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Linh viee k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé lién két v6i beta-Klotho (KLB), thu thé yéu t6
tang trudng nguyén bao s¢i 1 (Fibroblast Growth Factor Receptor - FGFR1), hoac ca
hai, va phuong phap st dung khang thé nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Yéu t6 tang trudng nguyén bao soi 21 (Fibroblast Growth Factor - FGF21) va
chét ddng ddng gan nhat ctia n6 FGF19 14 céc thanh vién cua siéu ho FGF. Qua trinh
truyén tin hidu FGF21 cin cac dang dong chirc ning cia thu thé FGF (FGF-receptor -
FGFR) va dong thu thé lién két mang Klotho-beta (KLB) (Ogawa et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 104(18): 7432-37 (2007); US2010/0184665). FGF19 cling dugc chi ra la
truyén tin hiéu qua cac dang ddng chirc nang FGFR tao phirc véi KLB (Wu et al. J. Biol.
Chem. 282(40): 29069-29072 (2007)). Trong sb 7 dang ddng chirc ning chinh cia FGFR
dugc ma hoa & loai dong vat c¢6 va (1b, 2b, 3b, 1c, 2¢, 3¢, va 4), chi c6 ba dang déng
chirc ning, FGFR1c, 2¢ va 3¢, ¢6 thé truyén tin hiéu bang ca FGF19 va FGF21 khi lién
két v6i ddng thu thé KLB, dwoc biéu hién chi yéu trong gan, md md, va tuy (Goetz and
Mohammadi, Nature reviews. Molecular Cell Biology 14, 166-180 (2013)). Trong céac
thu thé nay, FGFR1c ¢6 vé déng vai trd chinh trong viée didu chinh tic dung chuyén
hoa cia FGF21. Khong bi rang budc bdi mot 1y thuyét cu thé nao, FGF21 duoc tin 1a
hoat dong thong qua viéc kich thich qua trinh déng dime ctia cac dang ddng chirc ning
FGFR khi c6 mit déng thu thé lién két mang KLB. Khong giéng vai phdi tir FGF khéc,
FGF21 c6 ai luc rat thip v6i FGFR don 1¢ bat ky. Tuy nhién, thong qua viéc lién két véi
4 luc cao voi KLB thong qua ving dudi & dau tin cing C gitp cho FGF21 duoc két
hop vao phirc hé¢ FGFR/KLB, cho phép FGF21 tuong tac v6i cac FGFR du chi véi i
luc lién két FGFR thép.

FGF21 duoc xac dinh 1a tac nhéan protein cai bién bénh tiém nang dé 1am thoai
lui béo phi va bénh dai thao dudng loai 2 trén cdc mo hinh bénh dong vat (Kharitonenkov
et al. J. Clin. Invest. 115(6): 1627-35 (2005)). FGF21 t4i to hop da duge chi ra 1a c6 tac

dung lam giam lipit gan, ting tinh nhay insulin, va lam cho mtrc kiém soat duong huyét
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& chudt thiéu tin hiéu leptin (ob/ob hodc db/db) hodc chudt duoc cho n khdu phan c6
ham lugng chat béo cao (high-fat diet - HFD) trd vé trang thai binh thuong. Tac dung
1am giam glucoza trong méu va tac dung cai thién cac yéu t6 nguy co din t6i tim mach
khéc nhau ciing di quan sat thdy ¢ khi redut béo phi va dai thao duong duoc didu tri
hing ngay bang FGF21 tai té hop. Ca FGF21 va FGF19 déu duoc chi ra 1a ¢6 tac dung
hoat héa chirc ndng sinh nhiét cia cac m6 m& duong tinh véi protein khong ghép doi 1
(uncoupling protein 1 - UCP1) (cd&c md m& mau nau va mau be; BAT) & loai dong vat
gam nham bi bénh béo phi (Fu et al., Endocrinology 145, 2594-2603 (2004); Coskun et
al., Endocrinology 149, 6018-6027 (2008); Fisher et al., Genes & Development 26, 271-
281 (2012)).

Mic di tng dung trong 1am sang cua chit tuong tw FGF19 hodc FGF21 tai td
hop hién nay dang dugc thir nghiém dé diéu tri bénh chuyén hoa, nhung viéc phat trién
chung dé can thiép viéc tri liéu t6i nay van 1a mét thach thire. Vi du, thoi gian ban hdy
trong huyét thanh cia FGF21, ~2 git¢ & dong vat linh trudng khdng phai nguoi, thoi gian
nay qué ngan dbi v6i ung dung trong 14m sang thuc hanh va lugng protein FGF21 con
lai trong vong tudn hoan c6 thé bi mat hoat tinh nhanh khi phan cit phan giai protein.
Nhiéu nd luc d3 duge thuc hién dé cai thién dic diém néu trén qua k¥ thuat protein,
nhung cac cai bién nay c6 thé ting tinh sinh mién dich va tac dung bat loi cu thé khac
lién quan dén viéc cam bién. Mot diém quan trong khac can luu ¥ 14 kha nang tao ra tac
dung bét loi trong thoi gian dai khi diéu tri 1au dai bang FGF21. Vi du, dd c6 béo cdo
cho thdy FGF21 gy cam tng khang hocmon sinh truéng do gan thong qua viéc cam
tmg dbi voi SOCS2, mot chat (e ché qua trinh truyén tin hidu thu thé hocmon sinh
truong (Inagaki et al., Cell Metab. 8: 77-83 (2008)). O ngudi, viée khang hozc thiéu hut
hocmon sinh truéng thuong di kém véi khdi lwong xwong thip & tré em va ngudi trudng
thanh va sy biéu hién muc gen chuyén FGF21 hoic khi diéu tri & chudt bing FGF21 tai
td hop hai tudn dan dén sut giam nghiém trong vé ty trong chat khoang trong xuong.
Cho t&i nay van chwa ching minh duoc rang céc tac dung bat loi cia FGF21 dén xwong
c6 thé khéng lién quan dén cac tac dung chuyén hoa c6 loi. Ngoai ra, sw san xudt qua
mirc chuyén gen ctia FGF19 ¢6 thé dan dén viéc tao caxinom té bao gan thong qua viéc
hoat hoa thu thé FGF (FGF Receptor - FGFR) 4 (Fu et al., Endocrinology 145, 2594-
2603 (2004); Tomlinson et al., Endocrinology 143, 1741-1747 (2002); French et al.,
PLoS One 7,e36713 (2012)).
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Khang thé don dong tai td hop (Abs) c6 thé tac dong nhu liéu phap diéu tri manh
do ching c6 thé c6 tinh chon loc dich dbi vai profin dugc dong hoc tuyét voi, va cic dac
diém khac quan trong d6i voi mét duoc chit (Chan and Carter, Nature reviews.
Immunology 10,301-316 (2010)). Vi du, chat d6i khang khang thé dac hiéu cho FGFR1¢
da dugc thong céo 1a [am gidm can ndng & chudt va khi (W02005/037235) va viéc hoat
hoa ¢6 chon loc thong qua khang thé chu van cia FGFR1c 1a di dé khoi dong lai tinh
nhay insulin bang FGF21 & chudt dai thao duong (W02012/158704; Wu et al. Science
Translational Med. 3(113): 1-10 (2011)). Khang thé lién két véi phirc hé KLB/FGFR1¢
di duge dé xuét 1a chit hoat héa/tdc nhan tri lidu (US 7,537,903; WO2011/071783;
W02012/158704). Hai phuong phép thay thé da dugc nghién ciru dé hoat héa c6 chon
loc phitc hé FGFR1¢/KLB, nhu khang thé khang KLB 4i luc cao tén 1a mimAb1 (Foltz
et al. Sci. Transl. Med. 4. 162ral53 (2012)) va polypeptit Avimer C3201 khéang
FGFR1/KLB dic hiéu kép lién két v6i albumin huyét thanh & ngudi (human serum
albumin - HSA) (US 8,372,952).

