(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia’Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HUU TRI TUE

1-0027381
(51  COTK 16/28; A61K 39/395; A61P3/10  (13) B

(21) 1-2013-03546 (22) 15/05/2012
(86) PCT/US2012/037964 15/05/2012 (87) WO 2012/158704 22/11/2012
(30) 61/486,731 16/05/2011 US; 61/536,936 20/09/2011 US

(45) 25/02/2021 395 (43) 26/05/2014 314A
(73) GENENTECH, INC. (US)

1 DNA Way, South San Francisco, California 94080, United States of America
(72) SONODA, Junichiro (JP); WU, Yan (US).

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

(54) KHANG THE CHAT CHU VAN KHANG THU THE YEU TO TANG TRUONG
NGUYEN BAO SOI-1 (FGFR1), PHUONG PHAP SAN XUAT VA DUGC PHAM
CHUA KHANG THE NAY
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Linh vwce k¥ thuat dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén chit chu vAn FGFR1 va cac phuong phép sir dung chit ndy.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Viéc khong kiém soédt duge ham lugng glucoza trong mau la co s& cua nhiéu tinh
trang bénh chuyén héa. Tiéu dudng Ia hdi ching tang dudng huyét gép phai do khiém
khuyét trong viéc tiét insulin trong dép tng véi glucoza (tiéu duong typ 1 va typ 2) va
hiéu qua cta insulin bi gidm trong viéc kich thich hép thu glucoza co xuong va trong
viéc can trd san xuét glucoza & gan (tidu duong typ 2). Tiéu duong 1a bénh rat phé
bién va, mic du cac lya chon tri liéu ddu d3 c6 dbi v6i mot sb bénh tidu dudng, nhung

van c6 nhu cau cap thiét vé cac li¢u phéap bo sung.

Yéu t6 tang truéng nguyén bao s¢i 21 (fibroblast growth factor 21 - FGF21) la
mdt thanh vién ctia ho phu FGF ndi tiét, bao gdbm FGF19 va FGF23, va n6 dugc xdc
dinh 12 chét thay dbi bénh tiém ning dé ddo ngwgc chimg béo phi va bénh gan nhiém
- md& gy ra chimg béo phi va ching tang dudng huyét (xem, vi du, Kharitonenkov and
Larsen, Trends Endocrinol. Metab. 22(3):81-6 (2011); Kharitonenkov et al., J. Clin.
Invest. 115: 1627-35 (2005); WO 2010/042747). Protein FGF21 ndi tiét lién két voi ba
thu thé FGF (FGFR 1-3), va cai thién tinh khéng insulin va cac bénh tiéu duong typ 2
bai cac thu thé nay cling véi dong thu thé lién két mang beta-Klotho cta ching. Tuy
nhién, sy phat trién cta né bi can trd boi dic tinh dugc dong luc hoc kém va co ché tac
dung sinh hoc chua dugc hiéu r3. Cac khéang thé d6i khang khing FGFR1 cling dugc
@2 xuét d& didu tri bénh tidu dudng (WO 2005/037235). Tuy nhién, sy gidng nhau cia
¢4 ba FGFR didu tiét hoat tinh chuyén héa c6 lgi cia FGF21 chua duoc phat hién.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Sang ché mot phan dua trén sy phat hién ra rang su hoat héa FGFR1 giup lam cai
thién bénh tiéu duong. Séng ché d& xuét chit chu van FGFR1, bao gém cac khang thé

chu van khang FGFR1 va phuong phdp sut dung chét nay.
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Theo mot khia canh, sang ché md ta phuong phéap didu tri bénh hoic tinh trang
bénh chuyén héa & mét ca thé, trong d6 phuong phép nay bao gdm bude cho cé thé sir
dung lwong hitu hidu chit chi van khang thu thé yéu t6 ting trudng nguyén bio sgi-1
(FGFR1), trong d6 bénh chuyén hoa duge chon tir nhém gdm: hoi ching da nang
budng trimg (PCOS), hoi ching chuyén hoa (MetS), chiing béo phi, viém gan nhiém
m& khong do rugu (NASH), bénh gan nhiém m& khong do rugu (NAFLD), tang lipit
huyét, cao huyét 4p, tiéu dudng typ 2, tiéu dudng khong thude typ 2, tiéu duong typ 1,
tiéu duong tu mién tiém 4n (LAD), va bénh tiéu duong khai phat sém cia ngudi tré
(MODY). Theo mét sé phuong 4n, chét chi van FGFR1 khéng hoat héa FGFR2 hoic
FGFR3. Theo mot sd phuong 4n, chit chu van FGFR1 13 khang thé khdng FGFRI.
Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang FGFRI1 c6 hai vi tri lién két FGFRI, vi du
khang thé nguyén chiéu dai hoic doan F(ab’)2. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé nay
lién két voi peptit #26 KLHAVPAAKTVKFKCP (SEQ ID NO: 28) hodc peptit #28
FKPDHRIGGYKVRY (SEQ ID NO: 29). Theo mdt s6 phwong 4n, khang thé nay lién
két v6i ca peptit #26 va peptit #28. Theo mot s6 phuong 4n, khéng thé khang FGFR1
lién két v6i ca FGFR1b va FGFRIc. Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé nay 1a khang
thé dic hiéu kép. Theo mot s phuong 4n, khang thé dic hidu kép con lién két véi

beta-Klotho.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét khang thé dugc phan 1ap ma lién két véi
FGFRI, trong d6 khang thé nay 1a chit chi van c6 hoat tinh FGFR1. Theo mot s6
phuong 4n, khang thé nay khong phai 14 chit cht van ctia FGFR2 hogc FGFR3. Theo
mét sé phuong 4n, khéng thé nay 1a khang thé don dong. Theo mdt s& phuong an,
khéng thé nay 1a khang thé cta nguoi, khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi, hodc
khéng thé thé kham. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé nay bao gém (a) HVR-H3 bao
gdm trinh ty axit amin dugc chon tr nhom gdbm SSGYGGSDYAMDY (SEQ ID NO:
16), SGYGGSDYAMDY (SEQ ID NO: 17), EHFDAWVHYYVMDY (SEQ ID NO:
18), TGTDVMDY (SEQ ID NO: 19), va GTDVMDY (SEQ ID NO: 20), (b) HVR-L3
bao gdm trinh ty axit amin QQSYTTPPT (SEQ ID NO: 23), va (c¢) HVR-H2 bao gbm
trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gém X1XoIX3PX4DGXsTXs YADSVKG, trong
d6 X1 1a A hodc G, X2 1a D hodc E, X3 14 D hodc Y, X4 1a N hodc Y, Xs 1a A hodc D,
va X6 12 D hodc Y (SEQ ID NO: 24) va XiIXoPX3DGX4TXsYADSVKG, trong do X
1a D hodc E, X2 1a D hodc Y, X3 1a N hodc Y, X4 1a A hodc D, va Xs1a D hodc Y (SEQ
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ID NO: 25). Theo mot s6 phuong 4n, khang thé nay bao gdm (a) HVR-HI bao gdm
trinh ty axit amin GFTFX1X,X3X4IXs, trong d6 X1 1a S hodc T, Xz 1a N hodc S, X3 1a
N hodc T, X4 12 W hodc Y, X5 1a H hodc S (SEQ ID NO: 26), (b) HVR-H2 bao gém
trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gém X1XoIXsPXuDGXsTXsYADSVKG, trong
d6 X1 1a A hoic G, X2 1a D hodc E, X3 1a D hodc Y, X4 1a N hodc Y, Xs 1a A hodc D,
va X6 12 D hodc Y (SEQ ID NO: 24) va XiIXoPX3DGXsTXs YADSVKG, trong d6 X
1a D hoic E, X» 13 D hodc Y, X3 1a N hodc Y, X4 1& A hodc D, va Xs 1a D hodc Y (SEQ
ID NO: 25), va (¢) HVR-H3 bao gdm trinh ty axit amin dwgc chon tir nhém gbém
SSGYGGSDYAMDY (SEQ ID NO: 16), SGYGGSDYAMDY (SEQ ID NO: 17),
EHFDAWVHYYVMDY (SEQ ID NO: 18), TGTDVMDY (SEQ ID NO: 19), va
GTDVMDY (SEQ ID NO: 20). Theo mdt sb phuong én, khang thé nay bao gbm (a)
HVR-H1 bao gdm trinh tu axit amin GFTFTSTWIS (SEQ ID NO: 7), (b) HVR-H2
bao gém trinh ty axit amin dugc chon tir nhém gdbm GEIDPYDGDTYYADSVKG
(SEQ ID NO: 10) va EIDPYDGDTYYADSVKG (SEQ ID NO: 11), va (¢c) HVR-H3
bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gdm SSGYGGSDYAMDY (SEQ ID
NO: 16) va SGYGGSDYAMDY (SEQ ID NO: 17). Theo mét s6 phuong 4n, khang
thé nay bao gdm (a) HVR-HI bao gbm trinh tu axit amin GFTFSNNYIH (SEQ ID
NO: 8), (b) HVR-H2 bao gdm trinh ty axit amin dugc chon tir nhém gbébm
ADIYPNDGDTDYADSVKG (SEQ ID NO: 12) va DIYPNDGDTDYADSVKG (SEQ
ID NO: 13), va (¢) HVR-H3 bao gdm trinh ty axit amin EHFDAWVHYYVMDY
(SEQ ID NO: 18). Theo mét sb phuong an, khang thé nay bao gom (a) HVR-HI bao
¢dm trinh tu axit amin GFTETSNWIS (SEQ ID NO: 9), (b) HVR-H2 bao gbm trinh ty
axit amin dugc chon tr nhom g@)m AEIDPYDGATDYADSVKG (SEQ ID NO: 14) va
EIDPYDGATDYADSVKG (SEQ ID NO: 15), va (¢) HVR-H3 bao gbm trinh tu axit
amin duoc chon tir nhém gdm TGTDVMDY (SEQ ID NO: 19) va GTDVMDY (SEQ
ID NO: 20). Theo mdt s& phuong 4n, khang thé nay con bao gébm (a) HVR-L1 bao
odm trinh tu axit amin RASQDVSTAVA (SEQ ID NO: 21); (b) HVR-L2 bao gbm
trinh ty axit amin SASFLYS (SEQ ID NO: 22); va (c¢) HVR-L3 bao gbm trinh ty axit
amin QQSYTTPPT (SEQ ID NO: 23). Theo mot sd phuong 4n, khang thé nay bao
odm trinh tu VH dugc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 2, 3 va 4. Theo mét s6 phuong
4n, khang thé nay bao gdm trinh tr VL ctia SEQ ID NO: 6.
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Theo mot s& phuong 4n, khang thé khang FGFR1 ¢6 hai vi trf lién két FGFR1, vi
du khang thé nguyén chidu dai hoic doan F(ab’)2. Theo mét sd phwong 4n, khéng thé
theo sang ché 1a khang thé da dic hi¢u. Theo mot s& phwong 4n, khéng thé nay con
lien két voi beta-Klotho. Theo mot sb phuong an, khang thé nay 13 khang thé IgGl,
Theo mdt sé phuwong 4n, sing ché d& xuit axit nucleic dugc phan 1ap ma hoéa khéng thé
theo sang ché. Theo mot s6 phuong 4n, sing ché dé xuét té bao chui chira axit nucleic
theo diém 21. Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phap san xut khang
thé bao gdm budc nudi cdy té bao chii theo diém 22 sao cho khéng thé nay duoc tao ra.
Theo mot sé phuong 4an, phuong phép ndy con gdm budce thu hdi khang thé nay tir té
bao chi nay. |

Theo mot sb phuong 4n, sing ché d& xuét duge phdm chira khang thé theo sang

ché va chat mang dugc dung.

Theo mot sb phuong 4n, sdng ché mo ta khang thé theo séng ché dé dung lam
thube chita bénh. Theo mdt sd phuong 4an, khang thé theo sang ché dé st dung trong
diéu tri bénh hoic tinh trang bénh chuyén héa duoc chon tir nhém bao gdm: hdi ching
da nang budng trimg (PCOS), hoi chimg chuyén hoa (MetS), chimg béo phi, viem gan
nhiém m& khong do rugu (NASH), bénh gan nhiém md khong do ruou (NAFLD),
tang lipit huyét, cao huyét ap, tidu dudng typ 2, tiéu duong khong thudc typ 2, tiéu
dudng typ 1, tiéu dudong ty mién tidm 4n (LAD), va bénh tiéu dudng khéi phat sém
cua nguoi tré¢ (MODY). Theo mot s6 phuong 4n, khang thé theo sang ché nay dé sir

dung trong viéc 1am cho c4 thé nhay véi insulin.

Theo mot sb phuong 4n, séng ché mo ta viéc st dung khang thé theo séng ché
trong viéc san xuét thudc. Theo mot sb phuong én, thubc chita bénh nay 1a dé diéu tri
bénh hoic tinh trang bénh chuyén héa dugce chon tr nhém gdm: hdi chimg da nang
budng trimg (PCOS), hoi chimg chuyén hoéa (MetS), ching béo phi, viém gan nhiém
md khong do rugu (NASH), bénh gan nhiém m& khong do ruou (NAFLD), ting lipit
huyét, cao huyét ap, tiéu dudng typ 2, khong thudc tidu duong typ 2, tiéu duong typ 1,
tiéu duong tu mién tiém 4n (LAD), va bénh tiéu duong khéi phat sém ctia ngudi tré
(MODY). Theo mot s6 phuong 4n, thudc chira bénh nay 1a dé 1am cho c4 thé nhay véi

insulin.
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Theo mdt s phuong 4n, sang ché mo ta phuong phép diéu tri tiéu dudng & mot
ca thé, trong d6 phuong phép nay bao gdm budc cho ca thé sit dung lugng hitu higu
ctia khang thé theo séng ché. Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phép niy con gdm viéc
cho ¢4 thé st dung chét khac dé diéu tri tidu dudng v6i didu kién 1 chit khac nay
khong phai insulin. Theo mot sd phuong 4n, phuong phép nay con gbm viéc cho cé thé

st dung mot chit dé diéu tri bénh tim mach.
M0 ta vén tit cac hinh vé

Fig. 1A thé hién phan tich ELISA do sw lién két ctia cac khéng thé khéang FGFR1
v6i doan FGFR ECD tinh khiét.

Fig. 1B thé hién céc hang sb lién két cong hudng tir bé mit d6i véi RIMADI va
RIMAD2.

Fig. 1C thé hién thir nghiém GAL-EIk1 luxiferaza trong cc té bao L6 & chuot.
Céac té bao dugc déng bién nap véi vecto biéu hién d6i vé6i isoform FGFR duoc chi
dinh cung v6i GAL-EIk1, SV40-renilla Luxiferaza, va gen chi thi luxiferaza ¢ dom
dém déap tmg Gal. Té bao da dugce bién nap dugc nudi trong moi trudng chira cac ndng
d6 tang dan ctia R1IMab hodc axit FGF (aFGF: d6i ching duong) trong 6 gid trude thir
nghiém luxiferaza. Sy hoat hoa qua trinh phién ma dugc danh gia bang hoat tinh
luxiferaza & dom dom twong dbi dugc chudn héa bang hoat tinh luxiferaza renilla va

duoc biéu dién theo don vi luxiferaza tuwong d6i (RLU).

Fig. 1D thé hién thi nghiém gidng v6i 1C trir viéc t& bao L6 biéu hién ca
FGFR1c va KLB.

Fig. 1E thé hién thir nghiém gidng véi 1C trir viée té bao HEK293 dugc sir dung.

Fig. IF thé hién phan tich thidm tach Western cua céc té€ bao tao m& 3T3-L1 dugce
xt 1y bang protein chi dinh & ndng d6 0,5pg/ml cho mdi 1an quy dinh.

Fig. 1G thé hién WAT dugc thu hoach tir c4c con chudt gdy C57BL/6 & thoi
diém chi dinh sau khi tiém mang bung & 1mpk R1Mab (+) hodc d6i chung IgG (-), va
duoc dua di phén tich thim tach Western.

Fig. 2A thé hién glucoza trong méau (bén trai) va khdi lugng co thé (bén phai) ciia
chudt db/db sau khi tiém mang bung mot 1an (miii tén) R1Mab1 hodc d6i chung IgG &

lidu lugng quy dinh. Mtc ¥ nghia dugc quan st v6i glucoza (véi dbi ching IgG) trong
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khoang tir ngay 1 dén ngay 30 cho tAt ca cac nhom va vé6i khéi luong (voi ddi ching
IgG) vao ngay & cho tit ca cac nhom, va trong khoang tir ngdy 12 dén ngay 18 voi
nhom 50mpk. N=6~14, *p<0,05, **p<0,01.

Fig. 2B thé hién glucoza trong mau chudt dugc cho in ngiu nhién va chudt dé
nhin d6i qua dém (phia trén) va ham lugng insulin huyét thanh sau khi dé nhin d6i qua
dém, va 30 phat sau khi tiém 1g/kg glucoza vao mang bung (phia dudi). N=6~14,
*p<0,05, **p<0,01.

Fig. 2C thé hién glucoza mau (bén trai) va khdi lugng co thé (bén phai) ciia chudt
Ins2Akita sau khi tiém mang bung mét 1an R1Mab1 hodc d6i ching IgG & liéu 3mpk.
N=10. *p<0,01.

Fig. 2D thé hién su hép thu thirc &n (bén tréi), glucoza mau (& gitta), va khi
lugng co thé (bén phai) cua chudt db/db sau khi tiém mang bung mdt 1dn R1Mabl
hodc dbi ching IgG & lidu lugng Impk. PF: cho #n theo c@p véi nhom duge xir ly

RIMAb. N=7. #p<0,001 (v6i IgG), *p<0,001 (v6i PF-IgG).

Fig. 2E thé hién sy dinh lugng ving dwong tinh insulin trong céc ving tuy dugc
¢ dinh. M6 dugc gom lai vao ngdy tht 7 sau khi tiém mang bung mot 14n 3mpk (bén
trai) hodc 1mpk (bén phai) RIMADI va dugc nhuém cho insulin va glucagon. N=4~7.
*%p<0,002. ***p<0,001.

Fig. 3A thé hién sy hoat héa qua trinh dan truyén tin hiéu MAPK trong md cua
chudt. Mo duge chi dinh duge thu hoach & 15 phut (25ug/chuét FGF21: phia trén)
hoidc 1 gio (Impk R1Mabl: phia dudi) sau khi tiém mang bung cho céc con chuft gly
C57BL/6 va duogc dua di phan tich thim tach Western. PBS (phia trén) va dbi chung

IgG (phia dudi) dugce st dung lam d6i chimg am.

Fig. 3B-D thé hién phuong phap nhudm H&E & gan (B), lipit trong gan (C), va
lipit trong huyét thanh (D). Miu nay dugce gom lai vao ngay thir 7 sau khi tiém mang
bung mét lan 1mpk R1IMAb1. C4c con chudt d6i chung duge cho #n theo cip aé
chuin hoa khéi lugng co thé. N=7, *p<0,05, **p<0,001.

Fig. 3E thé hién thong s& chuyén hoa ctia cac con chudt ob/ob hodc chudt ap2-

SREBPIc (srebp) chuyén gen duoc tiém Impk Ab. Nhom d6i ching duoc cho 4n theo
cip dé chudn héa khéi lugng co thé (Fig. S7). Glucoza va Insulin dé tinh toan HOMA-
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IR dugc do vao ngay thir 3 sau 3 gid dé nhin d6i. GTT duoc thuc hién béng viéc tiém
1g/kg glucoza vao mang bung vao ngay thir 4 sau khi @8 nhin d6i qua dém. Khéi luong

mo dugc do vao ngay thi 5. N=7, *p<0,05, ***p<0,01.

Fig. 3F thé hién thong sb chuyén hoa ciia cc con chudt ap2-SREBP duge cy
dudi da cung véi bom thim thiu dé ngdm FGF21 (12ng/ngay). ITT véi tiém mang
bung 1U/kg insulin dugc thyc hién vao ngay 4. Huyét thanh duoc gom lai vao ngdy 6.
N=6~8.

Fig. 4A thé hién su biéu hién mARN (do: mirc biéu hién cao va xanh da troi:
mutc biu hién thép) trong BAT ddi v6i cac gen thudc con dudng KEGG dugce chi
dinh. Mau nay duoc gom lai vao ngay thr 4 sau khi tiém mang bung mot lan 1mpk

R1MADbI hoic céc con chudt dugce cho an theo cdp dugce tiém dbi chung IgG.

Fig. 4B thé hién sy biéu hién mARN trong BAT biang qPCR. N=6, *p<0,05,
*%p<0,001.

Fig. 4C thé hién th nghiém luxiferaza trong té bao HEK293. P thi thé hién
rang cid FGF21 va RIMAbDI déu kich thich su phién ma gen chi thi luxiferaza dugc
didu khién boi UAS trong té bao HEK293 qua CREB dugc dung hop véi mién lién két
ADN GAL4 (GAL-CREB) (hai bang bén tréi), hodc gen chi thi luxiferaza dugc didu
khién béi CRE (hai bang bén phai), theo cach phu thudc liéu lugng. Mot s té bao con
duoc ddng bién nap dé biéu hién FGFR1c va KLB (mau do; dudng cong phia trén dinh
trén cac do thi). Két qua 1a gia tri trung binh cta ca ba 14n thir nghiém lip lai cho hoat

tinh luxiferaza dugc chudn héa bai hoat tinh renilla.

Fig. 4D thé hién WAT duoc thu hoach 15 phit sau khi tiém trong tinh mach véi
25ug FGF21 (+) hodc PBS (-), va dugc dua di phén tich thim tach Western.

Fig. 4E thé hién phan tich thAm tach Western t& bao tao m& nguyén sinh duge
biét hoa cua ngudi duge xtr Iy bing FGF21 & 1pg/ml trong 30 phut.

Fig. 4F thé hién kiéu con dudong din truyén tin hiéu qua d6 FGF21 va RIMAb
hoat héa chuong trinh PGC-1alpha trong md md.

Fig. 5 thé hién hoat tinh cht van khong phu thudc heparin va phu thugc FGFR1
ciia RIMAb1. Thir nghiém luxiferaza GAL-EIk1 trong té bio HEK293. Té bao dugc

dong bién nap véi hoic khong véi vecto biéu hién FGFR1c¢ nhu duge chi dinh, cung

-8



27381

v6i GAL-Elk1, SV40-renilla Luxiferaza, va gen chi thi luciferaza & dom dém déap Ung
Gal. Té bao dugc bién nap dugce nudi trong mdi truong chira cac ndng d0 ting dan cla
R1Mabl c6 bd sung hodc khong bd sung 25 mg/L heparin & lon nhu duge chi dinh
trong 6 gid trudce khi thir nghiém luxiferaza. Sy hoat héa phién ma dugc danh gia bang
hoat tinh luciferaza & dom dém tuong dbi duoc chuén héa béi hoat tinh luxiferaza

renilla va duge biéu dién theo don vi luxiferaza twong dbi (RLU).

Fig. 6A thé hién sy hép thu thirc an (bén trai), khéi lugng co thé (& gitta), va
glucoza mau (bén phai) cia cac con chudt db/db sau khi tiém mang bung mot lan
R1Mab2 hodc dbi ching IgG & liéu lugng 3mpk vao ngay 0. Cac con chudt d6i ching
duoc cho an theo cap (PF) dé didu chinh sy hép thu thtc an cho dén ngay 11. Vao
ngdy thit 11, sy hép thu thirc n cla céc con chudt duge xir Iy RIMAb2 quay trd lai
binh thudng, va do d6 tit ca cac con chudt duge cho &n thodi mai sau ngay 11 (AL).

N=7~12. p<0,001.

Fig. 6B thé hién ham luong glucoza trong méu cla cac con chudt duge cho 4n
ngiu nhién st dung trong Fig.2A vao ngay 26.

Fig. 6C thé hién GTT dugc thuc hién sit dung cing céc con chudt vao ngay 28.

Fig. 6D thé hién ITT dugc thuc hién sir dung ciing cic con chudt vao ngay 37.

Fig. 7A thé hién glucoza méu (bén trai) va khéi lwong co thé (bén phai) cta cac
con chudt ob/ob sau khi tiém mang bung mot 1An R1Mab]1 hodc dbi chung IgG & lidu
lugng Impk vao ngay 0. Cac con chudt d6i ching duogc cho an theo cip (PF) dbi voéi
nhém duge xt Iy RIMADb. N=7. *p<0,05 (v6i PF-IgG).

