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KHANG THE NAY

(57) Sang ché dé cap dén cac thanh phan lién két dich (vi du, cac khang thé) c6 chirc ning
lién két epitop dugc chi ra cua IL-25 nguoi. Sang ché con dé cap dén cac thanh phan lién
két dich (vi du, khang thé) ma bao gém mot hodc nhiéu trinh tr mién VL cua khang thé
duoc lam glong nhu cta ngudi va lién két IL-25. Sang ché con dé cap dén ché pham chua
cac thanh phan lién két dich (vi du, khéng thé) c6 chitic ning lién két IL-25, cac phuong
phap san xuét thanh phan lién két dich nhu vy, va cac thanh phan lién két dich nay dugc
st dung cho viéc diéu tri hodc phong ngtra cac bénh va tinh trang bénh 1y (vi du, bénh hen,
bénh viém rudt). Séng ché con dé cap dén axit nucleic mi hoa cac thanh phﬁn lién két dich
néu trén, cac vecto biéu hién axit nucleic nay va té bao vat chi mang vecto nay.
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Linh vye ky thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén cac thanh phan lién két dich (vi du, cac khang thé) co
chirc ning lién két epitop duoc chi ra ctia IL-25 ngudi. Sang ché con dé cap dén cac
thanh phan lién két dich (vi du, khang thd) ma bao gdm mdt hogc nhidu trinh tu
mién VL ctia khang thé duoc lam giéng nhu clia nguoi va lién két IL-25. Séng ché
con @ cap dén ché pham chira cac thanh phin lién két dich (vi du, khéng thé) c6
chirc ning lién két IL-25, cac phwong phép san xuat thanh phan lién két dich nhu
vay, va céc thanh phﬁn lién két dich nay duoc st dung cho viée diéu tri hodc phong
ngura cic bénh va tinh trang bénh ly (vi dy, bénh hen, bénh viém rudt). Sang ché con
dé cap dén axit nucleic ma hoa céc thanh phan lién két dich néu trén, cac vecto biéu

hién axit nucleic va té bao vat chi mang vecto nay.
Tinh trang ki thuit ciia sing ché

Interleukin-25 (Interleukin-25: IL-25), con dugc goi la IL-17E, la xytokin
thudc ho xytokin IL-17 va dugc tiét bai cac t& bao T hd tro typ 2 (Th2) va céc
dudng bao. IL-25 kich thich qua trinh san xudt cac xytokin khac, trong d6 c6 IL-4,
IL-5 va IL-13, trong nhidu mé va kich thich su ting lén cta bach cAu va axit.

IL-25 dugc chi ra 1a cé lién quan dén viém man tinh gén lién véi duong da
day-rudt va gen IL-25 di dugc nhan dién trong ving nhidm sic thé gin 1ién voi
bénh tw mién & rudt, nhu bénh viém rudt (IBD). Céc liéu phép thong thuong dé didu
tri IBD bao gém hodc cac chét khang sinh hodc céac thudc duoc din xuit tir steroit;
tuy nhién nhitng loai nay hién khong thanh cong trong viéc kich thich hoac duy tri
tinh trang thuyén giam vé 14m sang & bénh nhan.

Ciing dd dugc ching minh ring IL-25 dugc diéu hoa ting trong cac mau tir
c4c bénh nhan méic bénh hen, mét tinh trang bénh Iy dwoc udc tinh 13 gdy anh
huong cho hon 300 triéu ngudi trén toan thé gidi, goi ¥ ring tinh trang biéu hién
qué mirc ciia xytokin nay gép phan vao bénh 1y hoc clia bénh hen va céc tinh trang
bénh ly c6 lién quan.

Céc khang thé IL-25 dugc md ta trong W02008/129263, W02009/136976,
EP2163625, Ballantyne et al. Journal of Allergy and Clinical Immunology
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120(6):1324-1331 va Angkasekwinai et al Journal of Allergy and Clinical
Immunology 119(1):S134.

Vi vay, c6 nhu ciu vé cac chat dbi khang IL-25 hitu hi¢u ma hitu ich trong
viéc diéu tri cac bénh va tinh trang bénh Iy dugc dic trung béi tinh trang biéu hién

qua muc cua IL-25, trong d6 ¢ bénh hen va bénh viém ruot.
Bén chit ky thuit cia sing ché

Sang ché dé cap dén cac khang thé va céc doan lién két cua chung, dugc
huéng dén interleukin 25 (IL-25).

Séng ché con d& cdp dén cac bién thé cua RH2.5 R71V, mét phién ban duoc
lam gidng nhu cta ngudi (duge ghép CDR) cuia khang thé 2C3 chudt, con dugce dé
cip & diy bang cach sur dung céc thudt ngit “huDDGI1” va “M9”. G day mot bién
thé nhu vy dugc goi 1a “khang thé M6,” hodc “M6.” M6 thé hién mét sb thudc tinh
¢6 loi in vitro va in vivo, trong d6 c6, vi du, 4i luc lién két duoc nang cao ddi voi IL-
25 so v6i khang thé huDDG91 me, kha ning duoc cai thién dé tc ché thy thé IL-25
trong thir nghiém trén co s& thu thé va thir nghiém trén co sé t& bao so véi khang
thé huDDG91 me va cdc dic didm khac, nhw muc bidu hién cao, tinh tan cao, thiéu
su két tu protein dang ké khi tinh ché, va su véng mit cla cac cai bién sau dich ma
khong mong muén, cAc twong tac protein-protein va oxy héa khi tinh ché.

Sang ché con d& cap dén thanh phin lién két dich c6 tac dung lién két véi IL-
25, trong d6 thanh phén lién két dich lién két mot hodc nhiéu trinh tu axit amin duoc
chon tir nhém bao gdm cac gde axit amin 46-63 ciia SEQ ID NO: 17, cac gbe axit
amin 66-84 ctia SEQ ID NO: 17 va céc gbc axit amin 129-135 ciia SEQ ID NO: 17.
Trong mot trudng hop, thanh phan lién két dich lién két voi cac gbe axit amin 56-63
cia SEQ ID NO: 17 va cic gbc axit amin 66-74 ciia SEQ ID NO: 17. Theo phuong
an khéc, thanh phan lién két dich bao gdm mién VL cua khang thé bao gdm CDR3
co trinh tu axit amin QQYLAFPYTF (SEQ ID NO:8).

Séang ché @& cap khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi hodic manh lién két
khéng nguyén ctia né ma lién két IL-25, trong d6 khang thé nay hodc manh lién két
khéng nguyén ctia n6 bao gdm:

a) mién VL cta khang thé bao gdbm CDRI c¢6 trinh tu axit amin SASQGISNYLN
(SEQ ID NO:6), CDR2 c6 trinh tu axit amin YTSSLHS (SEQ ID NO:7) va CDR3
¢ trinh tu axit amin QQYLAFPYTF (SEQ ID NO:8); va
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b) mién VH ctia khang thé bao gdm CDRI1 ¢6 trinh ty axit amin GYTMN (SEQ ID
NO: 10), CDR2 c6 trinh tu axit amin LINPYNGGTSYNQNFKG (SEQ ID NO: 11)
va CDR3 ¢ trinh ty axit amin EDYDGYLYFAMDY (SEQ ID NO: 12),

trong d6 khang thé hoic manh gén két khang nguyén ctia n6 c6 4i luc lién két dbi
v6i IL-25 nho hon hoic biang khoang 53pM.

Theo mdt phuong 4n cu thé, khang thé duoc lam gidng nhu cla nguoi hodc
ménh lién két khang nguyén cta n6 bao gdm mién VL bao gém SEQ ID NO:5 va
mién VH bao gbm SEQ ID NO:9.

Theo cac phuong 4n khac nhau, sang ché con dé cap dén axit nucleic dugc
phén 18p ma bao gdm trinh tw nucleotit ma héa khéng thé hodc manh lién két khéng
nguyén cla né theo séng ché, vecto biéu hién bao gdm cac axit nucleic nay va té
bio chi mang céc vecto biéu hién nay.

Theo mdt phuong 4n khic, sang ché dé cap dén phuong phap san xuét khang
thé hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 theo sang ché, phuong phép nay bao
gdm viéc nudi cdy t bao chii cia sang ché dudi didu kién dung cho viée san xuét
khang thé hoic méanh lién két khang nguyeén.

Theo mdt phuong 4n khic nita, sang ché dé cap dén cac ché phdm chua
khéng thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché va chit mang dugc dung.

Theo mot phuong 4n khac nita, sing ché dé cap dén cach sir dung khang thé
hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché, viduy, & dang dugc phém, dung cho
viéc diéu tri cac bénh hodc tinh trang bénh ly, trong d6 cé céac tinh trang viém nhu
bénh hen (trong do6 c6 bénh hen di tng), va bénh viém rudt (vi du, bénh Crohn va
viém loét rudt két).

Séng ché con d& cap dén thanh phin lién két dich canh tranh trong viéc lién
két vai IL-25 voi thanh phén lién két dich c6 tac dung lién két mot hodc nhiéu trinh
tur axit amin dugc chon tir nhém bao gdm céc gde axit amin 46-63 ctia SEQ ID NO:
17, cac gde axit amin 66-84 cia SEQ ID NO: 17 va cac gbc axit amin 129- 135 cua
SEQ ID NO: 17. Theo mdt phuong 4n cu thé, thanh phan lién két dich c6 4i luc lién
két ddi v6i IL-25 ngudi ma nhé hon hodc bang S0pM.

Séng ché con dé cap dén thanh phan lién két dich bao gom:

a) mién VL cta khang thé bao gdm trinh tu axit amin c6 tir 1 dén 20 thay thé axit

amin so v&i trinh ty axit amin cua SEQ ID NO:5;
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b) mién VH ctia khang thé bao gdm trinh tu axit amin c6 tir 1 dén 20 thay thé axit
amin so vai trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO:9; hoic
c) dang két hop clia chung.

Theo phuong 4n khéc nita, sang ché d& xudt phuong phép san xudt khéng thé
hodc manh lién két khang nguyén cta né khang IL-25, trong d6 khéng thé hodc
manh lién két khang nguyén ctia né c6 4i luc lién két dbi voi IL-25 nhé hon hodc
bing khoang 53pM va lién két mot hodc nhiéu trinh tu dwoc chon tir nhém bao gdm
cac gbc axit amin 56-63 cia trinh ty SEQ ID NO: 17, cac gbc axit amin 66-74 cla
trinh ty SEQ ID NO: 17, cac géc axit amin 129-135 cua trinh tw SEQ ID NO: 17,
bao gbm:

(a) tao danh muc ban diu gdm céc axit nucleic md héa mién VL trong d6 céc axit
nucleic hodc bao gdm ving ma héa CDR3 s& duoc thay thé hodc thiéu vung mé hda
CDR3;

két hop danh muc ban dau véi axit nucleic ngudi cho ma héa CDR3 cua VL ¢6 trinh
ty axit amin QQYLAFPYTF (SEQ ID NO: 8), trong d6 axit nucleic ngudi cho dugc
10ng vao mdt hodc nhiéu axit nucleic trong danh muc dé tao ra danh muc san phdm
clia céc axit nucleic ma héa mién VL bao gdm CDR3 cia VL c¢6 trinh tu axit amin
QQYLAFPYTF (SEQ ID NO:8);

(c) bidu hién céc axit nucleic ctia danh muc san phdm dé tao thanh cac thanh phan
lign két dich;

(d) luya chon thanh phén lién két dich co tac dung lién két mét cach dic hiéu mot
hodc nhiéu trinh tu duogc chon tir nhém bao gém cac géc axit amin 56-63 cua SEQ
ID NO: 17, cic gbc axit amin 66-74 ctia SEQ ID NO: 17 va cac gdc axit amin 129-
135 ctia SEQ ID NO:17; va

(e) thu héi thanh phén lién két dich hodc axit nucleic ma héa thanh phan lién két
dich.

Mo ta van tat cac hinh vé

Tép tin Patent hodc don nay chua it nhit mot hinh vé dugc thuc hién bing
mau. Céc ban sao ciia Patent nay hodc Cong bd Pon yéu cau cdp Patent nay véi
(c4c) hinh v& mau s& dugc cung cip boi Van phong khi ¢6 yéu cdu va tra phi can

thiét.
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Fig.1 biéu thi nucleotit chudi nhe kapa (SEQ ID NO: 1) va trinh tu axit amin
(SEQ ID NO:2) cua khang thé huDDG91/RH2.5_R71V. Gach duéi trong trinh tu
axit amin biéu dat cac CDR. Trinh tu dan déu thi khong dugc bao ham.

Fig.2 bidu thi nucleotit chudi ndng (SEQ ID NO:3) va trinh tu axit amin
(SEQ ID NO:4) cua khang thé huDDG91/ RH2.5_R71V. Gach duéi trong trinh tu
axit amin biéu dat cic CDR. Trinh tw d4n dau thi khong duoc bao ham.

Fig.3 1a bang biéu thi cac thudc tinh cta 9 khang thé don dong tng vién,
trong d6 cé M6, khang thé nay dugc nhén dién béng cach sang loc thu vién td hop
25 thanh phén trén co s& khang thé huDDG91/RH2.5 _R71V. Chit in nghiéng bidu
dat céc con sb thu dugc tir bd dit liéu khéc. R71V G1 duoc dung dé chi khang thé
huDDGI1. Hai hang R71V Gl 1a nhitng s6 do tir hai by dit liéu khéc nhau. Cac gbe
c6 tinh ky nudc ting 1én dugc t6 ddm bing mau vang.

Fig.4A biéu thi cac trinh tw axit amin cia chudi nhe cua khang thé M6
(SEQ ID NO:5) va céac CDR ctia né (SEQ ID NO: 6-8). Gach dudi trong trinh tu
axit amin bidu dat cdc vi tri ctia cac CDR. Trinh tw ddn dau thi khong duoc bao
ham. Céc gdc axit amin & dang phong chit do dam biéu dat nhiing thay thé axit amin
so vdi trinh ty huDDG91/RH2.5 R71V me.

Fig.4B biéu thi c4c trinh ty axit amin cta chudi ning ciia khang thé M6
(SEQ ID NO:9) va cdc CDR ctia n6 (SEQ ID NOs: 10-12). Gach duéi trong trinh tu
axit amin biéu dat céc vi tri clia cdc CDR. Trinh tw din dau thi khong duoc bao
ham.

Fig.5 1a biéu d6 biéu thi M6 tic ché qua trinh san xudt IL-5 do IL-4/1L25 gay
ra boi cac té bao T CD4+ non ciia ngudi ma duoc kich thich trong 4 ngay bang cac
té bao dudi gai tu thdn véi sy c6 mit ctia thIL-4 va rhIL-25 dén d¢én mac do 16n hon
khang thé huDDG91 (M9). Khéng thé isotyp IgG1 (iso) déng vai trd dbi chimg. n=4
ngudi cho.

Cac Fig.6A va 6B 1 nhitng biéu d6 biéu thi mirc irc ché dugc nang cao dbi
véi qué trinh san xudt GROa do IL-25 gay ra bdi khang thé M6 so véi khang thé
huDDG91 (M9) trong c4c té bao LS174T ma dugc kich thich bing I1.-25 tai td hop
clla ngudi trong 24 gid. Cac biéu dd trong céc Fig.6A va 6B thé hién dit lidu ti hai

thtr nghi€ém téch biét.
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Fig.7A biéu thi ban db dién bao phu trinh ty ctia cac gbe axit amin 1-78 ciia
IL-25 nguoi (SEQ ID NO: 13) véi viée phan giai nho pepsin, voi viée dap tit bing
ure 2M, TCEP 1M, ¢ 46 pH 3,0. Pudng mau den 1a peptit d quan sat dugc.

Fig.7B biéu thi ban d6 dién bao phu trinh tw cla céc gbe axit amin 79-146
cua IL-25 ngudi (SEQ ID NO: 14) véi viée phan giai nhd pepsin, véi viée dap tat
bing ure 2M, TCEP 1M, & do pH 3,0. Dudng mau den 1a peptit d@ quan sét duoc.

Céc Fig. 8A va 8B cho thiy nhing khéc biét vé muc doteri hda cia cac doan
khac nhau ctia protein IL-25 ngudi (SEQ ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16) khi lién
két khang thé M6 trong cac thir nghiém trao déi H/D. M3i khéi 1a mot peptit 1L-25
ngudi va chira dit liéu clia sdu thoi diém, 150 gidy va 500 gidy ¢ do pH 6, cling nhu
150 giay, 500 gidy, 1.500 gidy va 5.000 gidy ¢ d6 pH 7. Mau xanh lam dam biéu thi
la khong c6 sy bao vé nao khi lién két khéng thé M6. Cac mau khéc bidu thi ring cé
nhiéu doteri sau phan g trao ddi thuén trong dung dich/phéan tng trao ddi nghich
trong cot hon sau phan tng trao d6i thuan trong cOt/phan mg trao dbi nghich trong
¢dt nhu duoc thé hién trong phﬁn chén vao bén phai. Poteri dugc gén két vao mot
trong hai gbc axit amin tht nhat ctia mdi ion bi mit trong sudt qua trinh phan tich
(phép phan tich phan giai/tich/khéi lugng trong méi truong nudc), chiu trach nhiém
vé nhimg khoang tréng nho trong miu hinh H/D-Ex.

Cac Fig.9A-9F 1a nhing biéu dd biéu thi ham lugng doteri trong cac doan
khac nhau ctia IL-25 ngudi sau phan tmg trao d6i thuan/nghich & do pH 6 va pH7¢&
3°C v6i ¢t khéng thé M6. Mau xanh lam, trao ddi thuan trong dung dich/trao dbi
nghich trong cdt va mau tia, trao ddi thuan trong cot/trao ddi nghich trong cot. Tat
ca cac lan trao d6i dugc chuyén ddi thanh duong luong do pH 7 & 23°C (vi du, 150
gidy & d6 pH 6 & 3°C 1a bang 1,85 gidy & do pH 7 & 23°C). Cac gbc IL-25 nguoi
dugc trinh bay trong mdi doan duoc biéu thi & phﬁn trén ciing ctia mdi dd thi.

Fig.10 biéu thi trinh ty axit amin cta IL-25 nguoi (SEQ ID NO: 17).

MG ta chi tiét sang ché

Séang ché dyua, mot phén, trén viéc nhin dién khang thé IL-25 nguoi ai luc
cao, & ddy dugc goi 1a “M6” (xem vi du 1), va viéc nhan dién cac gdc axit amin
trong IL-25 ngudi ma duge lién két bdi khang thé M6, nhu duoc xéac dinh bing
phép do phd khéi trao dbi hydro/doteri (H/D) (xem vi du 3). Do vay, sang ché dé
cap dén thanh phin lién két dich c6 tic dung lién két voi IL-25, trong d6 thanh phin
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lién két dich lién két mot hodc nhiéu trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdém
cac géc axit amin 46-63, 66-84 va 129-135 cua IL-25 nguoi (SEQ ID NO: 17). Vi
vay, thanh phan lién két dich dugc boc 16 & day c6 thé lién két cac gde axit amin 46-
63 ctia SEQ ID NO: 17, céc gbc axit amin 66-84 ctia SEQ ID NO: 17, hodc céc gbe
axit amin 129-135 ctia SEQ ID NO: 17, ho#c dang két hop bat ky cta ching. Theo
mdt phuong 4n, cac thanh phin lién két dich dugce bdc 16 & day lién két cac axit
amin 56-63 cuia SEQ ID NO: 17 va céc axit amin 66-74 ctia SEQ ID NO:17.

Nhu dugc sit dung & ddy, “thanh phén lién két dich” duoc dung dé chi
protein hogic peptit bat ky chira phan tir bao gém it nhit mot phin cta phéan tir
globulin mién dich ma chira it nhit mot ving quyét dinh tinh bd sung (CDR) ctia
chudi ning hogc chudi nhe, hodc phan lién két phdi tir ctia no, c6 tac dung lién két
mot cach ddc hi¢u protein IL-25 ddng vat c6 vu (vi du, nguoi), hodc mot phén cua
né. Céc thanh phan lién két dich nhu vy c6 thé con bao gbém it nhit mét phin cua
ving bién dbi chudi ning hoic chudi nhe ctia khang thé, it nhit mot phan cia ving
¢b dinh chudi ning ho#c chudi nhe ctia khang thé, it nhat mot phén cua vung khung
ctia khang thé, hoic dang két hop bt ky cua chung. Céc thanh phén lién két dich
nhu vay diéu bién, lam giam, dbi khang, lam yéu, ngédn chdn, tc ché, triét tiéu
va/hodc gdy trd ngai cho it nhét mot hoat tinh IL-25 hodc su lién két, hodc gy trd
ngai cho hoat tinh thu thé IL-25 hodc su lién két, in vitro, in situ va/hodc in vivo.
Thanh phan lién két dich thich hop dugc boc 16 & day co thé lién két vai 4i luc cao
v&i epitop Uc ché va/hoic trung hoa cua IL-25 ngudi duge nhén biét boi khang thé
M6 duoc md ta & day.

Céc thanh phan lién két dich duoc boc 16 & day khong bi giéi han & nhing
loai ma lién két chi cac géc axit amin 46-63, cac gbc axit amin 66-84, va/hoic cac
gbc axit amin 129- 135 cia SEQ ID NO: 17. Vi vdy, theo mét s phuong an, céc
thanh phén lién két dich dugc boc 16 & ddy con c¢b thé lién két vao mot hodc nhidu
phin khéc cta IL-25 ngudi ma khong bao gdm cic gbe axit amin 46-63, cac gbc
axit amin 66-84, va/hoic cac gbc axit amin 129- 135 cia SEQ ID NO: 17. Trong
céc trudong hop khac, céc thanh phéan lién két dich clia séng ché con c6 thé lien két
vao mot hodc nhidu gdc axit amin trong IL-25 ngudi ma ndm bén suon cic goc axit
amin 46-63, cac gbc axit amin 66-84, va/hoidc cic gbe axit amin 129-135 cia SEQ

ID NO: 17.
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Con duoc bdc 16 & day 1a cac thanh phan lién két dich c¢6 tac dung lién két
mot hozc nhiéu phan ctia IL-25 ngudi ma duoc bao ham trong céc gbe axit amin 46-
63, cac gdc axit amin 66-84, va/hodc cac gbc axit amin 129-135 ctua SEQ ID
NO:17, nhu, vi dy, céc phan ctia IL-25 bao gdm it nhit 5 axit amin cua céc gdc axit
amin 46-63, cac géc axit amin 66-84, va/hodc cac géc axit amin 129- 135 ctia SEQ
ID NO: 17. Céc phan tidu biéu ctia IL-25 ma c6 thé duoc lién két bdi cac thanh phin
lién két dich bao gdm cac axit amin 56-63 va/hodc céc axit amin 66-74 ctia SEQ ID
NO: 17.