Dua trén vai tro quan trong ctia FGF19 va FGF21 d6i voi su chuyén hoa glucoza,
trong linh vuc k§ thudt nay van con nhu cau phat trién phén i tri liéu va phuong phap

diu bién hoat tinh qua trung gian FGF19 hoic FGF21.
Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Sang ché dé xuit khang thé lién két vi KLB, khang thé lién két voi FGFRI1, va
khang thé dic hidu kép lién két véi ca KLB va FGFR1, va phuong phép st dung ching.
Sang ché dva trén, mot phén, phét hién khang thé dic hiéu kép lién két véi ca KLB va
FGFR1, ma hoat hoa ¢6 chon loc phitc hé thu thé FGFR1¢/KLB va cam tng cac thay
d6i chuyén hoa c6 lgi hy vong tir hoat tinh gibng FGF21, bao gdm su gidm cén va cai
tién trong su chuyén héa glucoza va chit béo, khong c6 tac dong dang ké 1én gan va

khong c6 tdn thét vé khdi lwong xwong.

Theo mdt sé phwong 4n, khang thé 1 khang thé dic hiéu kép. Vi du, va khong
gi6i han, khang thé phén lap dugc theo sdng ché c6 thé lién két vai ca beta-Klotho (KLB)
va Thu thé yéu t5 ting truéng nguyén bao soi 1 (Fibroblast Growth Factor Receptor 1 -
FGFR1), trong d6 khang thé lién két v6i mién dau tan cing C ctia KLB. Vi du va khong
gi6i han, khang thé phan 1ap dugc theo sang ché lién két v6i ca KLB va FGFR1c. Theo
mdt s& phuong 4n, khang thé gin két véi manh KLB bao gdm trinh ty axit amin
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SSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNYGDMDIYITAS (SEQ ID NO: 142). Theo mdt
s6 phuong 4n, khang thé lién két vai epitop trong manh FGFR1 bao gdm trinh ty axit
amin KLHAVPAAKTVKFKCP (SEQ ID NO: 143) hoac FKPDHRIGGYKVRY (SEQ
ID NO: 144).

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé theo sang ché hoat hoa phtrc hé KLB/FGFR I¢.
Theo mot sé phuong 4n, khang thé theo sang ché lam giam murc glucoza trong mau in
vivo. Theo mét sé phuong an, khang thé khong tac dong dang ké ty trong xuong. Theo
mot s& phwong an, khang thé theo sang ché khong c6 tac dong dang ké 1én gan. Theo
mot sb phuong 4n, khang thé cam ung sy phosphoryl héa ERK va MEK trong gan &
muc thip hon ddng ké FGF21 cam tmg. Theo mdt s phuong 4n, khang thé lién két véi
KLB c6 Ka ndm trong khoang tir 10® M dén 103 M. Theo mét s6 phuwong 4an, khang
thé theo sang ché c¢6 thé lién két vai protein FGFR1 ¢6 Ka nam trong khoang tir 10 M
dén 10" M. Theo mét sb phwong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé gan két voi FGFR1c
¢6 Kq ndm trong khoang tir 10 M dén 10"1* M. Theo mdt s& phuong an, khang thé lién
két voi KLB ¢6 Kg <10 nM va v6i FGFR1c¢ ¢6 Kq >300 nM. Theo mdt sé phuong 4n,
khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 c6 thé chira nhanh khang FGFR1 ¢6
Kq nam trong khoang 10 nM dén khoang 10 pM.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé theo sang ché lién két véi epitop c6 trén KLB.
Vi du, va khong gi6i han, sang ché dé xuét khang thé khang KLB lién két ciing epitop
nhu khang thé dugc thé hién trong cac Fig. 3A va B. Theo mot sb phuong 4n, khang thé
khang KLB theo sang ché lién két clng epitop nhu khang thé 12A11 hodc 8C5. Theo
mdt s6 phuong 4n, khang thé khang KLB lién két v6i epitop trong mién dau tan cing C
ctia KLB. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé khang KLB gan két véi manh KLB chta
trinh ty axit amin SSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNYGDMDIYITAS (SEQ ID NO:
142).

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé dic hidu kép khang KLB/khdng FGFR1 theo
sang ché chira khang thé thir nhét, hoic phan lién két khang nguyén ctia né, chira viing
bién ddi cta chudi nang va vung bién ddi cua chudi nhe, ma vung bién d6i cta chudi
ning bao gdm axit amin c6 trinh tu giéng it nhit 95% véi trinh tw duge d& cap trong
SEQ ID NO: 128, va ving bién dbi cta chudi nhe chira axit amin c6 trinh tu gidng it
nhat 95% véi trinh tu duge dé cap trong SEQ ID NO: 130. Theo mdt s6 phwong 4n,

khéang thé thir hai, hodc phan lién két khang nguyén cua no, chira ving bién doi ctia
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chudi nang va ving bién ddi ctia chudi nhe, ma ving bién ddi cta chudi nang chira axit
amin c6 trinh tw gidng it nhit 95% vdi trinh ty duoc dé cp trong SEQ ID NO: 132, va
vung bién dbi cua chudi nhe chira axit amin ¢6 trinh tu giéng it nhat 95% vdi trinh tu

duge dé cap trong SEQ ID NO: 134,

Theo mdt s6 phuong an, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 theo
sang ché chira khang thé thir nhét, hodc phan lién két khang nguyén ctia n6, chira ving
chudi nang va ving chudi nhe, ma ving chudi ning chira axit amin c6 trinh tu giéng it
nhat 95% véi trinh ty duge dé cap trong SEQ ID NO: 129, va ving chudi nhe chira axit
amin c6 trinh tu giéng it nhit 95% véi trinh tu dugc dé cap trong SEQ ID NO: 131.
Theo mot s6 phuong 4n, khang thé tht hai, hodc phén lién két khang nguyén cta no,
chtra ving chudi ning va ving chudi nhe, ma ving chudi ning chira axit amin c6 trinh
tu giéng it nhit 95% vdi trinh tu dugc dé cap trong SEQ ID NO: 133, va viing chudi nhe
chira axit amin ¢6 trinh tu gidng it nhit 95% véi trinh tu duge dé cap trong SEQ ID NO:
135.