Fig. 7B thé hién glucoza méu (bén trai) va khéi lugng co thé (bén phai) cia cac
con chudt C57BL/6 dugc cho dn HFD sau khi tiém mang bung mot 1an R1Mab! hoic
dbi chimg IgG ¢ liéu lugng Impk vao ngdy 0. N=7~9. *p<0,05.

Fig. 7C thé hién GTT dugc thuc hién & cac con chudt cho n theo ché do HFD
dugc st dung trong S3B vao ngay 8 sau khi tiém Ab. Cac con chuft dugc ti€ém vao
mang bung 1g/kg glucoza sau khi d8 nhin d6i qua dém. Khéi luong co thé trung binh
14 28,6+/- 0,6 (RIMAD1) va 32,1+/-0,8 (d6i ching IgG) (p<0,01). N=7.

Fig. 7D thé hién glucoza trong mau (bén trai) va khdi lugng co thé (bén phai) ciia

c4c con chudt Ins2Akita vao ngay 5 sau khi tiém mang bung mot 1An R1Mab! hoic dbi
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ching IgG & ndng d6 Impk. Cac con chudt d6i chtmg duoc cho an theo cip (PF-IgG)

dé chudn héa khéi lugng co thé. * p<0,05.

Fig. 8A thé hién su nhudm mau tiéu biéu cua dao tuy & cac con chudt db/db duogc
phan tich trén Fig. 4E. Dd: Insulin, Mau xanh 14 céy: Glucagon, Xanh da troi: Nuclei.
Luu ¥ ring RIMAb khong anh hudng dén toan b hinh théi hoc cia dao.

Fig. 8B thé hién sy phan bd ving dwong tinh v6i insulin (%) & mdi ddo trong mbi

con vat.

Fig. 9A thé hién mo ta dang gian dd cna IgG va IgG mdt nhanh (OA). Xanh da
trdi: Chudi niang, Mau xanh 14 cdy: Chudi nhe. D4u hoa thi mau d6 chi vi trf 4ng chirng

cla cac gbe duoc gy dot bién trong thé dot bién DANA.

Fig. 9B thé hién thir nghiém luxiferaza dya trén GAL-Elk trong té bao HEK293
biéu hién FGFR1c dé so sanh RIMADb2 va thé dot bién ADN ctia RIMAb2 (RIMAD2
DANA).

Fig. 9C thé hién glucoza trong méu clia cac con chudt db/db trude va vao ngdy 7
sau khi tiém mang bung Ab x4c dinh & lidu Impk. Céc con chudt déi chiing dugc cho

an theo cip dé chuin hoa khéi lugng co thé.

Fig. 9D thé hién ELISA xéc dinh lién két khang thé v6i doan FGFR ECD tinh
sach. OA-R1IMADb1: ban OA ciia RIMADI.

Fig. 9E thé hién thir nghiém luxiferaza dua trén GAL-Elk giéng v6i SSB.

Fig. 9F thé hién phan tich thAm tach Western cta té bao tao m& 3T3-L1 duoc xt
1y bang protein chi dinh & 0,5ug/ml trong thoi gian xéac dinh.

Fig. 9G thé hién glucoza trong méau (bén trai) va khéi lugng co thé (bén phai) clia
céc con chudt db/db sau khi tiém mang bung mot 1dn Ab xé4c dinh vao ngay 0 (mii
tén). N=7. *p<0,05 (d6i chimg IgG v&i 3mpk RIMAbI), **p<0,0005 (d6i chung IgG
v6i 3mpk RIMAbI va d6i chung IgG véi Impk RIMAb1).

Fig. 9H thé hién lipit gan va lipit trong huyét thanh tir mau duoc gom lai vao
ngay 7 sau khi tiém Ab. N=7. *p<0,05, *%p<0,0005 (v6i dbi ching IgG).

Fig. 10 thé hién su biéu hién mARN cta isoform KLB va FGFR trong gan va
WAT. Céc con chudot C57BL/6 dugc cho @n thirc dn va an theo ché @6 HFD 1a chudt
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25 tuan tudi. Céc con chudt #n theo ché d6 HFD duoc dn HED trong 21 tun. *p<0,05
hodc **p<0,001. N=6.

Fig. 11 thé hién yéu cau dbi véi chirc ning m& binh thuong cho hoat tinh clia
FGF21 va RIMAb. Sy hip thu thirc &n (bén trai), glucoza méau (& gitta), va khéi lugng
co thé (bén phai) cia cac con chudt chuyén gen ob/ob hoidc ap2-srebplc sau khi tiém
mang bung mot 1an R1Mab1 hozic d6i chung IgG ¢ lidu lugng Impk vao ngay 0. Cac
con chudt giéng nhau duoc md ta trén Fig. 3E. N=7. #p<0,001 (v6i IgG), *p<0,001

(v6i PF-IgG). Viée do sau khi diéu tri thure hién vao thoi diém 1 ngay sau khi tiém.

Fig. 12A thé hién thtr nghiém luxiferaza dua trén t& bao & HEK293. C4c té bao
duoc ddng bién nap vdi vecto biéu hién ddi véi protein dung hop GAL xéc dinh,
SV40-renilla Luxiferaza, va gen chi thi luxiferaza dép timg GAL. Mot s té bao ciing
duoc ddng bién nap voi vecto biéu hién dbi véi KLB nhu duge chi dinh. Té bao da
duoc bién nap dugc nudi véi mdi trudng chira moi trudng co diéu kién tir té bio
HEK?293 dugc bién nap v6i vecto biéu hién d6i véi FGF21 hoic vecto trong ddi ching
nhu dugce chi dinh. Sau 6 gio nudi, té bao dugc dua qua thir nghiém luxiferaza. Sy hoat
hoéa phién ma dugc danh gid boi hoat tinh luxiferaza & dom dom tuong d6i duoc chuin
héa bang hoat tinh luxiferaza renilla va dugc biéu dién duéi dang cudong d6 cam tng
(14n).

Fig. 12B thé hién thir nghiém luxiferaza twong tu trong d6 mot s6 t& bao duoc
ddng xir 1y bang phdi tir thu thé hat nhan sau day: IMM Wy14643 (PPARaq), 5SnM
GW101516 (PPARa), 50nM rosiglitazone (PPARYy), 50nM T0901317 (LXRa), SnM
T3 (TRP), 30MM CDCA (FXR). Luu y ring FGF21 khéng anh hudéng dén hoat tinh
ciia thy thé hat nhan duoc thir nghiém c6 hodc khéng c¢6 xir Iy phdi tir ciing ngudn gbc.

Fig. 12C thé hién phan tich thim tach Western t& bio HEK293 dugc xtt 1y bing
FGF21 & 0,5ug/ml trong 10 phiit. Mot s6 té bao dugc xir ly so bd bang chét wc ché dbi
v6i FGFR (100nM PD173074), mTOR (100nM rapamyxin) MEK1/2 (10pM U0126),
PI3K (1uM wortmannin) nhu dugc chi dinh.

Fig. 12D thé hién gen cing huéng lién quan dén co ché chuyén hoa oxy hoa
trong m6 md. |

Fig. 13 thé hién glucoza trong mau (phia trén) va khéi luong co thé (phia duéi)

clia cac con chudt db/db sau khi tiém mang bung mét 1dn RIMAb2 (duge danh du 1a
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182.2), RIMAD3 (dugce danh diu 1a 182.5) hodc dbi chiung IgG (khang-Her2) & liéu
lurgng quy dinh. N=6, *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005. RIMAb3 chira VH c6 chira
SEQ ID NO: 6 va VH ¢6 chta SEQ ID NO: 4.

Fig. 14A thé hién su hip thu tich liiy thirc in, glucoza trong mdau, va thay ddi
khéi lwong co thé ciia cac con chudt gdy C57BL/6 sau khi tiém mang bung mot lan
RIMAD! hodc dbi chung IgG & liéu 0,5 mpk. Céc con chudt con duge cdy dudi da véi
bom thidm thdu mini vao ngdy 0 d& truyén lién tuc (c.i.) FGF21 tai t6 hop & liéu 1,2
mpk/ngay hodc ta duwoc dbi chimg (PBS). Vao ngay 3, cic con chudt dwgc cho nhin
d6i qua dém dé thuc hién thir nghiém dung nap glucoza (glucose tolerance test - GTT)

vao ngay 4 (mii tén).

Fig. 14B thé hién thir nghiém dung nap glucoza dugc thyc hién véi 2 g/lkg

glucoza dugc tiém vao mang bung vao ngay 4 sau khi nhin d6i qua dém.

Fig. 14C 1a phén tich huyét thanh ciia c4c con chudt dugc thé hién trén Fig. 2C,
S10A va S10B. Cac mau huyét thanh dwoc gom lai vio ngay thit 5 sau khi nhin d6i 4
gio. Céc sb liéu 1a gia tri trung binh + SEM v4i n=6 con chudt mgt nhém; *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 v6i PBS (c.i.) + dbi chtng IgG, bai thir nghiém t-student khong
bét cap hai phia (n.s. = khong dang ké).

Fig. 15 thé hién phan tich biéu hién gen st dung mARN dugce phan 18p tr mo6 gan
ctia cac con chudt dugc sit dung trén Fig. 2C va S10. Cdc mAu md duge phan 1ap vao
ngay thtr 5 sau khi nhin déi 4 giov. Cac s6 liéu 14 gia tri trung binh £ SEM véi n=6 con
chudt mdt nhém; *p<0,05, ***p<0,001 véi PBS (ci.) + dbi ching IgG, béi thu
nghiém t-student khong bét cap hai phia (n.s. = khong ddng ké).

Fig. 16 thé hién phan tich biéu hién gen st dung mARN dugc phéan 18p tr md m&
nau cda cac con chudt dugce sir dung trén Fig. 2C, S10 va S11. Cac mau mo6 dugce phan
1ap vao ngay thtr 5 sau khi nhin doi 4 gio. Céc s6 liéu 1a gia tri trung binh = SEM véi
n=6 con chudt mot nhom; *p<0,05, ***p<0,001 so véi PBS (c.i.) + dbi chimg IgG, boi
thir nghiém t-student khong bét cip hai phia (n.s. = khong dang ké).

Fig. 17A thé hién két qua ELISA xac dinh khang thé lién két véi doan peptit

duoc biotinyl hoa.
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Fig. 17B thé hién trinh tu axit amin cia FGFR1 (axit amin 161-212; SEQ ID NO:
27), trinh tir axit amin cta peptit #26 (SEQ ID NO: 28) va peptit #28 (SEQ ID NO: 29)
cing véi axit amin twong ung voi peptit #26 tr FGFR2 (SEQ ID NO: 30), FGFR3
(SEQ ID NO: 31) va FGFR4 (SEQ ID NO: 32) va axit amin tuong Gng v6i peptit #28
tir FGFR2 (SEQ ID NO: 33), FGFR3 (SEQ ID NO: 34) va FGFR4 (SEQ ID NO: 35).
Su khac biét gifta trinh tu peptit #26 va peptit #28 trong FGFR1 va ving tuong Ung
cua FGFR2-4 dugc dong khung.

Fig. 17C thé hién két qua ELISA x4c dinh FGFR1 duoc gin His lién két véi
protein FGF2 khi c6 mat céac ndng @6 khac nhau ciia RIMAbI hodc déi chung IgG.
Cic s6 liéu duoc bidu difn dudi dang % FGFR1-His lién két va 1a gid tri trung binh +

© SEM (n=3).

Fig. 17D thé hién lién két cia FGF21 i6t héa véi té bao HEK293 biéu hién 6n
dinh ca KLB va FGFR1c khi c¢6 mét cac ndng do khac nhau cia RIMAb1 khong dugc
d4nh diu hoic FGF21 (phan (g con chira BSA (10 mg/ml) va d6i chimg IgG (350
mM) dé chin lién két khong dic hiéu. Céc sb liéu dugce bicu dién dudi dang % FGF21

lién két cua tdng FGF21 duge dénh ddu phéng xa trong phan ng.
M0 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

“Khung thé nhén cta nguodi” cho muc dich cia sang ché 12 khung chua trinh tu
axit amin cta khung mién bién dbi chudi nhe (VL) hodc khung mién bién d6i chudi
ning (VH) thu dugc tir khung globulin mién dich cia ngudi hodc khung lién Gmg cia
ngudi, nhu duge xac dinh duéi day. Khung thé nhan cta ngudi “thu dugc tir” khung
globulin mién dich cta ngudi hodc khung lién tng clia ngudi c6 thé chira trinh tu axit
amin trong ty cia nd, hodc nd ¢d thé chta cac thay dbi trinh ty axit amin. Theo mot )
phuong an, sb cac thay ddi axit amin 1a 10 hodc it hon, 9 hoic it hon, 8 hodc it hon, 7
hodc it hon, 6 hodc it hon, 5 hodc it hon, 4 hodc it hon, 3 hodc it hon, hodc 2 hodac it
hon. Theo mot s& phwong 4n, khung thé nhan VL cia ngudi 1a gibng vé trinh tu véi
trinh ty khung globulin mién dich VL cta nguoi hodc trinh ty khung lién Ung cia
nguoi.

“Aj lyc” chi d6 16n cua tdng cac twong tac khdng cong hoa tri gifta vi trf lién két

don cua phén ti (vi dy, khéng thd) va ddi tac lién két ctia n6 (vi du, khang nguyén).
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Trir khi duoc quy dinh khéc, theo sang ché, “4i luc lién két” chi 4i luc lién két ndi sinh
phan 4nh sy tuong tac 1:1 giita c4c thanh phan cta cip lién két (vi dy, khéng thé va
khang nguyén). Ai luc cta phan tir X véi dbi tac Y ctia né thudng duge biéu dién bang
hang s6 phan ly (Kd). Ai luc nay c6 thé duoc do bing cac phuong phép thong thudng
da biét trong linh vuc, gdm cac phuong phép duge md ta trong sdng ché. Céc phuong
4n minh hoa cu thé dé xac dinh 4i luc lién két va phuong 4n minh hoa dugc md td dudi
day.

Thuét ngit “khang thé cht van khéng FGFR1” chi khang thé c6 kha ning lién két
FGFR1 véi 4i lyc du dé khéng thé nay 1a hitu ich khi ding 1am chét tri lidu trong viée
hoat héa FGFR1. Theo mot phuong an, mic d lién két cua khang thé khang FGFR1
v6i protein khong phai 1a FGFR1, khong cung ho 1a thap nho hon khoang 10% cia
lién két cua khéng thé nay v6i FGFR1 nhu duge xac dinh, vi duy, bz"mg thr nghiém
mién dich ding danh d4u phéng xa (radioimmunoassay - RIA). Theo phuong 4n nhét
dinh, khang thé lién két véi FGFR1 c6 hing s6 phan ly (Kd) <1uM, <100 nM, <10
nM, <1 nM, <0,1 nM, <0,01 nM, hodc <0,001 nM (vi du 10 M hodc thép hon, vi
du tir 10 M dén 103 M, vi dy, tir 10°M dén 1053 M). |

Thuét ngtt “khang thé” theo sang ché duoc st dung theo nghia rong nhit va gbm
c4c cAu tric khang thé khic nhau, bao gdm, nhung khong giéi han &, céc khang thé
don dong, khang thé da dong, khang thé da dic hiéu (vi dy, cac khang thé dic hiéu
kép), va manh khang thé do dai d& chung biéu hién hoat tinh lién két khang nguyén

mong muon.

“Manh khang thé” chi phan t& khong phai 1a khang thé nguyén ven ma chita mot
phén cta khang ‘thé nguyén ven ma lién két khang nguyén v6i khang thé nguyén ven
lién két véi. Vi du v& manh khang thé gdm, nhung khong giéi han &, Fv, Fab, Fab',
Fab’-SH, F(ab')z; khang thé thé doi; cdc khing thé mach thing; phan tir khing thé

chudi don (vi du scFv); va cac khang thé da dic hiéu duoc tao ra tr manh khéng thé.

Thuét ngit khang thé “th& kham” chi khang thé trong d6 mot phén cua chudi ning
va/hodic chudi nhe thu dugc tir nguén hoac loai cu thé, trong khi ph?m con lai ctia chudi
ning va’hodc chudi nhe thu dugc tir nguén hodc loai khac nhau.

“Lép” cua khang thé chi kidu ctia mién khong dbi hodc ving khong dbi duoc quy

dinh boi chudi niing cua nd. C6 ndm 16p chinh cia cdc khang thé: IgA, IgD, IgE, IgG,
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va IgM, va mot s6 16p nay co6 thé duoc chia tiép thanh cdc phan 16p (isotyp), vi du,
IgG1, 1gGa, 1gGs, 1gGy, IgA, va IgAs. Mién khong ddi chudi ning ma tuong Gng véi

céc 16p globulin mién dich khéc nhau dugc goi 1a a,, §, €, v, va p, theo thir tu.

“Chtrc niang tac dong” chi céc hoat tinh sinh hoc c6 thé quy cho ving Fc clia
khang thé, ma lam thay ddi isotyp khang thé nay. Vi du vé chirc ning tac dong cla
khang thé gdm: lién két Clq va gay doc t& bao phu thude bd thé (CDC); lién két thy
thé Fc; do doc tinh t& bao qua trung gian t& bao phu thudc khing thé (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC); co ché thuc bao; diéu tiét giam cua thu

thé b& mit t& bao (vi du thu thé té bao B); va su hoat hoa té bao B.

“Luong hitu hiéu” cua chét, vi du, dugc phém, chi lugng hitu hiéu, & lidu lugng
va trong khoang thoi gian can thiét, dé thu dugc két qua tri liéu hodc ngin nglra mong

muon.

Thuéat ngit “vung Fc” theo sang ché chi viing diu tan C cta chudi ning globulin
mién dich ma chira it nhat 1a mot phin cua ving khong ddi. Thuat ngit ndy gbm ving
Fc trinh ty ty nhién va ving Fc thay ddi. Theo mdt phuong 4n, ving Fc chudi ning
IgG cta nguoi kéo dai tr Cys226, hodc tir Pro230, dén dau tan carboxyl cta chudi
ning. Tuy nhién, dau tan C cua lysin (Lys447) cta ving Fec ¢6 thé hodc c¢6 thé khong
c6 mat. Trir khi ¢6 quy dinh khéc, viéc danh s6 gbc axit amin trong viing Fc hodc ving
khong ddi theo hé danh sb EU, con duge goi 1a chi s6 EU, nhu duge md té trong Kabat
et al.,, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5Sth Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

“Khung” hodc “FR” chi céc gbc mién bién dbi khac ngoai gbc ving sidu bién
(HVR). FR ctia mién bién dbi thuong gdm bdn mién FR: FR1, FR2, FR3, va FR4. Do
d6, trinh ty HVR va FR thudng xuét hién trong trinh ty trong VH (hodc VL): FR1-
HI1(L1)-FR2-H2(L.2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Thuat ngit “khang thé nguyén chidu dai”, “khang thé nguyén ven” va “toan bd
khang thé” dugc st dung thay thé 14n nhau trong sang ché dé chi khang thé ¢6 chu tric
v& co ban gibng véi ciu tric khang thé tu nhién hodc c6 chudi ning chira ving Fc nhu
duoc xéc dinh theo séng ché.

Thuat ngit “té bao chi”, “dong té bao chu” va “mdi trudng nudi ciy té bao chi”

duogc st dung thay thé 14n nhau va chi cac té bao ma axit nucleic ngoai sinh dugc dua
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vao té bao d6, bao gdm dvi con cua té bao nay. Té bao chi gém “thé bién nap” va “té
bao dugc bién nap” bao gdm té bao dugc bién nap so cAp va doi con chau thu dugc tir
té bao nay ma khong lién quan dén s6 luong di qua. Doi con c6 thé khong gidng hoan
toan vé luong axit nucleic véi té bao bd me, ma c6 thé chira thé dot bién. Thé dot bién
doi con chau c¢d cung chirc ndng hodc hoat tinh sinh hoc nhu duogc sang loc hodc dugc

chon cho té bao dugc bién nap ban déu duoc bao gbm theo sang ché.

“Khang thé cia ngudi” 1a khang thé ¢6 trinh ty axit amin ma tuong ting véi trinh
tu axit amin cta khang thé duoc tao ra bdi ngudi hodc té bao clia ngudi hodc thu duoc
tir ngudn khong phai ngudi ma st dung bé khang thé nguoi hodc cac trinh tw ma hoa
khang thé nguoi khac. Dinh nghia nay v& khang thé ngudi loai triy riéng d6i v6i khang
thé dugc lam tuong thich véi ngudi chira gbe lién két khang nguyén khong phai cua
nguoi.

“Khung lién rng cua nguoi” 1a khung biu thi gbc axit amin xuét hién nhiéu nhét
trong sy chon loc cua trinh ty khung VL hodc VH globulin mién dich ctia nguoi.
. Thong thudng, viéc chon loc cta trinh ty VL hodc VH globulin mién dich ctia ngudi 1a
tir phdn nhém cua trinh tu mién bién dbi. Thong thudng, phan nhém ciia cic trinh tu
ndy la phdn nhom nhu trong tai liéu Kabat et al.,, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD (1991),
vols. 1-3. Theo mdt phwong 4n, dbi véi VL, phan nhém nay 1a phan nhém kappa I nhu
trong Kabat et al., néu trén. Theo mt phuwong an, d6i véi VH, phan nhém nay 1a phan

nhom III nhu trong Kabat et al., néu trén.

Khang thé “dugc 1am twong thich véi ngudi” chi khang thé thé kham chira gbc
axit amin tr cac HVR khong phai cta ngudi va g axit amin tir cdc FR clia nguoi.
Theo phwong 4n nhit dinh, khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi vé co ban sé
gém tAt c& cta it nhat 12 mdt, va cu thé 12 hai mién bién déi, trong d6 tat ca hodc vé co
ban 14 tit ca cta cac HVR (vi du, cdc CDR) tuong tng v6i cdc HVR cua khang thé
khong phai ctia ngudi, va tit ca hoic vé co ban 14 tit ca cac FR tuong g v6i cac FR
cta khang thé ngudi. Khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi tiy ¥ ¢6 thé gdm it
nhit 12 mot phan ving khong dbi khang thé thu dugc tir khang thé ngudi. “Dang duge
lam twong thich véi nguoi” cia khang thé, vi dy, khang thé khong phai ctia ngudi, chi

khang thé di qua qua trinh 1am cho gibng ciia nguoi.
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Thuat ngit “gdc ving siéu bién” hoic “HVR,” theo sang ché, chi mbi trong sb
c4c ving ciia mién bién dbi khang thé c6 kha ning siéu bién vé trinh ty va/hoic tao
thanh cdc vong da dugc x4c dinh céu truc (“vong siéu bién”). Thong thuong, céc
khéang thé bdn chudi tu nhién chtra séu HVR; ba nam trong VH (H1, H2, H3), va ba
nim trong VL (L1, L2, L3). Cac HVR thudng chira gbc axit amin tir cac vong siéu
bién va/hoic tir “ving quyét dinh bd thé” (CDR), cac HVR chira gbc axit amin tir ving
quyét dinh b thé c6 tinh thay ddi trinh tw cao nhat va/hodc dugc bao gdm trong su
nhan dién khang nguyén. Céc vong siéu bién dugc 1dy 1am vi du xuét hién & géc axit
amin 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2), va 96-101 (H3).
(Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987).) CDR 14y 1am vi du (CDR-L1,
CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2, va CDR-H3) xuét hién & gdc axit amin 24-34
cua L1, 50-56 cua .2, 89-97 cia L3, 31-35B cua H1, 50-65 cuia H2, va 95-102 ctua H3.
(Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991).) Ngoai trir CDR1 trong
VH, CDR thudng chtra gbc axit amin ma tao thanh cac vong siéu bién. Cac CDR con

A 99

chtra “géc quyét dinh tinh dic hiéu,” hoic “SDR,” 1 cic géc tiép xuc voi khang
nguyén. SDR dugc chtra trong vung cia CDR dugc goi 1a cac CDR duogc lam ng’fm,
hodc a-CDR. a-CDR dugc léy lam vi du (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-
H1, a-CDR-H2, va a-CDR-H3) xudt hién & cac géc axit amin 31-34 cua L1, 50-55 caa
L2, 89-96 cua L3, 31-35B cua H1, 50-58 cia H2, va 95-102 cua H3. (Xem Almagro
and Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008).) Trur khi dugc quy dinh khéc, cac
gbc HVR va cac g khac trong mién bién doi (vi du, cac gbc FR) dugc danh sb trong

sang ché theo Kabat et al., néu trén.

