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

(19)  Cong hoa xa hoi chii nghia Viét Nam (VN)  (11) ||II|I|||I|||I|III|||IIIIIl\IIIIIIIII\II|||II|||||||I|
CcucC sG HOU TRI TUE 1-0021415

(51)7 CO7K 16/24, A61K 39/395, C12N 15/24, (13) B
A61K 47/68, 39/00

(21) 1-2012-01093 (22) 26.10.2010

(86) PCT/US2010/054148 26.10.2010 (87) WO02011/056600 12.05.2011

(30) 61/254,982 26.10.2009 US
61/381,287 09.09.2010 US

(45) 25.07.2019 376 (43) 26.11.2012 296

(73) Amgen Inc. (US) ‘
One Amgen Center Drive, Thousand Oaks, California 91320, United States of
America

(72) TOWNE, Jennifer, E. (US), CHENG, Janet, D. (US), O'NEILL, Jason, C. (US),
ZHANG, Yu (US), SUN, Yu (CN), CERNE, Heather (US), PIPER, Derek, E. (US),

. KETCHEM, Randal, R. (US)
(74) Cong ty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) PROTEIN IvJIEN KET KHANG NGUYEN LIEN KET VOI IL-23 CUA NGUOI VA
DUGC PHAM CHUA PROTEIN NAY

(57) Séng ché& d¢ cap dén protein lién két khang nguyén lién két véi IL-23 cia
nguoi. Ngoai ra, sdng ché con dé cap dén dugc phadm chia protein lién két khing
nguyén, phan tir axit nucleic phan lap dugc ma héa mot hodc ca hai viing thay
déi cua protein lién két khang nguyén, vecto phan lap dugc chita phan tir axit
nucleic, t€ bao chu phan 1ap dugc chda phan tir axit nucleic va/hodc vecto, va

phuong phdp san xudt protein lién két khiang nguyén nay.



21415

Linh vic ky thuit dwogc dé cip

Séang ché dé cap dén protein lién két khang nguyén lién két v6i IL-23, cu thé 13 IL-23
nguyén gbc ctia ngudi. Sang ché con d& cap dén phén tir axit nucleic phan 1ap dwoc ma héa
mot hodc c4 hai viing thay dbi cia protein lién két khang nguyén, vecto phén lap dugc chira
phan tr axit nucleic, té bao chu phén 13p dugc chira phan tr axit nucleic Vﬁ/hoé.c vecto.
Ngoai ra, sang ché d& cap dén phuong phap san xuat protein lién két khang nguyén va ducc

phim chira p-otein lién két khang nguyén nay.
Tinh trang k§ thuét ciia sing ché

Interleukin 23 (IL-23), mdt xytokin heterodime, 13 chat kich thich xytokin giy viém
hiéu nghiém. IL-23 ¢6 lién quan dén xytokin heterodime interleukin 12 (IL-12), ca hai déu
c¢6 chung ciu triic du6i phén tir p40. Trong IL-23, cdu tric dudi phan tir p19 doc nhit duoc
lién két cong hoa tri v6i clu trac dudi phan tir p40. Trong IL-12, cdu tric dudi phan tir doc
nhét 12 p35 (Oppmann et al., Immunity, 2000, 13: 713-715). Protein IL-23 hetercdime dugc
tit ra. Gidng nhu IL-12, IL-23 duoc bidu hién bdi cac té bao trinh dién khang nguyén (nhu
t& bao dudi gai va dai thuc bao) dé dap ung lai tic nhan kich thich hoat héa nhu s nbi
CD40, chét cha vén thu thé gidng Toll va tic nhén giy bénh. IL-23 lién két thu thé
heterodime bao gdm ciu trac dudi phan tir IL-12RB1 (c6 chung véi thu thé IL-12) va ciu
trac du6i phan tir ddc nhét cua thy thé, 1 IL-23R. Thu thé IL-12 bao gém IL-12Rp1 va IL-
12RB2. IL-23 lién két thu thé heterodime ctia n6 va truyén tin hiéu qua JAK2 va Tyk2 dé
hoat hoa STATI, 3, 4 va 5 (Parham et al., J. Immunol. 2002, 1£8:5699-708). Céu tric dusi
phan tir cta thy thé duoc ddng biéu hién chi yéu & céc i€ bao T ghi nhé hodc da hoat hoa va
t& bao an mdi ty nhién, va véi lugng nhd hon 3 t€ bao dudi gai, bach civ. don nhan to, dai
thuc béo, té bao tiéu thin kinh dém, té bao keratin va nguyén bao soi hoat dich. IL-23 va IL-
12 tac déng 1én céc tap hop té bao T khac nhau va déng vai trd khéc nhau déng ké in vivo.

IL-23 tac dOng 16 c4c té bao T ghi nhd va da hoat hoa va 1am ting ty 18 sdag sot va
su m& rong tap heyp té bao T, Th17. Cée € bao Thi7 san xuat xytokin gy viém bao gom
IL-€, IL-17, TNFa, IL-22 vA GM-CSF. IL-23 ciing tic dong 1én t& bao in mdi tw nhién, té

bac doi gai va dai tihwre bao dé kich thich sy biéu hién xytokin gdy viém. Khong giorg nhu
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IL-23, IL-12 kich thich sy biét hoa cia té bao T CD4+ nguyén thuy (naive CD4+ T cell)
thanh t€ bao tic dong san xuit IFNy Thl trudng thanh, va kich thich chirc ning té bao an
mdi ty nhién (NK) va té bao T gy doc té bao bing cach kich thich viéc san xuét IFNy. Céc
té bao Th1 dugc didu tiét bai IL-12 trude ddy duge cho 13 phan nhém cua té bao T giy bénh
& nhiéu bénh ty mién, tuy nhién, nhidu nghién ctru trén dong vét gdn ddy & mau bénh viém
rudt, bénh vay nén, bénh viém khép va bénh da xo cing, trong d6 su déng gop cu thé cua
IL-12 so véi IL-23 duge d4nh gi4, dd khing dinh chic chén rang IL-23, chir khong phai 1a
IL-12, 12 yéu t6 diéu tiét then chdt trong bénh tw mién/bénh viém (Ahern et al., Immun. Rev.
2008 226:147-159; Cua et al., Nature 2003 421:744-748; Yago et al., Arthritis Res and
Ther. 2007 9(5): R96). IL-12 duogc tin 1 déng vai trd thiét yéu trong viéc phat trién cac dap
ng mién dich bao vé bidm sinh va mién dich thich tng di v6i nhidu tc nhan gy bénh va
virut ndi bao va trong viéc kiém soat mién dich khéi u. Xem tai liéu Kastelein, et al., Annual
Review of Immunology, 2007, 25: 221-42; Liu, et al., Rheumatology, 2007, 46(8): 1266-73;
Bowman et al., Current Opinion in Infectious Diseases, 2006 19:245-52; Fieschi and
Casanova, Eur. J. Immunol. 2003 33:1461-4; Meeran et al., Mol. Cancer Ther. 2006 5: 825-
32; Langowski et al., Nature 2006 442: 461-5. Nhu vy, su (rc ché déc hiéu IL-23 (khong trc
ché IL-12 hoic ciu triic dudi phan ti p40 c6 chung) cin phéi c6 profin db an toan tiém ning

virot trdi so véi tdc dung tre ché kép cia IL-12 va IL-23.

Do vay, viéc st dung chéit ddi khang ddc hi¢u IL-23 ma {rc ché IL-23 cta ngudi (nhu
khang thé lién két véi it nhit cu trac dudi phan tir p19 doc nhit hoic lién két vé6i ca chu
trac dudi phan tir p19 va ciu trac dudi phan tir p40 cia IL-23) va khong e ché IL-12 cin
phai tao ra hiéu qua ngang bing hoic 16n hon so v&i chét d6i khang IL-12 hodc chat dbi
khang p40 ma khéng c6 nguy co tiém 4n nao lién quan dén su &rc ché IL-12. Khéng thé ctia
chu6t, khang thé duge 1am giéng vé6i khang thé ctia ngudi va khang thé bidu hién thé thyc
khuén dugc chon d& e ché IL-23 tai tb hgp da dugc mo ta; vi du xem patent M§ 7,491,391,
W01999/05280, W0O2007/0244846, W0O2007/027714, W0O2007/076524, W0O2007/147019,
W02008/103473, W02008/103432, W02009/043933 va W02009/082624. Tuy nhién, cin
phai c6 chit tri liu hoan toan ciia ngudi ma c6 thé e ché IL-23 nguyén gbc ciia ngudi.
Chét tri liéu nay dic hiéu & mic d6 cao dbi v6i dich, ddc biét 13 in vivo. Tac dung & ché
dich in vivo hoan toan c6 thé giup tao ra ché phim véi liéu thdp hon, viéc ding iidu it
thuong xuyén hon va/hodc hiéu qua hon, tir d6 gitp giam chi phi va ting hiéu qua. Sang ché
d8 xuét chét d6i khang IL-23 nhu vay.
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Ban chit ky thuét ciia sang ché

Séng ché dé xuit protein lién két khang nguyén lién két v6i IL-23, cu thé 13 IL-23
nguyén gbc ciia ngudi. Protein lién két khang nguyén IL-23 ciia ngudi c6 thé 1am giam, trc
ché, can tré va/hoic diéu bién it nhit mot trong sé cac dap ung sinh hoc lién quan dén IL-
23, va nhu viy, hitu dung dé lam thuyén giam tic dong cia bénh hoic rdi loan lién quan dén
IL-23. Protein lién két khang nguyén IL-23 c6 thé dugc st dung, vi dy, dé lam giam, e ché,
can tr& va/hodc didu bién su truyén tin hiéu IL-23, sy hoat héa IL-23 cta té bao Thl7, su

hoat héa IL-23 ciia t& bao NK hoic su kich thich san xuét xytokin gy viém.

Sang ché con d& xut hé biéu hién, bao gdm dong té bao, dé san xudt prctein lién két
khang nguyén IL-23 va phuong phap chdn doan va diéu tri bénh lién quan dén IL-23 cua
nguoi. '

Mot sb protein lién két khang nguyén lién két v6i IL-23 duge dé xult chtra it nhét
mot Vl‘mg thay dbi chudi nang chira CDRH1, CDRH2 va CDRH3 duoc chon tir nhém bao
gém: CDRH1 ma khéc biét béi khong nhidu hon mot dot bién thé, dot bién cai xen hodc dot
bién khuyét axit amin so v6i CDRH1 thé hién trong bang 3; CDRH2 ma khéc biét béi
khong nhiéu hon ba, hai hosic mét dot bién thé, dot bién cai xen va/hodc dot bién khuyét axit
amin so véi CDRH2 thé hién trong bang 3; CDRH3 ma khéc biét bai khong nhidu hon ba,
hai hodc mét d6t bién thé, d6t bién cai xen va/hodc dot bién khuyét axit amin so véi CDRH3
thé hién trong bang 3; va chira it nhit mot ving thay dbi chudi nhe chita CDRL1, CDRL2
va CDRL3 dugc chon tir nhém bao gdm: CDRL1 ma khac biét bdi khéng nhidu hon ba, hai
hodic mot ddt bién thé, dot bién cai xen va/hoic dot bién khuyét axit amin so véi CDRLI thé
hién trong bang 3; CDRL2 ma khéc biét boi khong nhiéu hon mot dot bién thé, dot bién cai
xen hodc dot bién khuyét axit amin so v6i CDRL2 thé hién trong bang 3; CDRL3 ma khac
biét béi khong nhidu hon mét ddt bién thé, dot bién cai xen hodc dot bién khuyét axit amin
so véi CDRL3 thé hién trong bang 3. Theo mot phwong 4an, sang ché d& xuét protein lién két
khang nguyén phén lap duge chira:-CDRH1 dugc chon tir nhém bao gdm c4c trinh tir néu
trong SEQ ID NO: 91, 94, 97, 100 va 103; CDRH2 dugc chon tir nhém bao gém c4c trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 92,95, 98, 101, 104, 107 va 110; CDRH3 dugc chon tir nhom bao
gdm céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 93, 96, 99, 102 va 105; CDRL1 duoc chon tir nhém
bao gém cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 62, 65, 68, 71 va 74; CDRL2 dugc chon tir
nhém bao gém cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 63, 66, 69, 72, 75 va 78; va CDRL3
dugc chon tr nhém bao gém cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 64, 67, 70 va 73. Theo
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phuong 4n khac, sang ché d& xuét protein lién két khang nguyén phan 1dp dugc chira:
CDRH1 duogc chon tir nhdém bao gém cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 91, 106, 109, 112
va 115; CDRH2 dugc chon tir nhom bao gém c4c trinh ty néu trong SEQ ID NO: 113, 116,
118, 120, 121 va 122; CDRH3 duogc chon tir nhém bao gém céc trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 108, 111, 114, 117 va 119; CDRL1 dugc chon tir nhom bao gém cé4c trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 77, 80, 83, 85, 86, 87, 88, 89 va 90; CDRL2 la SEQ ID NO: 81; va CDRL3
dugce chon tir nhém bao gdm cac trinh tyr néu trong SEQ ID NO: 76, 79, 82 va 84. Theo
phuong 4n khac, sang ché @& xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap duoc chira it nhit
mdt ving thay déi chudi ning va it nhat mot viing thay dbi chudi nhe. Theo mot phuong 4n
khac nira, séng ché dé xuét protein lién két khang nguyén phan lap dugc néu trén ma chia it
nhét hai viing thay ddi chudi ning va it nhit hai viing thay dbi chudi nhe. Theo mét phuong
4n khic nira, sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén phén 1ap duge trong d6 protein

lién két khang nguyén nay dugc gin véi nhém danh diu.

Sang ché con dé xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap dwoc lién két voi IL-23
dugc chon tir nhém bao gdm: a) protein lién két khang nguyén c6 CDRHI néu trong SEQ
ID NO: 129, CDRH2 néu trong SEQ ID NO: 132, CDRH3 néu trong SEQ ID NO: 136, va
CDRL1 néu trong SEQ ID NO: 123, CDRL2 néu trong SEQ ID NO: 81 va CDRL3 néu
trong SEQ ID NO: 76; b) protein lién két khang nguyén c6 CDRH1 néu trong SEQ ID NO:
131, CDRH2 néu trong SEQ ID NO: 134, CDRH3 néu trong SEQ ID NO: 137, va CDRL1
néu trong SEQ ID NO: 124, CDRL2 néu trong SEQ ID NO126 va CDRL3 néu trong SEQ
ID NO: 128; ¢) protein lién két khang nguyén c¢6 CDRHI néu trong SEQ ID NO: 130,
CDRH2 néu trong SEQ ID NO: 133, CDRH3 néu trong SEQ ID NO: 99, va CDRLI1 néu
trong SEQ ID NO: 68, CDRL2 néu trong SEQ ID NO: 69 va CDRL3 néu trong SEQ ID
NO: 67; va d) protein lién két khang nguyén c6 CDRHI néu trong SEQ ID NC: 91, CDRH2
néu trong SEQ ID NO: 135, CDRH3 néu trong SEQ ID NO: 138, va CDRL1 néu trong SEQ
ID NO: 125, CDRL2 néu trong SEQ ID NO: 127 va CDRL3 néu trong SEQ ID NO: 64.

Séang ché con d& xuét protein lién két khang nguyén phén lap duoc lién két voi IL-23
chira it nhit mét viing thay dbi chudi ning va it nhat mot ving thay d6i chudi nhe dwgc chon
tir nhém bao gdm: ving thay ddi chudi ning chira cac gbe axit amin 31-35, 50-65 va 99-113
néu trong SEQ ID NO: 31; va ving thay dbi chudi nhe chira cic gbc axit amin 23-36, 52-58
va 91-101 néu trong SEQ ID NO: 1; viing thay ddi chudi ning chira cac gbc axit amin 31-
35, 50-65 va 99-110 néu trong SEQ ID NO: 34 va ving thay ddi c_hu5i ning chira cac gbc
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axit amin 31-35, 50-66 va 99-110 néu trong SEQ ID NO: 36; va vung thay ddi chubi nhe
chtra céc gbc axit amin 23-36, 52-62 va 97-105 néu trong SEQ ID NO: 4; ving thay dbi
chudi niang chtra cac gdc axit amin 31-35, 50-66 va 99-114 néu trong SEQ ID NO:.38; va
viing thay ddi chudi nhe chira cc gbc axit amin 23-34, 50-61 va 94-106 néu trong SEQ ID
NO: 7; viing thay dbi chudi ning chira cac gbc axit amin 31-35, 50-66 va 99-114 néu trong
SEQ ID NO: 40; va ving thay ddi chudi nhe chira cac gc axit amin 24-34, 50-56 va 94-106
néu trong SEQ ID NO: 9; viing thay dbi chubi ning chira cic gbc axit amin 31-35, 50-66 va
99-114 néu trong SEQ ID NO: 42; va ving thay d6i chudi nhe chira cic gbc axit amin 23-
34, 50-61 va 94-106 néu trong SEQ ID NO: 11; viing thay dbi chudi ning chira cic gbc axit
amin 31-35, 50-65 va 98-107 néu trong SEQ ID NO: 44; va ving thay dbi chudi nhe chira
céc gdc axit amin 24-34, 50-56 va 89-97 néu trong SEQ ID NO: 13; ving thay dbi chudi
ning chira cac gbc axit amin 31-37, 52-67 va 100-109 néu trong SEQ ID NO: 46 hoic SEQ
ID NO: 153; va viing thay dbi chudi nhe chira cac gbc axit amin 24-34, 50-56 va 89-97 néu
trong SEQ ID NO: 15; ving thay ddi chudi ning chtra cac gbc axit amin 31-37, 52-67 va
100-109 néu trong SEQ ID NO: 48; va ving thay ddi chudi nhe chtra cac gbe axit amin 24-
34, 50-56 va 89-97 néu trong SEQ ID NO: 17; ving thay ddi chudi ning chira cac gbc axit
amin 31-37, 52-67 va 101-109 néu trong SEQ ID NO: 50; va ving thay d6i chudi nhe chura
céc gbc axit amin 24-34, 50-56 va 89-97 néu trong SEQ ID NO: 19; ving thay dbi chudi
ning chira cac gbc axit amin 31-35, 50-65 va 98-107 néu trong SEQ ID NO: 52; va ving
thay ddi chudi nhe chira cac gdc axit amin 24-34, 50-56 va 98-107 néu trong SEQ ID NO:
21; viing thay dbi chudi ning chira cc gdc axit amin 31-37, 52-67 va 100-109 néu trong
SEQ ID NO: 54; va ving thay ddi chudi nhe chita cac gdc axit amin 24-34, 50-56 va 89-97
néu trong SEQ ID NO: 23; ving thay dbi chudi ning chira cac gbc axit amin 31-37, 52-67
va 100-109 néu trong SEQ ID NO: 56; va ving thay dbi chudi nhe chira cic gbc axit amin
24-34, 50-56 va 89-97 néu trong SEQ ID NO: 25; va ving thay ddi chudi ning chira cic gbe
axit amin 31-37, 52-57 va 100-109 néu trong SEQ ID NO: 58; va ving thay ddi chudi nhe
chtra cac gbc axit amin 24-34, 500-56 va 89-97 néu trong SEQ ID NO: 27.

Sang ché d& xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap dwoc lién két voi IL-23
chira ving thay dbi chudi ning va ving thay d6i chudi nhe, trong d6 trinh ty ving thay dbi
chudi nang khéc biét boi khong nhiéu hon 13, 12, 11, 10,9, 8, 7, 6, 5,4, 3, 2 hodc 1 ddt bién
thé, dot bién thém va/hodic dot bién khuyét axit amin so véi trinh tw ving thay dbi chudi

ning thé hién trong bang 2; va trong d6 trinh ty ving thay dbi chudi nhe khéc biét boi
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khong nhiéu hon 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 hodc 1 dot bién thé, dot bién thém
va/hodc dot bién khuyét axit amin so véi trinh ty ving thay dbi chudi nhe thé hién trong

bang 1.

Séang ché con dé xuét proteih lién két khang nguyén phan lap duoc lién két voi IL-23
dugc chon tir nhém bao gdm: a) ving thay ddi chudi ning néu trong SEQ ID NO: 140 va
viing thay dbi chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 30; b) ving thay ddi chudi ning néu trong
SEQ ID NO: 141 va ving thay d6i chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 61; c) ving thay dbi
chudi ning néu trong SEQ ID NO: 142 va ving thay dbi chudi nhe néu trong SEQ ID NO:
4; va d) ving thay ddi chudi ning néu trong SEQ ID NO: 143 vi ving thay dbi chudi nhe
néu trong SEQ ID NO: 139.

Sang ché con dé xuét protein lién két khang nguyén phén 1ap dugc chtra ving thay
d6i chudi ning c6 trinh tu axit amin c6 d6 dong nhét trinh tw it nhét 1a 90%, 95%, 96%,
97%, 98% hodc 99% so v6i SEQ ID NO: 31, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56 va
58; va ving thay dbi chudi nhe c6 trinh ty axit amin c6 dd ddng nhét trinh tyr it nhét 1a 90%
50 V6i SEQID NO: 1, 4, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25 va 27. Theo phuong 4n khéc,
protein lién két khang nguyén phan 1ap dugc chira viing thay d6i chudi niing dugc chon tir
nhom bao gém cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 va 153, va
vung thay d6i chudi nhe dugc chon tir nhém bao gdm céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:
13, 15, 17, 19, 21, 23, 25 va 27. Theo mdt phuong 4n khéc nira, protein lién Két khéang
nguyén phén 14p dwgc chira viing thay dbi chudi ning dugc chon tir nhém bao gdm cAc trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 31, 34, 36, 38, 40 va 42, va vung thay d6i chudi nhe duge chon tir
nhom bao gém céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1,4,7,9 va 11.

Séang ché con d& xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap dugc lién két vai IL-23
chira viing thay d6i chudi ning va ving thay d6i chudi nhe duge chon tir nhém bao gdm: a)
ving thay di chudi ning néu trong SEQ ID NO: 31 va viing thay ddi chudi nhe néu trong
SEQ ID NO: 1; b) ving thay dbi chudi ning néu trong SEQ ID NO: 34 hoic 36 va ving
thay dbi chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 4; ¢) ving thay d6i chudi ning néu trong SEQ ID
NO: 38 va ving thay di chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 7; d) ving thay dbi chudi ning
néu trong SEQ ID NO: 40 va viing thay d6i chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 9; e) ving
thay ddi chudi ning néu trong SEQ ID NO: 42 va ving thay ddi chudi nhe néu trong SEQ
ID NO: 11; f) ving thay dbi chudi ning néu trong SEQ ID NO: 44 v ving thay dbi chudi
nhe néu trong SEQ ID NO: 13; g) vung thay dbi chudi ning néu trong SEQ ID NO: 46 hoic
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SEQ ID NO: 153 va ving thay dbi chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 15; h) ving thay dbi
chudi ning néu trong SEQ ID NO: 48 va ving thay ddi chud: ahe néu troag SEQ ID NO:
17; 1) ving thay d6i chudi ning néu trong SEQ ID NO: 50 va viing thay ddi chudi nhe néu
trong SEQ ID NO: 19; j) viing thay ddi chudi ning néu trong SEQ ID NO: 52 va ving thay
d6i chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 21; k) ving thay dbi chudi ning néu trong SEQ ID
NO: 54 va viing thay d6i chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 23; 1) viing thay dbi chudi ning
néu trong SEQ ID NO: 56 va vung thay d6i chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 25; va m)
viing thay d6i chudi ning néu trong SEQ ID NO: 58 va ving thay d6i chudi nhe néu trong
SEQ ID NO: 27.

Séang ché con dé xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap duoc lién két v6i IL-23
clia ngudi, trong d6 phan rap ndi bao phu tao thanh khi protein lién két khang nguyén lién
két v6i IL-23 ctia ngudi chira cac vi tri gbe tiép xuc 30, 31, 32, 49, 50, 52, 53, 56, 92 va 94
néu trong SEQ ID NO: 15, trong d6 cac vi tri gbc tiép xtic ¢6 gid tri chénh 1éch 16n hon hogc
bing 10 A2 khi x4c dinh theo dién tich bé mit tiép xtic dung mdi. Theo mét phwong 4n, cic
vi tri gbc tiép xtic bao gbm céc gbe 31-35, 54, 58-60, 66 va 101-105 néu trong SEQ ID NO:
46.

Sang ché con d& xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap duoc lién két véi IL-23
clia ngudi, trong d6 phan rap nbi bao phu tao thanh khi protein lién két khang nguyén lién
két voi IL-23 ctia ngudi chira cac vi tri gbe tiép xtc 31-34, 51, 52, 55, 68, 93 va 98 néu
trong SEQ ID NO: 1, trong d6 c4c vi tri gbe tiép xtic c6 gi4 tri chénh 1éch 16n hon hoic bang
10 A2 khi x4c dinh theo dién tich bé mit tiép xtc dung médi. Theo médt phwong 4n, cac vi tri
gbc tiép xic bao gdm cac gbe 1, 26, 28, 31, 32, 52, 53, 59, 76, 101, 102 va 104-108 néu
trong SEQ ID NO: 31.

Sang ché con dé xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap duge lién két véi IL-23
cuia ngudi, trong d6 khi protein lién két khang nguyén nay lién két v6i IL-23 ctia ngudi, thi
protein lién két khang nguyén nay & khoang cach 5 A hoic ngén hon ké tir cac gbe 32-35,
54, 58-60, 66 va 101-105 néu trong SEQ ID NO: 46, khi x4c dinh theo k¥ thuit tinh thé hoc -
tia X. Theo mot phuong 4n, protein lién két khang nguyén nay & khoang cach 5 A hoic
ngén hon ké tir cac gbc 31-35, 54, 56, 58-60, 66 va 101-105 néu trong SEQ ID NO: 46.

Séang ché con d& xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap dugc lién két v6i IL-23

clia ngudi, trong d6 khi protein lién két khang nguyén nay lién két v6i IL-23 clia ngudi, thi
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protein lién két khang nguyén ndy & khoang céch 5 A ho#c ngén hon ké tir cac gbc 30-32,
49, 52, 53, 91-94 va 96 néu trong SEQ ID NO: 15, khi xac dinh theo k¥ thust tinh thé hoc
tia X. Theo mot phuong 4n, protein lién két khang nguyén nay & khoang cach 5 A hogc

ngén hon ké tir cac gbe 30-32, 49, 50, 52, 53, 56, 91-94 va 96 néu trong SEQ ID NO: 15.

Sang ché con dé xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap duoc lién két voi IL-23
ctia ngudi, trong d6 khi protein lién két khang nguyén nay lién két véi IL-23 cua nguoi, thi
protein lién két khang nguyén nay & khoang cach 5 A hodc ngin hon ké tir cac gbc 26-28,
31, 53, 59, 102 va 104-108 néu trong SEQ ID NO: 31, khi x4c dinh theo k¥ thuét tinh thé
hoc tia X. Theo mdt phwong 4n, protein lién két khang nguyén nay & khoang cach 5 A hoic
ngin hon ké tir cac gdc 1, 26-28, 30-32, 52, 53, 59, 100 va 102-108 néu trong SEQ ID NO:
31.

Sang ché con d& xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap duoc lién két véi IL-23
clia ngudi, trong d6 khi protein lién két khang nguyén nay lién két v6i IL-23 cua ngudi, thi
protein lién két khang nguyén ndy & khoang céch 5 A hoic ngin hon ké tir cac gbe 31-34,
51, 52, 55, 68 va 93 néu trong SEQ ID NO: 1 khi x4c dinh theo k§ thuét tinh thé hoc tia X.
Theo mdt phwong an, protein li€n két khang nguyén ndy & khoang cach 5 A hoic ngén hon
ké tir c4c gbe 29, 31-34, 51, 52, 55, 68, 93 va 100 néu trong SEQ ID NO: 1.

Sang ché con d& xuét protein lién két khang nguyén phéan l4p dugc néu trén, trong do
protein lién két khang nguyén nay 1a khang thé. Theo mét phuong 4n, sang ché dé xuit
protein lién két khang nguyén phén 1ap dugc, trong d6 khang thé 13 khang thé don dong,
khang thé tai tb hop, khang thé cia ngudi, khang thé dugc 1am gidng véi khang thé cua
ngudi, khang thé kham, khang thé da dic hiéu hodc manh khang thé cua ching. Theo
phuong 4n khéc, sang ché dé xuét protein lién két khang nguyén phén 1ap dugc, trong d6
manh khéng thé 12 manh Fab, manh Fab’, manh F(ab’),, manh Fv, doan Fv chudi don dang
dime (diabody) ho#c phén tir khang thé chudi don. Theo mdt phwong an khéc nita, sang ché
dé xuét protein lién két khang nguyén phan lap dugc, trong d6 protein lién két khang
nguyén nay 1a khang thé ciia ngudi. Theo mot phwong 4n khic, séng ché dé xuét protein lién
két khang nguyén phan l4p dugc, trong d6 protein lién két khang nguyén nay 1a khang thé
don dong. Theo phuong an khéc, sang ché @ xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap
dugc, trong d6 protein lién két khang nguyén nay thudc typ IgG1, 1gG2, IgG3 hoic IgG4.
Theo mdt phuong 4n khéc nita, sang ché @& xuit protein lién két khang nguyén phén lap
dugc, trong d6 protein lién két khang nguyén nay thudc typ IgG1 hoic IgG2.
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Sang ché cling @& xuét phan tir axit nucleic phan 14p dwoc ma hoa protein lién két
khang nguyén néu trén. Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét phan tir axit nucleic phén lap
dugc, trong d6 it nhit mot viing thay dbi chudi ning duwgc ma héa boi phén ti; axit nucleic
dugc phan 13p dugce chon tir nhém bao g(“)m cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 32, 35, 37,
39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59 va 152 va it nhit mét ving thay ddi chudi nhe dugc
ma hoda bdi phan tir axit nucleic phan 13p dugc dugce chon tir nhém bao gE‘.)m céc trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 2, 5, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 va 28. Theo phuong an khac,
sang ché d& xuét phan tr axit nucleic trong d6 phan tir axit nucleic nay duogc lién két c6 didu
khién véi trinh tu kiém soét. Theo phuong an khéc, sang ché dé xuét vecto chtra phan tir axit
nucleic néu trén. Theo mdt phwong 4n khac nita, sang ché dé xuét té bao cha chua phén tir
axit nucleic néu trén. Theo phuong 4n khac, sang ché dé xuét té bao chu chiza vecto néu
trén. Theo mdt phuong 4n khéc nita, sang ché dé xuét polynucleotit phan 1ap dugc thich hop
d& str dung 1am mAu do lai, doan mdi PCR hoic doan mdi x4c dinh trinh ty ma 13 mot méanh

cua phén tir axit nucleic néu trén hodc phén bo thé cia n6.

Sang ché con dé xuét phuong phap san xuét protein lién két khang nguyén néu trén,
bao gdm budc tao ra protein lién két khang nguyén nay tir t€ bao cha tiét ra protein lién két

khang nguyén nay.

Sang ché con @& xuét protein lién két khang nguyén phén l4p duogc lién két véi IL-23
clia ngudi, trong d6 phan rap ndi bao phu tao thanh khi protein lién két khang nguyén lién
két v6i IL-23 clia ngudi chira vi tri gbc tiép xtic ndm trong cac gdc 46-58, vi tri gbc tiép xtc
nim trong cdc gbc 112-120 va vi tri gbc tiép xic nim trong cic gbe 155-163 cua chu tric
dudi phan tir IL-23p19 ciia ngudi néu trong SEQ ID NO: 145, trong d6 vi tri gdc tiép xuc
ndy c6 gia tri chénh 1éch 16n hon hozc bing 10 A? khi x4c dinh theo dién tich b& mit tiép
xuc dung méi. Sang ché dé xult mét phuong 4n trong d6 phan rap ndi bao phi tao thanh khi
protein lién Kkét khang nguyén lién két voi IL-23 cua ngudi chira mot, hai, ba, bdn, nam, séu,
bay, tam, chin, mudi, mudi mot, mudi hai hodc mudi ba vi tri géc tiép XUC ndm trong cac
géc 46-58, mdt, hai, ba, bdn, nam, sau, bay, tdm, chin hodc mudi vi tri g(")c tiép x0ic ndm
trong cac géc 112-120, va mot, hai, ba, bbn, nim, sau, bay, tdm hodc chin vi trf gbc tiép xuc
ndm trong céc gbc 155-163 ciia cu tric dudi phan tir IL-23p19 clia ngudi néu trong SEQ
ID NO: 145. Sang ché dé xult phuong 4n khac trong d6 phéan rap ndi bao phi tao thanh khi
protein lién két khang nguyén lién két v6i IL-23 ciia ngudi chira vi tri gbe tiép xtic nim

trong cdc gbc 121-125 clia cu tric dudi phan tit IL-23p40 clia ngudi ndu trong SEQ ID
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NO: 147. Sang ché dé xuét phuong 4n lién quan trong d6 phan rap ndi bao phu tao thanh khi
protein lién két khang nguyén lién két v6i IL-23 clia ngrdi chira mot, hai, ba, bén hodc nim
vi tri gbc tiép xtic ndm trong cac gbc 121-125 ciia cAu triic dudi phan tir IL-23p40-cia nguoi
néu trong SEQ ID NO: 147. Sang ché dé xuit phwong 4n khéc trong d6 phin rap ndi bao
ph tao thanh khi protein lién két khang nguyén lién két voi IL-23 ciia ngudi chira cc vi tri
gdc tiép xtic 46, 47, 49, 50, 53, 112-116, 118, 120, 155, 156, 159, 160 va 163 néu trong
SEQ ID NO: 145. Sang ché d& xuit phuong 4n khac trong d6 phéan rap néi bao phu tao
thanh khi protein lién két khang nguyén lién két v6i IL-23 ctia ngudi chira cac vi tri gbc tiép
xac 46, 47, 49, 50, 53, 112-118, 120, 155, 156, 159, 160 va 163 néu trong SEQ ID NO: 145.
Sang ché d& xuit phuong an khéc trong d6 phén rap nbi bao phii tao thanh khi protein lién
két khang nguyén lién két voi IL-23 clia ngudi chira cac gbe 46, 47, 49, 50, 53-55, 57, 58,
112-116, 118-120, 155, 156, 159, 160, 162 va 163 néu trong SEQ ID NO: 145. Sang ché d&
xuét phwong 4n lién quan trong d6 phén rép ndi bao phi tao thanh khi protein lién két khan g
nguyén lién két v6i IL-23 ctia ngudi chira vi trf gbe tiép xtic 122 ciia cAu tric dudi phén tir
IL-23p40 clia ngudi néu trong SEQ ID NO: 147. Sang ché d& xuét phwong 4n lién quan
khéc trong d6 phan rap ndi bao phii tao thanh khi protein lién két khang nguyén lién két véi
IL-23 ctia ngudi chira cac vi tri gde tiép xtic 122 va 124 clia cAu trac dudi phan tir IL-23p40
clia ngudi néu trong SEQ ID NO: 147. Sang ché dé xuit phuong 4n lién quan khic nira
trong d6 phén rap nbi bao phi tao thanh khi protein lién két khang nguyén lién két véi IL-23
clia ngudi chira céc vi tri gbe tiép xic 121-123 va 125 cia céu tric dudi phan tir IL-23p40
ctia ngudi néu trong SEQ ID NO: 147. Sang ché dé xult phuong 4n lién quan khac nita
trong d6 phin rap ndi bao phu tao thanh khi protein lién két khang nguyén lién két véi IL-23
ctia ngudi chira cac vi tri gbe tiép xtc 121-123, 125 va 283 clia cdu tric dudi phan tir IL-

23p40 ciia ngudi néu trong SEQ ID NO: 147.

Sang ché con dé xuét protein lién két khang nguyén phén 1ap duoc lién két voi IL-23
clia ngudi, trong d6 khi protein lién két khang nguyén nay lién két v6i IL-23 clia ngudi, thi
protein lién két khang nguyén ndy & khoang cach 5 A hoic ngén hon ké tir gbc ndm trong
cac gbc 46-58, ké tir gbc ndm trong cac gbc 112-123 va ké tir gbc nim trong cac gbe 155-
163 cua ciu triic dudi phan ti IL-23p19 ciia ngudi néu trong SEQ ID NO: 145, khi x4c dinh
theo k¥ thuat tinh thé hoc tia X. Theo mdt phuong 4n, khi protein lién két khang nguyén nay
lién két voi IL-23 cua ngudi, thi protein lién két khang nguyén ndy & khoang cach 5 A hoic

ngan hon ké tir mét, hai, ba, bon, ndm, su, by, tdm, chin, mudi, muwdi mot, mudi hai hodc
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muoi ba géc nam trong céc géc 46-58, ké tir mot, hai, ba, bdn, nim, séu, bay, tdm, chin hodc
muoi géc ném‘trong céc géc 112-123 va ké tir mot, hai, ba, bon, nim, su, bay, tdm hodc
chin gbc ndm trong cac gbc 155-163 cua cdu tric dudi phan tir IL-23p19 ciia ngudi néu
trong SEQ ID NO: 145. Theo phuong 4n khéc, khi protein lién két khang nguyén nay lién
két voi IL-23 cta ngudi, thi protein lién két khang nguyén ndy & khoang cach 5 A hodc
ngin hon ké tir cac gbc 46-50, 113-116, 120, 156, 159, 160 va 163 néu trong SEQ ID NO:
145. Theo phuong 4n khéac, khi protein lién két khang nguyén nay lién két v6i IL-23 cia
ngudi, thi protein lién két khang nguyén niy & khoang céch 5 A hoic ngén hon ké tir cac
gbc 46-50, 112-120, 156, 159, 160 va 163 néu trong SEQ ID NO: 145. Theo phuong 4n lién
quan, khi protein lién két khang nguyén nay lién két véi IL-23 clia ngudi, thi protein lién két
khang nguyén nay & khoang cach 5 A hozc ngin hon ké tir cac gbe 46-50, 53, 112-120, 156,
159, 160 va 163 néu trong SEQ ID NO: 145. Theo phuong 4n khac, khi protein lién két
khéang nguyén nay lién két voi IL-23 ctia ngudi, thi protein lién két khang nguyén nay &
khoang céch 5 A hoic ngén hon ké tir cac gbc 46-50, 53-55, 58, 113-116, 120, 121, 156,
159, 160, 162 va 163 néu trong SEQ ID NO: 145. Theo phuong an lién quan, khi protein
lién két khang nguyén nay lién két véi IL-23 clia ngudi, thi protein lién két khang nguyén
nay & khoang cach 5 A hoic ngin hon ké tir cac gbc 46-51, 53-55, 57, 58, 112-116, 118-
121, 123, 155, 156, 159, 160, 162 va 163 néu trong SEQ ID NO: 145. Theo phuong an
khéc, khi protein lién két khang nguyén nay lién két v&i IL-23 ciia ngudi, thi protein lién két
khang nguyén nay & khoang cach 5 A hodc ngén hon ké tir gbc ndm trong céc gbc 121-125
cia ciu trac dudi phan tir IL-23p40 cia ngudi néu trong SEQ ID NO: 147, khi x4c dinh
theo k§ thuat tinh thé hoc tia X. Theo phuong 4n lién quan, khi protein lién két khang
nguyén ndy lién két véi IL-23 clia nguoi, thi protein lién két khang nguyén niy & khoang
cach 5 A hodc ngin hon ké tir cac gdc 122 va 124 néu trong SEQ ID NO: 147. Theo phuong
an khéc, khi protein lién két khang nguyén nay lién két v6i IL-23 ciia ngudi, thi protein lién
két khang nguyén nay & khoang cach 5 A hoic ngin hon ké tir cac gbc 121-123 va 125 néu
trong SEQ ID NO: 147.

Séang ché con d& xuét protein lién két khang nguyén phan 1ap duge néu trén, trong d6
protein lién két khang nguyén nay c6 it nhit mot dic tinh dugc chon tir nhém bao gdm: a)
lam giam hoat tinh IL-23 cla ngudi; b) lam gidm sy san xuét xytokin gy viém; c) lién két
v6i IL-23 cia ngudi véi Kp < 5x10° M; d) ¢6 tdc dd Kosr < 5x1076 1/s; va e) c6 ICso < 400

pM.
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Séng ché dé xult duge phim chira it nhit mot protein lién kAt khéng nguyén néu trén
va tA dugc dugc dung. Theo mot phuong an, dugc phidm duge dé xuét con chira nhém dénh
du hodc nhém tic dong. Theo mdt phwong 4n khac nita, sang ché d& xuét dugc phim trong
d6 nhém danh diu duoc chon tir nhém bao gdm chét danh diu ddng vi, chit danh diu c6 tir
tinh, gbc c6 hoat tinh oxy héa-khir, chit nhudm quang hoc, nhém dugc biotinyl héa va
epitop polypeptit di xac dinh truée duge nhan dién bing chét chi thi thir cip. Theo mot
phuong 4n khéc nita, sang ché dé xuit d&c_rc phéni trong d6 nhém tdc dong dwoc chon tir
nhém bao gém chét ddng vi phong xa, nuclit phéng xa, doc t6, nhom tri liéu va nhém hoéa tri
liéu.

Séang ché con @ xuét phuwong phap diéu tri hoc ngin ngira tinh trang bénh lién quan
dén IL-23 & bénh nhan, trong d6 phuong phap niy bao gdm budc sir dung cho bénh nhan
cdn didu trj hodc ngin ngira lugng hiru hidu cta it nhit mot protein lién két khang nguyén
phan 1ap dugc néu trén. Theo mdt phwong 4n, sang ché d& xuit phuong phap trong d6 tinh
trang bénh dugc chon tir nhém bao gém bénh vi€m, bénh thép khép, bénh tu mién, bénh
ung thu va bénh da day-rudt. Theo mdt phuong 4n khéc nita, sang ché dé xuét phuong phap
trong do6 tinh trang bénh dugc chon tir nhdm bao gém bénh da xo cing, bénh viém khép
dang thdp, bénh ung thu, bénh vay nén, bénh viém rudt, bénh Crohn, bénh viém loét dai
trang, bénh luput ban 46 hé théng, bénh viém khép vay nén, bénh viém co tim tw mién;
bénh d4i thdo dudng typ 1 va bénh viém cot séng dinh khép. Theo mot phwong an khac,
sang ché d& xudt phuong phap trong d6 protein lién két khang nguyén phan 1ap duoc duge
st dung & dang ri€ng 1é hodc & dang trj li€u két hop.

Sang ché con dé xudt phuong phép 1am gidm hoat tinh IL-23 & bénh nhén, trong d6 .
phwong phap nay bao gdm buéc st dung lwgng hitu hidu cia it nhit mot protein lién két
khang nguyén néu trén. Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuit phrong phap lam giam hoat
tinh IL-23, trong d6 hoat tinh IL-23 nay kich thich sy san xuét xytokin gy viém.

M5 ta viin tit cac hinh Vé

Fig.1A: Két qua cta thir nghiém v& chét chi thi STAT-luxiferaza str dung IL-23 ti tb
hop ctia ngudi. T4t ca cac khang thé déu rc ché hoan toan IL-23 tai t& hop clia ngudi.

Fig.1B: Két qua cua thir nghiém vé chét chi thi STAT-luxiferaza sir dung IL-23
nguyén gbc ctia ngudi. Chi mot nira sé khang thé ma trc ché hoan toan IL-23 t4i t§ hop cia

ngudi 12 c6 thé e ché hoan toan IL-23 nguyén gbc clia ngudi.
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M5 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuét hop phén, bd kit va phuong phép lién quan dén protein lién két
khang nguyén IL-23, bao gdm phan tir d6i khang IL-23, nhu khang thé khang IL-23, méanh
va din xult ctia n6, vi dy, khang thé khang IL-23 d6i khang, manh hodc din xuit cia no.
Sang ché con d& xuét polynucleotit, va din xuit va manh clia né, chira trinh tu axit nucleic
ma hoé cho toan bd hoic mét phin cia polypeptit ma lién két voi IL-23, vi du, polynucleotit
mi héa toan bd hodc mdt phén cua khang thé khéng IL-23, méanh hoic din xuét cta no,
plasmit va vecto chira axit nucleic ndy, va té bao hodc dong té bao chtra polynucleotit
va/hogic vecto va plasmit ndy. Phuong phap dugc dé xuit bao gdm, vi dy, phuong phép san
xuét, nhan dién hodc phén lap protein lién Kkét khang nguyén IL-23, nhu khing thé khang
IL-23, phuong phap x4c dinh xem phén tir ndy c6 lién két v6i IL-23 hay khong, phuong
phap xé4c dinh xem phén tir ndy c6 dbi khang IL-23 hay khong, phuong phdp san xuat hop
phan, nhu dugc phim, chira protein lién két khang nguyén IL-23 va phuong phép st dung
protein lién két khang nguyén IL-23 cho dbi twong, vi dy, phuong phap didu tri tinh trang
bénh dugc diéu tiét bai IL-23 va phuong phap dbi khang hoat tinh sinh hoc cua IL-23, in

vivo hoac in vitro.

Trir khi c6 quy dinh khéc, cac thudt ngt khoa hoc va k¥ thuét dung trong ban mé ta
ndy c6 cAc nghia nhu thuong dugc hidu boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§
thuat. Ngoai ra, trir khi vin canh c6 yéu ciu khac, thuat ngit dang sb it ciing bao gbm ca
dang s6 nhiéu va thuat ngit dang s6 nhiéu ciing bao gbm ca dang sb it. Tuong tw, céc danh
phép va k§ thuét dugc st dung li€n quan dén viéc nudi céy t€ bao va mo, sinh hoc phén tt,
mién dich hoc, vi sinh vét hoc, di truyén hoc va hoa hoc protein va axit nucleic va phép lai
néu trong ban mé ta nay 13 di biét rd va thudng dugc st dung trong linh vye. Cac phuong
phap va k¥ thuat theo séang ché thudng duoc thuc hién theo cac phuong phap thong thudng
da biét 13 trong linh vuc va di duge md ta trong céc tai liéu tham khao téng quat va chuyén
sau hon duge vién din va thio luin trong ban md ta ndy, trir khi c6 quy dinh khac. Xem tai
li€u, vi dy, Sambrook et al., Molecular Cloning: Laboratory Manual, 3rd ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001) va Ausubel et al., Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992), va Harlow and Lane
Antibodies: Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. (1990). Phan tng enzym va k§ thuat tinh ché dugc thyuc hién theo huéng din cia nha

san xuét, nhu thudng duoc thuc hién trong linh vie hodc nhu dugc néu trong ban mé ta nay.
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Céc thuat ngit va k§ thuit va quy trinh phong thi nghiém dugc st dung lién quan dén hoa
hoc phén tich, héa hitu co tng hop va hoa y hoc va héa duge néu trong ban mé ta nay 1a da
biét 13 va thuong dugc sir dung trong linh vire. K§ thudt tiéu chuin c6 thé dugc sir dung dé
téng hop hoa chét, phan tich héa chét, didu ché, bao ché va dua dugc phém vao co thé va
diéu tri bénh nhan.

