Chét @re ché su hoat hoa phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB boi IL-25,
chtra chit @i khéng IL-17RA-IL-17RB lam thanh phén hoat tinh, trong d6 chat déi
khéng IL-17RA-IL-17RB nay la khang thé chita viing bién ddi chudi nhe c6 trinh tu

néu trong SEQ ID NO:40 va vung bién dbi chudi nang cé trinh tu néu trong SEQ ID
NO:14.

2. Chét &rc ché sy hinh thanh phirc hop thu thé heterome IL-17RA-IL-17RB boi IL-25,
chira chédt déi khang IL-17RA-IL-17RB lam thanh phan hoat tinh, trong d6 chét ddi
khang IL-17RA-IL-17RB nay la khang thé chtra viing bién ddi chudi nhe c6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO:40 va vung bién dbi chudi ning co trinh tu néu trong SEQ ID
NO:14.

3. Chéat tre ché su giai phong it nhit mot chit diéu bién gay viém boi IL-25, chira chat
doi khang IL-17RA-IL-17RB lam thanh phdn hoat tinh, trong d6 chat ddi khang IL-
17RA-IL-17RB nay la khang thé chira ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO:40 va vung bién d6i chubi nang co trinh ty néu trong SEQ ID NO:14.

4. Chéat tc ché theo diém 3, trong d6 chit diéu bién giy viém duoc chon tir nhém bao
gom: IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, CXCLI, CXCL2, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-1,
TNFa, RANK-L, LIF, PGE2, IL-12, MMP3, MMP9, GROa va NO.
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<400> 1

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Asn Tyr
20 25 30

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Asp Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Thr Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Asp Gly Glu Leu Ala Asn Tyr Tyr Gly Ser Gly Ser Tyr Gln Phe
100 105 110

Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
115 120 125

Val Ser Ser
130
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<211> 127
<212> PRT
<213>

<400> 2

Gln Val Gln Leu

1

Thr
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Gly
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65