Sang ché con d& xuit khang thé khang KLB bao gdm: (a) HVR-H3 chira trinh tr
axit amin dugc chon tir nhom gém SEQ ID NO: 1-15, (b) HVR-L3 chtra trinh tu axit
amin dugc chon tir nhém gdbm SEQ ID NO: 79-93, va (c) HVR-H2 chtra trinh tur axit
amin duoc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 16-31.

Theo mot sb phuong an, khang thé khang KB chira (a) HVR-H1 chta trinh tu
axit amin dugc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 1-15, (b) HVR-H2 chira trinh tu axit
amin duoc chon tir nhém gé)m SEQ ID NO: 16-31, va (¢c) HVR-H3 chtra trinh tu axit
amin duoc chon tr nhém gE‘)m SEQ ID NO: 32-47.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang KLB con chira (a) HVR-L1 chira trinh
tu axit amin duge chon tir nhém gdbm SEQ ID NO: 48-62, (b) HVR-L2 chira trinh tu
axit amin duoc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 63-78, va (c) HVR-L3 chira trinh tu
axit amin dugc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 79-93.

Theo mot sé phuong an, khang thé khang KLB chtta (a) HVR-H1 chira trinh tu
axit amin cia SEQ ID NO: 12, (b) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin cua SEQ ID NO:
28, (¢) HVR-H3 chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 44, (d) HVR-L1 chtra trinh tu
axit amin cua SEQ ID NO: 59, (e) HVR-L2 chta trinh ty axit amin cda SEQ ID NO: 75,
va (f) HVR-L3 chta trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 90.

-6-



33446

Theo mot sb phuwong 4n, khang thé khang KLB chira (a) HVR-H1 chta trinh tu
axit amin ctua SEQ ID NO: 15, (b) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin cia SEQ ID NO:
31, (¢) HVR-H3 chtra trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 47, (d) HVR-L1 chua trinh ty
axit amin cua SEQ ID NO: 62, (e) HVR-L2 chua trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 78,
va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 93.

Theo mdt sé phuong 4n, khéng thé khang KLB chira (a) ving bién d6i ctia chubdi
ning chtra trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 128 va (b) ving bién ddi cua chudi nhe
chita trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 130. Theo mét sé phuong an, khang thé chira
(a) chudi nzing chira trinh ty axit amin ctiia SEQ ID NO: 129 va (b) chudi nhe chira trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 131.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuit khang thé khang KLB chia (a) viing bién
d6i ciia chudi ning c6 it nhéat 95% trinh tu gidng véi trinh ty axit amin cia SEQ ID NO:
128; (b) ving bién ddi ctia chudi nhe c6 it nhat 95% trinh tw giéng v&i trinh tw axit amin
cta SEQ ID NO: 130; va (¢) ving bién déi ctia chudi ning nhu & (a) va ving bién dbi

ctia chudi nhe nhu & (b).

Sang ché con dé xuit khang thé lién két véi FGFR1, vi du, FGFR1c. Vi dy, va
khong gi6i han, khéng thé theo sang ché chira mién khac nhau lién két v6i FGFR1. Theo
mot s& phuong 4n, khang thé gin két v6i manh FGFRI gbm trinh tuy axit amin
KLHAVPAAKTVKFKCP (SEQ ID NO: 143) hoic FKPDHRIGGYKVRY (SEQ ID
NO: 144). Theo mét s6 phuong 4n, khang thé chtra (a) HVR-HI chira trinh tu axit amin
cta SEQ ID NO: 136, (b) HVR-H2 chta trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 137, (¢)
HVR-H3 chtra trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 138, (d) HVR-L1 chtra trinh tu axit
amin cua SEQ ID NO: 139, (¢) HVR-L2 chtra trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 140,
va (f) HVR-L3 chura trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 141. Theo mot s6 phuong 4n,
khang thé chtra (a) ving bién ddi cua chudi ning chira trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO: 132 va (b) ving bién ddi ciia chudi nhe chita trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO:
134. Theo mét sb phuong 4n, khang thé chtra (a) chudi nang chira trinh tu axit amin clia
SEQ ID NO: 133 va (b) chudi nhe chtta trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 135. Theo
mdt s6 phuong an, khéng thé theo sang ché gan két véi manh FGFR1c chita trinh ty axit
amin KLHAVPAAKTVKFKCP (SEQ ID NO: 143) hodc FKPDHRIGGYKVRY (SEQ
ID NO: 144).
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Theo mot s& phuong 4n, khang thé theo sang ché 1a khang thé don dong. Theo
mdt s& phuong 4n, khang thé 1a khéng thé & ngudi, dugc lam giéng nhu ctia ngudi, hoic

kham. Theo mot sé phuwong 4n, khang thé d4 lam giam chirc ning chét tac dong.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét axit nucleic phan lap dwoc ma hoa khang
thé theo sang ché. Theo mét s6 phuwong 4n, sang ché dé xuit té bao chii chua axit nucleic
theo sang ché. Theo mot sd phuong an, sang ché d& xut phuong phap san xuit khang
thé bao gdm viéc nudi cdy té bao cha theo sang ché sao cho khang thé duoc tao ra. Theo

mot sb phuong an, phurong phap nay con bao gdm viée thu hdi khang thé tir té bao chu.