Tat ca céc patent va céc tai liéu cong bd khac dugce the hién dugc dua vao ban mo ta
nay mdt cach rd rang bang cach vién dan toan bd ndi dung ciia chiing nham muc dich moé ta
va boc 19, vi du, cac phuong phép dugc md ta trong cac tii liéu cong bd ndy ma c6 thé dugc

sir dung lién quan dén théng tin néu trong ban md ta nay.

Trinh tu polynucleotit va protein ctia cAu tric dudi phén tir p19 clia IL-23 ciia ngudi
(SEQ ID NO: 144 va 145), chu triic dudi phan tir p40 c6 chung (SEQ ID NO: 146 va 147),
chu truc dudi phéan tir hererodime cuia thy thé IL-23 ciia ngudi IL-12RB1 (SEQ ID NO: 150
va 151) va IL-23R (SEQ ID NO: 148 va 149) 1 da biét trong linh vuc, vi du xem, s§ ndp
luu GenBank AB030000; M65272, NM_005535, NM_ 144701, nhw 1a cdc dang tlr cac loai
dong vt c6 via khac. Protein thy thé IL-23 va IL-23 tai td hop bao gdm protein chudi don va
Fc cling nhu t& bao biéu hién thy thé IL-23 di duoc mo ta hodc c6 sin tiri céc nguén co trén
thi truong. (xem, vi du, Oppmann et al., Immunity, 2000, 13: 713-715; R&D Systems,
Minneapolis. Minnesota; United States Biological, Swampscott, Massachusetts;
W02007/076524). IL-23 nguyén gbc ciia ngudi c6 thé dugc thu nhén tir t& bao cia ngudi
nhu t& bao dudi gai bang cach sir dung cac phuong phép da biét trong linh vy, bao gdm céc

phuong phép néu trong ban md ta nay.

IL-23 1a xytokin heterodime chtra cdu trac dudi phan tir p19 doc nhét duoc lién két
cong hoa tri v6i clu tric dudi phén tir p40 c6 chung. Cu triic dudi phan tir p19 c6 bdn xoén
¢ a, “A”, “B”, “C” va “D” trong motif 1én-1én-xubng-xubng dwgc két ndi boi ba thong long
bén trong xoén dc gitta xoin ¢ A va xodn dc B, giita xoin dc B va xoin 6¢ C va giita xoin
8¢ C va xoén 6¢ D, xem tai liéu Oppmann et al., Immunity, 2000, 13: 713-715 va Beyer, et
al., J Mol Biol, 2008. 382(4): 942-55. Xodn éc A va xoén dc D ciia 4 xytokin b6 xoén d¢
duoc tin 13 tham gia vao viéc lién két thy thé. CAu tric dudi phan ti p40 c6 ba mién kep
phién beta, D1, D2 va D3 (Lupardus and Garcia, J. Mol. Biol., 2008, 382:931-941).

Thuét ngit “polynucleotit” bao gdm ca axit nucleic sgi don va axit nucleic sgi kép va
bao gdm ADN hé gen, ARN, mARN, cADN hoic diém bit dau tdng hop hodc t6 hop bat ky
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clia ching ma khong lién quan dén trinh ty thuong dwgc tim thdy trong tw nhién.
Polynucleotit dugc phén 14p chira trinh ty cu thé c6 thé bao gém, ngoai trinh ty cu thé da
néu, trinh ty ma hoda cho 1&€n t6i mudi hodc thdm chi 1€n tdi hai muoi protein khac hodc mot
phén cta ching, hodc c6 thé bao gdm trinh trr diéu hoa duoc lién két c6 didu khién ma kiém
so4t su biéu hién ctia ving ma hoa ciia trinh ty axit nucleic da néu, va/hodic c6 thé bao gbm
trinh tr vecto. Nucleotit chtra polynucleotit ¢6 thé 1 ribonucleotit hoic deoxyribonucleotit
hoic dang dwgc cai bién ciia mot trong hai loai nucleotit nay. Dang ci bién bao gdm dang
cai bién bazo nhu din xuit bromouridin va inosin, dang cai bién riboza nhu 2°,3’-
dideoxyriboza, va dang cai bién lién két lién nucleotit nhw phosphorothioat,
phosphorodithioat,  phosphoroselenoat,  phosphorodiselenoat,  phosphoroanilothioat,

phoshoraniladat va phosphoroamidat.

Thuét nglt “cligonucleotit” c6 nghia 1a polynucleotit chtra 100 nucleotit hoic it hon.
Theo mot s6 phuong 4n, oligonucleotit ¢6 chidu dai ndm trong khoang tir 10 dén 60 bazo.
Theo cac phuong an khéc, oligonucleotit c6 chiu dai 1a 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 hodc
tir 20 dén 40 nucleotit. Oligonucleotit c6 thé 1 s¢i don hoic s¢i kép, vi du, dé sir dung trong
viéc tao cu triic gen dot bién. Oligonucleotit c6 thé 1a oligonucleotit c6 nghia hodc dbi
nghia. Oligonucleotit c6 thé chira chit danh ddu c6 thé phat hién dwoc, nhu chit danh déu
phoéng xa, chit danh ddu huynh quang, hapten hodc chit d¢anh ddu khéng nguyén, dé ding
trong thtt nghiém phét hién. Oligonucleotit c6 thé duoc st dung, vi dy, 1am doan mdi PCR,

doan moi tach dong hodc mau do lai.

Thuat nglt “polypeptit” hodc “protein” c6 nghia 1a dai phén tir c6 trinh ty axit amin
clia protein nguyén gdc, tirc 14 protein dugc san xuét bsi té bao cb trong tr nhién va khong
tai t hop; hodc duge san xuit béi té bio tai td hop hodc dugc thiét ké di truyén, va bao gdm
phén tir ¢6 trinh tu axit amin cia protein nguyén gbc, hodc phan tir c6 mdt hodc nhidu dot
bién khuyét, d6t bién cai xen va/hoic dot bién thé géc axit amin cta trinh tu ty nhién. Thuét
ngit nay con bao gdm polyme axit amin trong d6 mét hoic nhiéu axit amin 1a thé twrong tu
héa hoc cda axit amin va polyme c6 trong tu nhi€n tuong Gng. Thuit nglt “polypeptit” va
“protein” bao ham protein lién két khang nguyén IL-23 (nhu khang thé) va trinh tw c6 mét
hodc nhidu dot bién khuyét, dot bién thém va/hodic d6t bién thé gc axit amin cia trinh tyr
protein lién két khang nguyén. Thudt ngt “manh polypeptit” chi polypeptit c6 dot bién
Kkhuyét dAu tan amino, dot bién khuyét du tan carboxyl va/hodc dot bién khuyét bén trong

0 v6i protein nguyén goc nguyén chi€u dai. Manh nay ciing c6 the chira axit amin dugc cai
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bién so véi protein nguyén gbc. Theo mét s6 phuong an nhét dinh, manh c6 chiéu dai nim
trong khoang tir khoang 5 dén 500 axit amin. Vi dy, manh c6 thé c6 chiéu dai it nhit $, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 50, 70, 100, 110, 150, 200, 250, 300, 350, 400
ho#ic 450 axit amin. Manh polypeptit hitu dung bao gdm ménh c6 chirc ning mién dich cua
khang thé, bao gdm mién lién két. Trong trudng hop protein lién két khang nguyén IL-23,
nhu khang thé, ménh hitu dung bao gbém, nhung khéng giéi han &, mot hoic nhidu ving
CDR, mién thay di cta chudi ning hoic chudi nhe, moét phin cia chudi khang thé, mot

phén ctia ving thay d6i bao gdm it hon ba CDR, va dang tuong tu.

“Axit amin” c6 nghia thong thudng ctia nd trong linh vyc. Hai muoi axit amin cé
trong ty nhién va tén viét tit cia chung tuén theo cach sir dung thong thudng. Xem tai liéu
Immunology-A Synthesis, 2nd Edition, (E. S. Golub and D. R. Gren, eds.), Sinauer
Associates: Sunderland, Mass. (1991). Chét ddng phén 1ap thé (vi dy, D-axit amin) cta hai
muoi axit amin thong thudng, axit amin khong tw nhién nhu axit amin dugc thé hai 14n tai vi
tri alpha, N-alkyl axit amin va céc axit amin khong thong thuong khéc cling c6 thé 13 thanh
phén thich hop ctia polypeptit. Vi du vé axit amin khong théng thuong bac gdm: 4-
hydroxyprolin, [gamma]-carboxyglutamat, [epsilon]-N,N,N-trimetyllysin, [epsilon]-N-
axetyllysin, O-phosphoserin, N-axetylserin, N-formylmethionin, 3-metylhistidin, 5-
hydroxylysin, [sigma]-N-metylarginin, va cic axit amin va axit imino twong tw khéc (vi du,
4-hydroxyprolin). Trong ky hi§u polypeptit duwgc st dung trong ban moé ta nay, chiéu bén
tay trai 1a chidu ddu tin amino va chidu bén tay phai 1 chiéu diu tan carboxyl, theo cach
ding tiéu chuin va thong thudng.

AR’

Thuét ngir “protein dugc phan 14p” chi protein, nhu protein lién két khang nguyén (vi
du v& n6 c6 thé 13 khang thé), dwoc tinh ché ra khéi cic protein hoic polypeptit hodc cac
chét tap nhiém khéc ma s& can trd ing dyung tri liéu, chén doan, phong ngira, nghién ctru
hodc ng dung khic cta né. Trong ban md ta nay, “tinh khiét v& co ban” c6 nghia 13 loai
phén t& dugc md ta 12 loai c6 mit chiém wu thé, tirc 12 tinh trén co s& mol né chiém wu thé
hon so vé6i bét ky loai riéng 1é nao khéc trong cling hdn hgp. Theo mot sb6 phuong 4n nhét
dinh, phén tir tinh khiét v& co ban 1 hgp phan trong d6 loai phan tir myc tiéu chiém it nhét
50% (tinh trén co s& mol) clia tit ca cac loai dai phan tir c6 mit. Theo cac phuong 4n khéc,
hop phén tinh khiét v& co ban chiém it nhét 80%, 85%, 90%, 95% hodc 99% clia tht ca cac
loai dai phan tir c6 mit trong hop phén. Theo mét s& phwong 4n nhét dinh, chit ddng nhét

v& co ban duoc tinh ché dén muc do khong thé phat hién duoc loai chit tap nhidm trong hop
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phin bing phuong phép phat hién théng thuong, va nhu vay hop phin nay chi chira duy
nhét loai dai phan tr c6 thé phét hién dugc.

“Bién thé” ctia polypeptit (vi du, protein lién két khang nguyén nhu khang thé) chira
trinh ty axit amin trocng d6 mdt hodc nhiéu géc axit amin dugc cai xen, dugc lam khuyét
va/hodc duoc thé vao trinh tw axit amin so véi trinh tu polypeptit khac. Bién thé bao gdm
protein dung hop. “Dan xuét” cta polypeptit 12 polypeptit dugc bién dbi héa hoc theo cach
khéc vdi bién thé cai xen, khuyét hodc thé, vi dy, bing cach lién hop véi gbc hoa hoc khac.

AR

Thuét ngit “cé trong tw nhién” hodic “nguyén gbc” trong ban md ta nay lién quan dén
vét liéu sinh hoc nhu polypeptit, axit nucleic, té bao chil, va dang trong tw, chi vt liéu tim
thiy duoc trong tw nhién, nhu IL-23 nguyén gbc ciia ngudi. Theo mot s§ khia canh khéc,
séng ché d& xudt protein t4i t hop lién két khang nguyén ma lién két voi IL-23 nguyén géc.
Theo nghia nay, “protein tai t5 hop” 1a protein duge san xut bang cach st dung k¥ thuat tai
t6 hop, tirc 13, thong qua sy bidu hién axit nucleic tai t6 hgp néu trong ban moé ta ne‘ly}. Cac

phuong phép va k§ thuat ding dé san xuét protein t4i td hop 13 da biét 13 trong linh vyc.

Thuét ngit “khang thé” chi globulin mién dich nguyén ven thudc isotyp bit ky, hodc
méanh cta n6 ma c6 thé canh tranh vé6i khang thé nguyén ven dé lién két dic hiéu véi khéng
nguyén dich, va bao goém, vi du, khang thé kham, khang thé dwoc 1am gibng v6i khang thé
ctia ngudi, khang thé hoan toan ctia ngudi va khang thé dic hidu kép. Nhu vay, khang thé 1a
mdt loai protein lién két khang nguyén. Trir khi ¢6 quy dinh khéc, thuat ngit “khang thé”
bao gém, ngoai khang thé chira hai chudi ning nguyén chidu dai va hai chudi nhe nguyén
chidu dai, dn xuét, bién thé, manh va thé dot bién cia chung, vi du vé& ching dugc mé ta
duéi day. Khang thé nguyén ven thudng chia it nhét hai chudi ning nguyén chidu dai va hai
chudi nhe nguyén chidu dai, nhung trong mdt s6 vi du c6 thé chira it chudi hon, nhu khéng
thé c6 trong tw nhién & lac da ma c6 thé chi chira chudi ning. Khéng thé c6 thé co ngudn
gbc tir chi mdt ngudn, hoic ¢ thé 1 “kham”, tirc 13 cac phin khac nhau cua khang thé c6
thé c6 ngudn gdc tir hai khang thé khac nhau nhu néu dudi ddy. Protein lién két khang
nguyén, khang thé hoic manh lién két c6 thé duoc tao ra & té bao lai bing k§ thuat ADN tai

t6 hop hodic biang cach phén cét khang thé nguyén ven bing enzym hoic héa hoc.

Thuét ngtt “manh chirc ning” (hoic don gian 13 “manh”) ctia khang thé hoic chudi
globulin mién dich (chudi ning hoic chudi nhe) trong ban md ta ndy 13 protein lién két

khéng nguyén chtra mdt phén (bét k& phan nay dugc thu nhén hoic dwgc téng hop nhu thé
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nao) ciia khang thé ma thiéu it nhit mot s trong s6 cac axit amin c6 mit trong chudi nguyén
chidu dai nhung c6 kha ning lién két dic hiéu véi khang nguyén. Manh nay c6 hoat tinh
sinh hoc & chd chung lién két dic hiéu véi khang nguyén dich va c¢6 thé canh tranh véi
protein lién két khang nguyén khac, bao gdm khang thé nguyén ven, dé lién két dic hiéu voi
epitop dugc néu. Theo mdt khia canh, méanh nay gift lai it nhét mdt CDR c¢6 mit trong chudi
nhe hozc chudi ning nguyén chiéu dai, va theo mét s phuong 4n chira mdt chudi ning
va/hodic chudi nhe hoic mot phén cia ching. Manh c¢6 hoat tinh sinh hoc c6 thé dugc san
xuit bang k§ thuat ADN tai td hop, hodc ¢ thé duoc san xuét bing cach phan cét protein
lién két khang nguyén, bao gdm khang thé nguyén ven, bing enzym hodc hoéa hoc. Manh
bao gbém, nhung khong gi6i han &, ménh ¢ chirc ning mién dich nhu Fab, Fab', F(ab'), Fv,
khéng thé mién va khang thé chudi don, va c6 thé c6 ngudn gbc tir dong vét c6 via bat ky,
bao gdm, nhung khong gii han &, nguoi, chudt nhét, chudt dudi dai (chudt Rattus), lac da
hodc thé. Sang ché ciing du dinh ring phin chirc ning ciia protein lién két khang nguyén
néu trong ban mo td ndy, vi du, mdt hodc nhiéu CDR, c6 thé dugc lién két cong hoa tri véi
protein thir hai hogc v6i phan tir nhé dé tao ra chit trj liéu nhim dén dich cu thé trong co

thé, c6 dic tinh trj liéu chirc ning kép, hodc c6 thoi gian ban hily trong huyét thanh kéo dai.

Thuat ngit “canh tranh” khi dugc st dung lién quan dén protein lién két khang
nguyén (vi du, protein lién két khdng nguyén trung hoa hogic khang thé trung hoa) c6 nghia
1a su canh tranh giita c4c protein lién két khang nguyén dugc x4c dinh bing thir nghiém
trong d6 protein lién két khang nguyén (vi du, khéng thé hoic méanh c6 chirc ning mién dich
ctia chung) duoc thir nghiém ngin can hoic e ché sy lién két dic hidu cua protein lién két
khéng nguyén tham chiéu (vi du, phdi tir hodc khang thé tham chiéu) véi khang nguyén
chung (vi du, protein IL-23 hoic manh cta ching). Nhidu loai thir nghiém lién két canh
tranh c6 thé dugc sir dung, vi du: thir nghiém mién dich phéng xa (RIA) truc tiép hodc gian
tiép pha rén, thir nghiém mién dich enzym (EIA) truc tiép hodc gian tiép pha rén, thir
nghiém canh tranh kiéu banh kep (sandwich) (xem, vi du, Stahli et al., 1983, Methods in
Enzymology 92:242-253); EIA biotin-avidin truc tiép pha rin (xem, vi dy, Kirkland et al.,
1986, J. Immunol. 137:3614-3619), thit nghiém c6 d4nh déu truc tiép pha rén, thi nghiém
kiéu banh kep c6 danh ddu truc tiép pha rin (xem, vi dy, Harlow and Lane, 1988,
Antibodies, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press); RIA c¢6 danh déu tryc tiép pha
rén st dung chét danh diu I-125 (xem, vi dy, Morel et al., 1988, Molec. Immunol. 25:7-15);
EIA biotin-avidin truc tiép pha rin (xem, vi dy, Cheung, et al., 1990, Virology 176:546-
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552) va RIA c6 danh déu truc tiép (Moldenhaver et ai., 1990, Scand. J. Immunol. 32:77 -82).
Thong thudng, thir nghiém nay bao gdm viéc sir dung khang nguyén da dugce tinh ché lién
két vao bé& mit rin hoic té bao mang protein lién két khang nguyén thir nghiém khong dugc

danh d4u va protein lién két khang nguyén tham chiéu da dwoc danh déu.

Su trc ché canh tranh dugc x4c dinh bing cach x4c dinh lugng chit danh déu lién két
vao bé mit rin hoic té bao trong didu kién c6 mit protein lién két khéng nguyén thi
nghiém. Théng thudng, protein lién két khang nguyén thir nghiém c6 mit véi luong du.
Protein lién két khang nguyén dugc nhén dién bing thir nghiém canh tranh (protein lién két
khang nguyén canh tranh) bao gdm protein lién két khang nguyén ma lién két véi cing
epitop nhu protein lién két khang nguyén tham chiéu va protein lién két khang nguyén ma
lién két v6i epitop 1ién ké du gin véi epitop lién két béi protein lién két khéng nguyén tham

~chiéu sao cho xuét hién su can trd v& mit khong gian. Thong thurong, khi protein lién két
khéng nguyén canh tranh c6 mdt v4i lugng du, né sé& rc ché su lién lét dic hié cta protein
lién két khang nguyén tham chiéu véi khang nguyén chung di it nhit 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70% hodc 75%. Trong mét sb truong hop, sw lién két bj trc ché di it nhit 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% hodc hon.

Thuét ngit "epitop" hodic "phin quyét dinh khang nguyén" chi vi tri trén khang
nguyén ma lién két véi protein lién két khang nguyén. Epitop c6 thé dugc tao ra tir céc axit
amin tiép gidp hodc tir céc axit amin khoéng tiép giap dugce dit canh nhau béi su gép cudbn
béc ba ctia protein. Epitop dugc tao ra tir c4c axit amin tiép giap thudng dugc giit lai khi tiép
xtic v6i dung mdi 1am bién tinh, trong khi epitop dugc tao ra béi sy gép cudn bac ba thuong
bi mét khi xir Iy bing dung médi 1am bién tinh. Phin quyét dinh epitop c6 thé bao gdm nhém
phan tir bé mit c¢6 hoat tinh héa hoc nhu axit amin, chudi bén cta dudng, nhém phosphoryl
hodc sulfonyl, va cé thé c6 céc dic tinh cAu tric ba chidu dic hiéu va/hoac ¢éac dic tinh tich
di¢n ddc hi¢u. Epitop thuong chira it nhit 3, 4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 25, 30, 35 axit amin & c4u trac khong gian doc nhét. Epitop ¢6 thé dugc x4c dinh

bang cach sir dung cic phwong phép da biét trong linh vuc.
Protein lién két khang nguyén IL-23

“Protein lién két khang nguyén” trong ban mé ta nay cé nghia I3 protein lién két
d3ic hiéu v6i khang nguyén dich cu thé; khang nguyén dugc néu trong ban mé ta nay 1a IL-

23, cu thé 1a IL-23 ciia ngudi, bao gdm IL-23 nguyén gbc clia ngudi. Protein lién két khang
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nguyén néu trong ban mo ta ndy twong tac véi it nhit mot phan cia cdu triic dudi phén tir
p19 doc nhét cta IL-23, lién két theo cach c6 thé phat hién duge véi IL-23; nhung khong
lién két & bat ky mirc d6 quan trong nao véi IL-12 (vi dy, cdu tric dudi phan tir p40 va/hodc
p35 cua IL-12), do d6 “khéng trc ché IL-12”. Do vay, protein lién két khang nguyén néu
trong ban mo ta ndy c6 kha ning gy anh hudng dén hoat tinh IL-23 ma khong c6 nguy co
tiém 4n nao vé viéc co6 thé xay ra sy @c ché IL-12 hoic ciu triic dudi phan tir p40 c6 chung.
Protein lién két khang nguyén c6 thé giy anh huéng dén kha ning ciia IL-23 trong viée
tuong tac v6i thy thé ctia nd, vi du bang cach gdy anh hudng dén su lién két voi thu thé, nhu
bing cach can trd su két hop véi thu thé. Cu thé, protein lién két khang nguyén nay 1am
giam, trc ché, can tré hoic diéu bién hoan toan hoic mdt phin mot hodc nhidu hoat tinh sinh
hoc ctia IL-23. Sy trc ché hoic sy trung hda nay phé v dép Gng sinh hoc trong diéu kién c6
mit protein lién két khang nguyén so véi dép tmg khi khéng c6 mit protein lién két khéng
nguyén va co thé xé4c dinh dugc bing cach st dung cac thir nghiém da biét trong linh vic va
dugc néu trong ban md ta nay. Protein lién két khang nguyén néu trong ban mo ta nay tc
ché sy san xuét xytokin gy viém gay ra béi IL-23, vi du su san xuét IL-22 giy ra béi IL-23
trong té bao méu toan phan va sy biéu hién IFNy gay ra béi IL-23 & t& bao NK va t& bao
mau toan phin. Sy giam hoat tinh sinh hoc ¢6 thé 13 khoang 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% hodc hon.

Protein lién két khang nguyén c6 thé bao gdm mot phdn ma lién két véi khéng
nguyén va, tily ¥, phan gian gido hoc khung ma cho phép phan lién két khang nguyén tuén
theo mot cu triic khong gian ma thic dy sy lién két protein lién két khang nguyén véi
khang nguyén. Vi du v& protein lién két khang nguyén bao gdm khang thé, manh khang thé
(vi du, phén lién két khéhg nguyén cia khang thé), din xuét khang thé va thé twong tu
khang thé. Protein lién két khang nguyén c6 thé bao gdm gian gido protein thay thé hosic
gian gido nhén tao c6 CDR hodc din xudt CDR dugc ghép vio. Gian gido ndy bao gdm,
nhung khong giéi han &, gian gido c6 ngudn gbc tir khang thé chira dot bién dugc dua vao,
vi dy, @ 1am n dinh cu tric ba chiéu cia protein lién két khang nguyén ciing nhu gian
gido téng hop hoan toan chira, vi dy, polyme tuong thich sinh hoc. Xem tai liéu, vi duy,
Korndorfer et al., Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics, (2003) Volume 53,
Issue 1:121-129; Roque et al., Biotechnol. Prog., 2004, 20:639-654. Ngoai ra, chét gia
khéng thé peptit (PAM: peptide antibody mimetic) ¢6 thé dugc st dung, cling nhu gian gido

dua trén co s& chit gia khang thé sir dung thanh phén fibronectin lam gian gido.
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Protein lién két khang nguyén nhit dinh néu trong ban mé ta nay 1a khang thé hoic
~ ¢6 ngudn gbc tir khang thé. Protein lién két khang nguyén nay bao gdm, nhung khéng gidi
han &, khang thé don dong, khang thé dic hiéu kép, khang thé nhé (minibody), khéng thé
mién, khang thé tdng hop, chét gia khang thé, khang thé kham, khang thé duoc 1am gibng
v6i khang thé ctia ngudi, khang thé cia ngudi, thé dung hop khang thé, thé lién hop khang
thé, khang thé chudi don, v manh clia ching, mot cach twong tng. Trong mot s6 vi dy,
protein lién két khang nguyén 1 manh c6 tinh mién dich ctia khang thé (vi du, Fab, Fab’,
F(ab’)2 hodc scFv). Cac céu tric khac dugc md ta va dugc dinh nghia thém trong ban mo ta
nay.

Protein lién két khang nguyén nhit dinh dugc dé xuit c6 thé chira mdt hoic nhiéu
CDR néu trong ban md ta nay (vi du, 1, 2, 3, 4, 5, 6 CDR hoéc hon). Trong mot s6 vi du,
protein lién két khang nguyén ndy chira (a) chu tric polypeptit va (b) mét hoic nhiéu CDR
duoc cai xen va/hodc duge két hop vao cdu trac polypeptit. Cdu tric polypeptit nay c6 thé
¢6 nhiéu dang khac nhau. Vi dy, n6 c6 thé 13, hodc chura, khung cia khéng thé ¢6 trong tu
nhién, hofic méanh hozic bién thé ctia chiing, hodic c6 thé 13 tong hop hoan toan vé ban chit.

Vi du v& céc céu tric polypeptit khac dwgc md ta thém dudi day.

Protein lién két khang nguyén theo séng ché dugc mo ta 1a “lién két ddc hiéu” véi
khang nguyén dich ctia né khi hing sb can bang phéan ly (Kp) < 10® M. Protein lién két
khang nguyén lién két dic hiéu véi khang nguyén véi “4i luc cao” khi Kp <5 x 10° M, va
v6i “4i lyc rit cao” khi Kp < 5 x 101° M. Theo mét phuong 4n, protein lién két khang
nguyén lién két v6i IL-23 clia ngudi v6i Kp < 5 x 1072 M, va theo phuong an khéc nita, né
lién két v6i Kp < 5 x 10713 M. Theo phuong 4n khac clia sang ché, protein lién két khang
nguyén c6 Kp < 5 x 1012 M va Kogr khoang < 5x107 1/s. Theo phwong an khac, Kogr < 5x1077
1/s.

Khia canh khéc cta sang ché dé xudt protein lién két khang nguyén c6 thoi gian ban
huy it nhat 14 mdt ngay in vitro hoic in vivo (vi dy, khi ding cho ngudi). Theo mdt phuong
an, protein lién két khang nguyén c6 thoi gian ban huy it nhét 12 ba ngdy. Theo phuong 4n
khac, khang thé hodc mdt phan cla ching c6 thdi gian ban hiy 13 bbn ngay hodc dai hon.
Theo phrong 4n khac, khang thé hogic mot phén cia ching c6 thdi gian ban hiy 14 tim ngdy
hodc dai hon. Theo phuong &n khéc, khang thé hodc phan lién két khéang nguyén ciia chiing
duoc tao dan xudt hoic duoc bién dbi sao cho no c6 thdi gian ban hiy dai hon so véi khang
thé chua dugc tao din xuit hodc chua dugc bién dbi. Theo phuong 4n khéc, protein lién két
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khang nguyén chira d6t bién diém dé 1am ting thoi gian ban huy trong huyét thanh, nhu
duge mo ta trong WO00/09560.

Theo phwong 4n trong d6 protein lién két khang nguyén dugc st dung cho ung dung
trj liéu, protein lién két khang nguyén nay c6 thé 1am giam, trc ché, can tré hodc didu bién
mot hodc nhiéu hoat tinh sinh hoc caa IL-23, kich thich su san xudt xytokin gdy viém. IL-23
¢ nhidu tac dung sinh hoc khac nhau, c6 thé dugc xé4c dinh béng nhiéu thi nghiém khac
nhau & céc loai té bao khac nhau; vi dy vé thir nghiém nay 13 da biét va dugc néu trong ban
mo ta nay.

Mot s protein lién két khang nguyén dwoc d& xult c6 ciu triic thuong gén lién voi
khang thé c6 trong tw nhién. Pon vi cdu triic ciia khang thé nay thudng chtra mot hoic nhidu
tetrame, mdi tetrame dugc tao ra tir hai cip chudi polypeptit gibng nhau, mic di mot s loai
dong vat c¢6 via con san xuét khang thé c¢6 chi mot chudi niing. Trong khang thé binh thudng,
mdi cip hodc ciip d6i bao gdm mot chudi “nhe” nguyén chiéu dai (theo mot sé phuong an
nhét dinh, khoang 25 kDa) va mdt chudi “ning” nguyén chiéu dai (theo mot sd phuong an
nhéit dinh, khoang 50-70 kDa). M3i chudi globulin mién dich riéng 1& dugc tao ra tir mot sb
“mién globulin mién dich”, m3i mién dwoc tao ra tir khoang 90 dén 110 axit amin va biéu
hién kiéu gip cudn dic trung. Cac mién ndy 13 don vi co ban tao ra polypeptit khang thé.
Phin diu t4n amino ctia mdi chudi thudng chira ving thay dbi chiu trach nhiém nhan dién
khang nguyén. Phin diu tin carboxy dugc bao toan hon vé mit tién héa so v6i ddu con lai
ctia chudi va dugc goi 1a “ving khong d6i” hodc “ving C”. Chudi nhe ciia ngudi thudong
dugc phéan loai thanh chudi nhe kappa va lambda, va mdi chudi chira mot ving thay dbi va
mot ving khéng ddi (CL1). Chudi ning thuong dwoc phan loai thanh chudi mu, delta,
gamma, alpha hoiic epsilon, va ching xé4c dinh isotyp clia khang thé 13 IgM, IgD, IgG, IgA,
va IgE, mdt cach twong tng. IgG c6 mdt s§ typ phu, bao gdm, nhung khong giéi han 6,
IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4. Typ phu IgM bao gém IgM1 va IgM2. Typ phu IgA bao gdm
IgAl va IgA2. O ngudi, isotyp IgA va IgD chira bén chudi ning va bbn chudi nhe; isotyp
IgG va IgE chtta hai chudi ning va hai chudi nhe; va isotyp IgM chita nim chudi ning va
niam chudi nhe. Ving khong d6i chudi ning (CH) thudng chira mdt hodc nhidu mién ma c6
thé chiu trach nhiém cho chirc ning tac dong. S& lugng mién ving khong ddi chudi ning
phu thudc vao isotyp. Mbi chudi ning IgG, vi dy, chira ba mién viing CH dugc goi 1a CHI,
CH2 va CH3. Khang thé dwoc d& xuét c6 thé thudc isotyp va typ phu bit ky trong sb céc
isotyp va typ phu nay, vi duy, protein lién két khang nguyén IL-23 thudc typ phu IgG1, IgG2
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hozic IgG4. Néu IgG4 dugc uu tién, ciing c6 thé mong mubn dua dot bién diém (CPSCP-
>CPPCF) vao ving ban 1& nhu dugc mod ta trong tai liéu Bloom et al., 1997, Protein Science
6:407) dé 1am giam xu hudéng tao thanh lién két disulfua trong chudi H ma c6 thé dan dén su
khong ddng nhat trong khang thé IgG4. Khang thé néu trong ban mé ta ndy thudc mot typ
c6 thé dugc bién dbi thanh typ khic bang cach st dung phwong phap chuyén dbi 16p phu.
Xem tai liéu, vi du, Lantto et al., 2002, Methods Mol. Biol. 178:303-316.

Trong chudi nhe va chudi ning nguyén chidu dai, ving thay dbi va viing khong dbi
dugce két nbi bang ving “J” c6 khoang 12 axit amin hodc nhidu hon, trong d6 chudi ning
con chira ving “D” c6 khoang 10 axit amin hoic nhiéu hon. Xem tai liéu, vi dy,
Fundamental Immunology, 2nd ed., Ch. 7 (Paul, W., ed.) 1989, New York: Raven Press.
Viing thay ddi ctia mdi ciip chudi nhe/chudi ning thudng tao thanh vi tri lién két khang

nguyén.
Ving thay ddi

Céc ving (hoic mién) thay ddi chudi ning va chudi nhe khac nhau néu trong ban méd
t4 ndy dugc thé hién trong bang 1 va 2. Mdi viing thay ddi c6 thé duoc gén, vi dy, vao ving
khong dbi chudi ning va chudi nhe néu trén. Ngoai ra, mdi trinh ty chudi ning va chudi nhe
dugc tao thanh nhu vay c6 thé dugc két hop dé tao thanh cu triic protein lién két khang
nguyén hoan chinh.

Sang ché d& xuét protein lién két khang nguyén chira it nhit mot viing thay dbi chudi
ning (VH) duoc chon tir nhém bao gbm VHI1, VH2, VH3, VH4, VH5, VH6, VH7, VHS,
VH9, VH10, VH11, VHI2, VH13, VH14, VH15 va VH16 vi/hoic it nhit mét ving thay
d8i chudi nhe (VL) duogc chon tir nhém bao gbm VL1, VL2, VL3, VL4, VL5, VL6, VL7,
VL8, VL9, VL10, VL11, VL12, VL13, VL14, VL15 va VL16 dugc thé hién trong bang 1
va 2 dudi day.

M3i ving thay d6i chudi ning dugc liét ké trong bang 2 c6 thé dugc két hop véi
viing thay d6i chudi nhe bat ky trong sb céc ving thay ddi chudi nhe dugc thé hién trong
bang 1 dé tao thanh protein lién két khang nguyén. Trong mot s§ vi du, protein lién két
khéng nguyén chira ft nhit mét ving thay dbi chudi ning va/hodc mdt ving thay dbi chudi
nhe trong s cac viing dugc liét ké trong bang 1 va 2. Trong mot sd vi du, protein lién két
khéng nguyén chira it nhat hai ving thay ddi chudi ning va/hoic ving thay dbi chudi nhe

khéc nhau trong sb cac ving dugc liét ké trong bang 1 va 2. Céc tb hop khac nhau cia céc
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vung thay d6i chudi ning c6 thé duogc két hop vé6i td hop bit ky trong sé cac td hop khéc

nhau ciia c4c ving thay d6i chudi nhe.

Trong cac trudng hop khéc, protein lién két khang nguyén chira hai viing thay ddi
chudi nhe gidng nhau va/hogc hai viing thay dbi chudi ning giéng nhau. Vi dy, protein lién
két khang nguyén c6 thé 13 khang thé hojic manh c6 chirc ning mién dich chira hai ving
thay ddi chudi nhe va hai viing thay dbi chudi ning & dang t6 hop clia cac cap ving thay dbi
chubi nhe va cic cip ving thay dbi chudi ning dugc liét ké trong bang 1 va 2. Vi du vé
protein lién két khang nguyén chira hai ving thay dbi chudi ning va chudi nhe gidng nhau
bao gdm: khing thé A VH14/ VL14; khang thé B VH9/ VL9; khang thé C VH10/ VL10;
khang thé D VH15/ VL15; khéng thé E VH1/ VL1; khang th8 F VH11/ VL11; khang th G

' VH12/ VL12; khang thé H VH13/ VL13; khang thé I VHS/ VL8; khang th J VH3/ VL3;
khang thé K VH7/ VL7, khéng thé L VH4/ VL4; khang thé M VH5/ VL5 v2 khéang thé N
VH6/ VL6.

Mot s6 protein lién két khang nguyén duoc d& xuét chira viing thay d6i chudi ning
vi/hoidc ving thay ddi chudi nhe chtra trinh tir axit amin khéc véi trinh tu coa vung thay dbi
chubi ning va/hodc viing thay dbi chudi nhe dugc chon tir bang 1 va2dochil, 2, 3,4,5,6,
7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 hodc 15 géc axit amin, trong d6 mdi sai khéc trinh tu nay doc lap
la @6t bién khuyét, dot bién cai xen hodc dot bién thé cia mot axit amin. Viung thay dbi
chudi nhe va chudi ning, trong mot sb protein lién két khang nguyén, chira trinh tu axit
amin ma c6 d6 dong nhat trinh ty 13 it nhit 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
- 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% v6i trinh ty axit amin dugc néu trong bang 1 va 2.
Protein lién két khang nguyén khéc, vi du, khang thé hodc manh c6 chirc ning mién dich,
con chra dang viing chudi ning bién thé va/hoic dang ving chudi nhe bién thé nhu duge

néu trong ban mo ta nay.

Thuét ngit “dd déng nhét” chi mbi quan hé gitta céc trinh ty cia hai hodc nhidu phéan
tir polypeptit hodc hai hoc nhidu polynucleotit, dugc x4c dinh bing cich sip hang va so
sanh c4c trinh ty nay. “D6 ddng nhét tinh theo phén trim” c6 nghia 1a ty 18 phén trim céc
gbc gibng nhau gitta cac axit amin ho#ic c4c nucleotit trong cac phén tir dugc so sanh va

dugc tinh duwa trén kich thudc ctia phan tir nho nhét trong s cac phan tir dugc so sanh.
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Dbi véi cac phép tinh nay, khoang trdng trong cac doan sép hang (néu c¢6) phai dugc
giai quyét bang mo hinh toan hoc hodc chuong trinh méy tinh cy thé (tirc 13, “thuat toan™).
Céc phuong phap c6 thé dugc st dung dé tinh toan do déng nhét cua cac axit nucleic hoic
polypeptit dugc sip hang bao gdbm cic phuong phap duwoc bdc 16 trong tai liéu
Computational Molecular Biology, (Lesk, A. M., ed.), 1988, New York: Oxford University
Press; Biocomputing Informatics and Genome Projects, (Smith, D. W., ed.), 1993, New
York: Academic Press; Computer Analysis of Sequence Data, Part I, (Griffin, A. M., and
Griffin, H. G., eds.), 1994, New Jersey: Humana Press; von Heinje, G., 1987, Sequence
Analysis in Molecular Biology, New York: Academic Press; Sequence Analysis Primer,
(Gribskov, M. and Devereux, J., eds.), 1991, New York: M. Stockton Press; va Carillo et al.,
1988, SIAM J. Applied Math. 48:1073.

Khi tinh toan do déng nhét tinh theo ph?m trdm, cac trinh ty dugc so sanh dugc sép
hang theo céach tao ra kha ning bit cip 16n nhét gitta cac trinh ty. Chwong trinh may tinh
ding d2 xé4c dinh d6 ddng nhét tinh theo phan tram 13 g6i chuong trinh GCG, bao gdbm GAP
(Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387; Genetics Corhputer Group, University of
Wisconsin, Madison, WI). Thuat todn mdy tinh GAP dugc st dung dé sép hang hai
polypeptit hodc polynucleotit ma cin xé4c dinh do déng nhét trinh ty tinh theo phén tram cho
chung. Céc trinh ty dugc sép hang dé bt cédp t8i wu cac axit amin hodc nucleotit tuong Ung
cua ching (“nhip bét cdp”, dugc xac dinh bdi thuit todn). Piém phat m¢ khoang tréng
(duogc tinh 13 3x dudng chéo trung binh, trong d6 “dudng chéo trung binh” 1a gia tri trung
binh cta dudng chéo cua ma trin so sanh dugc st dung; “dudng chéo” 1a diém sb hodc con
s6 duogc gan cho mdi bét cip axit amin hoan hao bdi ma tran so sanh cu thé) va diém phat
mo r(f)hg khoang tréng (thudng bing 1/10 1an diém phat mé khoang tréng), cling nhu ma
trdn so sanh nhu PAM 250 hoic BLOSUM 62 dugc sir dung két hop véi thuat toan. Theo
cac phuong én nhét dinh, ma trin so sénh tiéu chuin (xem tai liéu Dayhoff et al., 1978,
Atlas of Protein Sequence and Structure 5:345-352 vé ma trin so sanh PAM 250; Henikoff
et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:10915-10919 v& ma trin so sanh BLOSUM

62) cling dugc sir dung béi thuat toan.

Céc thong sb dugc d& nghi dé x4c dinh d9 ddng nhat tinh theo phin trim cho cac
polypeptit hodc céc trinh tr nucleotit st dung chuong trinh GAP 12 nhu sau: thuit toan:
Needleman et al., 1970, J. Mol. Biol. 48:443-453; ma trdn so sanh: BLOSUM 62 tir tai li€u
Henikoff et al., 1992, néu trén; diém phat m& khoang tréng: 12 (nhung khong c6 diém phat
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cho céc khoang tréng d4u mut), diém phat chiéu dai khoang tréng: 4, ngudng cua do tuong
ty: 0. Mot sb so dd sip hang nhét dinh dé sép hang hai trinh tu axit amin c6 thé tao ra su bét
cip cia chi mot viing ngin cla hai trinh ty va ving nho dugc sép hang nay c6 thé c6 do
ddng nhét trinh tw rt cao mic dit khong c6 mbi quan hé déng ké gitra hai trinh tw nguyén
chiéu dai. Nhu véy, phuong phap sép hang dwoc chon (chwong trinh GAP) ¢6 thé duge didu
chinh néu mong muén dé tao ra doan sép hang trai dai it nhit 50 axit amin tiép giap cua

polypeptit dich.

Ving thay @i chudi ning va chudi nhe néu trong ban md ta nay chia trinh ty lién
{tng c6 ngudn gde tir nhém cac protein lién két khang nguyén lién quan. Trinh tw axit amin
clia ving thay dbi chudi ning va chudi nhe dugc phan tich vé d6 twong tw. Bén nhém ndi
bat 1én, mot nhém cb ving thay ddi chudi nhe kappa, (V&9/ VL9, Vu10/ VL10, Va11/ V11,
Vu13/ Vi13, Vul4/ ViL14 va Vul5/ VL15) va ba nhém c6 ving thay ddi chudi nhe lambda:
nhom lambda 1 (VuS/ VLS, Vu6/ VL6 va Vu7/ VL7), nhom lambda 2 (Vu3/ Vi3 va Vud/
Vi4) va nhém lambda 3 (Vul/ VL1 va Vu2/ Vi2). Dong mam chudi nhe dugc thé hiéa bao
gbdm VK1/A30 va VK1/L19. Dong mim chudi nhe lambda dwoc thé hién bao gdm VL1/1e,
VL3/3p, VL5/5¢ va VL9/9a. Dong mim chudi ning dwoc thé hién bao gém VH3/3-30,
VH3/3-30,3, VH3/3-33, VH3/3-48, VH4/4-31 va VH4/4-59. Trong ban md ta nay, “trinh tu
lién tng” chi trinh ty axit amin c6 céc axit amin bdo toan chung gifta cac trinh tu va cac axit
amin thay ddi ma khac nhau giita céc trinh ty axit amin dugc néu. Trinh ty lién g c6 thé
dugc xé4c dinh bang cach phan tich phat sinh loai tiéu chuén déi voi ving thay dbi chudi nhe

va chudi ning twong tmg v&i protein lién két khang nguyén IL-23 néu trong ban md ta nay.

Trinh ty lién @ng ving thay d6i chudi nhe dbi v6i nhém kappa 1a
DX1QX2TQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGX;3X4SX5WXsAWYQQKPGX7APXSLLIYA
ASSLQSGVPSRFSGSXeSGTX10FTLTISSLQPX11DFATYX12CQQANSFPFTFGPGTKV
DX13K (SEQ ID NO: 30) trong 6 X1 dugc chon tir I hodc S; X, duec chon tir M hoidc L; X3
dugc chon tir G hodc V va X4 dugce chon tir S, F hoac I; X5 dugc chon tir S hodc G; Xs duoc
chon tir F hodc L; X7 dugc chon tir K hodc Q; Xg dugc chon tirK, N hodc S; X9 dugc chon tir
G hodc V; Xi0 dugc chon tir D hoac E, X11 dugce chon tir E hodc A; Xi2 dugce chon tir Y hodc
F; va Xi3 dugc chon tirI, V hoiac F.

Trinh tu lién tmg ving thay ddi chudi nhe d6i véi nhém lambda 1 1a
QPXiLTQPPSASASLGASVTLTCTLX>SGYSDYKVDWYQX3;RPGKGPRFVMRVGTG
GX4VGSKGX5GIPDRFSVLGSGLNRX(LTIKNIQEEDESDYHCGADHGSGX7NFVYVF
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GTGTKVTVL (SEQ ID NO: 61) trong d6 X1 dugc chon tir V hodc E; X3 duge chon tir N
hodc S; X3 dugc chon tir Q hodc L va X4 dugc chon tir I hodc T; X5 dugce chor: tir D hoic E;

Xe dugc chon tir Y hodc S; va X7 dugce chon tir S hodc N.

Trinh ty lién Gng wving thay ddi chudi nhe d6i v6i nhém lambda 3 1a
QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNX1GAGYDVHWYQQX,PGTAPKLLIYGSX;
NRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLSGWVFGGGTX4RLT
VL (SEQ ID NO: 139) trong d6 X1 dugce chon tir T hodc I; X» dugc chon tir V hodc L; X3
duogc chon tir G hodc N va X4 duge chon tir R hodc K.

Trinh ty lién Gng ving thay d6i chudi ning d6i vdi nhém kappa 1a
QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSIXi1SGGYY WX, WIRQHPGKGLEWIGX3IX4
YSGX5X6YYNPSLKSRX7TXsSVDTSXoNQFSLX10LSSVTAADTAVYYCAX11X12RGX 13
YYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 140) trong d6 X1 dugc chon tir N hodc S; X»
dugc chon tir S hodc T; X3 duge chon tir Y hodc H va X4 dugce chon tir Y hodc H; Xs duge
chon tr S hoac N; X¢ dugce chon tir S hodc T; X7 duogc chQn tir V hodc I; Xs duge chon tirI
hodc M; X9 dugc chon tir K hodc Q; Xi0 duge chon tir K hodc S; Xi1 dugc chon tir R hodc
K; X2 dugc chon tir D hodc N; va X3 dugce chon tir H, F hoic Y.