Lys
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Leu Ser

Trp Ser
35

Glu Ile
50

Arg Val
Leu Ser

Gly Pro

Leu Asp
115

<210> 3
<211> 114
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 3

Gln
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu

Ala

Ser

vVal Gln

Leu Arg

Met His

35

val Ile
50

Gly Arg
Gln Met

Arg Asp

Ser

Leu

20

Trp

Asn

Thr

Ser

Tyr
100

Val

Homo sapiens

Gln

Thr

Ile

His

Ile

Val
85

Tyr

Trp

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Thr
100

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Phe

Gly

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Val

20157

Trp

Ala

Gln

Gly

Val

Ala

Asp

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Gly

Val

Pro

40

Arg

Asp

Ala

Ser

Gly
120

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

-104-

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ser

105

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr
90

Gly

Thr

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90

Gln

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Val

Val

Ile

Lys

His

Ser

75

Thr

Gly

Leu

Ser

Gly

Asn

60

Asn

vVal

Leu

Thr

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Val
125

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Tyr

110

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

val
110

Ser
15

Gly
Trp

Leu

Ser

Cys
95
Tyr

Ser

Gly
15

Ser
Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Thr

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val



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

<400>

4
114
PRT
Homo

4

Gln Val Gln

1

Ser Leu Arg

Gly Met

Ala Vval
50

His
35

Ile

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Ser Ser

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

<400>

5
125
PRT
Homo

5

Gln val Gln

1

Thr Leu Pro

Tyr Trp Ser

35

Gly Arg Ile

50

Ser Arg Val

65

Thr Leu Ser

Arg Glu Asn

Asp Val

Trp
115

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Thr
100

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Gly

sapiens

Leu
Leu
20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Tyr
100

Gly

Gln

Thr

Ile

Arg

Met

Val

85

Ser

Gln

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Val

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Glu

Gly

20157

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Ile

Ala

Ser

Thr

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Ser Asn
Arg Asp

Ala Glu

Trp Gly
105

‘Gly Pro

Val Ser
25

Pro Ala
40

Asn Thr

Asp Thr

Ala Asp

Ser Gly

105

Thr Val
120

-105-

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Gln

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Ser
Thr
90

Leu

Thr

Val

Ile

Lys

His

Ser

75

Thr

Gly

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Val

vVal

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

vVal

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Tyr

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Ser
125

Pro Gly
15

Ser Ser
30

Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu
Tyr Tyr
95

Val Thr
110

Pro Ser
15

Arg Ser

30

Glu Trp

Ser Leu

Phe Ser

Tyr Cys

Tyr Gly
110

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Met



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

Gln Vval
1

Ser Val

Gly Ile

Gly Trp
50

6
124
PRT
Homo
6

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Gln Gly Arg

65

Met Glu

Ala Arg

Pro Trp

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

Gln val
1

Ser Val
Gly Ile
Gly Trp

50
Gln Gly
65
Met Glu

Ala Arg

Pro Trp

Leu

Arg

Gly
115

7
124
PRT
Homo

7

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ser

Val

Arg

Asp

100

Gln

val

Ser

vVal

Ala

Thr

Ser
85

Tyr

Gly

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ser

Val

Arg

Asp

100

Gln

val

Ser

val

Ala

Thr

Ser
85

Tyr

Gly

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Asp

Thr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Asp

Thr

20157

Ser Gly
Lys Ala
Gln Ala

40

Asn Gly
55

Thr Thr
Arg Ser

Ile Leu

Leu Val
120

Ser Gly
Lys Ala
Gln Ala

40

Asn Gly
55

Thr Thr
Arg Ser

Ile Leu

Leu Val

-106-

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Thr

105

Thr

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Thr

105

Thr

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Gly

Val

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Gly

Val

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Tyr

Ser

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Ser

Val

Asn

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Ser

Val

Asn

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Phe

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Phe

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Asp



<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

8
124
PRT
Homo

115

Gln val Gln

1

Ser
Gly
Gly
Gln
65

Met

Ala

Pro

val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Trp

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly
115

9
124
PRT
Homo

9

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Gln

65

Met

Val
Ile
Trp
50

Gly

Glu

Ala Arg

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Arg

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ser

Val

Arg

Asp

100

Gln

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser
85

Tyr

Gly

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ser

Val

Arg

Asp

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser
85

Tyr

Gln
Cys
Arg
Tyr
Met
70

Leu

Asp

Thr

Gln
Cys
Arg
Tyr
Met
70

Leu

Asp

20157

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Ile

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Ile

120

Gly Ala
Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asn

Thr Asp

Ser Asp

Leu Thr

105

Val Thr
120

Gly Val
Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asn
Thr Asp

Ser Asp

Leu Thr

-107-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Gly

Val

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90

Gly

Val

Asn

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Asn

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Ser

Val

Asn

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Gly
15

Gly
Trp

Asn

Ala

Tyr
95

Phe

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Phe

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Asp



Pro Trp Gly

115
<210> 10
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo
<400> 10

Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Gly Tyr Tyr

Trp Ile Gly
50

Leu Lys Ser
65
Ser Leu Lys

Cys Ala Arg

Ile Trp Gly

115
<210> 11
<211> 114
<212> PRT

<213> Homo
<400> 11

Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg
Gly Met His
35

Ala Val Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

20157

100 105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
120

sapiens

Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser
20 25

Trp Ser Trp Ile Arg Gln His Pro Gly
40

Tyr Ile Tyr Phe Ser Gly Ser Ala Tyr
55 60

Arg Val Ala Ile Ser Val Asp Thr Ser
70 75

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr
85 90

Glu Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Pro
100 105

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
120

sapiens

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val
Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Ile Thr
20 ‘ 25