Ving ctia IL-25, hogc epitop, dugc lién két boi thanh phan lién két dich duoc
boc 16 & day co thé duge xac dinh bang cach st dung k¥ thuat bat ky trong sé mot
s6 k¥ thuat 1ap ban dd epitop tiéu chudn da biét rd trong linh vyc k¥ thuat. Cac k§
thuat nhu vy bao gdm, vi du, qua trinh tao d6t bién huéng vi tri duge két hop véi
thir nghiém lién két, 1ap ban dd epitop bing céc chdt peptit (vi du, Geysen ef al.,
Peptides: Chemistry and Biological, Proceedings of Twelfth American Peptide
Symposium, trang 519-523, bién tap, G.R. Marshall, Escom, Leiden, 1988), tinh thé
hoc X quang, va k¥ thuat trao d6i hydro/doteri (H/D) (vi du, phép do phd khéi trao
d6i H/D).

Nhu dugc mé ta & ddy, phép do phd khéi trao ddi H/D dugce str dung dé xac
dinh (céc) epitop trong IL-25 ngudi ma dugc nhéan biét va dugce lién két bodi khang
thé M6 (xem vi du 3 va cac Fig.8A, 8B va 9A-9F). Khi chuyén tor nude sang hé
dung méi trén co s& doteri (nuwdc ning), protein s& trai qua qua trinh ting vé khdi
luong khi nguyén tir hydro clia protein dan dan dugc thay bdi doteron (cac chét
ddng vi nang hon cta hydro). Kha ning xay ra su bién trao ddi hydro/doteri phan
16n duoc xac dinh bing ciu tric protein va kha ning tiép can dung méi. Phép do
phd khéi trao d6i H/D duoc st dung dé do su trao dbi va, két qua 14, cdu tric protein
va kha nang tiép can dung méi. Khi phan tir nhé hodc thanh vién lién két protein
lién két vao dich protein, dich d6 trai qua nhiing thay ddi c6 thé quan sat duoc bing
thtr nghiém vé tdc d0 trao ddi ctia n6. Cac ving bé mit ma loai trir dung mdi khi tao
phtrc trao d6i chdm hon nhiéu. C4c ving loai trir dung méi thi hitu ich cho viéc suy
dién ra vi tri cta vi tri lién két. Vi du, trong truong hop twong tac khang nguyén-

khang thé, nhing thay ddi nay lam ndi bat vi tri cia epitop.
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Thong thudng, thanh phan lién két dich dugc boc 16 & day s& bao gdm ving
bién d6i (VL) chudi nhe ctia khang thé duoc két cip voi ving bién dbi (VH) chudi
nang cua khéng thé d& dem lai mién lién két IL-25. Trong khi thuc hién sang ché
dugc md td & day, da phat hién duoc réng ai luc lién két cua khéang thé huDDG91
dugc cai thién bang cach thay ddi ving quyét dinh tinh bd sung (CDR) trong mién
VL cta khang thé huDDG91 (SEQ ID NO: I), cu thé 1a ving CDR3, thanh
QQYLAFPYTF (SEQ ID NO:8). Do vy, phan boc 16 duge md ta & day du li€u cac
mién VL bao gém SEQ ID NO:8 va c4c thanh phin lién két dich bao gdm cac mién
VL nay. Cac mién VL trong céc thanh phan lién két dich dugc boc 16 & day con bao
gém viung CDR1 (SASQGISNYLN (SEQ ID NO:6)) va ving CDR2 (YTSSLHS
(SEQ ID NO:7)) tir khang thé M6 va khang thé huDDG91. Cac ving CDR VL thich
hop khéc dé dua vao trong céc thanh phén lién két dich duoc bac 16 & day bao gdm,
nhung khong chi giéi han &, viing bat ky trong cac ving CDR1 VL dugc bidu thi
trong Fig.3. Theo mo6t phuong 4n, cic thanh phan lién két dich duoc boc 16 & day
bao gdm SEQ ID NO:5, mién VL ctia khéng thé M6.

Theo mdt s& phuong an, cic thanh phin lién két dich duoc boc 16 & day con
bao gébm mién VH ma bao gdm SEQ ID NOs: 10-12, twong Umg véi cac vung CDR
clia khéng th M6 va khang thé huDDG91. Céc ving CDR VH thich hop khac dé
dua vao trong cdc thanh phan lién két dich duoc boc 16 & ddy bao gdm, nhung
khong chi giéi han &, viing bit ky trong sb cac ving CDR3 VH duoc biéu thi trong
Fig.3. Theo mdt phuong 4n wu tién, cic thanh phan lién két dich duoc boc 16 & day
bao gdm SEQ ID NO:9, mién VH ctia khang thé M6 va khang thé huDDG91. Mién
VH ¢6 thé duoc két cip v6i mot sé mién VL khéng phai 14 mién VL cta khéng thé
M6 (SEQ ID NO:5). Tt hon, néu mién VH duoc két cip v6i mién VL bao gom
vung CDR3 bao gém trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO:8.

Céc trinh tu cta cdc CDR cua khang thé M6 duoc mo ta & day cé thé duoc
cai bién bang cac doan cheén, cac doan thay thé va cac doan xéa bd va dwoc bao ham
trong thanh phén lién két dich dugc bdc 10 & ddy dén mirc ma thanh phin lién két
dich (vi du, khang thé) c6 (cac) CDR dugc cai bién duy tri kha ning lién két vao va
trc ché IL-25 nguoi.

Nguoi co hiéu biét trong linh vuc nay co thé xac dinh dugc viéc duy tri hoat

tinh nay bang cach thuc hién thir nghiém chirc ning duoc moé ta & day. CDR trong

-10-



23721

thanh phén lién két dich dugc bdc 16 & day co thé co, vi du, tir 50% dén 100% tinh
twong ddng, t6t hon, néu 14 tir 80% dén 100% tinh twong ddng, cang t&t hon, néu 1a
tir 90% dén 100% tinh tuong ddng véi CDR M6 tuong tmg duogc trinh bay bing
SEQ ID NO:6,7, 8, 10, 11 hogc 12. CDR trong thanh phan lién két dich duoc boe 19
& day co thé c6 d6 tuong déng voi CDR M6 14 khoang 100% dugce trinh bay bing
SEQ ID NO:6, 7, 8, 10, 11 hodc 12.

Thanh phn lién két dich duoc bdc 16 & ddy c6 thé lién két IL-25 vai ai luc vé

co ban tuong ty vdi, hodc 16n hon, ai lyc ctia khang thé M6 duoc md ta & day. Vi
du, thanh phan lién két dich duoc boc 16 & ddy co thé c6 i luc lién két dbi véi TL-25
(vi du, IL-25 nguoi) la 50pM (vi du, 53pM) tro xuéng, nhu, vi dy, 45pM, 40pM,
35pM, 30pM, 25pM hoic 20pM. Thanh phan lién két dich thuong dic higu voi IL-
25. .
Vi vay, thanh phin lién két dich s& khong thé hién su lién két dang ké bat ky vao
cac phén tir khong phai 1a (céc) thanh vién lién két déc hi¢u cta né. Vi duy, phét hién
duoc ring khang thé M6 dugc md ta & ddy khong phan tmg chéo véi IL- 17A, IL-
17C, IL- 17D hodc IL- 17F. Viéc tranh tinh phan tng chéo nhu vay vdi cac xytokin
khac lién can dén bénh hen va céc quy trinh twong tu 1a déc tinh thich hgp cua céc
thanh phén lién két dich dugc boc 16 & day.

Ai luc hodc d6 bén lién két ciia thanh phén lién két dich khang nguyén co thé
dugc x4c dinh bing thir nghiém bing cach sir dung phuong phép thich hop bat ky.
(xem, vi du, Berzofsky et al, “Antibodies-Antigen Interactions,” trong
Fundamental Immunology, Paul, W. E., Ed., Raven Press: New York, N.Y. (1984),
Kuby, Janis, Immunology, W. H. Freeman va Company: New York, N.Y. (1992);
va cac phuong phép duoc mo ta & day). Ai luc duge do clia mot tuong tic khang
thé-khang nguyén cu thé c6 thé thay ddi néu dugc do dudi cac diéu kién khac nhau
(vi dy, néng d6 mubi, d6 pH). Vi vay, t6t hon, néu nhimg phép do ctia ai luc va cac
thong sb lién két khang nguyén khac (vi du, KD, Ka, Kd) dugc thuc hién véi dung
dich da duoc chuén héa cua khang thé va khang nguyén, va chit dém da duoc chuan
hoa, nhu chit dém dugc mo ta & day.

Vi dy, tinh ddc hiéu c6 thé duoc x4c dinh bing thir nghiém lién két nhu
ELISA sir dung bang cac khang nguyén, thir nghiém Biacore va/hodc thir nghiém
Octet, trong sd nhimg loai khac. Thanh phén lién két dich c6 thé nhan biét IL-25 va
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khong nhan biét cac thanh phan khac ctia ho IL-17, cu thé 1a mot thanh phan bat ky
cua IL-17A, IL-17B, IL- 17C, IL- 17D va IL-17F; theo mot phuong én, tat ca nam
trong s& cac phan tir ndy. Su lién két thanh phin lién két dich véi IL-25 c6 thé bi
triét tiéu boi sy canh tranh véi IL-25 tai td hop. C6 thé so sanh 4i luc lién két va kha
ning trung hoa clia cic thanh phén lién két dich khac nhau dudi nhing diéu kién
thich hop.

Ngoai ra, con dugc bdc 10 & ddy 1a thanh phan lién két dich c¢6 tac dung canh
tranh dé lién két vao IL-25 véi thanh phdn lién két dich c6 tac dung lién két mot
hodc nhiéu trinh ty axit amin duoc chon tir nhém bao gbém céac gbc axit amin 46-63
cua SEQ ID NO: 17, cac gdc axit amin 66-84 cua SEQ ID NO: 17 va cac gbc axit
amin 129-135 ctia SEQ ID NO: 17). Theo mét phuong 4n cu thé, thanh phin lién
két dich c6 ai luc lién két déi voi IL-25 ngudi ma nhod hon hogc bing 50pM.

Céc thtr nghiém canh tranh cé thé dugc thuc hién v6i thanh phén lien két
dich (vi dy, khéng thé) dé xdc dinh c4c protein, cdc khang thé, va cac chét déi khang
khac nao canh tranh dé lién két vao IL-25 véi thanh phan lién két dich va/hoic ¢6
chung viung epitop. Nhu nguoi c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc nay dé dang
biét dugc, nhing thir nghiém ndy d4nh gia sw canh tranh gitra cac chét déi khang
hodc cac phéi tlr ctia mot con sd han ché cac vi tri lién két trén protein, vi du, IL-25.
Protein va/hodc khéng thé duoc gitt ¢b dinh hodc chuyén thanh dang khéng tan
trude khi hodc sau khi canh tranh va mau d3 duoc lién két vao protein 1L-25 dugc
tach khéi miu khong duogc lién két, vi du, bang cach ling gan (trong do protein/
thanh phan lién két dich duoc chuyén thanh dang khong tan trudce) hoic bing cach
quay ly tdm (trong d6 protein/khéng thé duoc két tia sau phan tng canh tranh).
Déng thoi, c6 thé xac dinh tinh trang lién két canh tranh qua tinh trang chirc nang c6
bi thay dbi hay khong bing su lién két hoic thiéu lién két cia thanh phan lién két
dich vao protein, vi dy, thinh phan lién két dich phan tir e ché hay lam ting hoat
tinh enzym cua, vi du, nguyén tir danh ddu. ELISA va cac thu nghiém chirc ning

khéc c6 thé dugc sir dung, nhu da biét 15 trong linh vuc k¥ thuét nay.
Cac khang thé

T6t hon, néu thanh phan lién két dich duoc boc 16 & day 1a phan tir khang
thé.
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Thuat ngit “khang thé” 1 ¢6 y bao ham céac khang thé nguyén, cac doan phan giai,
cac phan dic hiu va céc bién thé ctia chung, trong d6 cé cac chat gia khang thé
hodc céc phin cta cic khang thé ¢ chirc ning bat chudc ciu tric va/hodc chirc
nang cua khéang thé hodic doan dic hiéu hodc phén cua chiing, trong do6 cé cac khang
thé mach don va cac doan cua ching; mdi loai chira it nhit moét CDR. Cac doan
chttc nang bao gdm cac doan lién két khang nguyén co tac dung lién két vao IL-25
dong vat c6 vu. Vi dy, cdc manh khang thé c6 kha nang lién két vao IL-25 hodc cac
phén cta chung, bao gém, nhung khéng chi gidi han ¢, cdc doan Fab (vi du, bdi su
phan giai nhd enzym papain), Fab' (vi dy, bdi su phén gidi nho pepsin va khir mot
phan) va F(ab’)2 (vi du, bai su phan gidi nhe pepsin), facb (vi du, boi su phan giai
nho plasmin), pFc' (vi dy, boi su phan giai nhd pepsin hode plasmin), Fd (vi du, bai
su phan giai nho pepsin, khir mot phén va tai két tu), Fv hodc scFv (vi du, boi cac
k¥ thudt sinh hoc phén tit), dugc bao ham bdi sang ché (xem, vi dy, Colligan, et al.,
bién tap, Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NY

(1994 2001); Colligan et al., Current Protocols in Protein Science, John Wiley &
Sons, NY, N.Y., (1997 2001);).

C6 thé tao ra cac doan nhu vy nho su phén cét bing enzym, téng hop hodc
céc k§ thudt tai té hop, nhu da biét trong linh vuc k¥ thut ndy va/hogc nhu dugce
md ta & ddy. Cling c¢6 thé tao ra cac khang thé theo mot loat dang dugc cét bang
cach sir dung cac gen khang thé ma trong d6 mét hoic nhiéu codon ma héa dau cubi
da dugc dua vao phia déu ngudn cta vi tri ddu cudi tw nhién. Vi dy, gen két hop ma
hoa céc phén chudi niing F(ab*)2 c6 thé duogc thiét k& dén bao gbém céc trinh tu
ADN m4 héa mién CH; va/hodc ving ban 18 cia chudi ning. Céc phan khac nhau
ctia cc khang thé ¢6 thé duoc nbi két véi nhau vé& phuong dién héa hoc bai céc ky
thuat thong thuong, hodc cé thé duoc diéu ché & dang protein tiép can bing cach sir
dung k§ thuat thao tac gen.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit “khéng thé” cling ¢6 y bao ham khang
thé “thé kham”, va cac khang thé “duoc lam gidng nhu ctia ngudi” hogc “duge ghép
CDR” ma bao gdm dang két hop bit ky ctia cic CDR M6 duge md ta & day v6i mot
hodc nhidu protein hodc cic peptit dugc din xuét tir khang thé khong phai cta
chuot, t&t hon, néu 1a khang thé ngudi. Theo sang ché, cac khang thé duoc lam

gidng nhu clia ngudi dugc tao ra, trong d6 cac CDR duoc bét ngudn tir khang thé
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M6. Céc khang thé kham cfing dugc be 16, trong d6 cac CDR duge bét ngudn tir
khéng thé M6. Vi vdy, phan bit ngudn tir ngudi cua khang thé nay c6 thé bao gdm
cac vung.mé vé co ban khong gy mién dich noi con ngudi. Cac vung clia khang thé
ma dugc dén xuét tir cdc khang thé nguoi khong cin c6 100% tinh ddng nhét voi
céc khang thé ngudi. Theo mot phuong 4n uu tién, cang nhidu gbc axit amin nguoi
cang tét duoc giit lai d& cho tinh sinh mién dich 1a khong dang ké, nhung céc gbc
clia ngudi c6 thé dugc cai bién khi cin thiét d& hé tro vi tri lién két khang nguyén
duoc tao boi cdc CDR trong khi ddng thoi, tdi da héa mie duge lam gidng nhu cta
ngudi cta khang thé. Tuy ¥, t5t hon, néu nhing thay dbi hodc bién dbi nhu vay gitr
lai hodc lam gidm tinh sinh mién dich noi con ngudi hodc cac loai khac so voi cac
khang thé khong duogc cai bién. Co thé tao ra khang thé duoc lam gidng nhu cia
ngudi bang té bao dong vat khong phai ngudi hodc té bao nhan so hodc t bao co
nhén thyc ma c6 kha ning biéu hién cac gen globulin mién dich ngudi duogce tai sép
xép theo chirc ndng (vi dy, chudi ning va/hodc chudi nhe). Ngoai ra, khi khang thé
1& khang thé mach don, n6 c6 thé bao gdm peptit lién két ma khéng duogc tim thiy
noi cac khang thé ngudi nguyén thé. Vi du, Fv ¢6 thé bao gdm peptit lién két, nhu
hai dén tAm glyxin hodc céc gdc axit amin khéc, gbc nay két ndi ving bién dbi cua
chudi niing va ving bién ddi cua chudi nhe. Cac peptit lién két nhu vay dugc coi la
¢6 ngudn gde tir ngudi.

Theo cach khac, toan bd ving bién dbi chudi ning va ving bién déi chudi
nhe cua khang thé M6 trong cac Fig.4A va 4B (SEQ ID NOs: 5 va 9) c6 thé duoc
két hop vé6i viing cb dinh va ving khung cta nguoi dé tao ra khang thé dugc lam
giéng nhu ctia ngudi hoic manh lién két khang nguyén theo séng ché.

Céc gen clia ngudi ma héa cac ving ¢b dinh (C) ctia thanh phén lién két dich
cta sang ché c6 thé duoc din xudt tir thu vién gan thai nhi nguoi, béi cac phuong
phap da biét. Cac gen ving C clia ngudi c6 thé dugc din xudt tir té bao ngudi bat ky
trong d6 ¢ nhitng loai biéu hién va tao ra cic globulin mién dich ngudi. Vung CH
ngudi c6 thé duge din xudt tir phin tir bit ky trong sé nhitng nhém hodc isotyp da
biét cta cac chudi H cua nguoi, trong d6 c6 gamma, mu., alpha., delta., epsilon, va
cdc phin nhém cua chung, nhu GI, G2, G3 va G4. Vi isotyp chudi H chiu trach

nhiém vé& céc chuc ndng kich dong khéac nhau cta khang thé, su chon lua vung CH
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s& duoc huéng din bdi cac chirc ning kich dong mong mudn, nhu ¢é dinh bd thé,
hoc hoat tinh trong doc tinh ddi voi té bao phu thudc vao khang thé
(ADCC). Theo mét phuong an, ving CH duoc dan xuét tir gamma 1 (IgG1).

Ving CL ctia ngudi c6 thé duge din xudt tir hodc isotyp chudi L cua nguoi,
kapa hodc lambda, t6t hon, néu 1a kapa.

C6 thé thu dugc gen mad hoéa ving C globulin mién dich nguoi tir t bao
ngudi bang cac k¥ thuat nhan dong tidu chuén (vi du, Sambrook et al. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 4n ban thir hai, Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1989) va Ausubel et al., bién tap, Current Protocols in
Molecular Biology (1987, 1993)). Céc gen vung C ctia ngudi thi dé& dang cé duoc tir
cac dong vo tinh da biét chira gen dai dién cho hai nhém ctia chudi L, ndm nhém
cla cac chudi H va cdc phan nhém ciia ching. Manh khang thé thé kham, nhu
F(abi)2 va Fab, c6 thé dugc didu ché bang cach thiét ké gen chudi H thé kham ma
duge cit cut mot cach thich hop. Vi dy, gen thé khim ma héa phdn chudi H cua
doan F(abi)2 s& bao gdm cac trinh ty ADN mé héa mién CH; va ving ban 1& cua
chudi H, sau d6 1a codon két thiic dich ma dé thu dwoc phén tir bi cét cut.

Nhin chung, trong mét vi du, cac khang thé thé kham, cac doan va cac vung
dugce boe 16 & day dugc san Xuét béng cach nhan dong cac doan ADN mé hoa ving
lien két khang nguyén chudi H va L cua khang thé M6, va nbi két cac doan ADN
nay lan lugt vao cac doan ADN mi hoa ving CH va ving CL, dé tao ra gen ma hoa
globulin mién dich thé kham.

Vi vdy, theo mdt phuong 4n, gen thé kham duoc dung hop duoc tao ra ma
bao gdm doan ADN thir nhit c6 chirc ning ma hoa it nhit 14 vung lién két khang
nguyén c6 ngudn gbc khong phai tir ngudi, nhu ving V dugce tai sép xép vé chuc
nang v&i doan lién két (J), dwoc lién két vao doan ADN thir hai ma héa it nhat mot
phan ctia viing C clia ngudi.

Céc trinh tu ctia cac ving bién dbi cia khang thé M6 co thé dugc cai bién
béng cac doan cheén, cac doan thay thé va cac doan x6a bo dén murc ma thanh phén
lién két dich duy tri dugc kha ning lién két vao va trc ché IL-25 nguoi.

Vi su thuén tién, so dd danh s ctia Kabat ef al., d3 duogc st dung ¢ day.
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Cac gbc duge ghi bing céc chir sé thudong hodc ddu gach ndi khi cin thiét dé lam
cho céc trinh tu ndy phi hop v6i céc trinh tu duoc danh sé theo so dd Kabat tiéu
chuan.

Trong trudng hop clia khédng thé dugc ghép CDR hoic khang thé duoc lam
giéng nhu ctia ngudi, trong d6 ving CDR ctia khéng thé M6 duoc két hop véi ving
c6 ngudn gde tlr ngudi, ¢ thé giit lai cac gde trong ving FR dic thi v6i khéng thé
me, vi du, M6. Cac gbc ma d& dugc chimg minh 1 quan trong trong qua trinh dugc
lam giéng nhu cta ngudi cac khang thé khac ciing c6 thé duoc git lai. C6 thé tuan
tht nhitng huéng din nay dén muc cin thiét ¢ hd tro vi tri lién két khang nguyén
duoc tao bai cac CDR trong khi dong thoi, tdi da héa murc dwoc 1am giéng nhu cua
ngudi cia khéng thé.

Ciing c6 thé sir dung cac phuong phap thao tac hodc dwoc lam gidng nhu cua
ngudi khang thé khong phai ctia ngudi hodic khang thé ngudi va nhiing phuong
phép nay thi da biét 15 trong linh vuc k¥ thuat nay. Nhin chung, khang thé duoc lam
gidng nhu ciia ngudi hodc khang thé duoc thao tac c6 mot hodc nhiéu gbe axit amin
tir ngudn khong phai ctia ngudi, vi du, nhung khong chi gii han &, chudt, chudt
cbng, tho, linh trudng khong phai 1a nguoi hodc déng vat co vi khac. Cac gbe axit
amin ngudi nay thuong duoe goi 1a cac gde “nhap khau”, gbc nay thuong duogc ldy
tir mién bién d6i, mién 6n dinh hodc mién “nhép kh&u” khac cta trinh tu nguoi da
biét. Cac trinh tu Ig nguoi da biét duge boc 10, vi du, trong mot s co so dir lidu
coéng cdng nhu co s& dit lieu NCBI cta National Institute of Health hodc cac xuat
ban phdm nhu Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S.
Dept. Health (1983).

C6 thé sir dung nhing trinh tu duoc nhép khau nay dé lam giam tinh sinh
mién dich hodc lam gidm, ning cao hoic cai bién su lién két, ai luc, ty 1& két hop, ty
18 phan ly, d6 bén lién két, tinh dc hiéu, thoi gian ban hiy, hodc cac dic diém thich
hop bét ky khéc, nhu d4 biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Nhin chung, c¢6 thé duy tri
mot phin hodc tat ca cac trinh tw CDR clia ngudi hogic khong phai ctia ngudi trong
khi céc trinh tu khong phai ciia ngudi clia viing bién ddi va viing ¢b dinh dugc thay
thé bing axit amin ctia ngudi hodic céc axit amin khac.