Trinh ty lién tng ving thay ddi chudi ning d6i v6i nhém lambda 1 1a
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCX1X2SGFTFSX3X4SMNWVRQAPGKGLEWVSYISS
X5SSTX6YX7ADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRDEDTAVYYCARRIAAAGX;sXo9
X10YYYAX11DVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 141) trong d6 Xi dugce chon tir A hodc
V; X3 duge chon tir A hodc V; X3 dugce chon tir T hodc S va X4 dugce chon tir Y hoic F; Xs
dugc chon tir S hodc R; X duge chon tir R hoiic I; X7 dugc chon tir H, Y hoic I; Xs duoc
chon tir P hodc G; Xy dugce chon tr W hodc F; X0 dugce chon tir G hodc H va Xi1 dugc chon
te M héac L.

Trinh ty lién tng ving thay ddi chudi ning d6i v6i nhém lambda 2 1a
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYXiMHWVRQAPGKGLEWX,X3VISX4
DGSX5KYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERTTLSGSYF
DYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 142) trong d6 X; dugc chon tir G hodc A; X2 duoc
- chon tr V hodc L; X3 dugc chon tir A hodc S va X4 dugce chon tir F hodc H va Xs dugc chon

tir L hodc I.
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Trinh tu lién (mg ving thay dbi chudi ning ddi v6i nhém lambda 3 13
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYD
GSNX;YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDRGYX2SSWYP
DAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO: 143) trong d6 X1 dugc chon tir E hodc K va X,

dugc chon tir T hoéc S.
Ving quyét dinh b thé

Ving quyét dinh b thé hodc “CDR” dugc cai vao trong khung trong ving thay ddi
chudi ning va chudi nhe trong d6 chiing tao thanh viing chju trach nhiém lién két va nhan
dién khang nguyén. Mién thay ddi ctia chudi globulin mién dich cta cing mét loai, vi dy,
thuong c6 cdu trac tdng thé tuong ty; chua viing khung (FR) twong d6i bao toan duge két
ndi bdi cac vimg CDR siéu bién. Protein lién két khang nguyén c6 thé c¢6 1, 2, 3, 4, 5, 6
CDR hoic nhidu hon. Ving thay déi néu trén, vi du, thuong chira ba CDR. CDR tir viing
thay ddi chudi ning va Vﬁng thay d6i chudi nhe thudng dugc sap ha‘mg.theo ving khung dé
tao thanh c4u tric lién két diic hidu trén khang nguyén dich (vi du, IL-23). Tir ddu tan N dén
d4u tan C, ca viing thay dbi chudi nhe va chudi ning c6 trong ty nhién déu thudng tuan theo
thtr ty clia céc yéu t6 nhu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 va FR4. Ving CDR va
FR ciia mién thay di chudi nhe v mién thay ddi chudi ning tiéu biéu dugc im dam trong
bang 1 va 2. D3 biét ring ranh giéi ciia ving CDR va FR co thé thay dbi so voi ving duogc
in d4m. Hé théng danh s6 da dugc dit ra dé gan sb cho céc axit amin chiém gilt cac vi tri
trong mdi mién ndy. Ving quyét dinh bd thé va ving khung cta mot protein lién két khang
nguyén dugc néu c6 thé duge x4c dinh bang cach sir dung céc hé théng nay. Hé théng dénh
sd dugc néu trong tai liéu Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5%
Ed., US Dept. of Health and Human Services, PHS, NIH, NIH Publication No. 91-3242,
1991, hodc Chothia & Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196:901-917; Chothia et al., 1989,
Nature 342:878-883. Cac hé thdng danh s§ khic ding cho cic axit amin trong chudi
globulin mién dich bao gdm IMGT® (hé théng théng tin qudc t& ImMunoGeneTics;
Lefranc et al, Dev. Comp. Immunol. 2005, 29:185-203); va AHo (Honegger and Pluckthun,
J. Mol. Biol. 2001, 309(3):657-670). CDR néu trong bin md ta ndy c6 thé khong chi dugc
sir dung dé xAc dinh mién lién két khang nguyén ctia cu trac khang thé truyén théng, ma
con c6 thé duge cai vao trong cc cdu triic polypeptit khac nhu dugc néu trong ban mod ta

nay.
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Protein lién két khang nguyén néu trong ban mé ta niy 1 polypeptit ma mot hoic
,nhiéu CDR c6 thé dugc ghép, cai xen, cai va/hodic két hop vao do. Protein lién két khang
nguyén co thé ¢, vi dy, mot chudi ning CDR1 (“CDRH1”), va/hoic mdt chudi ning CDR2
(“CDRH2”), va/hoic mét chudi ning CDR3 (“CDRH3”), va/hoic mdt chudi nhe CDRI
(“CDRL1”), va/hodc mot chudi nhe CDR2 (“CDRL2”), va/hoic mot chudi nhe CDR3
(“CDRL3”). Mot s protein lién két khang nguyén c6 ¢4 CDRH3 va CDRL3. C4c phuong
4n cu thé thuong st dung t6 hop clia cac CDR khong lip lai, vi dy, protein lién két khang
nguyén thuong khdng dugce tao ra v6i hai ving CDRH2 trong mot ving thay d6i chudi
ning, v.v.. Protein lién két khang nguyén c6 thé chira mot hoic nhiéu trinh ty axit amin ma
gibng hodc khéc véi trinh tu axit amin ciia mdt hogc nhiéu CDR dugc thé hién trong bang 3
. &chil, 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14 hodc 15 géc axit amirn, trong dé mdi sai khac
trinh tu nay ddc 1ap 1a dot bién khuyét, dot bién cai xen hogic dot bién thé cua mot axit amin.
CDR trong mdt sd protein lién két khang nguyén chira trinh ty axit amin ma c6 do dong
nhét trinh tu 12 it nhit 80%, 85%, 90%, 91%, 92, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic
99% v6i trinh tw CDR dugc liét ké trong bang 3. Trong mdt sd protein lién két khang
nguyén, CDR dugc cai vao trong vung “khung”, dinh huéng (cidc) CDR sao cho thu dugc
cac dic tinh lién két khang nguyén thich hop cia (cac) CDR nay.

Bang 3

Trinh ty CDRH va CDRL tiéu biéu

Trinh ty CDRL tiéu biéu
CDRL1 CDRL2 CDRL3
TGSSSNTGAGYDVH GSGNRPS QSYDSSLSGWV
SEQ ID NO: 62 SEQ ID NO: 63 SEQ ID NO: 64
TGSSSNIGAGYDVH GSNNRPS MIWHSSASV
SEQ ID NO: 65 SEQ ID NO: 66 SEQ ID NO: 67
TLRSGINVGTYRIY YKSDSDKQQGS GADHGSGSNFVYV
SEQ ID NO: 68 SEQ ID NO: 69 SEQ ID NO: 70
TLNSGYSDYKV VGTGGIVGSKGD GADHGSGNNFVYV
SEQ ID NO: 71 SEQ ID NO: 72 SEQ ID NO: 73
TLSSGYSDYKV VGTGGIVGSKGE QQANSFPFT
SEQ ID NO: 74 SEQ ID NO: 75 SEQ ID NO: 76
RASQGFSGWLA VGTGGTVGSKGE QQATSFPLT
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SEQ ID NO: 106

SEQ ID NO: 107

SEQ ID NO: 77 SEQ ID NO: 78 SEQ ID NO: 79
| RASQVISSWLA AASSLQS QQADSFPPT
SEQ ID NO: 80 SEQ ID NO: 81 SEQ ID NO: 82
RASQVISSWFA LQHNSYPPT
SEQ ID NO: 83 SEQ ID NO: 84
RASQGSSSWFA
SEQ ID NO: 85
RASQGISSWFA
SEQ ID NO: 86
RAGQVISSWLA
SEQ ID NO: 87
RASQGIAGWLA
'SEQ ID NO: 88
RASQGIRNDLG
SEQ ID NO: 89
Trinh tw CDRH tiéu biéu
CDRHI CDRH2 CDRH3
SYGMH VIWYDGSNEYYADSV | DRGYTSSWYPDAF
SEQ ID NO: 91 KG DI
SEQ ID NO: 92 SEQ ID NO: 93
SYAMH VIWYDGSNKYYADSV | DRGYSSSWYPDAF
SEQ ID NO: 94 KG DI
SEQ ID NO: 95 SEQ ID NO: 96
TYSMN VISFDGSLKYYADSV | ERTTLSGSYFDY
SEQ ID NO: 97 KG SEQ ID NO: 99
SEQ ID NO: 98
SYSMN VISHDGSIKYYADSVK | RIAAAGGFHYYYAL
SEQ ID NO: 100 G DV
SEQ ID NO: 101 SEQ ID NO: 102
SFSMN YISSRSSTIYIADSVKG | RIAAAGPWGYYYA
SEQ ID NO: 103 SEQ ID NO: 104 MDV
SEQ ID NO: 105
SGGYYWT YISSSSSTRYHADSVK | NRGYYYGMDV
G

SEQ ID NO: 108
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SGGYYWS YISSRSSTIYYADSVK | NRGFYYGMDV
SEQ ID NO: 109 G SEQ ID NO: 111
SEQ ID NO: 110
SYFWS YIYYSGNTYYNPSLKS | DRGHYYGMDV
SEQ ID NO: 112 SEQ ID NO: 113 SEQID NO: 114
TYYWS HIHYSGNTYYNPSLKS | DRGSYYGSDY
SEQ ID NO: 115 SEQ ID NO: 116 SEQ ID NO: 117
YIYYSGSTYYNPSLKS | DRGYYYGVDV
SEQ ID NO: 118 SEQ ID NO: 119
YIYYSGSSYYNPSLKS | ENTVTIYYNYGMD
SEQ ID NO: 120 v
SEQ ID NO: 6
YIYYSGSTNYNPSLKS
SEQ ID NO: 121
LIYTSGSTNYNPSLKS
SEQ ID NO: 122
LIWYDGSNKYYADSV
KG
SEQ ID NO: 90

Séng ché @& xudt vimg CDRI1 chira cic gbc axit amin 23-34 néu trong SEQ ID NO: 7
va ll; cac géc axit amin 24-34 néu trong SEQ ID NO: 9, 13, 15, 17, 19 21, 23, 25, 27 va 29;
céc gdc axit amin 23-36 néu trong SEQ ID NO: 1, 3 va 4; cc gbc axit amin 31-35 néu trong
SEQ ID NO: 31, 33, 34, 38, 40, 44, 52 va 60 va cac géc axit amin 31-37 néu trong SEQ ID
NO: 46, 48, 50, 54, 56 va 58.

Sang ché dé xuit ving CDR2 chira cc gbc axit amin 50-56 néu trong SEQ ID NO:
9,13, 15,17, 19, 21, 23, 25, 27 va 29; cac géc axit amin 50-61 néu trong SEQ ID NO: 7 va
11; cac gbe axit amin 52-62 néu trong SEQ ID NO: 4; cac gbc axit amin 50-65 néu trong
SEQ ID NO: 31, 33, 44 va 52; cac géc axit amin 50-66 néu trong SEQ ID NO: 36, 38, 40,
42 va 60; cac gbc axit amin 52-58 néu trong SEQ ID NO: 1 va 3 va céc gbc axit amin 52-67
néu trong SEQ ID NO: 46, 48, 50, 54, 56 va 58.

Séang ché ciing dé xuét ving CDR3 chira cic gbc axit amin 89-97 néu trong SEQ ID
NO: 13, 15,17, 19, 21, 23, 25, 27 va 29; cac géc axit amin 91-101 néu trong SEQ ID NO: 1
va 3; cac gbe axit amin 94-106 néu trong SEQ ID NO: 7, 9 va 11; cac gbe axit amin 98-107
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~ néu trong SEQ ID NO: 44 va 52; cic gbc axit amin 97-105 néu trong SEQ ID NO: 4; cac
gbc axit amin 99-110 néu trong SEQ ID NO: 34 va 36; cac gbe axit amin 99-112 néu trong
'SEQ ID NO: 112; céc gbc axit amin 99-113 néu trong SEQ ID NO: 31 va 33; céc gbc axit
amin 99-114 néu trong SEQ ID NO: 38, 40 va 42; céc gbc axit amin 100-109 néu trong
SEQ ID NO: 46, 48, 54, 56 va 58; va cac géc axit amin 101-019 néu trong SEQ ID NO: 50.

CDR néu trong bin md ta ndy chira trinh ti lién tng ¢6 ngudn géc tr nhom céc trinh
tu li€én quan. Nhu néu trén, bdn nhém trinh tu ving thay dbi dugc xac dinh, 1a nhém kappa
va ba nhém lambda. Trinh ty lién itng CDRL1 tir nhém kappa chira RASQX:1X2SX3WX4A
(SEQ ID NO: 123) trong d6 X; dugc chon tir G hodc V; X, dugc chon tir I, F hodc S; X3
dugc chon tir S hodc G va X4 duge chon tir F hodc L. Trinh ty lién tng CDRLI tir nhom
lambda 1 chira TLX;:SGYSDYKVD (SEQ ID NO: 124) trong d6 X1 dugc chon tir N hoic S.
Trinh tu lién tng CDRLI1 tir nhém lambda 3 chira TGSSSNX1GAGYDVH (SEQ ID NO:
125) trong d6 X1 dugc chon tir I hodc T.

Trinh ty lién img CDRL2 tir nhém lambda 1 chira VGTGGX1VGSKGX: (SEQ ID
NO: 126) trong d6 X1 dugce chon tir I hodc T va X, dugce chon tir D hodc E. Trinh tu lién
ung CDRL?2 tir nhém lambda 3 chira GSXi1NRPS (SEQ ID NO: 127) trong d6 X; dugc chon
tr N hodc G.

Trinh ty lién tng CDRL3 chira GADHGSGXINFVYV (SEQ IDN NO:128) trong d6
X112 S hodc N.

Trinh ty lién tng CDRHI tir nhém kappa chtta SGGYYWX; (SEQ ID NO: 129)
trong d6 Xi dugc chon tir S hodc T. Trinh ty lién tng CDRHI1 tir nh6ém lambda 1 chia
X1XaSMN (SEQ ID NO: 131) trong d6 X; dugce chon tir S hodc T va X» duoc chon tir Y
hodc F. Trinh ty lién itng CDRHI tir nhém lambda 2 chra SYXiMH (SEQ ID NO: 130)
trong d6 X1 dugc chon tir G hodc A.

Trinh ty lién tng CDRH2 tir nhém kappa chira X1IX>YSGX3XsYYNPSLKS (SEQ
ID NO: 132) trong d6 X1 dugc chon tir Y hodc H; X, dugc chon tir Y hodc H; X3 dugc chon
t S hodc N va X4 dugc chon tr T hodc S. Trinh ty lién ng tir nhém lambda 1 chua
YISSXi1SSTX>YX3ADSVKG (SEQ ID NO: 134) trong d6 X1 dugce chon tir R hodc S, Xz
dugc chon tir I hodc R, X3 duge chon tir I, H hodc Y. Trinh ty li€n Gng tir nhém lambda 2
chira VISXiDGSX2KYYADSVKG (SEQ ID NO: 133) trong d6 X1 1a F hodc Hva X 1aL
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hodc T. Trinh ty lién tng CDRH2 tir nhém lambda 3 chira VIWYDGSNX;YYADSVKG
(SEQ ID NO: 135) trong d6 X1 dugc chon tir K hoac E.

Trinh tu lién tng CDRH3 tir nhém kappa chira XiRGX2YYGMDYV (SEQ ID NO:
136) trong d6 X1 dugc chon tir N hodc D va X, dugc chon tir H, Y hodc F. Trinh ty lién g
CDRH3 tir nhém lambda 1 chira RIAAAGX:1XaX3YYYAX4DV (SEQ ID NO: 137) trong
do6 X1 dugce chon tir G hodc P; X» duge chon tir F hodc W; X3 duoc chon tir H hodic G va X4
dugc chon tr L va M. Trinh ty lién tng CDRH3 tr nhém lambda 3 chaa
DRGYXi1SSWYPDAFDI (SEQ ID NO: 138) trong d6 X; dugc chon tir S hodc T.

Khang thé don dong

Protein lién két khang nguyén dwoc d& xuét bao gdm khang thé don dong lién két voi
IL-23. Khang thé don dong c6 thé dugc san xuét bing cach sir dung k§ thudt bat ky da biét
trong linh vuc, vi dy, bing cach 1am bét t t& bao lach thu duogce tix dong vat chuyén gen sau
khi két thtic qud trinh gay mién dich. Té bao lach ¢6 thé dugc 1am bét tir bing cach sit dung
ky thuat bat ky da biét trong linh vyc, vi dy, bing cach dung hop ching vé6i té bao u tuy dé
san xuét té bao lai. Té bao u tuy dé sir dung trong phuong phap dung hop tao ra t& bao lai tét
hon 12 khong san xut khang thé, c6 hiu qua dung hop cao va khoéng c6 enzym ma lam cho
chung khong c6 kha ning sinh truéng trong mdi trudng chon loc nhét dinh ma chi hd trg su
sinh trudng cia té bao dung hgp mong mudn (t& bao lai). Vi du v& dong t& bao thich hop @é
st dung trong quy trinh dung hop chudt nhit bao gém Sp-20, P3-X63/Ag8, P3-X63-
Ag8,653, NS1/1.Ag 4 1, Sp210-Agl4, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7 va
$194/5XX0 Bul; vi du vé& dong té bao dugc sir dung trong quy trinh dung hgp chudt dudi
dai bao gdm R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F va 4B210. Céc dong té bao khac hitu dung
dé& dung hop té bao 1a U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy?2 va UC729-6.

Trong mot sb trudng hop, dong té bao lai dugc tao ra bing cach gdy mién dich dong
vat (vi dy, dong vat chuyén gen c6 trinh ty globulin mién dich & ngudi) bing chit sinh mién
dich IL.-23; thu té bao 14ch tir dong vat dugc gdy mién dich; dung hop té bao lach thu dugc
vao dong té bao u tuy, nho dé tao ra té bao lai; thiét 13p dong t& bao lai tir té bao lai, va nhéin
dién dong té bao lai san xuit khang thé lién két v6i polypeptit IL-23 ma khong e ché IL-
12. Céc dong té bao lai ndy, v khang thé don dong khang IL-23 duoc san xuét béi ching, 12

cac khia canh cuia sang ché nay.
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Khéng thé don dong dugc tiét ra béi dong té bao lai c6 thé duge tinh ché bing cach
stt dung k¥ thudt bat ky da biét trong linh vyc. Té bao lai hoic mAb (khang thé don dong)
c6 thé dugc sang loc tiép dé x4c dinh mAb c6 dic tinh cu thé, nhu kha ning trc ché hoat tinh
gdy ra bai IL-23.

Khang thé kham va khang thé dugc 1am giéng v6i khang thé cia ngudi

Khang thé kham va khang thé dugc 1am gibng véi khang thé clia ngudi dya trén trinh
tu néu trén ciing duge dé xuét. Khang thé don dong dé sir dung 1am chét tr liu c6 thé duge
cai bién theo céc cach khac nhau trudce khi st dung. Mot vi duy 13 khang thé kham, 1a khang
thé dugc tao ra tir cc doan protein tir cac khang thé khac nhau ma dugc lién két cdng hoa tri
dé tao ra chudi nhe hodc chudi ning ciia globulin mi&n dich chirc ning hogic phin c¢6 chirc
ning mién dich cta chung. Tuong tw, mt phin ctia chudi ning va/hoic chudi nhe gidng véi
hogic twong ddng vdi trinh tir twong ting trén khang thé c6 ngudn gbc tir loai cu thé hoic
thudc 16p hogic phéan 16p khang thé cu thé, trong d6 phin con lai ctia (cac) chudi gidng voi
hoic twong ddng véi trinh tu tvong tng trén khang thé c6 ngudn gbc tir loai khac hodic thudc
16p hoic phan 16p khang thé khac. V& cac phuong phap lién quan dén khang thé kham, xem,
tai liéu, vi du, patent M¥ s 4,816,567; va Morrison et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81:6851-6855. Quy trinh ghép CDR duoc néu trong tai liu, vi du, trong patent My sb
6,180,370, 5,693,762, 5,693,761, 5,585,089 va 5,530,101.

Mot loai khéng thé kham hitu dung 1 khang thé “dwoc 1am gidng véi khang thé cia
ngudi”. Thong thudng, khang thé dugc 1am gidng vé6i khang thé cua ngudi duge tao ra tir
khang thé don dong ma dugc san xuét ban diu trong dong vat khong phai 13 ngudi. Cac gbe
axit amin nhit dinh trong khang thé don dong nay, thuong tir phan khéng nhén dién khang
nguyén ctia khang thé, dugc cai bién dé twong ddng véi cac gbc tuong ng trong khéng thé
clia ngudi thudc isotyp tuong tng. Qua trinh 1am giéng véi khang thé cua ngudi cé thé duge
thuc hién, vi du, bang cach st dung cac phuong phap khéc nhau bing cach thay thé it nhét
mot phan ciia ving thay ddi clia d6ng vat gdm nhim cho ving tuong tng ctia khang thé coa
ngudi (xem, vi dy, patent My sb 5,585,089 va sb 5,693,762; Jones et al., 1986, Nature
321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-27; Verhoeyen et al., 1988, Science
239:1534-1536).

Theo mét s6 phuong 4n nhét dinh, ving khong dbi tir loai khong phai 13 ngudi c6 thé

dugc st dung cung véi (cac) ving thay doi cia ngudi d€ san xuat khang thé lai.
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Khéng thé hoan toan cia ngudi

Khang thé hoan toan ctia ngudi ciing dugce dé xuit. Cac phuong phép san xuét khang
thé hoan toan cia ngudi dic hidu ddi véi khang nguyén nhét dinh ma khong cin cho nguoi
tiép xtc v6i khang nguyén (“khéng thé hoan toan ciia ngudi”) 1a da ¢ sin. Mot phuong
phép cu thé dugc d& xudt dé thuc hién viéc san xuit khéng thé hoan toan cua ngudi 1a
phuong phép "lam giéng v6i khang thé ciia ngudi® déi v6i hé midn dich thé dich ciia chudt
nhét. Viéc dua locut globulin mién dich (Ig) ciia ngudi vao chudt nhét c6 gen Ig ndi sinh da
dugc 1am bét hoat 12 mot phurong phap san xuét khang thé don dong (mAb) hoan toan cia
ngudi & chudt nhét, 13 loai dong vat ma c6 thé gay mién dich bing khéng nguyén mong
mubn bit ky. Viéc sir dung khéng thé hoan toan cia ngudi c6 thé gitlp giam thiéu d4p tng
gdy mién dich va di tng ma c6 thé dbi khi xay ra khi sir dung mADb cia chudt nhit hogic ¢6

ngudn gbc tir chudt nhét 1am chét tri liéu cho ngudi.

Khéng thé hoan toan ctia ngudi c6 thé dugc tao ra bang cach giy mién dich dong vat
chuyén gen (thudng 13 chudt nhit) ma c6 kha ning san xuét kho khang thé cta ngudi khi
khéng san xuét globulin mién dich ndi sinh. Khang nguyén ding cho muc dich nay thudng
¢6 sau hodc nhiéu axit amin tiép giap, va ty ¥ dugc lién hop véi chit mang, nhu hapten.
Xem tai li€u, vi duy, Jakobovits et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555;
Jakobovits et al., 1993, Nature 362:255-258; va Bruggermann et al., 1993, Year in
Immunol. 7:33. Trong mdt vi du vé phuong phap nay, dong vét chuyén gen duoc tao ra
bang cach 1am mét hiéu luc locut globulin mién dich néi sinh cta chudt nhit ma fnﬁ héa cho
chudi ning va chudi nhe globulin mién dich cia chudt trong d6, va cai xen vao hé gen cia
chudt nhit manh 16n ciia ADN hé gen clia ngudi chtra locut ma héa cho protein chudi ning
va chudi nhe cta ngudi. Pong vét duoc cai bién mot phﬁn, ma c6 it hon phén bd thé dﬁy da
ctia locut globulin mién dich ctia ngudi, sau d6 dugc lai chéo dé thu dugc dong vat ¢ tit ca
céc cai bién h¢ mi&n dich mong muén. Khi dugc cho ding chét sinh mién dich, dong vat
chuyén gen sin xut khéng thé dic hiéu mién dich d6i v6i chit sinh midn dich ndy, nhung
c6 trinh ty axit amin clia ngudi chir khéng phai ctia chudt, bao gdm ving thay déi. DE biét
chi tiét hon vé cac phuwong phap nay, xem tai liéu, vi du, WO96/33735 va W094/02602.
Céc phuong phép khéc lién quan dén chudt nhit chuyén gen dé san xuét khang thé cua
nguoi dugc md td trong patent My s6 5,545,807; 6,713,610; 6,673,986; 6,162,963;
5,545,807; 6,300,129; 6,255,458; 5,877,397; 5,874,299 va 5,545,806; trong WQ0Q91/10741,
WO90/04036, va trong EP 546073B1 va EP 546073A1.
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Chudt nhit chuyén gen néu trén chira minilocut gen globulin mién dich cta ngudi ma
ma hod cho trinh tu globulin mién dich chudi ning ([mu] va [gamma]) va chudi nhe [kappa]
clia ngudi chua dugc tai sip xép, ciing véi cac dot bién duge nhdm dich ma 1am bit hoat
locut chudi [mu] va [kappa] ndi sinh (Lonberg et al., 1994, Nature 368:856-859). Theo do,
chudt nhit thé hién sy bidu hién gidm cta [kappa] hoic IgM cua chudt va dé dép Gng véi su
gy mién dich, va gen chuyén chudi ning va chudi nhe ctia ngudi dwgc da vao trai qua qué
trinh chuyén ddi 16p va dot bién soma dé tao ra khang thé don dong [kappa] IgG cta nguoi
c6 4i lyc cao (Lonberg et al., néu trén; Lonberg and Huszar, 1995, Intern. Rev. Immunol.
13: 65-93; Harding and Lonberg, 1995, Ann. N.Y Acad. Sci. 764:536-546). Qua trinh chuin
bi chudt nhét nhu vay dugc mé ta chi tiét trong tai liéu Taylor et al., 1992, Nucleic Acids
Research 20:6287-6295; Chen et al., 1993, International Immunology 5:647-656; Tuaillon
et al., 1994, J. Immunol. 152:2912-2920; Lonberg et al., 1994, Nature 368:856-859;
Lonberg, 1994, Handbook of Exp. Pharmacology 113:49-101; Taylor et al., 1994,
International Immunology 6:579-591; Lonberg and Huszar, 1995, Intern. Rev. Immunol.
13:65-93; Harding and Lonberg, 1995, Ann. N.Y Acad. Sci. 764:536-546; Fishwild et al.,
1996, Nature Biotechnology 14:845-85. Xem thém patent My sb 5,545,806; sb 5,569,825;
s6 5,625,126; sb 5,633,425; sb 5,789,650; sb 5,877,397; sb 5,661,016; sb 5,814,318; sb
5,874,299 va sb 5,770,429; ciing nhu patent M§ s 5,545,807; W093/1227; W092/22646
va W092/03918. Céc cong nghé duge sit dung dé san xudt khang thé ciia ngudi trong chudt
nhit chuyén gen dugc boc 16 trong W098/24893 va tai lidu Mendez et al., 1997, Nature
Genetics 15:146-156. Vi dy, c4c chiing chudt nhéit chuyén gen HCo7 va HCo12 ¢6 thé dugc
sir dung dé san xuét khang thé khang IL-23.

Bing cach sir dung cong nghé té bao lai, mAb ctia ngudi ddc hidu khang nguyén voéi
tinh dic hidu mong mubn c6 thé duoc tao ra va duge chon tir chudt nhét chuyén gen nhu cac
dang néu trén. Cac khang thé ndy c6 thé dugc tach dong va duge bidu hién bang céach sir
dung vecto va té bao chu thich hop, hoic cac khang thé c6 thé dwgc thu tir cac t& bao lai

dugc nuodi cay.

Khang thé hoan toan cia ngudi ciing ¢ thé c6 ngudn gbe tir thu vién biéu hién thé
thuc khudn (nhu néu trong Hoogenboom et al., 1991, J. Mol. Biol. 227:381; Marks et al.,
1991, J. Mol. Biol. 222:581; W099/10494). K§ thuét biéu hién thé thuc khuén bét chudce su

chon loc mién dich théng qua viéc biéu hién kho khang thé trén bé mit thé thyc khudn dang
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soi va tiép d6 chon loc thé thyuc khuén theo sy lién két cua ching v6i khang nguyén duoc

chcjn.
Protein lién két khang nguyén dic hiéu kép hoic chirc ning kép

Khang thé hoic protein lién két khang nguyén “dic hiéu kép”, “ddc hiéu hai 1in”
hoic “chitc ning kép” 13 khang thé hoic protein lién két khang nguyén lai, mot cach tuong
tmg, c6 hai vi tri lién két khang nguyén khac nhau, nhur mét hoic nhidu CDR ho#ic mét hoic
nhiéu ving thay d6i nhu néu trén. Trong mdt s§ truedng hop, ching 1a khang thé lai nhan tao
¢6 hai cgp chudi niing/chudi nhe khéc nhau va hai vi trf lién két khac nhau. Protein lién két
khang nguyén da dic hiéu hoic “khang thé da dic hiéu” 1a protein lién két khang nguyén
hoic khang thé nhim dich nhidu hon mdt khang nguyén hodc epitop. Protein lién két khéng
nguyén va khang thé dic hiéu kép 14 loai protein lién két khang nguyén va khang thé da dic
hidu va c6 thé dugc san xudt bing nhidu phuong phép bao gdm, nhung khong gidi han ¢,
dung hop té bao lai hoic lién két manh Fab’. Xem tai lidu, vi dy, Songsivilai and Lachmann,
1990, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321; Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 148:1547-1553.
Manh c6 tinh mién dich

Protein lién két khang nguyén con bao gdm manh c6 tinh mién dich cta khéng thé (vi
dy, Fab, Fab’, F(ab’); hodc scFv). “Manh Fab” chira mot chudi nhe (ving thay dbi chudi
nhe (VL) va viing khong déi twong ting (CL) ctia n6) va mét chudi ning (ving thay ddi chudi
ning (V) va ving khong ddi thtt nhét (Cul)). Chudi ning cta phéan tir Fab khong thé tao
thanh lién két disulfua véi phan tir chudi nang khéc. “Méanh Fab™ chira mot chudi nhe va
mot phén clia mdt chudi niing ma cdn chira viing gitta cdc mién Cul va Cu2, sao cho lién két
disulfua lién chudi c6 thé dugc tao thanh giita hai chudi ning ciia hai manh Fab’ dé tao
thanh phén tir F(ab'),. “Manh F(ab'),” nhu viy dugc tao ra tir hai manh Fab’ ma duoc giit
v6i nhau béi lién két disulfua gitta hai chudi nang. “Manh Fv” chira ving thay ddi chudi nhe
va viing thay d8i chudi ning ciia mot nhanh don 1é ciia khang thé. Khang thé chudi don
“scFv” 1a phan tir Fv trong d6 ving thay d6i chudi ning va chudi nhe dugc ndi béi nhém
lién két linh ddng dé tao thinh chudi polypeptit don 1é ma tao thanh ving lién két khang
nguyén. Khang thé chudi don dugc thao luan chi tiét trong WO88/01649, patent My sé
4,946,778 va sb 5,260,203; Bird, 1988, Science 242:423; Huston et al., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 85:5879; Ward et al., 1989, Nature 334:544, de Graaf et al., 2002,
Methods Mol Biol. 178:379-387; Kortt et al., 1997, Prot. Eng. 10:423; Kortt et al., 2001,
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Biomol. Eng. 18:95-108 va Kriangkum et al., 2001, Biomol. Eng. 18:31-40. Vung “Fc¢”
chira hai manh chudi ning chira mién Cyl va Cu2 clia khang thé. Hai manh chudi nang ndy
dugc giit v6i nhau béi hai hoic nhiéu lién két disulfua va béi trong tic ky nude cua mién
Cu3.

Sang ché ciing bao gdm khéng thé mién, manh globulin mién dich c6 chirc ning
mién dich chi chita viing thay dbi chudi ning hogic ving thay dbi chudi nhe. Trong mot sé
truong hop, hai hogic nhidu ving Vi duge lién két cong hoéa tri v6i nhom lién két peptit dé
tao ra khang thé mién hoa tri hai. Hai ving Vi cia khang thé mién héa tri hai c¢6 thé nhim
dich cing mdt khang nguyén hodc céc khang nguyén khac nhau. Poan Fv chudi don dang
dime (diabody) 1a khéng thé héa tri hai chira hai chudi polypeptit, trong d6 mdi chudi
‘polypeptit chira mién Vy va mién Vi dugc két ndi bing nhom lién két ma qué ngén dé cho
phép bét cip giita hai mién trén cliing mdt chudi, do d6 cho phép mdi mién bt cdp v6i mién
bd thé trén chudi polypeptit khac (xem, vi du, Holliger et al., Proc. Nat!l. Acad. Sci. USA
90:6444-48, 1993 va Poljak et al., Structure 2:1121-23, 1994). Tuong tu, doan Fv chudi don
dang trime (tribody) va doan Fv chudi don dang tetrame (tetrabody) 1 khang thé chua ba va
bbn chudi polypeptit, mdt cich twong mg, va tao thanh ba va bbn vi tri lién két khéang
nguyén, mdt cach twong Gng, ma c6 thé 1a gibng nhau hodc khic nhau. Khang thé maxi
(maxibody) chita scFv héa tri hai dugc gn theo cach cong héa tri véi ving Fe cia IgGy,
(xem tai liéu, vi du, Fredericks et al, 2004, Protein Engineering, Design & Selection, 17:95-
106; Powers et al., 2001, Journal of Immunological Methods, 251:123-135; Shu et al., 1993,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7995-7999; Hayden et al., 1994, Therapeutic Immunology
1:3-15).

Céc dang khac

Séng cheé con d€ xuat dang bién the cia protein lién két khang nguyén néu trén, mot
trong sO cac protein li€n két khang nguyén nay c6, vi dy, mot hodc nhi€u dot bién thé axit
amin bao thu trong mdt hoic nhicu chudi ning hodc chudi nhe, ving thay d6i hosic CDR

duogc li€t ké trong bang 1 va 2.

Axit amin c6 trong tu nhién c6 thé dugc chia thanh céc 16p dua trén dic tinh cua
chudi bén phé bién: ky nuéc (norloxin, Met, Ala, Val, Leu, Ile); va nudc trung tinh (Cys,
Ser, Thr, Asn, Gln); axit (Asp, Glu); bazo (His, Lys, Arg); gbc gy anh hudng dén sy dinh
huéng chudi (Gly, Pro); va thom (Trp, Tyr, Phe).
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Dot bién thé axit amin bao thi cé thé bao gdm sy trao dbi thanh phin ctia mot trong
s6 cac 16p nay vai thanh phan khac ciia cling 16p d6. Pot bién thé axit amin bao thu c6 thé
bao gdm gbc axit amin khéng c6 trong tw nhién, ma thudng duge dwa vao bing cach tong
hop peptit héa hoc chir khong phai bing cach tdng hop trong hé sinh hoc. Chung bao gém
thé gia peptit va cac dang d4o ngugc hoic nghich dio khéac ctia gbc axit amin. Su bién ddi
ban chit vé& dic tinh chirc ning va/hoic sinh héa cia protein lién két khang nguyén néu
trong ban mo ta nay c6 thé thu dugc bing cach tao ra dot bién thé trong trinh tu axit amin
ctia chudi ning va chudi nhe ma khac dang ké vé tac dung ctia chiing ddi véi viée duy tri (a)
chu triic cia khung phan tir trong ving thé, vi du, & dang ciu trac khong gian dang phién
hodic xodn ¢, (b) dién tich hodc d6 ky nuéc clia phan tir tai vi tri dich, hodic (¢) d6 16n cia
chudi bén.

Dot bién thé khong bao thi c6 thé bao gdm sy trao ddi thanh phin clia mot trong sb
céc 16p néu trén cho thanh phén tir 16p khac. Géc dugc thé nhu vay c6 thé duoc dua vao
ving khang thé ma twong ddng véi khang thé cia ngudi, hodc vao ving khong twong ddng
ctia phan tir nay.

Khi tao ra céc thay ddi ndy, theo mdt s6 phuong 4n nhit dinh, chi s6 wa/ky nuéc
(hydropathic) ctia axit amin c6 thé duge xem xét. Profin wa/ky nudc ciia protein dugc tinh
bing cach gan cho mbi axit amin mot gia trj bing sd (“chi s& wa/ky nudc”) va sau do tinh
trung binh 13p lai cac gié tri ndy doc theo chudi peptit. Mdi axit amin dugc gan mét chi sb
va/ky nudc dua trén co s& dic tinh vé do ky nuéc va dién tich ciia né. D¢ 1a: isoloxin
(+4,5); valin (+4,2); loxin (+3,8); phenylalanin (+2,8); xystein/xystin (+2,5); methionin
(+1,9); alanin (+1,8); glyxin (-0,4); threonin (-0,7); serin (-0,8); tryptophan (-0,9); tyrosin (-
1,3); prolin (-1,6); histidin (-3,2); glutamat (-3,5); glutamin (-3,5); aspartat (-3,5); asparagin
(-3,5); lysin (-3,9) va arginin (-4,5).

TAm quan frong cua profin wa/ky nuéc trong viéc tao ra chirc ning sinh hoc c6 tinh
tuong tac cho protein 1a da biét trong linh vuc (xem, vi du, Kyte et al., 1982, J. Mol. Biol.
157:105-131). D4 biét ring axit amin nhét dinh c6 thé dwoc thé cho axit amin khéc c6 diém
s6 hoidc chi sb va/ky nuéce twong tw va van giit duge hoat tinh sinh hoc twong tw. Khi tao ra
céc thay ddi dua trén chi s6 wa/ky nudc, theo méot s6 phuong 4n nhét dinh, dot bién thé axit
amin c6 chi sb va/ky nudc nim trong khoang +2 dugc bao gbm. Theo mét sb khia canh, dot

bién thé axit amin c6 chi sd wa/ky nuéc nim trong khoang +1 dugce bao gom, va theo cac
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khia canh khéc, ddt bién thé axit amin c6 chi s6 wa/ky nwdc ndm trong khoang +0,5 dugc

bao gom.

Trong linh virc ndy, ciing can hiéu ring dot bién thé cua céc axit amin tuong tu c6 thé
duoc tao ra mot cach hiéu qua dya trén co s& d ua nudce, dic biét 1a khi protein hodc peptit
¢ chtrc ning sinh hoc dugce tao ra tir d6 dugc du dinh dé sir dung trong phuong 4n mién
dich, nhu trong trudng hop nay. Theo mdt s6 phuwong 4n nhét dinh, d6 va nudce trung binh
cuc bd 16n nhit cua protein, bi chi phéi bdi d6 va nude cla axit amin lién ké cia né, tuong
quan véi tinh sinh mién dich ctia né va su lién két hodc tinh sinh mién dich cua khéng

nguyén, tirc 13, c6 twong quan véi dic tinh sinh hoc ctia protein.

Gid tri 40 va nudc sau ddy dugc gan cho cac gdc axit amin: arginin (+3,0); lysin
(+3,0); aspartat (+3,0+1); glutamat (+3,0+1); serin (+0,3); asparagin (+0,2); glutamin
(+0,2); glyxin (0); threonin (-0,4); prolin (-0,5+1); alanin (-0,5); histidin (-0,5); xystein (-
1,0); methionin (-1,3); valin (-1,5); loxin (-1,8); isoloxin (-1,8); tyrosin (-2,3); phenylalanin
(-2,5) va tryptophan (-3,4). Khi tao ra céc thay ddi dwa trén co s& gi tri d6 va nude tuong
tu, theo mot s6 phurong 4n nhét dinh, dot bién thé axit amin c6 gid tri 6 wa nuéc nim trong
khoang +2 dugc bao gdm, theo cic phuong 4n khac, dot bién thé axit amin c6 gia tri 40 wa
nuée ndm trong khoang +1 duge bao gdm, va theo cic phuong 4n khéc nita, dot bién thé
axit amin c6 gia tri 6 wa nudc nim trong khoang +0,5 dugc bao gdm. Trong mot sb trudng
hop, cling c6 thé nhan dién epitop tur trinh tu axit amin béc mot dua trén co s& dd wa nudc.

Vl‘lng ndy con dugce goi la “ving 18i epitop.”
Vi du v& @6t bién thé axit amin bao thi dwoc thé hién trong bang 4.
Béang 4

Dot bién thé axit amin béo thu

Gbc | Thé Géc | Thé Géc Thé Géc Thé
Ala Ser Gln Asn Leu Ile, Val Thr Ser
Arg Lys Glu Asp Lys Arg, Trp Tyr
Gln, Glu
Asn Gln, Gly Pro Met Leu, Ile Tyr Trp, Phe
His
Asp Glu His Asn, Phe Met, Val Ile, Leu
GIn Leu, Tyr
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Cys Ser Ile Leu, Ser Thr Thr Ser
Val

Gbc = Gbc ban diu, Thé = Dot bién thé tiéu biéu

Ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vyc k§ thuat c6 thé xac dinh céc bién thé thich
hop ctia cac polypeptit néu trong ban mé ti ndy biang cach sir dung cac ky thuit da biét.
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vyuc k¥ thuét c6 thé x4c dinh ving thich hop ciia phan
tir ma c6 thé thay ddi dugc ma khong phé hiy hoat tinh bing cach nhim dich ving khong
dugc cho 14 quan trong dbi v6i hoat tinh. Nguoi co hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat
cling ¢6 thé xac dinh gbc va phan clia phan tir ma dugc bao toan trong s cac polypeptit
tuong tu. Theo cac phwong 4n khic, thAm chi viing ma c6 thé 13 quan trong d6i v6i hoat tinh
sinh hoc hodc d6i véi cdu tric ciing c6 thé dugc thé axit amin bao thii ma khAng lam héng

hoat tinh sinh koc hoic khong gy anh hudng bat loi dén cu tric polypeptit.

Ngoai ra, nguoi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc ky thut c6 thé xem xét cac
nghién ctru cdu tric-chirc ning trong d6 nhan dién cic gbe trong cac polypeptit tuong tyr ma
quan trong dbi véi hoat tinh hodic cdu triic. V&i viée so sanh nhu vay, cb thé dy doan tim
quan trong clia cic gdc axit amin trong protein ma twong tmg v6i cdc gbe axit amin quan
trong d6i véi hoat tinh hogic cdu tric trong protein twong tw. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh
vé linh vuc k¥ thuét co6 thé lya chon dot bién thé axit amin tuong tu v& mit hoa hoc cho géc

axit amin quan trong dugc du doan.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuét ciing c6 thé phan tich cAu trac ba
chiéu va trinh ty axit amin lién quan dén ciu trac d6 & cac polypeptit twong tyr. V§i thong
tin ndy, ngudi c6 hidu biét trung binh v& linh vuc k¥ thuat c6 thé du doan sy sip hang cia
cac géc_ axit amin ciia khang thé véi c4u tric ba chiéu cta né. Ngudi c6 hidu bibt trung binh
vé linh vuc k§ thuét c6 thé lya chon khong tao ra sy thay dbi géc thanh cac géc axit amin
dugc dy doan 13 & trén bé mit cla protein, vi cac gbe ndy c6 thé co lién quan dén su trong
tac quan trong v6i phan tir khac. Ngoai ra, ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vire k§ thuét
¢ thé tao ra bién thé thu nghiém chira mt dot bién thé axit amin tai mdi gbc axit amin
mong mubn. Bién thé nay sau d6 c6 thé dugc sang loc bang cach sir dung céc thir nghiém vé
hoat tinh IL-23, (xem phén Vi du thuc hién sang ché du6i ddy), nho d6 thu duge thong tin
v& axit amin nao c6 thé dugc thay dbi va axit amin nao khong dugc thay dbi. Néi cach khac,

dwa trén thong tin thu duge tir thir nghiém théng thudng niy, ngudi cé hiéu biét trung binh
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vé linh vuc k¥ thuat c6 thé d& dang xé4c dinh duoc vi trf axit amin ma cn tranh dot bién thé

tiép theo, dit & dang riéng 1¢ hay & dang két hop véi cac dot bién khas.

Nhiéu cong bd khoa hoc d3 dugc dua ra vé viéc dy doan ciu tric bic hai. Xem tai
li¢u, Moult, 1996, Curr. Op. in Biotech. 7:422-427; Chou et al., 1974, Biochem. 13:222-
245; Chou et al., 1974, Biochemistry 113:211-222; Chou et al., 1978, Adv. Enzymol. Relat.
Areas Mol. Biol. 47:45-148; Chou et al., 1979, Ann. Rev. Biochem. 47:251-276; va Chou et
al., 1979, Biophys. J. 26:367-384. Ngoai ra, cic chuong trinh may tinh hién tai d3 c6 sén
trén thi truong dé hd trg viée dw doan chu triic bac hai. Mot phwong phép dy doén ciu trac
bac hai 1a dya trén viéc 1dp md hinh d9 tuong déng. Vi du, hai polypeptit hodc protein ma
co do déng nhét trinh tu 16n hon 30%, hodc do tuong tu 16n hon 40% thudng c6 cu tric
lién két tuong tw. Sy phat trién gin day ciia co s¢ dit liéu cAu trac protein (PDB) cung cép
kha ning du doan ning cao vé céu tric bic hai, bao gdm sb luong nép gép c6 thé c6 trong
chu trac polypeptit hoidc protein. Xem tai liéu, Holm et al., 1999, Nucl. Acid. Res. 27:244-
247. Di ¢6 goi y (Brenner et al., 1997, Curr. Op. Struct. Biol. 7:369-376) ring polypeptit
hoc protein dwgc néu c6 sb lugng nép glp gidi han, va khi sb lwong ciu trac t6i han dugc

phan giai, thi sy dg doén cau triic s€ tré nén chinh x4c hon rat nhiéu.

Cac phuwong phép khac dé du doan chu tric bac hai bao gdbm “xfu chudi”
(Jones, 1997, Curr. Opin. Struct. Biol. 7:377-387; Sippl et al., 1996, Structure 4:15-19),
“phéan tich profin” (Bowie et al., 1991, Science 253:164-170; Gribskov et al., 1990, Meth.
Enzym. 183:146-159; Gribskov et al., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. 84:4355-4358), va “lién

két tién hoa” (xem tai liéu Holm, 1999, néu trén; va Brenner, 1997, néu trén).

Theo mdt s6 phuong 4n, d6t bién thé axit amin dwgc tao ra sao cho: (1) 1am giam do
mAin cam v6i sy thily phan protein, (2) 1dm gidm do man cidm véi su oxy hoa, (3) thay dbi ai
lyc lién két dé tao thanh phtic hgp protein, (4) thay dbi 4i luc lién két phéi tir hodc khang
nguyén, va/hodc (4) tao ra hodc bién ddi cac dic tinh chirc ndng hodc ly héa khac trén
polypeptit nay, nhur duy tri ciu tric ctia khung phén tir trong ving thé, vi du, & dang cdu trac
khong gian dang phién hoidc xoén bc; duy tri hodc thay dbi dién tich hodc d9 ky nudc cua

phan tir tai vi tri dich, hodc duy tri hodc thay dbi d6 16n cta chudi bén.