“Thé tiép hop mién dich” 1 khang thé dugc tiép hop véi mot hodc nhiéu phén tir

khéc loai.

“C4 thé” hodc “dbi tuong” 1a dong vat c6 va. DOng vat co vu gém, nhung khong
giGi han &, vat nudi trong gia dinh (vi du, bo, ctru, meo, chd, va ngua), dong vt linh
trudng (vi du, con nguoi va dong vat linh truéng khong phai nguwdi nhu khi), tho, va
loai gdm nhim (vi du, céc con chudt va chudt céng). Theo phuong 4n nhét dinh, cé thé
hoic d6i twong nay 1a ngudi.

A2?

Khang thé “dugc phan 1ap” 1a khang thé dwgc phan tach ra tir thanh phén clia moi

truong tu nhién cua nd. Theo mot s& phuong 4n, khang thé dugc tinh sach dén do tinh
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khiét cao hon 95% hodc 99% nhu dugce xac dinh béi, vi du, phuwong phap dién di (vi
du, SDS-PAGE, hdi tu déng dién (isoelectric focusing - IEF), dién di mao din) hoic
séc ky (vi du, HPLC trao dbi ion hogc pha d4o). Téng quan v& cac phuong phép danh
gia dd tinh khiét cua khéang thé, xem, vi du, Flatman et al., J. Chromatogr. B 848:79-
87 (2007).

AR’

Axit nucleic “dugc phan 14p” chi phan tir axit nucleic duoc tach ra tir thanh phén
cia moi trudng tu nhién cua nd. Axit nucleic duge phén 1ap gbdm phan tir axit nucleic
duge chira trong té bao ma thudng chira phan t axit nucleic, nhung phén tir axit
nucleic ndy nim ngoai nhiém sic thé hodc & vi tri nhiém sdc thé khac véi vi tri nhiém

sdc thé tu nhién cia no.

“Axit nucleic dwoc phin 14p ma hoa khang thé khang FGFR1” chi mot hodc
nhiéu phén tir axit nucleic mi hoéa khéng thé chudi ning va chudi nhe (ho#ic manh cia
n6), gdm céc phan tir axit nucleic trong mdt vecto hodc trong cac vecto riéng biét, va

c4c phan tr axit nucleic ndm & mdt hodc nhiéu vi tri trong t€ bao chu.

Thuat ngit “khéng thé don dong” theo séng ché chi khang thé thu dugc tir quin
thé cac khang thé vé co ban 1a déng nhét, tuc 13, cac khang thé c4 thé c6 chira quan thé
nay la giéng va/hoic lién két v6i cing epitop, trir cac khang thé bién thé c6 kha ning,
vi du, chira thé dot bién c6 trong tw nhién hoic xuét hién trong qué trinh san xuét ché
phim khang thé don dong, cac bién thé nay thudng c6 mit véi luong rat nho. Nguogc
v6i cac ché phdm khang thé da dong, ma thuong gdm c4c khéang thé khac nhau dugc
dua truc tiép trén céc yéu td quyét dinh (epitop) khac nhau, mdi khéng thé don dong
ctia ché phdm khang thé don dong dua truc tiép trén mot yéu td quyét dinh trén khéang
nguyén. Do do, tir bd nghia “don dong” nay chi ra dic diém cua khang thé nay nhu thu
duoc tir quan thé cac khang th8 vé& co ban 1a ddng nhét, va khong duoc hiéu 13 cin dén
qué trinh san xuit khéng thé nay boi phuong phap cu thé bat ky. Vi du, cac khang thé
don dong dugc st dung theo sang ché ¢6 thé dugc tao ra boi nhiéu k§ thuat, gém,
nhung khong gidi han &, phuong phap té bao lai, phuong phap ADN tai td hop,
phwong phép biéu hién trén thuc khuén thé, va cac phuwong phap sit dung dong vat
chuyén gen chira tit ca hoic mot phén tap hop globulin mién dich ciia ngudi, cac
phuong phap nay va cac phuong phap duoc 14y 1am vi du khac dé tao ra cac khang thé

don dong dugc mo ta trong sang ché.
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“Céac khang thé ty nhién” chi phén tir globulin mién dich c6 trong tu nhién cé ciu
trac thay ddi. Vi du, cac khang thé IgG tu nhién 1 cAc glycoprotein tetrame khéc loai
gdm khoang 150.000 dalton, chira hai chudi nhe gidng nhau va hai chudi ning giéng
nhau duoc lién két disulfua. Tur dau tan N dén dau tan C, mbi chudi ning c6 vung thay
d6i (VH), con duoc goi 1a mién chudi ning thay d6i hodc mién bién ddi chudi ning,
theo sau 1a ba mién khong dbi (CH1, CH2, va CH3). Tuong ty, tir dau tin N dén dau
tan C, mdi chudi nhe ¢ ving thay dbi (VL), con duge goi 1a mién chudi nhe thay dbi
hodc mién bién dbi chudi nhe, theo sau la mién chudi nhe khong dbi (CL). Chudi nhe
cua khéng thé ¢ thé duoc quy vé mot trong hai loai, dugc goi 1a kappa (k) va lambda

(A), dua trén trinh ty axit amin cia mién khong doi cua no.

Thuét ngit “to huéng dan st dung” dé chi cac huéng dan thudng co trong céc vt
phém trén thi trudng clia san pham trj liéu, chira thong tin vé céc chi dinh, cach dung,
lidu luong, duong dung, liéu phép hdn hop, cac chéng chi dinh va/hodic canh bao vé

viéc sir dung cac san pham tri liu nay.

“Phin tram (%) d6 twong dong trinh tu axit amin" véi trinh tu polypeptit tham
khao dugc dinh nghia 13 phan traim gdc axit amin trong trinh ty Gng ctt ma gidng véi
gbc axit amin trong trinh tu polypeptit thao khao, sau khi so sdnh trinh ty va chén
khoéang trdng vao, néu can, dé thu dugc phin trim do tuong ddng trinh tu t6i da, va
khong xem bét ky doan thé bao toan nao 1a mot phén ctia muc twong dong trinh tu.
Viéc so sanh dé xac dinh phéan trim do twong dbng trinh tu axit amin cla thé thu dugc
theo nhiéu c4ch khac nhau thudc kién thirc ctia ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat, vi dy, st dung ph?ln mém mAy tinh c6 trén thi trudng nhu phan mém
BLAST, BLAST-2, ALIGN hoic Megalign (DNASTAR). Nguoi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat cé thé xac dinh céc thong sb thich hop dé so sanh trinh tu,
bao gém c4c thudt toan bat ky dugc yéu clu dé thu duoc su sép théng tdi da trén toan
bd chiéu dai cta trinh tu duge so sanh. Tuy nhién, cho myc dich sang ché, % gia tri do
trong ddng trinh tu axit amin dugc tao ra bang cach st dung chuong trinh may tinh so
sanh trinh tu ALIGN-2. Chuong trinh may tinh so sanh trinh tw ALIGN-2 dugc tao ra
bdi Genentech, Inc., va mi ngudn duoc ndp vao tu liéu st dung & Co quan Ban quyén
Hoa Ky (U.S. Copyright Office, Washington D.C., 20559), ma né dugc ding ky véi s6
dang ky ban quyén 1a TXU510087. Chuong trinh ALIGN-2 1a ¢6 san trén thi trudng tlr

Genentech, Inc., South San Francisco, California, hodc cé thé dugc bién soan tir ma
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ngudn. Chuong trinh ALIGN-2 cin dugc bién soan dé sir dung trén moi truong hé didu
hanh UNIX, gbm UNIX V4.0D ky thuat sb. Tét ca cac thong s so sanh trinh tu duoc
d3t bing chuong trinh ALIGN-2 va khong thay ddi.

Trong cac truong hgp ma ALIGN-2 dugc st dung dé so sanh trinh tu axit amin,
% do tuong déng trinh tu axit amin cua trinh tu axit amin cu thé A so v&i, véi, hodc
dua trén trinh ty axit amin cu thé B (ma co thé xen k& dugc dién giai dudi dang trinh
ty axit amin A cu thé c¢6 hodc c6 chira % do tuong ddng trinh tu axit amin cu thé so

v, voi, hodc dua trén trinh ty axit amin cy thé B) duoc tinh nhu sau:
100 * X/Y

trong d6 X 1a s§ gdc axit amin dugc tinh 13 céc bét cip gibng nhau boi chuong trinh so
sanh trinh tuy ALIGN-2 trong chuong trinh nay c¢6 sy so sanh gitta A va B, va trong do
Y 1a tong sb gdc axit amin cta trong B. S& dugc hidu rang khi chiéu dai trinh tu axit
amin A khong bang chiéu dai trinh ty axit amin B, thi % mirc twong dong trinh tu axit
amin cia A so v6i B s& khong bing % do twong ddng trinh ty axit amin cia B véi A.
Trir khi duge quy dinh cu thé khac, tit ca cac gia tri % do twong dong trinh tu axit
amin theo sang ché thu duoc nhu dwgc md ta trong doan ngay trén ddy st dung

chuong trinh méy tinh ALIGN-2.

Thuét ngit "dugc phdm" chi ché phim ma & dang d6 cho phép hoat tinh sinh hoc
ctia thanh phén hoat tinh chira trong d6 c6 hi€u qud, va n6 khong chira thanh phén bd

sung nao gdy doc khong chép nhan duoc cho ddi trong st dung ché phim do.

“Chit mang dugc dung” chi thanh phin trong dugc phdm, khac thanh phan hoat
tinh, khong gdy doc cho ddi twong. Chét mang dugc dung gdm, nhung khong gidi han

&, chat dém, ta duoc, chat lam On dinh, hodc chat bao quan.

Thuét ngir “thu thé yéu t6 tang truéng nguyén bao sgi 1 hogc FGFR1,” theo sdng
ché, chi FGFRI ty nhién bit ky tir ngudn dong vat c6 xuong sdng bét ky bao gdm
dong vat c6 vi nhu dong vét linh trudng (vi du nguoi) va loai gdm nham (vi du, chudt
nhét va chudt cbng), trir khi duoc quy dinh khac. Thuat ngit nay bao gdm cac FGFR1
“nguyén chiéu dai,” chua duoc xit Iy cing nhu dang bt ky cia FGFR1 nhan duoc tir
qua trinh xr ly trong té bao. Thuét ngir con gdm céc bién thé c6 trong ty nhién cla
FGFR1, vi du, bién thé ghép hodc bién thé alen. Trinh ty axit amin cia FGFR1b va
FGFR2b cta ngudi vi du, theo thir tu, dugc thé hién dudi day:
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NTKPNPVAPYWTSPEKMEKKLHAVPAAKTVKFKCPSSGTPNPTLRWLKNGKE
FKPDHRIGGYKVRYATWSIIMDSVVPSDKGNYTCIVENEYGSINHTYQLDVVE
RSPHRPILQAGLPANKTVALGSNVEFMCKVYSDPQPHIQWLKHIEVNGSKIGP
DNLPYVQILKHSGINSSDAEVLTLFNVTEAQSGEYVCKVSNYIGEANQSAWLT
VTRPVAKALEERPAVMTS (SEQ ID NO: 1); va

NTKPNPVAPYWTSPEKMEKKLHAVPAAKTVKFKCPSSGTPNPTLRWLKNGKE
FKPDHRIGGYKVRYATWSIIMDSVVPSDKGNYTCIVENEYGSINHTYQLDVVE
RSPHRPILQAGLPANKTVALGSNVEFMCKVYSDPQPHIQWLKHIEVNGSKIGP
DNLPYVQILKTAGVNTTDKEMEVLHLRNVSFEDAGEYTCLAGNSIGLSHHSA
WLTVLEALEERPAVMTS (SEQ ID NO: 5).

Theo sang ché, “su diéu tri” (va cac dang ngit phdp twong dwong cia né nhu
“didu tri” hodic “dé didu tri”) chi su can thiép 14m sang trong nd lyc thay d6i tién trinh
ty nhién cia ca thé dugc didu tri, va c6 thé duge thuc hién dé phong ngitra hodc trong
tién trinh bénh hoc 1dm sang. Tdc dung mong mudn cua viéc didu tri gdm, nhung
khong giéi han ¢, ngan su xuét hién hoic tai phat cua bénh, lam gidm tri€u ching,
giam b6t hau qua bénh hoc tryc tiép hodic gian tiép bit ky cla bénh, 1am gidm tdc do
tién trién bénh, 1am thuyén gidm hodc 1am diu tinh trang bénh, va viéc du doan bénh
duoc cai thién. Theo mot s& phwong 4n, céc khéng th8 theo sang ché dwoc sir dung dé

tri hodn su phéat trién cta bénh hodc 1am cham tién trinh cua bénh.

Thuit nglt “vung thay d4i” hodc “mién bién d6i” chi mién cua chudi ning hogc
chudi nhe ctia khang thé lién quan dén viéc lién két khang thé v6i khang nguyén. Mién
bién dbi chudi ning va chudi nhe (VH va VL, theo thir ty) cua khang thé ty nhién
thudng c6 ciu trac twong tu, véi mdi mién ¢6 chira bén ving khung dugc bao toan
(FR) va ba gbc ving siéu bién (HVR). (Xem, vi du, Kindt et al. Kuby Immunology, 6™
ed., W.H. Freeman and Co., trang 91 (2007).) Mién VH hogic VL don c6 thé thich hop
dé mang lai tinh dic hiéu lién két khang nguyén. Ngoai ra, cac khang thd ma lién két
khang nguyén cu thé co6 thé duoc phan lap st dung mién VH hodc VL tir khang thé
lién két khang nguyén nay d8 sang loc thu vién mién VL hoic VH b thé, theo thir tu.
Xem, vi du, Portolano et al., J. Immunol. 150:880-887 (1993); Clarkson et al., Nature
352:624-628 (1991).
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Thuét ngft "vecto," theo sang ché, chi phan tir axit nucleic c6 kha ning sinh ra
axit nucleic khac ma né duge lién két véi. Thudt ngir ndy bao gdm vecto & dang cdu
tric axit nucleic tu sao chép ciing nhu vecto duge két hop vao bd gen cua té bao chi
ma n6 duge dua vao. Céc vecto nhét dinh c6 kha nang huéng su biéu hién cua axit
nucleic ma chung duoc lién két c6 didu khién véi. Theo sang ché, cac vecto nay duoc

goi 1a "vecto biéu hién".
Hop phan va phuong phap

Theo mot khia canh, séng ché dua, mot ph::?m, vao sy phat hién cac khang thé chu
van khang FGFR1 va hoat tinh tri li¢u cua cac khéng thé nay. Céc khang thé theo sang

ché 13 hitu ich, vi du, dé didu tri cac bénh chuyén hoa, gom tiéu dudng.
Céc khang thé khang FGFR1 dugc lay lam vi du

Theo mot khia canh, sang ché dé xudt cac khang thé dugc phan 1ap lién két voi
FGFR1. Theo phuong 4n nhét dinh, khang thé khang FGFR1 lién két v6i FGFR1b
va/hodc FGFR1c va kich hoat hoat tinh FGFR1.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét khang thé khang FGFR1 c6 chwra it nhét 1a
mot, hai, ba, bdn, nam, hodc sau HVR duogc chon tir (a) HVR-HI chira trinh tu axit
amin ciia SEQ ID NO: 26; (b) HVR-H2 chta trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 25;
(¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 hodc SEQ
ID NO: 20; (d) HVR-L1 chtra trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 21; (¢) HVR-L2
chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 22; va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin
cua SEQ ID NO: 23.

Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé khang FGFRI1 c6 thé 1 hoan toan ctia ngudi,
dugc lam tuong thich véi nguoi hodc khong phai cua nguodi. Theo mdt phuong én,
khang thé khang FGFRI c6 chira HVR nhu trong phuong 4n bt ky trong sb cac
phuong 4n ¢ trén, va con gdém khung thé nhan cta ngudi, vi du khung globulin mién
dich ctia nguoi hodc khung lién Gng ctia nguoi.

Theo khia canh khéac, khang thé khang FGFR1 c6 chita trinh tu mién bién dbi
chudi ning (VH) c6 mirc twong ddng trinh tw it nhit 1a 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodac 100% véi trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 2, 3

hodc 4 nhu sau:
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSTWISWVPGKGLEWVGEIDPYDG
DTYYADSVKGRFTISADTSKNLQMNSLRAEDTAVYYCASSGYGGSDYAMDY
WGQ (SEQ ID NO: 2),

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNNYIHWVPGKGLEWVADIYPND
GDTDYADSVKGRFTISADTSKNLQMNSLRAEDTAVYYCAREHFDAWVHYYV
MDYWGQ (SEQ ID NO: 3), va

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSNWISWVPGKGLEWVAEID
PYDGATDYADSVKGRFTISADTSKNLQMNSLRAEDTAVYYCATGTDVMDYW
GQ (SEQ ID NO: 4). Theo phuong 4n nhét dinh, trinh tu VH c6 do twong ddng it nhit
13 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% niy chita doan thé (v
du, doan thé bao toan), doan cai xen, hodc doan loai bd so véi trinh tu tham khao,
nhung khang thé khang FGFR1 c6 chira trinh tu d6 van gilt kha ning lién két véi
FGFRI1 va kich hoat hoat tinh ctia n6. Theo phuong 4n nhét dinh, tdng tir 1 dén 10 axit
amin dugc thay thé, duoc cai xen va/hodc dugc loai bo trong trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 2, 3 hodc 4. Theo phuong 4n nhét dinh, doan thé, doan cai xen, hodc doan loai
bd xuét hién trong cic ving bén ngoai HVR (ttc 13, trong FR). Tuy y, khang thé khang
FGFRI1 ¢6 chtra trinh tu VH trong SEQ ID NO: 2, 3 hogc 4, gém cac ci bién sau dich
mai cua trinh tu do.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit khang thé khang FGFR1, trong d6 khang
thé nay c6 chtra mién bién déi chudi nhe (VL) ¢6 do twong ddng trinh tw it nhét 1a
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% so voi trinh tu
axit amin cia SEQ ID NO: 6 nhu sau:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF

LYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYTTPPTFGQGTKVEIKR
(SEQ ID NO: 6). Theo phuong 4n nhat dinh, trinh ty VL ¢6 do tuong dbng it nhét 1a
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% nay chta doan thé (vi
du, doan thé bao toan), doan cai xen hoic doan loai bo so véi trinh ty tham khao,
nhung khang thé khang FGFR1 c6 chta trinh ty d6 van gitt kha ning lién két véi
FGFR1. Theo phuong an nhét dinh, tdng tir 1 dén 10 axit amin dugc thay thé, dugc cai
xen va/hoic duoc loai bo trong SEQ ID NO: 6. Theo phuong an nhét dinh, doan thé,

doan cai xen, hodc doan loai bé xuét hién trong cic ving bén ngoai HVR (ttrc 13, trong
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cac FR). Tuy y, khang thé khang FGFR1 c6 chtra trinh tw VL trong SEQ ID NO: 6,

gdm céc cai bién sau dich mi cua trinh tu do.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xudt khang thé khang FGFR1, trong d6 khang
thé nay c6 chira VH nhu trong phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n & trén, va VL
nhu trong phuong &n bat ky trong sd cac phwong an & trén. Theo 'mét phuong 4n,
khang thé nay c6 chira trinh ty VH va VL trong SEQ ID NO: 2, 3 hodc 4 va SEQ ID

NO: 6, theo thtr tu, gém céc cai bién sau dich ma cta trinh tu dé.

Theo khia canh khac theo séang ché, khang thé khang FGFR1 theo phuong 4n bét
ky trong sd cac phuong an & trén 1a khang thé don dong, gdm khang thé thé kham,
khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hodc khang thé ngudi. Theo mot phuwong
an, khang thé khang FGFR1 1a manh khang thé, vi du, Fv, Fab, Fab’, scFv, khéng thé
thé d6i, hodc doan F(ab’),. Theo phuong 4n khac, khang thé nay 1a khéng thé nguyén
chidu dai, vi du, khang thé IgG1 nguyén ven hogc 16p hodc isotyp khang thé khac nhu

dugc xac dinh theo sang ché.

Theo khia canh khéc, khang thé khang FGFRI theo phuong 4n bat ky trong sb
cac phuong 4n ¢ trén ¢6 thé két hop cac dic diém bat ky, mot minh hodc trong hén

hop, nhu duge mo ta trong cac phin tir 1 dén 7 duéi day:
Ai luc cua khang thé

Theo phuong 4n nhit dinh, khéng thd duoc @& xult theo sang ché c6 hing sb
phén ly (Kd) < 1uM, <100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1 nM, <0,01 nM, hogc < 0,001
nM (vi du 10-* M hogic nhd hon, vi du tir 10 M dén 10" M, vi dy, tr 10°M dén 10713
M).

Theo mot phuong 4n, Kd dugce do bang thir nghiém lién két khang nguyén danh
ddu phong xa (RIA) dugc thuc hién v6i ban Fab cia khéng thé quan tdm va khang
nguyén cta n6 nhu duge md ta bsi thir nghi€ém dudi day. Ai luc lién két dung dich cta
Fab dbi v6i khang nguyén dugc do bing cach 1am can bang Fab vé6i nong do tbi thidu
ctia khang nguyén dugc danh diu (*°T) khi c6 mit cta chudi chudn do cta khéng
nguyén khong dugc ddnh déu, sau d6 giit khang nguyén da lién két v6i dia duge phu
khéng thé khang Fab (xem, vi du, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881(1999)). Dé
thiét 1ap céc didu kién cho thir nghiém, c4c dia nhiéu giéng MICROTITER® (Thermo
Scientific) dugc phu qua dém véi 5 pg/ml cia khéng thé bat gitt khang Fab (Cappel
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Labs) trong 50 mM natri cacbonat (pH 9,6), va sau d6 dugc phong bé bang 2% (khbi
lwong/thé tich) albumin huyét thanh bo trong PBS trong tir hai dén nam gid & nhiét 4o
trong phong (khoang 23°C). Trong dia khong hép thu (Nunc #269620), 100 pM hoic
26 pM khéang nguyén dugc danh dau ['?°I] dugc trén véi cac dung dich pha loang lién
tiép ctia Fab quan tdm (vi du, phit hop v6i danh gid ctia khéng thé khang VEGF, Fab-
12, trong Presta et al., Cancer Res. 57:4593-4599 (1997)). Sau d6, Fab quan tdm dugc
U qua dém; tuy nhién, viéc U nay co thé tiép dién trong khoang thdi gian dai hon (vi
du, khoang 65 gio) dé dam bao ring trang thai cn bang duoc thiét 1ap. Sau d6, hdn
hop duoc chuyén dén dia bét gitt dé G & nhiét do trong phong (vi du, trong mot gio).
Sau d6, dung dich dugc loai bé va dia dugc rira tdm lan véi polysorbat 20 0,1%
(TWEEN-20®) trong PBS. Khi c4c dia duoc sdy kho, bd sung 150 ul/giéng chéat nhp
nhdy (MICROSCINT-20 ™; Packard), va cac dia nay dugc dém trén méy dém gama
TOPCOUNT ™ (Packard) trong mudi phit. Nong d6 mdi Fab ma tao ra it hon hodc
béng 20% lién két t6i da duoc chon dé str dung trong céc thir nghiém lién két canh

tranh.