Tuy y, cac khang thé ciing c6 thé dugc lam gidng nhu ctia nguoi voi viée gitt

lai 4i luc cao dbi véi khang nguyén va cac thude tinh sinh hoc thuén loi khac. Pé dat
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duoc muc dich nay, cac khang thé duoc lam gidéng nhu cta ngudi ¢ thé duge tuy y
didu ché bang quy trinh phan tich céc trinh ty me va cdc san pham duoc lam gibéng
nhu clia ngudi khdi niém khéc nhau bang céch sir dung mé hinh ba chiéu cta trinh
tw me va trinh ty dugc lam giéng nhu ctia nguodi. Cdc md hinh globulin mién dich
ba chiéu thi thuong sin c¢6 va than thudc v6i chuyén gia trong linh vuc nay. Cac
chuong trinh may vi tinh thi s&n ¢6, nhitng chuong trinh ndy minh hoa va thé hién
cac cAu triic hinh thé ba chiéu c6 thé c6 clia céc trinh ty globulin mi&n dich tng vién
duoc chon. Viée kiém tra nhitng su thé hién nay cho phép phan tich vai tro cé thé c6
cuia cac géc trong hoat dong chirc ning ctia trinh tu globulin mién dich tng vién, tic
I, phan tich cic gbc anh huong dén kha ning cta globulin mién dich tng vién
trong viéc lién két khang nguyén cta né. Bing cach nay, cac gc FR co thé dugc
chon va két hop tir trinh tu lién tmg va trinh ty nhap khau sao cho thu dwoc dic
diém khang thé mong mudn, nhu i lyc ting ddi voi (cac) khang nguyén dich. Nhin
chung, géc CDR c6 lién can mét cach truc tiép va chi yéu nhat dén qué trinh gy
anh huong dén su lién két khang nguyén. Viée duoc 1am gidng nhu ctia ngudi hodc
thao tac cdc khang thé clia sing ché co thé duoc thuc hién bing cach st dung
phuong phap di biét bt ky, nhu, nhung khong chi giéi han & nhing loai duoc md
ta trong, (Jones et al., Nature 321:522 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323
(1988); Verhoeyen et al., Science 239: 1534 (1988)), Sims et al., J. Immunol. 15 1 :
2296 (1993); Chothia va Lesk, J Mol. Biol. 196:901 (1987), Carter et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:4285 (1992), Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993),
Patent My cac sd 5,723,323, 5,976,862, 5,824,514, 5,817,483, 5,814,476,
5,763,192, 5,723,323, 5,766,886, 5,714,352, 6,204,023, 6,180,370, 5,693,762,
5,530,101, 5,585,089, 5,225,539; 4,816,567, PCT/US98/16280, US96/18978,
US91/09630, US91/05939, US94/01234, GB89/01334, GB91/01134, GB92/01755;
W090/14443, WO90/14424, W0O90/14430, EP 229246.

Ving ¢ dinh bt ngudn tir ngudi ctia thanh phén lién két dich duoc boc 16 &
day c6 thé thudc nhom (IgG, IgA, IgM, IgE, IgD, v.v.) hoic isotyp bit ky va c6 thé
bao gém chudi nhe kapa hoic chudi nhe lambda. Theo mot phuwong 4n, ving cb
dinh bat nguén tr ngudi bao g@)m chudi ning IgG hoic doan duge xac dinh, vi dy, it
nhit mot trong cac isotyp, IgG1, IgG2, IgG3 hoic IgG4. Theo phuong an khac,
thanh phén lién két dich bao gém chudi ning IgG1 va chudi nhe IgG1 K. Thanh
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phén lién két dich da duoc phan lap duoc boc 16 & day c6 thé bao gdm céac trinh tu
axit amin khang thé duoc bdc 16 & day duge ma hoa bai polynucleotit thich hop bt
ky. Tt hon, néu thanh phan lién két dich lién két IL-25 ngudi va nho do, trung hoa
mot phén hodic vé co ban it nhit mdt hoat tinh sinh hoc cua protein nay. Thanh phan
lién két dich, hoic phén dic hiéu hoic bién thé cua nd, mot phén hoac tét hon, néu
trung hoa v& co ban it nhit mot hoat tinh sinh hoc cua it nhit mét protein IL-25
hodic doan va nhd d6, e ché cac hoat tinh dugc tac dong thong qua su lién két cta
IL-25 véo thu thé IL-25 hodc thong qua co ché phu thude IL-25 hoidc co ché do IL-
25 gdy ra. Nhu dugc st dung & déy, thuat ngit “khéng thé trung hoa” dwoc dung dé
chi khéng thé ma c6 thé tc ché hoat tinh phu thudc IL-25 1a 20-100%, t6t hon, néu
bang it nhét 1a tir 10, 20, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100% trd 1én tiy thude vao thir nghiém nay. Tét hon, néu kha ning
cua thanh phén lién két dich trong viéc rc ché hoat tinh phu thudc IL-25 dugc danh
gia bing it nhat mot thir nghiém protein IL-25 hodc thir nghiém thy thé IL-25 thich
hop, nhur duge mé ta & ddy va/hodc nhu da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

It nh4t mot khang thé cua sang ché lién két it nhit mot epitop dugc chi ra &
day ma khang thé M6 lién két vao d6. [t nhdt mot epitop c6 thé bao gdm it nhit mot
ving lién két khang thé ma bao gém it nhit mot phan cta protein, t5t hon, néu
epitop nay bao gdm it nhit mot phan ngoai bao, hoa tan dugce, ua nude, bén ngoai
hogic phén té bao chit cta protein niy. Nhin chung, thinh phan lién két dich duogc
boc 16 & dy s& bao gdm ving lién két khang nguyén ma bao gdm it nhit mot ving
quyét dinh tinh bd sung (CDR1, CDR2 va CDR3) ctia SEQ ID céc s6 10, 11 va 12
hodc bién thé cta it nhit mot ving bién d6i chudi ning va it nhat mot ving quyét
dinh tinh bd sung ngudi (CDR1, CDR2 va CDR3) (SEQ ID NO 6, 7 va 8) hoic bién
thé cua it nhit mot ving bién ddi chudi nhe.

Céc thanh phin lién két dich c6 tic dung lién két vao IL-25 ngudi va bao
gém vung bién ddi chudi ning hodc ving bién dbi chudi nhe hoic cac ving CDR ¢
thé duoc diu ché biang cach st dung cdc phuong phép thich hop, nhu thé hién thé
thuc khudn (Katsube, Y., et al., Int J. Mol. Med, 1(5):863 868 (1998)) hodc cac
phuong phdp ma sir dung céc dong vat chuyén gen, nhur da biét trong linh vuc k§

thuét nay va/hodc nhu duge mo ta ¢ day. Vi du, khang thé, phén duoc chi ra hodc
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bién thé c6 thé dugc biéu hién bing cach sir dung axit nucleic ma héa hodc phan cia
né trong té bao chii thich hop.

Séng ché con dé cap dén cac khang thé, doan lién két khang nguyén, chudi
globulin mién dich va cdc CDR bao gdm céc axit amin trong trinh tw ma vé co ban
gidng véi trinh ty axit amin M6 duge mé ta & day. Khang thé khang IL-25 nhu vay
¢6 thé bao gém mot hoidc nhiéu doan thay thé axit amin, doan x06a bo axit amin hodc
doan thém axit amin, ho#c tir nhilng dot bién tu nhién hodc sy thao téc cla con
ngudi, nhu duge chi ra & ddy. Tt hon, néu cac khang thé nhu vay hodc cac doan
lién két khang nguyén va cic khang thé bao gdm nhimg chudi nhu vdy hodc cac
CDR c6 thé lién két TL-25 nguoi bing 4i luc cao (vi du, KD nho hon hogc bing 10-
9M). Céc trinh ty axit amin ma vé co ban 1a tuong tu voéi céc trinh tu duge mo ta &
day bao gdm cac trinh tu bao gdm sy thay thé axit amin kidu bao toan, cling nhu sy
x06a bd axit amin va/hodc chen axit amin. Sy thay thé axit amin kiéu bao toan duoc
dung dé chi su thay thé axit amin thir nh4t bing axit amin tht hai c6 thudc tinh hoa
hoc va/hodc thude tinh vat ly (vi du, tich dién, cdu trac, tinh phéan cuc, tinh ky
nude/tinh va nude) ma twong tw véi nhitng thude tinh cia axit amin th@ nhét. Su
thay thé kiéu bao toan bao gbm sy thay thé axit amin nay béng axit amin khéac trong
pham vi cac nhém duéi day: lysin (K), arginin (R) va histidin (H); aspartat (D) va
glutamat (E); asparagin (N), glutamin (Q), serin (S), threonin (T), tyrosin (Y), K, R,
H, D va E; alanin (A), valin (V), leuxin (L), isoleuxin (I), prolin (P), phenylalanin
(F), tryptophan (W), metionin (M), xystein (C) va glyxin (G); F, WvaY; C,SvaT.

Con s6 doan thay thé axit amin ma ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc nay sé
thuc hién phu thudc vao nhiéu nhan t6, trong do cd nhiing loai dugc mo ta trén day.
N6i chung, con s6 doan thay thé, chén hodc x6a bo axit amin dung cho khéang thé
khang-IL.-25, doan hodc bién thé da cho bét ky s€ khong nhiéu hon 40, 30, 20, 19,
18,17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10,9, 8, 7, 6, S, 4, 3, 2, hodc 1, nhu 1-30 hodc khoang
hoic tri s6 bét ky trong d6, nhu dugc chi ra & déy.

Céc axit amin trong thanh phan lién két dich duoc boc 16 & day ma thiét yéu
cho chirc ning cé thé dwoc nhan dién bdi cac phuong phap da biét trong linh vuc
nay, nhu tao dot bién hudng vi tri hodc tao dot bién nho quét vao alanin (vi dy,
Ausubel, trén day, cac chuong 8, 15; Cunningham and Wells, Science 244: 1081
1085 (1989)). Quy trinh sau dwa nhing dot bién alanin don 1é & moi gdc vao phén
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tir. Sau dd, cac phén tir dot bién thu duoc kiém tra vé hoat tinh sinh hoc, nhu, nhung
khong chi gii han &, it nhit mot hoat tinh trung hoa IL-25. Céc vi tri ma quan trong
dbi voi sy lién két khang thé ciing c6 thé dugc nhan dién bing phép phan tich ciu
triic nhu két tinh, cOng huodng tir hat nhan hodc dan nhan 4i luc quang (Smith, es al.,
J. Mol. Biol. 224:899 904 (1992) va de Vos, ef al.,Science 255:306 312(1992)).

Céc thanh phan lién két dich dugc boc 16 & day c6 thé bao gdm, nhung khong
chi gi6i han &, it nhit mot phén, trinh tw hodc dang két hop dugc chon tir 5 dén tAt
c& céc axit amin tiép cén clia it nhit mot trong s6 SEQ ID céc sb ti:5-12.

Thanh phan lién két dich con ¢6 thé tuy ¥ bao gdm polypeptit cta it nhat mot
trong s6 70-100% céc axit amin tiép can cia it nhdt mot trong cac SEQ ID NO:5
hoac 9.

Theo mét phwong 4n, trinh tu axit amin ctia chudi globulin mién dich, hosc
phan ctia né (vi du, ving bién d8i, CDR) ¢6 70-100% tinh ddng nhit (vi du, 70, 71,
72,73, 74,75, 76, 77, 18, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
94, 95,96,97,98, 99, 100 hozc khoang hodc tri sb bt ky trong dd) véi trinh tu axit
amin cta chudi twong Umg cla it nhat mot trong cac SEQ ID NO:5 hoac 9. Vi du,
trinh ty axit amin cua ving bién ddi cua chudi nhe c6 thé dugc so sanh véi trinh tu
c6 SEQ ID NO:5, hoc trinh tu axit amin ctia viing bién dbi cta chudi ning c6 thé
dugc so sanh véi SEQ ID NO:9. Tét hon, néu 70-100% tinh ddng nhét axit amin
(tie 13, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 hozc khoang hodc tri sé bat ky
trong d6) duoc x4c dinh bing cach sir dung thuat todn vi tinh thich hop, nhu da biét
trong linh vuc k¥ thudt nay.

Trinh tu ving bién ddi chudi ning va trinh tu ving bién ddi chudi nhe duoc
dua ra trong SEQ ID NOs:5 va 9. Cac thanh phan lién két dich cua sang ché, hodc
cac bién thé duoc chi ra ciia chung, ¢ thé bao gdm con s bét ky cta cac gde axit
amin tiép can tir khéng thé cta sang ché, trong d6 con s6 d6 duoc chon tir nhom cua
cac s& nguyén bao gdm tir 10-100% con sé céc gbc tiép can trong thanh phan lién
két dich. Tuy ¥, trinh tu con ndy cua c4c axit amin tiép can c6 chiéu dai it nhat bing
tur 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180,
190, 200, 210, 220, 230, 240, 250 axit amin trd 1én, hodc khoang hodc tri sd bat ky
trong d6. Ngodi ra, con s6 cac trinh ty con nhu vy c6 thé 1a sb nguyén bét ky duoc

chon tir nhém bao gdm tir 1 d&n 20, nhu it nhét 1a 2, 3, 4, hoic 5.
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Nhu ngudi ¢6 hiéu biét trong linh vuc nay s& hiéu rd ring, sang ché bao gdm
it nhat mot khang thé c6 hoat tinh sinh hoc cta séng ché. Khang thé ¢6 hoat tinh
sinh hoc ¢6 hoat tinh d#c higu it nhit bing 20%, 30%, hodc 40%, va tét hon, néu la
it nhit bing 50%, 60%, hoic 70%, va t&t hon c4, néu 1a it nhit bing 80%, 90%,
hodc 95%, 100% hoat tinh dic hiéu cua khang thé nguyén thé (khong phai tong
hop), nodi sinh hosc khang thé da biét va 6 lién quan. Céc phuong phap thir nghiém
va cac phép do dinh luong hoat tinh enzym va tinh dic hidu trén co chét thi chuyén
gia trong linh vuc k¥ thuat nay da biét rd.

Ngoai ra, cac thanh phan lién két dich ciing dugc boc 16 & day, nhitng thanh
ph?ln nay duoc cai bién béng viéc gén cong hoa tri ddi véi géc hitu co. Su cai bién
nhu vay co thé tao ra khéang thé hodc doan lién két khang nguyén c6 cac thudc tinh
dugce dong duge cai thién (vi dy, thoi gian ban hity trong huyét thanh in vivo tang).
Gbc hitu co ¢6 thé 13 nhém polyme ua nude mach thing hodc phan nhanh, nhém
axit béo, hodc nhom este cta axit béo. Theo cac phuong an cu thé, nhom polyme ua
nuéc cé thé ¢ trong luong phan tir 1a 800 dén 120.000 Dalton va c6 thé 1a nhom
polyalkan glycol (vi du, polyetylen glycol (PEG), polypropylen glycol (PPG)),
polyme carbohydrat, polyme axit amin hodc polyvinyl pyrolidon, va axit béo hoic
nhém este clia axit béo cé thé bao gdm tir tim dén bdn muoi nguyén tur carbon.

Céc thanh phén lién két dich duoc cai bién cua sang ché c6 thé bao gdm mot
hodc nhiéu géc hitu co ma duoc lién két cOng hoa tri, mot cach truc tiép hoac mdt
cach gian tiép, vao khang thé. M3i gbc hitu co ma duge lién két vao khang thé hodc
doan lién két khang nguyén cta sang ché doc 1ap c6 thé 1a nhém polyme va nudc,
nhom axit béo hodc nhém este cla axit béo. Nhu dugc st dung & déy, thut ngit
“axit béo” bao ham céc axit monocarboxylic va céac axit di-carboxylic. “Nhom
polyme wa nudc,” trong vai tro la thuit ngit dugc sir dung & ddy, duoc dung dé chi
mdt polyme hitu co tan dugc trong nudc nhiéu hon trong octan.

Vi duy, polylysin thi tan dugc trong nuwdc nhidu hon trong octan. Vi viy,
khang thé duoc cai bién bing gin két cong hoa tri dbi véi polylysin duoc bao ham
boi séng ché.

Céc polyme wa nudc thich hop cho viée cai bién céc khang thé cua sang ché
c6 thé 12 mach thing hodc phan nhanh va bao gdm, vi du, cac polyalkan glycol (vi

du, PEG, monometoxy-polyetylen glycol (mPEG), PPG va cic chét twong tu),
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carbohydrat (vi dy, dextran, xenluloza, oligosacarit, polysacarit va cdc chit tuong
tw), cdc polyme cta axit amin wa nudc (vi dy, polylysin, polyarginin, polyaspartat
va céc chit tuong tu), polyalkan oxit (vi du, polyetylen oxit, polypropylen oxit va
cac chit twong tyr) va polyvinyl pyrolidon.

Tét hon, néu polyme wa nudc c6 tac dung cai bién khang thé cua sang ché ¢6
trong lugng phan tir 12 800 dén 150.000 Dalton & dang thuc thé phan ti tach biét.

Vi dy, PEGsoo0 va PEGao.000, trong d6 chi sé dudi l1a trong luong phén tu
trung binh ctia polyme tinh bing Dalton, c¢6 thé dugc sir dung. Nhom polyme ua
nude ¢ thé duge thé bing mot dén sau nhom alkyl, axit béo hodc nhém este cua
axit béo. Céc polyme wa nudc ma duoc thé bing nhém axit béo hodc nhém este cla
axit béo c6 thé dugc diéu ché bing cach sir dung cac phuong phap thich hop. Vi du,
polyme bao gébm nhém amin c6 thé dugc két cip voi carboxylat cua axit béo hodc
este cla axit béo, va carboxylat d& dugc hoat héa (vi du, duoc hoat hoa béng N,N-
carbonyl diimidazol) trén axit béo hodc este clia axit béo cé thé duoc két cap voi
nhom hydroxyl trén polyme.

Céc axit béo va cic este clia axit béo thich hop cho viéc cai bién cac khang
thé cua sang ché c6 thé 12 no hodc c6 thé chira mot hodc nhidu don vi chua no. Céc
axit béo thich hop cho viéc cai bién cac khang thé cta sang ché bao gdm, vi du, n-
dodecanoat (C12, laurat), n-tetradecanoat (C14, myristat), n-octadecanoat (C18,
stearat), n-eicosanoat (C20, arachidat), n-docosanoat (C22, behenat), n-triacontanoat
(C30), n-tetracontanoat (C40), cis-DELTA9-octadecanoat (C18, oleat), tit ca cis-
DELTASS,8,11,14-¢cicosatetraenoat (C20, arachidonat), axit octanedioic, axit
tetradecanedioic, axit octadecanedioic, axit docosanedioic va cac chét tuong tu.

Céc este clia axit béo thich hop bao gdm mono-este ciia cac axit dicarboxylic
ma bao gdm nhém alkyl thip mach thing hodc phén nhanh. Nhom alky! thép c6 thé
bao gém tir mot dén muoi hai, tdt hon, néu 1a tir mot dén séau, nguyén tir cacbon.

Céc thanh phan lién két dich dugc cai bién c6 thé duge didu ché bang cach sir
dung céc phuong phéap thich hgp, nhu béng phan ng v6i mot hodc nhiéu tic nhan
cai bién. Thuat ngit “tdc nhan cai bién” dugc sir dung & ddy, duoc dung dé chi nhom
hitu co thich hop (vi du, polyme wa nude, axit béo, este clia axit béo) ma bao gom
nhom hoat héa. “Nhém hoat hoa” 1a géc héa hoc hodc nhém chirc ma c6 thé, dudi

nhitng diéu kién thich hop, phan tng véi nhém hoéa hoc thi hai, nhe d6 tao ra lién
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két cong hoa tri gilta tAc nhan cai bién va nhom hoéa hoc thr hai. Vi du, cdc nhém
hoat héa c6 tinh phan ing v4i amin bao g6m cac nhom ai dién t0r nhu tosylat, 1,
halo (clo, brom, flo, iot), N-hydroxysuxinimidyl este (NHS) va céc chét tuong tu.
Cac nhém hoat héa ma cé thé phan tmg v&i thiol bao gdm, vi du, maleimit,
iodoaxetyl, acrylolyl, pyridyl disulfua, thiol cta axit 5-thiol- 2-nitrobenzoic (TNB-
thiol) va cac chit twong tw. Nhém chirc aldehyt c6 thé dwoc két cip dén phan tu
chira amin hogc phan tit chira hydrazit, va nhém azit c6 thé phan tmg véi nhém
phosphoro héa tri ba d tao lién két phosphoramidat hozc lién két phosphorimit.

Cac phuong phép thich hop dé dua cdc nhém hoat héa vao phén tir thi da biét trong
linh vuc k¥ thuat nay (xem, vi du, Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques,
Academic Press: San Diego, Calif. (1996)). Nhém hoat hoa c6 thé duoc lién két mot
cach truc tiép vao nhém hiru co (vi du, polyme ua nude, axit béo, este ciia axit béo),
hozc thong qua gdc lién két, vi du, nhém Ci Ci2 hoa tri hai trong d6 mot hogc nhiéu
nguyén tir carbon c6 thé dugc thay thé biang mot nguyén tir khac loai nhu oxy, nito
hogc luu huynh. Céac gbc lién két thich hop bao gdm, vi du, tetraetylen glycol, --
(CH2)3--, --NH--(CHz)s--NH--, --(CH2)2--NH-- va --CH;--O--CH;--CH;--O--CH,--
CH,--O--CH--NH. Téc nhén cai bién ma bao gém gdc lién két c6 thé duoc san xudt,
vi du, béng cach cho mdt mono-Boc-alkyldiamin (vi dy, mono-Boc-etylendiamin,
mono-Boc-diaminohexan) phan ung véi axit béo véi sy c6 mat cua 1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl) carbodiimit (EDC) d& tao lién két amit gitra amin tu do va
carboxylat cia axit béo. Nhom bao vé Boc c6 thé duoc loai bd khoi san phdm bing
cach xtr ly voi axit trifloaxetic (TFA) d& dé 16 amin bac nhit ma c6 thé duogc két cap
voi mot carboxylat khac nhu dugec md t4, hodc co thé duoc cho phan ung véi
anhydrit ciia maleic va san phém thu duoc tao vong dé tao ra dan xudt maleimido
duoc hoat héa ctia axit béo. (xem, vi du, Thompson, ef al.,

W092/16221).