Vi du, mot hodc nhiu dot bién thé axit amin (theo mot s6 phuong 4n nhit dinh 13 dot
bién thé axit amin bao thi) c6 thé dugc tao ra trong trinh ty ¢6 trong ty nhién. Dot bién thé

¢6 thé duoc tao ra trong phan khéng thé nim ngoai (c4c) mién tao thanh vi tri tiép xtc ndi
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phan tir). Theo céc phuong 4n ndy, dot bién thé axit amin bao tha c6 thé duoc s dung ma
g:?m nhu khong lam thay dbi cac dic tinh cu trac cua trinh ty géc (vi duy, mot hoic nhiéu
axit amin thay thé ma khéng pha v& cdu tric bac hai dic trung cho protein lién két khang
nguyén gbc hoic nguyén gbc). Vi du vé clu triic bac hai va bac ba cua polypeptit dugc cong
nhén trong tinh trang k¥ thudt dugc md ta trong tai li€u Proteins, Structures and Molecular
Principles (Creighton, Ed.), 1984, W. H. New York: Freeman and Company; Introduction to
Protein Structure (Branden and Tooze, eds.), 1991, New York: Garland Publishing; va
Thornton et al., 1991, Nature 354:105.

Céc bién thé khac bao gdm bién thé xystein trong d6 mot hodc nhidu gbe xystein
trong trinh tu axit amin géc hoic nguyén gbc duge lam khuyét hoic dugc thé bing axit
amin khéc (vi du, serin). Bién thé xystein 13 hitu dung, khong ké nhitng thtr khéc, khi khang
thé (vi du) can phai dwgc tai gép cudn thanh cu trac khong gian c6 hoat tinh sinh hoc. Bién
thé xystein c6 thé c6 it gbc xystein hon protein nguyén gbc, va thudng c6 sb lvgng chin dé

giam thiéu cac tuong tac gy ra do cic xystein khong bét cép.

Ving thay d6i chudi ning va chudi nhe va CDR dugc @& xuét c6 thé duge st dung dé
tao ra protein lién két khang nguyén chtra ving lién két khang nguyén ma c6 thé lién két dic
hiéu v&i polypeptit IL-23. “Ving lién két khang nguyén” c6 nghia 13 protein, hozic mét phan
clia protein, ma lién két dic hidu véi khang nguyén cu thé, nhu viing chira gc axit amin ma
tuong tic v6i khdng nguyén va tao ra cho protein lién két khang nguyén nay tinh dic hiéu
va 4i lyc ciia n6 dbi v6i khang nguyén dich. Ving lién két khang nguyén c6 thé bao gdbm
mot hodc nhidu CDR, va mot sd ving lién két khéng nguyén nhét dinh con bao gém mat
hodc nhiéu vung “khung”. Vi du, mdt hoic nhiéu CDR dugc liét ké trong bang 3 c6 thé
dugc két hop vao phan tir (vi du, polypeptit) theo cach cong héa tri hodc khong cdng hoa tri
dé tao ra phan két dinh mién dich. Phin két dinh mi&n dich c6 thé két hop (c4c) CDR lam
mdt phan cta chudi polypeptit 16n hon, c6 thé lién két cong hoéa tri (cac) CDR vao chudi
polypeptit khéc, hoic c¢6 thé két hop (cac) CDR theo cach khong cdng hoéa tri. (Cac) CDR
cho phép phan két dinh min dich lién két dic hiéu véi khang nguyén cu thé dang quan tAm

(vi duy, polypeptit IL.-23).

Céc protein lién két khang nguyén khac bao gdm thé gia (vi dy, “thé gia peptit” hodc

“chét gia peptit”) dva trén co s& vﬁng thay dbi va CDR néu trong ban mé ta nay. Céc thé

tuong tu ndy c6 thé 13 peptit, chit khong phai peptit hogc t6 hgp cia viing peptit va ving

khong phai peptit. Fauchere, 1986, Adv. Drug Res. 15:29; Veber and Freidinger, 1985,
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TINS p. 392; va Evans et al., 1987, J. Med. Chem. 30:1229. Thé gia peptit c6 ciu truc twong
tur voi peptit hitu dung dé tri lidu c6 thé duge sir dung dé tao ra tac dung tri liéu hodc phong
ngira twong tu. Hop chét nay thuong duge phat trién véi su tro gitp cia viée 13p mo hinh
phén tir bing may vi tinh. Thong thudng, thé gia peptit 1a protein c6 ciu tric tuong tu voi
protein lién két khang nguyén thé hién hoat tinh sinh hoc mong muén, nhu kha ning lién két
v6i IL-23, nhung thé gia peptit c6 mdt hodc nhiéu lién két peptit tiy ¥ duoc thay thé bing
lién két dugc chon tur, vi dy: -CH:NH-, -CH,S-, -CH>-CH»-, -CH-CH-(cis va trans), -
COCH;-, -CH(OH)CH,- va -CH,80-, bing cac phwong phép da biét 15 trong linh vuc. Viée
thé hé théng mot hodic nhidu axit amin cua trinh tu lién ung béng D-axit amin thudc cuing
loai (vi dy, D-lysin thay cho L-lysin) c6 thé duogc st dung theo mdt s6 phuong 4n nhét dinh
dé tao ra protein 6n dinh hon. Ngoai ra, peptit bj gi6i han chira trinh tu lién tmg hoic bién
thé trinh tu lién g gidéng vé co ban c6 thé dugc tao ra bing phuong phap da biét trong linh
vuc (Rizo and Gierasch, 1992, Ann. Rev. Biochem. 61:387), vi du, bﬁng cach bd sung cac
gbc xystein bén trong ¢6 kha ning tao thanh ciu disulfua ndi phén tir ma 1am déng vong

peptit.

D3an xuft cta protein lién két khang nguyén néu trong ban md ta nay ciing dugc dé
xuét. Protein lién két khang nguyén dugc tao din xuit c6 thé chira phan tir hogic chét bét ky
ma tao ra dic tinh mong mudn cho protein lién két khdng nguyén hodc manh cua chung,
nhu thoi gian ban hily ting trong ing dung cu thé. Protein lién két khang nguyén duogc tao
dan xuét c6 thé chira, vi du, gbc c6 thé phat hién dugc (hodc danh diu) (vi dy, phén tir c6
hoat tinh phéng xa, do mau, c6 tinh khang nguyén hogc cé tinh enzym, hat ¢ thé phat hién
dugc (nhu hat ¢ tir tinh hodc c6 mat do dién t day dic (vi du, vang)), hodc phan tir lién két
vé6i phan tir khic (vi dy, biotin hodc streptavidin)), gbc c6 tinh tri liéu hodc chin do4n (vi
du, gbc c6 hoat tinh phéng xa, gay doc t& bao hodc c6 hoat tinh duge Iy), hodc phan ti 1am
taing &6 phi hop cta protein lién két khang nguyén dbi véi tng dung cu thé (vi du, st dung
cho d6i twong, nhu ngudi, hoic tmg dung in vivo hodc in vitro khéc). Vi du vé phén t ¢
thé dugc str dung dé tao din xuét protein lién két khang nguyén bao gbm albumin (vi duy,
albumin huyét thanh cta ngudi) va polyetylen glycol (PEG). Din xuét da duogc lién két
albumin va PEGyl héa ctia protein lién két khang nguyén c6 thé dugc tao ra bing cach st
dung cic k¥ thuat da biét 15 trong linh vuc. Theo mdt phwong 4n, protein lién két khéng
nguyén dugc li€n hgp hodc duge lién két theo cach khéc véi transthyretin (TTR) ho#c bién
thd TTR. TTR hoic bién thé TTR c6 thé dugc bién ddi hoa hoc bing, vi du, héa chét dugc
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chon tir nhém bao gdm dextran, poly(n-vinyl pyrolidon), polyetylen glycol, propropylen
glycol homopolyme, copolyme polypropylen oxit/etylen oxit, polyol dugc polyoxyetyl hoa

va rugu polyvinyl.

D4n xuét khéc bao gdm céc thé lién hop cong héa tri hodc két tu cua protein lién két
khang nguyén IL-23 véi protein hoic polypeptit khac, nhu bang cach biéu hién protein dung
hop tai td hop chira cic polypeptit khéc loai dwgc dung hop vao diu tan N hodc dAu tan C
cta protein lién két khang nguyén IL-23. Vi du, peptit duoc lién hop c6 thé 1a polypeptit tin
higu (hogc din dau) khac loai, vi dy, trinh ty d4n dau yéu t§ alpha nAm men, hogic peptit nhu
dudi epitop. Protein lién két khang nguyén IL-23-chira protein dung hop c6 thé chia peptit
dugc thém vao dé tao thuan loi cho qué trinh tinh ché hoic x4c dinh protein lién két khang
| nguyén IL-23 nay (vi du, poly-His). Protein lién két khang nguyén IL-23 con ¢ thé dugc
lién két v6i peptit FLAG nhu néu trong tai liéu Hopp et al., 1988, Bio/Technology 6:1204
va patent M s6 5,011,912. Peptit FLAG c6 tinh khang nguyén cao va cung cip epitop dugc
lién két thuan nghich béi khang thé don dong (mAb) dic hiéu, cho phép thir nghiém nhanh
chéng va tinh ché d& dang protein t4i td hop dugc biéu hién. Chét phan émg hitu dung dé tao
ra protein dung hop trong d6 peptit FLAG dugc dung hop vio polypeptit nhit dinh da c6

s&n trén thi trudng (Sigma, St. Louis, MO).

Oligome chira mot hoic nhiéu protein lién két khang nguyén IL-23 c6 thé duge st
dung 1am chét dbi khang IL-23. Oligome c6 thé 13 dang dime, trime hodc oligome béic cao
duoc lién két cdng hoa tri hodic duoc lién két khong theo cach cdng hoéa tri. Oligome chira
hai hogc nhiéu protein lién két khang nguyén IL-23 dugc du dinh sit dung, véi mot vi du 1a
homodime. Oligome khéc bao gE‘)m heterodime, homotrime, heterotrime, homotetrame,
heterotetrame, v.v.. Oligome chtra nhiéu protein lién két IL-23 dugc két ndi thong qua tuong
tac cong hoa tri hodic khong cong héa trj gifta cac gdc peptit duge dung hop vao protein lién
két khang nguyén IL-23 ciing dugc bao gdm. Peptit nay c6 thé 1a nhém lien két peptit
(nhém dém), hozic peptit c6 dic tinh thic ddy su oligome héa. Céc nhém lién két peptit
thich hop dugc md ta trong patent My s6 4,751,180 va 4,935,233. Khoa kéo loxin va cac
polypeptit nhét dinh c6 ngudn gdc tir khang thé nim trong sb cac peptit c6 thé thiic day sy
oligome hoa cua protein lién két khang nguyén IL-23 dwgc gin vao d6. Vi du v& mién khéa
kéo loxin thich hop dé san xuét protein oligome tan dugc dwgc mé ta trong W094/10308;
Hoppe et al., 1994, FEBS Letters 344:191; va Fanslow et al., 1994, Semin. Immunol. 6:267-
278. Theo mdt phuong &n, protein dung hop tai t hgp chira méanh protein lién két khang
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nguyén IL-23 hoic din xut dugc dung hop vao peptit khoa kéo loxin duge bidu hién & té
bao chii thich hgp, va manh protein lién két khang nguyén IL-23 oligome tan dugc hoic din

xuét tao thanh dugc thu hdi tir phin dich ndi nubi cdy.

Oligome ndy c6 thé chira tir 2 dén 4 protein lién két khang nguyén IL-23. Cac gbc
protein lién két khang nguyén IL-23 cta oligome c6 thé c6 dang bét ky trong sb cac dang
néu trén, vi dy, bién thé hoic manh. Tét hon 13, oligome chira protein lién két khéng nguyén
IL-23 ma c6 hoat tinh lién két IL-23. Oligome c6 thé dwogc tao ra bing cich st dung
polypeptit c6 ngudn gbc tir globulin mién dich. Viéc tao protein dung hop chtra cac
polypeptit khac loai nhat dinh dugc dung hgp vao cac phin khic nhau ciia cac polypeptit ¢6
ngudn gdc tir khang thé (bao gdbm mién Fc) di dwgc md ta, vi dy, trong tai li€éu Ashkenazi et
al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10535; Byrn et al., 1990, Nature 344:677; va
Hollenbaugh et al., 1992 "Construction of Immunoglobulin Fusion Proteins", in Current

Protocols in Irrimunology, Suppl. 4, pages 10.19.1-10.19.11.

Séang ché ciing bao gdm dime chira hai protein dung hop dugc tao ra bang cach dung
hop protein lién két khang nguyén IL-23 véi ving Fc cia khang thé. Dime c6 thé dugc tao
ra bing cach, vi dy, cai xen phan dung hgp gen ma hoa cho protein dung hop vao vecto biéu

hién thich hgp, biéu hién phin dung hop gen trong té bao chu dugc bién nap véi vecto bidu
| hién t4i t5 hop, va cho phép protein dung hop dugc biéu hién 18p ghép theo cach rét gidng
phan tir khang thé, trén d6 lién két disulfua lién chudi tao thanh giira cic gbc Fc dé tao ra
dime. Polypeptit Fc ndy bao gdm dang tw nhién va dot bién cila polypeptit c6 ngudn géc tir
viing Fc ctia khang thé. Dang cét cut ciia polypeptit chira viing ban 18 thic dAy su dime hoa
cling dugc bao gdm. Protein dung hop chira gbc Fe (v oligome dwoc tao thanh tir dd) mang
lai 1oi ich 1a tinh ché d& dang bing k§ thuat sic ky 4i lyc trén cot Protein A hodic Protein G.
Mot polypeptit Fe thich hgp, dwgc mo ta trong W093/10151 va patent My sb 5,426,048 va
5,262,522, 1a polypeptit chudi don kéo dai tir ving ban 1& diu tin N dén diu t4n C nguyén
gbc ciia ving Fc clia khang thé IgG1 cta ngudi. Polypeptit Fc hitu dung khac 12 Fc dot bién
duge mé ta trong patent My s§ 5,457,035, va trong tai liéu Baum et al., 1994, EMBO 1J.
13:3992-4001. Trinh ty axit amin cta Fc dot bién nay giéng véi trinh tu axit amin cda trinh
tu Fc nguyén gbc duoc md ta trong WO93/10151, trir viéc axit amin 19 dugc thay dbi tir
Leu thanh Ala, axit amin 20 dugc thay ddi tir Leu thanh Glu va axit amin 22 dugc thay dbi
tir Gly thanh Ala. Fc d6t bién c6 4i luc giam ddi véi thy thé Fc.

Glycosy] hoa
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Protein lién két khang nguyén c6 thé c6 kidu glycosyl héa khac v6i hodc bién dbi so
véi kidu dugc tim thiy trong loai nguyén gbc. Nhur da biét trong linh vuc, kidu glycosyl héa
6 thé phu thudc vao trinh tu cia protein (vi dy, sy ¢6 mit hodc vén.g mit cia géc axit amin
glycosyl héa cu thé, dugc thio luan dudi day), hodc té bao chi hoic sinh vét chii trong d6

protein ndy dugc tao ra. Hé biéu hién cu thé dugc thao ludn duéi day.

Qua trinh glycosyl héa polypeptit thuong 1 lién két N hoic lién két O. Glycosyl hoa
lién két N chi viéc gin gdc hydrat cacbon vao chudi bén ciia gbc asparagin. Trinh ty tri-
peptit asparagin-X-serin va asparagin-X-threonin, trong d6 X 13 axit amin bét ky ngoai trir
prolin, 13 trinh ty nhan biét viéc gin gbc hydrat cacbon vao chudi bén asparagin bing
‘enzym. Nhu viy, sy c6 mit clia mot trong s cAc trinh tu tri-peptit ndy trong polypeptit tao
- ra vi tri glycosyl héa tiém ning. Glycosyl héa lién két O chi viéc gin mot trong sé cac
‘duong N-axetylgalactosamin, galactoza hodic xyloza vao axit hydroxyamino, phd bién nhét
14 serin hodc threonin, mc du 5-hydroxyprolin hodc 5-hydroxylysin ciing ¢ thé dugc sir

dung.

Viéc bd sung vi tri glycosyl hoa vao protein lién két khang nguyén thuong dugc thuc
hién bing c4ch thay ddi trinh tur axit amin sao cho né chira mot hodc nhidu trinh tu tri-peptit
néu trén (ddi vai vi tri glycosyl hoa lién két N). Sy thay dbi ciing c¢6 thé dugc tao ra bing
cach bd sung hogic thé bang mdt hoic nhiéu gbc serin hoic threonin vao trinh tu bét dau (dbi
véi vi tri glycosyl héa lién két O). D& d& dang, trinh ty axit amin cua protein lién két khang
nguyén c6 thé dugc thay ddi thong qua cac thay dbi & cip do ADN, cu thé 14 bing c4ch gay
dot bién ADN ma héa cho polypeptit dich & géc da chon trude sao cho codon dugce tao ra s&

dich m3 thanh axit amin mong muon.

- Phuong phép khéc dé 1am ting sd lwong gbc hydrat cacbon trén protein lién két
khéng nguyén 13 bang cach cong hop glycosit vao protein theo phuong phép hda hoc hodc
bang enzym. Phwong phap nay c6 loi & chd ching khong cin dén viéc san xuét protein trong
té bao chi ma c6 kha ning glycosyl héa dé glycosyl héa lién két N va O. Ty thudc vao
phuong phap cong hop duge sir dung, (cac) dudng c6 thé gin vao (a) arginin va histidin,
(b) nhém carboxyl tu do, (c) nhom sulthydryl tu do nhu nhém cia xystein, (d) nhom
hydroxyl ty do nhu nhém ciia serin, threonin hodc hydroxyprolin, (¢) gdc thom nhu gbc cua
phenylalanin, tyrosin hodc tryptophan, hodc (f) nhém amit ctia glutamin. Cac phuong phap
nay dugc mo td trong WO87/05330 va trong tai li€u Aplin and Wriston, 1981, CRC Cerit.
Rev, Biochem., pp. 259-306.
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Viéc loai bo gbc hydrat cacbon c6 mit trén protein lién két khang nguyén bit dau c6
- thé duoc thue hién theo phuong phap héa hoc hodc enzym. Viéc khir glycosyl héa hoc cin
dén budc cho protein tiép xiic v6i hop chat axit triflometansulfonic hogc hop chit twong
duong. Viéc xit Iy ndy din dén sy phan cit hiu hét hodc tit ca cac dudng ngoai trir dudng
lién két (N-axetylglucosamin hodc N-axetylgalactosamin), trong khi giit polypeptit nguyén
ven. Sy khir glycosyl hda hoc dugc mo ta trong tai liéu Hakimuddin et ai., 1987, Arch.
Biochem. Biophys. 259:52 va Edge et al., 1981, Anal. Biochem. 118:131. Sy phan cit gbc
hydrat cacbon trén polypeptit bing enzym c6 thé dugc thuc hién bing cach sit dung mdt sb
endo- va exo-glycosidaza nhu dugc mo ta trong tai li€éu Thotakura et al., 1987, Meth.
Enzymol. 138:350. Sy glycosyl hoa tai vi tri glycosyl hoa tiém ning c6 thé duoc ngén nglra
bang cach sit dung hop chét tunicamyxin nhu néu trong tai liéu Duskin et al., 1982, J. Biol.

Chem. 257:3105. Tunicamyxin phong bé su tao thanh lién két protein-N-glycosit.

Do d6, c4c khia canh ciia sang ché bao gdm bién thé glycosyl héa cia protein lién két
khang nguyén trong d6 sb lugng va/hodc loai vi tri glycosyl héa duge bién dbi so véi trinh
tur axit amin cta polypeptit gbc. Theo mot s6 phuong 4n nhét dinh, bién thé protein lién két
khang nguyén c6 sb lwong vi tri glycosyl héa lién két N nhidu hon hoic it hon so véi
polypeptit gbc. Dot bién thé ma loai bé hodc thay ddi trinh tir ndy s& ngir can viéc bd sung
chudi hydrat cacbon lién két N c6 mit trong polypeptit gbc. Vi du, su glycosyl héa c6 thé
dugc 1am giam boi viéc 1am khuyét Asn hodc bing cach thay thé Asn bang axit amin khéc.

Khéng thé thudng c6 vi tri glycosyl héa lién két N trong vung Fc.
Chét danh d4u va nhom tac dong

Protein lién két khang nguyén c6 thé chira mot hodc nhidu chét danh dAu. Thuét ngt
“chit danh d4u” hodc “nh6ém danh diu” chi chét danh d4u c6 thé phat hién duoc bat ky.
Nhin chung, chét danh d4u thudc nhidu 16p khac nhau, tiry thudc vao thir nghiém trong d6
chiing can dugc phat hién: a) chit danh d4u dong vi ma c6 thé 1a cht ddng vi c6 hoat tinh
phéng xa hoic chit ddng vi ning; b) chit ddnh déu c6 tir tinh (vi dy, hat tir tinh); c) gbc c6
hoat tinh oxy héa-kht; d) chét nhudm quang hoc; nhém c6 tinh enzym (vi du, peroxidaza
cii ngua, B-galactosidaza, luxiferaza, phosphataza kiém); €) nhém dugc biotinyl héa; va f)
epitop polypeptit da x4c dinh trudc dugc nhan dién bang chét chi thi thir cip (vi dy, trinh tu
cip khoa kéo loxin, vi tri lién két d6i véi khang thé bac hai, mién lién két kim loai, dudi

epitop, v.v.). Theo mot sé phuong 4n, nhém danh diu dugc cong hop véi protein lién két
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khéng nguyén qua nhanh dém c6 chiéu dai khac nhau ¢ 1am giam sy can tr& khong gian
tiém 4n. Cac phwong phép danh dAu protein khac nhau 1a da biét trong linh vyc. Vi du v&
nhém danh déu thich hop bao gbm, nhung khéng giéi han &, cac nhom sau: chit ddng vi
phéng xa hodc nuclit phéng xa (vi dy, *H, MC, BN, 3§, 20y, #T¢, n, 125, BI]), nhém
huynh quang (vi du, FITC, rhodamin, lanthanit photpho), nhém c¢6 tinh enzym (vi du,
peroxidaza cai ngwa, B-galactosidaza, luxiferaza, phosphataza kiém), nhém phét quang héa
hoc, nhém biotinyl hodc epitop polypeptit da xac dinh truéc dugc nhan dién bing chét chi
thi thtr cép (vi du, trinh ty cip khoa kéo loxin, vi tri lién két @i véi khéng thé bac hai, mién
lién két kim loai, dudi epitop). Theo mét sé phwong 4n, nhém danh ddu dugc cong hop véi
protein lién két khang nguyén qua nhanh dém c6 chiéu dai khac nhau dé 1am giam su cén
tr& khong gian tiém 4n. Cac phwong phép khac nhau d& danh du protein 13 da biét trong
Iinh virc va c6 thé duge sir dung khi thich hop.

Thuét ngit “ nhém tac déng” c6 nghia 12 bit ky nhém dugc cong hop véi protein lién
két khédng nguyén ma déng vai trd 1am chit gdy doc té bao. Vi du v& nhém tic dong thich
hop 1 chét ddng vi phéng xa hodc nuclit phong xa (vi duy, 3H, C, 1N, 35S, 2Y, #Tc, !![n,
1257, 1317), Céc nhém thich hop khéc bao gdm doc t6, nhom tri liéu hodc nhém hoéa tri liéu. Vi
du vé nhém thich hop bao gdm calicheamixin, auristatin, geldaamyxin va maytansin. Theo
mdt s& phuong 4n, nhém tic dong dwgc cong hop véi protein lién két khang nguyén qua

nhénh dém c6 chiéu dai khac nhau @& 1am giam su can tré khong gian tidm 4n.
Polynucleotit ma héa protein lién két khang nguyén IL-23

Polynucleotit ma hoéa protein lién két khang nguyén néu trong ban md ta ndy, hoic
mdt phin cia chiing, ciing duge d& xuét, bao gdm polynucleotit md héa mdt hodc ca hai
chubi ctia khéng thé, hoic manh, din xuft, thé dot bién hoiic bién thé cua chung,
polynucleotit ma hoa viing thay d6i chudi ning hodic chi CDR, polynucleotit thich hop dé st
dung 1am mAu do lai, doan mdi PCR hodc doan mdi xac dinh trinh tw d& nhén dién, phan
tich, gy d6t bién hodc khuéch dai polynucleotit ma héa polypeptit, axit nucleic déi nghia dé
trc ché su bidu hién ciia polynucleotit, va trinh tw bd thé ctia ching. Polynucleotit c6 thé c6
chiéu dai bit ky. Ching c6 thé c6 chiéu dai 13, vi du, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75,
85, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 750, 1000, 1500, 3000, 5000
axit nucleic hodc hon, bao gém tAt ca cac gia tri & gitra, va/hodc cb thé bao gém mot hodc

nhidu trinh tw khéc, vi du, trinh tu diéu hoa va/hoic 12 phan cia polynucleotit 16n hon, vi dy,
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vecto. Polynucleotit c¢6 thé 12 soi don hoic soi kép va c6 thé bac gdm axit nucleic ARN

va/hoic ADN va bién thé nhén tao ctia chiing (vi du, axit nucleic peptit).

Polynucleotit ma héa protein lién két khang nguyén, hoic mét phin ctia ching (vi dy,
khang thé nguyén chidu dai, chudi ning hoic chudi nhe, mién thay dbi, hogc CDRHI,
CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 hosic CDRL3) c6 thé dugc phan lap tir t& bao B cua
chudt nhit dugc gy mién dich bang IL-23 hoic manh c6 tinh min dich cia chung.
Polynucleotit c6 thé dwgc phan 1ap bing cic phuong phép thong thudng nhu phan tng
chudi polymeraza (PCR). K§ thuat biéu hién thé thuc khuin 12 vi du khac v& k§ thuat da biét
trong d6 din xuit clia khang thé va cac protein lién két khang nguyén khac c6 thé dugc tao
ra. Trong mot nghién ctru, polypeptit ma 13 thanh phan ciia protein lién két khang nguyén
dang quan tdm dugc bidu hién & hé biéu hién tai td hop thich hop bét ky, va polypeptit dugc
biu hién dugc dé cho 1ap ghép dé tao thanh phén tir protein lién két khang nguyén. Ky
thuat biéu hién thé thuc khuin cling dugc st dung dé thu nhan protein lién két khang
nguyén c6 cac dic tinh khéc nhau (tic 13, i lyc thay déi dbi véi khang nguyén ma ching
lién két v6i) thdng qua viéc lam x4o tron chudi, xem tai liéu Marks et al., 1992,
BioTechnology 10:779.

Do sy thoai hoa ctia ma di truyén, nén mdi trong sb cac trinh ty polypeptit néu trong
ban mé ta ciing dwgc mi hoa béi sd lugng 16m cac trinh ty polynucleotit khac bén canh cac
trinh ty dugce dé xuét. Vi du, mién thay ddi chudi ning néu trong ban md ta nay c6 thé dugc
md héa boi trinh ty polynucleotit SEQ ID NO: 32, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55,
57 hodc 59. Mién thay ddi chudi nhe c6 thé dugc ma hoéa béi trinh tu polynucleotit SEQ ID
NO: 2,5, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 hogc 28. Ngudi c6 hiéu biét trung binh v&
Iinh vuc k§ thuat hiéu rd ring ban mé ti nay cung cip moé ta bang vin ban va boc 10 day du
dé c6 thé thuc hién séng ché d6i v6i mdi trinh tw nucleotit thodi héa ma héa cho

tirng protein lién két khang nguyén.

Khia canh khic dé xuit polynucleotit lai v6i phan tir polynucleotit khéc trong diéu
kién lai cu thé. Cac phuong phap lai axit nucleic, cic thong sb co ban anh huéng dén viée
Iwa chon didu kién lai va huéng din c6 duoc diéu kién thich hop 13 da biét trong linh vuyec.
Xem tai li€u, vi du, Sambrook, Fritsch, and Maniatis (2001, Molecular Cloning: Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. va Current
Protocols in Molecular Biology, 1995, Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc.. Nhu
dugc néu trong ban md ta ndy, diéu kién lai nghiém ngit vira phai st dung dung dich rta
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trude chira 5x natri clorua/natri xitrat (SSC), 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (pH=8,0), dém lai
- chira khodng 50% formamit, 6x SSC, va nhiét d¢ lai 12 55°C (ho#c dung dich lai tuong tu
khac, nhu dung dich chira khoang 50% formamit, véi nhiét do lai 1a 42°C), va diéu kién
rira 1a 60°C, trong 0,5x SSC, 0,1% SDS. Diéu kién lai nghiém ngdt 13 lai trong 6x SSC &
45°C, sau d6 rira mot hogc nhiéu 14n trong 0,1x SSC, 0,2% SDS & 68°C. Ngoai ra, ngudi c6
hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat c6 thé diéu chinh diéu kién lai vi/hodc rira dé 1am
tdng hodc lam gidm d§ nghiém ngét cua vi€c lai sao cho polynucleotit chira trinh tu axit
nucleic c6 d6 ddng nhit 1a it nhit 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% v&i nhau, bao gdm tit ca cac gi tri ¢ gitra, thudng van lai

v64i nhau.

~Céc thay ddi ¢ thé duge dwa vao bang cach gay dot bién cho polynucleotit, nhy d6
din dén sy thay ddi trong trinh ty axit amin ciia polypeptit (vi du, protein lién két khéng
nguyén hodc din xuét protein lién két khang nguyén) ma né ma hoa. Dot bién c6 thé dugc
dua vio bing cach str dung k¥ thuét bit ky da biét trong linh vyre, nhr gy dot bién dinh
huéng vi tri va giy d6t bién ngiu nhién. Polypeptit dot bién c6 thé dwoc biéu hién va duge
chon loc vé dic tinh mong muén. Dot bién c6 thé dugc dwa vao polynucleotit ma khong 1am
thay d6i dang k& hoat tinh sinh hoc ctia polypeptit ma né ma hod. Vi du, dot bién thé tai gbc
axit amin khong thiét yéu. Theo cach khac, mot hodc nhidu dot bién c6 thd duge dua vao
polynucleotit ma 1am thay ddi theo cach chon loc hoat tinh sinh hoc ctia polypeptit ma né
ma hod. Vi dy, dot bién nay c6 thé 1am thay dbi vé mit dinh tinh hogic dinh luvgng hoat tinh
sinh hoc, nhu 1am ting, 1am gidm hodc loai bd hoat tinh nay va lam thay ddi tinh dic hiéu

khéang nguyén cia protein lién két khang nguyén.

Khia canh khéc clia sang ché dé xuét polynucleotit thich hop d& st dung lam doan
mdi hogic miu do lai ding dé phét hién trinh tu axit nucleic. Polynucleotit c¢6 thé chi chtra
mot phan cia trink tyr axit nucleic ma hoa cho polypeptit nguyén chidu dai, vi dy, manh ma
co thé duoge. st dung 1am méu do hodic doan mdi hoic manh ma hoéa cho phén ¢6 hoat tinh
(vi du, phén lién két IL-23) ctia polypeptit. MAu do dua trén trinh tw ciia mot axit nucleic c6
thé dugc st dung dé phat hién axit nucleic d6 hodc cic axit nucleic tuong tu, vi du, thé
phién mi mi héa cho polypeptit. Mau do c6 thé chira nhém danh dau, vi du, chit ddng vi
phéng xa, hgp chit huynh quang, enzym hoic dong yéu td enzym. MAu do nay c6 thé dugc

st dung dé nhan dién té bao biéu hién polypeptit.
Phuong phép biéu hién protein lién két khang nguyén
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Protein lién két khang nguyén néu trong ban md ta nay c6 thé dugc tao ra bing ky
thuat bat ky trong sé céc ky thuat thong thudng. Vi dy, protein lién két khéng nguyén IL-23
c6 thé dugc san xuét bing hé biéu hién ti td hop, bing cach st dung k¥ thuat bt ky da biét
trong linh vyc. Xem tai li€u, vi dy, Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension
in Biological Analyses, Kennet et al.(eds.) Plenum Press, New York (1980); v Antibodies:
A Laboratory Manual, Harlow and Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1988).

Hé biéu hién va ciu trac biéu hién dudi dang plasmit, vecto biéu hién, catxet phién
ma hoic biéu hién chira it nhit mdt polynucleotit néu trén ciing dwoc d& xuét trong ban mo
ta nay, cling nhu t€ bao chu chira hé biéu hién hoic ciu trac biéu hién ndy. Trong ban mo ta
ndy, “vecto” c6 nghia 1a phan t& hodc thuc thé bét ky (vi du, axit nucleic, plasmit, thé thuc
khudn hozc virut) thich hop dé sir dung cho viéc truyén thong tin ma hoa protein vao t& bao
chi. Vidu vé vecto bao gém, nhung khong giéi han &, plasmit, vecto virut, vecto dong vat
c6 vii khong phai thé b sung va vecto biéu hién, vi du, vecto biéu hién t4i tb hop. Vecto
biéu hién, nhu vecto bidu hién tai t6 hop, hitu dung dé bién nap té bao cha va chira trinh tu
axit nucleic diéu khién va/hodc kiém soét (cing v6i té bao chi) sy biéu hién ciia mot hodc
nhidu ving ma hoéa khéc loai dugc lién két theo cich c6 didu khién vé6i né. Chu trac bidu
hién c6 thé bao gbm, nhung khong gi6i han &, trinh ty tic dong 1én hodc kiém soat su phién
m3, su dich ma, va, néu intron c6 mat, thi tac dong 1€n su tach intron ra khoi ARN cua ving
mé héa dugc lién két c6 diéu khién véi né. “Puoc lién két c6 didu khién” c6 nghia 1a céc
thanh phan ma c6 thuét ngit nay di kém & trong mdt mdi quan hé cho phép ching thyc hién
cac chirc nang vbn ¢6 cia ching. Vi dy, trinh tu kiém soat, vi dy, trinh ty khéi dAu, trong
vecto ma "dugc lién két c6 diéu khién" véi trinh tw ma héa protein dugc sip xép sao cho
hoat tinh binh thudng cla trinh tur kiém so4t dan dén sy phién ma trinh ty ma héa protein

gdy ra su biéu hién tai td hop cla protein dugc ma héa.

Khia canh khéc ctia séng ché dé xuét t& bao chit ma vecto biéu hién, nhu vecto biéu
hién tai to hop, duge dwa vao d6. Té bao chii c6 thé 1 té bao nhéan so bit ky (vi du, E. coli)
hoic t& bao nhan chudn bit ky (vi du, t& bao ndm men, t& bao con tring hodc té bao dong vat
¢6 via (vi dy, t& bao CHO)). ADN ctia vecto c6 thé dugc dua vao té bao nhan so hodc t& bao
nhan chuén bing céc k§ thuat bién nap hoic chuyén nhidm thong thudng. Pé chuyén nhidm
én dinh cac t& bao dong vat c6 va, da biét 13, thy thudc vao vecto biéu hién va k¥ thuat

chuyén nhim duoc ding, chi c6 phin nhé té bao 1a c6 thé két hop ADN ngoai lai vao hé
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gen clia ching. P& nhan dién va lwa chon thé két hop ndy, gen ma hoa cho yéu t6 danh déu
c6 thé chon loc dugc (vi du, vé tinh khang d6i v6i chit khang sinh) thudng duogc dua vao té
bao chd cung véi gen quan tam. Yéu t§ danh diu c6 thé chon loc dugc duge wu tién bao
gbdm yéu t6 tao ra tinh khang thubc, nhu G418, hygromyxin va metotrexat. Té bao dugc
chuyén nhidm 6n dinh véi polynucleotit dugc dwa vao c¢b thé duge nhan dién bang c4ch
chon loc thudc (vi du, t& bao ma két hop yéu t6 danh diu c6 thé chon loc duoc sé séng Sot,

trong khi céc té bao con lai bi chét), trong sb cac phwong phép khac.

Protein lién két khang nguyén c6 thé dugc biéu hién & dong té bao lai (vi dy, cy thé
13 khéng thé c6 thé dugc biéu hién & té bao lai) hoic & dong t& bao khong phai 12 té bao lai.
Céu tric biéu hién ma héa protein lién két khang nguyén c6 thé dugc st dung & bién nap té
bao chu dong vat c6 vii, con tring hoic vi sinh vat. Viéc bién nap ¢6 thé duoc thuc hién
bing cach st dung phuong phép da biét bat ky dé dua polynucleotit vao té bao cht, bao
gbm, vi du, bao géi polynucleotit trong virut hodc thé thuc khuin va tai nap té bao chu véi
chu triic nay bing phuong phap chuyén nhidm da biét trong linh vuc, nhu dugc néu vi du
trong patent My sb 4,399,216; 4,912,040; 4,740,461; 4,959,455. Quy trinh bién nap tdi wu
dugc sir dung s& phu thudc vao loai t& bao chi dwgc bién nap. Céc phwong phép dua
polynucleotit khéc loai vao t& bao dong vat c6 va 13 da bibt o trong linh vyc va bao gbm,
nhung khong gi6i han &, chuyén nhiém dugc diéu tiét béi dextran, két tia canxi phosphat,
chuyén nhiém dugc didu tiét bdi polybren, dung hop thé nguyéh sinh, xung di¢n, bao nang
(céc) polynucleotit trong liposom, tron axit nucleic véi lipit tich dién dwong, va vi tiém truc
tiép ADN vao nhén.

Céu trtic biéu hién tai t6 hop thudng chira polynucleotit ma héa polypeptit. Polypeptit
c6 thé chira mot hoic nhidu thanh phin trong s cac thanh phan sau: mot hodc nhidu CDR
néu trorg ban md ta ndy; ving thay ddi chudi nhe; ving thay dbi chudi ning; ving khong
dbi chudi nhe; vung khong dbi chudi nang (vi dy, Cul, Cua2 va/hodc Cu3); va/hodc phﬁn
- gian gido khac cta protein lién két khang nguyén IL-23. C4c trinh ty axit nucleic nay dugc
cai xen vao vecto biéu hién thich hop bing céch sir dung k§ thuét ni thich hop. Theo mot
phuong 4n, viing khong d6i chudi ning hodc chudi nhe duge gén vao diu tan C cia ving
thay d6i chudi ning hodc chudi nhe néu trong ban mé ta ndy va dugc nbi vao vecto bidu
hién. Vecto ndy thudng dwgc chon dé ¢ chirc ning trong t& bao chu cu thé dugc st dung
(tire 13, vecto nay twong thich v6i bd may té bao chi, cho phép sy khuéch dai va‘hoic biéu

hién gen c6 thé xay ra). Theo mot sd phurong 4n, vecto dugc sir dung trong d6 c6 sit dung
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thir nghiém b thé manh protein sir dung chét chi thi protein, nhu dihydrofolat reductaza
- (xem, vi du, patent M§ s 6,270,964). Vecto biéu hién thich hop cé thé dugc mua, vi dy, tr
Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA) hodc BD Biosciences (San Jose, CA). Cac
vecto hitu dung khac dé tach dong va biéu hién khang thé va manh cua ching bao gém
vecto dugce boc 19 trong tai li€u Bianchi and McGrew, 2003, Biotech. Biotechnol. Bioeng.
84:439-44. Céc vecto biéu hién thich hop khac dugc thao luan, vi dy, trong tai liéu Methods
Enzymol., vol. 185 (D. V. Goeddel, ed.), 1990, New York: Academic Press.

Théng thudng, vecto biéu hién dugc sir dung trong té bao chu bit ky chira trinh tu dé
duy tri plasmit va dé tach dong va biéu hién trinh ty nucleotit ngoai sinh. Trinh ty nay, dugc
goi chung 13 “trinh tu kep sudn” theo mdt sé phuong 4n nhit dinh thudng chira mot hodc
nhiéu trinh tu trong sd c4c trinh ty nucleotit sau: trinh ty khai ddu, mot hodc nhiéu trinh tu
ting cudng, diém bit dau sao chép, trinh ty két thiic phién ma, trinh ty intron hoan toan
chira vi tri tach intron cho va nhén, trinh ty ma hoa trinh tu din dau dé tiét polypeptit, vi tri
lién két ribosom, trinh tu polyadenyl héa, ving da lién két (polylinker) d& cai xen
polynucleotit ma hoa polypeptit cin bidu hién, va yéu t§ danh dAu c6 thé chon loc dugc.
Vecto biéu hién dugc d& xuit c6 thé dugc tao clu tric tir vecto bit diu nhu vecto c6 trén thi
truong. Vecto ndy c6 thé c6 hoic c6 thé khong chira tt ca c4c trinh tu kep sudn mong
mudn. Khi mét hodc nhiéu trinh tw kep swon néu trong ban mé ta ndy khong cé sin trong
vecto, thi chiing c¢6 thé dugc thu nhan mét cach riéng 1¢ va duge nbi vio vecto. Cac phuong
phap ding ¢ thu nhén trinh ty kep sudn nay 1a da biét rd dbi véi ngudi c6 hidu biét trung
binh vé linh vire k¥ thuat.

Tity y, vecto ¢6 thé chira trinh ty ma hoa “dudi”, tirc 13, phan tir oligonucleotit dugc
bb tri & d4u 5° hodc 3’ cua trinh ty ma hoéa protein lién két khéng nguyén IL-23; trinh tu
oligonucleotit ma hoéd polyHis (nhu hexaHis), hodic “dudi” khac nhu FLAG®, HA (virut
ciim hemaglutinin), hosic myc, ma c6 ton tai cac khang thé dbi véi chung trén thi trudng.

-Pudi nay thuong duge dung hgp vao polypeptit khi biéu hién polypeptit, va c6 thé dong vai
trd 1am phuong tién dé tinh-ché i luc hodc phét hién protein lién két khang nguyén IL-23 tir
t€ bao chi. Viéc tinh ché 4i luc ¢6 thé dugc thyc hién, vi dy, bang k¥ thuat sic ky cot bing
cach sir dung khéang thé khang dudi 1am chét nén 4i lyc. Tiy ¥, dudi sau d6 c6 thé dugce loai
b ra khoi protein lién két khang nguyén IL-23 duoc tinh ché bing cic phuong phap khac
nhau nhu sir dung peptidaza dé phén cit.
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Trinh tw kep sudn c6 thé 1a ciing loai (tic 13, tir cing loai va/hoic ching gibng vai té

‘bao chii), khéc loai (tirc 13, ti loai khac véi lodi holic chiing té bao chit), lai (tirc 13, t& hop
cua céc trinh ty kep sudn tir nhidu hon mot ngudn), tdng hop hodc nguyén gbc. Nhu vay,
nguén ctia trinh tu kep sudn c6 thé 1a sinh vat nhan so hodic nhan chuin bét ny, sinh vét cé
xuong sdng hoic khong c6 xuong sdng bét ky, hodc thuc vat bat ky, véi didu kién 1a trinh ty

-kep sudn nay c6 chirc nédng trong, va c6 thé duge hoat hoa bdi, bd may té bao chi.

Trinh ty kep suon hitu dung trong vecto c6 thé duge thu nhan bang phwong phép bét
ky trong sb cac phuong phép da biét rd trong linh virc. Thong thudng, trinh ty kep sudn hiru
dung trong ban md ta nay da dugc xac dinh trudc bang cach 14p ban db va/hodc bing cach
phan giai bing endonucleaza gidi han, va do d6 c6 thé dugc phan 1ap tir ngudn mo thich hop
bing cach str dung endonucleaza gidi han thich hop. Trong mdt sb truedng hop, trinh tu
nucleotit iy’ da cia trinh ty kep sudn c6 thé 1a da biét. Trong ban mod ta nay, trinh tg kep
sudn c6 thé duge tdng hop bing cach st dung céc phuong phap néu trong ban mb ta nay dé

tbng hop hoic tach dong axit nucleic.

Du tit ca hodic chi mdt phén cua trinh tyr kep swon 13 da bibt, n6 c6 thé duge thu nhén
bang cach sir dung phan tng chudi polymeraza (PCR) va/hoic bang cach sang loc thu vién
h¢ gen bing mau do thich hgp nhu manh oligonucleotit va/hodc trinh tyr kep suon tr cing
loai ho#c loai khic. Khi trinh tw kep suon 13 chua biét, thi manh ADN chira trinh tu kep
sudn c6 thé duge phan 1ap tir manh ADN 16n hon ma c6 thé chura, vi dy, trinh tuy ma héa
hodc tham chi 13 gen ho#c cic gen khic. Viéc phan 1ap c6 thé duge thuc hién bing cach
phén giai bing endonucleaza gii han @& tao ra manh ADN thich hop, sau d6 phan 1ap bang
cach tinh ché gel agaroza, sic ky cot Qiagen® (Qiagen, Chatsworth, CA), hoic cac phuong
phap khac da biét dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh v& linh vuc k¥ thuat. Viéc chon loc
enzym thich hgp dé thuc hién muc dich nay 1a d& dang dugc biét boi ngudi c6 hidu biét
trung binh v& linh vuc k§ thuét.

Piém bét dau sao chép thudng 12 mot phin cia vecto bidu hién sinh vat nhan so mua
trén thi trudng, va diém bét dau nay hd trg trong viéc khuéch dai vecto trong té bao chu.
Néu vecto duge chon khong chutra diém bit dau sao chép, thi n6 6 thé duoc téng hop héa
hoc dua trén trinh tu da biét, va duoc ndi vao vecto. Vi du, diém bt dau sao chép tir plasmit
pBR322 (New England Biolabs, Beverly, MA) 1a thich hop déi v4i hiu hét cic vi khudn

gram am, va cac diém bat dau & virut khac (vi du, SV40, virut polioma, adenovirut, virut
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gdy viém miéng mun nudc (VSV) hodc virut gy u nhii nhu HPV hogc BPV) 14 hitu dung
cho viéc tach dong vecto & té bao dong vat cb v Thong thuong, diém bit ddu sao chép
khéng cn thiét dbi v6i vecto biéu hién & dong vat ¢6 vii (vi du, diém bét dhu SV40 thuong

dugc dung chi vi né con chira trinh ty khéi dau sém & virut).

Trinh tr két thic phién ma thuong nidm & phia 3’ so v6i ddu cua ving ma hoda
polypeptit va 1am nhiém vu két thic sy phién ma. Thong thudng, trinh ty két thuc phién ma
trong t& bao nhan so 12 manh gidu G-C theo sau béi trinh ty poly-T. Mic du trinh tu nay
duoc tach dong dé dang tir thu vién hodc thdm chi 13 mua dugce trén thi trudng dudi dang
mot phin ciia vecto, nhung né ciing c6 thé duogc tdng hop d& dang bing céach sir dung cac

phuong phép téng hop axit nucleic néu trong ban mé ta nay.