Theo phuong 4n khac, Kd dugc do st dung thtr nghiém c@ng'huc’mg tr bé mit st
dung BIACORE®-2000 hodc BIACORE ®-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NJ) &
25°C v6i chip CMS khang nguyén duogc ¢b dinh & ~10 don vi dap tmg (RU). Néi ngén
gon, chip cam bién sinh hoc dextran carboxymetyl héa (CM5, BIACORE, Inc.) dugc
hoat hoa bing N-etyl-N’-(3-dimetylaminopropyl)-carbodiimit hydroclorua (EDC) va
N-hydroxysucxinimit (NHS) theo huéng din ctia nha cung cép. Khang nguyén duoc
pha loang bing natri axetat 10 mM, pH = 4,8, dén ndng d6 5 pg/ml (~0,2 pM) trude
khi tiém & luu lugng 13 5 pl/phut dé thu duge khoang 10 don vi dap ung (RU) protein
ghép cdp. Sau khi tiém khang nguyén, 1 M etanolamin dugc ti€ém dé phong téa nhom
khong phan tng. D& x4c dinh dong hoc, dung dich pha lodng lién tiép hai 1an ctia Fab
(0,78 nM dén 500 nM) duogc tiém trong PBS véi chit hoat dong bé& mit polysorbat 20
0,05% (TWEEN-20™) (PBST) ¢ 25°C véi luu lugng vao khoang 25 pl/phut. Tée d6
két hop (Kon) va toc dd phén ra (Kosr) dwgc tinh todn st dung mo hinh lién két Langmuir
1:1 don gian (phin mém danh gia BIACORE ® ban 3.2) bing cich lam khép dong thoi
céc @b thi cam bién két hop va phén rd. Hing sd phan ly can bang (Kd) duoc tinh dudi
dang ty s6 Koft'kon. Xem, vi du, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999). Néu toc

5 két hop 16n hon 106 M~! 5! béi thir nghiém cong huéng tir bé mat & trén, toe 40 két
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hop cé thé dugc xé4c dinh b?:mg cach st dung k¥ thuat dap tat huynh quang x4c dinh su
tang hodc sy giam mat do phat huynh quang (budc sbéng kich thich = 295 nm; budc
séng phét = 340 nm, thong dai 16 nm) & nhiét do 25 °C cta 20 nM khang thé khang
khang nguyén (dang Fab) trong PBS, pH = 7,2, khi ¢6 mit cac ndng d0 ting dan cta
khang nguyén nhu dugc do trong phé ké, nhu quang phd ké c6 dimg-chay (Aviv
Instruments) hoic médy do quang phd 8000-series SLM-AMINCO™

(ThermoSpectronic) c6 cuvet dugc khudy.
Manh khang thé

Theo phuong 4n nhit dinh, khéng thé duoc dé xuét theo sang ché 14 manh khang
thé. Manh khang thé gdm, nhung khong giéi han &, doan Fab, Fab’, Fab’-SH, F(ab),,
Fv, va scFv, va cac doan khac duoc mo ta du6i ddy. Dé danh gis manh khang thé nhat
dinh, xem Hudson et al. Nat. Med. 9:129-134 (2003). Pé danh gi4 doan scFv, xem, vi
du, Pluckthiin, trong The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113,
Rosenburg va Moore eds., (Springer-Verlag, New York), pp. 269-315 (1994); xem
thém WO 93/16185; va US 5,571,894 va US 5,587,458. Dé thao luén vé cac doan Fab
va F(ab"), ¢6 chita cac gbc epitop lién két thu thé stra chita va c6 chu ky béan rd in vivo

tang, xem patent My s6 US 5,869,046.

Khéng thé thé do6i 12 manh khéng thé c6 hai vi tri lién két khang nguyén ma c6
thé c6 hoéa tri hai hodc dic hidu kép. Xem, vi du, EP 404,097, WO 1993/01161;
Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003); va Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 6444-6448 (1993). Khang thé thé ba va khang thé thé tu cling dwoc mo ta
trong Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Céac khang thé mién don 1a manh khang thé c6 chira tit ca hodc mot phan mién
bién dbi chudi ning hoic tit ca hoic mot phén mién bién ddi chudi nhe ctia khang thé.
Theo phwong an nhat dinh, khéng thé mién don 1a khang thé mién don cta ngudi
(Domantis, Inc., Waltham, MA; xem, vi dy, patent M§ s6 US 6,248,516 B1).

Manh khang thé ¢6 thé duoc tao ra bang nhiéu k§ thuat khic nhau, gdm, nhung
khong gidi han 6, su phén gidi bang thily phéan protein ctia khang thé nguyén ven ciing
nhu qua trinh sdn xudt béi té bao chu tai td hop (vi du E. coli hodc thuc khuén thé),

nhu dugc md ta trong sdng ché.
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Khang thé thé kham va khang thé duoc 1am twong thich véi nguoi

Theo phuong 4n nhét dinh, khéng thé dugc d& xuét theo sang ché 1a khang thé
th kham. Cac khang thé thé kham nhét dinh dugc mo t4, vi dy, trong patent My sc“')‘US
4,816,567; va Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)).
Theo mot vi du, khang thé thé kham c6 chira ving thay d6i khong phai cia ngudi (vi
du, vung thay dbi thu duoc tir chudt nhét, chuot céng, chudt déng, thé, hodc dong vat
linh treéng khong phai nguoi, nhu khi) va ving khong d6i cuia ngudi. Theo vi du khéc,
khang thé thé kham 1 khang thé “chuyén 16p” trong d6 16p hodc phan 16p dugc thay
ddi so véi 16p cua khang thé bd me. Cac khang thé thé kham gdm c4c doan lién két

khang nguyén cua nd.

Theo phuong 4n nhét dinh, khang th thé kham 14 khang thé dwoc lam twong
thich v6i nguoi. Cu thé, khang thé khong phai cia nguoi duge lam twong thich voi
ngudi dé giam tinh gdy mién dich v6i ngudi, trong khi van gift ‘tinh ddc hiu va éi luc
cta khang thé bb me khéng phai clia ngudi. Thong thudng, khang thé dugc 1am tuong
thich v&i nguoi ¢6 chira mot hodc nhiéu mién bién dbi trong d6 cac HVR, vi du, CDR,
(hodc cac phan ctia nd) thu dugc tir khang thé khong phai cia ngudi, va cac FR (hodc
céc phan cua né) thu duge tir trinh ty khang thé cta ngudi. Khang thé dugc 1am twong
thich v&i nguoi tuy y s€ con chira it nhit 12 mot phan ving khong d6i ctia ngudi. Theo
mdt s& phuong an, mot sb gbc FR trong khang thé dugc lam tuwong thich v6i nguoi
duoc thay thé bing cac gdc twong Umg tir khang thé khong phai cua ngudi (vi du,
khang thé tir d6 thu duoc céc géc HVR), vi duy, dé phuc hdi hodc cai thién tinh dic

hiéu hodc 4i luc ctia khang the.

Céc khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi va cac phuong phép tao ra ching
dugc xem xét, vi du, trong Almagro and Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633
(2008), va dugc md ta thém, vi duy, trong Riechmann et al., Nature 332:323-329
~(1988); Queen et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); patent My
sb 5, 821,337, 7,527,791, 6,982,321, va 7,087,409; Kashmiri et al., Methods 36:25-34
(2005) (md ta su ghép SDR (a-CDR)); Padlan, Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (m6
ta4 “su lam lai bé mat”); Dall’Acqua et al., Methods 36:43-60 (2005) (m6 ta “x4o tron
FR”); va Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) va Klimka et al., Br. J. Cancer,
83:252-260 (2000) (md ta phuwong phép “chon loc huéng dan” dé x4o tron FR).
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Ving khung cia ngudi ma 6 thé duoc st dung dé nguoi héa gdm, nhung khong
gi6i han &: cac ving khung duoc chon st dung phuong phéap "phi hop nhat" (xem, vi
du, Sims et al. J. Immunol. 151:2296 (1993)); ving khung thu dugc ti trinh ty lién
ng cua cac khang thé ctia ngudi ctia phan nhém cu thé cua ving thay ddi chudi nhe
hoidc chudi ning (xem, vi dy, Carter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992);
va Presta et al. J. Immunol., 151:2623 (1993)); ving khung truéng thanh ciia nguoi
(dugc 1am dot bién té bao sinh dudng) hoic ving khung dong té bao mam cla ngudi
(xem, vi du, Almagro and Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)); va vung
khung thu dugc tir viéc sang loc thu vién FR (xem, vi dy, Baca et al., J. Biol. Chem.
272:10678-10684 (1997) va Rosok et al., J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)).

Khéng thé ctia ngudi

Theo phuong 4n nhit dinh, khang thd duoc d& xuét theo sang ché 1a khang thé
cia nguoi. Cac khang thé ctia ngudi c6 thé dugce tao ra sir dung nhiéu k¥ thuat khéac
nhau d3 biét trong linh vuc. Céc khang thé ciia ngudi duge md ta cy thé trong van Dijk
va van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001) va Lonberg, Curr. Opin.
Immunol. 20:450-459 (2008). '

Céc khéang thé ctia nguoi ¢6 thé dugce diu ché bang cach dua chét sinh mién dich
vao dong vat chuyén gen ma duoc bién ddi dé tao ra cac khang thé cia ngudi nguyén
ven hodc céc khang thé nguyén ven véi céc ving thay d6i ctia nguoi trong dap tmg véi
thtr thach khang nguyén. Céc con vat nay thuong chira tit ca hosic mot phan tap hop
globulin mién dich cia ngudi, ma thay thé tap hop globulin mién dich noi sinh, hoic
c6 mit ngoai nhiém sic thé hodc dugc két hop ngau nhién vao nhiém sdc thé dong vat.
Trong céc con chudt chuyén gen nay, tap hop globulin mién dich ndi sinh thudng bi vo
hoat. D& danh gi4 cic phuong phép thu nhan cic khang thé cia nguoi tir dong vt
chuyén gen, xem Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Xem thém, vi dy, US
6,075,181 va US 6,150,584 md ta cong nghé XENOMOUSE™; patent My s6 US
5,770,429 md ta cong ngh¢ HUMAB®; patent M§ s US 7,041,870 md ta K-M
MOUSE®, va don yéu cdu cip patent My sé US 2007/0061900, md ta cong nghé
VELOCIMOUSE®). Vung thay d6i ctia nguoi tir cac khang thé nguyén ven dugc tao ra
béi céc con VAt ndy c6 thé duge bién ddi thém, vi du, bing cach két hop vé6i ving

khong d6i khac nhau cia nguoi.

-28-



27381

Céc khéang thé cua ngudi con c6 thé dugc tao ra bing phuong phap dva trén té
bao lai. C4c dong té bao u tiy ciia ngudi va dong tébéo u tdy lai chudt-ngudi dé san
Xult céc khang thé don dong cia nguoi dd dugc mo ta. (Xem, vi dy, Kozbor J.
Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); va
Boerner et al., J. Immunol., 147: 86 (1991).) Cac khang thé cua nguoi duge tao ra
thong qua k§ thuat t& bao lai té bao B cta ngudi con duge md ta trong Li et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Cac phuong phép khic con gbm cac
phuong phap duge mo ta, vi dy, trong patent My s6 US 7,189,826 (md ta viéc san xuét
cac khang thé IgM don dong cia ngudi tir dong té bao lai té bao) va Ni, Xiandai
Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (md ta t& bao lai ngudi - ngudi). K§ thuat té bao lai
cia nguoi (k§ thuit Trioma) cling duwoc mo td trong Vollmers and Brandlein,
Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) va Vollmers and Brandlein,
Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91
(2005).

Céc khang thé cua nguoi c6 thé con duge tao ra bang cach phéan 13p céc trinh ty
mién bién ddi dong Fv dugce chon tur thu vién biéu hién thuc khuén thé thu duoc tir
nguoi. Trinh tu mién bién ddi nay sau d6 c6 thé dugc két hop v6i mién khong dbi
mong mudn cua ngudi. Cac ky thuat chon loc cac khang thé cua nguoi tir thu vién

khang thé dugc md ta bén dudi.
Khang thé thu dugc tir thu vién

Céc khang thé theo sang ché ¢6 thé duogc phan 1ap bang cich sang loc thu vién tb
hop v6i cac khéng thé v&i hoat tinh hodc cac hoat tinh mong mudn. Vi du, nhiéu
phuong phap khéc nhau la da biét trong linh vuc dé tao ra thu vién biéu hién thuc
khuin thé va sang loc thu vién nay dbi v6i cac khang thé c6 céc tinh chit lién két
mong mudn. C4c phuong phap nay duge danh gid, vi du, trong Hoogenboom et al.
trong Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press,
Totowa, NJ, 2001) va dugc md ta thém, vi du, trong McCafferty et al., Nature
348:552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.
222: 581-597 (1992); Marks and Bradbury, trong Methods in Molecular Biology
248:161-175 (Lo, éd., Human Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol.
338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse,
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004); va Lee et al., J. Immunol.
Methods 284(1-2): 119-132 (2004).

Theo cac phuong phap biéu hién thuc khuén thé nhit dinh, danh muc céc gen VH
va VL dugc tach dong riéng ré bing phan tng chudi polymeaza (PCR) va dugc tai td
hop ngiu nhién trong thu vién thyc khudn thé, ma sau d6 co thé duge sang loc cho
thuc khuén thé lién két khang nguyén nhu dugc md ta trong Winter et al., Ann. Rev.
Immunol., 12: 433-455 (1994). Thuc khuén thé thuong biéu hién manh khang thé,
hodc du6i dang doan Fv chudi don (scFv) hodc dudi dang doan Fab. Céc thu vién tir
ngudn duge gy mién dich cung cép cac khang thé i luc cao cho chét sinh mién dich
ma khong yéu ciu cAu trac t& bao lai. Hodc, danh muc ban dau c6 thé dugc tach dong
(vi du, tir nguoi) dé& cung cép ngudn don cac khang thé cho pham vi rong cac khing
nguyén ty than va ca khang nguyén khong tu thdn ma khong co bat ky su gdy mién
dich nao nhu dugc md ta boi Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Cubi clng,
thu vién ban diu con c6 thé dugc tao ra tng hop biang cach tich dong céc doan gen V
chua duoc sip xép lai tir té bao gbc, va sir dung céc doan mdi PCR chira trinh ty ngiu
nhién dé ma hoa ving CDR3 bién d6i manh va thuc hién sy tai sap xép in vitro, nhu
dugc mo ta bdi Hoogenboom va Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Cac cong
bd patent mé ta thu vién thuc khudn thé khang thé ctia nguoi gém, vi du: patent My sd
US 5,750,373, va cong bd don sang ché My s6 US 2005/0079574, US 2005/0119455,
US 2005/0266000, US 2007/0117126, US 2007/0160598, US 2007/0237764, US
2007/0292936 va US 2009/0002360.

Céc khéng thé hoic manh khéng thé dugc phan lap tir thu vién khang thé nguoi

1a cac khang thé ciia ngudi hodic manh khéng thé ngudi duoc cén nhic theo sang ché.
Khang thé da dic hiéu

Theo phuong 4n nhét dinh, khang th duoc d& xudt theo sang ché 1a khang t_hé da
dic hiéu, vi du khang thé dic hidu kép. Céc khang thé da dic hiéu la cac khang thé don
dong c6 tinh dic hidu lién két d6i v6i it nhit 13 hai vi tri khac nhau. Theo phuong 4n
nhét dinh, mot trong sé céc vi tri dac hiéu lién két 1a d6i véi FGFRI1 va vi tri con lai 1a
dbi v6i khang nguyén bat ky khdc, vi du beta-Klotho. Theo phuong 4n nhét dinh, cic
khang thé dac hiéu kép c6 thé lién két v6i hai epitop khéc nhau ciia FGFR1. Céc khang
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thé dac hiéu kép c6 thé duge didu ché dusi dang cic khang thé hoic manh khéang thé
nguyén chidu dai.

K¥ thuét dé tao ra c4c khang thé da dic hiéu gdbm, nhung khong giéi han 8, dong
bidu hién tai t6 hop hai cip chudi nang-chudi nhe globulin mién dich c6 tinh dic hidu
khac nhau (xem Milstein and Cuello, Nature 305: 537 (1983)), WO 93/08829, va
Tfaunecker et al., EMBO J. 10: 3655 (1991)), va k¥ thuét “khéa trong &” (xem, vi du,
US 5,731,168). Cac khang thé da dac hiéu c6 thé con duge tao ra bang k¥ thuat 14i tinh
dién dé tao ra phén tir khang thé dime khéc loai Fc (WO 2009/089004A1); hai hodc
nhiéu khéng thé hodc doan lién két chéo (xem, vi dy, patent My s6 US 4,676,980, va
Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)); sir dung khoa kéo loxin dé tao ra cac khang
thé dic hiéu kép (xem, vi du, Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992));
stt dung k¥ thuat "khang thé thé doi" dé tao ra manh khéng thé dic hiéu kép (xem, vi
du, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)); va st dung cac
dime chudi don Fv (sFv) (xem, vi du, Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994)); va
didu ché cac khang thé 3 dic hiéu nhu dwgc mé ta, vi du, trong Tutt et al. J. Immunol.

147: 60 (1991).

Céc khang thé dwoc thiét ké c6 ba hogc nhiéu hon ba vi tri lién két khang nguyén
chirc ning, bao gdm “cac khang thé octopus™ cling dugc gbm theo sang ché (xem, vi

du US 2006/0025576A1).

Khang thé hodc doan theo sang ché con gdm “FAb tac dung kép” hodc “DAF” ¢6
chira vi trf lién két khang nguyén lién két véi FGFRI ciing nhu khéang nguyén khac, vi
du klothoBeta (xem, US 2008/0069820, vi du).

Bién thé khang thé

Theo phuong 4n nhit dinh, cac bién thé trinh tw axit amin cta cac khang thé duoc
d& xuht theo sang ché dugc tinh dén. Vi du, ¢6 thé mong cai thién ai luyc lién két
va/hoic cac tinh chét sinh hoc khac ctia khang thé nay. Bién thé trinh ty axit amin cia
khang thé c6 thé duoc didu ché bing cach dua céc cai bién thich hop vao trinh tu
nucleotit ma hoa khang thé nay, hodc bang cich tdng hop peptit. Cac cai bién nay
gém, vi du, doan loai bo tir, va/hodc doan cai xen va/hodc doan thé cua cac géc nam

trong trinh ty axit amin cua khéng thé nay. H8n hop bét ky cta doan loai bé, doan cai
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xen, va doan thé c6 thé dugc thuc hién d€ dat dugc cau tric cudi cung, véi dieu kién 1a

cau tric cudi cling nay c6 cac tinh chat mong mudn, vi du, lién két khang nguyén.
Bién thé doan thé, doan cai xen va doan loai bo

Theo phwong 4n nhét dinh, sing ché d& xut bién thé khang thé c6 mot hodc
nhiéu doan thé axit amin. Vi tri quan tdm d& gy dot bién thay thé gbm HVR va FR.
Doan thé bao toan duoc thé hién trong Bang 1 dudi tiéu d& “doan thé bao toan”. Cac
thay ddi dang ké hon duoc dua ra trong Bang 1 dudi tiéu dé "doan thé mau" va nhu
duge mod ta thém bén dudi 1a cac 16p mach bén axit amin. Doan thé axit amin cta thé
duge dua vao khang thé quan tAm va san phidm dwogc sang loc cho hoat tinh mong
mudn, vi du, lién Kkét khang nguyén dugc gilt lai/cai thién, tinh sinh mién dich giam,

hodc ADCC hodc CDC dugc cai thién.

Béang 1
Géc ban ddu | Poan thé miu Poan thé vu tién
Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln - Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norloxin Leu
Leu (L) Norloxin; Ile; Val; Met; Ala; Phe Ile
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe

-32-



27381

G&c ban ddu | Poan thé miu Poan thé wu tién
Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Norloxin Leu

Axit amin cta thé dugc nhom theo cac dic diém mach bén thong thuong:
(1) ky nuédc: Norloxin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) wa nudc trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) axit: Asp, Glu;

(4) bazo: His, Lys, Arg;

(5) céac gbe anh hudng dén chidu huéng ctia mach: Gly, Pro;

(6) thom: Trp, Tyr, Phe.

Poan thé khong bao toan s& ké thira su trao ddi cia mot trong sb céc 16p nay véi
16p khéc.

Mot kidu bién thé thay thé gdm thay thé mét hoic nhidu gbc ving sidu bién cia
khang thé bd me (vi du khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi hodc khang thé cua
nguoi). Thong thudng, (cic) bién thé thu duge duge chon dé nghién ciru tiép s& c6 cac
cai bién (vi du, céc cai tién) v& dic tinh sinh hoc nhat dinh (vi dy, 4i luc ting, tinh sinh
mién dich giam) so v&i khéng thé bd me va/hoic s& c6 vé co ban 14 cac dic tinh sinh
hoc nhét dinh cta khang thé bb me duoc gitt lai. Bién thé thay thé mau 1a khang thé da
trudng thanh vé 4i luc, cb thé duoc tao ra thuan loi, vi du, sir dung k§ thuat 1am thudn
thuc 4i lyc dua trén biéu hién thyuc khudn thé nhu k¥ thuat dugc md ta trong sang ché.
N6i ngén gon, mét hoic nhidu gbc HVR duoc giy dot bién va céc khang thé bién thé
duoc biéu hién trén thuc khudn thé va dugc sang loc dbi vé6i hoat tinh sinh hoc cu thé

(vi du 4i lyc lién két).

Céc stra ddi (vi du, doan thé) c6 thé dugce tao ra trong cac HVR, vi du, dé cai
thién &i lyc khang thé. Cac stra dbi nay c6 thé dugc tao ra trong “diém néng” HVR tirc
13, cac gdc dugc ma hoa boi cac codon di qua qué trinh gy dot bién & tin suét cao
trong sudt qué trinh thuén thuc té bao sinh dudng (xem, vi du, Chowdhury, Methods
Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), va/hoic cac SDR (a-CDR), véi bién thé VH hodc VL
thu dugc duoc kiém tra i luc lién két. Qua trinh thuin thuc 4i luc bing céch tao cu

tric va tai chon loc tr thu vién béc hai dugc mo ta, vi du, trong Hoogenboom et al.
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trong Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press,
Totowa, NJ, (2001).) Theo mdt sé phuong 4n vé qua trinh thudn thuc ai luc, sy da
dang dugc dua vao cdc gen bién d6i dugc chon cho qué trinh thudn thuc béng nhiéu
phuong phap khac nhau bét ky (vi du, PCR “Up sdp sai hong”, x4o tron chudi, hoic
gdy dot bién dinh huéng oligonucleotit). Sau d6, thu vién bac hai dugc tao ra. Thu
vién nay sau d6 dugc sang loc dé nhan dién bién thé khéang thé bat ky véi ai luc mong
mudn. Céc phuong phap khac dé dua sy da dang vao gdm cac phuwong phap dinh
huéng HVR, trong d6 mot sd gbc HVR (vi du, 4-6 gbc cing lic) duge 14y ngu nhién.
Céac gbc HVR duogc bao gdm trong lién két khang nguyén c6 thé duoc x4c dinh cu thé,
vi dy, st dung co ché gay dot bién quét alanin hodc kiéu m3u. CDR-H3 va CDR-L3

dac biét thuong dugce nhim dich.

Theo phuong 4n nhét dinh, doan thé, doan cai xen, hoic doan loai bd c6 thé xuét
hién trbng mdt hogc nhiéu HVR mién 1a c4c stra d6i ndy vé co ban 13 khong lam giam
kha ning lién két khang thé nay véi khang nguyén. Vi du, cac stra d6i bao toan (vi du,
doan thé bao toan nhu dugce d& xut theo sang ché) v& co ban 12 khong lam giam &i luc
lién két c6 thé duge tao ra trong HVR. Céc stra ddi nay c6 thé nim bén ngoai “diém
néng” HVR hoic SDR. Theo phwong 4n nhét dinh ctia trinh tw bién thé VH va VL dua
ra & trén, mdi HVR hodc 1a chua duge sira ddi, hodic ¢6 khong nhidu hon mét, hai hoic

ba doan thé axit amin.