Cac thanh phén lién két dich dugc cai bién duoc boc 16 & day co thé duoc san
xudt bang cach cho khang thé ngudi hodc doan lién két khdng nguyén phan tng voi
tac nhan cai bién. Vi dy, gdc hitu co c6 thé duoc lién két vao khang thé theo phuong
thirc khong ddc hiéu vi tri bing cach st dung tac nhan cai bién cé tinh phan tng voi
amin, vi dy, NHS este cua PEG. Cling c6 thé diéu ché doan lién két khang nguyén

hoidc khang thé ngudi duoc cai bién bing cach khir cau lién két disulfua (vi dy, ciu

-23-



23721

lién két disulfua trong chudi) ctia khang thé hodc doan lién két khang nguyén. Sau
d6, c6 thé cho khang thé hodc doan lién két khang nguyén duoc khir phan Ung vai
tac nhan cai bién c6 tinh phan tmg véi thiol dé tao ra khang thé duoc cai bién cua
séng ché. Doan lién két khang nguyén va khang thé ngudi dugc cai bién bao gdm
gbc hitu co ma duoc lién két vao céc vi tri dic hiéu cua khang thé cua sang ché c6
thé duoc diéu ché bing cach sir dung céc phuong phép thich hop, nhu thiy phén
protein thudn nghich (Fisch et al., Bioconjugate Chem., 3: 147 153 (1992); Werlen
et al., Bioconjugate Chem., 5:411 417 (1 994); Kumaran er al., Protein Sci.
6(10):2233 224 1 (1 997); Itoh et al., Bioorg. Chem., 24(1): 59 68 (1996); Capellas
et al., Biotechnol. Bioeng., 56(4):456 463 (1997)), va c4c phuong phdp dugc md ta
trong Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic Press: San Diego,
Calif. (1996).

Céc thanh phan lién két dich hiru ich trong cac phuong phap va cac ché pham
duoc boc 16 & day duoc dic trung boi sy lién két ai luc cao vao IL-25 va tuy y ¢co
tinh ddc thép. Cu thé, thanh phan lién két dich dwoc bdc 16 & day, trong d6 cac hop
phan riéng biét, nhu ving bién ddi, ving cb dinh va khung, xét riéng va/hodc xét
chung thi, tily y va tét hon, néu s& hiru tinh sinh mién dich thip, thi hiru ich. Cac
thanh phan lién két dich ma c¢6 thé dugc sir dung tiy ¥ 1 duoc dic trung bdi kha
ning clia ching trong viéc diéu tri cic bénh nhan trong céc khoang thoi gian kéo dai
voi tinh trang thuyén giam c6 thé do duogc cua céc tridu ching va tinh doc thdp
va/hodc c6 thé chép nhén dugc. Tinh sinh mién dich thép va/hodc c¢6 thé chip nhan
duge va/hodic 4i luc cao, cling nhu cac thude tinh thich hop khac, can cé thé dong
gop vao cac két qua didu tri thu duoc. “Tinh sinh mién dich thép” dugc dinh nghia ¢
day la 1am ting cac dap tmg HAHA, HACA hoic HAMA dang ké noi it hon 75%,
hodc t6t hon, néu it hon 50% s& bénh nhén duoc didu tri va/hodc lam ting hiéu gia
thép noi bénh nhan duoc diéu tri (it hon 300, t&t hon, néu it hon 100 duge do bang
thir nghiém mién dich enzym khang nguyén kép) Elliott et al., Lancet 344: 1125
1127 (1994).

Cfing c6 thé sir dung khang thé hai dic hidu, di dic hidu, di lién hop hodc cac khang
thé tuong tu 1a nhing khang thé don dong, dwoc lam giéng nhu clia ngudi, ma co
tinh dac hidu lién két d6i v6i it nhit hai khdng nguyén khac nhau. Trong trudng hop

ndy, mot trong cac tinh dic hidu lién két 14 d6i voi it nhdt mot protein IL-25, tinh
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dac hiéu lién két con lai 1a d6i véi khang nguyén bét ky khac. Cac phuong phép san
xudt khang thé hai dic hiéu thi da biét trong linh vuc k§ thuét nay. Theo truyén
théng, san xudt tai tb hop cac khang thé hai dic hiéu 13 trén co sé su déng biéu hién
cua hai cdp chudi ning-chudi nhe ctia globulin mién dich, trong d6 hai chudi ning
c6 tinh ddc hiéu khac nhau (Milstein va Cuello, Nature 305:537 (1983)). Bai vi cla
su phan loai ngiu nhién ctia chudi ning va chudi nhe globulin mién dich, cac khdi té
bao lai (khi té bao lai bén) nay tao ra hdn hop tidm ning ciia 10 phan tir khéng thé
khéac nhau, trong sb do, chi ¢6 mot phén tir 1a cé cAu truc hai dac hiéu chinh x4c.

Viéc tinh ché phan tir chinh x4c, cong viéc ma thuong duge thuc hién bang
cac bude sic ky i luc, thi kha ning né, va san luong san phim la thip. Céc quy
trinh twong tw dugc bdc 19, vi du, trong W093/08829, Patent My cac sb 6,210,668,
6,193,967, 6,132,992, 6,106,833, 6,060,285, 6,037,453, 6,010,902, 5,989,530,
5,959,084, 5,959,083, 5,932,448, 5,833,985, 5,821,333, 5,807,706, 5,643,759,
5,601,819, 5,582,996, 5,496,549,4,676,980, WO 91/00360, WO 92/00373, EP
03089, Traunecker et al, EMBO J. 10:3655 (1991), Suresh et al., Methods in
Enzymology 121:210 (1986).

IL-25

IL-25, con dugc biét dén trong linh vuc nay 14 IL-17E, 13 sén c6 tir cac ngudn
thuong mai (vi du, R&D Systems, MN, M¥) hoic c6 thé duoc nhén dong hodc duoc
téng hop bing cach tham chidu cac trinh ty clia IL-25 sén c6 trong linh vuc k¥ thuét
nay. Trinh ty cta IL-25 ngudi (SEQ ID NO: 17) dugc thé hién trong Fig.3. Péi voi
viéc san xuét khang thé hoic st dung trong céc thir nghiém mién dich, c6 thé sur
dung doan hogc dang két hop bét ky cta cic doan ciia protein IL-25 (vi dy, protein
IL-25 tai td hop), cu thé nhitng loai duogc cit cut & dau cudi N. Vi duy, IL-25 tai td
hop ctia ngudi cé trén thi trudng (IL-17E) bao gdm trinh tu protein hoan chinh ctia
Tyr 33-Gly 177 c6 sb truy cadp Q9H293) va IL-25 cta chudt c6 ban trén thi truong
bao gdm céc gbc Val 17-Ala 169 cia IL- 17E chudt (S6 truy cip NP_542767).

Cac phén tir axit nucleic
Béng cach str dung théng tin duoc dua ra & ddy, c6 thé thu duge phan tr axit

nucleic theo sang ché ma héa it nhit mot khang thé hodc manh lién két khéng
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nguyén cua né theo sang ché bing cach st dung céc phuong phap duge mo ta & day
hoc nhu d4 biét trong linh vuc k§ thuat.

Céc phan tir axit nucleic clia sang ché c6 thé & dang ARN, nhu ARN thong
tin, ARN c6 nhan khéng dong nhit, ARN vén chuyén hoic dang bat ky khac, hosic &
dang ADN, bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, ADN bd trg va ADN hé gen thu
duoc béng cach nhan dong hodc duge san xuét béng cach téng hop, hodc cac dang
két hop bat ky cta chiing. ADN c6 thé 1a dai boi ba, dai kép hoic dai don, hodic
dang két hop bat ky ctia chiing. Phin bt ky ciia it nhat mot dai cia ADN hosc ARN
c6 thé 1a dai ghi ma, con dugc goi 1a dai ¢4 nghia, hodic nod cé thé 1a dai khong ghi
m4, con duge goi la dai déi nghia.

Cac phén tir axit nucleic dugc phan 1ap cia sang ché c6 thé bao gdm céc
phén tir axit nucleic bao gdm khuén doc hé (ORF), tly ¥ ¢6 mot hodc nhidu ving
ndi, vi dy, nhung khong chi gii han ¢, it nhdt mot phan duoc chi ra cta it nht mot
CDR, ¢ dang CDR1, CDR2 v&/hodc CDR3 ciia it nhat mot chudi ndng (vi du, SEQ
ID NOs: 10-12) ho#c chubi nhe (vi du, SEQ ID NOs:6-8); cac phan tir axit nucleic
bao gdm trinh ty ghi ma cta ving bién ddi khang IL-25 (vi du, SEQ ID NOs:5 hodc
9); va cac phén tir axit nucleic ma bao gdm trinh ty nucleotit vé& co ban khéc véi
nhiing loai dugc m6 ti trén ddy nhung phin t nay, do sy suy thoai cia ma di
truyén, van ma hoéa it nhit mot khang thé khang-IL-25 nhu duoc mé ta & day
va/hogdc nhu da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy. Tét nhién, ma di truyén thi da biét
13 trong linh vuc nay. Vi vay, déi voi chuyén gia trong linh vuc nay, viéc dé tao ra
cac bién thé axit nucleic suy bién ma ghi mé cho khang thé khang-IL-25 dic hiéu
ctia sang ché 1a viéc thuong lam. Xem, vi du, Ausubel, ef al., trén ddy, va cac bién
thé axit nucleic nhu vy dugc bao ham trong sang ché.

Nhu dugc néu & ddy, céc phén tir axit nucleic ctia séng ché ma bao gdm axit
nucleic mé héa khang thé khang-IL-25 c6 thé bao gdm, nhung khéng chi gi¢i han 6,
nhitng loai ma hoa trinh ty axit amin cta chinh manh khang thé; trinh tu ghi ma ctia
toan khang thé hodc mot phén clia no; trinh tw ghi mi cia khéng thé, doan hoic
phén, cling nhu céc trinh ty bd sung, nhu trinh tu ghi mé cua it nhat mot peptit dung
hop hodc dan dAu thong tin, c6 hodc khdng c6 céc trinh ty ghi ma bd sung duoc dé
cap trén day, nhu it nhét mot vung ndi, cling v&i cée trinh tu khong ghi ma, bo sung,

bao gdbm, nhung khéng chi gioi han &, c4c trinh tu 5° va 3’ khong ghi mé, nhu cac
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trinh tyr duoc phién ma, khéng dugc dich md ma dong vai trdo quan trong trong qué
trinh phién mé, xit Iy ARN thong tin, trong d6 c¢6 cdc tin hiéu tach ving néi va
polyadenyl héa (vi du--lién két ribosom va tinh én dinh cia ARN thong tin); trinh tu
ghi ma b sung ¢6 chirc ning ghi ma cho céc axit amin bd sung, nhu nhitng loai
dem lai c4c chirc ning bd sung.

Vi vay, trinh tw ma héa khang thé c6 thé duoc dung hop véi trinh tu gen
danh d4u, nhu trinh tw ma hoa peptit tao thuin loi cho viéc tinh ché khang thé duoc
dung hop bao gdm phin hodc méanh khang thé.

Cac polynucleotit lai mt cach chon loc v6i polynucleotit nao dé

Sang ché dé cap dén cac axit nucleic dugce phan 18p c6 chirc nang lai dudi cac
didu kién lai chon loc thanh polynucleotit dugc boc 16 & day. Vi vay, cac
polynucleotit ctia phuong 4n niy cé thé duogc sir dung dé phan lap, phat hién,
va/hogic dinh lugng céc axit nucleic bao gdm cac polynucleotit nhu vay. Vi du,
cac polynucleotit cla sang ché c6 thé duogc sir dung dé nhén dién, phén lap, hoac
khuéch dai nhitng dong v6 tinh mot phin hogc dong vo tinh ¢6 dé dai ddy du trong
thu vién duoc két tu. Theo mot sd phuong én, polynucleotit 12 trinh twt ADN hé gen
hoc trinh tw ADN b tro dugc phan 1ap, hodc bd sung cho, ADN bd tro tir thu vién
axit nucleic ctia nguoi hodc ctia ddng vat ¢ vu.

T4t hon, néu thu vién ADN bd trg bao gdm it nhat 80% trinh tu ¢ do dai
ddly du, tdt hon, néu 1a it nhit bing 85% hodc 90% trinh tu ¢ do dai diy du, va
cang tot hon, néu 1a it nhét bing 95% trinh tw c6 do dai ddy du. Thu vién ADN bd
trg ¢ thé dugc chudn hoa dé lam tding kha ndng trinh dién cua céc trinh tu hiém.
Céc diéu kién lai c6 tinh chit ché thép hodc vira phai thi thuong, nhung khong loai
trr, dugc st dung vai céc trinh tu ¢6 tinh déng nhét trinh tu dugc giam xudng so voi
céc trinh ty bd sung. C4c didu kién c6 tinh chit chd vira phai va cao ¢6 thé duge tiy
y str dung cho céc trinh tu ¢6 tinh déng nhét cao hon. Cac diéu kién c6 tinh chat ché
thép cho phép c6 su lai chon loc céc trinh tu ¢6 70% tinh dong nhit trinh tu va cé
thé duoc st dung dé nhan dién trinh tu di truyén théng hodc khong théng.

Tuy y, céc polynucleotit ctia sang ché nay c6 thé ma hoa it nhit mot phan cua
khang thé dugc ma hoa bdi cac polynucleotit duoc mé ta & day. Céc polynucleotit

cua sang ch€ nay bao ham céc trinh ty axit nucleic ma c6 thé duoc st dung cho qua
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trinh lai chon lgc thanh polynucleotit ma héa khang thé cta sang ché. Xem, vi du,
Ausubel, trén day; Colligan, trén day.
Céu tric axit nucleic

C6 thé tao ra axit nucleic duoc phan 1ap ctia sang ché bang cach st dung (a)
céc phuong phép tai t& hop, (b) céc k§ thuat tdng hop, (c) cac k¥ thuét tinh ché, cac
dang két hop cua chung, nhu d biét 1o trong linh vuc k¥ thuét nay.

Thuan tién 13, cdc axit nucleic c6 thé bao gdm cic trinh tu ngoai
polynucleotit cuia sang ché ra. Vi du, vi tri da vo tinh bao gém mot hodc nhiéu vi tri
gi6i han endonucleaza c6 thé dugc 16ng vao axit nucleic dé hd tro viéc phan lap
polynucleotit. Déng thoi, cac trinh t c6 thé dich ma c6 thé duoc chén vao dé hd tro
viéc phén 1ap polynucleotit dwoc dich mi cta sang ché. Vi duy, trinh ty gen dénh d4u
hexahistidin dem lai phuong tién thuan tién dé tinh ché cic protein cua sang ché.
Axit nucleic clia sang ché--khong k& trinh ty ghi ma--tiy y 1 vecto, doan lam thich
img, hodc gdc lién két dé nhan dong va/hodc sy biéu hién cla polynucleotit cta
sang ché.

C6 thé bd sung céc trinh ty bd sung vao trinh tu nhan dong va/hodac trinh tu
biéu hién nhu vay dé t6i uu héa chirc ning ciia chiing trong viée nhan dong va/hoac
biéu hién, dé& hd tro viéc phan ldp polynucleotit, hodc dé cai thién viéc dua
polynucleotit vao t& bao. Céch str dung vecto nhan dong, vecto bidu hién, doan lam
thich tmg, va gbc lién két thi da biét 15 trong linh vuc nay. (xem, vi du, Ausubel,
trén day; hodc Sambrook, trén day).

Cac phuong phép tai td hop dung dé cau tric axit nucleic

Céc ché phdm axit nucleic dugc phan lap ctia sang ché nay, nhu ARN, ADN
b6 trg, ADN hé gen, hoic dang két hop bét ky cua chung, co6 thé thu duoc tu ngudn
sinh hoc bang cach sir dung con s6 bat ky ctia cac phuong phap nhan dong da biét
d6i v6i chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay. Theo mot sé phuong 4n, céc doan do
oligonucleotit ma lai mgt cach chon loc, dudi céc didu kién chit chg, thanh cac
polynucleotit ctia sang ché duoc sir dung dé nhan dién trinh ty mong mudn trong
thu vién ADN bd trg hodic ADN hé gen. Viéc phan 1dp ARN, va cAu trac ADN bb
tro va cac thu vién hé gen, thi da biét r5 ddi véi nguoi c6 trinh d6 trung binh trong
linh vuc nay. (Xem, vi du, Ausubel, trén déy; hodc Sambrook, trén day)

Sang loc axit nucleic va cac phuong phap phén lap
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Thu vién ADN bd trg hodc thu vién ADN hé gen c6 thé duoc sang loc béng
cach sir dung doan do trén co sd trinh tu ciia polynucleotit ctia sang ché, nhu nhing
loai duoc boc 16 & day. Cac doan do c6 thé dwoc sir dung dé lai véi cac trinh tu
ADN hé gen hoic ADN b trg dé phan lap gen trong ddng trong cling mot sinh vat
hodc trong céc sinh vat khac nhau. Chuyén gia trong linh vuc nay s& nhin nhén ring
do chidt ch& khéc nhau cta viéc lai ¢6 thé duoc sir dung trong thir nghiém nay; va
hodc viéc lai hodic moi trudng rira c¢6 thé 1a chit ché. Khi cac didu kién cua viéc lai
tr& nén chit ché hon, thi phai c6 d6 b sung cao hon giita doan do va dich dung cho
viéc tao doan lip kép xay ra. P chit ch& co thé duoc kim soat bing mot hodc
nhiéu yéu tb trong sd nhiét do, luc ion, do pH va sy c6 mit clia dung mdi gy bién
tinh mot phén nhu formamit. Vi dy, sy chit ché cua viée lai duoc thay ddi mot cach
thuan tién bang cach thay déi tinh phan cyc ctia dung dich chét phan Ung théng qua,
vi du, viéc diéu chinh ndng d6 cta formamit trong khoang tir 0% dén 50%. D3 bd
sung (tinh ddng nhét trinh tw) can thiét cho tinh trang lién két c6 thé phét hién duogc
s& thay ddi theo mirc chit ché ciia moi truong lai va/hodc moi trudng rira. TSi vu, do
bd sung s& 1a 100%, hodc 70 dén 100%, hodc khoang hoc trj sé bét ky trong do.
Tuy nhién, cin phai hiéu ring nhiing thay déi trinh tu nhe trong céc doan do va
doan mdi c6 thé duogc bu béng cach lam gidm mrc chét ché cua viée lai va/hodc moi
truong rua.

Phuong phép khuéch dai ARN hosic ADN thi da biét ro trong linh vuc k¥
thuét nay va cé thé duoc st dung theo sang ché ma khong can thuc hién thi nghiém
qué muec, trén co s& sy chi béo va huéng dan duge trinh bay & ddy. Cac phuong
phép da biét ctia viéc khuéch dai ADN hoic ARN bao gdm, nhung khong chi gioi
han &, phan tmg chudi polymeraza (PCR) va cac quy trinh khuéch dai ¢6 lién quan
(xem, vi dy, Patent M§ céc s 4,683,195,4,683,202, 4,800,159,4,965,188, cip cho
Mullis, et al.; Patent M§ cac s6 4,795,699 va 4,921,794 cp cho Tabor, et al; Patent
M3 s6 5,142,033 cép cho Innis; Patent M§ s& 5,122,464 cp cho Wilson, ef al:
Patent My s6 5,091,310 cép cho Innis; Patent My sb 5,066,584 cép cho Gyllensten,
et al; Patent M¥ s6 4,889,818 cip cho Gelfand, er al; Patent My s 4,994,370 cép
cho Silver, et al; Patent M¥ sb 4,766,067 cép cho Biswas; Patent M¥§ sb 4,656,134
cép cho Ringold) va khuéch dai qua trung gian ARN ma st dung ARN ddi nghia
dbi véi trinh tyu dich trong vai trd 1a khuon miu cho phép téng hop ADN dai kép
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(Patent M§ s6 5,130,238 cdp cho Malek, e al, véi tén thuong mai la NASBA),
(Xem, vi du, Ausubel, trén ddy; hodc Sambrook, trén day).

Ching han, c6 thé sir dung cong ngh¢ phan ung chudi polymeraza (PCR) dé
khuéch dai céc trinh tu cta céc polynucleotit clia séng ché va cdc gen c6 lién quan
mot cach truc tiép tlr thur vién ADN hé gen hodc thu vién ADN b tro. PCR va cac
phuong phép khuéch dai in vitro khac cling c6 thé hiru ich, vi dy, trong viéc nhan
dong céc trinh tu axit nucleic c¢é chirc ndng ghi ma cho protein s& duoc biéu hién, dé
tao céc axit nucleic dé su dung 1am doan do nhim phat hién su ¢ mat cia ARN
théng tin mong mudn trong cic mau, cho viec gidl trinh ty axit nucleic, hodc cho
cic myc dich khac. Céc vi du vé k§ thut da d& hudng dan ngudi ¢6 hidu biét trong
linh vyc nay théng qua cac phuong phép khuéch dai in vitro duge tim thdy trong
Berger, trén ddy, Sambrook, trén day, va Ausubel, trén ddy, cling nhu Mullis, e al.,
Patent M§ sb 4,683,202 (1987); va Innis, et al., PCR Protocols A Guide to Methods
and Applications, bién tdp, Academic Press Inc., San Diego, Calif, (1990). Cac kit
¢6 bén trén thi trudng ding cho su khuéch dai bing PCR hé gen thi da biét trong
linh vuc k§ thuat ndy. Xem, vi du, Uu diém-GC Genomic PCR Kit (Clontech).
Ngoai ra, vi dy, protein gen 32 ctia T4 (Boehringer Mannheim) c6 thé duoc sir dung
dé cai thién hidu suét cia cac san phdm PCR dai.

Céc phuong phép téng hop ding dé ciu truc axit nucleic

Cling c6 thé diéu ché c4c axit nucleic dugc phan 1ap ctia séng ché bang phép
tdng hop héa hoc truc tiép theo cac phuong phép da biét (xem, vi du, Ausubel, et
al., trén day). Phép téng hop héa hoc thudng tao ra oligonucleotit dai don,
oligonucleotit nay c6 thé dugc chuyén hoa thanh ADN dai kép bing viéc lai véi
trinh tw b sung, hozc bing sy polyme héa véi ADN polymeraza bing cach sir dung
dai don lam khudn méu. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay s& nhin nhan ring
trong khi phép tdng hop hoéa hoc dbi véi ADN c6 thé bi g161 han vao cac trinh tu c6
do dai tir 100 bazo trd 18n, thi ¢6 thé thu dugc cac trinh tu dai hon béng cach budc
c4c trinh ty ngén hon.

Catxet biéu hién ti td hop

Sang ché con d& cip dén catxet biéu hién tai td hop bao gdm axit nucleic cta

sang ché. Trinh ty axit nucleic cta sang ché, vi du, ADN b trg hodc trinh ty hé gen

ma hoéa khang the cta sang ché, cé thé dugce s dung dé clu truc catxet biéu hién tai
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t6 hop ma c6 thé duge dua vao it nhét mot té bao chi mong muén. Catxet bidu hién
tai tb hop thudng bao gdm polynucleotit ciia sang ché duoc lién két theo kidu c6 thé
chi huy vao céc trinh tu diéu hoa khoi mao phién ma ma s& din dit qué trinh phién
m4i ctia polynucleotit trong t& bao chii dy dinh. Ca cac gen khoi dau di trong ddng
va phi di tuong ddng (ttrc 13, ndi sinh) c6 thé duoc sir dung dé din dit qué trinh biéu
hién ctia céc axit nucleic ciia sing ché.