Yéu t6 danh diu c6 thé chon loc dugec ma hoa cho protein cén thiét dbi voi su séng
s6t va sinh truéng cia té bao chi dugc cho sinh trudng trong moi treong nudi cdy chon loc.
Gen d4nh d4u chon loc tiéu biéu ma hoéa cho protein ma (a) tao ra tinh khang d6i voi chét
khang sinh hodc ddc t6 khac, vi du, ampixillin, tetraxyclin hodc kanamyxin cho té bao chi
nhan so; (b) bd sung cho sy thiéu hut sinh dudng thy dong cua t& bao; hodc (c) cung cép
chét dinh dudng quan trong khong sin c6 tir phirc hop hodc méi trudng xéc dinh. Yéu td
danh d4u c6 thé chon loc dugc cu thé 13 gen khang kanamyxin, gen khéng ampixillin va gen
khéng tetraxyclin. Theo cach c6 1¢i, gen khang neomyxin ciing c6 thé duoc sir dung dé chon

loc & ca t€ bao chii nhan so va nhan chuan.

Céac gen c6 thé chon loc dugc khac co thé duge sir dung dé khuéch dai gen ma sé
dugc bidu hién. Khuéch dai 13 qué trinh trong d6 gen cin @& san xuét protein quan trong d6i
v6i su sinh trudng hodc sdng s6t clia té bao dugc 1ap lai nbi tiép trong nhiém sic thé caa thé
h¢ té bao tai td hop ké tiép. Vi du vé yéu t6 danh d4u c6 thé chon loc dugc thich hop déi véi
té bao dong vat c6 va bao gdm gen dihydrofolat reductaza (DHFR) va gen thymidin kinaza
khéng chira trinh ty khéi dau. Thé bién nap té bao dong vit c6 vu duge dit dudi ap luc chon
loc trong d6 chi c4c thé bién nap méi dugc 1am thich nghi duy nhit dé séng sét nho gen c6
thé chon loc dugc c6 mit trong vecto. Ap luc chon loc dugc dit ra bang cach nudi céy té
bao dugc bién nap trong didu kién trong d6 ndng dd cua chit chon loc duge lam tang li€n
tuc, nhd d6 din dén sy khuéch dai ctia ca gen c6 thé chon loc duge va ADN ma ho4 cho gen
khac, nhu protein lién két khang nguyén ma lién két voi IL-23. Két qua 1, lugng ting cta

polypeptit nhu protein lién két khang nguyén duoc tdng hop tir ADN duogc khuéch dai.
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Vi trf lién két ribosom thudng cin thiét cho su bét du dich ma ciia mARN va dic
. trung béi trinh ty Shine-Dalgarno (sinh vt nhén so) hodc trinh ty Kozak (sinh v4t nhan
~ chuén). Thanh phan nay thudng nim & phia 3' so v6i trinh tu khai ddu va phia 5' so véi trinh

ty ma hoa ctia polypeptit cin biéu hién.

Trong mdt sd truong hop, nhu khi su glycosyl héa dugc mong mudn trong hé bidu
hién t& bao chi nhan chuén, c6 thé thao tac cac trinh tu pre- ho#ic pro- khic nhau dé cai
thién su glycosyl héa hodc hiéu suét. Vi du, c6 thé thay dbi vi tri phan ct peptidaza cua
peptit tin hidu cu thé, hodc bd sung trinh ty pro- ma ciing c6 thé gy anh huéng dén su
glycosyl héa. San phdm protein cudi ciing c6 thé c6, tai vi tri -1 (so v6i axit amin thir nhét
clia protein truéng thanh), mot hodc nhiéu axit amin bd sung lién quan dén viéc bidu hién,
ma khéng thé loai bd dugc hoan toan. Vi du, san phim protein cubi cing c6 thé c6 mot hoic
hai gdc axit amin dwgc tim thiy tai vi tri phan cét peptidaza, gin véi ddu tan anﬁno. Theo
cach khac, viéc str dung mdt sb vi tri phan cit enzym c6 thé tao ra dang hoi cit cut cua

polypeptit mong mudn, néu enzyme nay cét & ving bén trong polypeptit trudng thanh.

Su biéu hién va tach dong thudng bao gdm trinh ty khoi diu duge nhan biét boi sinh
vat chit va lién két c6 didu khién v6i phan tir ma héa protein lién két khang nguyén IL-23.
Trinh ty khéi ddu 13 trinh tw khong dugc phién ma ndm nguoc dong (tic 13 phia 5') so véi
codon m& du clia gen ciu tric (thudong trong khoang tir 100 dén 1000 bp) ma kiém soét su
phién ma ciia gen c4u tric. Trinh ty khéi diu thuong dugc nhém vao mot trong sb hai 16p:
trinh ty khéi ddu cdm tng va trinh tu khéi ddu co dinh. Trinh ty khéi dAu cam tng gay ra
murc phién ma ting tir ADN duéi su kiém soat ctia chung dé dap ung véi thay d6i nhit dinh
vé diu kién nudi céy, nhu su ¢4 mat hodc Ve"lng mit cia chit dinh dudng hoic sy thay dbi
vé nhiét d. Mit khéc, trinh ty khéi du co dinh phién ma mot cich ddng nhit gen ma chung
dugc lién két c6 diéu khién vao d6, tirc 13, hdu nhu khong hodc khéng c6 sy kiém soat dbi
v6i sy biéu hién gen. Sd lwong 16n céc trinh ty khoi ddu, duge nhan biét bdi cac té bao chi
tiém niing, 13 d4 biét. Trinh tu khoi dau thich hop dwoc lién két c6 didu khién véi ADN ma
héa ving thay dbi chudi ning hodc ving thay dbi chudi nhe cta protein lién két khéng
nguyén IL-23 bang céch loai bé trinh tw khéi diu nay ra khéi ADN ngudn bing cach phén
giai bing enzym gi6i han va cai xen trinh tu khoi ddu mong mudn vao vecto.

Trinh tu khoi ddu thich hop dé st dung vé6i vat chi nAm men ciing da biét ro trong
linh vyc. Trinh ty ting cudng cla ndm men duoc sir dung mdt céch thuin lgi v6i trinh tur
khéi ddu ciia nAm men. Trinh ty khéi ddu thich hop dé st dung véi té bao chu dong vat co

-60-



21415

v 13 d3 biét r5 va bao gdm, nhung khong gi6i han &, cac trinh tu thu duge tir hé gen cua
virut nhu virut polioma, virut ddu ga, adenovirut (nhu Adenovirut 2), virut gdy u nha & bo,
virut gdy sacOm & gia cAm, virut cu bao, retrovirut, virut gdy viém gan B va virut Simian 40
- (SV40). Céc trinh tu khéi ddu ciia dong vét c6 v thich hop khac bao gdm trinh tir khéi diu

khéc loai cia ddng vat ¢6 v, vi dy, trinh tu khéi dau s6c nhiét va trinh tu khéi dau actin.

Céc trinh tu khéi ddu khéc ¢6 thé dugc quan tAm bao gdm, nhung khong gidi han &:
trinh tur khoi ddu sém SV40 (Benoist and Chambon, 1981, Nature 290:304-310); trinh tu
khéi ddu CMV (Thornsen et al., 1984, Proc. Natl. Acad. U.S.A. 81:659-663); trinh tu khéi
déu chira trong doan 1dp dai du 3' cua virut Rous sarcoma (Yamamoto et al., 1980, Cells
22:787-797); trinh tw khéi du thymidin kinaza herpes (Wagner et al., 1981, Pros. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 78:1444-1445); trinh tu khoi d4u va trinh tu didu hoa tir gen
metallothionin (Prinster et al., 1982, Nature 296:39-42); va trinh tu khoi ddu sinh vét nhan
so nhu trinh ty khai ddu beta-lactamaza (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 75:3727-3731); hodc trinh ty khai dau tac (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 80:21-25). Ciing dugc quan tdm 13 viing kiém so4t phién ma dong vat néu dudi
day, c6 tinh dic hiéu md va dugc st dung & dong vat chuyén gen: ving kiém soét gen
elastaza I hoat dong & té bao nang tuyén tuy (Swift et al., 1984, Cell 38:639-646; Ornitz et
al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409; MacDonald, 1987,
Hepatology 7:425-515); ving kiém soat gen insulin hoat déng & té bao beta tuyén tuy
(Hanahan, 1985, Nature 315:115-122); ving kiém so4t gen globulin mién dich hoat dong &
té bao dang lympho (Grosschedl et al., 1984, Cell 38:647-658; Adames et al., 1985, Nature
318:533-538; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-1444); vung kiém so4t virut
gy u vii & chudt nhét hoat dong & té bao tinh hoan, té bao vi, t& bao dang lympho va té bao
mast (Leder et al., 1986, Cell 45:485-495); ving kiém soat gen albumin hoat dong & gan
(Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1 :268-276); ving kiém so4t gen alpha-feto-protein
hoat dong & gan (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5:1639-1648; Hammer et al., 1987,
Science 253:53-58); viing kiém so4t gen alpha 1-antitrypsin heat dong & gan (Kelsey et al.,
1987, Genes and Devel. 1:161-171); ving kiém so4t gen beta-globin hoat dong & té bao tay
(Mogram et al., 1985, Nature 315:338-340; Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94); viing kiém
so4t gen protein co ban myelin hoat dong & té bao thin kinh dém it gai trong ndo (Readhead

et al., 1987, Cell 48:703-712); ving kiém so4t gen myosin chudi nhe 2 hoat dong & co
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xuong (Sani, 1985, Nature 314:283-286); va ving kiém soét gen hormon giai phong huéng
sinh duc hoat dong & ving dudi ddi (Mason et al., 1986, Science 234: 1372-1378).

Trinh ty ting cudng c6 thé duge cai xen vao vecto dé 1am ting sy phién ma boi sinh
vét nhin chuén bac cao. Trinh tu ting cudng 13 yéu t§ hoat dong cis cia ADN, thudng cb
chidu dai khoang 10-300 bp, tac dong 1én trinh ty khai ddu dé 1am ting sy phién ma. Trinh
tu ting cudng tuong dbi doc 18p véi hudng va vi tri, duge tim théy tai cac vitrica 5'va 3' so
v6i don vi phién ma. Mot sd trinh ty ting cudng ¢ sin tir gen dong vét c6 via 1a da bibt (vi
du, globin, elastaza, albumin, alpha-feto-protein va insulin). Tuy nhién, thong thuong, trinh
ty ting cudng tir virut duge st dung. Trinh tu tdng cudong SV40, trinh ty ting cudng trinh tu
khéi ddu sém cia virut cu bao, trinh ty ting cudng clia virut polioma va trinh tir ting cuong
clia adenovirut da biét trong linh vuc 12 cac yéu td ting cudng tiéu bidu dé hoat hoa trinh tu
khoi du cia sinh vét nhan chudn. Mic di trinh tur ting cudng c6 thé duge dat trong vecto &
5' hodic 3' so v6i trinh ty ma hoa, nhung né thuong ndm & vi tri 5' k& tir trinh tw khoi dau.
Trinh tu ma héa cho trinh tu tin hiéu nguyén gdc hodc khac loai thich hop (trinh tw din diu
ho#c peptit tin hiéu) c6 thé dugc két hop vio vecto biéu hién dé thuc ddy viéc tiét khang thé
ngoai bo. Viéc lya chon peptit tin hiéu hoic trinh tu dan e phu thudc vao loai t& bao chu
trong d6 khang thé cin dugc tao ra, va trinh ty tin hiéu khac loai c6 thé thay thé trinh ty tin
hiéu nguyén gdc. Vi du v& peptit tin hiéu cé chirc ning & té bao chii dong vat c6 vi bao
g@)m: trinh ty tin hiéu déi vé6i interleukin-7 dugc boc 10 trong patent My s6 4,965,195; trinh
ty tin hiéu dbi véi thu thé interleukin-2 dugc boc 16 trong tai liéu Cosman et al.,1984,
Nature 312:768; peptit tin hiéu thu thé interleukin-4 dugc bdc 16 trong patent EP sb
0367 566; peptit tin hiéu thu thé interleukin-1 typ I dugc bdc 1§ trong patent MY sb
4,968,607; peptit tin hiéu thu thé interleukin-1 typ II dugc boc 16 trong patent EP s
0 460 846.

Sau khi vecto dugc tao céu tric, vecto hoan chinh c6 thé duge cai xen vao t& bao chi
thich hop dé khuéch dai va/hodc biéu hién polypeptit. Viéc bién nap vecto bidu hién dbi voi
protein lién két khang nguyén vao t€ bao chi dugc chon cé.thé dugc thuc hién bﬁng cac
phwong phép da biét bao gdm chuyén nhidm, gdy nhidm, ddng két tia canxi phosphat, xung
dién, vi ti€m, chuyén nhiém lipit, chuyén nhidm dugc didu tiét bdi DEAE-dextran, hodc cac
k¥ thuat da biét khac. Phuong phap duoc chon phu thude mot phén vao loai té bao chu dugc
sit dung. Céc phuong phap nay va céc phuong phép thich hop khac 1a da biét rd dbi véi

nguoi co hiéu biét trung binh vé linh vuc ky thudt, va dugc néu, vi du, trong tai li€u
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Sambrook et al., Molecular Cloning: Laboratory Manual, 3rd ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001).

Té bao chu, khi dugc nudi cdy trong diéu kién thich hop, téng hop protein ma sau d6
c6 thé duoc thu tir mdi treong nudi cly (ndu té bao chu tiét n6 vao mai tredng) nodc truc
tiép tir t& bao chu san xut n6 (néu no6 khéng duoc tiét ra). Viéc chon loc té bao chu thich
hop phu thudc vao céac yéu t6 khac nhau, nhw mtc bidu hién mong mudn, sy cai bién
polypeptit mong mudn hoic cin thiét d6i véi hoat tinh (nhu glycosyl héa hodc phosphoryl
ho6a) va sy d& gip cudn thanh phén tir ¢6 hoat tinh sinh hoc.

Céc dong té bao dong vat c¢6 vii ¢6 sin 1am vat cha dé bidu hién 12 da biét ro trong
linh vyc va bao gdm, nhung khong gi6i han &, dong té bao bét tir c6 sin tir Bao tang gidng
chudn Hoa Ky (ATCC: American Type Culture Collection), bao gdm, nhung khong gidi
han &, t& bao trimg chudt déng Trung Qubc (CHO), t& bao HeLa, t& bao than chudt ddng so
sinh (BHK), té bao than khi (COS), té bao caxinom t& bao gan ngudi {vi du, Hep G2) va cac
dong té bao khac. Theo mdt sé phwong 4n nhit dinh, dong té bao ¢6 thé duoc chon bang
cach x4c dinh dong té bao c6 mirc biéu hién cao va tao ra chi yéu protein lién két khéng
nguyén c6 dic tinh lién két IL-23. Theo phuong 4n khéc, dong té bao tir dong té bao B ma
khong tao ra khang thé ctia ban than n6 nhung c6 kha ning tao va tiét ra khang thé khac loai

cling c6 thé dugc chon.

Str dung protein lién két khang nguyén IL-23 cta ngudi nhim muc dich chdn doan va tri
liéu

Protein lién két khang nguyén hitu dung dé phat hién IL-23 trong mau sinh hoc va
nhan dién t& bao hoic mo san xudt IL-23. Protein lién két khang nguyén lién két dic hiéu
v6i IL-23 c6 thé dugce sir dung trong chdn doan va/hoidc didu tri bénh lién quan dén IL-23 &
bénh nhan cin chin doan va/hodc didu tri. Theo mot khia canh, protein lién két khang
nguyén IL-23 c6 thé dugc sir dung trong thir nghiém chén doan, vi du, thir nghiém lién két
dé phst hién va/hoic dinh lwong IL-23 dugc biéu hién & mau, huyét thanh, t& bao hodc mo.
Ngoai ra, protein lién két khang nguyén IL-23 c6 thé dugce st dung dé 1am giam, tc ché, can
tré hodc didu bién mot hodc nhidu hoat tinh sinh hoc cia IL-23 trong t& bao hodc md. Do
do, protein lién két khéng nguyén lién két véi IL-23 c6 thé ¢6 tmg dung trj liéu trong vi€c

lam thuyén giam bénh lién quan dén IL-23.
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Sang ché con dé cap dén viéc str dung protein lién két khéng nguyén IL-23 dé sir
dung trong viéc ngin nglra hodc diéu tri trj liéu céc bénh ly y té, nhu cac bénh néu trong ban
mo ta ndy. Protein lién két khang nguyén IL-23 hiru dung dé didu tri c4c tinh trang bénh
trong d6 IL-23 c6 lién quan hodc déng vai trd gbp phan gy bénh hoic rdi loan tiém in hodc

theo cach khac gép phin gy ra triéu chimg tiéu cyc.

Tinh trang bénh dugc didu tri hiéu qua bing protein lién két khéng nguyén IL-23
déng vai trd trong d4p tng viém. Bénh viém nay bao gdm bénh nha chu; bénh vé& phéi nhu
bénh hen; bénh vé da nhu bénh vay nén, bénh viém da di tng, bénh viém da tiép xtc; bénh
thap kh6p nhu bénh viém khép dang thip, bénh xo cting hé théng tién trién (bénh ctng bi);
bénh luput ban dd toan than; bénh viém khép cot séng bao gém bénh viém cot séng dinh
khép, bénh viém khép vay nén, bénh viém khép duong rudt va bénh viém khép phan Gng.
Ciing duoc dy dinh 13 bénh viém mang bd dio bao gbm bénh Vogt-Koyanagi-Harada, bénh
viém mang bd dao trudc va sau tu phat va bénh viém mang bd dio lién quan dén bénh viém
khép cot sbng. Viéc sir dung protein lién két khang nguyén IL-23 cling duoc dy dinh dé
diéu tri bénh ty mién bao gdm bénh da xo ctng; bénh viém co tim tw mién; bénh d4i thao

duong typ 1 va bénh viém tuyén gidp tu mién.

Tinh trang thodi héa clia hé¢ da day-rudt c6 thé diéu tri hoic ngin ngira dugc bing
protein lién két khang nguyén IL-23. Bénh da day-rudt bao gdm bénh viém rudt: bénh

Crohn, bénh viém loét dai trang va bénh Celiac.

Séang ché ciing bao gdm viéc sir dung protein lién két khang nguyén IL-23 dé didu trj
bénh vt chii chéng lai manh ghép, va bién ching nhu sy tir chéi manh ghép gy ra do ciy
ghép co quan rén, nhu tim, gan, da, than, phéi hodc c4c co quan céy ghép khac, bao gém tuy
xuong ciy ghép.

Sang ché ciing mo ta phuong phép sir dung protein lién két khéng nguyén IL-23 dé
didu tri cdc bénh ung thu khac nhau bao gdm cac dang khéc nhau ciia ung thu bao gdm bénh
ung thu rudt két, bénh ung thu da diy, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu t& bao
than, bénh ung thu ¢d va budng trimg, va bénh ung thu phdi (SCLC va NSCLC). Ciing duogc
bao gdm 14 khéi u ran, bao gdm sacém, sacém xuong, va caxinom, nhu caxinom tuyén va
caxinom té bao vay, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu da day, caxinom tii méit, bénh

bach ciu, bao gém bénh bach ciu tdy bao cép tinh, bénh bach ciu tdy bao man tinh, bénh
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bach ciu dang tiy bao, bénh bach ciu lympho man tinh ho#c cép tinh va bénh bach ciu té

bao long, va bénh da u tuy.
Phwong phép chén do4n

Protein lién két khang nguyén néu trong ban md ta nay c6 thé duoc sir dung cho muc
dich chin doan dé phét hién, chin doan hodic theo ddi bénh va/hodc tinh trang bénh lién
quan dén IL-23. Vi du vé cac phwong phap c6 thé dwoc sir dung dé phét hién sy c6 mit cia
IL-23 bao gdm thir nghiém mién dich, nhu thir nghiém hép thy mi&n dich lién két enzym

(ELISA) va thir nghiém mién dich phéng xa (RIA).

Pé st dung trong chin doén, protein lién két khang nguyén thuong dugc dénh diu
bang nhém dénh diu c6 thé phat hién dugc. Nhém dénh déu thich hgp bao gbm, nhung
khong gidi han &: chit ddng vi phéng xa hodc nuclit phong xa (vi dy, 3H, 14C, 15N, 35§, 90y,
#Tc, Mn, 1251, BI), nhém huynh quang (vi dy, FITC, rhodamin, lanthanit photpho), nhém
c6 tinh enzym (vi dy, peroxidaza cai ngua, B-galactosidaza, luxiferaza, phosphataza kiém),
nhoém phéat quang héa hoc, nhom biotinyl, hodc epitop polypeptit dd xac dinh trudc duoc
nhan dién bing chét chi thi thir cip (vi dy, trinh tu cip khéa kéo loxin, vi tri lién két véi
khang thé bac hai, mién lién két kim loai, dudi epitop). Theo médt sb phuong an, nhém dénh
ddu dugc cong hop véi protein lién két khang nguyén qua nhanh dém c6 chidu dai khéc
nhau dé 1am giam su can tr& khong gian tiém 4n. Cic phuong phdp khac d& dénh du

protein 13 d3 biét trong linh virc va ciing ¢6 thé duoc st dung.

Séang ché ciing dé cap dén cac phuwong phép chin doan khac dé nhan dién té bao hodc
cac t& bao biéu hién IL-23. Theo phuong 4n.cu thé, protein lién két Fhéng nguyén dugc
danh diu bing nhém danh diu, va sy lién két ctia protein lién két khang. nguyén da duge
d4nh du vai IL-23 duge phét hién. Theo phuong an cu thé khac, su lién két cta protein li€n
két khang nguyén véi IL-23 duge phat hién in vivo. Theo phuong an cu thé khéc, protein
lién két khang nguyén IL-23 dugc phan 1ap va xac dinh bing cach sir dung céc k§ thuat da
biét trong linh vyc. Xem tai li¢u, vi du, Harlow and Lane, 1988, Antibodies: A Laboratory
Manual, New York: Cold Spring Harbor (ed. 1991 and periodic supplements); John E.
Coligan, ed., 1993, Current Protocols In Immunology New York: John Wiley & Sons.

Céac phuong phap khac dé phat hién sy ¢6 mit cia phan tir thir nghiém ma canh tranh
dé lién két IL-23 véi protein lién két khang nguyén ciing dugc d& xuét. Vi du v& mot thir

nghiém nhu viy bao gdm viéc phat hién lugng protein lién két khang nguyén tu do trong
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dung dich chta mdt lugng IL-23 véi sy ¢c6 mat hoac véng mat cia phén tir thtr nghi€ém. Sy
ting 1én cia lugng protein lién két khang nguyén tu do (tirc 13; protein lién két khéng
nguyén khong lién két véi IL-23) s& cho thdy ring phan tir thir nghiém c6 kha ning canh
tranh dé lién két IL-23 véi protein lién két khang nguyén. Theo mot phuong an, protein lién
két khang nguyén dugc d4nh diu bing nhém dénh diu. Theo cach khéc, phén tir thir nghiém
dugc danh diu, va lugng phan t thir nghiém tuy do dugc theo ddi véi sy ¢6 mat va véng mit

clia protein lién két khang nguyén.
Phuong phap diéu tri: Dugc phim, dudng ding

Dugc phém chtra lugng hitu hi¢u dé tri liéu ctia mdt hodc nhidu protein lién két
khang nguyén va t4 dugc, chit pha lodng, chit mang, chit 1am tan, chit nhii hoa, chét bao
quéan va/hodc chit phu trg duge dung dugc d& xudt. Ngoai ra, phwong phép didu tri bénh
nhan bing cach st dung dugc phdm nay ciing duge dé xuét. Thudt nglt "béah nhan” bao
gém bénh nhén 1a nguoi. Thuat ngit “didu tri” va “viéc diéu tri” bao ham viéc 1am giam nhe
hodc ngan ngtra it nhét mot tridu chiing hodc khia canh khéc cua bénh, hodc vi¢c lam giam
mirc d6 trdm trong cua bénh, va dang twong tw. Thult ngit “lugng hitu hiéu dé trj liéu” hoic
“lugng hitu hiéu” chi luong protein lién két khang nguyén IL-23 dwgc x4c dinh dé tao ra
dap tng tri licu b4t ky & dong vat c6 v Luong hitu hiéu dé trj liéu ndy dugc xac dinh dé

dang bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vyc k§ thuat.

Protein lién két khang nguyén khong cin phai tac dong dén sy chita tri hoan toan,
hoic diét trir moi triéu chimg hoic sy biéu hién ciia bénh, d& try thanh chét tri lidu kha thi.
Nhu da duoc cong nhén trong linh vuc phit hop, thubc dwoc ding lam chét tri liéu c6 thé
lam giam mirc d trAm trong cua tinh trang bénh dugc néu, nhung khong cn phai diét bo
moi biéu hién ciia bénh d& dugc coi 1a chét trj liéu hitu dung. Twong tw, viéc diéu tri phong
ngira khong cin phai c¢6 hiéu qua hoan toan trong viéc ngin ngira su khéi phét ctia tinh trang
bénh dé tré thanh chit phong ngira kha thi. Chi don gian 13 1am giam 4nh huéng cta bénh
(vi dy, bang cach lam giam s§ lwong hodic mic do trdm trong clia cic triéu chimg cua no,
ho#c bing cach lam ting céng hidu cia thubc diéu tri khac, hO.f:iC bang céch tao ra tic dung
¢6 loi khac), hodc 1am giam kha ning ma bénh s& xuit hién hoic xiu di & dbi tuong, 13 du.
Mot sb phuong phap nhét dinh néu trong ban mé ta ndy bao gdm viéc sit dung cho bénh

‘nhan chét di khang IL-23 (nhu protein lién két khang nguyén néu trong ban mé ta nay) véi
lwong va trong khoang thoi gian du dé kich thich sy cai thién dugc duy tri trén dudng co so
cta chi thi phan a&nh mtrc d trAm trong cua bénh cu thé.
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Nhu dugc hidu trong linh vic k§ thuét lién quan, dugc pham chira phan tir theo séng
ché duoc sir dung cho bénh nhén theo cach phtt hgp véi chi dinh. Dugc phim c6 thé dugc
st dung bang k¥ thuét thich hgp bit ky, bao gdm, nhung khong gidi han &, ngoai dudng ti€u
héa, cuc bd hoic xdng hit. Néu duoc tiém, duoc phém c6 thé duge sir dung, vi du, qua
dudng trong khép, trong tinh mach, trong co, trong thuong tén, trong mang bung hodc dudi
da, bing cach tiém lidu nhanh (bolus) hodc truyén lién tuc. Viéc sit dung tai chd, vi du tai vi
tri bi bénh hogc tdn thuong dugc du dinh, nhu 13 dua vio co thé qua da va giai phong duy tri
tir manh ghép. Viéc dua vao co thé bing cach xong hit bao gbm, vi dy, xong hit qua mii
hodc qua dudng miéng, sit dung dung cu phun swong, xong hit chit d6i khang & dang sol
khi, va dang tuong tw. Cac phuwong 4n khac bao gdm thudc nhé mit; ché phim ding qua
dudng miéng bao gdm vién tron, xi 1, vién ngdm hodic vién nhai; va ché phdm ding cuc bd

nhu thude xire, gel, thubc phun va thubc ma.

Viéc sir dung protein lién két khang nguyén trong cac quy trinh ex vivo ciing dugc du
dinh. Vi du, méau hodc dich co thé khac cia bénh nhan c6 thé dugc cho tiép xuc véi protein
lién két khang nguyén lién két v6i IL-23 ex vivo. Protein lién két khang nguyén c6 thé dugc

cho lién két véi chit nén khong tan thich hop hoic vat liéu ¢ dang rin.

Thuan loi 13, protein lién két khang nguyén duoc sir dung dudi dang hop phén chira
mot hodc nhiéu thanh phin khic nhu chit mang, t4 dugc hodc chit pha lodng chép nhén
dwgc vé mit sinh 1y. Ty ¥, hop phén nay chira thém mot hodc nhidu chit c¢6 hoat tinh sinh
ly @& tri liéu két hop. Dugc pham c6 thé chira protein lién két khang nguyén IL-23 cung véi
mot hodc nhiu chit duge chon tir nhém bao gbm chit dém, chét chéng oxy héa nhu axit
ascorbic, polypeptit c6 phan tir lugng thip (nhu polypeptit c6 it hon 10 axit amin), protein,
axit amin, hydrat cacbon nhu glucoza, sucroza hoic dextrin, cht chelat h6a nhu EDTA,
glutathion, chit 1am én dinh va t4 dugc. Nude mudi dém trung tinh ho#ic hdn hop nuéc
mudi véi albumin huyét thanh cing loai 13 vi du vé& chét pha loang thich hop. Theo ti€u
chuin céng nghiép thich hop, chit bao quan nhu rugu benzyl ciing c¢6 thé dugc thém vao.
Hop phin c6 thé duge bao ché dudi dang ché phdm déng kho bing cach sir dung dung dich
t4 dugc thich hop (vi du, sucroza) 1am chit pha loang. Thanh phén thich hop khong doc dbi
v6i ngudi nhan & liéu va ham luong dugc sir dung. Vi du khac vé thanh phén c6 thé dugc sir
dung trong dugc pham dugc néu trong tai liéu Remington’s Pharmaceutical Sciences bét ky,

bao gbm 21t Ed. (2005), Mack Publishing Company, Easton, PA.
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B kit dé str dung béi ngudi hanh nghé y khoa chira protein lién két khang nguyén
IL-23 va chét dénh déu hodc huéng din st dung khac dé didu tri tinh trang bénh bét ky
trong sb cac tinh trang bénh néu trong ban mé ta ndy. Theo mot phuong 4n, bo kit chira ché
phim v6 tring ctia mot hodc nhiéu protein lién két khéang nguyén lién két véi IL-23, c6 thé

1a & dang hop phé‘m nhu néu trén, va ¢ thé trong mot hoic nhiéu lo.

Lidu va tin suét st dung c6 thé thay dbi theo cac yéu t6 nhu dudng dung, protein lién
Két khéng nguyén cu thé dugc sir dung, ban chét va muc do trAm trong ctia bénh can diéu tri,
tinh trang bénh 13 cép tinh hay man tinh, va kich thuéc va tinh trang chung ciia ddi twong.
Liéu thich hgp c6 thé dugc x4c dinh bang phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat lién

uan, vi du trong thit nghiém 14m sang ma cé thé€ bao gdm céc nghién ctru gia ting liéu.
v v (=4

Lidu thong thuong ¢6 thd dao dong trong khoang tr khoang 0,1 pg/kg 1én dén
khoang 30 mg/kg ho#c hon, phu thudc vao cic yéu td néu trén. Theo céc phuong 4n cu thé,
lidu c6 thé dao dong trong khoang tir 0,1 pg/kg 1én dén khoang 30 mg/kg, tuy y tir 1 pg/kg
1én dén khoang 30 mg/kg, tiy ¥ tir 10 pg/kg 1én dén khoang 10 mg/kg, tiy y tir khoang 0,1
mg/kg dén 5 mg/kg, hoic tity ¥ tir khoang 0,3 mg/kg dén 3 mg/kg.

Tén sut ding liéu phy thudc vao céc thong sd duogc dong cia protein lién két khang
nguyén IL-23 cia ngudi cu thé trong ché phém dugc st dung. Thong thudng, bac st 14m
sang cho str dung hop phin nay dén khi dat dugc lidu tao ra tac dung mong muén. Do dé,
hop phén c6 thé dugce sir dung duéi dang lidu don hodic dudi dang hai hodc nhidu lidu (c6
thé c6 hodc c6 thé khong chira cing lugng cia phan tr mong muédn) theo thoi gian, hodc
dudi dang dich truyén lién tuc qua dung cu cAy ghép hoic bng thong. Liéu thich hop c6 thé
dugc xac dinh bang cach sir dung dit liéu dap tng thich hgp. Protein lién két khang nguyén
IL-23 theo sang ché co thé dugc st dung, vi du, mot lan hoic nhiéu hon mdt 14n, vi dy, mdt
cach déu din trong mot khoang thoi gian. Theo cac phuong an cu thé, protein lién két khang
nguyén IL-23 dugc st dung trong khoang thoi gian it nhét 13 mot thang hodc dai hon, vi dy,
trong mot, hai hodc ba thang hodc tham chi 1a vo thdi han. Pé diéu tri tinh trang bénh man
tinh, viéc diéu trj 1au dai thudng c6 hiéu qua nhit. Tuy nhién, dé didu trj tinh trang bénh cAp
tinh, c6 thé chi can st dung trong thoi gian ng'fm, vi du tir mot dén sdu tudn, 1a du. Thong
thudng, protein lién két khang nguyén dugc st dung cho dén khi bénh nhan bidu hién mrc

d6 cai thién v& mat y hoc so véi dudng co s& ddi vai chi thi hodc cac chi thi duge chon.
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Protein lién két khéng nguyén IL-23 dugc dy dinh str dung chio bénh nhén véi luong

va trong khoang thoi gian di dé kich thich sy céi thién, tét hon i& sy cai thién duoc duy tr,
vé it nh4t mot chi thi ma phan 4nh mutc d trAm trong ciia bénh dugc didu tri. Cac chi thi
khac ma phan anh mac 4 bi 6m, bénh hodc tinh trang bénh cta bénh nhén c6 thé duoc
danh gia dé xac dinh xem lugng va thoi gian diéu trj c6 di hay khong. Céc chi thi ndy bao
gém, vi dy, chi thi dd dugc cong nhén vé mit 14m sang cta mic do trim trong cda bénh,
triéu chimg hoic bidu hién cia bénh dang xem xét. Theo mot phuong an, sy cai thién duoc
coi 12 dugc duy tri néu ddi trong thé hién sy cai thién & it nhét hai 14n cach nhau tir 2 dén 4
tudn. Mtrc d0 cai thién thuong duge x4c dinh bdi béc si, 13 ngudi ¢6 thé dua ra quyét dinh
dya trén cac ddu hiéu, triéu ching, sinh thiét hoic két qua xét nghiém khéc, va cling la
ngudi c6 thé ap dung bang céu héi dugce sir dung cho dbi twong, nhu bang céu hoi vé chit

lugng cudc séng dugc xdy dung cho bénh dang xem xét.

Céc phuong 4n cu thé ctia phuong phép va h(_)*p phén theo sang ché bao gdm viée sir
dung protein lién két khang nguyén IL-23 va mdt hodc nhidu chit déi khéng IL-23 khac, vi
du, hai hozic nhiéu protein lién két khang nguyén theo sang ché, hoic protein lién két khang
nguyén theo sang ché va mot hoic nhiéu chét dbi khang IL-23 khéc. Sang ché con dé xuét
protein lién két khang nguyén IL-23 dwoc sit dung & dang riéng 1& hodc & dang két hop véi
chét khac hiru dung dé didu tri tinh trang bénh ma bénh nhan méc phai. Vi dyu vé& cac chit
nay bao gdm ca thudc c6 protein va thuc khong c6 protein. Chét nay chira gbc tri liéu c6
dic tinh khang viém (vi dy, chit khang viém khong steroit, steroit, cht diéu bién mién dich
va/hodic chat tic ché xytokin khac nhu chét gay dbi khang, vi du, IFN-y, GM-CSF, IL-6, IL-
8, IL-17, IL-22 va TNF), hoic la protein lién két khang nguyén IL-23 va mot hodc nhidu
bién phéap diéu trj khac (vi du, phiu thuat, siéu 4m hodc d‘iéu tri c6 hi€u qua lam giam viém).
Khi nhiéu thudc trj liéu dugc st dung ddng thoi, thi lidu c6 thé duge didu chinh mot cach
thich hgp, nhu da dugc.cong nhan hojc di biét trong linh vuc k§ thuét lién quan. Chét hitu
dung ma c6 thé dugc két hop véi protein lién két khang nguyén IL-23 bao gdm chét dugc
dung dé didu tri, vi dy, bénh Crohn hoic bénh viém loét dai trang, nhu aminosalixylat (vi
du, mesalamin), corticosteroit (bao gdm predison), chit khang sinh nhu metronidazol hogc
xiprofloxaxin (hojic cic chit khang sinh khac hitu dung dé didu tri, vi dy, bénh nhén bi
dudng rd), va chit &c ché mién dich nhu azathioprin, 6-mercaptopurin, metotrexat,
tacrolimus va xyclosporin. (Cac) chét nay c6 thé dugc sir dung qua dudng miéng hodc qua

duong khac, vi du qua thubc dan hodc thudc thut. Chat ma co thé duoc két hop véi protein
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lién ket IL-23 trong diéu tri bénh vay nén bao gdém corticosteroit, calxipotrien va cac din
~ xuét vitamin D khéc, axetretin va cac din xuét axit retinoic khac, metotrexat, tacrolimus va
xyclosporin ding cuc bd hodc toan than. Chat nay c6 thé dugc sir dung dong thoi, lién tiép,

xen k& hoc theo ché d6 khéc bt ky ma cho phép tong thoi gian trj liéu 12 c6 hiéu qua.

Ngoai bénh nhén 13 ngudi, protein lién két khang nguyén IL-23 c6 thé dugc sir dung
dé diéu tri dong vat khong phai 12 ngudi, nhu vat nudi (ch6, méo, gia cim, dong vat linh
truéng, v.v.), dong vat nudi & trang trai (ngua, ciru, lon, gia cdm, v.v.). Trong cac truong
hop nay, lidu thich hop c6 thé dugc xéc dinh theo thé trong ctia dong vat. Vi dy, lidu ndm
trong khoang tir 0,2 dén 1 mg/kg c6 thé duge sir dung. Theo cach khéc, lidu dugc xac dinh
theo dién tich bé mit ciia dong vat, vi dy liéu ndm trong khoang tir 0,1 dén 20 mg/m?, hoic
t6t hon nita 13 tir 5 dén 12 mg/m?. Dbi v6i dong vat nho, nhu ché hozc meo, lidu thich hop
12 0,4 mg/kg. Protein lién két khang nguyén IL-23 (t&t hon 13 dwoc tao cAu trac tir gen cé
ngudn gbc tir lodi nhan) dugc st dung bing cach tiém hodc dudng thich hop khac mdt hosc
nhiéu 14n mbi tudn dén khi tinh trang bénh ciia dong vét dugc cai thién, hodc c6 thé duge sir

dung vo thoi han.

Céc vi du néu duéi day, bao gE‘)m cac thir nghiém duoc thyc hién va cac két qua thu
duogc, dugc dua ra nhdm myc dich minh hoa va khong 1am gi6i han pham vi ciia c4c yéu ciu
bao ho di kém.

Vi du thye hién sang ché
Vidul
Tao khang thé IL.-23 ciia ngudi

Cong nghé XenoMouse™ (Amgen, Thousand Oaks, CA) duogc sir dung dé phat trién
khang thé don dong ctia ngudi ma nhan dién va e ché hoat tinh IL-23 nguyén gbc cua
ngudi trong khi khong e ché IL-12 ciia ngudi. Khéng thé ndy con nhén dién va tc ché IL-
23 t4i td hop ctia khi dudi dai nhung khong nhan dién IL-23 ciia chudt nhéit hodc chudt dudi
dai, |

Cac khang thé dugc chon loc dé nhan dién va trc ché hoan toan I1L-23 nguyén gbc clia
ngudi thu duoc tir t& bao dudi gai c6 ngudn gbe tir bach cdu don nhén to cia ngudi (MoDC)
bang céach st dung thir nghiém vé chét chi thi STAT-luxiferaza néu duéi ddy. Cac bach ciu

don nhan to clia ngudi dugc phan 14p tr cic t€ bao don nhdn mau ngoai vi tir ngudi hién
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tang khoe manh bﬁng cach chon loc 4m tinh (Monocyte Isolation Kit II, Miltenyi Biotec,
Auburn, CA). MoDC dugc tao ra bz?mg cach nudbi céy bach cdu don nhan to v6i GM-CSF
cta nguoi (50 ng/mL) va IL-4 ciia nguoi (100 ng/mL) trong 7 ngay trong méi truong RPMI
1640 hoan toan véi 10% huyét thanh thai bd. MoDC sau d6 dugc rira hai 1in bing PBS, sau
d6 dugc kich thich bing CD40L cua ngudi (1 pg/mL) thém 48 gid nita. Phin dich ndi
MoDC dugc kich thich bdi CD40L chtra 1L-23, IL-12 va IL-12/23p40. ELISA dugc st
dung @& xac dinh lugng cia IL-12p70 (R&D Systems, Minneapolis, MN), IL-23
(eBiosciences, San Diego, CA) va IL-12/23p40 (R&D Systems). Thir nghiém STAT-
luxiferaza dap ung véi IL-23 va khong dap ing véi IL-12 hodc véi IL-12/23p40 tu do, do
d6 thir nghiém nay c6 thé dugc sir dung v6i phin dich nbi tho d& danh gia hoat tinh IL-23.
' Dé st dung trong thir nghiém té bao NK néu duéi day, phin dich ndi thd chiva IL-23 nguyén
gbc clia ngudi duge tinh ché bang cach sir dung cbt i luc IL-23, sau d6 1a séc ky loai trir
theo kich ¢&. Nbéng d6 dwoc xic dinh bing cach st dung ELISA dic hiéu IL-23

(eBiosciences).

Phén dich ndi chira khang thé da dugc tinh ché con duge thir nghiém dya vao IL-23
tai t6 hop clia ngudi (thull-23) va IL-23 tai td hop cta khi dudi dai (cynolL-23) trong thir
nghiém STAT-luxiferaza. Trong s6 céc khang thé dugc thir nghiém ma tc ché hoan toan IL-
23 tai tb hop ciia ngudi, chi c6 mot nira s6 khang thé d6 1a nhan dién va e ché hoan toan
IL-23 nguyén gbc clia ngudi. Sy nhan dién va e ché hoan toan IL-23 tai td hop ciia ngudi
khong phai la du doan cho, ciing nhu khong li€n quan dén, sy nhén dién va @tc ché hoan
toan IL-23 nguyén gdc clia ngudi. Nhu dugc thé hién trén Fig. 1A va Fig. 1B, trong phin
dich ndi chira khang thé ma trc ché hoan toan IL-23 t4i t6 hop cua ngudi, chi c6 mot ntra sb
khang thé 13 (rc ché hoan toan IL-23 nguyén gdc ciia ngudi. Cac khang thd ma nhan dién va

trc ché hoan toan IL-23 nguyén gbc ctia ngudi duge chon dé x4c dinh dic diém tiép.
Vidy2

Thtt nghiém chtrc ning

a) Thit nghiém STAT-luxiferaza

D3 biét ring IL-23 lién két vé6i thu thé dang heterodime ciia né va truyén tin hidu qua
JAK?2 va Tyk2 dé hoat héa STAT 1, 3, 4 va 5. Trong thir nghiém ndy, cac t& bao duoc
chuyén nhidm véi gen chi thi STAT/luxiferaza dugc st dung dé danh gia kha ning e ché

hoat tinh sinh hoc gdy ra boi IL-23 cia céc khang thé IL-23.
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Té bao trimg chudt ddng Trung Qudc biéu hién thu thé IL-23 clia ngudi duge chuyén
nhidm tam th&i véi gen chi thi STAT-luxiferaza qua dém. Cac khéng thé IL-23 dwoc pha
loang theo day (12 diém cia cdc mAu pha lodng theo day 1:4, bt du tir 37,5 ug/mL) vao
dia c6 96 13. IL-23 nguyén gdc ctia ngudi (phuong phap diéu ché dugc md ta trong vi du 1)
duogc thém vao mbi 16 véi né)ng do 1a 2 ng/mL va dugc 0 & nhiét do trong phong trong 15-20
phut. Céc té bao da dugc chuyén nhiém tam thoi dugc thém vao (8 x 10° té bao) dén thé tich
cubi 1a 100 pL/15 va duge 1 trong 5 gid & 37°C, 10% CO». Sau khi 1, cac té bao duoc dung
giai bing cach st dung 100 uL dém Glo Lysis cho mdi 16 (I1x) (Promega, Madison,
Wisconsin) & nhiét 6 trong phong trong 5 phut. 50 pL dich dung giai té bao duogc cho vao
dia c6 96 15 khac cing v6i 50 pL co chét luxiferaza Bright-Glo (Promega) va dugc doc trén

may do do sang.

Phén tich thdng ké c6 thé dugc thyc hién bing cach sir dung phin mém GraphPad
PRISM (phin mém GraphPad, La Jolla, CA). Két qua c6 thé dugc thé hién dudi dang gia tti
trung binh + d6 1éch chuin (SD).

Nhu dugc thiy trong bang 5, tit ca cic khang thé IL-23 déu trc ché hiéu nghiém va
hoan toan gen chi thi STAT/luxiferaza gdy ra béi IL-23 nguyén gbc ciia ngudi theo céch
phu thudc lidu. Céc khang thé nay ciing rc ché hiéu nghiém va hoan toan IL-23 tai td hop
ctia ngudi (rthull-23) va IL-23 tai t5 hop ctia khi dudi dai (cynoIL-23). T4t c4 c4c khang thé

déu c6 gia tri ICso trong khoang picomol.

Bang 5. Gi4 tri ICso trung binh (pM) d6i véi cac khang thé IL-23 trong thir nghiém STAT-

luxiferaza

hulL-23 nguyén gdc rhull.-23 cynolL-23
Khang thé | ICso+/-SD |Lanlip |ICse+/-SD |Lanlip |ICso+/-SD | Lan lap
A 114+/-70 3 190+/-99 3 379+/-213 |3
B 45+/-5 4 100+/-59 4 130+/-60 3
C 107+/-31 3 211+/-93 3 376+/-89 3
D 65+/-5 3 107+/-30 3 184+/-77 3
E 140+/-52 3 142+/-52 3 188+/-59 3
F 86+/-47 4 187+/-116 |4 366+/-219 |4
G 156+/-74 5 296+/-133 5 421+/-174 |5
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H 192+/-35 4 253+/-184 | 4 1024+/-533 | 4
I 208+/-33 3 338+/-140 3 650+/-42 3
J 83+/-54 2 36+/-6 2 56+/-2 2
K 71+/-38 3 43+/-20 3 61+/-10 3
L 113+/-80 3 23+/-7 3 47+/-1 3
M 34+/-11 2 40+/-8 2 56+/-6 2
N 361+/-164 |3 145 1 238 1

b) Thir nghiém té bao NK

P biét rang IL-23 tac dong 1én té bao n mdi ty nhién dé kich thich sy bidu hién cta
xytokin giy viém, nhu interferon y (IFN 7). Trong thir nghiém nay, céc t& bao dn mdi tu
nhién (NK) so cip ciia ngudi duge st dung dé danh gia kha ning e ché hoat tinh IFNy gay
ra boi IL-23 ciia cac khang thé IL-23 & cac té bao biéu hién thu thé nguyén gbe dbi véi IL-

23 cua nguoi.