Sang ché con dé xuit duoc phim chira mot hodc nhiéu khang thé theo sang ché
va chét mang dugc dung. Theo mdt sb phuong én, dugc phﬁm chira tac nhén tri liéu bd

sung.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit khang thé theo sang ché ding lam thude.
Theo mot sé phuwong 4n, khang thé duge ding trong viéc diéu tri cac rdi loan chuyén
hoa, vi du, budng trang da nang (polycystic ovary syndrome - PCOS), hdi chung chuyén
hoa (metabolic syndrome - MetS), béo phi, viém gan nhiém m& khong do rugu (non-
alcoholic steatohepatitis - NASH), bénh gan nhiém m& khdng do rugu (non-alcoholic
fatty liver disease - NAFLD), mau nhiém md, chiing ting huyét ap, bénh déi thao duong
loai 2, bénh dai thao duong khong phai loai 2, bénh dai thdo duong loai 1, bénh dai thao
duong ty mién tiém 4n (latent autoimmune diabetes - LAD), va bénh dai thao duéng
phat thoi ky trudng thanh ¢ thanh nién (maturity onset diabetes of the young - MODY).
Theo mot s6 phwong 4n, khang thé dugc dung trong diéu tri bénh déi thdo duong loai 2.
Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé dugc ding trong diéu trj béo phi. Theo mot sd phuong
an, sang ché dé xuét khang thé duoc dung trong diéu tri hoi ching Bardet-Biedl, hoi
ching Prader-Willi, hoi ching Alstrom, hdi ching Cohen, bénh loan dudng di truyén
Albright (gia nhugce tuyén can giap), hoi ching Carpenter, hoi chimg MOMO, hdi ching
Rubinstein-Taybi, hoi chirng nhidm sic thé X d& tén thuong va hoi chimg Borjeson-
Forssman-Lehman. Theo mdt sb phwong 4n, séng ché dé xuit khang thé dé hoat hoa

phtrc hé thy thé KLB/FGFR1, v du, phitc h¢ thu thé KLB/FGFR c.

Theo khia canh khac, sdng ché d¢ xuat viéc sit dung khéng the, duoc boc 19 trong
ban mo ta nay, trong viéc san xuat thudc dé diéu tri cac roi loan chuyén hda, vi du, budng

tring da nang (polycystic ovary syndrome - PCOS), hoi chung chuyén hoa (metabolic
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syndrome - MetS), béo phi, viém gan nhiém m& khong do ruou (non-alcoholic
steatohepatitis - NASH), bénh gan nhiém m& khong do rugu (non-alcoholic fatty liver
disease - NAFLD), m4u nhiém md, chimg tang huyét ap, bénh dai thao duong loai 2,
bénh dai thao duong khdng phai loai 2, bénh déi thdo duong loai 1, bénh déi thdo dudong
tu mién tiém 4n (latent autoimmune diabetes - LAD), va bénh d4i thao dudng phat thoi
ky trudng thanh & thanh nién (maturity onset diabetes of the young - MODY), va céac
bénh 130 hoa va lién quan nhu bénh Alzheimer, bénh Parkinson va ALS. Theo mot )
phwong 4n, réi loan chuyén hoa 1a bénh dai thao dudng loai 2. Theo mot sb phwong an,
rdi loan chuyén hoa 14 béo phi. Theo mét s phuwong an, san xuét thudc dé hoat hoa phire

hé thu thé KL.B/FGFRc.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phép didu tri ca nhan c6 bénh
duge chon tir nhém gdm budng tring da nang (polycystic ovary syndrome - PCOS), hoi
ching chuyén héa (metabolic syndrome - MetS), béo phi, viém gan nhiém m& khong
do ruou (non-alcoholic steatohepatitis - NASH), bénh gan nhiém m& khéng do rugu
(non-alcoholic fatty liver disease - NAFLD), mau nhiém md, ching tang huyét ap, bénh
dai thdo duong loai 2, bénh dai thao duong khdng phai loai 2, bénh déi thdo dudng loai
1, bénh dai thao dudng tu mién tiém 4n (latent autoimmune diabetes - LAD), va bénh
dai thao duong phat thoi ky trudng thanh & thanh nién (maturity onset diabetes of the
young - MODY), va cic bénh 140 héa va lién quan nhu bénh Alzheimer, bénh Parkinson
va ALS, phuong phép bao gbm viée cho ca thé ding lugng hiéu qua mot hodc nhiéu
khang thé theo sang ché. Theo mot sb phuong 4n, bénh 1a bénh déi thao duong, vi du,
bénh d4i thdo dudng loai 2. Theo mdt sb phuong 4n, bénh 1 béo phi. Theo mot sd
phuong an, sang ché dé xuét phuong phap didu tri c4 thé c6 bénh va/hoic réi loan duge
chon tir nhém gdm hdi chimg Bardet-Biedl, hdi chimg Prader-Willi, hoi chimg Alstrom,
hoi chimg Cohen, bénh loan dudng di truyén Albright (gia nhugc tuyén can giap), hoi
chirmg Carpenter, hoi chimg MOMO, hoi chimg Rubinstein-Taybi, hdi ching nhiém sdc
thé X d& tén thuong va hdi ching Bérjeson-Forssman-Lehman. Theo mot s6 phuong
an, phuong phép con bao gém viéc cho ca thé dung tac nhan tri licu bd sung. Theo mot
s6 phuong 4n, phuong phap sir dung mot hogc nhiu khang thé theo sang ché khong tac
dong chirc ndng gan & cé thé. Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé xuit phuong phap
kich thich giam c4n bao gdm cho c4 thé dung lwong hidu qua mot hodc nhiéu khang thé

theo séng ché.
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Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phap hoat hoa phirc hé thy thé
KIB-FGFRIc¢ & cé thé bao gdm viéc cho ca thé dung lwong hidu qua khang thé theo
sang ché.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Fig.1A thé hién hoat tinh chu van khang thé khang FGFR1 va cdc manh khang

Fig.1B thé hién két qud thuc nghiém canh tranh lién két st dung khang thé khang
FGFRI1.

Fig.1C thé hién luong du axit amin trong FGFR1 quan trong dé lién két bang
khéng thé khang FGFR1 ciia d6i tuong theo sang ché. Fig.1C boc 16 SEQ ID NO: 159,
159, 143 va 144, twong tmg, theo thi ty xut hién.

Fig.1D thé hién két qua cta su phat sinh dot bién & diém chuyén biét dé xac dinh
luong du axit amin quan trong dé lién két bang khang thé khang FGFR1 cta ddi tuong
theo sang ché.

Fig.1E thé hién két qud cda su phat sinh dot bién & diém chuyén biét dé xac dinh
lwong du axit amin quan trong dé lién két bang khang thé khang FGFR1 ciia ddi twong
theo sang ché.

Fig.1F thé hién lwong du quan trong dé lién két trén mau khoang nap FGFRI.

Fig.2A thé hién ai lyc ciia hai khang thé khang FGFR1 cho FGFR1b va FGFR1c.

Fig.2B thé hién lién két khang thé khang FGFR1 véi cac FGFR khéc nhau.

Fig.2C thé hién khang thé khang FGFR1 hoat ddng nhu chét chi van ddc hiéu
cho FGFRI trong GAL-ELK1 (yéu t6 phién ma giéng ETS 1) duwa trén thir nghiém
luxiferaza & té bao L6.

Fig.2D thé hién rang khang thé khang FGFR1 hoat dong nhu chit chii van dic
hiéu cho FGFR1 trong GAL-ELK1 dya trén thr nghiém luxiferaza & té bao HEK293.