Theo mdt sb phuong 4n, axit nucleic duoc phéan 18p ma dong vai tro la gen
khoi ddu, gen ting cudng, hodc céc phan tir khic c6 thé duge dua vao vi tri thich
hop (d4u ngudn, cudi ngudn hoic trong vung ndi) ctia dang phi di twong dong cua
polynucleotit cia sang ché dé didu hoa thuan hoic diéu hoa nguoc su biéu hién cua
polynucleotit ctia sing ché. Vi dy, céc gen khoi ddu ndi sinh c¢6 thé duoc thay déi in
vivo hodc in vitro béng d6t bién, x6a bo va/hoic thay thé.

Vecto va té bao vat chu

Sang ché con d& cap dén cac vecto bao gdm céc phan tir axit nucleic duoc
phén lap cua sang ché, cac t& bao chii ma duge thao tac vé mit di truyén voi cac
vecto tai t6 hop, va viéc san xudt it nhit mot khang thé khang-IL-25 béi cac ky
thuét tai td hop, thi d& biét 15 trong linh vuc nay. Xem, vi du, Sambrook, ez al., trén
day; Ausubel, et al., trén day.

Céc polynucleotit né c¢6 thé duge tuy v lién két vao vecto chira gen danh dau
c6 thé chon lya dugc dé phat tan trong vat chi. Nhin chung, vecto plasmit duge dua
vao mot cht két tha, nhu chét két tia canxi phosphat, hodc vao phtrc chét c6 lipit
mang dién. Néu vecto 1a virut, thi né c6 thé dwoc déng goi in vitro bing cach su
dung dong té bao déng géi thich hop va sau d6, dugce tai nap vao cac té bao vat chu.

Vit chén ADN cin phai dugc lién két theo kiéu c¢6 thé chi huy vao gen khai
déu thich hop. Céc cAu truc biéu hién s& chua cac vi tri dung cho viéc khai dau
phién m4, két thic phién ma va, trong ving dwoc phién ma, vi tri 1ién két ribosom
ding cho viéc dich ma. Tét hon, néu phin ghi mi cia san phim phién ma diy du
duoc biéu hién bai cac cdu trac bao gém su dich ma khéi ddu & phan diu va codon
két thtc (vi du, UAA, UGA hoic UAG) duoc dinh vi mét cach thich hop & dau mut
ctia ARN thdng tin s& dugc dich mé, vdi UAA va UAG dugc uu tién cho qué trinh

biéu hién té bao dong vat cd vu hodc bieu hién té bao c6 nhén thuc.
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Tét hon, nhung tity y, néu vecto bidu hién bao gdm it nhit mét gen danh d4u
c6 thé chon lya duge. Gen danh déu nhu vay bao gdm, vi dy, nhung khong chi gisi
han &, metotrexat (MTX), dihydrofolat reductaza (DHFR, Patent My cic sb
4,399,216; 4,634,665; 4,656,134; 4,956,288; 5,149,636; 5,179,017, ampixilin,
neomyxin (G418), axit mycophenolic, hodc glutamin syntetaza (GS, Patent M§ céc
sb 5,122,464; 5,770,359; 5,827,739) gen khéng ding cho nudi ciy té bio c6 nhan
thuce, va cac gen khang tetraxyclin hofc ampixilin dung ¢ nuéi cdy trong E. coli
va cac vi khuan khic hodc sinh vat nhan so (cac Patent trén day duoc dua toan bo
vio day bing cach vién din). Diéu kién va moi trudng nudi ciy thich hop t& bao
CHO chi dugc md ta trén day thi da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Céc vecto
thich hop thi nguoi ¢ hiéu biét trong linh vuc nay sé d& dang nhan biét. C6 thé thuc
hién viéc dua cAu tric vecto vao té bao chu bing chuyén nhidm canxi phosphat,
chuyén nhidm qua trung gian DEAE-dextran, chuyén nhidm qua trung gian lipit
cation, m& 16 bang xung dién, tai nap, gdy nhidm hodc céc phuong phap da biét
khac. Céac phuong phép nhu vdy dugc mé ta trong linh vuc k§ thuit nay, nhu
Sambrook, trén ddy, cdc chuong 14 va 16, 18; Ausubel, trén day, cac chuong 1, 9,
13, 15, 16.

ft nhit mot khang thé cua sang ché c6 thé duoc bidu hién & dang dugc cai
bién, nhu protein dung hop, va c6 thé bao gdm khéng chi tin hi¢u tiét, ma con ving
chirc ning di tvong déng bd sung. Vi duy, viing clia cac axit amin bd sung, cu thé la
c4c axit amin mang dién, c6 thé dugc bd sung vao ddu cudi N cua khang thé dé cai
thién tinh 8n dinh va su tdn tai trong té bao chu nay, trong sudt tinh ché, hoic trong
subt qua trinh van chuyén va luu trit ké tiép. Pdng thoi, céc gde peptit co thé duoc
bd sung vao khang thé ciia sang ché dé tao thudn lgi cho viéc tinh ché. Cac vung
nay cé thé duogc loai bo trude bude didu ché khang thé cubi cung hodc it nhat mot
doan ctia né. Cac phuong phép nhu viy dugc md ta trong nhiéu s tay phong thi
nghiém tiéu chuin, nhu Sambrook, trén déy, c4c chuong 17.29 17.42 va 18.1 18.74;
Ausubel, trén day, cac chuong 16, 17 va 18.

Ngudi c6 trinh d§ trung binh trong linh vuc nay thi théng thao nhiéu hé
théng biéu hién khic nhau sin c6 cho viéc biéu hién axit nucleic ma hoa protein cla

sang che.
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Theo cach khéc, cac axit nucleic cha sang ché co thé duoc biéu hién trong té
bao chi bang cach khoi dong (bang thao tac) trong t& bao chil chira ADN noi sinh
mi héa khang thé cla sang ché. Cac phuong phap nhu vay thi d4 biét rd trong linh
vuc k¥ thudt nay, vi dy, nhu dugc mé ta trong Patent My céc sb 5,580,734,
5,641,670, 5,733,746, va 5,733,761.

Minh hoa cho sy nudi céy té bao hitu ich cho viéc san xudt céc khang thé,
cac phén dic higu hodc céc bién thé cua ching, 14 cac té bao dong vat c6 vu. Cac hé
thdng t& bao dong vat c6 vl thuong & dang 1ép don cta cac té bao mic diu cac
huyén phti t& bao dong vat c6 vii hodic céc thiét bi phan {mg sinh hoc ciing c6 thé
dugc str dung. Mot s6 dong té bao chi thich hop c6 kha ning biéu hién protein duogc
glycosyl héa nguyén ven di dugc phat trién trong Iinh vuc k¥ thuat nay, va bao gdm
cac dong t& bao COS-1 (vi du, ATCC CRL 1650), COS-7 (vi du, ATCC CRL-
1651), HEK293, BHK21 (vi dy, ATCC CRL-10), CHO (vi dy, ATCC CRL 1610)
va BSC-1 (vi dy, ATCC CRL-26), t& bao Cos-7, t& bao CHO, t& bao hep G2,
P3X63Ag8.653, t& bao SP2/0-Agl4,293, té bao HeLa va céc loai twong tu, nhimg
loai nay thi dé dang c6 duoc tir, vi du, American Type Culture Collection,
Manassas, Va. (world wide web.atcc.org). Cac té bao vat chu duoc wu tién bao gdém
céc té bao c6 ngudn gbe bach huyét nhu té bao u tiy va t& bao u bach huyét. Cac té
bao chu dugc dic biét wu tién 1a t& bao P3X63Ag8.653 (ATCC Accession Number
CRL-1580) va té bao SP2/0-Agl4 (ATCC Accession Number CRL-1851). Theo
mot phuong an duge dic biét vu tién, t& bao tai td hop 1a t& bao P3X63Ab8.653
hodc t& bao SP2/0-Agl4.

Céc vecto biéu hién ding cho cac t& bao nay c6 thé bao gdm mdt hodc nhiéu
trinh tu kiém so4t su biéu hién dudi day, nhu, nhung khong chi giéi han ¢, diém
khoi ddu sao chép; gen khoi dau (vi du, gen khoi dau SV40 mudn hodc sém, gen
khoi ddu CMV (Patent My cac s6 5,168,062; 5,385,839), gen khoi ddu HSV tk, gen
khoi ddu pgk (phosphoglyxerat kinaza), gen khdi diu EF-1 alpha (Patent My s6
5,266,491), it nhét mot gen khoi dau globulin mién dich cta nguoi; gen tang cuong,
va/hodc vi tri xi ly théng tin, nhu cdc vi tri lién két ribosom, vi tri tich ARN ving
ndi, vi tri polyadenyl héa (vi du, vi tri b sung poly A khéng nguyén T virut 40 cua
khi), va trinh tu két thac quad trinh phién ma. Xem, vi du, Ausubel ez al., trén day;
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Sambrook, ef al., trén day. Cac té bao khéc hitu ich cho viéc san xult cdc axit
nucleic hogc protein ciia sang ché thi da biét va/hodc sin cd, vi dy, tor American
Type Culture Collection Catalogue of Cell Lines and Hybridomas (www.atcc.org)
hoac cac nguén da biét hodc ngudn thuong mai khéc.

Khi té bao chu nhan thuc duge st dung, céc trinh tur két thuc phién ma hodc
polyadenyl héa thudong duoc sat nhip vao vecto. Mot vi du vé trinh ty gen két thiic
la trinh tu polyadenyl héa tir gen hormon sinh truéng bo. Ciing c6 thé bao gdm ca
céc trinh ty ding cho viée tach ving ndi chinh x4c céc san phdm phién ma. Mot vi
du vé trinh tu tach vung ndi la ving ndi VP1 tir SV40 (Sprague, et al., J. Virol.
45:773
781 (1983)). Ngoai ra, céc trinh tu gen kiém soat qu4 trinh sao chép trong té bao chu
c6 thé dugc sat nhdp vao vecto, nhu da biét trong linh vuc k¥ thudt nay.

Céc ché phim

Sang ché con d& cap dén it nhat mot ché phim thanh phén lién két dich bao
gdm it nhét mot, it nhét hai, it nhit ba, it nhat bdn, it nhat nim, it nhat tir sau thanh
phan lién két dich tr& 1én, nhu duge mo ta & diy va/hodc nhu da biét trong linh vuc
k§ thudt ndy ma dugc tao ra trong dang, hdn hop hoic ché phim khong cé trong tu
nhién. Ty 18 phan trim ché phdm nhu vay la theo trong lugng, thé tich, ndng do,
ndng d6 phén tir gam thé tich, hodc ndng d6 phan tir gam trong lugng & dang dung
dich léng hodc dung dich khé, hdn hop, huyén phu, nhii tuong hodc dung dich keo,
nhu d4 biét trong linh vure k¥ thuét nay hoc nhu dugc md ta & day.

Céc ché pham theo sang ché con c6 thé chua it nhat mot trong sb lugng hitu
hiéu va thich hop ctia ché phdm hoiic duoc phdm chura it nhét mot thanh phan lién
két dich khang IL-25 cho t& bao, mé, co quan, dong vat hodc bénh nhan can dén su
diéu bién, diéu tri hodc lidu phép nhu vay, tuy y con bao gém it nhat mot chat duoc
chon tlr it nhét mot chét déi khang TNF (vi du, nhung khong chi gi6i han &, doan
hodc khéng thé TNF, doan hodc thu thé TNF hoa tan dugc, protein dung hop cla
ching, hodc chit di khang TNF phan tir nho), chit chéng thip khép (vi du,
metotrexat, auranofin, aurothioglucoza, azathioprin, etanercept, vang natri
thiomalat, hydroxycloroquin sulfat, leflunomide, sulfasalzin), chit lam gidn co, chét
gy ngu, thudc chéng viém khéng steroit (NSAID), chit giam dau, chét gay t€,

thudc an than, chit gay té cuc bo, chit chen théin kinh-co, chit chéng vi sinh vat (vi
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du, aminoglycosit, chit chéng ném, chét chéng ky sinh trung, chit chéng virut,
carbapenem, cephalosporin, floquinolon, macrolit, penixilin, sulfonamit, tetraxyclin,
mat chit chdng vi sinh vat khac), chat tri bénh vay nén, corticosteroit, steroit déng
hoa, chit lién quan dén bénh dai thao duong, chét khoang, chit dinh dudng, tac
nhan tuyén giap, vitamin, hormon lién quan dén canxi, chét chéng tiéu chay, chit
chéng ho, chét chéng ndn, chit chéng loét, chét nhuan trang, chit chéng dong,
erythropieitin (vi du, epoetin alpha), filgrastim (vi du, G-CSF, Neupogen),
sargramostim (GM-CSF, Leukine), chat tao mién dich, globulin mién dich, chit tc
ché mién dich (vi du, basiliximab, xyclosporin, daclizumab), hormon sinh truéng,
thuéc thay thé hormon, chét diéu bién thu thé estrogen, thuéc gidn ddng tir, tac nhan
lam liét co thé mi, chit alkyl hoa, chét chéng chuyén hoa, chit wc ché gian phan,
duoc phdm xa tri, chét chéng trdm cam, chét chéng hung cam, thudc chéng loan
tAm than, chit chéng chimg bdn chdn lo ling, thubc ngt, tic nhan than kinh giao
cam, chét kich thich, donepezil, tacrin, thudc chira hen, chit chu van beta, thudc
x6ng steroit, chit wrc ché leukotrien, metylxantin, cromolyn, epinephrin hodc céc
chat déng ding, dornase alpha (Pulmozyme), xytokin hozc chat dbi khang xytokin.
Céc vi du khdng han ché vé xytokin nhu vay bao gdm, nhung khong chi gidi han 6,
loai bét ky trong sb IL-1 dén IL-23. Cac dang liéu dung thich hop thi da biét 1o
trong linh vyc k¥ thudt nay. Xem, vi dy, Wells et al., bién tdp, Pharmacotherapy
Handbook, 4n ban tht hai, Appleton va Lange, Stamford, Conn. (2000); PDR
Pharmacopoeia, Tarascon Pocket Pharmacopoeia 2000, Deluxe Edition, Tarascon
Publishing, Loma Linda, Calif. (2000).

Thudc chéng ung thu hoic thudc chdng truyén nhidm nhu vay c6 thé con bao
gdm cac phan tir doc t& gén lién voi, duoc lién két, ddng bao ché hoc dong cung
cép v6i {t nhat mot khang thé cua sang ché. Poc td co thé tuy y hoat dong dé tieu
diét mot cach chon loc md hoic té bao gy bénh. Té bao gay bénh co thé 1a té bao
ung thu hodc té bao khac. Cac doc td nhu vdy co thé 1a, nhung khong chi gidi han ¢,
doc tb tai tb hop hodc doc t6 dugc tinh ché hodc doan doc td bao gdm it nhit mot
mién gdy doc té bao chirc ning ctia doc t6, vi du, duoc chon tir it nhit mot loai trong
s6 rixin, ddc t6 bénh bach hiu, ddc td noc doc, hodc doc t6 vi khuln. Thuat ngit doc
t6 con bao gém ca ndi doc t6 va ngoai doc t§ duoc san xuét bai virut hodc vi khuan

tai to hop, dot bién hodc c6 trong tu nhién bit ky ma c6 thé gdy ra tinh trang bénh ly
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bat ky noi con ngudi va céc dong vat c6 vu khéc, trong d6 c6 sbc doc td, hién tugng
nay c6 thé gay tir vong. Céc doc td nhu vay c6 thé bao gbm, nhung khong chi gisi
han &, doc t6 rudt non khong bén nhiét E. coli tao doc t6 cho niém mac rudt (LT),
doc t6 dudng rudt c6 tinh dn dinh nhiét (ST), doc t6 gay doc té bao Shigella, doc t6
rugt non Aeromonas, doc t6 gdy héi chimg sdc doc t6-1 (TSST-1), doc t8 dudng
rudt tu cdu khudn A (SEA), B (SEB), hoic C (SEC), cac doc td duong rudt lién cau
khuén va cac cht tuong tu. Cac vi khuin nhu vay bao gbm, nhung khong chi gisi
han &, céc chung ctia loai E. coli tao doc t§ cho niém mac rudt (ETEC), E. coli gay
chay mau rudt non (vi dy, cac chiing ctia typ huyét thanh 0157:H7), cac loai tu ciu
khuén (vi du, Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes), cac loai Shigella
(vi du, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii, va Shigella sonnei),
cac loai Salmonella (vi du, Salmonella typhi, Salmonella cholera-suis, Salmonella
enteritidis), céc loai Clostridium (vi du, Clostridium perfringens, Clostridium
dificile, Clostridium botulinum), cac loai Camphlobacter (vi du, Camphlobacter
Jejuni, Camphlobacter fetus), cac loai Heliobacter, (vi du, Heliobacter pylon), céc
loai Aeromonas (vi du, Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
caviae), Pleisomonas shigelloides, Yersina enterocolitica, cac loai Vibrios (vi du,
Vibrios cholerae, Vibrios parahemolyticus), cac loai Klebsiella, Pseudomonas
aeruginosa, va Streptococci. Xem, vi dy, Stein, bién tdp, INTERNAL MEDICINE,
4n ban thi ba, trang 113, Little, Brown and Co., Boston, (1990); Evans er al., bién
tap, Bacterial Infections of Humans: Epidemiology and Control, 4n ban ln thi hai,
trang 239 254, Plenum Medical Book Co., New York (1991); Mandell er al,
Principles and Practice of Infectous Diseases, 4n ban thit ba, Churchill Livingstone,
N.Y. (1990); Berkow et al, bién tap, The Merck Manual, 4n ban tht 16, Merck and
Co., Rahway, N.J., 1992; Wood et al, FEMS Microbiology Immunology, 76: 121
134 (1991); Marrack et al, Science, 248:705 711 (1990).

Céc ché phdm theo sang ché con c6 thé chira it nhat mét chit phu tro thich
hop bat ky, nhu, nhung khong chi gisi han &, cht pha loang, chit két dinh, chat lam
dn dinh, céc chit dém, cac mudi, dung moi wa mg, chét bao quan, chét phu trg hoac
céc chat tuong tu. Céac chét phu trg duoc dung thi duoc vu tién. Cac vi du khong
han ché v&, va cac phuong phap didu ché cic dung dich tiét trung nhu vay thi da

biét ro trong linh vuc k¥ thuat nay, nhu, nhung khong chi gidi han &, Gennaro, bién
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tdp, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 4n ban th 18, Mack Publishing Co.
(Easton, Pa.) 1990. C6 thé chon lya theo 1& thudng cac chit mang duoc dung ma
thich hop cho phuong thire dung thude, tinh tan va/hoic tinh én dinh ctia thanh phin
lién két dich khang IL-25, doan hodc ché phim bién thd nhu da biét 16 trong linh
vue k¥ thudt nay hodc nhu dugc mo ta & day.

Cac ta duge duge dung va cac chét phu gia hitu ich trong ché phim nay bao
gdm, nhung khong chi giéi han & protein, peptit, axit amin, lipit, va carbohydrat (vi
du, duong, trong d6 cb monosacarit, disacarit, trisacarit, tetrasacarit va oligosacarit;
duong duge din xudt nhu alditol, axit aldonic, dudong duoc este hda va cac chat
tuong tu; va céc polysacarit hodc céc polyme duong), nhitng chit nay c6 thé ¢ mit
riéng 1é hodc & dang két hop, bao gdm mét minh hoic & dang két hop 1 99,99%
theo trong luong hodc thé tich. Céc ta duoc protein tiéu biéu bao gdm anbumin
huyét thanh nhu anbumin huyét thanh nguodi (HSA), anbumin ngudi tai tb hop
(rtHA), gelatin, casein va cac chit twong ty. Cac hop phan khang thé/axit amin tiéu
biéu, hop phin nay cling c6 thé hoat dong trong kha ning dém, bao gdm alanin,
glyxin, arginin, betain, histidin, axit glutamic, axit aspartic, xystein, lysin, leuxin,
isoleuxin, valin, metionin, phenylalanin, aspartam va céc chét tuong tu. Mot axit
amin dugc uu tién la glyxin.

Céc ta dugc carbohydrat thich hop dé sir dung trong sang ché bao gdm, vi du,
cac monosacarit nhu fructoza, maltoza, galactoza, glucoza, D-mannoza, sorboza, va
cac chét tuong tu; disacarit, nhu lactoza, sucroza, trehaloza, cellobioza, va céc chét
tuong tu; cac polysacarit, nhu rafinoza, melezitoza, maltodextrin, dextran, tinh bét,
va céc chét tuong tu; va alditol, nhu manitol, xylitol, maltitol, lactitol, xylitol
sorbitol (gluxitol), myoinositol va cic chit twong tw. Céc ta duoc carbohydrat duoc
uu tién dé sir dung trong sang ché 1a manitol, trehaloza, va rafinoza.

Céc ché phim nay c6 thé con chira chit dém hodic chit didu chinh do pH;
Thong thuong, chéit dém 12 mudi duoc didu ché tir mot bazo hoac axit hitu co. Cac
chit dém tiéu biéu bao gdm c4c mubi cua axit hitu co nhu cac mudi ctia axit xitric,
axit ascorbic, axit gluconic, axit carbonic, axit tartric, axit suxinic, axit axetic, hodc
axit phtalic; chit dém Tris, tromethamin hydroclorua, hodc cac chit dém phosphat .
Cac chit dém duoc wu tién dé sir dung trong cac ché phdm nay 1a cac mubi cta axit

hitu co nhu xitrat.
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Ngoai ra, cac ché phdm theo sang ché c6 thé bao gdm céc chét phu gia/ta
dugc polyme nhu polyvinylpyrolidon, ficoll (duong polyme), dextrat (vi du,
xyclodextrin, nhu 2-hydroxypropyl-.beta.-xyclodextrin),
polyetylen glycol, chit tao huong vi, chit chéng vi sinh vat, chit lam ngot, cht
chéng oxy hoa, chét chéng tinh dién, chét hoat dong bé mit (vi du, cac polysorbat
nhu “TWEEN 20” va “TWEEN 80”), lipit (vi dy, phospholipit, axit béo), cac steroit
(vi du, cholesterol), va céc chét tao chelat (vi du, EDTA).

Nhitng chét ndy va céc ta dugc duge dung va/hoic cac chit phu gia bd sung
da biét thich hop cho viéc st dung trong ché phdm theo sang ché thi da biét trong
linh vuc k¥ thudt nay, vi du, nhu dugc li€t ké trong “Remington: The Science &
Practice of Pharmacy”, 4n ban thtr 19, Williams & Williams, (1995), va trong
“Physian’s Desk Reference”, 4n ban tht 52, Medical Economics, Montvale, N.J.
(1998),. Céac chét t4 dugc hodc chit mang dugc uu tién la carbohydrat (vi du, céc
sacarit va alditol) va céc chit dém (vi du, xitrat) hodc cac chit polyme.