Phuong phép hitu ich dé nhén dién cac gbc hodc ving ciia khang thé ma co thé
dugc nham dich dé gay dot bién duge goi 1a "gdy dot bién quét alanin" nhu duwgc md ta
bdi Cunningham and Wells (1989) Science, 244:1081-1085. Trong phuong phép nay,
gbc hodc nhém cua céc gbe dich (vi du, cac gbc tich dién nhu arg, asp, his, lys, va glu)
dugc nhan dién va dugc thay béng axit amin trung tinh hodc tich dién am (vi dy, alanin
hoc polyalanin) dé x4c dinh xem tuong tic ciia khang thé nay voi khang nguyén c6 bi
anh huong khong. Poan thé khac c6 thé dugc dua vao & vi tri axit amin ching minh
tinh nhay nhom chtc véi doan thé ban ddu. Theo cach khic hodc ngoai ra, cu tric
tinh thé ctia phtre khang nguyén-khang thé dé xac dinh diém tiép xuc gitta khang thé
ndy va khang nguyén. Cac gbc tiép xtic ndy va cac gbe 14n can co thé dugc nhim dich
hodc dugc loai bdé nhu 1a cac Gng ¢t vién cho doan thé. Bién thé c6 thé duoc sang loc

dé x4c dinh xem ching c¢6 mang céac dic tinh mong muon khong.
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Céc doan cai xen trinh ty axit amin gdm cac dung hop dau tin amino va/hoic dau
tan carboxyl sip xép theo chiéu dai tir mot gbc dén polypeptit chira hang tram hozic
nhiéu géc hon, cling nhu doan cai xen trong trinh tu cia mot hoac nhiéu gbc axit amin.
Vi du vé doan cai xen diu tdn gdm khéng thé ¢6 gbc methionyl d4u tan N. Bién thé
doan cai xen khéc cia phén tir khang thé nay gdm thé dung hop dau tan N hoic C cta
khang thé nay véi enzym (vi du ADEPT) hodc polypeptit ma lam ting chu ky ban thai
huyét thanh cia khang thé nay.

Bién thé glycosyl hoa

Theo phuong an nhét dinh, khéng thé dugc dé xuit theo sang ché dugc stra dbi
dé tang hodc giam muc do khang thé nay dugc glycosyl héa. Viée chén vao hoic loai
bd céc vi tri glycosyl hoa & khang thé c6 thé duoc thuc hién thuén loi bﬁng cach stra
dbi trinh ty axit amin sao cho mdt hoic nhiéu vi trf glycosyl hoa dugc tao ra hodc duge

loai bo.

Trong trudng hop khang thé nay c6 chira viing Fc, hydrat cacbon dugc gan véi
né c6 thé dugc stra ddi. Cac khang thé tu nhién dugc tao ra boi té bao dong vat c6 va
thuong chira oligosacarit phan nhénh hai nhdnh ma thuong dugc gén boi lién két N véi
Asn297 ctiia mién CH2 cua vung Fc. Xem, vi dy, Wright et al. 7ZIBTECH 15:26-32
(1997). Oligosacarit nay co thé gdm cac hydrat cacbon khac nhau, vi du, mannoza, N-
axetyl glucosamin (GIcNAc), galactoza, va axit sialic, cling nhu fucoza dugc gén véi
GlcNAc trong “than” clia cdu tric oligosacarit hai nhanh. Theo mot s6 phuong 4n, cac
c4i bién cta oligosacarit trong khing thé theo sang ché c6 thé dugc thuc hién dé tao ra

bién thé khang thé c6 cac dic tinh duoc cai thién nhat dinh.

Theo mot phuong an, bién thé khang thé duoc dé xuit c6 chu trac hydrat cacbon
ma khong cé fucoza dugc gén (truc tiép hogc gian tiép) v6i ving Fe. Vi du, lugng
fucoza trong khang thé nay co thé tir 1% dén 80%, tir 1% dén 65%, tir 5% dén 65%
hodc tir 20% dén 40%. Luong fucoza dugc xac dinh bang cach tinh toéﬁ lugng fucoza
trung binh trong chudi phan t& dudng & Asn297, so voi tbng cua tit ca cac ciu tric
glycol dugc gin véi Asn 297 (vi du phtc, cAu tric lai va cdu tric manoza cao) nhu
duoc do boi khdi phd ké MALDI-TOF, nhu dugc mo ta trong WO 2008/077546, vi
du. Asn297 chi gbc asparagin ndm & khoang vi tri 297 trong ving Fc (d4nh s6 Eu cua

cac gbe ving Fc); tuy nhién, Asn297 c6 thé con nam & khoang + 3 axit amin nguoc
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chiéu hodc xudi chidu so véi vi trf 297, tic 13, gitta cac vi tri 294 va 300, do cac thay
dbi trinh tu t6i thidu trong cac khang thé. Bién thé fucosyl hoa nay c6 thé ¢6 chirc ning
ADCC duoc cai thién. Xem, vi du, cong bd don sang ché My sé US 2003/0157108
(Presta, L.); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Vi du vé cdc cong bd
lién quan dén bién thé khang thé “duoc defucosyl héa” hodc “thiéu fucoza” gdm: cong
bd don sang ché My sb US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US
2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US
2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO
2003/084570; WO  2005/035586; WO  2005/035778; 'W02005/053742;
W02002/031140; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki
et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Vi du v& cac dong té bao c6 kha ning san Xuét
céc khang thé defucosyl héa gom té bao Lec13 CHO khiém khuyét qua trinh fucosyl
héa protein (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); don sang ché
M§ sb US 2003/0157108 A1, Presta, L; va WO 2004/056312 Al, Adams et al., dic
biét 1a & Vi du 11), va dong té bao bi b4t hoat gen, nhu gen alpha-1,6-
fucosyltransferaza, FUTS, té bao CHO bi bét hoat gen (xem, vi du, Yamane-Ohnuki et
| al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-
688 (2006); va W02003/085107).

Céc bién thé khang thé duoc dé xudt thém 14 c6 céc oligosacarit dugc cat dbi, vi
du, trong do6 oligosacarit hai nhanh duoc gén voi ving Fc cia khéng thé nay duoc cit
d6i béi GlcNAc. Bién th8 khang thé nay c6 thé c6 qud trinh fucosyl hoa gidm di
va/hoic chirc ning ADCC duogc cai thién. Vi du v& bién thé khang thé nay duoc mo ta,
vi du, trong WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); patent My s6 US 6,602,684
(Umana et al.); va US 2005/0123546 (Umana et al.). Bién thé khang thé c6 it nhit mot
gbc galactoza trong oligosacarit dugc gén véi ving Fc ciing dugc dé xuit. Bién thé
khang thé nay c6 thé c6 chirc nang CDC duge cai thién. Bién thé khang thé nay dugc
md ta, vi dy, trong WO 1997/30087 (Patel et al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); va WO
1999/22764 (Raju, S.).

Bién thé ving Fc

Theo phwong 4n nhét dinh, mot hoic nhidu cai bién axit amin cta thé dugc dua
vao ving Fc ctia khang thé dugc dé xuét theo sang ché, nhd d6 tao ra bién thé ving Fe.

Bién thé ving Fc ndy c6 thé gdm trinh tw ving Fec cua ngudi (vi du, vung Fc IgGl,
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IgG2, IgG3 hodc IgG4 ctia nguoi) c6 chira cai bién axit amin (vi dy, thay thé) & mot

hodc nhi€u vi tri axit amin.

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché tinh dén bién thé khang thé c6 mot sé nhung
khong phai 13 tit ca cic chirc ning tac dong, 1am cho né tré thanh mg cr vién mong
doi cho cac g dung trong d6 chu ky bén rd cia khéang thé in vivo 13 quan trong tuy
nhién chirc nadng tic dong nhét dinh (nhu thyc hién va ADCC) la khong can thiét hoic
gdy hai. Thtr nghiém doc tinh t& bao in vitro va/hodc in vivo c¢6 thé dugc thuc hién dé
chéc chén vé sy giam/giam bét hoat tinh CDC va/hoic ADCC. Vi dy, thit nghiém lién
két thu th8 Fc (FcR) ¢6 thé duoc thuc hién dé dam bao rang khang thé nay khong c6
lién két FeyR (do d6 c6 thé khong c6 hoat tinh ADCC), nhung giit lai kha ning lién két
FcRn. Té bao nguyén sinh dé diéu bién ADCC, té bao NK, chi biéu hién Fc(RIIL, trong
khi d6 céc don bao bidu hién ca Fe(RI, Fe(RII va Fe(RIIL Sy biéu hién FcR trén té bao
tao méau dugc tdng két trong Bang 3 & trang 464 cia tai liéu Ravetch va Kinet, Annu.
Rev. Immunol. 9:457-492 (1991). Vi du khong gi6i han vé céc thir nghiém in vitro dé
danh gia hoat tinh ADCC cua phén tr quan tim dugc mo ta trong US 5,500,362 (xem,
vi du Hellstrom, I. et al. Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) va
Hellstrom, I et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985); 5,821,337 (xem
Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). Theo cach khac, cac
phuong phap thir nghiém khong hoat tinh phéng xa cé thé duoc st dung (xem, vi du,
thir nghiém ddc tinh té bao khong c6 hoat tinh phéng xa ACTI™ véi may dém té bao
(CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; va thtt nghiém doc tinh té bao khong co6
hoat tinh phong xa CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Té bao tac dong hitu ich
cho céc thir nghiém nay goém té bao don nhan mau ngoai bién (peripheral blood
mononuclear cell - PBMC) va té bao giét tu nhién (Natural Killer - NK). Theo cach
khac ho#c ngoai ra, hoat tinh ADCC cua phén tr quan tdm co thé dugc danh gia in
vivo, vi du, & mau dong vat nhu dugce bdc 10 trong Clynes et al. Proc. Nat’l Acad. Sci.
USA 95:652-656 (1998). Thir nghiém lién két Clq c6 thé con dugc tién hanh dé dam
bao rang khang thé nay khong thé lién két Clq va do d6 khong c6 hoat tinh CDC.
Xem, vi du, tht nghiém ELISA lién két Clq va C3c trong WO 2006/029879 va
WO 2005/100402. D& danh gia su hoat hoa bd sung, thir nghiém CDC c6 thé dugc
thuc hién (xem, vi du, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996);
Cragg, M.S. et al., Blood 101:1045-1052 (2003); va Cragg, M.S. va M.J. Glennie,
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Blood 103:2738-2743 (2004)). Lién két FcRn va céc xac dinh do thanh thai/chu ky ban
thai in vivo con c¢6 thé dugc thue hién st dung cac phuong phép di biét trong linh vyc

(xem, vi du, Petkova, S.B. et al., Int’l. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)).

Céc khang thé c6 chiic ning tic dong bi giam di gbm c4c khang thé c6 doan thé
cuia mot hodc nhiéu géc vung Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 va 329 (US 6,737,056).
Céc thé d6t bién Fc nay gbm thé dot bién Fc vdi doan thé & hai hodc nhidu vi trf axit
amin 265, 269, 270, 297 va 327, gdm c4i dwoc goi 1a thé dot bién Fc “DANA” véi
doan thé cta cac gbe 265 va 297 véi alanin (US 7,332,581).

Bién thé khang thé nhét dinh c6 lién két véi FcR dugc cai thién hodc bi giam bt
duoc mod ta. (Xem, vi du, patent My s6 US 6,737,056; WO 2004/056312, va Shields et
al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001).)

Theo phuong 4n nhét dinh, bién thé khang thé c6 chira viing Fc c¢6 mot hodc
nhidu doan thé axit amin ma céi thién ADCC, vi du, doan thé & vi tri 298, 333 va/hodc

334 ctia ving Fe (d4nh sd céc gbc theo EU).

Theo mdt s6 phwong 4n, céc stra dbi dugc thuc hién trong ving Fc ma tao ra lién
két Clq va/hodc tinh gay doc té bao phu thugc bd thé (CDC) duge stra doi (tte 13,
hodc duoc cai thién hodc bi giam bét), vi duy, nhu dugc md ta trong patent My s6 US
6,194,551, WO 99/51642, va Idusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Céc khang thé c¢6 chu ky bén rd ting va lién két v6i thu thé Fc méi sinh (FcRn)
duoc cai thién, ma chiu trdch nhiém van chuyén céc IgG tir me sang bao thai (Guyer et
al., J. Immunol. 117:587 (1976) va Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)), dugc mo ta
trong US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Cac khang thé nay ch@a ving Fc v6i mot
hoac nhidu doan thé trong d6 ma cai thién lién két ctia vung Fc v6i FeRn. Bién thé Fc
nay gdm cic bién thé c6 doan thé & mot hodc nhidu gbc ving Fe: 238, 256, 265, 272,
286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424
hodc 434, vi du, doan thé cua géc 434 vung Fc (US 7,371,826).

Xem thém Duncan & Winter, Nature 322:738-40 (1988); patent M§ s6 US
5,648,260; US 5,624,821; va WO 94/29351 v& vi du khac cta bién thé ving Fe.

Bién thé khang thé dugc thiét ké xystein
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Theo phuong an nhét dinh, ¢6 thé mong muén tao ra cac khang thé dugc thiét ké
xystein, vi dy, “thioMAb” trong d6 mdt hodc nhidu gdc ctia khang thé dugc thay thé
bang cac gde xystein. Theo phwong 4n cu thé, cac gbc duoc thay thé xuét hién & cic vi
tri ¢6 thé t6i duoc cua khang thé nay. Bing cach thay thé cac gbc nay bang xystein,
nhom thiol phan ng nho d6 duge dat & vi tri ¢ thé t61 duoc cua khang thé nay va cé
thé duge sir dung dé tiép hop khang thé nay véi cac gde khéc, nhu céc gbc thube hodc
cac gbc chét lién két-thudc, dé tao ra tiép hop mién dich, nhu dugc md ta trong sang
ché. Theo phuong 4n nhét dinh, bt ky mot hodc nhidu gbc dudi day co6 thé dugc thay
thé bing xystein: V205 (ddnh s6 Kabat) cta chudi nhe; A118 (danh s6 EU) cua chudi
ning; va S400 (danh s6 EU) cta chudi ning ving Fc. Céc khang thé duoc thiét ké

xystein c6 thé dugc tao ra nhu duge mo ta, vi du, trong patent M§ sb US 7,521,541.
DAn xuét khang thé

Theo phuong 4n nhét dinh, khang thé duoc d& xuét theo sang ché co thé duogc cai
bién thém dé chira cac gbc khong phai protein bd sung ma da biét trong linh vuc va c6
trén thi trudong. Cac gbe thich hop dé tao din xuét cia khang thé nay gdm, nhung
khong gi6i han &, polyme tan dugc trong nuéc. Vi du khong gi6i han vé polyme tan
duoc trong nude gdm, nhung khong gidi han &, polyetylen glycol (PEG), copolyme
cua etylen glycol/propylen glycol, carboxymetylxenluloza, dextran, rugu polyvinylic,
polyvinyl pyrolidon, poly-1, 3-dioxolan, poly-1,3,6-trioxan, copolyme etylen/anhydrit
maleic, poly axit amin (homopolyme hodc copolyme ngiu nhién), va dextran hodc
poly(n-vinyl pyrolidon)polyetylen glycol, propropylen glycol homopolyme,
prolypropylen oxit/etylen oxit copolyme, céc polyol polyoxyetyl hoa (vi dy, glyxerol),
ruou polyvinylic, va hdn hgp cua n6. Polyetylen glycol propionaldehyt c6 thé c6 cac
vu diém trong san xuét do tinh 6n dinh ctia n6 trong nuéc. Polyme nay cd thé c6 khéi
luong phan tir bt ky, va c6 thé duoc phan nhanh hodc khong phén nhanh. S6 luong
cac polyme dugc gin v6i khang thé nay c6 thé thay d6i, va néu nhiéu hon mot polyme
dugc gin, chiing co thé 1a cac phan tir gibng hodc khac nhau. Thong thuong, s6 luong
va/hodc loai polyme dugc st dung dé tao dan xuét c6 thé duoc x4c dinh dua trén cac
xem xét gdbm, nhung khong gi¢i han &, dac tinh hodc chirc nang cu thé cua khang thé
can duoc cai thién, di din xuit khang thé nay c6 duogc st dung trong liéu phap cho

tinh trang bénh x4c dinh hay khong, v.v.
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Theo phuong 4n khéc, cac tiép hop cia khang thé va gbc phi protein ma c6 thé
dugc 1am nong chon loc béng cach phoi phéng xa duogc dé xuét. Theo mdt phuong an,
gbc phi protein 1a dng nano cacbon (Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:
11600-11605 (2005)). Phong xa c¢6 thé c6 bude sdng bat ky, va gdm, nhung khong
gi6i han &, cac budc séng khong 1am hai dén té bao binh thuong, nhung 1am néng gbe

phi protein dén nhiét do & d6 té bao gin v6i gbe khang thé-phi protein bi bat hoat.
Céc phuong phéap tai t6 hop va hop phan

Céc khang thé c¢6 thé duoc tao ra sir dung cdc phuong phép tai t6 hop va hop
phﬁn, vi dy, nhu duoc mod ta trong US 4,816,567. Theo mot phuong 4n, axit nucleic
dugc phan ldp ma hda khang thé khang FGFRI dugc md ta trong sang ché dugc dé
xuét. Axit nucleic nay c6 thé ma hoa trinh tu axit amin cta chira VL vad/hoic trinh tu
axit amin cta chira VH ctia khang thé nay (vi du, chudi nhe va/hodc chudi ning cla
khang thé nay). Theo phuong 4n khac, sing ché d& xuét mot hodc nhiéu vecto (vi du,
vecto biéu hién) c6 chira axit nucleic nay. Theo phuong an khac, sang ché d& xuit té
bao chu c6 chira axit nucleic nay. Theo phuong 4n nay, té bao chu c6 chira (vi du,
duoc bién nap véi): (1) vecto ¢6 chira axit nucleic ma hoa trinh tu axit amin ciia chtra
VL cua khang thé nay va trinh tu axit amin ctia chita VH cua khang thé nay, hodc (2)
vecto thtr nhét c6 chira axit nucleic mi héa trinh ty axit amin ctia chira VL ctia khéng
thé nay va vecto thit hai c6 chta axit nucleic ma hoa trinh tu axit amin ctia chira VH
cua khing thé nay. Theo mot phuong én, té bao chu nay la té bao nhan dién hinh, vi du
té bao budng tring chudt dong Trung Qudc (CHO) hoic té bao bach huyét (vi du, té
bao Y0, NSO, Sp20). Theo mdt phuong an, phuong phép tao khang thé khang FGFR1
duge dé xuét, trong d6 phuwong phap ndy c6 chira moi trudong nudi cly té bao chu ¢6
chira axit nucleic ma héa khang thé nay, nhu dugc dua ra & trén, trong cac diéu kién
thich hop dé biéu hién khéng thé nay, va tily y khoi phuc khéng thé nay tir té bao chu

nay (hodc mdi trudng nudi cay té bao chu).

Dé san xudt tai td hop khang thé khang FGFRI1, axit nucleic ma hoa khang thé,
vi dy, nhu duoc md ta & trén, dugc phan 1ap va duoc cai xen mot hodc nhiéu vecto dé
tach dong thém va/hodc biéu hién trong t& bao chi. Axit nucleic ndy c6 thé dugc phan
lap dé dang va dugc lap trinh ty sir dung cdc quy trinh truyén thong (vi du, bang cach
st dung cac doan do oligonucleotit ma c6 kha nang lién két dac hiéu voi cac gen ma

héa chudi ning va chudi nhe ciia khang thé nay).
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Té& bao chu thich hop dé tach dong hoidc biéu hién vecto mé héa khang thé gdm té
bao khoéng nhén hoidc té bao nhan dién hinh dwoc md ta trong sang ché. Vi du, cac
khang thé c6 thé dugc tao ra trong vi khuan, dic biét 1 khi glycosyl héa va chirc ning
tac dong Fc 12 khong cén thiét. D& biéu hién manh khang thé va polypeptit trong vi
khuén, xem, vi du, US 5,648,237, 5,789,199, va 5,840,523. (Xem thém Charlton,
Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ,
2003), pp. 245-254, md ta biéu hién ctia manh khang thé trong E. coli). Sau khi biéu
hién, khang thé nay co thé duoc phan 1ap tr dich sét té bao vi khun trong phan doan

hoa tan va c6 thé duoc tinh sach thém.

Ngoai vi khuén t€ bao khong nhan, t& bao nhan dién hinh nhu nim so¢i hodc ndm
men 12 thich hop dé tach dong hodc biéu hién vét chu dbi véi vecto ma hoa khang thé,
gbm c4c ching nim va ndm men ma con dudng glycosyl héa cia né “dugc 1am twong
thich v6i ngudi” dan dén viée tao ra khang thé c6 kiéu glycosyl hda mdt phin hoic
hoan toan ctiia nguodi. Xem Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004), va Li et al.,
Nat. Biotech. 24:210-215 (2006).

Té bao chu thich hop dé biéu hién khang thé glycosyl héa con thu duge tir cac
sinh vat da bao (dong vét khong xwong sdng va dong vat ¢ xuong séng). Vi du vé té
bao dong vét khong xuong séng gdm té bao cdy va con tring. Nhiéu ching
baculovirut da dugc nhan dién ma c6 thé dugc st dung két hop véi té bao con tring,

dic biét 1 dé bién nap té bao Spodoptera frugiperda.

MBoi truong nudi cdy té bao cdy ciing c6 thé duoc sir dung lam vat chi. Xem, vi
du, patent M¥ s6 5,959,177, 6,040,498, 6,420,548, 7,125,978, va 6,417,429 (md ta k§
thuat PLANTIBODIES™ dé tao ra cac khang thé trong cdy chuyén gen).

Té bao dong vat cé xuong song cling c6 thé duoc sir dung 1am vat chi. Vi dy,
dong té bao dong vat c6 vu duoc lam cho phu hop dé phat trién trong dich huyén phu
c6 thé 1a hitu ich. Vi du khéc vé dong t& bao cha dong vét c¢6 vi hitu ich 1a dong CV1
than khi dugc bién nap bdi SV40 (COS-7); dong than phdi ctia ngudi (293 hoic té bao
293 nhu dugc mo ta, vi dy, trong Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); t€ bao
than chu6t déng con (BHK); té bao sertoli cua chudt (t& bao TM4 nhu dugc mé ta, vi
du, trong Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); té bao than khi (CV1); té bao
than khi xanh chau Phi (VERO-76); té bao ung thu ¢b tir cung cia ngudi (HELA); té
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bao than cho (MDCK; té bao gan chudt buffalo (BRL 3A); té bao phdi ciia ngudi
(W138); té bao gan clia ngudi (Hep G2); u v ctia chudt (MMT 060562); té bao TRI,
nhu dugc md ta, vi du, trong Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (19825;
té bao MRC 5; va té bao FS4. Cac dong té bao chi clia dong vét c6 v hitu ich khac
gbdm té bao budng tring chudt ddng Trung Qudc (CHO), gdm té bao DHFR™ CHO
(Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); va dong té bao u tiy nhu
Y0, NSO va Sp2/0. D& danh gia dong té bao chi dong vét ¢6 vi nhit dinh thich hop dé
san xudt khéng thé, xem, vi du, Yazaki vda Wu, Methods in Molecular Biology, Vol.

248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).
Thtr nghiém
Céc khang thé khang FGFR1 dugc dé xudt theo sang ché c6 thé dugc nhan dién,

dugc sang loc, hodc dugce ddc trung bdi cdc tinh chét vat ly/hoa hoc cua ching va/hodc

cac hoat tinh sinh hoc b%mg cac thtr nghi¢m khéc nhau da biét trong Iinh vuec.
1. Thtr nghiém lién két va c4c thir nghiém khac

Theo mot khia canh, khang thé theo sang ché duoc kiém tra hoat tinh lién két
khang nguyén cia no, vi du, bing cac phuong phép di biét nhu ELISA, thdm tach

Western, v.v..
2. Thir nghi€ém hoat tinh

Theo mot khia canh, cac thtr nghiém dugc dé xuit dé nhan dién cac khang thé
khang FGFR1 ciia n6 ma c6 hoat tinh chi van. Vi du, hoat tinh sinh hoc ¢6 thé gff)m
kha ning hoat héa su din truyén tin hiéu cta cac con dudng cu thé ma c6 thé dugc do,
vi du, bang cach x4c dinh ham lugng clia phospho-FRS2a, phospho-MEK, phospho-
ERK/MAPK, phospho-STAT3 hodc st dung thir nghiém luxiferaza dva trén GAL-
Elkl duoc md ta trong sang ché (xem thém, vi du, Wu et al. J. Biol. Chem.
5;282(40):29069-72 (2007) va Wu et al. PLoS One 18;6(3):e17868 (2011)). Cac khang

thé c6 hoat tinh sinh hoc in vivo va/hodc in vitro cling dugce dé xuat.
Tiép hop mién dich

Sang ché con d& xuit tiép hop mién dich c6 chta khéng thé khang FGFRI1 theo
sang ché duoc tiép hop v6i mot hoic nhidu chit gdy doc té bao, nhu chét héa trj ligu

hodc thude, chit tc ché sy phat trién, doc td (vi dy, doc tb protein, doc td c6 hoat tinh
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enzym ¢ ngudn goc vi khuén, nam, thuc vat, hodc dong vat, hodc doan ctia no), hodc

chét ddng vi phong xa.