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
40

Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr
55 60

Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
70 75

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala

-108-

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

110

Pro Ser
15

Ser Ser
30

Gly Leu

Asn Pro

Asn Gln

Val Tyr
95

Ala Phe
110

Pro Gly
15

Ser Ser
30
Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

Gln

Gly

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Asp

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys



85

20157

90

95

Ala Arg Asp Thr Lys Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

Ser

Ser

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

12
116
PRT
Homo

12

Gln vVal Gln

1

Ser

Gly

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

val

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Lys

Ser
115

13
121
PRT
Homo

13

Gln Val Gln

1

Ser Leu Arg

Gly Met Gln

35

Ala val Ile

50

Lys Gly Arg

100

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ser

Val

Arg

Gln

100

Ser

Val

Ser

Val

Thr

Thx

Ser

85

Leu

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Val

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

105

Ser Gly Ala
Lys Ala Ser
25

Gln Ala Pro
40

Lys Gly Aén
55

Thr Thr Asp
Arg Ser Asp

Phe Asp Tyr
105

Ser Gly Gly
Ala Ala Ser
25

Gln Ala Pro
40

Gly Asn Lys
55

Ser Arg Asp

-109-

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Trp

Gly
10

Gly
Gly

Lys

Asn

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Leu

Gly
15

Ser
Trp

Ser

Leu

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr



65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly
Gln Gly Thr
115
<210> 14
<211l> 116
<212> PRT
<213> Homo
<400> 14

Gln Val Gln
1
val

Ser Lys

Gly Ile Ser

35
Gly

Trp Ile

50

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Arg

Thr Val Ser

115

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

15
121
PRT
Homo
<400> 15

Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met Gln
35

Ala val Ile

Asn

Arg
100

Thr

Ser
85

Val

Val

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ser

vVal

Arg

Gln

100

Ser

Val

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

85

Leu

sapiens

Leu

Leu
20

Val
5

Ser

Trp Val

Trp

Tyr

20157

70

Leu Arg Ala

Arg Asp Tyr

Thr Val Ser

120

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala

Gln Ala

40

Arg

Ser
55

Tyr Gly

Met Thr Thr

70

Leu Arg Ser

Tyr Phe Asp

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Gln Ala

40

Arg

Asp Gly Asn

-110-

75

80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

95

Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly

105

Ser

Glu
10

Ala Val Lys

Ser Thr

25

Gly Tyr

Pro Gly Gln Gly

Asn Thr Asn

TyTr
60
Thr

Thr Ser

75

Asp

Asp Asp Thr Ala

90
Tyr Gln
105

Trp Gly

Gly Val val

Ser Phe Thr

25

Pro Gly Lys Gly

Lys Lys Tyr Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

Gln
Phe
Leu

45

Ala

110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Leu

Gly
15
Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Val

Arg

Tyr

Val

Val



50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly
Gln Gly Thr
115
<210> 16
<211l> 116
<212> PRT
<213> Homo
<400> 16