Céc ung dung diéu tri

Sang ché, theo mot khia canh, dé cap dén phuong phép phong ngira hodc lam
giam hién tuong ting tinh d4p ung khi dao & mét dbi tuong (vi du, con ngudi) can
dén viéc diéu tri bao gdm viéc cung cAp cho dbi twong d6 thanh phén lién két dich,
cu thé 1a phan tir khéng thé, c6 tic dung lién két IL-25. Theo khia canh khac, sang
ché dé xuét phuwong phap phong ngira, 1am giam hodc didu tri bénh hen & mot dbi
tuong can dén viéc diéu tri bao gém vi€éc cung cép cho dbi tuong dé thanh phan lién
két dich, cu thé 1a phan tir khang thé, c6 tac dung lién két IL-25. Bénh hen bao gdm
bénh hen di ung.

Céc phuong phap trén ddy c6 thé duoc thuc hién voi cac thanh phén lién két
dich (trong d6 c¢é cac ché phdm clia ching) theo sang ché, ché phim nay 13 hiru ich
trong viéc lién két vao va tdt hon, néu 1a tac dung dbi khang cia IL 25, ¢ hiéu qua
chita trj trong céc réi loan va bénh khac nhau ma trong d6 IL-25 ¢6 dong mét vai tro
nao d6. Ngoai bénh hen ra, cdc bénh nhu vdy bao gém cac tinh trang bénh ly khac
gén lién voi viém, nhu bénh viém dudng rudt (IBD), vi du, bénh Crohn va viém loét
rudt két. Ciing c6 thé thuc hién cdc phwong phép nay véi cac thanh phan lién két
dich khac (trong d6 c6 céc ché phdm ctia chiing) ché phim nay lién két IL-25 ma co

thé thu duge nhu duoc mo ta dudi day trong céc vi du di kem.
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Céc thanh phan lién két dich (trong d6 c6 cac ché phdm ciia chung) theo séng
ché ¢4 thé duoc sit dung trong phuong phap didu tri (trong dé cé didu tri du phong)
hodc chén do4n noi dbi tuong 1a nguoi hodc dong vat. Phuong phép diéu tri hodc
chén doan nhu vay (phuong phap nay c6 thé bao gdm didu tri du phong) ¢6 thé bao
gdm viéc cung cdp cho ddi tugng da néu luong hitu hiéu cta thanh phin lién két
dich ctia sang ché. Céc bénh va réi loan tiéu bidu thi dugc ban thém dudi day.

Ciing duoc dé cap dén 1a cach sir dung thanh phan lién két dich (trong d6 c6
cac ché phim cta ching) cia sdng ché trong viéc san xuat duoc phdm dé cung cép
cho, db6i tuong la ngudi hodc déng vat.

Cac déu hi¢u 1am sang ma trong d6 thanh phan lién két dich khang IL-25 c6
thé duoc st dung dé& dem lai loi ich chita tri bao gém tinh trang bt ky ma trong do
IL-25 c6 hiu qua bénh ly. Vi vy, nhin chung, thinh phan lién két dich cta séng ché
c6 thé dugc sir dung trong diéu tri tinh trang bénh ly bit ky gén lién véi dép tmg
Th2 hodc dép ung typ-2 khong mong mudn. Vi dy, thanh phan lién két dich cua
sang ché c6 thé duoc sir dung cho viéc diéu tri di g va bénh hen, cu thé 1a bénh
hen.

C6 thé thuc hién viéc didu trj khang IL-25 bing phuong phép ti€m (vi du,
vao tinh mach) hodc bing cic phwong phap phan phdi cuc bo. Khang IL-25 ¢6 thé
duoc phan phdi bing cic cong nghé qua trung gian gen. Cac chién luoc bao ché
thay thé khéc c6 thé dem lai ché phdm thich hop cho duong miéng hogc dudng hau
mdn. Dudng dung thube ¢6 thé duge x4c dinh theo cac dac didm ly héa ctia su diéu
tri, theo nhitng can nhic dic biét ddi voi bénh, dé t8i wu hoa tinh hiéu qua hodc dé
giam thiéu phan tmg phu.

Theo sang ché, ché phim duogc tao ra c6 thé dugc cung cép cho cac ca thé.
Tét hon, néu phuong thire ding thudc 14 theo “lugng hitu hidu diéu tri”, lugng nay
1a du dé thé hién lgi ich cho bénh nhan. Loi ich nay c6 thé 1a it nhat la lam giam it
nhit mot triéu chimg. Luong thuc té duoc cung cép, va tbc d0 va tién trinh-thoi gian
clia viéc dung thubc, s& phu thudc vao ban chit va muc do trAm trong cua nhitng gi
dang dugc didu tri. Viéc ké toa phuong phép diéu tri, vi du, quyét dinh vé lidu lugng
v.v. la trong pham vi trach nhiém ctia béac s7 da khoa va bac siy khoa khac. Cac lidu

lugng thich hop ctia khéng thé thi da biét rd trong linh vuc k§ thudt nay; xem
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Ledermann J.A. et al. (1991) Int. J. Cancer 47: 659-664; Bagshawe K.D. et al.
(1991) Antibody, Immunoconjugates and Radiopharmaceuticals 4: 915-922.

Liéu lugng chinh xé4c s& phu thudc vao mot sb yéu t8, trong d6 c¢6 khang thé
1a @& chin doan hay dé didu tri, kich c& va vi tri ctia ving s& duoc diéu tri, ban chét
chinh x4c ctia khang thé (vi dy, khéng thé nguyén, doan hodc song thd), va ban chit
cta chit danh déu c6 thé phét hién dugc hodc phan tir c6 thé phat hién duoc bét ky
khéc dugc gdn két vao khang thé. Liu lugng khang thé tiéu bidu s& ndm trong
khoang tr 0,5mg -1,0g, va khing thé nay c6 thé dugc cung cp vao tinh mach &
dang liéu 16n ding mot th hoic & dang tiém truyén trong vai gid khi thich hop dé
thu duoc lidu lugng cin thiét. Cac phuong thirc dung thudc khac bao gdm tiém
truyén vao tinh mach trong vai gio, dé dat duogc téng lidu luong tich Iy tuong tu.
Day 1a liéu luong cho mot lan diéu tri bénh nhan nguoi 16m, lidu luong nay cé thé
dugc didu chinh theo ty 18 cho tré em va tré so sinh, va ddng thoi duoc diéu chinh
cho cac dinh dang khang thé khac ty 1€ véi trong lugng phan tir. C6 thé lap lai cac
phuong thire diéu tri & khoang gian cach 1a hang ngdy, hai 1dn mot tuin, hang tudn
hoic hang thang, theo y mudn ciia thiy thudc.

Mét phuong thire ding thudc khac nita sir dung phuong phép bao so bg, hodc
sat nhap vao, thiét bi dit vao trong, ma nhd ching, luong t&i wu ctia khang thé sé
dugc xé4c dinh bang nhimg thir nghiém thich hop.

Phan tir khang thé theo m6t s6 phuong 4n duoc uu tién cla sang ché 1a doan
monome, nhu F(ab) hoic scFv. Cac manh khang thé nay c6 thé c6 vu diém cua thoi
gian ban hiy twong dbi ngan va it nguy co hoat hoa tidu cdu hon, nguy co nay cé
thé 1a do hién tuong két cum thu thé gdy ra. Hién tuong két cum gdy ra tinh trang
hoat héa tiéu ciu c6 thé 1a hodc ctia phén tir IL-25 hodic cta IL-25 vdi céc phén tir
FcyRIILL

Néu khéng thé nguyén, dugc st dung, thi t5t hon, néu no & dang ma khong
thé hoat héa va/hodic pha hiy tiéu cu. Isotyp IgG4 hodc theo cach khéc, isotyp “nha
thiét ké” duoc din xuét tir khung chinh IgG1 (cdu triic gen Fc méi W099/58572,
Clark, Armour, Williamson) 1 nhitng lua chon dugc wu tién. Cac manh khang thé
nho hon c6 thé dugc sir dung, nhu F(ab’)2. Ngoai ra, co thé st dung céc khang thé
nguyén hodc cac doan (vi du, F(ab’)2 hodc cac song thé) ¢ tinh dic hiéu epitop kép

(vi du, ddi véi epitop dugc nhan biét bdi scFv 2C3). Mic diu mot phuong an nhu
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vy c6 thé thuc déy qué trinh két cum thu thé, tdc do két hop cao vao céc thu thé
riéng biét c6 thé loai trir vén dé nay.

Céc thanh phan lién két dich cua sang ché thuong dugc cung cip & dang
duoc phdm, dugc phidm nay c6 thé bao gdm it nhit mét hop phan ngoai thanh phén
lién két dich ra.

Thanh phén lién két dich cua sang ché c6 thé duoc cung cép mot minh hodc
két hop véi céc phuong thirc diéu tri khac, hoic ddng thdi hodc mét cach lign tidp
phu thudc vao tinh trang bénh 1y can dugc diéu tri. Cac phuong thirc diéu tri khac co
thé bao gdm viéc cung cép cac lidu luong thich hop cua céc thubc giam dau nhu
thuéc chéng viém khéng steroit (vi du, aspirin, paracetamol, ibuprofen hodc
ketoprofen) hodc cac ché phdm c6 thuéc phién nhu morphin; viéc cung cip thude
chéng noén; hodc viéc cung cép it nhat mot hop chét khac co hoat tinh chéng lai
bénh hen, thudng 1 chét lam gidn phé quan c6 tac dung tao ra hién tugng gidn khi
dao hodc nang cao mirc lam sach dich nhéy, vi dy, mot chat chi van beta (vi du,
salbutamol, salmeterol), dinatri cromoglycat, c4c steroit hoic chit c ché cua
PDEIV.

Céc phuong phép thlr nghiém

Séang ché dé xuit phuong phap bao gém viéc gdy ra hodc cho phép ¢ su lién
két ctia thanh phan lién két dich nhu dwoc dé cap & day vao IL-25. Nhu da dugc luu
¥, su lién két nay c6 thé didn ra in vivo, vi duy, sau khi cung cép thanh phén lién két
dich, hodc axit nucleic mi hoa thanh phén lién két dich, hodc né c6 thé dién ra in
vitro, vi du, trong thir nghiém ELISA, thtr nghiém Biacore, thir nghiém Octet, thdm
tach phuong Téy, héa té bao mién dich, két tia mién dich hodc sc ky 4i luc.

Luong lién két cta thanh phén lién két dich vao IL-25 ¢6 thé duoc xéc dinh.
Viéc dinh lugng c6 thé lién quan dén luong cla khang nguyén trong mau thir
nghiém, mau ndy cé thé c¢6 loi ich chin doan.

Tinh phan Ung cta cic khang thé trén mdu c6 thé duge xac dinh béang
phuong tién thich hop bit ky. Thir nghiém mién dich bing phéng xa (RIA) la mét
kha ning. Khang nguyén dugc danh ddu phéng xa dugc tron véi khang nguyén
khéng dugc ddnh ddu (mAu thtr nghiém) va dugc phép lién két vao khéng thé.
Khang nguyén duge lién két dwoc tach vé phuong dién vét ly tir khang nguyén

khong duoc lién két va luong cua khang nguyén c6 hoat tinh phéng xa duoc lién két
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vao khang thé dugc x4c dinh. Cang c6 nhidu khang nguyén trong mau thir nghiém,
thi cang c6 it khdng nguyén c6 hoat tinh phéng xa lién két vao khéng thé. Thu
nghiém lién két canh tranh cfing c6 thé dugc s dung v6i khéang nguyén khong cé
hoat tinh phéng xa, bang cach st dung khéang nguyén hoic chit ddng ding duoc lién
két vao phan tir thong tin. Phan tir théng tin c6 thé 1a chit gy huynh quang, chit
phét quang hodc thudc nhudm laze c6 dic diém phat xa hodc hép thu duoc phéan lap
vé phuong dién phd. Chit gay huynh quang thich hop bao gdm fluoresxein,
rodamin, phycoerythrin va Texas Red. Céac thuéc nhudém tao mau thich hop bao
gdm diaminobenzidin.

Céc chét thong tin khéc bao gém hat keo dai phan tir hodc chét liéu dang hat
nhu hat nhua mu dugc tao mau, 6 tir tinh hozc thuan tir, va cac chét c6 hoat tinh vé
mit sinh hoc hodc héa hoc ma cé thé mét cach truc tiép hodc gian tiép lam cho cac
tin hiéu c6 thé phét hién dugc c6 thé quan sat thdy dwoc bing mét, duoc phat hién
bang phuong tién dién tir hodic dugc ghi lai. Cac phén tir nay c6 thé 1a nhimng enzym
¢6 tac dung xtc tac cac phan tmg ma phét trién hodc thay d6i mau sic hoac gdy ra
nhitng thay dbi vé cac thudc tinh dién tir. Chung c6 thé 1a d& bi kich thich vé
phuong dién phan tir, sao cho su chuyén tiép dién tir giita cac trang thai nang luong
dem lai tinh trang phat xa hodc hép thu phé dic trung. Chang c6 thé bao gdm cac
thuc thé héa hoc dugc st dung cing véi cam bién sinh hoc. Biotin/avidin hogc
biotin/streptavidin va céc hé théng phat hién phosphataza kiém c6 thé dwoc dung
dén.

Céc tin hiéu dugc céc thé tiép hop khang thé-chét thong tin riéng biét tao ra
¢ thé duoc st dung dé rut ra dit lidu tuyét dbi hoac tuong ddi co thé dinh luong
duoc cua sy lién két khang thé lién quan trong cac mau (binh thuong va thir
nghiém).

Séng ché con d& cép dén cach sir dung thanh phén lién két dich nhu trén day
ding d do cac muc khang nguyén trong thr nghiém canh tranh, néi cach khac,
phuong phap do mirc khdng nguyén trong mau bang cach str dung thanh phan lién
két dich nhu duge dé cap bdi sang ché trong thr nghiém canh tranh. Day cé thé la
truong hop ma sy tach vat ly khang nguyén duogc lién két tir khang nguyén khong
duoc lién két khong cin thiét. Lién két phan tir thong tin vao thanh phan lién két

dich sao cho sy thay ddi v& quang hoc hoic thay dbi vé vat 1y xay ra khi lién két 1a
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mdt kha ndng. Phén tt thong tin c6 thé truc tiép hodc gidn tiép tao ra tin hidu c6 thé
phat hién duoc, va ot hon, néu 1a tin hiéu c6 thé do duoc. Lién két cac phén tu
thong tin c6 thé 1a truc tiép hodic gian tiép, cong hoa tri, vi du, thong qua lién két
peptit hodc khong phai cdng héa tri. Lién két thong qua lién két peptit c6 thé 1a két
qua cua su biéu hién tai t5 hop cua sy dung hop gen ma hda khang thé va phan ti
thong tin.

Phin mb ta con boc 16 Sang ché con dé cap dén phuong phap do cac muc
khéng nguyén mét cach truc tiép, bing cach sur dung thanh phén lién két dich theo
sang ché, vi dy, trong hé théng cam bién sinh hoc.

Chuyén gia trong linh vuc nay c6 thé chon phuong thirc hodc dang lién két
thich hop theo kién thirc chung va sy wu tién cua minh.

Vi dy thye hién siang ché

M0 ta céc phuong an vi du clia séng ché nhu sau.
Vidu 1 : Tao ra M6, khang thé IL-25 dugc lam giéng nhu cua nguoi ¢é ai luc cao

huDDG9Y1, phién ban dugc 1am gibng nhu ctia ngudi (duoc ghép CDR) cua
khang thé khang IL25 don dong 2C3 cia chudt, duoc chon lam phan tir me dé tao ra
céc bién thé c6 i luc lien két duoc cai thién déi voi IL-25. Trinh ty chudi nhe kapa
ctia huDDG91, khong bao gdm trinh tu dén diu ctia né, dugce thé hién trong Fig. 1
(SEQ ID NO:2), trong d6 trinh ty axit amin cta vong ldp CDR, nhu duoc xé4c dinh
boi Kabat, duge gach dudi. Trinh ty clia chudi ning huDDG91 (SEQ ID NO:4)
duoc thé hién trong Fig.2, trong d6 trinh ty axit amin clia cdc CDR, nhu duoc xéac
dinh bai Kabat, dugc gach dudi. HUDDG91 con duge goi 1a RH2.5 R71V. Viée tao
ra va xac dinh dic diém cia khang thé khang IL.25 don dong 2C3 cua chudt thi duoc
mo ta trong Pon Quéc té s6: PCT/GB2008/001365, dugc cong bd ngay 30 thang 10,
2008 1a W02008/129263.

Dé tao ra cac bién thé ciia huDDGY1, céc thu vién thé hién thé thuc khudn
trén co s& trinh ty huDDG91 duoc cdu triic bing cach st dung phuong phap tiéu
chuén. Céc thu vién Fab duoc sang loc véi IL-25 duoc biotin héa. Fab thé hién su
lign két c6 thé so sanh dugc véi hogc tét hon huDDGI1 (IgG4) biang ELISA duoc
lura chon.

Céc Fab duogc chuyén hoa thanh cac mAb (cac khang thé don dong) nhu sau.

Thu vién t6 hop clia 5 chudi nhe khac nhau va 5 chudi ning khéc nhau (trong d6 c6
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chudi ning va chudi nhe huDDG91) duoc thiét ké. Chudi ning va chudi nhe duoc
st dung trong thu viéc khéc biét v4i nhau trong trinh tu axit amin CDR1 va CDR3
chudi nhe va trinh tw CDR3 chudi ning. Str dung nhitng chudi ning va chudi nhe
ndy, tng cong 25 mAb (IgG1) duoc chu tric, duge bidu hién trong té bao HEK293
& quy md nhd va duoc tinh ché. Mai phén tir trong s6 cdc mAb duoc kiém tra v& 4
luc lién két IL-25, su e ché té bao, va su trc ché thu thé nhu sau:

-« &i lyc lién két IL-25 duge xac dinh bing cach st dung ELISA IL-25 tidu chun va
céc thir nghiém lién két Biacore. Céc tmg vién c6 KD 1a nhd hon 50pM dbi vei IL-
25 ngudi va KD 14 16n hon 100nm di véi IL-17A, C, D va F cia nguoi duoc lua
chon;

» Su tre ché € bao duge danh gi4 bing cach sir dung thir nghiém trén co sé té bao
canxinom than ngudi TK-10 tidu chuén (tinh dap ung voi IL-25; IL-25 va chi bao
IL-8; c6 kha ning nhén biét sy khac biét gifta IL-25R hoa tan duoc va mAb me) va
thir nghiém trén co s& té bao T CD4+. Béi véi thir nghiém TK-10, cdc mAb thé hién
IC50 ma thap hon khéng thé huDDG91 me va mirc e ché >90% ctia sw giai phong
IL-25 & ndng d6 mAb 10nM duoc lwa chon. Péi véi thir nghiém té bao T CD4+, thi
chon cdc mADb gy ra tinh trang c ché murc san xudt IL-5 ma 16n hon hoic bing
murc e ché dugc thé hién bai huDDGI1 me;

» Sy trc ché thu thé duoc dénh gid bing cich st dung thir nghiém min dich dién
hoa phat quang trén co sé hat duoc cai bién (ECLIA). Cac ung vién gy ra muc
giam 16n hon 3 lan vé ICS0 cta IL-25 lién két vao thu thé so véi khang thé
huDDG91 me & néng d6 mADb 10nM duoc lua chon.

Trén co s& nhitng tiéu chi ndy, 9 mAb tng vién duge lua chon (Fig.3). Tt ca
cdc ung vién thé hién muc bidu hién c6 thé chép nhan dugc va thé hién dic tinh SE-
HPLC va SDS-PAGE thich hop khi dugc biéu hién trong HEK293 va dugc tinh ché
bing cach str dung céc quy trinh tiéu chuén.

Sau d6, 9 tmg vién nay dugc bi€u hién tam thoi ¢ thang 10L trong t& bao budng
trimg chudt tii ma Trung Qudc (CHO), duoc tinh ché bing cach st dung Mab
Select SuRe (GE Healthcare Life Sciences),

chdt dém duoc trao ddi thanh dung dich mudi duoc dém phosphat (PBS) va duoc
c6. Al luc lién két IL-25 ctia mdi khang thé trong sé 9 mAb tng vién di dugc cai

thién mot cach dang ké so voi huDDG91. Mbi phan tir trong s cac mAb cling dugc
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kiém tra v& muc biéu hién, tinh déng nhét (SDS-PAGE), tinh tan, su két tu (SE-
HPLC), c4c cai bién sau dich mé, twong tic protein-protein va oxy hoa bang cach sir
dung céc thir nghiém va k¥ thuat thong thudng. Mot vai khang thé trong sé mAb
g vién da thé hién hién twong két tua trong subt quéa trinh c6, hiéu suét thip
va/hodc dac tinh SDS-PAGE va SE-HPLC khéng mong mudn khi duge biéu hién
trong CHO, duogc tinh ché, va ché bién dudi cac diéu kién tidu chudn.

Mot mAb, dugc ky higu la M6, duge chon cho céc nghién ctru khéc nita trén
co s& murc biéu hién cao hon, tinh tan cao, thiéu su két tu protein dang ké khi tinh
ché, va su ving mat ciia céc cai bién sau dich ma khéng mong mudn, cac twong tac
protein-protein va oxy héa khi tinh ché.

Vi du 2: Xéc dinh dic diém cua khang thé M6
Vit liéu va phuong phap
Thit nghiém té bao biéu mé rudt két LS 174T ctia nguoi

Dong té bao biéu mo rudt két LS 174T cua nguoi (CL-188) 1a thu duoc tir
ATCC (Manassas, VA) va dugc duy tri trong Méi truong Eagle duoc cai bién cta
Dulbecco (DMEM) (Invitrogen, Carlsbad, CA) duoc bd sung FBS 10%, penixilin
va streptomyxin & 37°C dudi CO; 5%. Cac té bao dugc wom trong dia nudi ciy mo
96 16 & mat d¢ 1a 1x105 t& bao/ml trong tdng thé tich 1a 100p] va dugc phép ghn két
qua dém. Khang thé IL-25 (M6 va M9) duoc tao phirc so by v6i protein IL-25 téi t6
hop clia ngudi (Centocor) véi lugng 6n dinh cta protein IL-25 (ndng do cudi
10ng/ml) dugc tron véi nhitng lugng khac nhau cta khang thé khang-1L-25 duogc
chudn d¢ theo day pha lodng ba 1in hoic day pha lodng nta logarit va dugc 0 &
37°C trong 1 gid. Mdi trudmg nudi cdy té bao dwoc hit nhe va dugc thay bing phuc
hop protein IL-25 / khéng thé IL-25 va sau d6, cac té bao dugc i qua dém trong 18-
22 gid. Sau d6, cac dia nudi cdy dwoc quay ly tim ¢ muc 1200 vong/phut trong 2
phut dé loai bo dang tdn du ctia cac manh v té bao va sau do, dich ndi & trén duoc
gom va dugc thir nghiém vé GROa béng cach sir dung dinh dang ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, MN).

Két qua
Phép phan tich trinh tw d6i véi M6 da cho thdy téng sb ba doan thay thé axit

amin so v6i trinh tw huDDG91, tét ca nhitng doan d6 c6 mat trong CDR3 cua chudi
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nhe (xem Fig.3). Trinh tu axit amin cta chudi nhe (SEQ ID NO:5) va chudi ning
(SEQ ID NO:9) ctia M6 va cac CDR ctia chiing duge thé hién trong Fig.4.