Céc t& bao NK dugc phén l4p tir nhidu ngudi hién ting bing cich chon loc 4m tinh
(bd kit phan 14p t& bao NK (NK Cell Isolation Kit), Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Céc té
bao NK d4 duge tinh ché (1 x 10° t& bao/mL) duoc cho vao céc dia c6 6 18 trong mdi truong
RPMI 1640 hoan toan v6i 10% huyét thanh thai bd c6 bd sung IL-2 t4i t hop cia ngudi (10
ng/mL, R&D Systems, Minneapolis, MN), dén thé tich cudi 12 10 mL/13. Céc t& bao duoc
nudi cly trong 7 ngay & 37°C, 5% CO,. Cac té bao NK dugc hoat hoa bdi IL-2 sau d6 duge
kich thich bing rhulL-23 hodc cynolL-23 (10 ng/mL) va IL-18 tai t§ hop cua ngudi (20
ng/mL, R&D Systems, Minneapolis, MN) trong diéu kién c¢6 mit cc mau pha lodng theo
day (11 diém cta cdc miu pha lodng theo diy 1:3, bt ddu tir 3 pg/mL) cia céc khéng thé
IL-23 trong 24 gid. Nong d9 IFNy duge x4c dinh trong phéan dich ndi bing k§ thuat ELISA
IFNy (R&D Systems, Minneapolis, MN) theo huéng dn ciia nha sén xuét.

Phén tich thdng ké c6 thé dugc thuc hién bing cach st dung phin mém GraphPad
PRISM. Két qua c6 thé dugc thé hién duéi dang gia tri trung binh + 46 léch chuin (SD).

Nhu duoc thiy trong bang 6, tit ca cac khang thé déu wrc ché hiéu nghiém sy biéu
hién IFNy gy ra béi rhulL-23 va cynoIL-23 & cac té bao NK. theo cach phu thudc liéu. Tét
c4 céc khang thé déu c6 gia tri ICso trong khoang picomol. Thir nghiém nay dugc thuc hién

trén tdp con khang thé bing cach st dung IL-23 nguyén gbc ciia ngudi (30 pg/mL, phuong
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phép diéu ché dugc mb ta trong vi du 1) va rhulL-18 (40 ng/mL, R&D Systems) va thu
dugc cac két qué dugc thé hién trong bang 6. Phu hgp véi sy chon loc khang thé dic hiu
IL-23, c4c khang thé khang IL-23 nay khong gy tic dong 1én viéc san xult IFNy dugc kich
thich bai IL-12 trong cac t& bao NK bang viéc st dung thir nghiém néu trén, trong khi d6
khang thé trung hoa dic hidu IL-12p35, mAb219 (R&D Systems, Minneapolis, MN) trc ché

hiéu nghiém IL-12 t4i t6 hop ciia ngudi.

Bang 6. Gid tri ICso trung binh (pM) d6i véi cac khang thé IL-23 trong thir nghiém té bao

NK
hulL-23 nguyén gbc rhull-23 cynolL-23
Khang thé |ICset/-SD |Lanlip |ICsoe+/-SD |Linlip |ICso+/-SD |Lin lap
A 42+/-12 2 31+/-21 2
B 85+/-30 2 48+/-30 3 19+/-8 2
C 32+/-19 4 29+/-16 2
D 37+/-21 2 29+/-19 2
E 158+/-50 |2 57+/-14 3 21+/-3 2
F 25+/-15 2 21+/-17 2
G 152+/-72 |2 45+/-30 3 23+/-8 2
H 29+/-28 2 33+/-17 2
I 69 1 52 1
J 4+/-3 2 5+/-3 2
K 7+/-2 2 8+/-6 2
L 3+/-1 2 4+/-1 2
M 8 1 12 1

¢) Thir nghiém m4u toan phan ctia nguoi

M4u toan phan ciia ngudi dugc thu tir nhidu ngudi hién ting khée manh bang céch sir
dung Refludan® (Bayer Pittsburgh, PA) 1am chét chdng dong. Nong d6 cubi cia Refludan®
trong mau toan phan 13 10 pg/mL. Hon hop kich thich gdm rhulL-23 hoic cynolL-23 (ndng
d6 cubi 1a 1 ng/mL) + rhull-18 (ndng d cudi 1 20 ng/mL) + rhulL-2 (ndng d6 cubi 1a 5
ng/mL) trong RPMI 1640 + 10% FBS dugc thém vao dia c6 96 15, thé tich cubdi 1a 20 pL/I13.
Céc khang thé IL-23 dugc pha lodng theo day (11 diém ciia cic mAu pha loang theo day 1:3,
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bat dau tir 3pg/mL) dugc thém vao véi thé tich 1a 20 pL/15 va dwgc i véi hdn hop kich thich
- trong 30 phut & nhiét o trong phong. M4u toan phan sau d6 duge thém vao (120 pL/1d) va
thé tich cudi dugc didu chinh dén 200 pL/I5 bing RPMI 1640 + 10% FBS. Ndng do cubi
clia mau toan phan 12 60%. Cac dia dugc U trong 24 gid & 37°C, 5% CO,. Phan dich ndi
khong chira té bao dugc thu lai va lugng IFNy duge x4c dinh tir phin dich ndi nay bang k¥
thuat ELISA IFNy (R&D Systems) theo huéng din ciia nha san xuét.
Phén tich théng ké c6 thé dwoc thuc hién bing cach st dung phin mém GraphPad
PRISM. Két qua c6 thé dugc thé hién duéi dang gié tri trung binh + d9 1&ch chudn (SD).
Nhu dugc thdy trong bang 7, tt ca céc khang thé déu e ché hiéu nghiém sy biéu
hién IFNy gy ra boi thull-23 va cyno-IL-23 & céc té bao mau toan phin theo cach phu
thudc liéu. TAt ca cac khang thé déu c6 gia tri ICsp trong khoang picomol.
Bang 7. Gid tri ICso trung binh (pM) di véi cc khéng thé IL-23 trong thir nghiém IFNy &

mau toan phan ctia nguoi

rhull.-23 cynolL-23
Khang thé | ICso+/-SD | Lanlip |ICso+/-SD |Lan lip
B 117+/94 |7 161+/-95 |6
E 29+/-8 3 54+/-33 3
G 53+/-13 3 93+/-44 |3
F 66+/-13 3 166+/-189 |3
D 88+/-6 3 110+/-14 |3
C 97+/-31 3 186+/-194 |3

d) Thir nghiém IL-22

D3 biét ring IL-23 1a chét kich thich xytokin gy viém hiéu nghiém. IL-23 tac dong
1én c4c té bao T ghi nhé va da hoat héa va ting cudng ty 1& sbng s6t va mé rong cia cac té
bao Th17 san xuét xytokin gdy viém bao gdm IL-22. Trong thir nghiém nay, mau toan phén
clia ngudi dugc st dung dé dénh gia kha ning e ché viéc san xuét IL-22 gdy ra béi IL-23

clia cac khang thé IL-23.

Thr nghi€ém méu toan phﬁn dugc thyc hién theo cing cach nhu néu trén véi thay dbi

1a str dung rhulL-23 hodc cynoIL-23 & ndng d6 13 1 ng/mL va rhulL-18 & ndng d6 1a 10
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ng/mL dé kich thich sy sin xuét IL-22. Ndng d¢ IL-22 duoc x4c dinh bing k§ thust ELISA
IL-22 (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Nhu duge thiy trong bang 8, céc khang thé trc ché hiéu nghiém su san xuit IL-22
gdy ra bdi rhulL-23 va cynolL-23 & cAc té bao méu toan phéan theo cach phu thudc lidu. TAt
ca cac khang thé déu c6 gié tri ICso nim trong khoang picomol.

Bang 8. Gi4 trj ICso trung binh (pM) ddi véi céc khang thé IL-23 trong thir nghiém IL-22 &

mdu toan phan cia ngudi

rhullL-23 cynolL.-23
Khéang thé | ICso+/-SD | Lanlip | ICse+/-SD | Lan lap
B 117+/-68 4 113+/-65 3
E 87+/-109 3 56+/-60 3
G 83+/-59 3 66+/-45 3

Vidu3

Xac dinh hing sé phan ly can bing (Kp) dbi v6i khang thé khang IL-23 bing céch st dung
cong ngh¢ KinExA

Ai lyc lién két ciia rhull-23 véi cac khang thé IL-23 dwogc danh gid bing cach sk
dung thtr nghiém loai trir theo dong luc (thtr nghiém KinExA, Sapidyne Instruments, Inc.,
Boise, ID). Céc hat chdy nhanh Sepharoza 4 dwgc hoat héa bdi huyét thanh ngudi binh
thuong (NHS) (Amersham Biosciences, mot by phan ctia GE Healthcare, Uppsala, Thuy
Dién), dugc phi trudc bing rhull.-23 va dugc phong bé bing dém Tris 1m v6i 10 mg/mL
BSA. 50 pM khang thé IL-23 dugc G v&i thull-23 (12 diém ciia c4c mAu pha lodng 1:2, bét
dau tir 800 pM) & nhiét do trong phong trong 72 gid trude khi n6 duge cho chay qua céac hat
Sepharoza di dugc phit rhull-23. Lugng khang thé lién két v6i hat dwgc dinh lugng baoi
khang thé khéng Fc ctia ngudi & dé duoc danh ddu huynh quang (Cy5) (Jackson Immuno
Research, West Grove, Pa.). Tin hiéu lién két ty 18 v6i lugng khang thé ti do & trang thai

cén bang.

Hing s6 phan ly c4n bang (Kp) va tdc d6 két hop (Kon) dugc thu nhan tir viée khép
dudng cong bing cach sir dung phan mém KinExA Pro. Téc d6 phan ly (Kofr) duge thu nhan
ttr: Kp=Kos/'Kon
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Nhu dugc thiy trong bang 9, cac khang thé c6 4i lirc cao dé lién két v6i IL-23 cua

ngudi. T4t ca déu c6 gia tri Kp trong khoang pM tir thip dén tiém cin khoang.

Bang 9. Kp (pM), téc d6 Kon (1/MS) va Kogr (1/5)

Khang th | Kp (pM) | Kon (1/MS) Kofr (1/5)
E 0,131 9,12E+05 1,4E-07

D 0,126 1,72E+06 2,2E-07
B 3,99 1,17E+06 4,7E-06
C 2,56 1,36E+06 4,1E-06
F 2,62 5,69E+05 1,5E-06
L 1,08 3,34E+06 3,7E-06
G 2,00 4,00E+05 8,1E-07

Vidu4
Xéc dinh cAu tric bing cach sir dung k¥ thut tinh thé hoc tia X

Mot cach dé xac dinh cAu tric ctia phirc hop khang thé-khang nguyén 12 bing cach st
dung k¥ thuét tinh thé hoc tia X, vi dy xem tai liéu Harlow and Lane Antibodies: Laboratory
Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990), p.23. Céu
tric tinh thé cta IL-23 d3 dugc x4c dinh (xem tai liéu Lupardus and Garcia, J] Mol Biol,
2008, 382: 931-941) va céu triic tinh thé ctia phirc hop IL-23/Fab d3 dwgc md ta (xem tai
liéu Beyer et al. T Mol Biol, 2008. 382(4): 942-55). Viéc xé4c dinh céu trac cua IL-23 véi cac
manh Fab cia khang thé duoc yéu ciu bao ho trong don nay duge thu nhin bing cach sir
dung k¥ thuat tinh thé hoc tia X.

Protein diing dé két tinh

IL-23 heterodime ciia ngudi thu dugc bang cach tai td hop dwgc ding cho cic nghién
ctru két tinh (xem Beyer et al., néu trén). Trinh ty clia cdu tric dudi phén tir p19 cda nguoi
chira cac gbe 20-189 néu trong SEQ ID NO: 145, trinh ty tin hiéu néu trong SEQ ID NO:
154 va dudi 6-His dau tan C néu trong SEQ ID NO: 155. Trinh ty ctia c4u tric duéi phéan tir
p40 cua ngudi duge gy dot bién tir asparagin thanh glutamin tai vi tei 222 néu trong SEQ
ID NO: 147 dé ngan can qué trinh glycosyl héa tai vi tri nay (Beyer, et al., néu trén).

Fab c6 ngudn gbc tir khang thé B va khang thé E duoc bidu hién trén gian gido IgG1

ma két hop vi tri phan cét caspaza. Fab dugc xir ly bang cach phén cit bing proteaza.
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Tao phirc va két tinh

Phtrc hop IL-23 - Fab khang thé B duoc tao ra bing cach tron lrgng mol dir 2X cda

- Fab khéng thé B V6’i IL-23 heterodime ciia ngudi néu trén. Phirc hgp niy dugc tinh ché bang

k¥ thuat sic ky loai theo kich ¢& dé loai bo Fab khang thé B dw va dugc ¢6 dén khoang 12

mg/mL dé két tinh. Phtrc hop IL-23 - Fab khang thé B két tinh trong 0,1 M Hepes pH = 7,
8% PEG 8000.

Phitc hop IL-23 - Fab khang thé E dugc tao ra bang cach tron lwong mol du 2X cia
Fab khang thé E vé6i IL-23 heterodime clia ngudi néu trén. Phirc hop nay dugc metyl hoa
bang cach sir dung bo kit metyl hoa JBS (JBS Methylation Kit) theo huéng din ctia nha san
xuét (Jena Bioscience, Jena, Ptc). Phitc hop nay sau d6 duge xir Iy bang PNGaza dé khir
glycosyl & protein. Sau céc budc xit Iy ndy, phitc hgp dugc tinh ché bing k§ thuat sic ky
loai theo kich ¢& dé loai bo Fab khang thé E du va dugc c¢6 dén 13,5 mg/mL dé két tinh.
Phirc hop IL-23 - Fab khéng thé E két tinh trong 0,1 M Tris pH = 8,5, 0,2 M magie clorua,
15% PEG 4000. | |

Thu thap dit liéu va x4c dinh ciu tric

Céc tinh thé IL-23 - Fab khang thé B phat trién trong nh6m khong gian P2; véi kich
thuéc 6 mang don vi 1a a=70,93, b=71,27, ¢=107,37 A, B=104,98° va nhiu xa dén dd phan
giai 2,0 A. Céu trc IL-23 - Fab khang thé B dugc phén giai bing cach thay thé phan tir
bang chuong trinh MOLREP (CCP4, The CCP4 suite: programs for protein crystallography.
Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 1994. 50(Pt 5): p. 760-3) bang c4ch st dung céu trac
IL-23 (Beyer et al. néu trén) 1dm md hinh tra ctru ban du. Véi viée giit IL-23 ¢b dinh, mién
thay dbi khéng thé dugc ding 1am md hinh tra clru. Véi viéc gift mién thay ddi khang thé
IL-23 ¢ dinh, mién khéng ddi khang thé duge ding 1dm mé hinh tra ctru. CAu triic hodn
thién dugc cai thién biang nhidu vong xdy dung md hinh bing Quanta va tinh chinh bang
cnx (Brunger, et al., Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 1998, 54(Pt 5): p. 905-21).

Khodang cé4ch gita cic nguyén tir protein dugc tinh to4n bing cach sir dung chuong
trinh PyMOL (DeLano, W.L. PyMOL Graphics System. Palo Alto, 2002) (Schrodinger,
LLC; New York, NY)). Cac axit amin dugc chon néu it nhét mot nguyén tir ndm trong

ngudng khoang cach can thiét d6i vai protein dbi tac.
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Ranh gi6i ctia c4c xoin ¢ A, B, C va D ciia cdu tric duéi phan tir p19 cua IL-23 khi
lién két v6i Fab khang thé B bao gdm cac gbc xodn ¢ A 28-47, cac gbc xodn 6c B 86-105,

céc gbc xoén dc C 119-134 va cac gbe xodn ¢ D 154-187 néu trong SEQ ID NO: 145.

Céc ving tuong tac trén ciu tric dudi phan tir IL-23p19 khi lién két v&i Fab khéng
thé B bao gbm céc gdc nim trong Ser46-Glu58, Glul12-Glul23 va Prol155-Phel63 néu
trong SEQ ID NO: 145.

Céc gbc axit amin cta cdu tric duéi phéan tir IL-23p19 vdi cac nguyén tir & khoang
céch 4 A ho#ic nhé hon ké tir Fab khang thé B bao gdm Ser46, Ala47, His48, Pro49, Leus50,
His53, Met54, AspSS5, Glu58, Prol13, Ser114, Leull5, Leull6, Proi20, Vall21, Trpl56,
Leul59, Leul60, Arg162 va Phe163 néu trong SEQ ID NO: 145. Cac gbc axit amin cta IL-
23p19 v6i céc nguyén tir ndm trong khoang cach tir 4 A dén 5 A ké tir Fab khang thé B bao
gdm Val51, Arg57, Glul12, Asp118, Ser119, GIn123, Pro155 néu trong SEQ ID NO: 145,

Céc gbc axit amin cta cAu triic dudi phén tir IL-23p40 véi céc nguyén tir & khoang
cach 4 A hozic nhé hon ké tir Fab khang thé B bao gdbm Glu 122 va Lys 124 néu trong SEQ
ID NO: 147.

- Céc gbe axit amin chudi ning ctia Fab khang thé B véi cac nguyén ti & khoéng cach
4 A hoic nhé hon ké tir IL-23 heterodime bao gdm Gly32, Gly33, Tyr34, Tyr3S, His54,
Asn58, Thr59, Tyr60, Lys66, Argl01, Gly102, Phe103, Tyr104 va Tyr105 néu trong SEQ
ID NO: 46. Céc gdc axit amin chudi niing ctia Fab khang thé B véi cic nguyén tir & khoéang
cich 5 A hogc nh hon ké tir IL-23 heterodime bao gdm Ser31, Gly32, Gly33, Tyr34,
Tyr35, His54, Ser56, Asn58, Thr59, Tyr60, Lys66, Argl01, Gly102, Phel03, Tyrl04 va
Tyr105 néu trong SEQ ID NO: 46.

Céc gbc axit amin chudi nhe ciia Fab khang thé B vdi cac nguyén tr & khodng céach 4
A hoic nho hon ké tir IL-23 heterodime bao gdm Ser30, Ser31, Trp32, Tyr49, Ser52, Ser53,
Ala91, Asn92, Ser93, Phe94, va Phe96 néu trong SEQ ID NO: 15. Cac géc axit amin chudi
nhe ciia Fab khang thé B véi cic nguyén tir & khoang cach 5 A hoic nho hon ké tir IL-23
heterodime bao gém Ser30, Ser31, Trp32, Tyr49, Ala50, Ser52, Ser53, Ser56, Ala9l,
Asn92, Ser93, Phe94 va Phe96 néu trong SEQ ID NO: 15

Céc tinh thé phirc hop IL-23 - Fab khang thé E phat trién trong nhém khong gian
P222; véi kich thuéc 6 mang don vi 1a a=61,60, b=97,59, ¢=223,95 A va nhiéu xa dén do
phan giai 3,5 A. C4u tric phitc hop IL-23 - Fab khang thé E dugc phan giai bing cach thay
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thé phén tir bang chuong trinh Phaser (CCP4, néu trén) bing cach sit dung céu tric IL-23,
mién thay d6i khang thé va mién khong dbi khang thé 1am ba mé hinh tra ctru ban diu, nhu
dugc md ta & trén. CAu tric hoan thién dwoc cai thién bing nhiéu vong xay dung mo hinh
bing Quanta va tinh chinh bing cnx (Brunger, et al., néu trén). Mién khong ddi ctia Fab
khéng thé E duogc x6a khoi cdu tric dugc tinh chinh cubi cling do mat d6 dién tir cho phan

protein d6 rat nho.

Céac ving tuong tac trén cu trac dudi phéan tir IL-23p19 duoc xdc dinh khi lién két
v6i Fab khang thé E bao gdm céc gdc nim trong Ser46-His53, Glul12-Val120 va Trp156-
Phe163 néu trong SEQ ID NO: 145.

Céc gdc axit amin ciia IL-23p19 véi cac nguyén tir & khoang cch 4 A hodc nhé hon
ké tir Fab khang thé E bao gdm Ser46, Ala47, His48, Pro49, Leu50, Glul12, Proll3,
Serl14, Leull5, Leull6, Prol17, Aspl18, Ser119, Pro120, Trp156, Leul59, Leul60 va
Phei63 néu trong SEQ ID NO: 145. Cac gbc axit amin ctia IL-23p19 véi cdc nguyén tir nim
trong khoang cach tir 4 A dén 5 A ké tir Fab khéng thé E bao gdm His53 néu trong SEQ ID
NO: 145.

Céc gbc axit amin cia IL-23p40 véi cac nguyén tir & khoang céch 4 A hodc nhé hon
ké tir Fab khang thé E bao gébm Lys121, Glu 122, Pro123 va Asn 125 néu trong SEQ ID
NO: 147.

Céc gbc axit amin chudi ning cta Fab khang thé E véi cac nguyén tir & khodng cach
4 A ho#ic nhé hon ké tir IL-23 heterodime bao gém Gly26, Phe27, Thr28, Ser31, Tyr53,
Tyr59, Tyr102, Ser104, Ser105, Trp106, Tyr107 va Pro108 néu trong SEQ ID NO: 31. Cac
gbc axit amin chudi ning cta Fab khang thé E véi cac nguyén tir & khoang cach 5 A hoic
nhd hon ké tir IL-23 heterodime bao gdm Gln1, Gly26, Phe27, Thr28, Ser30, Ser31, Tyr32,
Trp52, Tyr53, Tyr59, Argl00, Tyr102, Thr103, Ser104, Ser105, Trp1C6, Tyr107 va Prol08
néu trong SEQ ID NO: 31.

Céc gdc axit amin chudi nhe ctia Fab khang thé E vé6i céc nguyén tir & khoang cach 4
A hoidc nho hon ké tir IL-23 heterodime bao gébm Ala31, Gly32, Tyr33, Asp34, Tyr51,
Gly52, Asn55, Lys68 va Tyr93 néu trong SEQ ID NO: 1. Cac gdc axit amin chudi nhe cia
Fab khang thé B véi cic nguyén tir & khoang cach 5 A hodc nhé hon ké tir IL-23 heterodime
bao gf“)m Thr29, Ala31, Gly32, Tyr33, Asp34, Tyr51, Gly52, AsnS55, Lys68, Tyr93 va
Trp100 néu trong SEQ ID NO: 1.
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Vidu5

Xéc dinh cac gbe tiép xuc phirc hop IL-23 - khang thé qua chénh 18ch dién tich bé mit ¢6

thé tiép can dung moi

Céc gbc tiép xtic trong paratop (phan khang thé nhén biét khang nguyén) va phan
khéng nguyén lién két n6 lién két ma duge lién két boi paratop nay trong phirc hop IL-23 -
Fab khang thé B ctia ngudi va trong phirc hop IL-23 - Fab khang thé E cia nguoi dugce xac
dinh bﬁng cach st dung chénh 1&ch dién tich b& mit c6 thé tiép can dung méi. Viéc tinh todn
dién tich bé mit c6 thé tiép can dung mdi dugc thwc hién bing cach st dung Molecular

Operating Environment (Chemical Computing Group, Montreal, Quebec).

Chénh léch dién tich b& mit c6 thé tiép can dung mai clia cic gbc paratop trong phtrc
hop IL-23 - Fab khang thé B dugc tinh toan bing cach thiét dzt cac gbc Fab khang thé B
1am tap hop mong mubn. Théng tin cu tric thu duge trong vi dy 4 vé phtc hop IL-25 - Fab
khéng thé B duoc st dung va dién tich bé mit c6 thé tiép can dung méi cla céac géc axit
amin cia Fab khang thé B trong diéu kién c6 mit IL-23 heterodime dugc tinh toan va dai

dién cho “dién tich lién két” ciia tép hop.

Dién tich bé mit c6 thé tiép can dung médi ctia mdi gbc Fab khang thé B khi khong co

khang nguyén IL-23 dugc tinh to4n va dai di¢n cho “dién tich tu do” cua tap hop.

“Dién tich lién két” sau d6 dugc trix ra khoi “dién tich ty do”, tao ra “chénh léch dién
tich tiép xtic bé mat” cho mdi gbc trong tap hop. Cac gbc Fab khang thé B ma khong c6 su
thay dbi vé dién tich bé mat, hay chénh I¢ch béng khong, khong co6 vi tri tiép xuc véi cac
gbc ctia khang nguyén IL-23 khi dwoc tao phirc hgp. Céc gbc Fab khéng thé B ma c6 gié tri
chénh 1&ch > 10 A? duoc coi 1a tiép xic dang ké vdi cac gbe trong khang nguyén IL-23 sao
cho c4c gbc Fab khang thé B bi bt giit it nhat mét phan dén hoan toan khi Fab khang thé B
dwoc lién két vao IL-23 ciia ngudi. Tap hop cac gbc Fab khang thé B nay tao thanh “phin
rap nbi bao phi”, cac gbc lién quan dén chu triic ciia giao dién khi Fab khang thé B dugc
lién két vao IL-23 ciia ngudi, xem bang 10 va 11. Cac gdc Fab khang thé B trong phén rap
nbi bao phi nay c6 thé khong lién quan dén cac twong téc. lién két v6i cac gbe cia khang
nguyén IL-23, nhung viéc gy dot bién mot gbc bit ky trong phin rap nbi bao phi ny co
thé gay ra sy khac biét 16n ma gy anh hudng dén sy lién két ctia Fab khang thé B véi IL-23

clia ngudi. Ngoai trir Tyrd9, tat ca cac goc nay déu ndm trong cac ving CDR cia chudi nhe
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va chudi ning Fab khang thé B. Cac gbc nay ciing ndm & khoang cach 5 A hedc ngin hon

ctia khang nguyén IL-23 khi lién két v&i Fab khang thé B, nhu néu trong vi du 4.

Bang 10: Chénh léch dién tich bé mit c6 thé tiép can dung mdi d6i v6i chudi nhe Fab khang

thé B
Gbe Vi tri gbe Chénh 1éch dién tich bé mat

S6 AHO ~ SEQIDNO: 15 ti€p xtic dung mdi (A?)
Ser32 Ser30 449
Ser33 Ser31 41,1
Trp40 Trp32 79,0
Tyr57 Tyr49 40,7
Ala58 Ala50 20,3
~ Ser68 Ser52 43,6
Ser69 Ser53 38,9
Ser72 Ser56 19,1
Asnl10 Asn92 34,0
Phel35 Phe94 51,4

Bang 11: Chénh 1&ch dién tich bé mit c6 thé tiép can dung mdi ddi voi chudi ning Fab

khéng thé B
Gbc Vi trf gbe Chénh I¢ch dién tich bé miit
S8 AHO SEQ ID NO: 46 tiép xtc dung méi (A?)
Ser33 Ser31 18,2
Gly34 Gly32 49,5
Gly38 Gly33 33,8
Tyr39 Tyr34 51,4
Tyr40 Tyr35 30,7
His59 His54 29,5
Asn67 Asn58 66,7
Thr68 Thr59 26,0
Tyr69 Tyr60 59,4
Lys75 Lys66 32,6
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Argl10 Argl01 | 472
Glyl11 Gly102 | 21,7
Phell2 Phel03 35,5
Tyr133 Tyr104 83,0
Tyr134 Tyrl05 91,7

Chénh 1éch dién tich bé mit c6 thé tiép can dung méi ciia cac gbe trong phirc hop IL-
23 - Fab khang thé E dugc tinh toan nhu néu trén. Céc gdc Fab khang thé E ma c6 gi4 tri
chénh 1éch > 10 A? dugc coi 12 tiép xtic dang ké vé6i cac gbe trong khang nguyén IL-23 va
céc gbc Fab khang thé E nay bi bét giit it nhit mot phan dén hoan toan khi Fab khang thé E
duoc lién két vao IL-23 cta ngudi.Tap hop cac gbe Fab khang thé E nay tao thanh phén rap
nbi bao ph, céc gdc lién quan dén cAu triic ctia giao dién khi Fab khang thé E duoc lién két
vao IL-23 clia ngudi, xem bang 12 va 13. Cac gbc Fab khang thé E trong phén rép ndi bao
phti nay c6 thé khong lién quan dén cac twong tic lién két voi cac gbe cua khang nguyén IL-
23, nhung viéc gay dot bién mot gbc bét ky trong phén rap ndi bao phu nay c6 thé gay ra sy
khéc biét 16n ma gy anh huéng dén su lién két ctia Fab khang thé E véi IL-23 ciia ngudi.
Péi voi hau hét cac phan, cac gbe ctia phan rép ndi bao phii ndy nim trong cac ving CDR
ctia chudi ning va chudi nhe Fab khang thé E. Céc gdc nay ciing nim & khoang cach 5 A
hoic ngén hon clia khéng nguyén IL-23 khi lién két v6i Fab khéng thé E, nhu néu trong vi
du 4.

Béng 12: Chénh I&ch dién tich b& mit c6 thé tiép can dung méi d6i voi chudi nhe Fab khang

thé B
Gbc Vi tri géc Chél;lh 1éch dién tich bé mit
- S6AHO SEQ ID NO: 1 - tiép xiic dung mdi (A?)
Ala33 Ala31 11,6
Gly34 Gly32 51,2
Tyr39 Tyr33 47,2
Asp40 Asp34 36,8
Tyr57 Tyr51 16,1
Gly58 Gly52 11,1
Asn69 Asn55 29,4
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Lys82 Lys68 20,1
Tyr169 Tyr93 27,3
Ser135 Ser98 11,3

Bang 13: Chénh léch dién tich b& mit c6 thé tiép can dung mdi dbi v6i chudi ning Fab

khang thé E
Géc Vi tri gbc Chénh lé&ch dién tich b& mt
s6 AHO SEQ ID NO: 31 tiép xtic dung mdi (A?)
Glnl Glnl 41,1
Gly27 Gly26 24,6
Thr30 Thr28 82,2
Ser33 Ser31 40,7
Tyr39 Tyr32 30,7
Trp59 Trp52 11,3
Tyr60 Tyr53 447
Tyr69 Tyr59 42,4
Lys86 Lys76 17,4
Glyl11 Glyl101 12,8
Tyr112 Tyr102 103,1
Ser114 Ser104 21,0
Serl15 Ser105 91,4
Trp131 Trp106 145,0
Tyr132 Tyr107 71,6
Prol33 Pro108 20,4

Chénh 1éch dién tich b& mit c6 thé tiép can dung moi cia mot phin cta IL-23

heterodime lién két bdi paratop ciia Fab khang thé B dugc tinh toan bing céch thiét dat céc

gbc IL-23 heterodime 1am tip hop mong mudn. Théng tin ciu tric thu duge trong vi du 4 vé

phtrc hop IL-23 - Fab khéang thé B dugc sir dung va dién tich b& mit c6 thé tiép can dung

moi clia cac goc axit amin cuia IL-23 heterodime trong di€u kién c6 mit Fab khang thé B

dugc tinh todn va dai dién cho dién tich lién két cia tap hop.
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Dién tich bé mit c6 thé tiep can dung moi ctia goc ciia mdi gbc IL-23 heterodime khi

khéng c6 Fab khang thé B dugc tinh to4n va dai dién cho dién tich tu do cia tap hop.

- Nhu néu trén, dién tich lién két duoc trir ra khoéi dién tich tu do, tao ra chénh léch
dién tich bé mit tiép xic dung méi cho mbi gbc IL-23. Cac gbc IL-23 heterodime ma khong
c6 su thay ddi v& dién tich bé mit, hay chénh léch bing khong, khong c6 vi tri tip xic véi
céc gbc ctia Fab khang thé B khi duogc tao phirc hop. Cac gbe IL-23 heterodime ma c6 gia
tri chénh 1&ch > 10 A? dugc coi 14 tiép xuc dang ké véi cac gbe cna Fab khang thé B va cac
gbc IL-23 heterodime bi bat giit it nhat mdt phin dén hoan toan khi IL-23 heterodime cua
ngudi dugc lién két vao Fab khang thé B. Tap hop céc gbc IL-23 heterodime nady tao thanh
phén rap ndi bao phu, cic gbc lién quan dén céu triic cia giao dién khi IL-23 heterodime ctia
ngudi duge lién két vio Fab khang thé E, xem bang 14. Cac gbc IL-23 heterodime trong
phén rap ndi bao phu nay c6 thé khong lién quan dén cac twrong tac lién két véi cac gbc trén
Fab khang thé B, nhung viéc gdy dot bién mét gdc bat ky trong phén rép ndi bao phu nay co
thé gay ra su khac biét 16n ma gy anh hudng dén sy lién két ctia Fab khang thé B vé6i IL-23
ctia ngudi. Cac gbc nay ciing ndm & khoang cach 4 A hodic ngén hon ké tir Fab khang thé B,

nhu néu trong vi du 4.

Bang 14: Chénh léch dién tich bé mit c6 thé tiép can dung moi dbi véi cée gbe IL-23

heterodime
Gocpl19 (SEQIDNO: | Chénh léch dién tich bé mit tiép
145) xtc dung moi (A?)

Ser46 26,5

Alad7 12,7

Pro49 59,6

Leu50 122,2

His53 47,8

Met54 13,9

Asp55 20,5

Arg57 14,6

Glu58 96,5
Glul12 29,7
Prol13 64,8
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Ser114 30,0
Leull5 31,4
Leull6 60,0
Aspl18 14,4
Ser119 19,7
Prol120 64,7
Prol55 19,4
Typ156 61,9
Leul59 72,8
Leul60 27,0
Argl62 14,4
Phel63 67,5

gbc p40 (SEQ ID NO:

147)
Glul22 29,1
Lys124 60,9

Chénh léch dién tich bé mit c6 thé tiép can dung moi ciia mot phé‘m cda IL-23
heterodime lién két boi paratop ciia Fab khang thé E duoc tinh toan nhu néu trén. Cac gbe
IL-23 heterodime ma c6 gia tri chénh léch > 10 A2 dugc coi 14 tiép xuc déng ké véi cac gbe
ctia Fab khéang thé E va cac gbc IL-23 heterodime bi bét giit i nhit mot phan dén hoan toan
khi hetreredime IL-23 cta ngudi dugc lién két vao Fab khang thé E. Tap hop cc gbc IL-23
heterodime nay tao thanh phén rap nbi bao phi, cac gdc lién quan dén céu triic cia giao dién
khi IL-23 heterodime ciia ngudi duge lién két vao Fab khang thé E, xem bang 15. Céc gbc
IL-23 heterodime trong phan rép ndi bao phii nay c6 thé khong phai tt ca déu lién quan dén
céc twong tac lién két véi cac gde trén Fab khang thé E, nhung viéc gy dot bién mot gbc
bét ky trong phin rap ndi bao phil nay c6 thé gy ra su khac biét 16n ma gay anh hudng dén
su lién két cia Fab khang thé E véi IL-23 ctia ngudi. Cac gbe ndy ciing nim & khoang cach

5 A hodic ngin hon ké tir Fab khang thé E, nhu néu trong vi du 4.

Bang 15: Chénh l&ch dién tich bé mit c6 thé tiép can dung méi dbi véi cac gbc IL-23

heterodime

Gbc p19 (SEQID NO: | Chénh 1éch dién tich bé mit tiép
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145) xtic dung mdi (A?)
Ser46 18,7
Ala47 14,9
Pro49 79,8
Leu50 99,5
His53 61,2
Glul12 62,8
Prol13 45,7
Serl14 69,5

Leull5 50,3
“Leull6 127,2
Prol17 54,1
Aspl18 37,0
Pro120 18,8
Prol55 16,9
Trp156 140,7
Leul59 21,8
Leul60 17,0
Phel63 56,6
Géc p40 (SEQ ID NO:
147)
Lys121 86,2
Glul22 21,8
Pro123 22,1
Asnl25 26,7
Arg283 22,6
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YEU CAUBAO HQ
1. Protein lién két khang nguyén phan lap duoge lién két véi IL-23, trong d6 protein lién két
khang nguyén ndy chia it nhat mot ving thay d6i chudi niing chira: CDRH1 néu trong SEQ ID
NO: 91, CDRH2 néu trong SEQ ID NO: 92 va CDRH3 néu trong SEQ ID NO: 93; va it nhét
mdt ving thay dbi chudi nhe chira: CDRLI néu trong SEQ ID NO: 6Y2, CDRL2 néu trong SEQ
ID NO: 63 va CDRL3 néu trong SEQ ID NO: 64.

2. Protein lién két khang nguyén phan 14p duogc lién két véi IL-23, trong d6 protein lién két
khang nguyén nay bchl’xa it nhat mot ving thay ddi chudi ning chira cc gbc axit amin 31-35,
50-65 va 99-113 néu trong SEQ ID NO: 31; va ving thay ddi chudi nhe chira cac gbc axit amin
23-36, 52-58 va 91-101 néu trong SEQ ID NO: 1.

3. Protein lién két khang nguyén phan lap dugc lién két véi IL-23, trong d6 protein lién két
khang nguyén nay chira ving thay d6i chudi ning néu trong SEQ ID NO: 31 va ving thay ddi
chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 1.

4. Protein lién két khang nguyén phén lap dwoc theo diém 1, 2 hodc 3, trong d6 protein lién két

khang nguyén ndy c6 it nhit mot dic tinh duge chon tir nhém bao gbm:
a) lam giam hoat tinh IL-23 cta nguoi;

b) 1am gidm su san xuét xytokin tién viém;

¢) lién két véi IL-23 cia ngudi véi Kp nhé hon hodc bing 5x10° M;
d) ¢6 toc 6 Kognhod hon hodic béng 5x107 1/s; va

e) c6 ICsp nho hon hozc bing 400 pM.

5. Dugc phdm chira it nhit mot protein lién két khang nguyén theo diém 1, 2, 3 hodic 4 va ta
duogc dugce dung.

6. Phén tit axit nucleic phan 14p dugc ma hdéa mdt hodc ca hai vung thay d6i cta protein lién két
khang nguyén lién két véi IL-23, trong d6 protein lién két khang nguyén nay chira it nhit mot
ving thay d6i chudi ning chtra: CDRH1 néu trong SEQ ID NO: 91, CDRH2 néu trong SEQ ID
NO: 92 va CDRH3 néu trong SEQ ID NO: 93; v it nhit mot ving thay d6i chudi nhe chira:
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7. Phan tir axit nucleic phan 14p dwgc ma héa mdt hodc ca hai viing thay dbi cia protein lién
két khang nguyén phan 1ap duoc lién két véi IL-23, trong d6 protein lién két khang nguyén
ndy chira ving thay ddi chudi ning chtra cac gbc axit amin 31-35, 50-65 va 99-113 néu
trong SEQ ID NO: 31; va ving thay d6i chudi nhe chira cac gbc axit amin 23-36, 52-58 va
91-101.néu trong SEQ ID NO: 1.

8. Phén tir axit nucleic phan 14p dwgc ma héa mot hoic ca hai ving thay doi ctia protein lién
két khang nguyén phan 1ap dwoc lién két véi IL-23, trong d6 protein lién két khang nguyén
nay chira ving thay ddi chudi ning néu trong SEQ ID NO: 31 va ving thay d6i chudi nhe
néu trong SEQ ID NO: 1.

9. Phén tir axit nucleic phan 1ap duogc theo diém 8, trong d6 axit nucleic ma héa vung thay
dbi chudi ning 1a SEQ ID NO: 32.

10. Phan tir axit nucleic phan 14p dugc theo diém 8, trong d6 axit nucleic ma héa vung thay
dbi chudi nke 1a SEQ ID NO: 2.

11. Phan tir axit nucleic phan 13p duoc theo diém 8, trong d6 axit nucleic ma héa vung thay
d6i chudi ning 13 SEQ ID NO: 32 va axit nucleic ma héa ving thay d6i chudi nhe 12 SEQ
ID NO: 2.

12. Phan tir axit nucleic theo diém bit ky trong s cac diém tir 6 dén 11, trong d6 phén tir
axit nucleic nay duoc lién két c6 diéu khién véi trinh tur kiém soét.

13. Vecto phan 1ap duge chira phan tir axit nucleic theo diém bit ki trong s c4c diém tir 6
dn12.

14. Té bao chu phan 13p dugc chira phén tir axit nucleic theo didm bét k¥ trong sb cac diém

tir 6 dén 12.
15. Té bao chu phan 1ap dugc chira vecto theo diém 13.

16. Phuong phap san xuét protein lién két khang nguyén lién két v6i IL-23, troang d6 phuong
phép nay bao gdm budc thu protein lién két khang nguyén nay tir té bao chu theo diém 15,
trong d6 té bao chi ndy chira axit nucleic ma héa ca ving thay d6i chudi ning va viing thay

d6i chudi nhe cta protein lién két khang nguyén nay.

17. Protein lién két khang nguyén phan lap duoc theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1
dén 4, trong d6 proteir lién két khang nguyén nay 13 khang thé.
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18. Protein lién két khang nguyén phén 14p duoc theo diém 17, trong d6 khang thé 12 khang
thé don dong, khang thé tai t5 hop, khang thé ciia ngudi, khang thé dugce 'am g_iéng v6i
- khang thé ctia ngudi, khang thé kham, khang thé da dic hiéu hodc manh khéng thé cua

chung.

19. Protein lién két khang nguyén phén 14p dugc theo diém 18, trong d6 manh khang thé 13
manh Fab, manh Fab', manh F(ab"),, manh Fv, doan Fv chudi don dang dime (diabody) hoac
* phén ti khang thé chubi don.

20. Protein lién két khang nguyén phan 1ap duoc theo diém 18, trong d6 protein lién két
khang nguyén nay 12 khang thé cta nguoi.

21. Protein lién két khang nguyén phan lap dugc theo diém 18, trong d6 protein lién két
khéang nguyén nay 12 khang thé don dong.

22. Protein lién két khang nguyén phan 1ap duoc theo diém 17, trong d6 protein lién két
khang nguyén nay thudce typ 1gG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4.

23. Protein lién két khang nguyén phan 1ap dwoc theo diém 22, trong dé protein lién két
khang nguyén nay thudc typ IgG1 hodc IgG2.

24. Dugc phdm theo diém 5, trong d6 dwoc phidm nay con chira nhém danh du hodc nhém
tac dong.

25. Dugc phém theo diém 24, trong d6 nhém danh ddu duge chon tir nhém bao gbm chét
danh ddu ddng vi, chit danh ddu c6 tir tinh, gbc c6 hoat tinh oxy héa-khir, chdt nhuém
quang hoc, nhém duge biotinyl hda va epitop polypeptit dd x4c dinh trude duge nhan dién
bang chét chi thi thtr cép.

26. Duogc phim theo diém 25, trong d6 nhém tic dong dugc chon tir nhom bzo gdm chét
déng vi phéng xa, nuclit phong xa, doc t8, nhém tri liéu va nhém héa trj lidu.