Gln Val Gln
1
Val

Ser Lys

Gly Ile Ser

35
Ile

Gly Trp

50

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Lys

Thr Val Ser

115

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

17
116
PRT
Homo
<400> 17

Gln Val Gln
1

Ala Val Lys

Gly Ile Ser

Phe Thr
Asn Ser
85

Arg Val
100

Thr Val

sapiens

Leu Val

Val
20

Ser
Trp Val
Ser Ala
Val Thr

Ser
85

Arg

Gln
100

Leu

Ser

sapiens

Leu Val
5

Val Ser
20

Trp Val

20157

55

Ile
70

Ser Arg

Leu Arg Ala

Arg Asp Tyr

Thr Val Ser

120

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala

Gln Ala

40

Arg

Asn
55

Tyr Gly

Met
70

Thr Thr

Leu Arg Ser

Val Phe Asp

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Tyr
105

Ala

Thr Gly Tyr Thr Leu

25

Asn
Asp
90

Tyr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Trp

Glu Val Lys Lys

10

Ser
75
Thr

Gly

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

60

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Met Asp Val
110

Lys Lys Pro

Thr Phe Thr

30
Leu Glu
45

Gly

Ala Gln

Tyr

Thr Ser Thr

Ala Val

Tyr

Gln Thr

110

Gly

Pro

30

Leu

Tyr
95

Trp

Gly
15

Ser
Trp
Lys

val

Tyr
95

Leu

Gly
15

Tyr
80
Cys

Gly

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Thr Ser Tyr

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

-111-



Gly
Gln
65

Met

Ala

Thr

Trp
50

Gly
Glu

Arg

Val

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Gln

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Phe

Val

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Asp

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

35

Ile

Arg

Leu

Lys

Ser
115

18
126
PRT
Homo

18

Gln

Lys

His

35

Met

Arg

Leu

Gly

Leu
115

19
116
PRT
Homo

19

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Ser

vVal

Arg

Gln

100

Ser

Ala

Thr

Ser

85

Leu

sapiens

Leu

Val

20

Trp

His

val

Ser

Gly
100

Trp

val

Ser

vVal

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Gly

sapiens

Leu

vVal

val
5

Ser

Tyr
Met
70

Leu

Val

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Cys

Arg

20157
40

Ser Gly Asn
55

Thr Thr Asp
Arg Ser Asp

Phe Asp Tyr
105

Ser Gly Ala
Lys Ala Ser
25

Gln Ala Pro
40

Ser Gly Gly
55

Thr Arg Asp
Arg Ser Asp

Ser Thr Leu
105

Gly Thr Leu
120

Thr
Thr
Asp
90

Trp

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Ser

Val

Lys
Ser
75

Thr

Gly

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Cys

Thr

Tyr
60
Thr

Ala

Gln

Lys

Ser

Gly

Leu

60

Ile

Ala

Ser

Val

45

Ala

Ser

Val

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Ser
125

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

Lys

Ala

Tyr
95

Leu

Gly
15

Asp
Trp

Arg

Ala

Tyr
95

Trp

Leu
Tyr
80

Cys

Val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

10

15

Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Leu Thr Ser Tyr

-112-



Gly

Gly

Gln
65

Met

Ala

Thr

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Val

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

<400>

Glu

1

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Val

Leu

Met

Phe

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Ser
35
Ile

Arg

Leu

Arg

Ser
115

20
118
PRT
Homo

20

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Pro

Thr
115

21
118
PRT
Homo

21

20

Trp

Ser

val

Arg

Gln
100

Ser

Val

Ala

Thr

Ser
85

Leu

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Lys

100

val

Val

Ser

vVal

Ala

Thr

Ser

85

Val

Ser

sapiens

Arg

Tyr

Met
70

Leu

Ala

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Gly

Ser

20157

Gln Ala
40

Ser Gly
55

Thr Thr

Arg Ser

Leu Asp

Ser Gly
Ala Ala
Gln Ala

40
Ser Ser
55
Ser Arg

Arg Asp

Gly Gly

-113-

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Tyr
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Met
105

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Trp

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

90

Asp

Gln

Lys

Ser
75

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

val

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Leu
45
Ala

Ser

Val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gln
110

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Leu

Gly
15

Ser
Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

Thr



Glu

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

val

Leu

Met

Ile

50

Gly

Gln

Arg

val

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Pro

Thr
115

22
116
PRT
Homo

22

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

val

<210>
o <211>
<212>

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Ser
115

23
125
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Lys
100

Val

Val

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

val

Ser

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ser

Val

Arg

Gln

100

Ser

vVal

Ser

vVal

Ala

Thr

Ser

85

Leu

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Tyr

20157

Ser Gly Gly

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Phe

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Asp

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Asp

-114-

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Met
105

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Tyr
105

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

90

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Trp

Ser

Phe

Lys

His

Ala

75

Thr

val

Val

TyT

Gln

Ser
75

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gln
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Gly
15