M6 dugc xac dinh bing Biacore dé c6 ai luc lién két di voi IL-25 ngudi ma
cao hon 3-5 14n so véi 4i luc cta huDDG91 d6i voi IL25 nguoi (Fig.3). Ngoai ra,
M6 la co tinh chon lgc vé6i IL-25, khi ma né dd khong lién két IL-17A, C, D hodc F
nguoi. Tinh phan tmg chéo cic loai cia M6 dugc danh gia trén khi ddu cho 12-25
cynolL-25 va dong vat gdm nhdm (chudt) IL-25. Tinh phan ung chéo cac loai voi
cynolL-25 dugc thé hién bang 4i luc trong pham vi 5 l&n cta IL-25 nguoi, muc Gc
ché trong thir nghiém trén co s& phdi tir thy thé va thir nghiém trén co s& té bao TK-
10. Str dung nhitng tiéu chi nay, x4c dinh dugc ring M6 di lién két vao ca cynoll-25
va IL-25 chudt.

Str dung thir nghiém trén co s& té bao duge md ta trong vi du 1, M6 da cho
thdy 14 thé hién mirc e ché thu thé ting 1én so voi huDDGI1, thé hién muc giam
hon 3 1an vé IC50 so v&i huDDG91 (Fig.3). Ngoai ra, sir dung thir nghiém trén co
s& té bao duge md ta trong vi du 1, M6 da thé hién mirc \rc ché té bao dbi véi IL25
ngudi ting so véi huDDGI1 (cac Fig.3 va 5). Két qua nay duoc xac nhan bing thu
nghiém t& bao biéu mé rudt két LS 174T cua ngudi (cac Fig.6A va 6B), duoc thuc
hi€n nhu dugc mo ta trén day.

Vi du 3: Lap ban d6 trao déi H/D cua epitop trong IL-25 ngudi dugc nhan biét boi
M6
Tong két

Epitop gia dinh trong IL-25 ngudi duoc nhéan biét béi khang thé M6 duoc lap
ban dd bang cach st dung phép do phd khéi trao ddi hydro/doteri ExSarTM dugc
thuc hién bdi ExSar Corporation (Monmouth Junction, New Jersey).

Vit liéu va phuong phép

1. T6i wu hoa viée tach/phan giai IL-25

(1) IL-25 duogc rd dong trén da lanh

(2) Puoc tach thanh cac phan phan udc 18 x 100ul va lam dong lanh ching ngoai
trir mot phan

(3) Trén 10ul cta 0,28 mg/ml (16,6uM) cua IL-25 véi 30ul cia PBS, do pH 7,0
trong nudc — [IL-25] = 0,07 mg/ml (4,2uM)

(4) Tron 40l cia (3) véi cac dung dich tdi khac nhau
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(5) Bom 55pl vao hé thong ExSAR

(6) Di chuyén mau trén cdt pepsin duoc gift ¢b dinh & muc 200ul/phut trong chat
dém A (0,05% TFA trong H20)

(7) Céc doan pepsin dugc chét 1én cot bdy pha dao va duoc khir mudi bing chét
dém A & mirc 200ul/phut trong 3 phut

(8) Cac peptit pepsin dugc tach bing cot C18 voi gradien tuyén tinh 1a 13% —

40% Chit dém B (95% axetonitril, 5% H20, 0,0025% TFA) trong 23 phut

(9) céc peptit duge phat hién bang phép do phd khdi

II. Giit ¢b dinh M6

4.1. Quy trinh thir nghiém dé gitr ¢b dinh M6

<Su tiép hop khang thé trén nhua>

(1) Ra dong 1,5ml cua 0,96 mg/ml M6 trén da lanh

(2) Str dung 400yl (tai dong lanh vat li¢u chua dugc stir dung)

(3) B6 sung 4mg NaCNBH3 (87,5 pmol) vao lo ¢6 nép vin & dinh 1,5ml —40mg
NaCNBH; cho mdi 1g cia POROS AL

(4) B6 sung 400ul dung dich khang thé vao lo

(5) Pam bao ring NaCNBH; hoa tan trude khi bd sung nhuya POROS AL

(6) bat 100mg POROS AL vao trong lo

(7) U phéan tmg lién hop & nhiét d6 trong phong trong khi van lic trong 3 gio

(8) B6 sung téng thé tich 1a 400ul cta Na»SO4 2,8M vao cac phdn 5 x 80ul, mot
phan trong mdi gid — [khang thé] = 0,48 mg/ml, [NaCNBH;] = 5,0 mg/ml
[Na2SO4] = 1,4 M.

(9) Hon hop duoc lac & nhiét do trong phong qua dém

(10) Rira hdn hop nay bing luong doi dao ctia chit dém PBS, d6 pH 7,0 bing cach
str dung phéu loc

<Gén mii>

(11) Piéu ché dung dich gén mii bang cach trén 250ul etanolamin (FW = 61,08, ty
trong = 1,012 g/ml, 8,3mmol, ~ 1M) vao 3,5ml PBS, d6 pH 7,0 va diéu chinh d6 pH
ctia dung dich nay dén d6 pH 7,2 bing axit axetic bang (~200ul). Thé tich cubi cua
dung dich 14 gén vé&i 4ml.

(12) 4mg NaCNBH; duoc lam tan trong 500ul dung dich gén mii —

[NaCNBHj3] = 8 mg/ml, [etanolamin] = ~1M.
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(13) Tai tao huyén phd nhya dd dugc rira va duoc lam khé trong dung dich
NaCNBH3

(14) Lic trong 2 gio & nhiét d6 trong phong

(15) Hon hop duoc loc va rira biang lugng ddi dao ctia PBS, do pH 7,0 bang céch sir
dung phéu loc.

(1 6) T4i tao huyén phdl banh nhua trong 0,75ml chit dém PBS, d6 pH 7,0.

(17) Bao quén vat li€u da dugc tiép hop trong ta lanh & 4°C.

III. Quy trinh thir nghiém diing cho thir nghiém kha ning lién két ctia cot M6

<Piéu ché chit dém>

(1) Piéu ché xitrat S0mM, d6 pH 6,0 trong nudc

2) Diéu ché xitrat 50mM, Foscholine-12 2mM, dd pH 6,0 trong nudc

(3) Biéu ché PBS, d6 pH 7,0 trong nudc

(4) Hoéac (1), (2) hodc (3) dugce sir dung lam “chit dém H”

<Thir nghiém kha ning lién két>

(5) Cot mAD (104ul) duge nap 600pl M6 duoc bét cip v6i nhua POROS bing cach
stt dung dong chay 500ul/phut cta chit dém A (0,05% TFA trong H>0) va gi4 do
cot bang thép khong gi 2,1mm x 30mm

(6) Cot khang thé dugc dat trong bé chira ctia don vi lam lanh duge 4n dinh dén 3°C
¢6 cac dudng duge 4n dinh dé phan tan va bt giit chat phan tmg vao va ra khoi cot.
Phéi liéu thuy tinh micromet A2 duoc dit ngang béng v6i dudng vao dung dé loc
chat phan tmg va miu.

(7) cot khang thé dugc 1am cin bing bing 2 x 250ul “chit dém H”. Sir dung gidy do
d6 pH dé kiém tra d6 pH cta dung dich & ddu mut ctia dudng nay dé dam bao do pH
la trung tinh.

(8) Tron 10pl cta 0,28 mg/ml (16,6uM) ctia IL-25 véi 30ul “chit dém H” — [IL-
25] =4,1uM (tuong duong véi 166 pmol)

(9) Bom hdn hop trén day 1én ct khang thé da duoc lam can bang.

(10) 200ul “chét dém H” (dugc dé trong bom tiém Hamilton 500ul) dugc phén phdi
vao cdt & 3°C bing cach sir dung bom tiém va cac phan 5 x 40ul duge thu gom.

(11) 200yl ctia axit formic 0,8% dugc phan phdi vao cdt bang cach st dung bom

tiém & 3°C va cc phan 5 x 40pl dugc thu gom.
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(12) Dung dich tiém ddi chimg dugc didu ché trong vat chén thiy tinh bing céch
tron 10pl cua 0,28 mg/ml (16,6puM) cta IL-25 véi 30ul “chit dém H”

(13) Quay ly tdm tét ca cac vat chén chira cdc phdn hodc miu déi chimg dé quay
xudng tit ca chit 16ng trén thanh cta vat chén. Gan nip va gin nhan cac lo bing cac
vét chén bén trong.

(14) Giit cac phan trung tinh va phdn axit ciing nhu mau déi chimg trong khay
chéng mat 4 tir 3 dén 23 & céac vi trf 1& theo trat tu ctia mau doi chtimg, chat rira trung
tinh 1,2, 3, 4, 5 va chét rira axit 1, 2, 3, 4, 5.

(15) mudi mét lo tréng da dugc gén nép duoc dit & khay chdng mét 4 tir 4 dén 24 &
céc vi tri chén.

(16) Tron m&i phan bang 20ul ure 2M, TCEP 1M, d6 pH 3,0.

(17) Bom 55l dung dich da dugc i vao hé théng cia ExXSAR khong cé ¢t pepsin.
(18) Mau nay dugc chét 1én c6t by & 200 pl/phut trong chit dém A (0,05% TFA),
duoc khir mubi trong 3 phtt, va duoc rira giai bing gradien tuyén tinh 1a 13% dén
40% chét dém B (95% axetonitril, 5% H20, 0,0025% TFA) trong 23 phut.

(19) Nude giai hap duge phén tich bing phép do phdi khéi trong MS1:phuong thirc
Centroid.

IV. Quy trinh thir nghiém ding cho phén tmg trao ddi thudn trong dung dich/phan
g trao ddi nghich trong cot

<Diéu ché chit dém>

(1) Biéu ché xitrat 50mM, Foscholine-12 2mM, do pH 6,0 trong FL0

(2) Diéu ché PBS, Foscholine-12 2mM, d6 pH 7,0 trong F,0

(3) Diéu ché PBS, d6 pH 7,0 trong H,O

(4) Str dung (1) - (3) lam “chét trao ddi H”

(5) Piéu ché “cht trao dbi H/D” bing cach tron 1 phin PBS, do pH 7,0 trong H20
va 3 phan “cht trao d8i H”

(6) Diéu ché xitrat 50mM, Foscholine-12 2mM, pH 6,0 trong D,0

(7) Biéu ché PBS, Foscholine-12 2mM, d¢ pH 7,0 trong D20

(8) Diéu ché PBS, 6 pH 7,0 trong D,0

(9) Stt dung (6) - (8) lam “chét trao ddi D”

(10) Piéu ché “chit trao ddi HD” bing céch tron 1 phin PBS, do pH 7,0 trong H20

va 3 phdn “chét trao d6i D”
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<Phan tmg trao dbi thuén trong dung dich>

(1) D4t va 1am can bang cot mAb (thé tich tAng 104pl) bén trong hop mét & 3°C

(2) Lam sach c6t mAb bang 2 x 250l cta axit formic 0,8%

(3) Rira c6t mADb bang 2 x 250ul “chét trao ddi HD” d& 1am can bing cot

(4) Tron 10ul cua 0,28 mg/ml (16,6uM) ctia IL-25 v&i 30l “chét trao ddi D” & 3°C
— [IL-25] = 0,07 mg/ml (4,2 pM), [D20] = 75% (Khéi dong thiét bi hen gid cho
phan Ung trao dbi thuén)

(5) U hdn hgp trong 150, 500, 1.500 hozc 5.000 gidy & 3°C

(6) Bom hén hop (40ul) 1én cot mAb

(7) Rtra c6t mAb bang 100ul “chét trao dbi HD” & 3°C

<Phan tng trao ddi nghich trong cot>

(8) Rira cot mAb bing 200yl ctia “chét trao d6i HH” da duoc lam lanh (ngimg thoi
gian trao ddi thuén va bét du thoi gian trao dbi nghich ngay khi HoO cham dén c6t)
(9) U & 23°C trong 75, 250, 750 hosc 2.500 gidy

<Su giai hip>

(10) Bom 120pl axit formic 0,8% d& dugc lam lanh 1én c6t mAb (nglng thoi gian
trao ddi nghich ngay khi axit dugc dua vao cdt)

(11) Bom 40ul bd sung ctia axit formic 0,8% d& duoc lam lanh dé giai hép khang
nguyén khoi cdt mAb

(12) Thu gom phén 40ul nay bang cach sir dung vét chén thiy tinh

<Phép phan tich>

(13) B4 sung 20pl ure 2M da dugc 1am lanh, TCEP 1M, d6 pH 3,0 vao phan 40pl
(14) Bom 55ul mAu da trao ddi va dugc t6i vao hé théng ExSAR c6 cot pepsin va
cot C18 (cot pepsin thé tich tAng 104pl; tdc d6 dong trén cot pepsin 200pl/phit; C18
gradient 13% - 40% chét dém B trong 23 phiit). An dinh thoi gian phéan giai la 3
phut.

(15) Nudc giai hip duoc phén tich bang phd khdi theo MS 1 :Profile

V. Quy trinh thir nghiém diing cho phéan tmg trao d6i thuan trong cot/phan tmg trao
d6i nghich trong cot

<Phan tmng trao ddi thuan trong cot>

(1) Pt va 1am cén bang c6t mAb (thé tich ting 104ul) bén trong hop mat & 23°C

(2) Lam sach cot mAb bing 2 x 250ul axit formic 0,8%
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(3) Rira ¢t mAb bang “chit trao d6i HH” dé 1am can bing cot

(4) Tron 10ul cta 0,28 mg/ml (16,6 pM) ctia IL-25 véi 30ul “chat trao d6i H” ¢ 3°C
— [IL-25] = 0,07 mg/ml (4,2 uM), [D20] = 0%

(5) Bom hdn hop trén cot mAb

(6) Rira bang 100p1 “chét trao d6i HH”

(7) Phan tng trao di thudn duoc khoi dau bing cach di chuyén 200pl “chét trao déi
HD” trén cot mADb (bt dau thoi gian trao dbi thuan)

(8) U c6t mAb trong 150, 500, 1.500 hozc 5.000 gidy & 3°C

<Phan tng trao ddi nghich trong c6t> Giéng nhu 5.2

<Suy giai hip> Gidng nhu quy trinh IV, céc bude 10-14 trén day.

<Phép phan tich> Gidng nhu quy trinh IV, budc 15 trén day.

V1. Quy trinh thtr nghiém dung cho thir nghiém doteri hoa diy du

<Piéu ché méu duoc doteri hoa day do>

(1) Tron 10ul cta 0,28 mg/ml (16,6uM) ctia IL-25 véi 30l “chét trao ddi D,

(2) Gia nhiét hdn hgp & 60°C trong 3 gid

(3) Lam ngudi né xubng nhiét d6 trong phong

(4) Chét hdn hop 40ul vao cot mAb

(5) Bom 100ul “chét trao d6i HD” vao c6t mAb

<Sur giai hdp> Gidng nhu quy trinh IV, cic budc 10-14 trén day.

<Phép phan tich> Gidng nhu quy trinh IV, budc 15 trén day.

Poteri duoc gén két trén hai gbc axit amin thi nhit ciia mdi ion bi mét trong
subt qué trinh phén tich (phan giai/tich/phan tich khdi lugng trong méi trudong
nudce). Hién tuong nay chiu trach nhiém vé nhitng khe hd nhd trong mau hinh H/D-
Ex trong cac Fig.8A va 8B. Céc thir nghiém khong duoc doteri hoa, cic thir nghiém
phan Ung trao d6i thuan, va cac thir nghiém dugc doteri hoa day du dugc chay doi
v&i mdi protein. Cac thir nghiém khéng duoc doteri héa 14 dé nhan dién cac ion
cling nhu m/z chinh x4c ctia mdi ion ma khéng c6 doteri. Céc thir nghiém duoc
doteri hoa ddy du nhan dién su tdn hao doteri d6i véi mdi ion trong sudt qué trinh
phén tich (phan giai/tdch/phan tich khéi luong trong mdi trudng nude). Trong céc
loai thir nghiém nay, con sb doteron truée khi phan tich LCMS va sau phan (mg trao
ddi thusn hodc nghich c6 thé duogc tinh nguoc. P4i véi cac thir nghiém trao dbi

thudn-nghich, thoi gian trao dbi nghich 1&2 mot nira thoi gian trao d6i thuan. Pay la
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do thyc té 1a toc @0 trao ddi H —D ndi tai la mot nia cta téc d¢ trao ddi D—H noi
tai dbi voi cling mot chi sb pH.
Két qua
Phadn giai IL-25
IL-25 duoc phan giai boi pepsin véi cac diéu kién khac nhau. Sy phan giai t6t nhét
ddi véi IL-25 bang pepsin 1a thu duge khi 2 phén cta dung dich IL-25 dwoc pha
lodng duoc toi bang 1 phan cta ure 2M, TCEP 1M, d6 pH 3,0 va duoc phan giai
bang cot pepsin & mic 200 pl/phut. Piéu kién tach tot nhit 1a cot C18 voi gradien
tuyén tinh 1a 13% dén 40% chét dém B (95% axetonitril, 5% H»0, va 0,0025%
TFA) trong chdt dém A trong 23 phut. Su che phil trinh tu ctia IL-25 sau khi phén
giai pepsin la 100% (= 146 / 146; cac Fig. 7A va 7B).
Giit ¢ dinh M6 va thir nghiém khd ndng lién két ciia cot M6

Mau IL-25 khéng c¢6 su phan giai pepsin da thé hién mot dinh séc ky vao thoi
diém 8,5 phut. M&u thé hién 1a sach. M6 dugc tiép hop thanh cong trén nhua
POROS AL bing hoa hoc bazo cia Schiff. EXSAR di kiém tra kha nang lién két
cua cft M6 trong ba diéu kién khéac nhau nhu dugc thé hién trong bang 1. M6t dinh
nguyén ven véi m/z =1875 (+ 18) va 1985 (+17) duoc tuan tha. Trong tat ca céac
didu kién lién két dugc kiém tra, khong c6 IL-25 nido duoc giai hap ra trong qua
trinh rira trung tinh, chimg t6 ring tit ca IL-25 dugc chit (166 pumol) lién két vao
cdt M6 & cac didu kién trung tinh. IL-25 c6 thé bam vao cot M6 mét cach khong dac
hiéu. Chi 17-18% cua IL-25 da dugc chit 1a duoc thu hdi trong qua trinh rira bang
axit v6i sy ving mat ca thudc thy. Pdng thoi, ddi p sudt ctia cot M6 dan dan ting
khi IL-25 duoc chit lip di 13p lai. Qua trinh thu hdi dugc cai thién bang cach bd
sung Foscholine-12.
Bang 1. Céac didu kién dugc dung dé kiém tra kha nang lién két cta cot khang thé
M6

Chat 8ém H Nhiét 89 Pepsin Trung tinh | Axit
(a) Xitrat S0mM, 8¢ | 3°C - 0% 18%
pH6
(b) Xitrat ~ 50mM, | 3°C - 0% 24%
Foscholine-12
2mM, 80 pH 6
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©) PBS,30 pH7 | 3°Cl : 0% 17%

Cot gitta “nhiét d9” va “trung tinh” dugc dit tiéu dé 1a “pepsin”,
Nhdn dién epitop

<Céc thlr nghiém trao dbi thuén cua IL-25 trong dung dich>

5Céc thir nghiém trao d6i thun cta IL-25 trong dung dich dugc thuc hién & 23°C &
dé pH 7.

IL-25 d4 thé hién 13 mot protein twong ddi linh dong.

<céc thir nghiém trao ddi thuén/nghich cta IL-25 ¢6 hodc khong ¢ cot M6>

D3 quan sat thiy nhitng kha néng bao vé manh nhit & cac doan bao gbm céc gbe
axit amin 56-63 va 66-74 (cac Fig.8A va 9C; bang 2). Cac doan twong ty bao gém
céc gbc axit amin 46-63 va 66-84 da thé hién nhitng kha ning bao vé yéu déu (cac
Fig.8A, 9C va 9D; bang 2). D3 quan sat thiy su bao vé dudng bién dbi véi céc doan
bao gdbm céc gbc axit amin 129- 135 (cac Fig.8B, 9E va 9F; bang 2).

Bang 2. Nhitng khac biét v& murc doteri hoa trong cac doan khéc nhau cia TL-25
ngudi sau cac thir nghiém phan tmg trao ddi thuan/nghich & d6 pH 7 va pH 8 &
23°C.

Bit |Ké |[Mé¢ |[Ps [DPo Do P Do Do Trung
ddu |thac |liew |pH6 |pH6 |pH7 |pH7 |pH7 |pH7 |binh
150 | 150 |150 |[500 | 1.500 |5.000

3 9 1 3% (2% [-1%  |-1% | -1% |5% | 0%
3 15 2 3% | -5% (1% 0% | -3%  [-1% | -2%
3 20 2 1% |0% (2% |1% |-3% [-1% |0%
12 20 1 0% 4% [-1% [0% 0% [1% |1%
23 42 2 3% | 1% [1% |0% [-1% [3% |[1%
23 43 2 3% | 1% |[1% [0% [-1% [0% |0%
23 45 3 2% | 1% (2% |1% |1% [-2% |1%
23 53 3 2% 1% [0% [1% |[1% [-1% |1%
46 53 1 2%  |-1% (2% |1% 0% |[0% |1%
46 63 3 8% |5% |11% |[7% [1% [0% |5%
56 63 1 % | 7% |9% [8% [6% [2% | 6%
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66 74 2 6% 10% | 11% | 13% |7% 0% 8%
66 84 2 9% 2% 5% 7% 6% -2% 4%
77 84 2 - - - - 2% | -2% -2%
87 101 2 3% 2% 1% 3% -2% 1% 1%
90 101 2 2% 0% 3% 3% 0% 1% 1%
104 109 1 2% 0% 0% 1% 0% -2% 0%
105 109 1 0% 0% 0% 1% 4% 0% 1%
112 126 2 3% 2% 3% 2% 1% 0% 2%
112 127 2 7% -4% 1% 4% -3% 1% 1%
129 135 2 3% 6% 8% 4% 8% 0% 5%
133 135 1 2% | 3% 7% 5% 5% 2% 3%
138 146 1 1% 1% -1% | -2% 0% 1% 0%
140 146 1 -1% | 7% 3% -2% -2% 2% 1%
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YEU CAUBAO HQ
1. Khéng thé duoc 1am gidng nhu cua ngudi hoic manh lién két khang nguyén cia
nd, ma lién két v6i interleukin-25 (IL-25), trong d6 khang thé nady hodc manh lién
két khang nguyén cua né bao gbm:
a) mién VL cta khang thé bao gdm CDRI ¢6 trinh tu axit amin SASQGISNYLN
(SEQ ID NO:6), CDR2 c6 trinh ty axit amin YTSSLHS (SEQ ID NO:7) va CDR3
¢6 trinh ty axit amin QQYLAFPYTF (SEQ ID NO:8); va
b) mién VH ciia khang thé bao gdm CDRI ¢4 trinh tw axit amin GYTMN (SEQ ID
NO: 10), CDR2 ¢6 trinh ty axit amin LINPYNGGTSYNQNFKG (SEQ ID NO: 11)
va CDR3 ¢ trinh ty axit amin EDYDGYLYFAMDY (SEQ ID NO: 12),
trong d6, khang thé nay hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 c6 ai luyc lién két
d6i véi IL-25 nhé hon hodc bing 53pM khi dwoc xéc dinh trong thir nghiém
Biacore.
2. Khéng thé dugc 1am gidng nhu ciia ngudi hojic manh lién két khang nguyén ciia
né theo diém 1, trong d6 khéng thé nay hodc manh lién két khang nguyén cia né c6
ai lyc lién két d6i v6i IL-25 nho hon hodc bing khoang 50pM, khoang 45pM,
khoang 40pM, khoang 35pM, khoang 30pM, khoéng 25pM, khoang 20pM.
3. Khang thé duoc 1am gidng nhu ctia ngudi hoic manh lién két khang nguyén cua
né theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 khang thé nay hoic manh
lién két khéng nguyén ctia n6 bao gdm mién VL cta chudi nhe cia khang thé c6
trinh ty SEQ ID NO: 5. '
4. Khéng thé duoc lam gidng nhu cta ngudi hoic manh lién két khang nguyén coa
né theo diém bt ky trong s cac diém trén, trong d6 khang thé nay hoic manh lién
két khang nguyén cta nd bao gdm mién VH cta chudi niing cia khéng thé c6 trinh
tw SEQ ID NO: 9.
5. Khéng thé dugc 1am gidng nhu cta ngudi hoic manh lién két khang nguyén cua
né theo diém bit ky trong s cac diém trén, trong d6 khang thé nay hoic manh lién
két khang nguyén clia né bao gdm manh khéng thé duoc chon tir nhém bao gbm céc
manh khang thé Fab, Fab’, F(ab’),Fv va scFv.
6. Khang thé duoc 1am gidng nhu cta ngudi hoic méanh lién két khéng nguyén cta
né theo diém bét ky trong s cac diém trén, trong d6 khang thé nay hoic manh lién

két khang nguyén ciia n6 bao gdbm ving ¢ dinh clia ngudi, tiy ¥ 13 trong d6 ving
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¢ dinh cta ngudi nay bao gdm chudi ning IgG, nhu la IgGl, IgG2, IgG3 hodc
IgG4.