27. Protein lién két khang nguyén phan 1ap dugc theo diém bét ky trong sé cc diém tir 1

dén 4, trong d6 protein lién két khang nguyén nay dugc cong hop v6i nhém danh du.
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<120> PROTEIN LIEN KET KHANG NGUYEN LIEN KET VOI IL-23 CUA NGUOI VA DUOC
PHAM CHUA PROTEIN NAY
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<140> sé& dugc chi dinh
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<150> 61/381,287
<151> 2010-09-09

<150> 61/254,982
<151> 2009-10-26

<160> 155

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 111
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
1 5 10 15

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Thr Gly Ala Gly
20 25 30

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Val Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr Gly Ser Gly Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 - 95

Leu Ser Gly Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Thr Val Leu
100 105 . 110
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Homo sapiens

tgacgcagcc
ggagcagctc
cagcccccaa
tctctggctce
atgaggctga

gagggaccag

gccctcagtg
caacaccggg
actcctcatt
caagtctggc
ttattactgc

gctgaccgtce

21415

tctggggcecc
gcaggttatg
tatggtagcg
acctcagcct
cagtcctatg

ctg

cagggcagag
atgtacactg
gcaatcggcc
ccctggccat

acagcagcct

<210> 2
<211> 333
<212> ADN
<213>
<400> 2
cagtctgtgc
tcctgcactg
gttccaggaa
cctgaccgat
caggctgagg
gtgttcggcg
<210> 3
<211> 111
<212> PRT
<213>

<400>

Homo sapiens

3

Gln Ser Val

1

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Gln

Leu

Val

Asp

Ile

50

Gly

Ala

Ser

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

<400>

Thr

Val
35

Tyr

Ser

Glu

Gly

4
115
PRT
Homo

4

Gln Ala Val

1

Leu

Ile

20

His

Gly

Lys

Asp

Trp
100

Thr

Ser

Trp

Ser

Ser

Glu

85

Val

sapiens

Leu

Thr
5

Gln Pro Pro

Cys Thr Gly

Gln Gln

40

Tyr

Asn
55

Asn Arg

Gly Thr Ser

Ala Asp Tyr

Phe Gly Gly

Val
10

Ser

Ser Ser

25

Leu Pro

Pro Ser

Ala Ser

Tyr Cys

90
Gly Thr
105

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

Val

60

Ala

Ser

Leu

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

Val
110

ggtcaccatc
gtaccagcaa
ctcaggggtc

cactggactc

gagtggttgg

Gly Gln

15

Ala Gly

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser Ser

95

Leu

Gln Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Pro Gly Ala

10
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Ser

Tyr

Leu

Pro

65

Leu

Met

Thr

Ala

Arg

Leu

50

Ser

Leu

Ile

Val

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

<400>

Ser

Ile
35

Arg
Arg
Ile
Tfp

Leu
115

345
ADN
Homo

5

Leu
20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His
100

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

85

Ser

sapiens

Cys

Tyr

Se

Gl

70

Le

Se

caggctgtgc
acctgcacct
aagccaggga
ggctctggag
ttactcatct
agcagcgctt
<210> 6

<211> 14

<212> PRT

<213>

<400> 6

tgactcagcc
tacgcagtgg
gtcctcccceca
tccccageceg
ctgggctcca

cggtattcgg

Homo sapiens

Thr Leu

Gln Gln

40

r Asp Ser

55

y Ser Lys

u Gln Ser

r Ala Ser

gtcttcccte
catcaatgtt
gtatctcctg
cttctctgga
gtctgaggat

cggagggacc

21415

Arg Ser
25

Lys Pro

Asp Lys

Asp Ala

Glu Asp

90

Val
105

Phe

Gly

Gly
Gln
Ser
75

Glu

Gly

Ile

Ser

Gln

60

Ala

Ala

Gly

Asn

Pro
45

Gly
Asn

Asp

Gly

Val
30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Thr
110

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

Lys

Thr

Tyr

Val

Ile

80

Cys

Leu

tctgcatctce
ggtacctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact

aagctgaccg

ctggagcatc
ggatatactg
cagactcaga
cttcggccaa
attactgtat

tccta

Glu Asn Thr Val Thr Ile Tyr Tyr Asn Tyr Gly Met Asp Val

1

<210> 7
<211> 116
<212> PRT
<213>

5

Homo sapiens

10

-05-

agccagtctc
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt

gatttggcac

60

120

180

240

300

345



21415

<400> 7
Gln Pro Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Thr Leu Thr Cys Thr Leu Asn Ser Gly Tyr Ser Asp Tyr Lys
20 25 30

Val Asp Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Gly Pro Arg Phe Val Met

35 40 45
Arg Val Gly Thr Gly Gly Ile Val Gly Ser Lys Gly Asp Gly Ile Pro

50 55 60
Asp Arg Phe Ser Val Leu Gly Ser Gly Leu Asn Arg Tyr Leu Thr Ile
65 70 75 80
Lys Asn Ile Gln Glu Glu Asp Glu Ser Asp Tyr His Cys Gly Ala Asp
85 90 95
His Gly Ser Gly Ser Asn Phe Val Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys
100 105 110

Val Thr Val Leu

115
<210> 8
<211> 348
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 8
cagcctgtgc tgactcagcc accttctgca tcagcctccce tgggagcecctc ggtcacactce 60
acctgcaccc tgaacagcgg ctacagtgat tataaagtgg actggtacca gcagagacca 120
gggaagggcc cccggtttgt gatgcgagtg ggcactggtg ggattgtggg atccaagggg 180
gatggcatcc ctgatcgctt ctcagtcttg ggctcaggcc tgaatcggta cctgaccatc 240
aagaatatcc aggaagagga tgagagtgac taccactgtg gggcagacca tggcagtggg 300
agcaacttcg tgtatgtctt cggaactggg accaaggtca ccgtccta 348
<210> 9
<211> 116
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 9

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

1

5

10

15

Ser Val Thr Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gly Tyr Ser Asp Tyr Lys

20

25

-96-

30



Val Asp Trp

35

Val
50

Arg Gly

Asp Arg Phe

Lys Asn Ile

His Gly Ser

Thr Val

115

Val

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

10
348
ADN
Homo

<400> 10
cagcctgtgce

acctgcaccc

gggaagggcc

gaaggcatcc

aagaacatcc

aacaacttcg

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

11
116
PRT
Homo
<400> 11

Gln Pro Glu
1

Ser Val Thr
Val Aép Trp
35

Arg Val Gly
50

Tyr Gln

Thr Gly

Ser Val

Gln Glu

85

Gly Asn

100

Leu

sapiens

tgactcagcc
tgagcagcgg
cccggtttgt
ctgatcgctt
aggaagagga

tgtatgtctt

sapiens

Leu Thr

Leu Thr

20

Tyr Gln

Thr Gly

Gln

Gly

Leu

70

Glu

Asn

Pro
40

Arg

Ile
55

Val

Gly Ser

Asp Glu

Phe Val

accttctgca
ctacagtgat
gatgcgagtg
ctcagtcttg
tgagagtgac

cggaactggg

Gln Pro Pro

Cys Thr Leu

Leu Arg Pro

40

Gly Thr Vval

55

21415

Gly Lys Gly

Gly Ser Lys

Asn
75

Gly Leu

Ser Asp

90

Tyr

Tyr Val Phe

105

tcagcctccce
tataaagtgg
ggcactggtg
ggctcaggcc
taccactgtg

accaaggtca

Ser Ala Ser
10

Ser Ser Gly
25
Gly Lys Gly

Gly Ser Lys

-97-

Pro Arg Phe Val Met

45
Glu

Gly Ile

60

Gly Pro

Thr Ile

80

Arg Tyr Leu

Ala
95

His Cys Gly Asp

Gly Thr Gly Thr

110

Lys

tgggagcctc ggtcacactc

actggtacca gcagagacca

ggattgtggg

tgaatcggta

gggcagacca

atccaagggg

cctgaccatc

tggcagtggg

ccgtccta

Ala Ser Leu Gly Ala
15

Tyr Ser Asp Tyr Lys
30

Pro Arg Phe Val Met
45

Gly Glu Gly Ile Pro
60

60

120

180

240

300

348



Asp Arg Phe

65

Lys Asn Ile

Ser

Gln

Gly
100

Leu

21415

Val Leu Gly Ser Gly Leu Asn Arg Ser Leu Thr Ile

70

75

80

Glu Glu Asp Glu Ser Asp Tyr His Cys Gly Ala Asp

85

90

95

Ser Asn Phe Val Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys

sapiens

105

110

tgactcagcc
tgagcagcgg
cccggtttgt
ctgatcgctt
aggaagagga

tgtatgtctt

accttctgca
ctacagtgat
gatgcgagtg
ctcagtcttg
tgagagtgac

cggaactggg

tcagcctccce
tataaagtgg
ggcactggtg
ggctcaggcc
taccactgtg

accaaggtca

tgggagcctc
actggtacca
ggactgttgg
tgaatcggtc
gggcagacca

ccgtcecta

ggtcacactc
gctgagacca
atccaagggg

cctgaccatc

tggcagtggg

His Gly Ser
Val Thr Val
115
<210> 12
<211> 348
<212> ADN
<213> Homo
<400> 12
cagcctgagt
acctgcaccc
gggaagggcc
gaaggcatcc
aagaacatcc
agcaacttcg
<210> 13
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 13

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg
Ala
Ala
50

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

sapiens

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Pro Ser Pro

Thr Cys Arg

Gln Pro

40

Lys

Gln
55

Leu Ser

Asp Phe Thr

70

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Val

Ser
10

Ser

Ala
25

Ser

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile

-98-

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

15

Gly

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Pro

60

120

180

240

300

348



21415

105

gtgtctgcat
ggctggttag
gcatccagtt
ttcactctca

gctgacagtt

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

tccctceccac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect

tttcggcgga

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc

100
<210> 14
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 14
gacatccagt tgaccccgtc tccatcttcce
atcacttgtc gggcgagtca gggtattgcc
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat
gaagattttg caacttacta ttgtcaacag
gggaccaagg tggagatcaa a
<210> 15
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 15
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 - 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55
Ser Val Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val
100
<210> 16
<211> 321
<212> ADN
" <213> Homo sapiens
<400> 16

Ser
10

Ser

Ala
25

Ser

Gly Lys

Gly Vval

Leu Thr

Gln Gln

90

Asp Phe

105

-99-

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser

Val

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Ser

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Phe

60

120

180

240

300

321

60



atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaaag
<210>
<211>

<212>
<213>

17
107
PRT
Homo

<400> 17

Asp Ile Gln
1
Val

Asp Arg

Phe Ala Trp

Ala
50

Tyr Ala

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

18
321
ADN
Homo

<400> 18
gacatccaga

atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg

gggaccaaag

gggcgagtca
ctagcctcct
gcagtgtatc
caacttacta

tggatttcaa

sapiens

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr

85

Pro
100

Gly

sapiens

tgacccagtc
gggcgagtca
caaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

tggatatcaa

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

ggttattagc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag

a

Ser Pro

Cys Arg

Pro
40

Lys

Gln
55

Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tcecatcttec
gggaagtagc
gatctatgct
tgggacagac
ttgtcaacag

a

21415

agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca

gctaacagtt

Ser Val

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Ala

Asp Ile

105

Lys

gtgtctgcat
agctggtttg
gcatccagtt
ttcactctca

gctaacagtt

-100-

cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

tcccattcac

Ser Ala Ser

Ser
30

Gly Ser

Pro Lys Leu

45
Ser Phe
60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Ser Phe

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

tcccattcac

gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct

tttcggccct

Val
15

Gly

Ser Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Phe

95

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct

tttcggccct

120

180

240

300

321

60

120

180

240

300

321



<210> 19
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 19

Asp Ser Gln

Asp Arg Val

Phe Ala Trp

35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 20
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo
<400> 20
gacagccaga
atcacttgtc
gggcaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaaag
<210> 21
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 21

sapiens

Met Thr Gln Ser Pro

21415

Ser Ser Val

10

Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

20

Tyr Gln Gln Lys Pro

40

Ser Ser Leu Gln Ser

55

Gly Thr Glu Phe Thr

70

Ala Thr Tyr Tyr Cys

85

Pro Gly Thr Lys Val

100

sapiens

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaacctcct
gcagtggatc
caacttacta

tggatatcaa

sapiens

tccatcttcce
gggtattagc
gatctatgcect
tgggacagaa
ttgtcaacag

a

25

Gly Gln Ala

Gly Val Pro

Leu Thr Ile

75

Gln Gln Ala

90

Asp Ile Lys
105

gtgtctgcct
agctggtttg
gcatccagtt
ttcactctca

gctaacagtt

Ser Ala Ser
Gly Ile Ser
30

Pro Asn Leu
45

Ser Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Asn Ser Phe

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

tcccattcac

Val Gly
15

Ser Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Phe
95

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct

tttcggccecct

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

1

5

10

-101-

15

60

120

180

240

300

321



Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35
Ala Ala
50

Tyr

Ser Ser

65

Gly

Asp Asp Phe

Thr Phe Gly

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

22

321
ADN
Homo
<400> 22

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gacgattttg

gggaccaagg

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

23
107
PRT
Homo
<400> 23

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val
Leu Ala Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Thr
20

Ile
Tyr Gln
Ser Ser
Gly Thr

Thr
85

Ala

Gly
100

Gly

sapiens

tgacccagtc
gggcgggtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

tggagatcaa

sapiens

Met Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Ser

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Cys Arg

Pro
40

Lys

Gln
55

Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tccatcttcc
ggttattagce
gatctatgcet
tgggacagat
ttgtcaacag

a

Ser Pro

Cys

Pro
40

Lys

Gln
55

Ser

21415

Ala
25

Gly Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Ala

Glu
105

Ile Lys

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca

gctaccagtt

Ser Ser Val
10

Arg Ala Ser Gln

25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

-102-

Val Ile Ser

30

Pro Lys Leu

45
Ser Phe
60

Arg

Ser Ser Leu

Thr Ser Phe

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

ttccecectcac

Ser Ala Ser

Ser
30

Gly Phe

Pro Lys Leu

45
Ser Arg Phe
60

Ser Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Leu

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatcg
cctgcagcct

tttcggcgga

Val Gly

Gly Trp

Leu Ile

Ser Gly

60

120

180

240

300

321



Ser Gly Ser Gly Thr

Asp Phe Thr Leu Thr

21415

Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105
<210> 24
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 24
gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc
atcacttgtc gggcgagtca gggttttagc ggttggttag cctggtatca gcagaaacca
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct
gaagattttg caacftacta ctgtcaacag gctaacagtt tcccattcac tttcggccct
gggaccaaag tggatatcaa a
<210> 25
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 25
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Val Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Phe Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Asn Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Ala Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Val Lys
100 . 105

-103-

60

120

180

240

300

321



<210> 26
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo
<400> 26
gacatccagt
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gcagattttg
gggaccaaag
<210> 27
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 27

Asp Ile Gln
1
Val

Asp Arg

Phe Ala Trp

35

Ala
50

Tyr Ala

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

28
321
ADN
Homo

<400> 28

sapiens

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaacctcct
gcagtggatc
caacttactt

tggatgtcaa

sapiens

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr

85

Pro
100

Gly

sapiens

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

tccatcttcce
ggttattagc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag

a

Ser Pro

Cys Arg

Pro
40

Lys

Gln
55

Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

21415

gtgtctgcat
agctggtttg
gcatccagtt
ttcactctca

gctaacagtt

Ser Val

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Ala

Asp Ile

105

Lys

-104-

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

tcccattcac

Ser Ala Ser

Ser
30

Gly Ser

Pro Lys Leu

45
Ser Phe
60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Ser Phe

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect

tttcggcect

Val
15

Gly

Ser Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80
Pro Phe
95

120

180

240

300

321



21415

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc
atcacttgtc gggcgagtca gggtagtagc agctggtttg cctggtatca acagaaacca
gggaaagccc caaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcect
gaagattttg caacttacta ttgtcaacag gctaacagtt tcccattcac tttcggccct
gggaccaaag tggatatcaa a
<210> 29
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 29
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Asp
20 25 30
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Tyr Pro Pro
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Glu
100 105
<210> 30
<211> 108
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Trinh ty lién Ung
<220> )
<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
<222> (2)..(2)
<223> Xaa cé th& 1a Ile hodc Ser
<220> o
<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)

-105-

60

120

180

240

300

321



<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

(4)..(4)
Xaa cbé thé la Met hodc

MISC_FEATURE (PAC PIEM
(29)..(29)
Xaa cé6 thé 1la Gly hodc

MISC_FEATURE (PAC PIEM
(30)..(30)
Xaa cbé théd 1a Ser, Phe

MISC_FEATURE (PAC PIEM
(32)..(32)
Xaa cé thé 1a Ser hoidc

MISC FEATURE (PAC PIEM
(34)..(34)
Xaa c6 thé 13 Phe hoic

MISC FEATURE (PAC DIEM
(43)..(43)
Xaa c6 thé 1a Lys hoic

MISC_FEATURE (PAC DIEM
(46) .. (46)
Xaa c6 thé 1a Lys, Asn

MISC FEATURE (DPAC DIEM
(67)..(67)
Xaa c6 thé 13 Gly hoic

MISC_FEATURE (PAC DIEM
(71)..(71)
Xaa c6 thé 13 Asp hodc

MISC_FEATURE (PAC PIEM
(82)..(82)
Xaa cé thé& 13 Glu hodc

MISC_ FEATURE (PAC PIEM
(88)..(88)
Xaa c6 thé 1a Tyr hoic

MISC_FEATURE (PAC PIEM
(107)..(107)
Xaa cé théd 1a Ile, Val

21415

Leu

QUAN

Val

QUAN

hodc

QUAN

Gly

QUAN

Leu

QUAN

Gln

QUAN

Glu

QUAN

Ala

QUAN

Phe

QUAN

hodc

TRONG

TRONG

Ile

TRONG

TRONG

TRONG

TRONG

Ser

TRONG

TRONG

TRONG

TRONG

TRONG

Phe

-106-

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

TA

TA

TA

TA

O TA

bUQC)

PUQC)

DUQC)

PUQC)

bUQC)

DUQC)

PUQC)

bUQC)

PUQC)

bUQC)

PUQC)



21415

<400> 30

Asp Xaa Gln Xaa Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Xaa Xaa Ser Xaa

20 25 30

Trp Xaa Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Xaa Ala Pro Xaa Leu Leu

35 40 45

Ile Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser

50 55 60
Gly Ser Xaa Ser Gly Thr Xaa Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
65 70 75 80
Pro Xaa Asp Phe Ala Thr Tyr Xaa Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro

85 90 95
Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Xaa Lys
100 105

<210> 31
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly -Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asp Arg Gly Tyr Thr Ser Ser Trp Tyr Pro Asp Ala Phe Asp
100 105 110

Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 32

-107-



Homo sapiens

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gtagctggta

ca

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac

ccctgatgcet

<211> 372
<212> ADN
<213>
<400> 32
caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
gggtatacca
accgtctcectt
<210> 33
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo
<400> 33

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ile

Leu

Met

vVal

50

Gly

Gln

Arg

Trp

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

Arg
His
35

Ile

Arg

Met

Asp

Gly
115

34
121
PRT
Homo

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Arg

100

Gln

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Gly

Gly

sapiens

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Gln Ala

40

Arg

Asp Gly Ser

55

Ile
70

Ser Arg

Leu Arg Ala

Tyr Ser Ser

Thr Val

120

Met

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ser

105

Thr

21415

gtggtccagc
agctatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt

tttgatatct

Gly Vval

10

Gly Phe

Gly Lys
Lys Tyr

Ser
75

Asn

Asp Thr

90

Trp Tyr

Val Ser

-108-

ctgggaggtc

tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa

attactgtgce

ggggccaagg

cctgagactc
ccgccaggcet
tgaatactat
cacgctgtat
gagagatcgg

gacaatggtc

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ala
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Phe

Arg
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys

Asp

60

120

180

240

300

360

372



<400> 34

Gln Val Gln
1
Leu

Ser Arg

Met His

35

Gly

Ala Val

50

Ile

Lys Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Gln Thr

115

Gly

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

35

363

ADN
Homo
<400> 35

caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
actactttaa
tca

<210>
<211>

<212>
<213>

36
121
PRT
Homo

<400> 36

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Phe
Phe Thr

Ser
85

Asn

Arg Thr

100

Leu Val

sapiens

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

gtgggagcta

sapiens

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Thr

Thr

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Gly Ser

55

Ser Arg

Arg Ala

Leu Ser

Val Ser

120

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agctgaggac

ctttgactac

21415

Gly Gly Val

10
Ser Phe
25

Gly

Pro Gly Lys

Leu Lys Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90
Gly Ser
105

Tyr

Ser

gtggtccagc
agctatggca
atatcatttg
tccagagaca
acggctgtgt

tggggccagg

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30
Leu Glu
45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr

110

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtct
attccaagaa
attactgtgce

gaaccctggt

Gly
15

Arg
Ser Tyr
Trp Val
Ser Val
Leu

Tyr

Tyr
95

Cys

Trp Gly

cctgagactc
ccgccaggct
taaatactat
caccctgtat
gagagaacgg

caccgtctcc

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

1

5

10

-109-

15

60

120

180

240

300

360

363



Ser Leu Arg

His
35

Ala Met

val
50

Ser Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Gln Thr

115

Gly

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

37

363

ADN
Homo
<400> 37

caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
actactctaa
tca

<210>
<211>

<212>
<213>

38
125
PRT
Homo

<400> 38

Leu Ser

20

Trp Val

Ser His
Phe Thr

Ser
85

Asn

Arg Thr

100

Leu Val

sapiens

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

gtgggagcta

sapiens

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Thr

Thr

Ala Ala

Gln Ala

40

Gly Ser

Ser Arg

Arg Ala

Leu Ser

Val Ser

120

tgggggaggc

caccttcagt
gttgtcagtt
attcaccatc
agctgaggac

ctttgactac

21415

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Ile Lys Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90
Gly Ser
105

Tyr

Ser

gtggtccagc
agctatgcca
atatcacatg
tccagagaca
acggctgtgt

tggggccagg

Thr Phe Ser

30
Leu Glu
45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr

110

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtat
attccaagaa
attactgtgc

gaaccctggt

Ser Tyr

Trp Leu
Ser Val
Leu

Tyr

Tyr
95

Cys

Trp Gly

cctgagactc
ccgccaggct
taaatactat
cacgctgtat
gagagaacgg

caccgtctcc

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

1

5

10

15

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

20

25

-110-

30

60

120

180

240

300

360

363



Met Asn

35

Ser

Ser Tyr Ile

50

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Arg

Asp Val Trp

115

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

39
375
ADN
Homo

<400> 39

gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactctg
ctgcaaatga
gcagcagctg
gtcaccgtct
<210>
<211>

<212>
<213>

40

125
PRT
Homo
<400> 40

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ser Met Asn
35

Ser Tyr Ile

Trp Val

Ser Ser
Phe Thr

Ser
85

Asn

Ile
100

Ala

Gly Gln

sapiens

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gtgggttcca

cctca

sapiens

Leu Val
5

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Ser

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Ala

Gly

Gln Ala

40

Ser Ser

55

Ser Arg

Arg Asp

Ala Gly

Thr Thr

120

tgggggaggce

caccttcagt
ggtttcgtac
attcaccatc
agacgaagac

ctactactac

40

Pro

Thr

Asp

Glu

Gly

105

Val

21415

Gly Lys

Ile Tyr

Ala
75

Asn

Asp Thr

90

Phe His

Thr Val

ctggtacagc
agctatagta
attagtagta
tccagagaca
acggctgtgt

gctttggacg

Glu Ser Gly Gly Gly Leu

10

Cys Ala Ala Ser Gly Phe
25

Arg Gln Ala Pro Gly Lys

Ser Ser Ser Thr Arg Tyr

-111-

Leu
45

Gly

Ile
60

Ala
Lys Asn
Ala Val
Tyr Tyr

Ser
125

Ser

ctggggggtc

tgaactgggt
ggagtagtac
atgccaagaa
attactgtgc

tctggggcca

Val Gln
Thr Phe
30

Gly Leu
45

His Ala

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Pro

Ser

Glu

Asp

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

Ala Leu

cctgagactc
ccgccaggcet
catatacatc
ctcactgtat
gagacggata

agggaccacg

Gly Gly
15
Thr Tyr

Trp Val

Ser Val

60

120

180

240

300

360

375



50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Arg

Asp Val Trp
115

41
375
ADN
Homo

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

<400> 41

gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagyg
gcagactctg
ctgcaaatga
gcagcagctg
gtcaccgtct
42

125

PRT
Homo

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 42

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg
Ser Met Asn
35

Ser Tyr Ile

50

Lys
65

Gly Arg

55

21415

Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

70

75

Asn Ser Leu Arg Asp Glu Asp Thr

85

Ile Ala
100

Gly Gln

sapiens

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gtccgtgggg

cctca

sapiens

Leu Val Gl

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Ser Ar

Phe Thr Il

70

Cys Val

Arg Gln

120

tgggggaggce

caccttcagt
ggtttcatac
attcaccatc
agacgaggac

ctactactac

u Ser Gly

Val

Ala

40

g Ser Ser

55

e Ser Arg

90

Ala Ala Gly Pro Trp Gly

105

Gly Thr Thr Val Thr Val

ttggtacaac
acctatagca
attagtagca
tccagagaca
acggctgtgt

gctatggacg

Gly Gly Leu

10
Ser Phe
25

Gly

Pro Gly Lys

Thr Ile Tyr

Ala
75

Asp Asn

-112-

60

Lys Asn Ser

Ala Val Tyr

Tyr Tyr Tyr

110

Ser
125

Ser

ctggggggtc
tgaactgggt
gtagtagtac
atgccaagaa
attactgtgc

tctggggceca

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30
Leu Glu
45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Ser

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Ala Met

cctgagactc
ccgccaggct
cagataccac
ctcactgtat
gagacgtata

agggaccacg

Gly
15

Gly

Ser Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

60

120

180

240

300

360

375



Leu Gln Met

Ala Arg Arg

Asp Val Trp

115

21415

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

85

90

95

Ile Ala Ala Ala Gly Pro Trp Gly Tyr Tyr Tyr Ala Met

100

105

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

120

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

43
375
ADN

<400> 43

gaggtgcagc
tcctgtgtag
ccagggaagg
gcagactctg
ctgcaaatga
gcagcagctg
gtcaccgtct
<210>
<211>

<212>
<213>

44
118
PRT

<400> 44

Gln
1

val

Thr Leu

Tyr Trp

35
Gly Leu
50

Ser Arg

Homo

Homo

Gln

Ser

Ser

Ile

val

sapiens

tggtggagtc
tctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gtccgtgggg

cctca

sapiens

Leu’Gln

Leu Thr

20

Trp Ile

Tyr Thr

Thr Met

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

tgggggaggc
caccttcagt
ggtttcatac
attcaccatc
agacgaggac

ctactactac

Ser Gly

Thr Val

Gln Pro

40

Gly Ser

Leu Asp

Pro

Ser

25

Ala

Thr

Thr

65

Arg

Leu

Thr

Ser

Val
85

70

Thr

Ala

Ala

Asp

ttggtacagc
agttttagca
attagtagtc
tccagagaca
acggctgtagt

gctatggacg

Gly Leu

10

Gly Gly

Gly Lys
Asn Tyr
Ser

Lys

Thr
90

Ala

-113-

125

110

ctggggggtc

tgaactgggt
gtagtagtac
atgccaagaa
attattgtgce

tctggggcca

Val Lys

Ser TIle

30

Leu
45

Gly

Asn Pro

60

Asn Gln

Pro

Ser

Glu

Ser

Phe

cctgagactc
ccgccaggcet
catatactac
ctcactgtat
gagacgtata

agggaccacg

Ser Glu

15

Thr Tyr

Trp Ile
Leu

Lys

Ser Leu

val

Tyr

Tyr

Cys
95

80

Ala

60

120

180

240

300

360

375



21415

Arg Asp Arg Gly Tyr Tyr Tyr Gly Val Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr

100

Thr Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 45

<211> 354
<212> ADN
<213>
<400> 45

caggtgcagc
acctgcactg
gccgggaagg
ccctcectea
aggctgacct
tactactacg
<210>
<211>

<212>
<213>

46
120
PRT

<400> 46

Gln Val Gln

1

Thr Leu

Gly Tyr

Ile
50

Trp

Leu
65

Lys
Ser Leu
Cys Ala

Gly Thr

Homo

Ser

Tyr

Gly

Ser

Lys

Lys

Thr
115

Homo sapiens

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc

gtgtggacgt

sapiens

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Ser

His TIle
Arg Val

Ser
85

Leu

Asn
100

Arg

Val Thr

Glu

Cys

Trp

His

Thr

70

Ser

Gly

Val

gggcccagga

ctccatcagt
gattgggctt
caccatgtca
cgcggacacg

ctggggccag

Ser Gly

Thr Val

Ile Arg

40
Tyr Ser
55

Ile Ser

Val Thr
Phe Tyr

Ser
120

Ser

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Val

Ala

Tyr
105

105

ctggtgaagc
acttactact
atctatacca
ttagacacgt

gccgtttatt

gggaccacgg

Gly Leu

Gly Gly
His Pro
Thr

Asn

Thr
75

Asp

Ala
90

Asp

Gly Met

-114-

110

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag

tcaccgtctc

Val Lys

Ser Ile

30
Gly Lys
45

Tyr
60

Tyr
Ser Lys
Thr Ala

Asp Val

Pro

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

Trp
110

cctgtcccte
ccggcagcce
caactacaac
gttctccctg
agatcgtggg

ctca

Ser Gln

15

Ser Gly

Leu Glu
Ser

Pro

Phe
80

Gln

Tyr
95

Tyr

Gly Gln

60

120

180

240

300

354



<210> 47

<211> 360
<212> ADN
<213>
<400> 47

caggtgcagc
acctgcactg
cagcacccag
tacaacccgt
tccctgaaac
cgcgggttcet
<210> 48

<211> 120
<212> PRT

<213>

<400> 48

Gln Val Gln

1

Thr Leu

Gly Tyr

35

Ile
50

Trp

Leu
65

Lys

Ser Leu

Cys Ala

Gly Thr

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

49
360
ADN

Homo

Ser

Tyr

Gly

Ser

Lys

Arg

Thr
115

Homo

Homo sapiens

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggcct
ccctcaagag
tgagctctagt

actacggtat

sapiens

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Ser

Tyr Ile
Arg Val

Ser
85

Leu

Asp
100

Arg

Val Thr

sapiens

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Gly

Val

gggcccagga
ctccatcagc
ggagtggatt
tcgagttacc
gactgccgcg

ggacgtctgg

Ser Gly

Thr Val

Ile Arg

40
Tyr Ser
55

Ile Ser

Val Thr
His

Tyr

Ser
120

Ser

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Val

Ala

Tyr
105

21415

ctggtgaagc
agtggtggtt
gggcacatcc
atatcagtag

gacacggccg

ggccaaggga

Gly Leu

10

Gly Gly

His Pro
Ser

Ser

Thr
75

Asp

Ala
90

Asp

Gly Met

-115-

cttcacagac
actactggag
attacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg

ccacggtcac

Val Lys

Ser Ile

30
Gly Lys
45

Tyr
60

Tyr
Ser Gln
Thr Ala

Asp Val

Pro

Asn

Gly

Asn

Asn

Val

Trp
110

cctgtccectce
ctggatccgce
gaacacctac
gaatcagttc
tgcgaaaaat

cgtctcctca

Ser Gln

15

Ser Gly

Leu Glu

Pro Ser

Gln Phe

80

Tyr
95

Tyr

Gly Gln

60

120

180

240

300

360



21415

<400> 49
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtccctce 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcaac agtggtggtt actactggag ctggatccge 120
cagcacccag ggaagggcct ggagtggatt gggtacatct attacagtgg gagctcctac 180
tacaacccgt ccctcaagag tcgagttacc atatcagtag acacgtctca gaaccagttc 240
tccectgaage tgagctctgt gactgccgecg gacacggeccg tgtattactg tgcgagagat 300
cgggggcact actacggtat ggacgtctgg ggccaaggga ccacggtcac cgtctcctca 360
<210> 50
<211> 120
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 50
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro .Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly
20 25 30
Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
65 70 75 80
Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg Asp Arg Gly His Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 51
<211> 360
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 51
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtccctce 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt agtggtggtt actactggag ctggatccgce 120

-116-



21415

cagcacccag ggaagggcct ggagtggatt gggtacattt

tacaacccgt ccctcaagag tcgagttacc atatcagtag

tccctgaagce tgagctctgt gactgccgcg gacacggcecg

cggggccact actatggaat ggacgtctgg ggccaaggga

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

52
118
PRT
Homo
<400> 52

Gln Val
1

Gln

Thr Leu Ser

Phe Trp Ser

35

Gly Tyr Ile

50
Ser Val
65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Asp Arg

Val Thr

115

Leu

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

53

354

ADN
Homo
<400> 53
caggtgcagc
acctgcactg
ccagggaagyg

ccctcectceca

aagctgagct

sapiens

Leu Gln Gl

Leu Thr

20

Trp Ile

Tyr Tyr Se

Thr Ile Se

70

Val
85

Ser

Gly Ser

100

Val Ser

sapiens

tgcaggagtc
tctctggtga
gactggagtg
agagtcgagt

ctgtgaccgce

Cys

Arg

Thr

Tyr

u Ser Gly

Thr Val

Gln Pro

40
r Gly Ser
55

r Ile Asp

Ala Ala

Tyr Gly

Ser

gggcccaaga
ctccatcagt
gcttgggtat
caccatatca

tgcggacacg

Pro Arg Leu

10

Ser
25

Gly Asp

Pro Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys

75

Thr
90

Asp Ala

Ser
105

Asp Tyr

ctggtgaagc
agttacttct
atctattaca
atagacacgt

gccgtgtatt

-117-

attacagtgg gagcacctac

acacgtctaa gaaccagttc

tgtattactg tgcgagagat

ccacggtcac cgtctcctca

Val Lys Pro

Ile Ser

30

Ser

Leu Glu

45

Gly

Asn Pro Ser

60
Gln

Asn Phe

Val Tyr Tyr

Gln
110

Trp Gly

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca

actgtacgag

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Leu
Leu

Lys

Leu
80

Ser

Cys Thr

95

Gly Thr

cctgtcccte
ccggcagccce
caactacaac

gttctccctg

agatcggggg

180

240

300

360

60

120

180

240

300



21415

agctactacg gatctgacta ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctca

<210> 54
<211> 120
<212> PRT
<213> Homo
<400> 54

Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Gly Tyr Tyr

35

Ile
50

Trp Gly

Leu Ser

65

Lys

Ser Leu Ser

Cys Ala Arg

Thr Thr

115

Gly

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

55
360
ADN
Homo
<400> 55
caggtgcagc
acctgcactg
cagcacccag
tacaacccgt

tccectgagcece

cgcgggtact

<210> 56

sapiens

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Thr

Tyr Ile
Arg Ile

Ser
85

Leu

Asn
100

Arg

Val Thr

sapiens

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggcct
ccctcaagag
tgagctctgt

actacggtat

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Gly

Val

Ser Gly

Thr Val

Ile Arg

40
Tyr Ser
55

Ile Ser

Val Thr
Tyr Tyr

Ser
120

Ser

gggcccagga
ctccatcagc
ggagtggatt
tcgaattacc
gactgccgcg

ggacgtctgg

Pro Gly Leu

10

Ser
25

Gly Gly

Gln His Pro

Gly Asn Thr

Val Thr

75

Asp

Ala Ala

90

Asp

Tyr Gly Met

105

ctggtgaagc
agtggtggtt
gggtacatct
atatcagtgg

gacacggccg

ggccaaggga

-118-

Val Lys Pro

Ile Ser

30

Ser

Gly Lys

45

Gly

Tyr Asn

60

Tyr

Ser Lys Asn

Thr Ala Val

Asp Val Trp

110

cttcacagac
actactggac
attacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg

ccacggtcac

Ser Gln

15

Ser Gly

Leu Glu

Pro Ser

Gln Phe

80

Tyr
95

Tyr

Gly Gln

cctgtcectce
ctggatccgce
gaacacctac
gaaccagttc
tgcgagaaat

cgtctcctceca

354

60

120

180

240

300

360



<211>
<212>
<213>

<400>

Gln

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Ser

Cys

Gly

Val

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Thr

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

<400>

120
PRT
Homo

56

Gln

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Lys

Thr
115

57
360

ADN

Homo

57

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Arg

Leu

Asn

100

Val

Gln

Thr

Ser

Ile

vVal

Ser

85

Arg

Thr

sapiens

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Se

Gl

vVal

caggtgcagc
acctgcactg
cagcacccag
tacaacccgt
tccctgaaac
cgcgggttcect
<210>
<211>

<212>
<213>

58
120
PRT

<400> 58

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggcct
ccctcaagag
tgagctctgt

actacggtat

Homo sapiens

Ser Gly

Thr Val

Ile Arg

40

Tyr Ser

Met Ser
r Val Thr
y Phe Tyr

Ser
120

Ser

gggcccagga
ctccatcagc
ggagtggatt
tcgagttacc
gactgccgcg

ggacgtctgg

21415

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Val

Ala

Tyr
105

Gly

10

Gly

His

Ser

Asp

Ala

90

Gly

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Met

val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Asp

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Val

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Val

Trp
110

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

Gln

Gly

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Gln

ctggtgaagc
agtggtggtt
gggtacatct
atgtcagtag
gacacggccg

ggccaaggga

-119-

cttcacagac
actactggag
attacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg

ccacggtcac

cctgtccecte
ctggatccgce
gagcacctac
gaaccagttc
tgcgaaaaat

cgtctcctca

60

120

180

240

300

360



Gln Val Gln

Thr Leu Ser

Gly Tyr Tyr

35

Ile
50

Trp Gly

Leu Ser

65

Lys

Ser Leu Lys

Cys Ala Arg

Thr Thr

115

Gly

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

59
360
ADN
Homo
<400> 59
caggtgcagc
acctgcactg
cagcacccag

tacaacccgt

tccctgaagce

cgggggcact

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

60
123
PRT
Homo

<400> 60

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Ser
Tyr Ile
Arg Val

Ser
85

Leu

Asp
100

Arg

Val Thr

sapiens

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggcct
ccctcaagag
tgagttctgt

actacggtat

sapiens

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Gly

Val

Ser Gly

Thr Val

Ile Arg

40
Tyr Ser
55

Ile Ser

Val Thr
His

Tyr

Ser
120

Ser

gggcccagga
ctccatcaat
ggagtggatt
tcgagttacc
gactgccgceg

ggacgtctgg

21415

Pro Gly Leu

10

Ser
25

Gly Gly

Gln His Pro

Gly Ser Ser

Val Thr

75

Asp

Ala Ala

90

Asp

Tyr Met

105

Gly

ctggtgaagc
agtggtggtt
gggtacatct
atatcagttg

gacacggccg

ggccaaggga

Val Lys Pro

Ile Asn

30

Ser

Gly Lys

45

Gly

Tyr Asn

60

Tyr

Ser Lys Asn

Thr Ala Val

Asp Val Trp

110

cttcacagac
actactggag
attacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg

ccacggtcac

Ser Gln

15
Ser Gly

Leu Glu

Pro Ser

Gln Phe

80

Tyr Tyr

Gly Gln

cctgtccecte
ctggatccgce
gagcagctac
gaaccagttc
tgcgagagat

cgtctcctca

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

1

5

10

15

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

20

25

-120-

30

120

180

240

300

360



Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Met

Leu

50

Gly

Gln

Arg

Gly

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>

<222>
<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Gln
115

61
116
PRT
Nhéan

Trp

Trp

Phe

Asn

Asn

100

Gly

tao

Trinh tuy

(3)

(25

(38

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Thr

Thr

lién Ung

MISC_FEATURE
(3) ..
Xaa cé th& 1la val

MISC_FEATURE
(25) ..
Xaa c6 thd& 1a Asn

)

MISC_FEATURE
(38)..
Xaa cé thd 1a Gln

)

MISC_FEATURE
(55)..(55)
Xaa cé thd 1la Ile

MISC FEATURE
(61)..(61)
Xaa cé thé 13 Asp

MISC_FEATURE
(77) ..(77)
Xaa cé thé 1la Tyr

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Val

Thr

(PAC

(PAC

(PAC

(PAC

(PAC

(PAC

21415

Gln Ala Pro Gly
40

Gly Ser Asn Lys
55

Ser Arg Asp Asn
Arg Ala Glu Asp

90
Thr Ile Tyr Tyr
105
Val Thr Val Ser
120

PIEM QUAN TRONG
hodc Glu

PIEM QUAN TRONG
hodc Ser

PIEM QUAN TRONG
hodc Leu

PIEM QUAN TRONG
hodc Thr

PIEM QUAN TRONG
hodc Glu

PIEM QUAN TRONG
hodc Ser

-121-

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asn

Ser

CHUA MO

CHUA MO

CHUA MO

Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Tyr

cHUuA MO

CHUA MO

CHUA MO

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

TA

TA

Glu

Asp

Thr

Tyr

Met
110

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Asp

bUQC)

pUQC)

PUQC)

PUQC)

hUQC)

PUQC)

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val



<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Val

Arg

Asp

65

Lys

His

Val

Pro

val

Asp

Val

50

Arg

Asn

Gly

Thr

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

<400>

21415

MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRONG CHUA MO TA HUQC)
(101) .. (101)
Xaa cé thé& 13 Ser hodc Asn

61

Xaa

Thr

Trp
35

Gly

Phe

Ile

Ser

Val
115

62
14
PRT
Homo

62

Thr Gly Ser

1

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

<400>

63

PRT
Homo

63

Gly Ser Gly

1

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

04
11
PRT
Homo

Leu

Leu

20

Tyr

Thr

Ser

Gln

Gly

100

Leu

Thr

Thr

Gln

Gly

Val

Glu

85

Xaa

sapiens

Ser

Ser
5

sapiens

Asn

Arg

sapiens

Gln

Cys

Xaa

Gly

Leu

70

Glu

Asn

Pro

Thr

Arg

Xaa

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Leu

Pro

40

Val

Ser

Glu

Val

Ser Ala
10

Xaa Ser
25

Gly Lys
Gly Ser
Gly Leu
Ser Asp

90

Tyr Val
105

Ser

Gly

Gly

Lys

Asn

75

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Pro

Gly

60

Arg

His

Gly

Ser

Ser

Arg

Xaa

Xaa

Cys

Thr

Leu

Asp

30

Phe

Gly

Leu

Gly

Gly
110

Asn Thr Gly Ala Gly Tyr Asp Val His

Pro

Ser

10

-122-

Gly

15

Tyr

vVal

Ile

Thr

Ala

95

Thr

Ala

Lys

Met

Pro

Ile

80

Asp

Lys



<400> o064

Gln Ser Tyr
1

<210> 65
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo
<400> 65

Thr Gly Ser
1

<210> 66
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo
<400> 66

Gly Ser Asn
1

<210> 67
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 67

Met Ile Trp
1

<210> 68
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo
<400> 68

Thr Leu Arg
1

<210> 69
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo
<400> 69

Tyr Lys Ser

21415

Asp Ser Ser Leu Ser Gly Trp Val
5 10

sapiens

Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His
5 10

sapiens

Asn Arg Pro Ser
5

sapiens

His Ser Ser Ala Ser Val
5

sapiens

Ser Gly Ile Asn Val Gly Thr Tyr Arg Ile Tyr
5 10

sapiens

Asp Ser Asp Lys Gln Gln Gly Ser

-123-



21415

1 5 10
<210> 70
<211> 13
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 70

Gly Ala Asp His Gly Ser Gly Ser Asn Phe Val Tyr Val

1 5 10
<210> 71
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 71

Thr Leu Asn Ser Gly Tyr Ser Asp Tyr Lys Val

1 5 10
<210> 72

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 72

Val Gly Thr Gly Gly Ile Val Gly Ser Lys Gly Asp

1 5 10
<210> 73

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 73

Gly Ala Asp His Gly Ser Gly Asn Asn Phe Val Tyr Val

1 5 10
<210> 74

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 74

Thr Leu Ser Ser Gly Tyr Ser Asp Tyr Lys Val
1 5 10

<210> 75

-124-



21415

<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 75

Val Gly Thr Gly Gly Ile Val Gly Ser Lys Gly Glu

1 5 10
<210> 176

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Phe Thr
1 5

<210> 77

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 77

Arg Ala Ser Gln Gly Phe Ser Gly Trp Leu Ala

1 5 10
<210> 78

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 78

Val Gly Thr Gly Gly Thr Val Gly Ser Lys Gly Glu

1 5 10
<210> 79

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 79

Gln Gln Ala Thr Ser Phe Pro Leu Thr

1 5
<210> 80
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

-125-



<400> 80

Arg Ala Ser
1

<210> 81
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo

<400> 81

Ala Ala Ser
1

<210> 82
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 82

Gln Gln Ala
1

<210> 83
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo
<400> 83

Arg Ala Ser
1

<210> 84
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 84

Leu Gln His
1

<210> 85
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo
<400> 85

Arg Ala Ser
1

Gln Val
5

sapiens

Ser Leu
5

sapiens

Asp Ser

sapiens

Gln Val

sapiens

Asn Ser
5

sapiens

Gln Gly

21415

Ile Ser Ser Trp Leu Ala
10

Gln Ser

Phe Pro Pro Thr

Ile Ser Ser Trp Phe Ala
10

Tyr Pro Pro Thr

Ser Ser Ser Trp Phe Ala
10

-126-



21415

<210> 86
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Phe Ala
1 5 10
<210> 87

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 87

Arg Ala Gly Gln Val Ile Ser Ser Trp Leu Ala

1 5 10
<210> 88
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 88

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ala Gly Trp Leu Ala

1 5 10
<210> 89
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 89

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Asp Leu Gly

1 5 10
<210> 90
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 90

Leu Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

-127-



21415

<210> 91
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 91

Ser Tyr Gly Met His

1 5
<210> 92

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 92

Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 93

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 93

Asp Arg Gly Tyr Thr Ser Ser Trp Tyr Pro Asp Ala Phe Asp Ile

1 5 10 15
<210> 94

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 94

Ser Tyr Ala Met His

1 5
<210> 95

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 95

Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

-128-



21415

Gly

<210> 96
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 96

Asp Arg Gly Tyr Ser Ser Ser Trp Tyr Pro Asp Ala Phe Asp Ile

1 5 10 15
<210> 97

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 97

Thr Tyr Ser Met Asn

1 5
<210> 098

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 098

Val Ile Ser Phe Asp Gly Ser Leu Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 99

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99

Glu Arg Thr Thr Leu Ser Gly Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 100

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 100

Ser Tyr Ser Met Asn

-129-



21415

1 5
<210> 101

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 101

Val Ile Ser His Asp Gly Ser Ile Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 102

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 102

Arg Ile Ala Ala Ala Gly Gly Phe His Tyr Tyr Tyr Ala Leu Asp Val
1 5 10 15
<210> 103

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 103

Ser Phe Ser Met Asn
1 5
<210> 104

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 104

Tyr Ile Ser Ser Arg Ser Ser Thr Ile Tyr Ile Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 105

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

-130-



21415

<400> 105

Arg Ile Ala Ala Ala Gly Pro Trp Gly Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Val

1 5 10 15
<210> 106

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 106

Ser Gly Gly Tyr Tyr Trp Thr
1 5

<210> 107

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 107

Tyr Ile Ser Ser Ser Ser Ser Thr Arg Tyr His Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 108

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 108

Asn Arg Gly Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1 5 10
<210> 109

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 109

Ser Gly Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 110

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 110

-131-



21415

Tyr Ile Ser Ser Arg Ser Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 111

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 111

Asn Arg Gly Phe Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1 5 10
<210> 112

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 112

Ser Tyr Phe Trp Ser

1 5
<210> 113
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 113

Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15
<210> 114

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 114

Asp Arg Gly His Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1 5 10
<210> 115

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 115

-132-



21415

Thr Tyr Tyr Trp Ser

1 5
<210> 116
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 116

His Ile His Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
<210> 117

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 117

Asp Arg Gly Ser Tyr Tyr Gly Ser Asp Tyr

1 5 10
<210> 118
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 118

Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15
<210> 119

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 119

Asp Arg Gly Tyr Tyr Tyr Gly Val Asp Val

1 5 10
<210> 120
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 120

Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Ser Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

-133-



21415

<210> 121
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 121

Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15
<210> 122
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 122

Leu Ile Tyr Thr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15
<210> 123
<211> 11
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh ty l1ién Ung

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
<222> (5)..(5)

<223> Xaa cé6 th& la Gly hodc Val

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
<222> (6)..(6)

<223> Xaa c6 th& 1a Ile, Phe hodc Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC BIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA DUQC)
<222> (8)..(8)

<223> Xaa c6 thé 1a Ser hodc Gly

<220>

<221> MISC FEATURE (PAC BIEM QUAN TRONG CHUA MO TA DUQC)
<222> (10)..(10)

<223> Xaa c6 th& 1a Phe hodc Leu.