Fig.2E thé hién ring khang thé khang FGFR1 d4 chuan héa mirc glucoza trong
mau khi ti€ém vao chudt ob/ob déi thdo duong.

Fig.3A thé hién céc trinh tu ving bién ddi cia chudi nhe cho 17 khang thé khang
KLB. Céc trinh ty CDR L1 1a, theo thtr tu, SEQ ID NO: 48-62; céc trinh ty CDR L2 13,
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theo thir twr, SEQ ID NO: 63-78; v cac trinh ty CDH L3 13, theo tht tu, SEQ ID NO:
79-93. Trinh ty ving bién déi ciia chudi nhe 13, theo tht tr, SEQ ID NO: 111-127.

Fig.3B thé hién céc trinh tw viing bién ddi ctia chudi nang cho 17 khang thé khang
KLB. C4c trinh tuy CDR H1 cho khang thé 13, theo thu tu (11F1-8C5), SEQ ID NO: 1-
15; céc trinh tw CDR H2 13, theo tht ty, SEQ ID NO: 16-31; céc trinh ty CDR H3 1,
theo thtt tu, SEQ ID NO: 32-47. Céc trinh tu ving bién ddi ctia chudi ning cho khéng
thé 13, theo thir tw, SEQ ID NO: 94-110.

Fig.4 thé hién thay déi trung binh dugc quan sat trong biéu @b FACS & mirc do
0,8 pg/ml lién két cua cac khang thé khang KLB khic nhau vé6i 293 t€ bao biéu hién
hKLB.

Fig.5 thé hién lién két twong ddi khang thé khang KLB khic nhau véi protein
hKLB-ECD-HIS.

Fig.6A 1a bidu dd bidu thi khang thé cua dbi tuong theo sang ché va miu dé tao

thanh phtrc hé Ab dic hiéu kép KLB/FGFR1c cho tin hiéu kich hoat.

Fig.6B thé hién mau dé tao thanh phttc h¢ FGFR1c-KLB-FGF21 cho tin hi¢u
kich hoat.

Fig.6C thé hién thir nghiém luxiferaza GAL-ELK1 vé hoat tinh FGF21 va khang
thé ddc hicu kép (BsAb) 17 st dung t& bao HEK293 thiéu FGFR1. Té bao dugc gay

nhidm dé biéu hién céac thu thé chi thi.

Fig.6D thé hién phan tich tham tich Western cua té bao tao m& chinh & nguoi
duogc xit 1y bang protein chi thi (FGF21 (100 nM) hodc IgG (33 nM)) trong 1 gio. Mau
duge nhan doi véi méi diéu tri.

Fig.7A thé hién cam tng bing khang thé dic hiéu kép khac nhau véi cdc nhanh
khang FGFR1 va khang KB trong thir nghiém luxiferaza dua trén GAL-ELK1. Luuy
réng Abs dic hiéu kép véi nhanh RIMAD1 da boc 16 hoat tinh doc 1ap KLB dang ké, co
thé diéu nay 1a do hoat tinh cht vén cia RIMADb1 Fab. Khong c6 hoat tinh nhu thé duoc
quan sat v6i Abs dac hiéu kép c6 nhanh RIMAb2 hodc RIMAD3.

Fig.7B thé hién rang cam tng tin higu bing cac khang thé dic hidu kép khac nhau
v6i cac nhanh khang FGFR1 va khang KLLB phu thudc vao ca FGFR1c va KLB.
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Fig.7C thé hién khang thé dic higu kép véi cac nhanh khéng FGFR1 va khang
KLB cam Gng hoat tinh luxiferaza theo cach phu thudc vao lidu & t& bao biéu hién

hFGFR1c va hKLB téi t& hop, ma khong & té bao khong c6 biéu hién KLB.

Fig.8A 14 so dd biéu thi ba thé bién di khang thé dic hi¢u kép khang KLB/khéng
FGFR1c. Xanh da troi: nguoi, va do: chudt. Vi tri gén dGng cta chudi oligosacarit &
N297 trong (1) duge chi thi bing ~. Cac phién ban it tac dong ((2) va (3)) thiéu chudi
oligosacarit do dot bién N297G. D4u sao & (2) chi thi vi tri gin ding cla dot bién
D265A. Huéng cia chd phinh to v6i 1 cling duge thé hién. (1) biéu thi BsAb10; (2)
biéu thi BsAb20; va (3) biéu thi BsAb17.

Fig.8B thé hién thir nghiém MSD pERK trong té bao tao md chinh ¢ nguoi duoc
xir 1y bing BsAb10 va din xuit cia n6, IgG hodc FGF21 déi chimg trong 10 phut. S&
liéu biéu thi c6 nghia 1a + SEM (N=3). bFKB1 (1) biéu thi BsAb10; bFKB1 (2) biéu thi
BsAb20; va bFKBI1 (3) biéu thi BsAb17.

Fig.9A thé hién thir nghiém luxiferaza GAL-ELK1 trong té bao nguyén bao co
L6 & chudt ratus. Té bao dugc déng chuyén nhiém véi vecto biéu hién cho cac thu thé
chi thi. Té bao chuyén nhiém duogc b?mg cac néng d6 khéc nhau cia BsAb10 hozic ddi
ching duong, FGF21, FGF19 hoic RIMAbI, trong 6 gi¢ trudc khi thor nghiém

luxiferaza.

Fig.9B thé hién cic thir nghiém luxiferaza GAL-ELK1 tuong tu nhu duoc thé
hién trén Fig.9A. Té bao chuyén nhiém L6 dugc xir Iy bing hdn hop cia FGF21 va
BsAbl7 nhu chi thi. N=4.

Fig.9C thé hién c4c thit nghiém luxiferaza GAL-ELK1 tuong tw nhu dugc thé
hién trén Fig.9A. Té bao chuyén nhiém L6 dugc xtt Iy bing hdn hop cia FGF21 va
BsAbl7 nhu chi thi. N=4.

Fig.9D thé hién lién két khang thé khang FGFR1 va khang thé ddc hiéu kép khéng
KLB/khéng FGFR1, BsAB9 va BsAbl0, véi té bao biéu hién KLB, FGFR1c hodc ca
hai.

Fig.10A thé hién lién két khang thé dic hi¢u kép v6i cac nhénh khang FGFR1 va
khéng KLB va khang thé khang FGFR1 v6i té bao biéu hién FGFR1c, KLB hoic ca hai.
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Fig.10B thé hién Kq ctia BsAb10 cho lién két v6i té bao HEK293 biéu hién hon
hop khéac nhau ctia KLB/FGFR1 ctia nguoi va chudt.