Ser
Trp

Ser

Leu

TyT
95

Gly

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Leu

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Val



<213>
<400>

Gln Val
1

Thr Leu

Tyr Trp

Homo

23

Gln

Ser

Ser
35

Gly Arg Ile

50

Ser Arg Val

65

Lys Leu Ser

Arg Glu Ala

Asp Val

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

<400>

Gln Vval
1

Trp
115

24
125
PRT
Homo

24

Gln

Thr Leu Ser

Tyr Trp

Gly Arg
50

Ser Arg
65
Lys Leu

Arg Glu

Asp Val

Ser

35

Ile

val

Ser

Ala

Trp
115

sapiens

Leu
Leu
20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Tyr
100

Gly

Gln

Thr

Ile

Pro

Met

val

85

Glu

Gln

sapiens

Leu
Leu
20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Tyr
100

Gly

Gln

Thr

Ile

Pro

Met

val

85

Glu

Gln

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Leu

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Leu

Gly

20157

Ser Gly Pro
Thr Val Ser
25

Gln Pro Ala
40

Gly Arg Thr
55

Val Asp Thr
Ala Ala Asp
Gln Leu Gly

105

Thr Pro Val
120

Ser Gly Pro
Thr Val Ser
25

Gln Ala Ala
40

Gly Arg Thr
55

Val Asp Thr
Ala Ala Asp
Gln Leu Gly

105

Thr Pro Val
120

-115-

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr
90

Leu

Thr

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr
90

Leu

Thr

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Val

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Val

Val

Ser

Arg

Asn

60

Asn

Val

Tyr

Ser

Val

Ser

Arg

Asn

60

Asn

val

Tyr

Ser

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Ser
125

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Ser
125

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Tyr
110

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Tyr
110

Ser
15

Ser
Trp

Leu

Ser

Cys
95

Gly

Ser
15

Ser
Trp

Leu

Ser

Cys
95

Gly

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Met

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Met



<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Gln
1
Thr
Gly
Trp
Leu
65
Ser

Cys

Val

val

Leu

Tyr

Ile

50

Arg

Leu

Ala

Trp

25
124
PRT
Homo

25

Gln

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Arg

Gly
115

<210>
<211>
<212>

26
125
PRT

<213>

<400>

Gln

Ser

Tyr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Asp

val

Leu

Met

Tyr
50

Gly
Gln

Arg

val

Homo

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Trp

sapiens

Leu
Leu
20

Trp
Tyr
Arg
Leu
Glu

100

Gln

Gln

Thr

Ser

Ile

Val

Asn

85

Ala

Gly

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Gly

val

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

Thr

Gln

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Gly

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Gly

20157

Ser Gly Pro
Thr Val Ser
25

Ile Arg Gln
40

Tyr Ser Gly
55

Ile Ser Val
Val Thr Ala
Gly Asn Ser

105

Thr Val Thr
120

Ser Gly Gly
Ala Ala Ser
25

Gln Ala Pro
40

Gly Ser Thr
55

Ser Arg Asp
Arg Ala Glu
Tyr Phe Gly

105

Thr Thr Val

-116-

Gly
10

Gly
His
Asn
Asp
Ala
90

Ala

Val

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp
90

Ser

Thr

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Tyr

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Gly

Val

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Tyr

Ser

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Tyr

Ser

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Val

Gly
110

Pro

Ser'

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Glu
110

Ser
15

Ser
Leu

Pro

Gln

Tyr
95

Met

Gly
15

Asp
Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Gln

Gly

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Asp

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Met



115
<210> 27
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 27

Asp Ile Leu Met Thr
1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Gly Trp Tyr Gln
35

Tyr Ala Ala Ser Ser
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Phe Ala Thr
85

Thr Phe Gly Pro Gly
100

<210> 28
<211> 106
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 28

Glu Ile val Met Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu
20

Leu Val Trp Tyr Gln
35

Tyr Gly Ala Ser Thr
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Phe Ala Val
85

Phe Gly Gln Gly Ser
100

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu
70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Lys

20157

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Arg

Ala

55

Phe

Tyr

Val

-117-

120

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Asn

Thr

Cys

Glu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Asp
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Ile

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Lys

125

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Pro

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Arg
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Thr



<210> 29
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 29
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val
Leu Gly Trp
35
Tyr Ala Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe
Thr Phe Gly
<210> 30
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo
<400> 30
Glu Ile Vval
1
Glu Arg Ala
Leu Ala Trp
35
Tyr Gly Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe
Trp Thr Phe
<210> 31
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo

sapiens

Met

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

sapiens

Met

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gln

sapiens

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu
70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu
70