<400> 123

Arg Ala Ser Gln Xaa Xaa Ser Xaa Trp Xaa Ala
1 5 10

-134-



21415

<210> 124

<211> 12

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> Trinh ty lién ung

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DPIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
<222> (3)..(3)

<223> Xaa cé thé& 1a Asn hodc Ser

<400> 124

Thr Leu Xaa Ser Gly Tyr Ser Asp Tyr Lys Val Asp

1 5 10

<210> 125

<211> 14

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> Trinh ty lién Ung

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA BUQC)
<222> (7)..(7)

<223> Xaa c6 thd& 1a 1Ile hodc Thr

<400> 125

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Xaa Gly Ala Gly Tyr Asp Val His
1 5 10

<210> 126

<211> 12

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> Trinh ty lién Ung

<220> )

<221> MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
<222> (6)..(6)

<223> Xaa c6 thé& 13 Ile ho#c Thr

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA PUQC)
<222> (12)..(12)

-135-



21415

<223> Xaa c6 thé 1a Asp hodc Glu
<400> 126

Val Gly Thr Gly Gly Xaa Val Gly Ser Lys Gly Xaa

1 5 10
<210> 127

<211> 7

<212> PRT

<213> ©Nhén tao
<220>

<223> Trinh ty lién Ung

<220>

<221> MISC FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
<222> (3)..(3)

<223> Xaa cé thé 13 Asn hodc Gly

<400> 127

Gly Ser Xaa Asn Arg Pro Ser

1 5
<210> 128

<211> 13

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh ty lién UGng

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA HUQC)
<222> (8)..(8)

<223> Xaa c6é thé 1a Ser hodc Asn

<400> 128

Gly Ala Asp His Gly Ser Gly Xaa Asn Phe Val Tyr Val
1 5 10

<210> 129

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhan tao
<220>

<223> Trinh tu lién UGng

<220>
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<221>
<222>
<223>

<400>

21415

MISC FEATURE (PAC DIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA BUQC)
(7) .. (7)
Xaa c6 théd 1a Ser ho#c Thr

129

Ser Gly Gly Tyr Tyr Trp Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

130

5

PRT

Nhéan tao

Trinh ty 1ién tng

MISC FEATURE (PAC DIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA BUQC)
(3)..(3)
Xaa c6 thd 1a Gly hodc Ala

130

Ser Tyr Xaa Met His

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

131

5

PRT
Nhén tao

Trinh ty lién ung

MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
(1) .. (1)
Xaa c6 thé& 1a Ser ho#c Thr

MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQONG CHUA MO TA BUQC)
(1) ..(1)
Xaa c6é thd& 13 Ser hodc Thr

MISC_FEATURE (DAC DPIEM QUAN TRQONG CHUA MO TA PUQC)
(2)..(2)
Xaa c6 thd& 1la Tyr hodc Phe

131

Xaa Xaa Ser Met Asn

1

5
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<210> 132
<211> 16
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh ty lién Ung

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
<222> (1)..(1)

<223> Xaa c6é thé 1a Tyr hodc His

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA PUQC)
<222> (3)..(3)

<223> Xaa c6 th& 1a Thr hodc His

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQONG CHUA MO TA PUQC)
<222> (7)..(7)

<223> Xaa cé th& 13 Ser hodc Asn

<220>

<221> MISC FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA BUQC)
<222> (8)..(8)

<223> Xaa cé th& 13 Thr hodc Ser

<400> 132

Xaa Ile Xaa Tyr Ser Gly Xaa Xaa Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15
<210> 133

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh ty lién ung

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA PUQC)
<222> (4)..(4)

<223> Xaa c6 th& 1a Phe hodc His

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DPIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
<222> (8)..(8)

<223> Xaa c6 thé la Leu hodc Thr

<400> 133
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Val Ile Ser Xaa Asp Gly Ser Xaa Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 134

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh ty lién Ung

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA DUQC)
<222> (5)..(5)

<223> Xaa c6é6 th& 1a Arg hodc Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)
<222>  (9)..(9)

<223> Xaa cé6 thé 13 Ile hodc Arg

<220>

<221> MISC FEATURE (PAC PIEM QUAN TRONG CHUA MO TA BPUQC)
<222> (11)..(11)

<223> Xaa cé thé la Ile, His hodc Try

<400> 134

Tyr Ile Ser Ser Xaa Ser Ser Thr Xaa Tyr Xaa Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 135

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh ty lién Gng

<220>

<221> MISC FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA BUQC)
<222> (9)..(9)

<223> Xaa c6 thé 13a Lys hodc Glu

<400> 135

Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Xaa Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

136
10
PRT
Nhén tao

Trinh ty lién Ung

21415

MISC FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA PUQC)

(1) ..(1)

Xaa cé th& 13 Asn hodc Asp

MISC FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA PUQC)

(4)..(4)

Xaa cé thé& 1a His, Tyr hodc Phe

136

Xaa Arg Gly Xaa Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

137
16
PRT
Nhan tao

Trinh ty lién Gng

MISC_FEATURE (PAC
(7) ..(7)
Xaa cé thé 1la Gly

MISC_FEATURE (PAC
(8)..(8)
Xaa c6 thé& 13 Phe

Mlsc;FEATURE (PAC
(9)..(9)

Xaa cé6 thé 1la His

MISC_FEATURE (PAC
(14) ..(14)
Xaa cé thé& 13 Leu

137

PIEM

hodc

PIEM

hodc

DIEM

hoac

DIEM

10

QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)

Phe

QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)

Trp

QUAN TRONG CHUA MO TA PUQC)

Gly

QUAN TRONG CHUA MO TA DUQC)

and Met
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Arg Ile Ala Ala Ala Gly Xaa Xaa Xaa Tyr Tyr Tyr Ala Xaa Asp Val

1 5 10 15
<210> 138

<211> 15

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh ty lién tng

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA DUQC)
<222> (5)..(5)

<223> Xaa c6 thé 1la Ser hodc Thr

<400> 138

Asp Arg Gly Tyr Xaa Ser Ser Trp Tyr Pro Asp Ala Phe Asp Ile
1 5 10 15
<210> 139

<211> 112

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh ty lién ung

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA BUQC)
<222>  (29)..(29)

<223> Xaa cé thé 13 Ile hodc Thr

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DPIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA BUQC)
<222> (41)..(41)

<223> Xaa c6 thé 13 Vval ho#c Leu

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA pUQC)
<222> (54)..(54)

<223> Xaa c6é6 thé 13 Gly hodc Asn

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DPIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA BUQC)
<222> (107)..(107)

<223> Xaa cé thé& 1la Arg hodc Lys

<400> 139

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
1 5 10 15
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Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Gln

Leu

Val

Asp

Ile

50

Gly

Ala

Ser

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>

<222>
<223>

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Gly

140
120
PRT
Nhén

Ile

20

His

Gly

Lys

Asp

Trp
100

tao

(30

Ser

Trp

Ser

Ser

Glu

85

Val

MISC FEATURE
(30) ..
Xaa cé thé 1la And

)

MISC_FEATURE
(37)..(37)
Xaa cé thé& 1a Ser

MISC_FEATURE
(52)..(52)
Xaa cé thé la Tyr

MISC_FEATURE
(54)..(54)
Xaa cé6 thé& la Tyr

MISC_FEATURE
(58)..(58)
Xaa cbé thé 13 Ser

MISC_FEATURE
(59)..(59)
Xaa c6 thé 1la Ser

Cys

Tyr

Xaa

Gly

70

Ala

Phe

Trinh ty lién ung

(PAC

(PAC

(PAC

(PAC

(PAC

(PAC

Thr Gl

Gln G1

40

Asn Ar
55

Thr Se

21415

y Ser
25
n Xaa

g Pro

r Ala

Asp Tyr Tyr

Gly G1

DIEM

hodc

DIEM

hodc

DIEM

hodc

DIEM

hodc

DIEM

hodc

DIEM

hodc

y Gly
105

QUAN

Ser

QUAN

Thr

QUAN

His

QUAN

His

QUAN

Asn

QUAN

Asn

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

Thr

TRONG

TRONG

TRONG

TRONG

TRONG

TRONG
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Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Xaa

CHUA MO

CHUA MO

CHUA MO

Asn

Thr

Val

60

Ala

Ser

Arg

Xaa

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Leu

TA

TA

TA

CcHUA MO TA

CcHUA MO TA

CHUA MO

TA

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

Thr
110

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Val

bUQC)

PUQC)

PUQC)

PUQC)

PUQC)

pUQC)

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Leu



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

MISC_FEATURE (DQC
(69)..(69)
Xaa c6 thd 13 Ser

MISC_FEATURE (DAC
(71)..(71)
Xaa cé thé& 1a val

MISC_FEATURE (PAC
(77)..(77)
Xaa cbé théd 1a Ile

MISC_FEATURE (PAC
(83)..(83)
Xaa cé thé la Lys

MISC_FEATURE (PAC
(99)..(99)
Xaa cé thé 1a Arg

MISC_FEATURE (PAC
(100) ..(100)
Xaa cé thé 13 Asp

MISC_FEATURE (PAC
(103) ..(103)
Xaa cbé thd 1la His

140

Gln Val Gln Leu Gln Glu

1

Thr Leu Ser Leu Thr Cys

Gly Tyr

Trp Ile
50

Leu Lys

65

Ser Leu

Cys Ala

20

Tyr Trp Xaa Trp

Gly Xaa Ile Xaa

Ser Arg Xaa Thr
70

Xaa Leu Ser Ser
85

Xaa Xaa Arg Gly
100

21415

DIEM QUAN TRONG

hodc Thr

DPIEM QUAN TRONG

hoac Ile

DIEM QUAN TRONG

hodac Met

PIEM QUAN TRONG

hodc Gln

DPIEM QUAN TRONG

hodc Lys

PIEM QUAN TRONG

hodc Asn

DIEM QUAN TRONG

, Phe hodc Try

Ser Gly

Thr Val

Ile Arg

40

Tyr Ser

Xaa Ser

Val Thr

Xaa Tyr

Pro Gly
10

Ser Gly
25

Gln His
Gly Xaa
Val Asp
Ala Ala

90

Tyr Gly
105

-143-

CHUA MO

CHUA MO

CHUA MO

CHUA MO

CHUA MO

CHUA MO

CHUA MO

Leu Val

Gly Ser

Pro Gly

Xaa Tyr

60

Thr Ser
75

Asp Thr

Met Asp

TA

TA

TA

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Xaa

Ala

Val

PUQC)

PUQC)

PUOQC)

PUQC)

PUQC)

DUQC)

bUQC)

Pro Ser
15

Xaa Ser
30

Gly Leu

Asn Pro

Asn Gln

Val Tyr

95

Trp Gly
110

Gln
Gly
Glu
Ser
Phe
80

Tyr

Gln



21415

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

141
125
PRT
Nhan tao

Trinh ty lién Ung

MISC FEATURE (DPAC DIEM
(23)..(23)
Xaa cé thé& 1a Ala hoic

MISC_FEATURE (PAC DIEM
(24)..(24)
Xaa cé thé& 1a Ala hoic

MISC_FEATURE (PAC DIEM
(31)..(31)
Xaa cé thé& 13 Thr hodic

MISC FEATURE (PAC DIEM
(32)..(32)
Xaa cbé thd& 1a Tyr hoic

MISC_FEATURE (PAC DIEM
(54) .. (54)
Xaa c6 thé& 13 Ser hodc

MISC_FEATURE (PAC DIEM
(58)..(58)
Xaa cé6 thé& 1a Arg hoic

MISC FEATURE (DPAC DIEM
(60)..(60)
Xaa cé thé& 1la His, Try

MISC_FEATURE (PAC PIEM
(105) .. (105)
Xaa cé thé& 1a Pro hoic

MISC_FEATURE (PAC DIEM
(106) .. (106)
Xaa c6 thé& 13 Trp hodc

QUAN TRONG

Val

QUAN TRONG

Val

QUAN TRONG

Ser

QUAN TRONG

Phe

QUAN TRONG

Arg

QUAN TRONG

Ile

QUAN TRONG
hodc Ile

QUAN TRONG

QUAN TRONG

-144-

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

CHUA

TA

TA

TA

PUQC)

pUQC)

PUQC)

PUQC)

bUQC)

bUQC)

bUQC)

PUQC)

PUGC)



21415

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA DUQC)
<222> (107)..(107)

<223> Xaa c6 thé 1a Gly hodc His

<220>

<221> MISC FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA BUQC)
<222> (112)..(112)

<223> Xaa cé thé 13 Met hodc Leu

<400> 141

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Xaa Xaa Ser Gly Phe Thr Phe Ser Xaa Xaa
20 25 30

Ser Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Tyr Ile Ser Ser Xaa Ser Ser Thr Xaa Tyr Xaa Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Arg Ile Ala Ala Ala Gly Xaa Xaa Xaa Tyr Tyr Tyr Ala Xaa
100 105 110

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 142
<211> 121
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty lién ung

<220>

<221> MISC _FEATURE (PAC DPIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA PUQC)
<222> (33)..(33)

<223> Xaa c6é6 thé 1a Gly hodc Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE (PAC DPIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA BUQC)
<222> (48)..(48)

<223> Xaa cé thé 1a Val hodc Leu

<220>
<221> MISC_FEATURE (PAC DIEM QUAN TRONG CHUA MO TA BUQC)

-145-



<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

(49)..(49)

Xaa cé6 thd 1a Ala hodc

MISC FEATURE (PAC DIEM
(53).
Xaa c6é thé 1a Phe hodc

MISC FEATURE (PAC DIEM
.. (57)
Xaa cé thé 13 Leu hodc

(57)

142

Gln Val Gln

1

Ser

Xaa

Xaa

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Leu

Met

Val
50

Gly

Gln

Arg

Gly

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr
115

143
124
PRT
Nhéan

. (53)

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Leu

tao

Val

Ser

vVal

Xaa

Thr

Ser

85

Thr

val

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Thr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Leu

val

Trinh tu lién ung

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Ser

Ser
120

21415

Ser

His

Ile

Gly
Ser
25

Pro
Xaa
Asp
Glu
Gly

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Ser

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

QUAN TRQNG CHUA MO TA

QUAN TRQNG CHUA MO TA

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA

(58)

.. (58)

Xaa cé thé& 1a Glu hodc Lys

MISC_FEATURE (PAC PIEM QUAN TRQNG CHUA MO TA
(103)..(103)
Xaa cé thd 1a Thr hodc Ser

-146-

PUQC)

bUQC)

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

PUQC)

bUQC)

Arg

Tyr

Xaa

Val

Tyr

Cys

Gly



<400> 143

Gln
1

Val Gln

Ser Leu Arg

His
35

Gly Met

Ala Val

50

Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Ile Gly

115

Trp

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

144

1026
ADN

Homo
<400> 144
aactcggtga
caaagcaagt
agatttgaga
tgccctggac
gccagcagct
acatggatct
gtggagatgg
tccaccaggg
cttctctget

aactcctgca

gccagccatg

Leu Val Gl

Leu Ser

20

Trp Val

Trp Tyr

Phe Thr Il

70
Ser Le
85

Asn

Arg
100

Gly

Gln Gly

sapiens

acaactgagg
ggaagtgggc
agaaggcaaa
agctcagggc
ttcacagaag
aagagaagag
ctgtgacccc
tctgattttt
ccctgatagce
gcctgagggt

gcagcgtctc

Cys

Arg

Asp

Tyr

Thr

21415

u Ser Gly Gly Gly Val

10

Ala Ala Ser Phe

25

Gly

Gln Ala

40

Pro Gly Lys

Gly Ser Asn Xaa

55

Tyr

Ser
75

e Ser Arg Asp Asn

u Arg Ala Glu Asp Thr

90

Ser
105

Xaa Ser Trp Tyr

Met Val Thr Val Ser

120

gaaccaaacc
agagattcca
aagatgctgg
agagctgtgc
ctctgcacac
ggagatgaag
caaggactca
tatgagaagc
cctgtgggcce
caccactggg

cttctccget

agagacgcgc
ccaggactgg
ggagcagagc
ctgggggcag
tggcctggag
agactacaaa
gggacaacag
tgctaggatc
agcttcatge
agactcagca

tcaaaatcct
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Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30
Leu Glu
45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Ala
110

Pro Asp

Ser

tgaacagaga
tgcaaggcgc
tgtaatgctg
cagccctgcecce
tgcacatcca
tgatgttccc
tcagttctgce
ggatattttc
ctccctactg
gattccaagc

tcgcagcectce

Gly
15

Arg

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

Phe Asp

gaatcaggct
agagccagcc
ctgttgctgce
tggactcagt
ctagtgggac
catatccagt
ttgcaaagga
acaggggagc
ggcctcagcec
ctcagtccca

caggcctttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



tggctgtagce
agctcaagga
caggcacctg
tgaaaattac
tagatgggaa
tttattgtat
aaaaaa
<210>

<211>

<212>
<213>

145
189
PRT
Homo

<400> 145

Met Leu Gly

Ala Gln Gly

Gln Gln

35

Cys

Leu Val

50

Pro

Thr
65

Asn Asp

Gly Leu Arg

Leu Ile Phe

Leu
115

Pro Ser

Leu Gly Leu

130

Gln
145

Gln Ile

Leu Arg Phe

Ala Arg Val

cgccecgggte
tggcactcag
tgagccaaca
caatactgac
gggaaatttg

ttatattgaa

tttgcccatg
atctccatgg
ggttaattag
tgacatgtga
gggattattt

ttatgtactt

21415

gagcagcaac
cccagcaagg
tccattaatt
tgctgaccta
atcctcctgg

ttttcaataa

cctgagtccc
ccaagataaa
ttagtgggac
tgataaggtt
ggacagtttg

agtcttattt

sapiens

Ser

Arg

20

Leu

Gly

vVal

Asp

Tyr

100

Leu

Ser

Pro

Lys

Phe
180

Arg

Ala

Ser

His

Pro

Asn

85

Glu

Pro

Gln

Ser

Ile

165

Ala

Ala Val Met

Val Pro Gly

Gln Leu

40

Lys

Met Asp Leu

55

His Ile Gln

70

Ser Gln Phe

Lys Leu Leu

Pro
120

Asp Ser

Leu Gln

135

Leu

Leu Ser Pro

150

Leu Arg Ser

His Gly Ala

Leu

Gly

Cys

Arg

Cys

Cys

Gly

105

Val

Pro

Ser

Leu

Ala
185

Leu

10

Ser

Thr

Glu

Gly

Leu

90

Ser

Gly

Glu

Gln

Gln

170

Thr

-148-

Leu

Ser

Leu

Glu

Asp

75

Gln

Asp

Gln

Gly

Pro

155

Ala

Leu

Leu

Pro

Ala

Gly

Gly

Arg

Ile

Leu

His

140

Trp

Phe

Ser

Leu

Ala

Trp

45

Asp

Cys

Ile

Phe

His

125

His

Gln

Val

Pro

Pro

Trp

Ser

Glu

Asp

His

Thr

110

Ala

Trp

Arg

Ala

taaaggcagc
tctaccaccc
ctgcatatgt
gagtatttat

gggaggatta

ttgtggctaa

Trp Thr

15

Thr Gln

Ala His
Glu Thr

Gln
80

Pro

Gln
95

Gly
Gly Glu
Ser Leu
Glu Thr

Leu
160

Leu

Val
175

Ala

720

780

840

900

960

1020

1026



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

146

ADN

<400> 146
ctgtttcagg
gtcatctcett
~aagaaagatg
gtcctcacct
gaggtcttag
cagtacacct
aaggaagatg
acctttctaa
acaatcagta
ggggtgacgt
tatgagtact
cccattgagg
ttcttcatca
aagaattctc
tcctacttcet
gatagagtct
agcgtgcggg
tgcagttagg
atgtttaaag
acgttttttt
tcattgaaac
ttcatgctat
cgtttgtctg
agtccctat£

<210>
<211>

147
328

1399

Homo sapiens

gccattggac
ggttttccct
tttatgtcagt
gtgacacccc
gctctggcaa
gtcacaaagg
gaatttggtc
gatgcéaggc
ctgatttgac
gcggagctge
cagtggagtg
tcatggtgga
gggacatcat
ggcaggtgga
ccctgacatt
tcacggacaa
cccaggaccg
ttctgatcca
acacaacgga
aggatcacaa
aatcagctaa
ttaaatattt
ccaggatgta

atgcaaaat

tctcecgtect
ggtttttctg
agaattggat
tgaagaagat
aaccctgacc
aggcgaggtt
cactgatatt
caagaattat
attcagtgtc
tacactctct
ccaggaggac
tgccgttcac
caaacctgac
ggtcagctgg
ctgcgttcag
gacctcagcc
ctactatagc
ggatgaaaat
atagacccaa
tgatatcttt
tttatgtata
aagtaattta

tggaatgttt

21415

gcccagagca
gcatctcccc
tggtatccagg
ggtatcacct
atccaagtca
ctaagccatt
ttaaaggacc
tctggacgtt
aaaagcagca
gcagagagag
agtgcctgcec
aagctcaagt
ccacccaaga
gagtaccctg
gtccagggca
acggtcatct
tcatcttgga
ttggaggaaa
aaagataatt
gctgtatttg
gattttccag
tgtatttatt

catactctta

-149-

agatgtgtca
tcgtggccat
atgcccctgg
ggaccttgga
aagagtttgg
cgctcctgcet
agaaagaacc
tcacctgctg
gaggctcttc
tcagagggga
cagctgctga
atgaaaacta
acttgcagct
acacctggag
agagcaagag
gccgcaaaaa
gcgaatgggc
agtggaagat
tctatctgat
tatagttaga
ctctcaagtt
agtatattac

tgacctgatc

ccagcagttg
atgggaactg
agaaatggtg
ccagagcagt
agatgctggc
gcttcacaaa
caaaaataag
gtggctgacg
tgacccccaa
caacaaggag
ggagagtctg
caccagcagc
gaagccatta
tactccacat
agaaaagaaa
tgccagcatt
atctgtgccc
attaagcaaa
ttgctttaaa
tgctaaatgc
gccatgggcc
tgttatttaa

catcaggatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1399



21415

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 147

Met Cys His Gln Gln Leu Val Ile Ser Trp Phe Ser Leu Val Phe Leu
1 5 10 15

Ala Ser Pro Leu Val Ala Ile Trp Glu Leu Lys Lys Asp Val Tyr Val
20 25 30

Val Glu Leu Asp Trp Tyr Pro Asp Ala Pro Gly Glu Met Val Val Leu
35 40 45

Thr Cys Asp Thr Pro Glu Glu Asp Gly Ile Thr Trp Thr Leu Asp Gln
50 55 60

Ser Ser Glu Val Leu Gly Ser Gly Lys Thr Leu Thr Ile Gln Val Lys
65 70 75 80

Glu Phe Gly Asp Ala Gly Gln Tyr Thr Cys His Lys Gly Gly Glu Val
85 90 95

Leu Ser His Ser Leu Leu Leu Leu His Lys Lys Glu Asp Gly Ile Trp
100 105 110

Ser Thr Asp Ile Leu Lys Asp Gln Lys Glu Pro Lys Asn Lys Thr Phe
115 120 125

Leu Arg Cys Glu Ala Lys Asn Tyr Ser Gly Arg Phe Thr Cys Trp Trp
130 135 140

Leu Thr Thr Ile Ser Thr Asp Leu Thr Phe Ser Val Lys Ser Ser Arg
145 150 155 160

Gly Ser Ser Asp Pro Gln Gly Val Thr Cys Gly Ala Ala Thr Leu Ser
165 170 175

Ala Glu Arg Val Arg Gly Asp Asn Lys Glu Tyr Glu Tyr Ser Val Glu
180 185 190

Cys Gln Glu Asp Ser Ala Cys Pro Ala Ala Glu Glu Ser Leu Pro Ile
195 200 205

Glu Val Met Val Asp Ala Val His Lys Leu Lys Tyr Glu Asn Tyr Thr
210 215 220

Ser Ser Phe Phe Ile Arg Asp Ile Ile Lys Pro Asp Pro Pro Lys Asn
225 230 235 240

Leu Gln Leu Lys Pro Leu Lys Asn Ser Arg Gln Val Glu Val Ser Trp
245 250 255

Glu Tyr Pro Asp Thr Trp Ser Thr Pro His Ser Tyr Phe Ser Leu Thr
260 265 270

Phe Cys Val Gln Val Gln Gly Lys Ser Lys Arg Glu Lys Lys Asp Arg
275 280 285

-150-



Val Phe Thr

290

Ser Ile Ser

305

Glu Trp Ala

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

148

ADN

<400> 148

acaagggtgg
aaacagtctt
agccctttac
ccacatctgg
ccaagcagca
agaaagattt
tctggaacca
actgatatgt
ctgtgtcatt
ctacatagac
gtatctcacc
cttggtttgg
tcacctggat

tgctacagtg
ctgtgaaatg

caattttaca
tcaagtgaga
tcataaaaca
gaattctggg
agacattgga

gattgggata

2826

Homo

Asp Lys

Val Arg

295

310

Ser Val
325

sapiens

cagcctggcet
ttcctgette
atactcttca
gtagaaccag
attaagaact
caaatcacaa
catgcttcta
ggaaaagaca
tatgaatatt
acaaaatacg
tcaagctata
gtccaagcag
gatatagtga

cccaagacca
agatacaagg

tatgtgcaac
tgtcaagaaa
cctgaaacag
ctaacagttg
cttttattgg

tttaacagat

Pro Cys Ser

ctgaagtgga
cagacatgaa
gctggtgtca
ccacaatttt
gccaaccaag
ggattaataa
tgtactgcac
tttcttctgg
caggcaacat
tggtacatgt
ttaacatctc
caaacgcact
taccttctgce

taatttattg
ctacaacaaa

égtcagaatt
caggcaaaag
ttccccaggt
cttccatctce
gaatgatcgt

cattccgaac

21415

315

attatgtgct
tcaggtcact
tggaggaatt
taagatgggt
gaaacttcat
aacaacagct
tgctgaatgt
atatccgcca
gacttgcacc
gaagagttta
cactgattca
aggcatggaa
agccgtcatt

ggatagtcaa
ccaaacttgg

ctacttggag
gtactggcag
cacatcaaaa
tacagggcac
ctttgctgtt

tgggattaaa

-151-

300

tcaaacaggt
attcaatggg
acaaatataa
atgaatatct
ttttataaaa
cggctttggt
cccaaacatt
gatattcctg
tggaatgctg
gagacagaag
ttacaaggtg
gagtcaaaac
tccagggctg

acaacaattg
aatgttaaag

ccaaacatta
ccttggagtt
gcattccaac
cttacttctg
atgttgtcaa

agaaggatct

Thr Ser Ala Thr Val Ile Cys Arg Lys Asn Ala

Ala Gln Asp Arg Tyr Tyr Ser Ser Ser Trp Ser

320

tgaaagaggg
atgcagtaat
actgctctgg
ctatatattg
atggcatcaa
ataaaaactt
ttcaagagac
atgaagtaac
ggaagctcac
aagagcaaca
gcaagaagta
aactgcaaat
agactataaa

aaaaggtttc
aatttgacac

agtacgtatt
cactgttttt
atgacacatg
acaacagagg
ttctttettt

tattgttaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
900

960

1020

1080

1140

1200

1260



accaaagtgg
acaggaaaat
catgattaca
ggagaataca
tacagttgta
gcctgaggga
agttgattcc
ttctgtttca
attaaatcaa
catgcttttg
tgaatttgtc
tccacaaaat
tgtggtcaaa
tagaaattga
acacatgttt
aagcatatgt
ccatcaccat
cctcatttct
catacaggca
tttcctettt
ggtaaataat
aatcattagg
taggtggatc
tctctactaa
cttgggaggc
agattgtgcc
aaaaaa

<210>
<211>

149
629

ctttatgaag
agtgaactta
gagataaaag
ggacccctgg
tatattcctg
agccatctca
ttagactcag
agtgtgaatt
ggagaatgca
gaaaatgatt
tcctgtttgg
attttggaaa
atcaatatga
attctgcctce
tcatttccect
ttcagttcta
gtaagaattc
taaaattaga
caaaaacagc
attttccectce
gcaaaatacc
ccaggcgtgg
acctgaggtc
aattacaaaa
tgaggcagga

actgcactcc

atattcctaa
tgaataataa
aaatcttcat
agacaagaga
atctcaacac
gcaataataa
gaaataatcc
cactaagcaa
gttctcctga
cacccagtga
ggatcgtgaa
gccacttcaa
gaaagctgcc
tttttgaaaa
tggataaata
ccaatcttgt
ccgggagcectce
gaattaaggt
attatgtgga
attgaaagat
tggtagtaaa
tggctcatgc
aggagttcga
attagccggc
gaatcacttg

agcctgggca

21415

tatgaaaaac
ttccagtgag
cccagaacac
ctacccgcaa
tggatataaa
tgaaattact
caggttacaa
cacaatattt
catacaaaac
aactattcca
tgaggagttg
taggatttca
ttgcaatctg
aaatgtattc
cctaggtagg
ttccagagta
catgcctttt
cccgaaggtg
cgcctcatgt
gcaaaacagc
ataaatgctg
ttgtaatccc
gtccagcctg
catggtggca
aaccaggaag

acaagagcaa

-152-

agcaatgttg
caggtcctat
aagcctacag
aactcgctat
ccccaaattt
tccttaacac
aagcatccta
cttggagaat
tcagtagagg
gaacagaccc
ccatctatta
ctcttggaaa
aacttgggtt
acatacaaat
ggattgctgg
gtgacatttc
taattttagc
gaacatgctt
attttttata
tctctattgt
aaaattttcc
agcactttgg
gccaatatgc
ggtgcttgta
gcagaggttg

aactctgtct

tgaaaatgct
atgttgatcc
actacaagaa
tcgacaatac
caaattttct
ttaaaccacc
attttgcttt
taagcctcat
aggaaaccac
tgcttcectga
atacttattt
agtagagctg
ttccctgcaa
cttcacatgg
gccatatgat
tgtgctccta
cattcttctg
catggtcaca
gagtcaacta
gtacagaaag
tttaaaatag
taggctgagg
tgaaaccctg
atcccagcta
cactgagctg

ggaaaaaaaa

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2826



<212> PRT
<213> Homo

<400>

Met

1

Leu

His

Ser

His

65

Asn

Ala

Leu

Asp

Thr

145

His

Ser

Leu

Gln

Ile

225

Tyr

Tyr

Asn

Asn

Phe

Ile

Ile

50

Phe

Lys

Ser

Ile

Glu

130

Trp

Val

Tyr

val

Leu

210

Ser

Trp

Lys

Phe

149

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Tyr

Thr

Met

Cys

115

val

Asn

Lys

Ile

Trp

195

Gln

Arg

Asp

Ala

Thr
275

sapiens

Val

Trp

20

Val

Cys

Lys

Thr

Tyr

100

Gly

Thr

Ala

Ser

Asn

180

Val

Ile

Ala

Ser

Thr

260

Tyr

Thr

Cys

Glu

Gln

Asn

Ala

85

Cys

Lys

Cys

Gly

Leu

165

Ile

Gln

His

Glu

Gln

245

Thr

Val

Ile

His

Pro

Ala

Gly

70

Arg

Thr

Asp

Val

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Leu

Thr

230

Thr

Asn

Gln

Gln

Ala

Ala

55

Ile

Leu

Ala

Ile

Ile

135

Leu

Thr

Thr

Ala

Asp

215

Ile

Thr

Gln

Gln

Trp

Gly

Thr

40

Ile

Lys

Trp

Glu

Ser

120

Tyr

Thr

Glu

Asp

Asn

200

Asp

Asn

Ile

Thr

Ser
280

21415

Asp

Ile

25

Ile

Lys

Glu

Tyr

Cys

105

Ser

Glu

Tyr

Glu

Ser

185

Ala

Ile

Ala

Glu

Trp

265

Glu

Ala

10

Thr

Phe

Asn

Arg

Lys

90

Pro

Gly

Tyr

Ile

Glu

170

Leu

Leu

val

Thr

Lys

250

Asn

Phe

-153-

Val

Asn

Lys

Cys

Phe

75

Asn

Lys

Tyr

Ser

Asp

155

Gln

Gln

Gly

Ile

Val

235

val

Val

Tyr

Ile

Ile

Met

Gln

60

Gln

Phe

His

Pro

Gly

140

Thr

Gln

Gly

Met

Pro

220

Pro

Ser

Lys

Leu

Ala

Asn

Gly

45

Pro

Ile

Leu

Phe

Pro

125

Asn

Lys

Tyr

Gly

Glu

205

Ser

Lys

Cys

Glu

Glu
285

Leu
Cys
30

Met
Arg
Thr
Glu
Gln
110
Asp
Met
Tyr
Leu
Lys
190
Glu
Ala
Thr
Glu
Phe

270

Pro

Tyr

15

Ser

Asn

Lys

Arg

Pro

95

Glu

Ile

Thr

Val

Thr

175

Lys

Ser

Ala

Ile

Met

255

Asp

Asn

Ile

Gly

Ile

Leu

Ile

80

His

Thr

Pro

Cys

vVal

160

Ser

Tyr

Lys

Val

Ile

240

Arg

Thr

Ile



21415

Lys Tyr Val Phe Gln Val Arg Cys Gln Glu Thr Gly Lys Arg Tyr Trp
290 295 300

Gln Pro Trp Ser Ser Leu Phe Phe His Lys Thr Pro Glu Thr Val Pro
305 310 315 320

Gln Val Thr Ser Lys Ala Phe Gln His Asp Thr Trp Asn Ser Gly Leu
325 330 335

Thr Val Ala Ser Ile Ser Thr Gly His Leu Thr Ser Asp Asn Arg Gly
340 345 350

Asp Ile Gly Leu Leu Leu Gly Met Ile Val Phe Ala Val Met Leu Ser
355 360 365

Ile Leu Ser Leu Ile Gly Ile Phe Asn Arg Ser Phe Arg Thr Gly Ile
370 375 380

Lys Arg Arg Ile Leu Leu Leu Ile Pro Lys Trp Leu Tyr Glu Asp Ile
385 390 395 400

Pro Asn Met Lys Asn Ser Asn Val Val Lys Met Leu Gln Glu Asn Ser
405 410 415

Glu Leu Met Asn Asn Asn Ser Ser Glu Gln Val Leu Tyr Val Asp Pro
420 425 430

Met Ile Thr Glu Ile Lys Glu Ile Phe Ile Pro Glu His Lys Pro Thr
435 _ 440 445
Asp Tyr Lys Lys Glu Asn Thr Gly Pro Leu Glu Thr Arg Asp Tyr Pro
450 455 460

Gln Asn Ser Leu Phe Asp Asn Thr Thr Val Val Tyr Ile Pro Asp Leu
465 470 475 480

Asn Thr Gly Tyr Lys Pro Gln Ile Ser Asn Phe Leu Pro Glu Gly Ser
485 490 495

His Leu Ser Asn Asn Asn Glu Ile Thr Ser Leu Thr Leu Lys Pro Pro
500 505 510

Val Asp Ser Leu Asp Ser Gly Asn Asn Pro Arg Leu Gln Lys His Pro
515 520 525

Asn Phe Ala Phe Ser Val Ser Ser Val Asn Ser Leu Ser Asn Thr Ile
530 535 540

Phe Leu Gly Glu Leu Ser Leu Ile Leu Asn Gln Gly Glu Cys Ser Ser
545 : 550 555 560

Pro Asp Ile Gln Asn Ser Val Glu Glu Glu Thr Thr Met Leu Leu Glu
565 570 575

Asn Asp Ser Pro Ser Glu Thr Ile Pro Glu Gln Thr Leu Leu Pro Asp
580 585 590

Glu Phe Val Ser Cys Leu Gly Ile Val Asn Glu Glu Leu Pro Ser Ile

-154-



595

Asn Thr Tyr
610

Ser Leu Leu
625

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

150
2100
ADN
Homo

<400> 150
ggtggctgaa
tccgatggag
gcagggcgcet
agactcaggc
ttacgagtgc
ttgccttagce
ctccgaccag
caggaaccag
tgagcctccet
ggagaccccg
cccatggaag
cctggagatg
aagttcctgg
tcaggtgaga
agagcagcca
ggtcacttac
gaccctgcac
ctcctcgaac
cacagaacca
agcccgggcet

ccttgccacc

600

21415

605

Phe Pro Gln Asn Ile Leu Glu Ser His Phe Asn Arg Ile

Glu Lys

sapiens

cctcgcaggt
ccgctggtga
gcctgcagaa
tcggcectegg
tcctggcagt
tccgggegcet
gctggggtgt
acagagaagt
ctgggagaca
gataaccagg
ttgggcgact
aatgtggccc
agcaagtgga
ttctecggtgg
acccagctgg
cgactacagc
ctggggaaga
caatttggtc
gtggctctga
cagagcatga

tgcagcctga

615

ggcagagagg
cctgggtggt
ccagtgagtg
gccctaggga
atgagggtcc
gctgctactt
ctgtgctagta
ctcctgaggt
tcaaggtgtc
ttggtgctga
gcggacctca
aggaattcca
gcagccccegt
agcagctggg
agcttccaga
tccacatgcet
tgccctatcet
ctggcctgaa
atatcagcgt
cgtattgcat

ctgcgccgca

ctcccctggg
ccccectecte
ctgttttcag
cctgagatgce
cacagctggg
cgcecgecgge
cactgtcaca
gaccctgcag
caagttggcc
ggtgcagttc
ggatgatgat
gctccgacga
gtgcgttccc
ccaggatggg
aggctgtcaa
gtcctgccecg
ctcgggtgct
ccagacgtgg
cggaaccaac
tgaatggcag

agacccggat

-155-

620

gctgtggggce
ttcctcecttece
gacccgccat
tatcggatat
gtcagccact
tcagccacca
ctctgggtgg
ctctacaact
gggcagctge
cggcaccgga
actgagtcct
cggcagctgg
cctgaaaacc
aggaggcggce
gggctggcge
tgtaaggcca
gcctacaacg
cacattcctg
gggaccacca
cctgtgggcec

ccggctggaa

tctacgtgga
tgctgtccag
atccggatgce
ccagtgatcg
tcctgecggtg
ggctgcagtt
aatcctgggce
cagttaaata
gtatggagtg
cacccagcag
gcctctgcecc
ggagccaagg
ccccacagcce
tgaccctgaa
ctggcacgga
aggccaccag
tggctgtcat
ccgacaccca
tgtattggcc

aggacggggg

tggcaaccta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



cagctggagt
tgcctctgeg
tgggggcaat
ggactctgtg
ggagtatgtt
gcccacagag
ggtgcgagca
cgaagtgcag
ccttctegtg
gccgctgeccecce
gcagtggatc
agagatgtcc
gggtgcccct
ggccaagatg
<210>
<211>

<212>
<213>

151
662
PRT
Homo
<400> 151

Met Glu
1

Pro

Leu Ser Arg

Pro
35

Asp Pro

Leu
50

Asp Arg

Gln
65

Tyr Glu

Leu Ser Ser

Leu Gln Phe

val
115

Leu Trp

cgagagtctg
caccccgaga
gcctcagcag
tctgtggact
gtccgcectgcece
acccaagtta
gacacagcgt
gtttctgatt
ggcgtccttg
acaccctgtg
aacccagtgg
tgggacaaag
gagctggccc

tgatcgttga

sapiens

Leu Val

Gln
20

Gly

Tyr Pro

Cys Tyr

Gly Pro

Gly Arg

85

Ser
100

Asp

Glu Ser

Thr

Ala

Asp

Arg

Thr

70

Cys

Gln

Trp

gggcaatggg

agctcacctt
ctgggacacc
gggcaccatc
gagatgaaga
ccctcagtgg
ggctgagggg
ggctcatctt
gctaccttgg
ccagctccgce
acttccagga
gcgagaggac
tggatacaga

ggctcagaga

Trp Val

Ala Cys
Ala Asp

Ile
55

Ser

Ala Gly

Cys Tyr

Ala Gly

Ala Arg

120

Val

Arg

25

Ser

Ser

Val

Phe

Val

105

Asn

21415

gcaggaaaag
gtggtctacg
gcaccacgtc
cctgctgagce
cagcaaacag
cctgcgggcect
tgtctggagc
cttcgcectcecce
cctgaacagg
cattgagttc
agaggcatcc
tgagcctctc

gttgtccttg

gggtgagtga

Pro Leu

10

Thr Ser

Gly Ser
Asp Arg

His
75

Ser

Ala
90

Ala
Val

Ser

Gln Thr

-156-

tgttactaca
gtcctgtcca
tcggtgaaga
acctgtcccg
gtgtcagagc
ggtgtagcct
cagccccagce
ctggggagct
gccgcacggce
cctggaggga
ctgcaggagg
gagaagacag
gaggatggag

ctcgcccgag

Leu Phe Leu

Glu Cys Cys

30
Ala Ser
45

Gly

Tyr Glu

60

Cys

Phe Leu Arg

Gly Ser Ala

Thr
110

Leu Tyr

Glu Lys Ser

125

ttaccatctt
cctaccactt
atcatagctt
gcgtcctaaa
atcccgtgcea
acacggtgca
gcttcagcat
tcctgagcat
acctgtgccc
aggagacttg
ccctggtggt
agctacctga
acaggtgcaa

gctacgtagc

Phe
15

Leu

Phe Gln

Pro Arg

Ser Trp

Cys Cys

80

Thr
95

Arg
Val Thr

Pro Glu

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



Val

Asp

145

Thr

Pro

Thr

Gln

Trp

225

Val

Thr

Gly

Leu

Lys

305

Ser

Asp

Gly

Ile

Leu

385

Trp

Thr

Thr

130

Ile

Pro

Ser

Glu

Leu

210

Ser

Arg

Leu

Leu

Ser

290

Met

Asn

Thr

Thr

Glu

370

Thr

Ser

Ile

Leu

Lys

Asp

Ser

Ser

195

Arg

Ser

Phe

Lys

Ala

275

Cys

Pro

Gln

His

Thr

355

Trp

Ala

Arg

Phe

Gln

Val

Asn

Pro

180

Cys

Arg

Pro

Ser

Glu

260

Pro

Pro

Tyr

Phe

Thr

340

Met

Gln

Pro

Glu

Ala
420

Leu

Ser

Gln

165

Trp

Leu

Arg

Val

Val

245

Gln

Gly

Cys

Leu

Gly

325

Glu

Tyr

Pro

Gln

Ser

405

Ser

Tyr

Lys

150

Val

Lys

Cys

Gln

Cys

230

Glu

Pro

Thr

Lys

Ser

310

Pro

Pro

Trp

Val

Asp

390

Gly

Ala

Asn
135
Leu
Gly
Leu
Pro
Leu
215
Val
Gln
Thr
Glu
Ala
295
Gly
Gly
Val
Pro
Gly
375
Pro

Ala

His

Ser

Ala

Ala

Gly

Leu

200

Gly

Pro

Leu

Gln

Val

280

Lys

Ala

Leu

Ala

Ala

360

Gln

Asp

Met

Pro

21415

Val

Gly

Glu

Asp

185

Glu

Ser

Pro

Gly

Leu

265

Thr

Ala

Ala

Asn

Leu

345

Arg

Asp

Pro

Gly

Glu
425

Lys

Gln

Val

170

Cys

Met

Gln

Glu

Gln

250

Glu

Tyr

Thr

Tyr

Gln

330

Asn

Ala

Gly

Ala

Gln

410

Lys

-157-

Tyr

Leu

155

Gln

Gly

Asn

Gly

Asn

235

Asp

Leu

Arg

Arg

Asn

315

Thr

Ile

Gln

Gly

Gly

395

Glu

Leu

Glu

140

Arg

Phe

Pro

Val

Ser

220

Pro

Gly

Pro

Leu

Thr

300

Val

Trp

Ser

Ser

Leu

380

Met

Lys

Thr

Pro

Met

Arg

Gln

Ala

205

Ser

Pro

Arg

Glu

Gln

285

Leu

Ala

His

Val

Met

365

Ala

Ala

Cys

Leu

Pro

Glu

His

Asp

190

Gln

Trp

Gln

Arg

Gly

270

Leu

His

Val

Ile

Gly

350

Thr

Thr

Thr

Tyr

Trp
430

Leu
Trp
Arg
175
Asp
Glu
Ser
Pro
Arg
255
Cys
His
Leu
Ile
Pro
335
Thr
Tyr
Cys
Tyi:
Tyr

415

Ser

Gly

Glu

160

Thr

Asp

Phe

Lys

Gln

240

Leu

Gln

Met

Gly

Ser

320

Ala

Asn

Cys

Ser

Ser

400

Ile

Thr



Val

Pro

Asp

465

Tyr

Pro

Gly

Gly

Asp

545

Leu

Leu

Pro

Glu

Lys

625

Ala

Arg

Leu
His
450

Trp

vVal

Val

val

Val

530

Trp

val

Cys

Gly

Glu

610

Gly

Pro

Cys

<210>
<211>

<212>

<213>

<400>

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtccctc
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc agtggtggtt actactggag ctggatccgc

cagcacccag ggaagggcct ggagtggatt gggcacatcc attacagtgg gaacacctac

Ser
435
His

Ala

Val

Gln

Ala

515

Trp

Leu

Gly

Pro

Gly

595

Ala

Glu

Glu

Lys

152
360
ADN
Homo

152

Thr

Val

Pro

Arg

Pro

500

Tyr

Ser

Ile

Val

Pro

580

Lys

Ser

Arg

Leu

Ala
660

Tyr

Ser

Ser

Cys
485
Thr

Thr

Gln

Phe

Leu

565

Leu

Glu

Leu

Thr

Ala

645

Lys

sapiens

His Phe Gly
440

Val Lys Asn
455

Leu Leu Ser
470

Arg Asp Glu
Glu Thr Gln
Val Gln Val

520

Pro Gln Arg
535

Phe Ala Ser
550

Gly Tyr Leu
Pro Thr Pro
Thr Trp Gln

600

Gln Glu Ala
615

Glu Pro Leu
630

Leu Asp Thr

Met

21415

Gly

His

Thr

Asp

Val

505

Arg

Phe

Leu

Gly

Cys

585

Trp

Leu

Glu

Glu

Asn

Ser

Cys

Ser
490
Thr

Ala

Ser

Gly

Leu

570

Ala

Ile

Val

Lys

Leu
650
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Ala

Leu

Pro

475

Lys

Leu

Asp

Ile

Ser

555

Asn

Ser

Asn

vVal

Thr

635

Ser

Ser
Asp
460

Gly

Gln

Ser

Thr

Glu

540

Phe

Arg

Ser

Pro

Glu

620

Glu

Leu

Ala
445
Ser

Val

Val

Gly

Ala

525

Val

Leu

Ala

Ala

vVal

605

Met

Leu

Glu

Ala

Val

Leu

Ser

Leu

510

Trp

Gln

Ser

Ala

Ile

590

Asp

Ser

Pro

Asp

Gly

Ser

Lys

Glu
495
Arg

Leu

Val

Ile

Arg

575

Glu

Phe

Trp

Glu

Gly
655

Thr

Val

Glu

480

His
Ala

Arg

Ser

Leu

560

His

Phe

Gln

Asp

Gly

640

Asp

60

120

180
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tacaacccgt ccctcaagag tcgagttacc atatcagtag acacgtctaa gaatcagttc

tccctgaaac tgagctctgt gactgccgcg gacacggcecg tgtattactg tgcgcgaaat

cgcgggttct actacggtat ggacgtctgg ggccaaggga ccacggtcac cgtctcctca

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

Gln Val
1

Thr Leu

Gly Tyr

Trp Ile

50

Leu Lys
65

Ser Leu

Cys Ala

Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

Met Lys
1

Ser Tyr

<210>
<211>
<212>

153
120
PRT

Homo sapiens

153

Gln Leu

Ser Leu
20

Tyr Trp
35

Gly His
Ser Arg
Lys Leu
Arg Asn

100
Thr Val

115

154
23
PRT
Trinh ty

Tin hiéu

154

Phe Leu

Ile Tyr
20

155
6
PRT

Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly
25 30

Ser Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu
40 45

Ile His Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser
55 60

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

Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95

Arg Gly Phe Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln
105 110

Thr Val Ser Ser
120

nhdn tao

melittin ong méat

Val Asn Val Ala Leu Val Phe Met Val Val Tyr Ile
5 10 15

Ala Ala Ala

-159-

240

300

360
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<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> DPudi His

<400> 155
His His His His His His

1 5
1
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