Fig.11 thé hién phan tich lién két ctia BsAb10 hodc phtc hé BsAb10/KLB tao
san & 200 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM, 12,5 nM, 6,25 nM véi protein dung hop FGFR1-
ECD-Fc duge ¢ dinh trén con chip. Dé tao ra phtc hé BsAb10/KLB tao san, BsAb10
va protein KL.B-ECD tai t6 hop duoc U trude véi ty 18 1:1. Luu ¥ ty 1€ phan rd chdm véi
phttc hé¢ BsAb10/KLB hon v6i ding dé chi BsAb10, ma dung dé chi khi FGFR1c, khong
phai FGFR1b, duoc bét 1én con chip, biéu thi sy tao thanh phitc hé bac ba.

Fig.12A 1a so dd biéu thi thiét ké thuc nghiém TR-FRET.

Fig.12B thé hién cuong do TR-FRET trén té bao COS7 bicu hién protein FGFR ¢
da danh ddu SNAP duoc danh du c6 hoic khong c6 KLB khong duge danh dau & 15
phut sau khi bd sung phdi tir chi thi. BsAb17, FGF21, FGF1 va FGF2 dugc st dung 6
67 nM, 50 nM, 62,5 nM, 12 nM, tuong Gmg. S lidu biéu thi cuong do FRET & 665 nm
chia boi lugng phat xa dono ¢ 620 nm (ty 1& FRET), va nghia la + SEM cua ba thuc
nghiém doc 1ap (N=3). p<0,05 (¥), <0,01 (*¥*), <0,0001 (***) véi dbi chung PBS.

Fig.13A thé hién két qua cta thuc nghiém dé x4c dinh phan nao cia KLB quan
trong dé lién két bang hai khang thé khang KLB. So dd biéu thi ciu trac protein KLB
dugc thé hién ¢ phia trén. Mbi thanh biéu thi cdu tric KLB & ngudi, KLA ¢ ngudi, KLB
& tho, KLB & chudt ratus, KLB & chudt, hodc kham nhu mau dugc mi hoa. O bén phai,
lién két cia KLBmAb1 va KLBmAb2 dbi ching dua trén FACS véi té bao HEK293
tam thoi biéu hién mdi cAu tric duge thé hién. Luu ¥ ring KLBmADbI khong lién két
v6i KLB & tho, ma thay thé manh axit amin 34 (axit amin 805-838) v¢i trinh ty & ngudi
tuong ng trao lién két.

Fig.13B thé hién trinh tu axit amin cia méanh vi tri 857-890 cua protein KLB &
ngudi voi trinh ty tin hiéu (twong Gng véi trinh ty axit amin & cc vi tri 805-838 cua
protein KLLB khong chta trinh tu tin hi¢u) va céc trinh tw twong ing & céc loai chi thi

khac nhau. Fig.13B boc 10 SEQ ID NO: 160-164, twong tng, theo thir tu xuét hién.

Fig.14A thé hién lién két cua FGF21 va FGF19 véi phtic hé BsAb10/KLB bang
SPR. BsAb10 dugc bt 1én con chip, va protein KLB-ECD va protein FGF (6 0,2, 0,8,

hodc 2 pM) duoc tiém tuan tu.
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Fig.14B thé hién két qua cta thir nghiém luxiferaza GAL-ELK1 trong té bao
nguyén bao co ¢ chuft ratus L6. Té bao dugc ddng chuyén nhidm véi vecto biéu hién
cho ci FGFR4 va KLB. Té bao chuyén nhiém dugc 0 voi ndng do protein chi thi khac

nhau trong 6 gi¢ trude khi tht nghiém luxiferaza.

Fig.14C thé hién phuong phép thim tach Western dugc thuc hién dé giam sét su
phosphoryl héa ERK trong té bao ung thu gan H4IIE. Luu y ring BsAb17 di khong
phong bé kha niang FGF19 hoat héa phirc hé¢ FGFR4/KLB (Fig.14B), hodc cam tng su
phosphoryl héa ERK trong té bio ung thu gan H4IIE (Fig.14C).

Fig.15A thé hién mtrc glucoza trong mau (ngdy 7), % thay dbi thé trong (ngay 7)
va nap thuc phim hing ngay (ngay 0-3) ctia chudt C57BL/6 khong béo va db/db (n=7)
sau mot lidu tiém trong mang bung (i.p.) BsAb17 hoic IgG dbi ching & 3 mg/kg (tinh
gian) hoac 5 mg/kg (db/db).

Fig.15B thé hién thé trong va mirc glucoza trong méu cta chudt béo phi do khau
phén an (Diet Induced Obesity - DIO), dugc tiém i.p. [gG (BsAb20) chi thi 6 3 mg/kg

vao ngay 0 va 6 (miii tén). N=9.

Fig.15C thé hién két qua cta thir nghiém dung nap glucoza véi cung chudt va

khéng thé dugc sir dung trong 15B vao ngay 14.

Fig.15D thé hién luong triglyxerit do gan, va gen danh d4u huyét thanh & dong
vat dugc thé hién trong 15B-C vao ngay 17.

Fig.15E thé hién su st dung glucoza toan bd co thé, dugc do trong nghiém phap
kim gitt ddng duong huyét cuong insulin véi chudt DIO 5 ngay sau mot lidu tiém i.p.
IgG (BsAb17) chi thi & 10 mg/kg (N=12). Truc ngang bidu thi murc insulin huyét thanh.
Miii tén chi thi huéng céc thay ddi tir ddy dén trang thai da kich thich insulin. p<0,05
(*), <0,005 (**), <0,0001 (***) véi ddi ching.

Fig.15F thé hién su san XUAt glucoza ndi sinh, dugc do trong nghiém phéap kim
giit dang duong huyét cudng insulin véi chudt DIO 5 ngdy sau mot lidu tiém i.p. IgG
(BsAb17) chi thi & 10 mg/kg (N=12). Truc ngang biéu thi mtc insulin huyét thanh. Miii
tén chi thi hudng cac thay ddi tir day dén trang thai da kich thich insulin. p<0,05 (*),
<0,005 (**), <0,0001 (***) v6i dbi ching.
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Fig.15G thé hién su hip thu glucoza & mo di kich thich insulin, dugc do trong
nghiém phép kim gitr ddng dudong huyét cuong insulin véi chudt DIO 5 ngiy sau mot
lidu tiém i.p. IgG (BsAb17) chi thi & 10 mg/kg (N=12). p<0,05 (*), <0,005 (**), <0,0001
(***) v6i dbi chimg.

Fig.16A thé hién trinh ty axit amin du tn cling N ctia protein KLB & chudt (SEQ
ID NO: 165), va trinh tu axit amin twong tng dwoc mi héa bang alen KIb trong chudt
KO (SEQ ID NO: 166) dugc thé hién. Dot bién nham nghia trong gen Kb dan dén khung

doc sau axit amin th hai trong alen KO, nhu dugc thé hién bang chit do.