Theo mét phuong 4n, tiép hop mién dich 12 thé tiép hop khang thé-thude (ADC)
trong d6 khang thé duogc tiép hop v6i mot hodc nhiéu thubc, g@)m, nhung khong gidi
han ¢, maytansinoid (xem patent My s6 US 5,208,020, US 5,416,064 va patent chiu
Au s6 EP 0 425 235 B1); auristatin nhu céc gdc thudc monometylauristatin DE va DF
(MMAE va MMAF) (xem patent My s US 5,635,483, US 5,780,588, va US
7,498,298); dolastatin; calicheamicin hodc din xult ctia nd (xem patent My sé US
5,712,374, US 5,714,586, US 5,739,116, US 5,767,285, US 5,770,701, US 5,770,710,
US 5,773,001 va US 5,877,296; Hinman et al., Cancer Res. 53:3336-3342 (1993); va
Lode et al., Cancer Res. 58:2925-2928 (1998)); anthraxyclin nhu daunomyxin hodc
doxorubixin (xem Kratz et al., Current Med. Chem. 13:477-523 (2006); Jeffrey et al.,
Bioorganic & Med. Chem. Letters 16:358-362 (2006); Torgov et al., Bioconj. Chem.
16:717-721 (2005); Nagy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:829-834 (2000);
Dubowchik et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12:1529-1532 (2002); King et al., J.
Med. Chem. 45:4336-4343 (2002); va patent My sb6 US 6,630,579); methotrexat;
vindesin; taxan nhu docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel, va ortataxel;

trichothecen; va CC1065.

Theo phuong &n khéc, thé tiép hop mién dich c6 chira khéng thé nhu duoc md ta
trong sang ché dugc tiép hop véi doe t6 ¢ hoat tinh enzym hodc doan ctia no, gbm,
nhung khong giéi han &, bénh bach hau chudi A, cac doan c6 hoat tinh phi lién két cua
doc td bénh bach hau, exotoxin chudi A (tir Pseudomonas aeruginosa), rixin chubi A,
abrin chudi A, modecxin chudi A, alpha-sarxin, protein Aleurites fordii, protein
dianthin, protein Phytolaca americana (PAPI, PAPII, va PAP-S), chit wc ché
momordica charantia, curcin, crotin, chit Gc ché sapaonaria officinalis, gelonin,

mitogellin, restrictoxin, phenomyxin, enomyxin, va cac hop chét tricothecen.

Theo phwong an khéc, thé tiép hop mién dich c6 chtra khéng thé nhu duoc mo ta
trong sang ché duoc tiép hop véi nguyén t& phong xa dé tao thanh tiép hop phéng xa.
Nhiu chit ddng vi phong xa 1a c¢6 sin dé tao ra cac tiép hop phéng xa. Vi du gbm
AR T3 125 y%0 Rel86 Rel88 Sm!S3) Bi212, P32, Pb2!2 va céc chit dong vi phéng xa
cta Lu. Khi tiép hop phong xa nay duge st dung dé do, n6 c6 thé gdbm nguyén tir

phoéng xa dé nghién cttu anh nhin phong xa, vi du t¢99m hodc 1123, hodc nhan xoay
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dé chup anh cong hudng tir hat nhan (NMR) (con duoc goi 1a chup anh cong hudng ti,
mri), nhu iot-123, iot-131, indi-111, flo-19, cacbon-13, nito-15, oxy-17, gadolin,

mangan hodc sit.

Viée tiép hop clia khang thé va chét gay doc té bao co thé dugc thuc hién sir
dung chat ghép cdp protein hai chitc nang nhu N-sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)
propionat (SPDP); sucxinimidyl-4-(N-maleimidometyl) xyclohexan-1-carboxylat
(SMCC), iminothiolan (IT), din xuét hai chirc ning cia imidoeste (nhu dimetyl
adipimidat HCI), este hoat tinh (nhu disucxinimidyl suberat), aldehyt (nhu
glutaraldehyt), hop chét bis-azido (nhu bis (p-azidobenzoyl) hexandiamin), din xuét
bis-diazoni (nhu bis-(p-diazonibenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu toluen 2,6-
diisoxyanat), va hop chét flo hoat tinh kép (nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Vi du,
doc td mién dich rixin co thé duoc diéu ché nhu dugc md ta trong Vitetta et al.,
Science 238:1098 (1987). Axit 1-isothioxyanatobenzyl-3-metyldietylen
triaminpentaaxetic (MX-DTPA) dugc danh d4u cacbon-14 13 chit kim hoa mau dé tiép
hop nucleotit phéng xa v6i khang thé nay. Xem WO094/11026. Chét lién két c6 thé 1a
““chét lién két phan cit duoc” tao thuan lgi cho viée giai phong thubc gay doc té bao
trong té bao. Vi du, chét lién két axit khong bén, chét lién két nhay véi peptidaza, chét
lién két khong bén véi 4nh séng, chat lién két dimetyl hoic chét lién két chira disulfua
(Chari et al., Cancer Res. 52:127-131 (1992); patent My sb US 5,208,020) c6 thé duoc

st dung.

Thé tiép hop mién dich hogc ADC theo sang ché tinh dén rd rang, nhung khong
giéi han &, céac th8 tiép hop duogc didu ché voi chit phan ung lién két chéo gdm, nhung
khong giéi han &, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP,
SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-
MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, va sulfo-SMPB, va SVSB (sucxinimidyl-(4-
vinylsulfon)benzoat) ma cé trén thi truong (vi du, tr Pierce Biotechnology, Inc.,

Rockford, IL., M¥).
Céc phuong phép va hop phén dé chin doan va phét hién

Theo phuong 4n nhét dinh, c4c khang thé khang FGFR1 bat ky dugc dé xuét theo
séng ché 13 hiru ich dé phat hién ra sy c¢6 mét cua FGFRI1 trong mau sinh hoc. Thuét

nglt “phat hién ra” theo sing ché gdm phat hién vé sb lugng hoic chét luong. Theo

-44-



27381

phuong 4n nhat dinh, mau sinh hoc ¢6 chira té bao hodc mo6, nhu md m& nau, md tuy,

mo gan, md md trang va mo khoi u.

Theo mot phuong 4n, sang ché @& xuét khang thé khang FGFR1 d sir dung trong
phuong phép chin doan hodc phat hién. Theo khia canh khic, séng ché @& xuét
phuong phép phét hién su ¢6 mit cia FGFR1 trong méu sinh hoc. Theo phuong 4n
nhét dinh, phuong phép nay gdm budc cho miu sinh hoc tiép xuc voi khang thé khang
FGFR1 nhu dugc md ta trong sang ché trong cac didu kién cho phép khang thé khang
FGFRI1 lién két v6i FGFRI1, va phat hién xem phirc ¢6 dugc tao thanh giita khang thé
khang FGFR1 va FGFR1 khong. Phuong phap nay ¢ thé 12 phuong phap in vitro hoic
in vivo. Theo mot phuong 4an, khang thé khdng FGFR1 dugc st dung dé chon dbi
tugng thich hop cho liéu phap véi khang thé khang FGFR1, vi du trong d6 FGFR1 1a

chit danh d4u sinh hoc dé chon loc bénh nhan.

Theo phuong 4n nhit dinh, sang ché d& xuét cic khéng thé khang FGFR1 dugc
danh du. Céc nhan gdm, nhung khong gii han &, nhan hodc cic gbc duoc phat hién
tryc tiép (nhw nhan huynh quang, nhan mang mau, nhin cd dic dién tr, nhan dién hoa
phét quang, va nhan phéng xa), cling nhu cac gbc, nhu enzym hoic phéi tir, ma dugc
phat hién gian tiép, vi du, qua phan (g enzym hodc twong tac phan tir. Cac nhan mau
gdm, nhung khong gidi han &, chit ddng vi phong xa 2P, 1C, 121, 3H, va P, chét
phéat huynh quang nhu chelat d4t hiém hoic fluoresxein va din xut ctia né, thodamin
va dan xuét cia no, dansyl, umbelliferon, luceriferaza, vi du, luxiferaza ctia dom d6m
va luxiferaza cta vi khuén (patent MJ sb US 4,737,456), luciferin, 2,3-
dihydrophtalazindion, peroxidaza cla cdy cai ngwa (HRP), phosphataza kiém, B-
galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, sacarit oxidaza, vi du, glucoza oxidaza,
galactoza oxidaza, va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza, cdc oxidaza di vong nhu
uricaza va xanthin oxidaza, dugc ghép cdp voi enzym ma st dung hydro peroxit aé
oxy hoa chit nhuém tién than nhu HRP, lactoperoxidaza, hodc microperoxidaza,
biotin/avidin, nhdn xoay, nhan thuc khuan thé vi khudn, céc géc tu do 6n dinh, va céc

chét tuong tu.
Duoc phdm

Dugc phdm cta khang thé khang FGFR1 nhu dugc md ta trong sang ché dugc

diéu ché bang cach tron cac khang thé c6 do tinh khiét mong mudn véi mdt hodc nhiu
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chit mang duge dung ty y (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol,
A. Ed. (1980)), & dang ché phiam dugc lam déng kho hodc dung dich gbc nude. Chat
mang dugc dung thuong 1a khong giy doc dbi v6i dbi twong nhan & lidu luong va
ndng dd duge sir dung, va gbm, nhung khong giéi han &, cac chit dém nhu phosphat,
xitrat, va cdc axit hitu co khéc; cac chit chéng oxy hoa gbm axit ascorbic v
methionin; chdt bdo quan (nhu octadexyldimetylbenzyl amoni clorua; hexametoni
clorua; benzalkoni clorua; benzethonium clorua; phenol, rugu butylic hodc ruou
benzylic; alkyl paraben nhu metyl hodc propyl paraben; catechol; resorxinol;
xyclohexanol; 3-pentanol; va m-cresol); polypeptit khdi lugng phéan tir thdp (it hon
khoang 10 gbc); protein, nhu huyét thanh albumin, gelatin, hoic globulin mién dich;
polyme wa nuéc nhu polyvinylpyrolidon; axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin,
histidin, arginin, hodc lysin; monosacarit, disacarit, va cac hydrat cacbon khac gdm
glucoza, mannoza, hodc dextrin; chét chelat nhu EDTA; cic dudng nhu sucroza,
mannitol, trehaloza hodc sorbitol; cic ion dbi tao thanh mudi nhu natri; phtc kim loai
(vi du phirc Zn-protein); va’hodc chét hoat dong bé mit khong ion nhu polyetylen
glycol (PEG). Chit mang duoc dung dugc ldy 1am vi du theo sang ché con gém chét
phan tan thudc qua khe nhu céc glycoprotein hyaluronidaza hoat tinh trung tinh tan
duoc (SHASEGP), vi du, glycoprotein hyaluronidaza PH-20 tan dugc cua nguoi, nhu
rHuPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Cac sHASEGP miu va cac
phuong phép st dung nhét dinh, gdm rHuPH20, dugc mo ta trong cong bd don séng‘
ché s6 US 2005/0260186 va US 2006/0104968. Theo mot khia canh, sHASEGP duoc

két hop véi mot hodc nhiéu glycosaminoglycanaza nhu chondroitinaza bd sung.

Ché pham khéng thé dong kho dugc 14y vi du dugc md ta trong patent My s6 US
6,267,958. Ché pham khang thé gbc nude gdm céc ché phdm dugc md ta trong patent
My s6 US 6,171,586 va WO2006/044908, ché pham sau chira dém histidin-axetat.

Ché phim theo sang ché c6 thé con chira nhidu hon mét thanh phan hoat tinh khi
can thiét cho chi dinh diéu tri cu thé, t6t hon 13 thanh phén nay c6 céc hoat tinh bd
sung ma khong tdc dong bét lgi dén nhau. Vi dy, ¢6 thé mong mudn cung cép thém
chét twong tu glp-1, amylin tdng hop, chét ddi khéng thu thé glucagon (vi du khang thé
khang GCGR), hogc leptin. Thanh phan hoat tinh ndy c6 mit thich hgp trong hdn hop

& lugng hitu hiéu cho muc dich dy tinh.
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Thanh phz‘in hoat tinh ¢6 thé duogc nhét trong cac vi nang dugc diéu ché, vi du,
bang k§ thuat giot tu hoic bang polyme héa bé mit chung, vi du,
hydroxymetylxenluloza hodc vi nang gelatin va vi nang poly-(metylmetacylat), theo
th ty, trong hé thdng phan phdi thubc dang keo (vi du, liposom, vi cau albumin, vi
nhil trong, cac hat nano va nang nano) hodc trong céc nhii tuong phén tir 16n. Céc ky
thudt nay dugc bdc 10 trong Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol,

A. Ed. (1980).

Céc ché phim giai phong kéo dai c6 thé duoc didu ché. Vi du thich hop vé ché
phim giai phong kéo dai gdm cac chét nén ban thdm clia cac polyme rin ky nude chira
khang thé nay, cac chét nén nay la & dang cac vat dugc tao hinh, vi du bao phim, hodc

vi nang.

Cac ché pham dugc st dung dé st dung in vivo thuong vo trung. Viéc lam vo

tring c6 thé dugc thuc hién dé dang, vi du, bang loc qua mang loc v tring.
Céc phuong phép tri liéu va hop phan

Céc khang thé khang FGFR1 chu vén bét ky dwoc dé xuét theo sang ché c6 thé

dugc str dung trong cac phuong phép tri liu.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuit khang thé khang FGFR1 chu van dé ding
lam thudc chita bénh. Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét khang thé khang FGFR1
chu van dé st dung trong didu tri bénh chuyén hoa. Theo phuong an nhét dinh, sang
ché d& xuét khang thé khang FGFR1 chi van dé sir dung trong phuong phép diéu tri.
Theo phwong 4n nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé khang FGFR1 chu vén dé st
dung trong phwong phép diéu tri c4 thé c6 bénh chuyén hoa gdm budc cho ca thé si
dung luong hitu hiéu ctia khang thé khang FGFR1. Theo mdt phuong én nay, phuong
phap nay con gdm buéce cho ca thé sir dung lwong hitu hiéu cia it nhat 1 mot chét tri
liéu bd sung, vi du, chét twong tu glp-1, amylin tong hop, chit dbi khang thy thé
glucagon (vi du khang thé khang GCGR), hoic leptin. “Ca thé” theo phuong 4n bét ky
& trén tot hon 12 nguoi.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét viéc sit dung khang thé khang FGFR1 chu
van trong viéc san xuét hodc diéu ché thubc chita bénh. Theo mot phuong éri, thube
chita bénh nay la dé diéu tri bénh chuyén hoéa. Theo phuong 4n khéc, thudc chita bénh

nay dé str dung trong phuong phap didu tri bénh chuyén héa gdm budc cho ca thé cé
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bénh st dung lwong hiru hidu cta thude chita bénh nay. Theo phuong 4n nay, phuong
phép nay con gdm buéde cho c4 thé st dung luong hitu hiéu cua it nhat 13 mot chét tri
liu bd sung, vi du, nhu duge mo ta bén dudi. “Ca th&” theo phuong 4n bét ky & trén

t6t hon 13 ngudi.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri bénh chuyén hoa.
Theo mot phuong 4n, phuong phap nay gbm budc cho ca thé c6 bénh chuyén hoa sir
dung luong hitu hiéu cia khing thé khang FGFR1 chu van. Theo phwong 4n ndy,
phuong phép nay con gdm cho c4 thé str dung lugng hitu hidu cua it nhét 12 mot chit
tri liéu bd sung, nhu dugc mo ta bén dudi. “Ca th&” theo phwong 4n bit ky & trén tbt

hon 1a nguoi.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit dugc phdm c6 chira cac khéng thé khang
FGFR1 chu van bit ky duoc dé xuit theo sang ché, vi dy, dé sir dung trong phuong
phép tri lidu bat ky. Theo mdt phuong 4n, duge pham c6 chira cac khang thé khang
FGFRI1 chu vén bét ky duge dé xuét theo sang ché va chit mang duoc dung. Theo
phuong 4n khac, dugc phdm c6 chira cac khing thé khang FGFR1 chii van bit ky duoc
dé xuét theo sang ché va it nhét 1a mot chét tri liéu bd sung, vi du, nhu dugc mo ta bén
dudi.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé duogc str dung mdt minh hodc trong hdn hop
v6i cac chit khac trong lidu phdp. Vi dy, khang thé theo sang ché co thé dugce st dung
ddng thoi véi it nhit 1a mot chét tri liéu bd sung. Theo phuong an nhét dinh, chét tri
lidu bd sung 1a chit twong tu glp-1, amylin tdng hop, chat ddi khang thu thé glucagon
(vi du khang thé khang GCGR), hoic leptin.

Céc lidu phap hdn hop dugc luu ¥ & trén bao gdm viée sir dung két hop (trong d6
hai hodc nhidu chét tri liéu duge bao gdm trong cling ché phém hojc tiing ché phém
riéng biét), va st dung riéng, trong trudng hop nay, viéc sit dung khang thé theo sang
ché c6 thé xay ra trude, ddng thoi, va/hodc sau, viée st dung chét tri liéu va/hodc ta
dugc bd sung.

Khéng thé theo sang ché (va chét tri liéu bd sung bat ky) c6 thé dugc st dung
bing phuong tién thich hop bét ky, gdm sir dung qua dudng ngoai rudt, trong phdi, va
trong miii, va, néu mong mubn dé didu tri tai chd, ding & trong thuong tdn. Truyén

ngoai rudt gdm trong co, trong tinh mach, trong dong mach, trong bung, hodc dudi da.
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Viéc dinh liéu lugng c6 thé bang con dwdng thich hop bét ky, vi du bing céch tiém,
nhu tiém tinh mach hodc dudi da, phu thudc mot ph?m vao viée st dung nay 13 ngin
hoiic kéo dai. Cac ké hoach dinh luong khic nhau gdm, nhung khong gi¢i han &, mot
hogc nhiéu 14n dua vao qua cac thoi diém khéac nhau, sir dung vién thudc to, va truyén

mach duogc tinh dén theo séng ché.

Céc khéang thé theo sang ché s& duoc tao ché phim, dinh lidu luong, va dugc st
dung theo cach phu hop véi thuc tién y hoc. Céc yéu t6 dé xem xét trong bbi canh nay
géln céc rdi loan cu thé duoc diéu tri, dong vat ¢ vu cu thé duoc diéu tri, tinh trang
bénh 1am sang cta c4 thé bénh nhan, nguyén nhan rdi loan, vi tri phan phdi chét,
phuong phép st dung, ké hoach sir dung, va cic yéu tb khac da biét v6i nhitng ngudi
thuc hanh y hoc. Khang thé nay khong cin, nhung tiy ¥ duoc tao ché phim v&i mot
hodc nhiéu chit dang duoc sir dung dé ngin ngira hoic didu trj r6i loan nghi ngd.
Luong hitu hidu clia céc cht khac ndy phy thudc vao lugng khang thé c6 mit trong
ché phém, kiéu rbi loan hodc didu tri, va cac yéu td khac dugc thao luan & trén. Cac
chét nay thudong duogc st dung & cac lidu luong giéng nhau va c6 cac con duong st
dung nhu dugc md ta trong sdng ché, hoic khoang tir 1 dén 99% liéu lwong dugc md
ta trong sang ché, hodc & lidu luong bét ky va bing con dudng bat ky ma dugc xac

dinh theo kinh nghiém/lam sang la thich hop.

Pé ngan ngira hodc diéu tri bénh, lidu luong khang thé theo sang ché thich hop
(khi duogc st dung mdt minh hodc trong hdn hop v6i mot hodc nhiéu chét tri liéu bd
sung khéc) s€ phu thudc vao kiéu bénh cin duoc didu tri, loai khang thé, mac do
nghiém trong va tién trinh bénh, du khang thé nay duogc st dung cho muc dich ngin
ngira hodc tri liu, li¢u phap trude do, tiéu st bénh cua bénh nhan va dap tmg voi
khéng thé nay, va suy xét ciia thdy thudc. Khéng thé nay dugc sir dung thich hop cho
bénh nhén trong mat 14n diéu tri hodc qua nhiéu 14n diéu tri. Phu thudc vao loai bénh
va muirc d0 nghiém trong cua bénh, khoang tir 1 pg/kg dén 15 mg/kg (vi du 0,1mg/kg-
10mg/kg) cua khang thé c6 thé 1a lidu lwong tmg cir dé st dung cho bénh nhan, du, vi
du, bing mét hodc nhiéu 14n st dung riéng biét, hoic bang cach truyén lién tuc. Mot
lidu lwong hang ngay dién hinh c6 thé nim trong khoang tir 1 pg/kg dén 100 mg/kg
hogc nhiéu hon, phu thudc vao céc yéu t§ duoc néu & trén. Dbi v6i céc st dung 13p lai
trong vai ngay hodc 1au hon, phu thudc vao tinh trang bénh, viéc diu tri thuong duogc

duy tri cho dén khi ¢6 sy Grc ché mong mudn viéc xuat hién triéu ching bénh. Mt li€u
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luong 1am mAu cia khang thé nay nim trong khoang tir 0,05 mg/kg dén 10 mg/kg. Do
d6, modt hodc nhidu lidu luong gébm khoang 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg hodc 10
mg/kg (hodc hdn hop bat ky ciia nd) c6 thé duge sir dung cho bénh nhan. Liéu luong
nay co thé duogc st dung khong lién tuc, vi du hang tudn hodc ba tudn mét (vi du sao
cho bénh nhan nhén tir khodng hai dén hai muoi, hodc vi du khoang sau lidu luong cua
khang thé nay). Liéu tai cao hon ban dau, sau d6 12 mot hodc nhiéu lidu thip hon c6
thd dwoc sir dung. Tuy nhién, cac ché d¢ lidu lugng khic c6 thé ciing hivu ich. Tién
tridn cta liéu phéap nay dugc giam sat d& dang biang cac k¥ thuat va thir nghiém thong

thuong.
V4t phim

Theo khia canh khéc theo sang ché, vat phém g(‘“)m cac vat dung hitu ich cho viéc
diéu tri, ngén nglra va’hodc chin doan cac rdi loan duge mo ta & trén duoc d@é xuét. Vat
phim gdm vat dung va nhan hoic gidy huéng din st dung & trén hodc di kém véi vat

‘dung. Vat dung thich hop gém, vi du, chai, lo, xylanh, t0i dung dich IV, v.v. Vit dung
¢6 thé dugc tao ra tir nhidu vat liéu khac nhau nhu thiy tinh hodc nhwa. Vat dung
chtra hop phﬁn mot minh n6 hodc dugce két hop véi hop phén khéc c6 hi¢u qua didu tri,
ngan hgl‘ra va/hodc chin doén tinh trang bénh va ¢6 thé c6 dau vao vo tring (vi du vat
dung c6 thé 1a tui dung dich trong tinh mach hodc lo cé nat ddm thing dugc bdi kim
tiém dudi da). It nhat 1a mot chét hoat tinh trong hop phan l1a khéng thé theo sang ché.
Nhan hodc gidy huéng din sir dung chi ra hop phan duge st dung dé diéu tri tinh trang
bénh duoc chon. Ngoai ra, vit pham c6 thé gém (a) vat dung thir nhét ¢6 chira hop
phén bén trong, trong d6 hop phin nay c¢6 chtra khang thé theo sang ché; va (b) vat
dung thr hai c¢6 hop phan bén trong, trong d6 hop phan nay c6 chtra chit giy doc té
bao hoic chét tri liéu khac. V4t phdm theo phuong 4n ndy ciia sang ché co6 thé con gdm
gidy huéng dan st dung chi dinh hop phan c6 thé dugc str dung dé didu tri tinh trang
bénh cu thé. Theo cach khéc hodic ngoai ra, vt phdm cé thé con gdm vat dung thir hai
(hodc tht ba) co chura chit dém dugc dung, nhu nuéc kim him vi khudn dé tiém
(BWFI), nuéc mudi bién duoc dém phosphat, dung dich Ringer va dung dich dextroza.
N6 ¢6 thé con gdm cac vat dung khac mong mudn c6 trén thi trudng va theo quan
diém cua ngudi st dung, gém cac chit dém, chét pha loang, bd loc, kim tiém, va xy

lanh khac.
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Vi du thye hién siang ché

Dudi day 1a vi du vé cac phuong phép va hop phan theo séng ché. Pugc hiéu
rang cic phwong 4n khac c6 thé dugc thuc hién, dua vao phdn md ta chung duge dua

ra & trén.
Vi du 1. Tao ra va md ta dic diém cac khang thé chi van khang FGFR1.