Tyr

Gly

20157

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Thr

-118-

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Lys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Val
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Ile

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Pro

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Thr



<400> 31

Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Ile Gln
Arg Val
Gly Trp

35
Ala Ala
50
Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

<210> 32
<211> 107
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 32

Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Ile Gln
Arg Val
Gly Trp

35
Ala Ala
50
Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

<210> 33
<211> 107
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 33

Met Thr
Thr Ile
20

Tyr Gln
Ser Ser
Gly Thr
Ala Thr

85

Gln Gly
100

sapiens

Met Thr
Thr Ile
20

Tyr Gln
Ser Ser
Gly Thr
Ala Thr

85

Gly Gly
100

sapiens

Gln

Thr

Gln

Phe

Gly
70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu
70

Tyr

Thr

20157

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Gln
55
Phe

Tyr

Lys

-119-

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leﬁ

Leu

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Leu



Asp Ile Gln Met Thr
Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Gly Trp Tyr Gln
35

Tyr Ala Ala Ser Ser
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Phe Ala Thr
85

Thr Phe Gly Gly Gly
100

<210> 34
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 34

Asp Ile Gln Met Thr
1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Gly Trp Tyr Gln
35

Tyr Ala Ala Ser Ser
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Phe Ala Thr
85

Thr Phe Gly Gly Gly
100

<210> 35
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu
70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu
70

Tyr

Thr

20157

Ser Pro Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Leu

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

1 5

-120-

10

15



Asp

Leu

Tyr

ser

65

Glu

Thr

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

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

<400>

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

36
107
PRT
Homo

36

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Phe

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

val
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

37
108
PRT
Homo

37

Glu Ile Vval

1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

Thr
20

Tyr

ser

Ala

Gly
100

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

sapiens

Met

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

sapiens

Met

Thr
20

Tyr

Thr
5

Leu

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu
70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu
70

Tyr

Thr

20157

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gln Ser Pro

Ser Cys Arg

Gln Lys Pro

-121-

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Vval

Leu Thr

Leu Gln

90

Glu Ile
105

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Gly
Pro
Ser
60

Ser

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ala Thr Leu Ser Val

10

Ala Ser Gln Ser Val

25

Arg Asn Asp
30

Arg Leu Ile
Phe Ser Gly
Leu Gln Pro

80

Tyr Pro Leu
95

Ser Val Gly
15

Arg Ser Trp
30

Leu Leu Ile
Phe Ser Gly
Leu Gln Pro

80

Phe Pro Arg
95

Ser Pro Gly
15

Ser Ser Asn
30

Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile



35

Tyr Gly Ala
50

Gly Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Trp Thr Phe
<210> 38
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 38

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

35
Tyr Gly Ala
50

Ser
65

Gly Ser

Glu Asn Phe

Thr Phe Gly

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

39
112
PRT
Homo
<400> 39

Asp Ile Vval
1

Gln Pro Ala
Asp Gly Lys
35

Pro Gln Leu
50

Ser Thr
Gly Thr
Ala Val

85

Gly Gln
100

sapiens

Met Thr

Thr
20

Leu
Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

Val
85

Ala

Gly Gly
100

sapiens

Met Thr
5

Ser Ile
20

Thr Tyr

Leu Ile

Arg

Ala
70

Tyr

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu
70

Tyr

Thr

Gln

Ala

Leu

Tyr

20157

Ala
55
Phe

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Thr

Cys

Tyr

Glu
55

40

Ala

Thr

Cys

Lys

Pro

Arg

Pro

40
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Val
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu
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Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Ile Gln Leu
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Glu Ile Val
1
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Leu Ala Trp
35
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65
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1
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Gln

Ser

Gln

Arg

Asp
70

Ser Pro
Cys Arg
Lys Pro

40
Ala Thr
55
Phe Thr
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Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Thr Ser
20 25 . 30
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35 40 45
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85 90 95
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Trp
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