Fig.16B thé hién biéu hién protein KLB trong mo m& tring mao tinh hoan & chudt

kiéu dai (+/+) va ddy ra KLB (-/-).

Fig.16C thé hién rang KLB quan trong cho BsAb20 tac dong su chuyén hoa
glucoza. Thir nghiém dung nap glucoza (glucose tolerance test - GTT) & chudt DIO nhén
bbn lidu tiém hang tuin BsAb20 hoic IgG d6i chimg & 3 mpk. GTT dugc dan truyén
vao ngay 23, ba ngay sau lidu tiém cudi. Chudt duogc trén HFD trong 20 tuan trude khi

GTT. *p<0,05.

Fig.16D thé hién tham s& huyét thanh & chudt DIO vao ngay 7 sau khi tiém i.p.
khéng thé dic hiéu kép khang KLB/khdng FGFR1 hoic RIMADbI ¢ 50 mg/kg hodc vat
truyén. N=6.

Fig.17 thé hién lwong FGF23 va phosphoro vo co trong huyét thanh ctia chudt
DIO vao ngay 7 sau khi tiém i.p. BsAb17 ¢ 50 mg/kg. N=6. ***p<0,0005.

Fig.18A thé hién luong dich chuyén glucoza trong mau & dong mach trong thuc
nghiém kep. Chudt DIO nhan BsAb17 hoac IgG d6i ching & 10 mg/kg vio 5 ngay trudc
thuc nghiém kep.

Fig.18B thé hién thé trong vao ngay thuc nghiém kep.

Fig.18C thé hién ty 1¢ dich truyén glucoza trong thuc nghiém kep. p<0,05 (*),
<0,001 (**) v&i ddi ching.

Fig.19A thé hién tiéu hao ning luong (energy expenditure - EE) (trai) va hé sb
ho hép (respiratory quotient - RQ) (phai) cia chudt DIO nhan mot lidu tiém i.p. 10 mg/kg
IgG trong thoi gian chi thi & 21-22°C. N=7.
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Fig.19B thé hién EE (trén) va RQ (dudi) cia chudt khong béo da nhan mot lidu
tiém i.p. 10 mg/kg IgG & thoi gian chi thi. Chudt dugc duy tri ¢ 21-22°C, sau d6 nhiét
d6 chudng dugc xé dich dén tinh trung hoa nhiét (29-30°C) vao 6 ngay sau khi tiém IgG.
N=6~7.

Fig.19C thé hién hip thu fludeoxyglucoza (FDG) trong md & chudt DIO & 40 gidy
sau mot lidu tiém i.p. IgG chi thi & 10 mg/kg. N=8. Chudt duge dé nhin déi qua dém
trudce khi hép thu FDG duoc do.

Fig.19D thé hién phan tich thim tach Western ingWAT thu hoach vao ngay 7 sau
mot lidu tiém i.p. (BsAb17 hoic IgG dbi ching & 10 mg/kg) va cy sau phiu thut bom
thAm thdu (CL316.243 (0,75 nmol/gid) hodc vt truyén).

Fig.19F thé hién biéu hién ctia Ucpl mRNA trong té bao tao m& dudi da chinh &
ngudi dugce xir ly bang protein chi thi & 30 nM trong 48 gidr. N=3.

Fig.19F thé hién nhiét do co thé cua chudt DIO nhén dugc 10 mg/kg BsAbl7
hodc IgG dbi ching. N=7~8.

Fig.19G thé hién profin biéu hién gen trong iBAT cua chudt DIO nhén dugc mdt
10 mg/kg IgG va FGF21 b.i.d. & 2 mg/kg/day hodac PBS dbi ching trong 5 ngay. Tt ca
cac gen ma khéac dang ké gitta BsAb17 va ddi chimg, hodc gitta FGF21 va dbi ching

duoc liét ké.

Fig.19H thé hién EE (trai) va RQ (phai) ctia chudt khong béo ma nhan mot lidu
tiém 1.p. khang thé ddc hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 hoic IgG dbi chung & 10
mg/kg va cdy sau phdu thuat bom thim thiu (CL-316.243 & 0,5 nmol/gid hodc vt
truyén) vao ngay 0. Tri s6 trung binh trong thoi gian 24 gid chi thi dugc thé hién.

Fig.20A thé hién luong VO, (trén), VCOs (giita) va s6 luong hoat tinh téng cia
chudt DIO dugc mo ta trén Fig. 19A. Tri s6 VO, va VCO, dugce chuén héa béng tri s6
thé trong dugc do & cac 1an da chi thi béng #. Chudt DIO nhan dugc 10 mg/kg BsAb17
hoic IgG ddi ching.

Fig.20B thé hién lugng VO, (trén), VCO; (gitta) va s6 lugng hoat tinh tong clia
chu6t DIO dugc mo ta trén Fig.19B. Tri s6 VO2 va VCO, duoc chudn héa bing tri sb
thé trong dugc do & cac 1an di chi thi by #. Chudt DIO nhan duoc 10 mg/kg BsAb17
hoic IgG dbi ching.
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Fig.21A thé hién tri s6 EE trung binh trong nhiét luong gian tiép. Po 16n trung
binh ting duoc thé hién trong so dd. DIO 21°C: Tri sd trung binh ciia EE trong D3-D6
sau khi tiém IgG & thuc nghiém duoc thé hién trén Fig.19A. Khong béo 21°C: Tri sb
trung binh cua EE trong D3-D6 sau khi tiém [gG & thuc nghiém dugc thé hién trén
Fig.19B. Khong béo sau khi chuyén dén 30°C: Tri s6 trung binh cta EE trong D6-D9
sau khi tiém IgG (fikc [d, 3 ngay sau khi chuyén nhiét d9) & thuc nghiém dugc thé hién
trén Fig.19B. DIO 30°C: Tri s6 trung binh ctia EE trong D3-D6 sau khi tiém IgG & chudt
DIO d3 quen khi hau & tinh trung hoa nhiét.

Fig.21B thé hién cac thay doi trong EE & chudt DIO & tinh trung hoa nhiét. Chudt
DIO dugc quen khi hu véi tinh trung hoa nhiét trong 2 tuan trude khi tiém mot lidu i.p.

(miii tén) BsAb17 hoic IgG dbi chimg & 10 mg/kg. N=3~4.