Tién hanh tao ra cac khang thé don dong ddc hiéu véi FGFRI1 st dung k¥ thuét
biéu hién thuc khudn thé va IgD2-D3 dugc gén His ciia FGFR1b cua ngudi va ¢ &
dang khang nguyén. Thu vién khang thé thuc khudn thé cta ngudi véi cac da dang
tdng hop trong ving quyét dinh bd thé dugc chon (H1, H2, H3, L3), md phong sy da
dang tu nhién cta danh muc IgG cia nguoi dugc st dung dé quét. Poan Fab dugc biéu
dién c6 hoa tri hai trén bé mit cac hat thuc khuén thé vi khuin M13 (Lee et al., J.
Immunol. Methods 284:119-32 (2004)). Protocol quét dugc mo ta trude d6 (Liang et
al., . Mol. Biol. 366:815-29 (2007)). Sau khi sang loc nhiéu dong tir nhidu thu vién,
cac khang thé thuc khuén thé don nhét va dic hiéu ma lién két voi ca isoform b va ¢
ctia FGFR1 dugc nhan dién boi thuc khudn thé ELISA. Dé kiém tra lién két ciia céc
khang thé véi FGFR clia ngudi, protocol ELISA thong thuong dugc dua vao sir dung 2
ng/ml protein thé kham Fc FGFR1 ECD cta ngudi.

Tién hanh do 4i luc lién két cua céc khang thé khang FGFR1 véi FGFR1 bang
Biacore/SPR st dung dung cu BIAcore™ T100 nhu dugc mo ta (Liang et al., néu trén)
v6i céc cai bién bén dudi. Khang thé Fc khang ngudi & chudt trude tién duge phu 1én
chip CM5 dextran carboxymetyl hoéa BIAcore™ sir dung ghép cédp truc tiép v6i nhom
amino tu do theo quy trinh dugc mo ta bdi nha san xudt. Khang thé nay sau dé dugc
bét gift trén chip cam bién sinh hoc CM5 dé thu duoc khoang 200 don vi ddp Ung
(RU). Céc sb do lién két dugc thuc hién st dung dém chay chita 10 mM HEPES pH =
7.4, NaCl 150 mM, 0,005% chét hoat dong bé mit P20 (¢ém HBS-P). Chudi pha loang
hai 14n cta protein FGFR1 ECD-His dugc tiém trong khoang 1,550 nM trong dém
HBS P & luu lugng 1a 30 pL/phut ¢ 25°C. Téc dd két hop (Kon, v6i mdi mol/s) va tbe
d6 phéan ra (Koff, mdi gidy) duoc tinh toan st dung kiéu lién két Langmuir 1:1 don
gian (Phan mém danh gia BIAcore™ 3.2). Héng s phan ly can bang (Kd, mdi mol)
duoc tinh toan dudi dang ty s6 Koff / Kon.

Hai khéang thé khang FGFR1 duoc nhan dién nhu duge md ta ¢ trén trong cac thi
nghiém doc 14p (dugc chi dinh & day 1a RIMADbI1 va RIMAD2) lién két voi FGFR1b
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va FGFR1c¢ & 4i luc twong tu, nhung khong véi cac isoform FGFR bét ky khac (Fig.
1A va B). Hoat tinh dAn truyén tin hiéu cta chung duoc kiém tra st dung thir nghiém
luxiferaza dya trén Gal-Elk1 & t€ bao L6 cta chudt cdng khong c6 FGFR ndi sinh,
nhung duoc bién nap dé biéu hién mdi isoform FGFR (va KLB khi can). Céc khang
thé nay 1a chit chi v4n tiém ning khong duoc mong doi: ca hai RIMADb déu tao ra
hoat tinh luxiferaza theo cadch phu thudc lidu lwong, nhung chi khi t€ bao biéu hién tai
td hop FGFR1b hoic FGFRIc, chi ra ring cic RIMAb c6 tic dung nhu Ia chit cha
van dic hiéu dbi voi FGFRI (Fig. 1C). Theo dinh dang thtr nghiém nay, cac RIMAD
khong tic dong dang ké dén hoat tinh ctia FGF bazo (bFGF), phdi tir FGFR1 ¢ dién
(Fig. 1D). Tuy nhién, cic RIMAb va FGF21 cho thdy tac dung b sung khi té bao biéu
hién FGFR1c va KLB (Fig. 1D). F(ab’)2 chtr khong phai doan Fab ctia RIMAb2 cho
thdy hoat tinh chu van phu thuéc FGFRI1, goi ring cic RIMAD gy ra hoat tinh chii
vén cla ching bing cach thic ddy qué trinh dime héa ddng nhit FGFRI (Fig. 1E).
Truéc @6, FGFR nhan tao dime hoa chit chi van chira peptit lién két FGFR1 va mién
khoa kéo loxin c-jun dd dugc bdo cdo. Phan tir dugc goi 1a C19jun con lién két voi
heparih théng qua mién c-jun va cin heparin dé hoat héa FGFR1 (Ballinger et al.,
Nature Biotechnol. 17: 1199-1204 (1999)). Nguoc lai, heparin khong anh huéng dén
hoat tinh chi vin cia RIMADI1 trong thi nghiém luxiferaza (Fig. 5). Hoat tinh chu
van khong phu thudc heparin cia RIMAbI1 dugc khang dinh thém bang céach kiém tra
qua trinh phosphoryl héa ERK va MEK1/2, cac thanh phéan dén truyén tin hidu xudi
huéng ctia FGFR, trong céc t& bao tao m& 3T3-L1 ctia chudt duge nudi cdy (Fig. 1F)
hodc trong WAT cua cac con chudt C5S7BL/6 dugc tiém RIMAD trong bung (Fig. 1G).

Tién hanh thyuc hién céc thir nghiém dé lap ban d6 epitop FGFR1 duoc lién két
bdi RIMAbI va RIMAbB2. Cac tac gia da tdng hop 30 peptit dai dién cac phan cla
trinh ty FGFR1 ¢6 thé gin biotin ddu tin amino va st dung chiing cho cic thit nghiém
lién két ELISA. Céc trinh ty cta peptit 12 nhu sau: #1: SSSEEKETDNTKPNPVAPY
(SEQ ID NO: 36); #2: PVAPYWTSPEKMEKKLHAV (SEQ ID NO: 37); #3:
KLHAVPAAKTVKFKCPSSG (SEQ ID NO: 38); #4: CPSSGTPNPTLRWLKNGKE
(SEQ ID NO: 39); #5: KNGKEFKPDHRIGGYKVRY (SEQ ID NO: 40); #6:
YKVRYATWSIIMDSVVPSD (SEQ ID NO: 41); #7: VVPSDKGNYTCIVENEYGS
(SEQ ID NO: 42); #8: NEYGSINHTYQLDVVERSP (SEQ ID NO: 43); #9:
VERSPHRPILQAGLPANKT (SEQ ID NO: 44); #10:
PANKTVALGSNVEFMCKVY (SEQ ID NO: 45); #11:
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MCKVYSDPQPHIQWLKHIE (SEQ ID NO: 46); #12: LKHIEVNGSKIGPDNLPYV
(SEQ ID NO: 47); #13: NLPYVQILKTAGVNTTDKE (SEQ ID NO: 48); #14:
TTDKEMEVLHLRNVSFEDA (SEQ ID NO: 49); #15: SFEDAGEYTCLAGNSIGLS
(SEQ ID NO: 50); #16: SIGLSHHSAWLTVLEALEE (SEQ ID NO: 51); #17:
YWTSPEKMEKKLHAVPAAK (SEQ ID NO: 52); #18:
EKMEKKLHAVPAAKTVKFK (SEQ ID NO: 53); #19:
PAAKTVKFKCPSSGTPNPT (SEQ ID NO: 54); #20: KFKCPSSGTPNPTLRWLKN
(SEQ ID NO: 55); #21: GTPNPTLRWLKNGKEFKPD (SEQ ID NO: 56); #22:
TLRWLKNGKEFKPDHRIGG ~ (SEQ ID NO: 57); #23:
FKPDHRIGGYKVRYATWSI (SEQ ID NO: 58); #24: HRIGGYKVRYATWSIIMDS
(SEQ ID NO: 59); #25: LHAVPAAKTVKFKCPSS (SEQ ID NO: 60); #26:
KLHAVPAAKTVKFKCP (SEQ ID NO: 28); #27: AVPAAKTVKFKCPSSG (SEQ
ID NO: 61); #28: FKPDHRIGGYKVRY (SEQ ID NO: 29); #29: KPDHRIGGYKVR
(SEQ ID NO: 62); #30: GTPNPTLRWLKN (SEQ ID NO: 63). Nhu duoc thé hién trén
Fig. 17A, v6i ca RIMADI va RIMAD2, céc peptit ngin nhit ma ching t6 1a lién két
dang ké v6i chung 1 peptit #26 va #28.

Vi du 2. Cac RIMAD chitng minh hoat tinh khang bénh déi thdo dudong kéo dai.

Tién hanh kidm tra xem liéu cac khang thé khang FGFR1 theo séng ché c6 hoat
tinh khang bénh dai thdo duong hay khong bang cach str dung cac mau chudt bi tidu
dudng. Tét ca cac con chudt duge mua tir Jackson Laboratory va dugc duy tri ¢ didu
kién c4c con vat khong mang tac nhin gdy bénh ¢ nhiét do 21°C trong chu ky chuén
12 gitr sang/12 gio tbi c6 18i vao chd thirc an (thirc an chudn cho loai gim nhim
(Labdiet 5010, 12,7% calo tir chét béo) hodc ché do an nhiéu béo, hydrat cacbon cao
(Harlan Teklad TD.03584, 58,4% calo tur chét béo) va nudc vira di. Cac con chudt
db/db trong nén C57BLKS/J 13 céc con chudt cai va cac con chudt khac déu 1a chuot
duc. TAt ca céc con chudt duoc sir dung dé tiém & trong khoang tlr 9 dén 11 tudn tudi,
trir viéc cac con chudt ap2-SREBP1c 1a § thang tudi (Fig. 3E) hodc 4 thang tudi (Fig.
3F). Dé truyén lién tuc protein FGF21, bom thAm thiu (Alzet® 2001) dugc cdy dudi
da. Ham luong glucoza dugc do st dung mdy do glucoza OneTouch® Ultra®. pé
phan tich lipit trong gan, lipit nay duoc tach chiét theo phuong phap Folch va dugc téi
tao huyén phu trong PBS chta 5% Triton X-100. Téng cholesterol, triglyxerit, B-
hydroxybutylat (Thermo DMA) va axit béo khong este héa (Roche) duge xac dinh
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bang cach st dung phan tng enzym. Ham lugng insulin huyét thanh dugc x4c dinh
bang ELISA (Crystal Chem).

Tién hanh kiém tra hoat tinh cht van cia RIMAbs in vitro va in vivo, b?mg cach
tiém céc con chudt db/db khang leptin ting dudng huyét véi 3, 10, va 50 mg/kg (mpk)
RIMADbL. Tién hanh quan sét thy ring ham lugng glucoza trong méu dugc chuén hoa
trong mot tudn & ca ba lidu lugng, va tac dung lam gidm glucoza quan sat dugc 1a
manh va kéo dai khong mong dg¢i, véi ham lugng glucoza gity thdp hon cc con chudt
d6i chimg trong 30 ngay sau khi tiém mdt lan (Fig 2A). Diéu nay két hop vé6i su giam
khéi luong co thé trong thoi gian ngén, nhung dang ké (Fig. 2A). T4c dung lam giam
glucoza ¢6 thé thdng qua su cai thién tinh nhay insulin, nhu ham luong insulin huyét
thanh con bi giam dot ngdt bang cach tiém RIMAbI (Fig 2B). Tién hanh quan st thiy
su giam ham lugng glucoza trong mau gy ra do RIMAD tuwong tu v6i RIMADb2 (Fig.
6), va trong ba con chudt maiu khac véi tinh khéng insulin duge danh déu, cac con
chudt ob/ob thiéu Leptin, cac con chudt duge cho dn ché do nhiéu béo (HFD), va céac
con chuot Ins2Akita (Hong et al., Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 293:E1687-96
(2007)) (Fig. 2C va 7). Tht nghiém &n ghép cap cho thdy rang sy giam khéi luong do
RIMAD gy ra & cac con chudt db/db va Ins2Akita 1a do su gidm su hép thy thirc in;
tuy nhién, sy giam glucoza méu quan sat duogc phin 16n khong phu thude vao su hép
thu thtre an (Fig. 2D va 6-7). Trong tuy, viéc tiém R1IMADI lam ting dién tich duong
tinh v&i insulin v&i mdi ddo so véi cac con chudt duoc cho dn theo cdp hodc cac con
chudt dbi chiung khong ghép cip (Fig. 2E va 8). FGFR1 dugc biu hién trong t& bao B
tuy (Hart et al., Nature 408:864-68 (2000)) va FGF21 thuc déy chirc nang té bao B ex
vivo (Wente et al., Diabetes 55:2470-78 (2006)); do do6 sy hoat h6a FGFR1 trong té
bao B co thé truc tiép gop phan vao viéc ham luong insulin tuy ting. Céc s6 liéu nay
chung to rang sy hoat héa FGFR1 (ma khong phai 18 FGFR2 hogc FGFR3) 1a du aé
tém lai cac hoat tinh khang bénh tiéu dudng va khang lipit mau cua FGF21 tai tb hop.

Pé phan tich tdm quan trong ctia chirc ning IgG d6i vdi cac hoat tinh RIMAD,
tién hanh st dung hai kiéu cai bién. Kiéu gy dot bién kép (D265A/N297A; DANA)
trong vung Fc lam mét lién két véi FeyRs va su ting thém té bao tac dong mién dich
bdi phan tir IgG (Gong et al., 2005). Ca hoat tinh chu van cling nhu khang tiéu duong
ctia RIMAD2 déu khong bj tac dong bdi viée dwa thé dot bién DANA vao; do d6 chirc
ning tic dong nay khong dong vai tro trong hoat tinh khang tiéu dudng cia RIMAb2
(Fig. 9A-C). Tuy nhién, ban R1Mabl mét nhénh (OA) duoc thiét ké (Atwell et al., J.
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Mol. Biol. 270:26-35 (1997)), khong c6 mdt trong s6 cac doan Fab (OA-R1IMADbI)
(Fig. 9A va Fig. 9D) thé hién hoat tinh chui vén bi gidm bét (Fig. 9E va Fig. 9F) va
khong lam gidam glucoza mau, khdi lugng co thé, va ham lugng litpit trong gan va
trong huyét thanh & cac con chudt db/db (Fig. 9G va H), chi ra ring c4 hoat tinh chu
vén va khang tiéu dudng cia RIMAD phu thudc vao Ab héa tri hai (mic du cac téc gia
con kiém tra céc khang thé dic hidu kép véi chi mot nhanh khang FGFRI1 (vi du, c6
nhanh khang beta-Klotho) va khing dinh lai ring chiing van git cdc thudc tinh c6 1gi
cia RIMAD hoa tri hai khang FGFR1). C4c tuong quan nay goi y chic chin ring su
hoat hoa con dudng din truyén tin hiu cling huéng ctia FGFR1 do RIMAb géy ra c6

thé diéu tiét cac tac dung khéng ti€éu dudng cua no.

Céc MAD ndi 1én nhu 1a phwong thirc tri liéu manh m& dé didu trj nhiéu bénh &
ngudi. Thuyét minh ctia cac tac gia v& hoat tinh khang sy ting dudong huyét va giam
lipit tiém ning cia MAb chu van khéng FGFR1 m¢& ra mét con dudng méi d6i véi su
phét tridn ctia MAb tri liéu nhim dich FGFR1 hogc phtc thy thé chtta FGFR1 dé diéu
tri tidu dudng typ 2 va céc rdi loan lau dai lién quan dén chtng béo phi. Viéc nhim
dich FGFR1 dya trén MAb cin dén mét sb diic tinh c6 loi dbi véi liu phap FGF21 tai
td hop. Trudc tién, do ban chét cua chung, cac MADb tao ra dugc dong lyc hoc du doan
duoc, diéu bién duge, va vuot tréi so véi FGF21 hodc bt ky protein tri liéu khong
phai khang thé khac ndo. Qua thuc, cdc tac gia dd chung minh dugc rang viéc tiém
mang bung mot lan lidu 1-3 mpk RIMAb1 hodc R1Mab2 vao céc con chudt db/db din
dén tac dung lam giam chimg ting dudng huyét kéo dai déng ké trong 30 ngay (Fig. 2
va 5). Tac dung dudng huyét kéo dai chua dugc bio cdo d6i voi bat ky chét khang tiéu

duodng nao da dugc mo ta trude do.

Vi du 3. TAm quan trong ctia md md trong tac dung tiéu duong cia RIMADb va

FGF21.

FGF21 t4i to hop duoc dé xuét dé cai thién tinh nhay insulin qua m6é m& va gan
(Berglund et al., Endocrinology 150:4084-93 (2009); Li et al., FEBS Letters 583:3230-
34 (2009)). Viéc tiém FGF21 vao céac con chudt gy ra sy phosphoryl héa MEK va
ERK & bdn kiéu mé bidu hién KLB, gan, md mé tring (WAT), md m& nau (BAT), va
tuy, nhu da bdo cdo truge do (Fig. 3A, o trén) (Kurosu et al., J. Biol. Chem. 282:
26687-95 (2007); Xu et al., Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 297(5): E1105-14
(2009)). Ngugc lai, viée tiém RIMAbI din dén sy phosphoryl héa cic co quan thuc

hién cung hudng gidng nhau trong md m& va tuy, nhung khong & trong gan (Fig. 4A,
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& dudi), phit hop véi biéu hién mARN FGFR1 rat thap trong gan (Fig. 10) (Fon Tacer
et al., Mol. Endocrinol. 24(10): 2050-64 (2010)). Qua thuc, so sdnh canh nhau cac gen
bidu hién & gan cho thdy ring bidu hién ciia hai gen nhdm dich FGF21 dugc nhén dién
truée do6 (thu thé leptin (LepR) va chét G ché qua trinh dan truyén tin hidu xytokin 2
(SOCS2); Coskun et al., Endocrinology 149:6018-27 (2008), Inagaki et al., Cell
Metabolism 8:77-83 (2008)) do FGF21 géy ra chtt khong phai do RIMADbI (Fig. 15).
Mt khéc, biéu hién & gan cta gen diéu tiét insulin da biét (axetyl-CoA carboxylaza 1
(ACC1), synthaza axit béo (FAS), elongaza cua ho axit béo mach dai 6 (Elovl6),
'protein lisn két yéu t6 ting trudng gibng insulin (IGF) (IGFBP)-1,
phosphoenolpyruvat carboxykinaza (PEPCK)) duoc stra d6i twong tu boi ci hai
FGF21 va RIMADI, goi y ring c4c gen ndy c6 thé duoc didu tiét gian tiép théng qua
céc thay d6i hormon (vi du insulin) hogc chuyén héa. RIMADb1 lam giam dang ké lipit
gan va lipit trong huyét thanh khi cac con chudt duge tiém vao db/db vao ngay thir 7
sau khi tiém mot 14n, c6 thé 1a do cac tic dung phan phéi lai lipit qua m6 mé (Fig. 3B-
D). Viéc tiém R1IMADI khong gdy ra sy phosphoryl héa MEK hodc ERK trong phdi
va tuyén tién liét (Fig. 3A), hai kidu mé c6 xu huéng ung thu ma biéu hién FGFRI1.
Céc quan sat nay cung d& xuét ring m6 md, chit khong phai gan, 13 trung tim adi véi

hoat tinh chuyén hoa thong thuong cua RIMAb va FGF21.

D& kiém tra thém diém nay, cac tac gia sit dung cdc con chudt chuyén gen ap2-
srebplc teo mo md, biéu hién tinh khang insulin manh liét, thiéu leptin, va ching gan
to, do su thiéu mdé md tring va chitrc ning mé m& nau duge dan xép (Fig 3E, 11)
(Shimomura et al., Genes Dev. 12:3182-94 (1998); Shimomura et al., Nature 401:73-
76 (1999)). Phi hop véi ¥ kién ring chirc ning md m& thong thuong 1a can cho hoat
tinh chuyén héa cia RIMADbI, viéc tiém mang bung mot 14n & lidu 1mpk lam cai thién
HOMA-IR va kha ning dung nap glucoza chi & cdc con chudt ob/ob dbi ching ma
khong c6 & cac con chudt ap2-srebplc (Fig. 3E). Su hép thu thirc #n duoc lam gidm
bang cach tiém RIMADb1 & ca cac con chudt ob/ob va céc con chudt chuyén gen ap2-
srebplc, khi so sanh véi cac con chudt duge cho dn theo cdp dugce ti€ém dbi ching IgG
(Fig. 3E). Ngoai ra, viéc truyén lién tuc FGF21 tai t6 hop con khong thé cai thién kha
ning dung nap insulin & cdc con chudt ap2-srebplc, mic du sy ting dang ké B-
hydroxybutyrat huyét thanh (tirc 1a chét tao xeton) va su giam cholesterol dugc quan
sat (Fig. 3F).

Vi du 4. Su hoat h6a PGCl-alpha trong md m& nau béi RIMAb.
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FGF21 gin dy duoc dé xuét 13 hoat héa nhén t6 ddng hoat hoa phién ma thu thé
nhén protein PGC-1a trong md m& va gan dé gay ra biéu hién cta gen cing huéng két
hop v6i co ché chuyén hoa oxy héa (Chau et al., Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA
107:12553-58 (2010); Hondares et al., Cell Metabolism 11:206-12 (2010); Potthoff et
al. Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 30;106(26): 10853-8 (2009)). Qua thuc, khi dugc tiém
vao cac con chudt ob/ob, RIMAbI lam ting déng ké biéu hién BAT ciia cac gen lién
quan dén OXPHOS, va co ché chuyén hoa axit béo nhu duoc thé hién boi phan tich vi
méang ADN theo sau bai phan tich lam giau bd gen (Fig. 4A). RIMADbI (va FGF21)
con lam tang biéu hién cta PGC-1a, PGC-1B, va céac dich chinh ctia chung CIDEA va
UCP1 trong md m& ndu (dugc do bang qPCR; Fig. 4B va 16).