7. Axit nucleic dugc phan 1ap chuta trinh ty nucleotit ma hoa khang thé hoiic manh
lién két khang nguyén ciia n6 theo didm bt ky trong s6 cac diém néu trén.

8. Vecto biéu hién chira axit nucleic theo diém 7, trong d6 axit nucleic duoc lién két
theo kiéu c6 thé didu khién véi vung khoi dau.

9. Té bao chii mang vecto biéu hién theo diém 8.

10. Phuong phép san xuét khang thé hodc manh lién két khéng nguyén cua no,
phuong phap ndy bao gdm viée nudi cy té bao chi theo didm 9 duéi céc didu kién
dé san xuét khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta no, tiy y la con bao
gbm:

(i) phén 13p khang thé hozic méanh lién két khang nguyén ctia né; hodc

(ii) bao ché khang thé hoic manh lién két khéng nguyén ctia né thanh ché phim bao
gdm it nhit 1a mot thanh phén bd sung.

11. Ché phim chira khéng thé hoic manh lién két khang nguyén cua né theo diém
bat ky trong sb cac diém 1-6 va chét mang dugc dung, tlly y 13 trong d6 ché phim
nay chuira bot dugc dong kho.

12. Phuong phap san xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua né khang
IL-25, trong d6 khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cta né ¢6 4i luc lién két
dbi voi IL-25 nho hon hoac béng 53pM va lién két v6i mot hodc nhilu trinh tu duoc
chon tir nhém bao gdm cac gdc axit amin 56-63 cua trinh tw SEQ ID NO: 17, cac
géc axit amin 66-74 cua trinh tw SEQ ID NO: 17 va céc géc axit amin 129-135 cua
trinh tw SEQ ID NO: 17, bao gdm:

(a) tao danh muc ban diu cua céc axit nucleic ma héa mién VL, trong d6 cac axit
nucleic hodc bao gém ving mi héa CDR3 s& dugc thay thé hoic thiéu vung ma hda
CDR3;

(b) két hop danh muc ban dAu véi axit nucleic cho ma héa CDR3 ctia VL ¢6 trinh tu
axit amin QQYLAFPYTF (SEQ ID NO:8), trong d6 axit nucleic cho duoc chén vao
mot hodc nhiéu axit nucleic trong danh muc nay dé tao ra danh muc san phém cua
céc axit nucleic ma héa mién VL bao gdm CDR3 ctia VL ¢6 trinh tu axit amin

QQYLAFPYTF (SEQ ID NO:8);
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(c) biéu hién cac axit nucleic cta danh muc san phim dé tao ra cac khang thé hozic
manh lién két khang nguyén ciia chung;

(d) chon loc khang thé hodc méanh lién két khing nguyén ctia né ma lién két mot
céch ddc hiéu v6i mdt hodc nhiéu trinh tu dwgc chon tir nhém bao gdm céc gbe axit
amin 56-63 ctia SEQ ID NO: 17, cic gbc axit amin 66-74 cta SEQ ID NO: 17 va
cac gdc axit amin 129-135 cla SEQ ID NO:17; va

(e) thu hdi khang thé nay hodc manh lién két khang nguyén cta né hodc axit nucleic
ma héa khang thé d néu hoic manh lién két khang nguyén ciia né,

tly y 13 trong d6 céc axit nucleic ctia danh muc san phim d3 néu dwoc ddng biéu
hién véi céc axit nucleic ma héa mién VH, nhw 14 trong d6 mién VH bao gdm SEQ
ID NO:9.
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FIG. 1

GATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAG
GAGACAGAGTCACCATCACTTGCAGTGCATCCCAGGGE
ATTAGCAATTATCTGAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGG
AAAGTTCCTAAACTCCTGATCTATTACACATCAAGTTTAC
ACTCAGGGGTCCCATCTCGGTTCAGCGGCAGTGGATCT
GGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCE
TGAAGATGTTGCAACTTATTACTGTCAGCAGTATAGCAA
GCTGCCGTACACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG
ATCAAA (SEQ ID NO:1)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQGISNYLNWYQQKP
GKVPKLLIYYTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DVATYYCQQYSKLPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:2)
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FIG. 2

GAGGTGCAGCTGGTCGAGAGCGGAGCCGAGGT

GAAGAAGCCAGGBCGCCAGCGTCAAGGTGTCCTG
CAAGGECCAGCGGCTACAGCTTCTCCGGCTACAC

CATGAACTGGGTGCGGCAGGCCCCAGGCCAGAG
GCTGGAATGGATGGGCCTGATCAACCCCTACAAC
GGCGGCACCAGCTACAACCAGAACTTCAAGGGC

AGGGTGACACTGACCGTGGATACCAGCGCCAGC
ACCGCCTACCTGGAACTGAACAGCCTGAGAAGC

GAGGACACCGGCGTGTACTACTGCGCCAGAGAG
GACTACGACGGCTACCTGTACTTCGCCATGGACT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGC

(SEQ ID NO:3)

EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFSGYTM
NWVRQAPGQRLEWMGLINPYNGGTSYNQNFKGR
VTLTVDTSASTAYLELNSLRSEDTGVYYCAREDRYDG
YLYFAMDYWGQGTLVTVS (SEQ ID NO:4)
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FIG. 4A

Trinh ty Axit Amin chudi nhe (LC) clia M6

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQGISNYLNWYQQKP
GKVPKLLIYYTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE

EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL

SSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:5)

LC CDR 1: SASQGISNYLN (SEQ ID NO:6)
L.C CDR 2: YTSSLHS (SEQ ID NO:7)
LC CDR 3: QQYLAFPYT (SEQ ID NO:8)
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FIG. 4B

Trinh tu Axit Amin chudi ndng (HC) cla M6

EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFSGYTMNWVRQ
APGQRLEWMGLINPYNGGTSYNQNFKGRVTLTVDTSASTA
YLELNSLRSEDTGVYYCAREDYDGYLYFAMDYWGQGTLYT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VEWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPY
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK (SEQ ID NO:9)

HC CDR 1: GYTMN (SEQ ID NO:10)
HC CDR 2: LINPYNGGTSYNQNFKG (SEQ ID NO:11)

HC CDR 3: EDYDGYLYFAMDY (SEQ 1D NO:12)
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FIG. 6A

IL-25 cla ngudi va mAb dudc sang loc trong t& bao LS174T
12-01-09

30000+

# M6.011

A M9.008

Q Chlcé mai trudng ma théi
& Chico 10ng/ml IL-25 ma thoi

10 0-1 25 10]10,0 1 01~7,5 i 0"5,0 1 Ol-2;5 1 d0,0

N8ng db chit ic ché, M

M6.011 M9.008

EC50 | 1,55e-009 | 1,17e-008
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FIG. 6B

IL-25 clia ngudi va mAb dugc sang loc trong t& bao LS174T
20-01-2010

30000+
20000+ B M6.C11

A& M9.008

O Chicé moi trudng ma thoi

& Chico 10ng/ml IL-25 ma thai
10000+

10 0-12)5 10-l1 0,0 1 0‘5/;5 1 0[5,0 1 012,5 4 OIO,O

Néng d6 chét uc ché, M

M6.011 M9.008

EC50 | 1,26e-009 | 4,57e-008
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FIG. 9A
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2342 (42) 243 (+2)
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FIG. 9D
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FIG. 9E
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FIG. 9F
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FIG. 10

MYSHWPSCCPSKGQDTSEELLRWSTVPVPP
LEPARPNRHPESCRASEDGPLNSRAISPWR
YELDRDLNRLPQDLYHARCLCPHCVSLQTG
SHMDPRGNSELLYHNQTVFYRRPCHGEKGT
HKGYCLERRLYRVSLACVCVRPRVMG (SEQ ID
NO:17)
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Danh muc trinh Ty

<110> JANSSEN BIOTECH, INC.
<120> KHANG THE LIEN KET VG| INTERLEUKIN-25 VA CHE PHAM CHUA KHANG THE NAY

<130> SPC53

41PCT

<140> JANSSEN BIOTECH, INC.
<141> Ngay 28/03/2010

<150> h1/34

1458

<151> Ngay 30/03/2010

<150> 61/31

9260

<151> Ngay 31/03/2010

<160> 17

<170> Trinh ty nhanh cho phién bd&n Windows 4.0

<210> 1
<211> 313
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

gatgacccag
cagtgcatcc
tcctaaactc
cggcagtgga
tgcaacttat
gctggagatc

<210> 2
<211> 107
<212> PRT

tctccatcct
cagggcatta
ctgatctatt
tctgggacag
tactgtcagc
aadad

<213> Homo sapiens

<400> 2
Asp Ile
1
Asp

Gln

‘Arg val

Leu Asn Trp
35
Thr

Tyr Tyr

50
Ser Gly
65

Glu

Ser

Asp val

Thr Phe Gly

<210> 3

<211> 363
<212> ADN
<213>

Met Thr G1

Thr Ile Th

20
Tyr

Gln GI1

Ser Ser Le

Gly Thr As
70

Ty
Th

Ala Thr

Gln
100

Gly

Homo sapiens

ccctgtctge atctgtagga
gcaattatct gaattggtat

acacatcaag tttacactca

atttcactct caccatcagc
agtatagcaa gctgccgtac

n Ser
r Cys
n Lys
u His
p Phe
r Tyr

rLys

Pro
Ser
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Leu

Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
Gln

Glu
105

Ser
10
Ser

Leu
Gln

Lys Vval

val Pro

Thr Ile
75
Gln Tyr

Ile Lys

-77-

gacagagtca
cagcagaaac
ggggtcccat
agcctgcagce
acgtttggcc

Ser Ala Ser

Ile Ser
30

Leu

Gly

Pro Lys

45

Ser Arg Phe

Ser Ser Leu

Ser Lys Leu

ccatcacttg 60
cagggaaagt 120
ctcggttcag 180
ctgaagatgt 240
aggggaccaa ggg

val
15
Asn

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Tyr
95



<400> 3
gaggtgcagc
tcctgcaagg
ccaggccaga
aaccagaact
ctggaactga
tacgacggct
agc

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

<400> 4
Glu val

4
121
PRT

Gln

Ser val Lys

Thr Met Asn
35

Gly Leu Ile
50

Lys Gly

65

Leu

Arg

Glu Leu

Ala Arg Glu

Gly GIn Gly

115

<210> 5

<211> 214
<212> PRT
<213>

<400> 5

Asp Ile GIn
1

Asp Arg val

Leu Asn Trp

35

Tyr Tyr Thr
50

Ser Gly
65

Glu

Ser

Asp val

Thr pPhe Gly
val
115

Ser

Pro Ser

Ala
130
val

Thr

Lys Gln

145

Glu Ser val

Ser Thr Leu

tggtcgagag
ccagcggcta
ggctggaatg
tcaagggcag
acagcctgag
acctgtactt

Homo sapiens

Leu val

val
20
Trp

Ser
val

Asnh Pro

val Thr

Ash Ser
85
Asp Tyr
100

Thr Leu

Homo sapiens

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln
Ser Ser
Gly Thr
Ala Thr
Gln

100
Phe

Gly
Ile
val val

Trp Lys

Glu
Cys
Arg
Tyr
Leu
70

Leu
Asp

val

Gln
Thr
Gln
Leu
i
Tyr
Thr
Phe
Cys
val

cggagccgag
cagcttctcec
gatgggcctg
ggtgacactg
aagcgaggac
cgccatggac

Ser Gly

Lys Ala
Gln Ala
Asn Gly
Thr val
Arg Ser
Gly Tyr

val
120

Thr

Ser Pro

Cys Ser
Pro
40
Ser

Lys

His
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Pro
120
Leu

Pro

Leu
135

Asp Asn

150

Thr Glu
165
Thr Leu

180

Gln

Ser

Asp Ser

Lys Ala

23721

gtgaagaagc
ggctacacca
atcaacccct
accgtggata
accggcgtgt
tactggggcc

Ala Glu val
Ser
25

Pro

Gly Tyr

Gly Gln

Gly Thr Ser

Asp Thr Ser

Glu Asp Thr

20
Leu Tyr Phe
105

Ser

Ser Ser Leu
10
Ser

Ala Gln

25
Gly

Lys val

Gly val Pro
Ile
75

Tyr

Leu Thr

Gln Gln
90
Glu Ile
105

Ser

Lys

Asp Glu

Asn Asn Phe
Gln
155

Ser

Ala Leu

Lys Asp
170
Tyr

Asp Glu

185

-78-

caggcgccag
tgaactgggt
acaacggcgg
ccagcgcceag
actactgcgc
agggcaccct

Lys Lys Pro

Ser Phe Ser

Leu Glu
45

Asn

Arg

Tyr Gln

Ala Ser Thr

Gly val Tyr

Ala Met Asp

110

Ser Ala Ser

Gly Ile Ser

30
Leu

Pro Lys

45
Ser Arg Phe
60
Ser

Ser Leu

Leu Ala Phe
val
110

Lys

Arg Thr

Gln Leu
125
Tyr Pro
140

Ser

Arg

Gly Asn

Thr Tyr Ser

Lys His Lys

190

cgtcaaggtg
gcggcaggcec
caccagctac
caccgcctac
cagagaggac
ggtgaccgtg

Gly Ala

Gly Tyr

Trp Met

Asn Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Tyr Trp

val
15
Asn

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Tyr

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

Gln
160
Ser

Ser

Leu
175

val Tyr

60

120
180
240
300
360
363



Ala Cys Glu val Thr
195

Phe Asn Arg Gly Glu
210

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6
Sir Ala Ser Gln G;y

<210> 7
<211> 7

<212>
<213>

<400> 7
T{r Thr Ser Ser Lgu

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<400> 8
Gln Gln Tyr Leu Ala
5

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<400> 9

Glu
1
Ser
Thr
Gly
Lys
65
Leu
Ala
Gly
Ser
Ala

145
val

val
val
Met
Leu
50

Gly
Glu
Arg
Gln
val
130
Ala

Ser

11
PRT
Homo sapiens

PRT
Homo sapiens

10
PRT

Homo sapiens

452
PRT

Homo sapiens

Gln
Lys
Ash
35

Ile
Arg
Leu
Glu
Gly
115
Phe
Leu

Trp

Leu
val
20

Trp
Asn
val
Asn
Asp
100
Thr
Pro
Gly

Asn

val
5
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85
Tyr
Leu
Leu
Cys

Ser
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His GIn Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser
200 205

Cys

Ile

His

Phe

Glu
Cys
Arg
Tyr
Leu
70

Leu
Asp
val
Ala
Leu

150
Gly

Ser Asn Tyr Leu Ash
10

Ser

Pro

Ser
Lys
Gln
Asn
Thr
Arg
Gly
Thr
Pro
135
val

Ala

TYyr

Gly
Ala
Ala
Gly
val
Ser
Tyr
val
120
Ser
Lys

Leu

Thr

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu
Leu
105
Ser
Ser
Asp

Thr

Phe
10

Glu
Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Tyr
Ser
Lys
Tyr

Ser

val
Tyr
Gin
Ser
Ser
Thr
Phe
Ala
Ser
Phe

155
Gly

-79-

Lys
Ser
Arg
Tyr
Ala
Gly
Ala
Ser
Thr
140
Pro

val

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
val
Met
Thr
125
Ser
Glu

His

Pro
Ser
Glu
Gln
Thr
Tyr
Asp
110
Lys
Gly
Pro

Thr

Gly
Gly
Trp
Asn
Ala
Tyr
95

Tyr
Gly
Gly
val

Phe

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Trp
Pro
Thr
Thr

160
Pro



Ala
val
His
Cys
225
Gly
Met
His
val
Tyr
305
Gly
Ile
val
Ser
Glu
385
Pro
val
Met

Ser

val
Pro
Lys
210
Asp
Gly
Ile
Glu
His
290
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
370
Trp
val
Asp
His

Pro
450

<210> 10
<211> 5
<212> PR

<213>

<400> 10
G}y Tyr Thr Met Agn

<210> 11
<211> 17
<212> PR

<213>

<400> 11
Liu ITe Asn Pro Tgr Asn Gly Gly Thr igr Tyr Asn Gln Asn ige Lys

Gly

<210> 12
<211> 13

Leu
Ser
195
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
275
Asnh
val
Glu
Lys
Thr
355
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

435
Gly

T

T

Gln
180
Ser
Ser
Thr
Ser
Ar

26

Pro
Ala
val
Tyr
Thr
340
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
420
Ala

Lys

Homo sapiens

Homo sapiens

165
Ser

Ser
Asn
His
val
245
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
325
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
405
Arg

Leu

Ser
Leu
Thr
Thr
230
Phe
Pro
val
Thr
val
310
Cys
Ser
Pro
val
Gly
390
Asp
Trp

His

Gly
Gly
Lys
215
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
295
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
375
Gln
Gly
Gln

Asn

Leu
Thr
200
val
Pro
Phe
val
Phe
280
Pro
Thr
val
Ala
Ar

36

Gly
Pro
Ser
Gln

His
440

TYyr
185
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
265
Asn
Arg
val
Ser
Lys
345
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

425
Tyr
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170
Ser

Thr
Lys
Cys
Pro
250
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
330
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
410
Asnh

Thr

Leu
Tyr
Lys
Pro
235
Lys
val
Tyr
Glu
His
315
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
395
Leu
val

Gln

-80-

Ser
Ile
val
220
Ala
Pro
val
val
Gln
300
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
380
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Ser
Cys
205
Glu
Pro
Lys
val
Asp
285
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp
Lys
Ser
Ser

Ser
445

val
190
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

430
Leu

175
val

val
Lys
Leu
Thr
255
val
val
Ser
Leu
Ala
335
Pro
GlIn
Ala
Thr
Leu
415
Ser

Ser

Thr
Asn
Ser
Leu
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320
Pro
Gln
val
val
Pro
400
Thr
val

Leu



<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12
Glu Asp Tyr Asp G;y

<210> 13
<211> 78
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13
Mgt Tyr Ser His Trp
5

Ser Glu Glu L8u Leu
2
Pro Ala Arg Pro Asn

Gly Pro Leu Asn Ser
50

Arg Asp Leu Asnh Arg
65

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

<213> Homo sapiens

<400> 14 .
C{s Leu Cys Pro His
5

Pro Arg Gly gsn Ser
Arg Arg Pro Cys His
35

Glu Arg Arg Leu Tyr
50

Arg val Met Gly
65

<210> 15
<211> 75
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15 .

Mgt Tyr Ser His Tgp

Ser Glu Glu Leu Leu
20

Pro Ala Arg Pro Asn
35
Gly PSO Leu Ash Ser
5
Arg Asp Leu Asn Arg
65

<210> 16

Tyr

Pro
Arg
Arg
Arg

Leu
70

Cys
Glu
Gly
Arg

Pro
Arg
Arg
Arg

Leu
70

Leu

Ser
Trp
His
Ala

55
Pro

val
Leu
Glu

val
55

Ser
Trp
His
Ala

55
Pro

Tyr

Cys
Ser
Pro
Ile

Gln

Ser
Leu
Lys

40
Ser

Cys
ser
Pro
Ile

Gln

Phe

Cys
Thr
Glu
Ser

Asp

Leu
Tyr
Gly

Leu

Cys
Thr
Glu
Ser

Asp
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Ala
10

Pro
val
Ser
Pro

Leu

Gln
10

His
Thr

Ala

Pro
val
Ser
Pro

Leu

Met

Ser
Pro
Cys
Trp

Tyr
75

Thr
Asn
His

Cys

Ser
Pro
Cys
Trp

Tyr
75

-81-

Asp

Lys
val
Arg
Arg

60
His

Gly
Gln
Lys

val
60

Lys
val
Arg

Arg
60

Tyr

Gly
Pro
Ala
45

Tyr

Ala

Ser
Thr
Gly

45
Cys

Gly
Pro
Ala

45
Tyr

GIn
Pro
Ser
Glu
Arg

His
val
30

Tyr

val

Gln
Pro
30

Ser

Glu

Asp
15

Leu
Glu

Leu

Met
Phe
Cys
Arg

Asp
15

Leu
Glu

Leu

Thr
Glu
Asp

Asp

Asp
Tyr
Leu

Pro

Thr
Glu
Asp

Asp



<211> 71
<212> PR

<213>

<400> 16
His Ala Arg

T

His Met Asp

val Phe Tyr
35

Tyr Cys Leu
50

val Arg Pro
65

<210> 17
<211> 14
<212> PR

<213>

<400> 17

Met
1
Ser
Pro
Gly
Arg
65
Cys
Gly
Pro
Arg

Met
145

Tyr
Glu
Ala
Pro
50

Asp
Pro
Asn
Cys
Leu

130
Gly

6
T

Ser
Glu
Arg
35

Leu
Leu
His
Ser
His
115
Tyr

Homo sapiens

Cys
Pro
20

Arg
Glu
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