Qua trinh phién ma PGC-1a duoc diéu tiét nho vao cac yéu td dap tng cAMP
(cAMP Response Element - CRE) trong viing gen khdi dau va yéu t6 phién ma CREB
ma lién két v6i CRE (Herzig et al., Nature 413:179-83 (2001); Karamitri et al., J. Biol.
Chem. 284:20738-52 (2009); Muraoka et al., Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab.
296:E1430-39 (2009); Shi et al., J. Biol. Chem. (2005)). Trong sang loc dé nhan dién
yéu t6 phién mi lién quan dén co ché chuyén héa ma c6 thé duoc hoat hoa boi FGF21
trong t& bao HEK293 biéu hién KLB, cic tac gia thiy ring protein dung hop GAL-
CREB c6 thé duoc hoat héa boi FGF21 (Fig. 8A-B). Sau do, cac tac gia thiy rang ca
FGF21 va RIMAbI c6 thé hoat héa gen chi thi GAL-CREB ciing nhu gen chi thi
CRE-luxiferaza theo cach phu thudc liéu luong trong té bao HEK293 (Fig. 4C). Phu
hop vé6i v kién cho ring chiic ning CREB nhu 13 co quan thuc hién ciing huéng,
FGF21 lam ting qué trinh phosphoryl héa cia CREB va p90RSK, CREB kinaza
nguoc huéng duge didu tiét bai ERK, trong md md trang ctia chudt (Fig. 4D), té bao
tao m& nguyén sinh dugc biét hoa ca ngudi (Fig. 4E), va té bao HEK293 (Fig. 12C).
Do d6, su hoat héa CREB boi FGF21 va R1IMAD c6 thé gép phan gy ra PGC-1alpha
va bd gen cung hudng lién quan dén co ché chuyén héa oxy héa mé m& (Fig. 4F va
12D). Ngoai su diéu tiét phién ma duoc dé xudt & ddy, FGF21 dugc béo cdo 1a hoat
héa PGC-1a sau dich ma thong qua sy hoat h6a AMPK (Chau et al., néu trén), mac du
céc tac gia da thit bai trong viéc quan sat bang chimg ctia sy hoat héa AMPK in vitro
hodc in vivo bdi RIMAD (sé liéu khong dugc thé hién). Tom lai, cac két qua thu
nghiém chimg minh vai trd cia PGC-1a trong md md trong viéc diéu bién céc tic

dung khang lipit va khang tiéu duong cia FGF21 va RIMAD.
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Vi du 5. Kiém tra cac khang thé dic hiéu kép khang FGFR1/khang beta-Klotho

Khac biét quan trong khac gitta RIMAD theo sdng ché va FGF21 1a tinh dic hi€u
thu thé dich. FGF21 ¢6 thé tac dung 1én FGFRI1c, 2¢, va 3¢, nhung céc tac dung ctia né
6 thé bi giéi han bdi mo biéu hién KLB (tuc 1a gan, md md, va tuy) (Fon Tacer et al.,
néu trén; Kurosu et al., J. Biol. Chem. 282:26687-95 (2007); Ogawa et al., Proc. Nat’l.
Acad. Sci. USA 104:7432-37 (2007)). Nguoc lai, mo dich cua cdc RIMAb dugce x4c
dinh b&i sy biéu hién FGFR1 va sy phan bd md cia phan tir khédng thé nay, nhung
khong bi gi¢i han boi su biéu hién KLB. Qua thuc, c4c tic gia dd quan sat hién twong
giam phosphat huyét nhe & céc con chudt duge xt ly bang RIMADbI, goi ¥ su hoat héa
con duong FGF23/Klotho trong than. Do d6, cac tac gid tao ra cac khang thé dic hiéu
kép khang KLB/FGFRI1 st dung k§ thuét biéu hién thuc khudn thé hoic ky thuat té
bao lai (cac con chudt BALBc dugc gdy mién dich véi té bao HEK293 biéu hién
FGFR1c va KLB) d8 tao ra cac khang thé khang KLB riéng biét va k§ thuat khoa
trong & (Merchant et al. Nature Biotechnol. 16(7): 677-81 (1998)). Céc tac gia kiém tra
kha ning cia cac khang thé dic hiéu kép ndy trong viéc hoat héa su biéu hién GAL-
Elk] va khing dinh ring céc khang thé nay phu thudc vao sy c6 mit cla ca beta-
Klotho va FGFR1 d&i v6i su hoat hoa tin hidu ciing huéng. Cac tic gia con khing dinh
rang mot trong sd cac khang thé nay c6 thé 1am ting qud trinh phosphoryl héa chét
trung gian din truyén tin hiéu cing huéng, MEK va ERK Y trong té bao tao md
nguyén sinh dugc biét hoéa cia ngudi. Mot trong sb cac khang thé dic hiéu kép nay
phén (ng chéo véi protein cia chudt va cac tac gid st dung khang thé nay dé kiém tra
hoat tinh in vivo clia khang thé dic higu kép. Céc tac gia quan sat thiy rang khang thé
dic hiéu kép nay lam giam ham lugng glucoza trong mau ma khong lam ting FGF23
huyét thanh, trong khi d6 khéng th8 khang FGFR1 (dic hiéu don) dbi chimg tuong
ung lam giam ham lugng glucoza trong mau dén mirc d6 twong tu nhung khong 1am

ting dang ké ham luong FGF23 huyét thanh.

Tiép theo, cic tac gia kiém tra kha ning cac khang thé dic higu kép trong viéc
tao ra cac loi ich chuyén hoa ctia cac khang thé chu van khang FGFR1. Céc tac gia tao
ra cac con chudt chuyén gen biéu hién beta-Klotho ciia ngudi (RIMAb1 va RIMAb2
mdi loai nhan dién FGFR1 cua chudt) va khéng dinh rang cac khang thé dic hiéu kép
khang KLB/FGFR1 nay dugc mo ta & trén lam cai thién kha ning dung nap glucoza
trong céic mau chudt, vi du cac con chudt chuyén gen hKLB dugc an theo ché d6 nhiéu

béo. Cac tac gia cling tao ra cac khang thé khang beta-Klotho ma phan tng véi protein
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trong cac con vit miu khéc (vi du chuot cbng, tho, khi cynomologous va khi rhesus)
va kiém tra twong tu kha ning tao ra céc 1oi ich chuyén hoéa cta cac khang thé dic hiéu
kép dugc cAu thanh véi cac chét ndy va céc khang thé khang FGFRI1.

Mic di sang ché & trén dwgc mo ta chi tiét & mirc d6 ndo d6 bang sy minh hoa va
vi du cho c4c muc dich 1am rd rang ¥, phdn mb ta va vi dy nay khong duogc hidu 13 1am
gidi han pham vi cla sang ché. Phan boc 19 cuia tit ca cic sang ché va tai liéu khoa hoc

dugc trich dan theo sang ché duoc két hop rd rang dé tham khao.
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé chit chu van khang yéu t ting truéng nguyén bao s¢i -1 (FGFR1), trong
d6 khang thé nay gin két véi peptit #26 KLHAVPAAKTVKFKCP (SEQ ID NO: 28)
hodc peptit #28 FKPDHRIGGYKVRY (SEQ ID NO: 29).

2. Khéang thé theo diém 1, trong d6 khéng thé nay khong phai 12 chat chii van cia
FGFR2 hodc FGFR3.

3. Khang thé theo diém 1 hoic 2, trong d6 khéng thé nay 1a khang thé don dong.

4. Khéng thé theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 khang thé nay 1a

khang thé cua nguoi, khang thé dugc lam twong thich véi ngudi hodc khang thé thé
kham.

5. Khang thé theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong d6 khang thé nay 1a
khéng thé IgG1.

6. Khang thé theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 khéng thé nay
bao gom:

(a) HVR-H1 chua trinh tu axit amin GFTFX1X2X3X4IX5, trong d6 X1 1a S hogc T,
X2 1a N hodc S, X3 1a N hodc T, X4 1a W hodc Y, X5 1a H hodc S (SEQ ID NO: 26);

(b) HVR-H2 bao gdm trinh ty axit amin dugc chon tr nhoém bao gbdm
X1X2IX3PX4DGX5TX6YADSVKG, trong d6 X1 1a A hodc G, X2 1a D hodc E, X3
la D hoic Y, X4 1a N hodc Y, X5 1a A hodc D, va X6 1a D hodc Y (SEQ ID NO: 24) va
X1IX2PX3DGX4TX5YADSVKG, trong d6 X1 1a D hodc E, X2 1a D hodc Y, X3 1a N
hoic Y, X4 13 A hodc D, va X5 1a D hodc Y (SEQ ID NO: 25);

(c) HVR-H3 bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tr nhém bao gbm
SSGYGGSDYAMDY (SEQ ID NO: 16), SGYGGSDYAMDY (SEQ ID NO: 17),
EHFDAWVHYYVMDY (SEQ ID NO: 18), TGTDVMDY (SEQ ID NO: 19), va
GTDVMDY (SEQ ID NO: 20);

(d) HVRLI chira trinh ty axit amin RASQDVSTAVA (SEQ ID NO: 21);
(e) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin SASFLYS (SEQ ID NO: 22); va

(f) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin QQSYTTPPT (SEQ ID NO: 23).

7. Khéng thé theo diém 6, trong d6 khang thé nay bao gdm:

(a) HVR-HI1 chira trinh ty axit amin GFTFTSTWIS (SEQ ID NO: 7);
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(b) HVR-H2 bao gbm trinh tu axit amin dwgc chon tr nhém bao gdm
GEIDPYDGDTYYADSVKG (SEQ ID NO: 10) va EIDPYDGDTYYADSVKG (SEQ
ID NO: 11); va

(c) HVR-H3 bao gdm trinh ty axit amin dwgc chon tr nhém bao gdm
SSGYGGSDYAMDY (SEQ ID NO: 16) va SGYGGSDYAMDY (SEQ ID NO: 17).

8. Khang thé theo diém 6, trong d6 khang thé nay bao gbém:
(a) HVR-HI chtra trinh ty axit amin GFTFSNNYIH (SEQ ID NO: 8);

(b) HVR-H2 bao gdm trinh ty axit amin dugc chon tr nhém bao gdm
ADIYPNDGDTDYADSVKG (SEQ ID NO: 12) va DIYPNDGDTDYADSVKG (SEQ
ID NO: 13); va

(¢) HVR-H3 chura trinh ty axit amin EHFDAWVHYYVMDY (SEQ ID NO: 18).
9. Khang thé theo diém 6, trong d6 khang thé nay bao gbm:
(a) HVR-H1 chtra trinh ty axit amin GFTFTSNWIS (SEQ ID NO: 9);

(b) HVR-H2 bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tr nhém bao gdm
AFIDPYDGATDYADSVKG (SEQ ID NO: 14) va EIDPYDGATDYADSVKG (SEQ
ID NO: 15); va

(c) HVR-H3 bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdbm TGTDVMDY
(SEQID NO: 19) va GTDVMDY (SEQ ID NO: 20).

10. Khéng thé theo diém 6, trong d6 khang thé nay bao gbém trinh ty VH dugc chon tir
nhom bao gém SEQ ID NO: 2, 3 va 4; va trinh tu VL cida SEQ ID NO: 6.

11. Khéng thé theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 10, trong d6 khang thé
khang FGFR1 gin két v6i ca FGFR1b va FGFRIc.

12. Khang thé theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 11, trong d6 khang thé nay
1a khang thé da dic hiéu.

13. Khéng thé theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1 dén 12, trong d6 khang thé nay
1a khang thé dic hidu kép.

14. Khang thé theo diém 13, trong d6 khang thé nay con gin két v6i beta-Klotho.

15. Axit nucleic duoc phan 1ap ma hoa khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém

tr 1 dén 14.

16. Té bao chu chira axit nucleic theo diém 15.
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17. Phuong phép san xuit khang thé bao gdm budc nudi ciy té bao chi theo diém 16
sao cho khang thé nay duoc tao ra.

18. Phuong phép theo diém 17, phuong phép nay con bao gdm budce thu hdi khang thé
nay tir t& bao ch.

19. Duoc phdm chira khang thé theo didm bat ky trong s cac diém tir 1 dén 14, va

chit mang dugc dung.
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<210> 13
<211> 17
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<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nh&n tao: Peptit tdng hop”

<400> 13
Asp Ile Tyr Pro Asn Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 14

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngubn
<223> /luu y=“"M6 ta trinh ty nhé&n tao: Peptit téng hop”

<400> 14
Ala Glu Ile Asp Pro Tyr Asp Gly Ala Thr Asp Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 15

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nh&n tao: Peptit téng hop”

<400> 15
Glu Ile Asp Pro Tyr Asp Gly Ala Thr Asp Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 16
<211> 13
<212> PRT
<213> Trinh tu nh&n tao

<220>

<221> ngudn
<223> /luu y=“"M& ta trinh tuy nhé&n tao: Peptit tdng hop”
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<400> 16
Ser Ser Gly Tyr Gly
1 5

<210> 17

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“"Mdb ta

<400> 17
Ser Gly Tyr Gly Gly
1 5

<210> 18

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta

<400> 18
Glu His Phe Asp Ala
1 5

<210> 19

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“"Mo6 ta

<400> 19
Thr Gly Thr Asp Val
1 5

<210> 20

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“"Md ta

27381

Gly Ser Asp Tyr Ala Met Asp Tyr
10

tao

trinh tu nhan tao: Peptit tédng hgp”

Ser Asp Tyr Ala Met Asp Tyr
10

tao

trinh tu nhan tao: Peptit téng hgp”

Trp Val His Tyr Tyr Val Met Asp Tyr
10

tao

trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

Met Asp Tyr

tao

trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”
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<400> 20
Gly Thr Asp Val Met
1 5

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

21

11

PRT

Trinh ty nhéan

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="Mb ta

<400> 21
Arg Ala Ser Gln Asp
1 5

<210> 22

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="Mo ta

<400> 22
Ser Ala Ser Phe Leu
1 5

<210> 23

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="Mo6 ta

<400> 23
Gln Gln Ser Tyr Thr
1 5

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

24
18
PRT
Trinh tuy nhén

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="Mb ta

27381

Asp Tyr

tao

trinh ty nhé&n tao:

Peptit tdng hop”

Val Ser Thr Ala Val Ala

10

tao

trinh tu nhén tao:

Tyr Ser

tao

trinh ty nhé&n tao:

Thr Pro Pro Thr

tao

trinh tu nhé&n tao:
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<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)..(1)

<223> /thay thé="Gly"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (2)..(2)

<223> /thay thé="Glu"

<220>

<221> misc_ feature

<222> (1) ..(2)

<223> /luu y="Cac gbc duoc dua ra trong trinh tu ndy khéng cbé uu tién vé
chu thich cho vi tri nay"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (4)..(4)

<223> /thay thé="Tyr"

<220>
<221> misc feature
<222> (4)..(4)

<223> /luu y="Cac gbc dugc dua ra trong trinh tu nay khéng cb6 uu tién vé
chu thich cho vi tri nay"

<220>

<221> BIEN THE

<222> (6)..(6)

<223> /thay thé&="Tyr"

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> /luu y="Cac gbc duoc dua ra trong trinh tu ndy khéng cé uu tién vé
chu thich cho vi tri nay"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (9)..(9)

<223> /thay thé="Asp"

<220>
<221> misc feature
<222> (9)..(9)

<223> /luu y="Céc gbc dugc dua ra trong trinh ty nay khéng cb6 uu tién vé
chu thich cho vi tri nay"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (11)..(11)

<223> /thay thé&="Tyr"

<220>
<221> misc feature
<222> (11)..(11)
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<223> /luu y="Cac gbc dugc dua ra trong trinh tu ndy khdéng cé uu tién vé
cha thich cho vi tri nay"

<400> 24
Ala Asp Ile Asp Pro Asn Asp Gly Ala Thr Asp Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 25

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tuy nhé&n tao: Peptit tdng hop”

<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)..(1)

<223> /thay thé&="Glu"

<220>
<221> misc feature
<222> (1)..(1)

<223> /luu y="Cac gbc dugc dua ra trong trinh ty nay khéng cbé uu tién vé
cht thich cho vi tri nay"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (3)..(3)
<223> /thay thé&="Tyr"

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> /luu y="Cac gbc dugc dua ra trong trinh ty nady khéng cbé uu tién vé
cht thich cho vi tri nay"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (5)..(5)

<223> /thay thé="Tyr"

<220>

<221> misc feature

<222> (5)..(9)

<223> /luu y="Cé4c gbc dugc dua ra trong trinh tu nay khéng cbé uu tién vé
chu thich cho vi tri nay"

<220>
<221> BIEN THE
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<222> (8)..(8)
<223> /thay thé="Asp"

<220>
<221> misc_feature
<222> (8)..(8)

<223> /luu y="Céac gbc dugc dua ra trong trinh tu nay khdng cé uu tién vé
chd thich cho vi tri nay"

<220>

<221> BIEN THE

<222> (10)..(10)
<223> /thay thé="Tyr"

<220>
<221> misc_ feature
<222> (10)..(10)

<223> /luu y="Cac gbc dugc dua ra trong trinh tu nay khdéng cé uu tién vé
cht thich cho vi tri nay"

<400> 25
Asp Ile Asp Pro Asn Asp Gly Ala Thr Asp Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 26

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<220>
<221> BIEN THE
<222> (5)..(5)
<223> /thay thé&="Thr"

<220>

<221> BIEN THE

<222> (6)..(6)

<223> /thay thé="Ser"

<220>

<221> BIEN THE

<222> (7)..(7)

<223> /thay thé&="Thr"

<220>

<221> BIEN THE.

<222> (8)..(8)

<223> /thay thé="Tyr"
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<220>
<221> misc feature
<222> (5)..(8)

<223> /luu y="Cé4c gbc duoc dua ra trong trinh ty khéng cé uu thé
l1ién quan dén cic chu giai d6i véi cac vi tri da néu"

<220>
<221> BIEN THE
<222> (10)..(10)

<223> /thay thé="Ser"

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> /luu y="Cac gbc dugc dua ra trong trinh tu nay khéng cbé uu tién vé
cht thich cho vi tri nay"

<400> 26
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Asn Trp Ile His
1 5 10

<210> 27

<211> 53

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Met Glu Lys Lys Leu His Ala Val Pro Ala Ala Lys Thr Val Lys Phe
1 5 10 15

Lys Cys Pro Ser Ser Gly Thr Pro Asn Pro Thr Leu Arg Trp Leu Lys
20 25 30

Asn Gly Lys Glu Phe Lys Pro Asp His Arg Ile Gly Gly Tyr Lys Val
35 40 45

Arg Tyr Ala Thr Trp
50

<210> 28

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop”

<400> 28
Lys Leu His Ala Val Pro Ala Ala Lys Thr Val Lys Phe Lys Cys Pro
1 5 10 15
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<210> 29

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta

<400> 29
Phe Lys Pro Asp His
1 5

<210> 30
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén

<220>
<221> ngubn
<223> /luu y="Mb ta

<400> 30
Arg Leu His Ala Val
1 5

<210> 31

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta

<400> 31
Lys Leu Leu Ala Val
1 5

<210> 32

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mb ta

<400> 32
Lys Leu His Ala Val
1 5

27381

tao

trinh ty nhan tao: Peptit téng hop”

Arg Ile Gly Gly Tyr Lys Val Arg Tyr
10

tao

trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

Pro Ala Ala Asn Thr Val Lys Phe Arg Cys Pro
10 15

tao

trinh tu nhan tao: Peptit tdng hogp”

Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro
10 15

tao

trinh ty nhan tao: Peptit téng hop”

Pro Ala Gly Asn Thr Val Lys Phe Arg Cys Pro
10 15
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<210> 33

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 33
Phe Lys Gln Glu His Arg Ile Gly Gly Tyr Lys Val Arg Asn
1 5 10

<210> 34

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 34
Phe Arg Gly Glu His Arg Ile Gly Gly Ile Lys Leu Arg His
1 5 10

<210> 35

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mé ta trinh tu nhdn tao: Peptit téng hop”

<400> 35
Phe His Gly Glu Asn Arg Ile Gly Gly Ile Arg Leu Arg His
1 5 10

<210> 36
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 36
Ser Ser Ser Glu Glu Lys Glu Thr Asp Asn Thr Lys Pro Asn Pro Val
1 5 10 15
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Ala Pro Tyr

<210> 37

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 37
Pro Val Ala Pro Tyr Trp Thr Ser Pro Glu Lys Met Glu Lys Lys Leu
1 5 10 15

His Ala Val

<210> 38

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nha&n tao: Peptit tébng hop”

<400> 38
Lys Leu His Ala Val Pro Ala Ala Lys Thr Val Lys Phe Lys Cys Pro
1 5 10 15

Ser Ser Gly

<210> 39
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mé ta trinh ty nh&n tao: Peptit téng hop”

<400> 39
Cys Pro Ser Ser Gly Thr Pro Asn Pro Thr Leu Arg Trp Leu Lys Asn
1 5 10 15

Gly Lys Glu

<210> 40
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
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<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 40
Lys Asn Gly Lys Glu Phe Lys Pro Asp His Arg Ile Gly Gly Tyr Lys
1 5 10 15

Val Arg Tyr

<210> 41

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 41
Tyr Lys Val Arg Tyr Ala Thr Trp Ser Ile Ile Met Asp Ser Val Vval
1 5 10 15

Pro Ser Asp

<210> 42

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 42
Val Val Pro Ser Asp Lys Gly Asn Tyr Thr Cys Ile Val Glu Asn Glu
1 5 10 15

Tyr Gly Ser

<210> 43
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 43
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Asn Glu Tyr Gly Ser Ile Asn His Thr Tyr Gln Leu Asp Val Val Glu
1 5 10 15

Arg Ser Pro

<210> 44

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 44
Val Glu Arg Ser Pro His Arg Pro Ile Leu Gln Ala Gly Leu Pro Ala
1 5 10 15

Asn Lys Thr

<210> 45

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M4 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 45
Pro Ala Asn Lys Thr Val Ala Leu Gly Ser Asn Val Glu Phe Met Cys
1 5 10 15

Lys Val Tyr

<210> 46

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<221> ngudn )
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhén tao: Peptit todng hop”

<400> 46
Met Cys Lys Val Tyr Ser Asp Pro Gln Pro His Ile Gln Trp Leu Lys
1 5 10 15

His Ile Glu

<210> 47
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<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 47
Leu Lys His Ile Glu Val Asn Gly Ser Lys Ile Gly Pro Asp Asn Leu
1 5 10 15 ‘

Pro Tyr Val

<210> 48

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 48
Asn Leu Pro Tyr Val Gln Ile Leu Lys Thr Ala Gly Val Asn Thr Thr
1 5 10 15

Asp Lys Glu

<210> 49
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 49
Thr Thr Asp Lys Glu Met Glu Val Leu His Leu Arg Asn Val Ser Phe
1 5 10 15

Glu Asp Ala

<210> 50
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<221> ngudn
<223> /luu ¥="M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit téng hop”
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<400> 50
Ser Phe Glu Asp Ala Gly Glu Tyr Thr Cys Leu Ala Gly Asn Ser Ile
1 5 10 15

Gly Leu Ser

<210> 51

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“"Md ta trinh tuy nhan tao: Peptit téng hop”

<400> 51
Ser Ile Gly Leu Ser His His Ser Ala Trp Leu Thr Val Leu Glu Ala
1 5 10 15

Leu Glu Glu

<210> 52

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 52
Tyr Trp Thr Ser Pro Glu Lys Met Glu Lys Lys Leu His Ala Val Pro
1 5 10 15

Ala Ala Lys

<210> 53

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh ty nhé&n tao: Peptit téng hop”

<400> 53
Glu Lys Met Glu Lys Lys Leu His Ala Val Pro Ala Ala Lys Thr Vval
1 5 10 15

Lys Phe Lys
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<210> 54

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 54
Pro Ala Ala Lys Thr Val Lys Phe Lys Cys Pro Ser Ser Gly Thr Pro
1 5 10 15

Asn Pro Thr

<210> 55
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 55
Lys Phe Lys Cys Pro Ser Ser Gly Thr Pro Asn Pro Thr Leu Arg Trp
1 5 10 15

Leu Lys Asn

<210> 56
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 56
Gly Thr Pro Asn Pro Thr Leu Arg Trp Leu Lys Asn Gly Lys Glu Phe
1 5 10 15

Lys Pro Asp

<210> 57

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Md6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 57
Thr Leu Arg Trp Leu Lys Asn Gly Lys Glu Phe Lys Pro Asp His Arg
1 5 10 15

Ile Gly Gly

<210> 58

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

<400> 58
Phe Lys Pro Asp His Arg Ile Gly Gly Tyr Lys Val Arg Tyr Ala Thr
1 5 10 15

Trp Ser Ile

<210> 59

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop”

<400> 59
His Arg Ile Gly Gly Tyr Lys Val Arg Tyr Ala Thr Trp Ser Ile Ile
1 5 10 15

Met Asp Ser

<210> 60

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh ty nhdn tao: Peptit tdng hop”

<400> 60
Leu His Ala Val Pro Ala Ala Lys Thr Val Lys Phe Lys Cys Pro Ser
1 5 10 15
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Ser

<210> 61
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tu nhn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop”

<400> 61
Ala Val Pro Ala Ala Lys Thr Val Lys Phe Lys Cys Pro Ser Ser Gly
1 5 10 15

<210> 62
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop”

<400> 62
Lys Pro Asp His Arg Ile Gly Gly Tyr Lys Val Arg
1 5 10

<210> 63
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="M6 ta trinh tu nha&n tao: Peptit tdéng hop”
<400> 63

Gly Thr Pro Asn Pro Thr Leu Arg Trp Leu Lys Asn
1 5 10
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