Fig.21C thé hién EE va RQ trung binh trong chudt DIO & nhiét d§ phong thi
nghiém (21°C) trong D3-5 sau khi cAy sau phau thuit ctia bom thim thiu va tiém thude.
O DO, chudt duge tiém i.p. BsAb17 hoidc IgG d6i chimg & 10 mg/kg. Nhom FGF21 ciing
nhén duoc tiém i.p. 2 mg/kg FGF21 nhanh mot lidu & DO. Mbi con chudt ciing duoc cdy
dudi da bom thdm thau dé ngam chiét FGF21 ¢ 60 pg/ngay hodc ddi chimg PBS ¢ DO.
N=8~9. ** p<0,005.

Fig.22 md ta s lidu dugc thé hién trén Fig. 19F dugc vé so do lai dé thé hién su
chénh 1éch duge lam phi hop vé nhiét d6 co thé trong qua trinh nghién ctru gitta chudt
DIO nhan dugc 10 mg/kg BsAbl7 hodc IgG d6i chimg. Dong mau den 1a chénh 1&ch
ude tinh va cac dong mau xanh da troi 1a khodng tin cdy 95% theo tung diém cta chénh
1éch. IgG dugc cho dung & ngay 13 (miii tén). N=7~8.

Fig.23 thé hién su phosphoryl h6éa ERK va MEK cam tmg BsAb20 va FGF21
dén pham vi tuong tu trong chét béo & mao tinh hoan, chit béo & ben, va chét béo mau
ndu & gian vai, va tuy. Cac m6 dugc thu hoach vao 1 gi¢ (m6 md mau tring & gan, tuy
va mao tinh hoan (eWAT)) hoic 2 gio (iBAT hodc ingWAT) sau khi tiém i.p. cua chudt
C57BL/6 khong béo & 10 mg/kg (BsAb20) hodc 1 mg/kg (FGF21). Téng ERK va MEK
ding lam dbi chang nap.

Fig.24A thé hién thay d6i thé trong va mirc adiponectin HMW huyét thanh &
chudt DIO (N=6) nhan dugc mot i.p. BsAb17 voi lidu chi thi (mg/kg).
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Fig.24B thé hién thay déi thé trong va mirc adiponectin HMW huyét thanh & khi
cynomolgus (N=3) nhan mét lidu tiém i.v. BsAb17 véi lidu chi thi (mg/kg).

Fig.24C thé hién EE cuia chudt DIO (trai: wt va phai: KO adipoq) nhén dugc mot
lidu tiém i.p. IgG (BsAb17) chi thi & 10 mg/kg (miii tén). N=5~6.

Fig.24D thé hién c4c tham s6 chuyén hoa khac nhau & chudt DIO wt (+/+) va KO
adipoq (-/-), ma nhan dugc mot lidu tiém i.p. IgG (BsAb17) chi thi & 10 mg/kg. N=6.
AUC: Khu vuc trong biéu dd & GTT hodc ITT (T=0~2 gid). p<0,1 (#), <0,05 (*), <0,005
(**) voi ddi chung.

Fig.25 thé hién ARN tdng dugc chun bi tr chudt d& mé ta trén Fig.19G bang
cach st dung qPCR.

Fig.26 thé hién mic phosphoryl h6a ERK bang BsAb17 trong cac mo chudt. Cac
md nay duoc thu hoach vao 1 gid sau khi tiém i.p. chudt khong béo C57BL/6 & 10 mg/kg
BsAbl7 hoidc IgG ddi ching, va chiu héa md mién dich bang cach sir dung khang thé
dic hiéu v6i ERK dugc phospho héa. Hinh anh dai dién tir 2 dong vat duoc thé hién cho
mdi nhém. (1) Tuy, (2) khu vuc ndo vong chira nhan trén chéo (mili tén), (3) khu vuc
ndo vong chira ving nhan cam hoa hoc (tap hop cé dang hinh tam gidc cua té bao duoc
nhudm) va duong tm (mii tén), va (4) khu vuc ndo vong chira go gifta (miii t€n). Luu
¥ rang tin hiéu cam tmg BsAb17 rd rang trong té bao tuyén nang tuy, nhung khong trong

bét ky khu vuc ndo da kiém tra.

Fig.27 thé hién su chuén héa qua trinh phat trién té bao gan cam Gng HFD bang
BsAb20. Sy hop nhit BrdU do gan & chudt DIO duge xir Iy bang BsAb20 (1 hodc 3
mg/kg/tudn) hodc IgG déi ching (3 mg/kg/tudn) trong 8 tudn hode chudt khong béo ddi
chitng C57BL/6. * p<0,05 v6i chudt DIO duge xtt Iy IgG (N=5~8).

Fig.28A 14 so dd biéu thi thuc nghiém dugc thé hién trén Fig.28B. Chudt DIO
nhan duoc BsAb20 (1 hoic 3 mg/kg/tun) hoic IgG d6i chimg (1 mg/kg/tudn) trong 6
tudn nhu chi thi. Chudt khong béo ddi chimg C57BL/6 da khong nhan diéu tri.

Fig.28B thé hién kiéu hinh xuong sau khi diéu tri BsAb20. Xuong dui va xuong
chay bi cét ra va chiu phan tich pCT. (N=7~8). Luu y rang khong c¢6 anh hudng tiéu cuc
dugc quan sat trong cac tham s6 xuong khac nhau & s¢i xwong va xuong vo ndo voi

ngoai 1€ ¢6 thé cta do day xwong vo ndo, ma da the hién xu hudéng gidm dan véi di€u tri
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3 mg/kg/tudn BsAb20 mic du ¥ nghia théng ké khong dat duge. Vi sy giam trong do
day xuong vO ndo khong cb tic dung véi ty trong soi xuong & chudt han ché calo da
duoc béo céo (11), tac dung da quan sat c6 thé lién quan dén t6n that khdi lugng. p<0,001
(*#%), <0,01 (*%),<0,05 (*),<0,1 (#), <0,2 ($) véi chudt DIO duge xtr ly bang IgG dbi
chiing. N=7~8.

Fig.29 thé hién muc corticosteron & chudt sau khi diéu tri BsAbl7. Mic
corticosteron huyét thanh dugc do & thoi gian Zeitgeber (Zeitgeber time - ZT)=3 sau
phuong phép chét nhan dao bing tha thuat cit dau. Chut khong béo ddi chitng (control
- CTRL) khéng duogc didu tri. Lipopolysaccarit (Lipopolysaccharide - LPS) dugc tiém
i.p. vao chudt khéng béo ¢ 1 mg/kg vao 3 gio trudc phuong phap chét nhan dao (ZT=0)
lam dbi chimg duong (12). IgG duoc tiém i.p. vao chudt DIO & 5 hodc 25 mg/kg vao 5
ngay trudc phuong phap chét nhan dao nhu chi thi. Phan tich théng ké chi thi dugc dan
truyén khong c6 nhém LPS. N=12.

Fig.30 thé hién lién két ciia cdc khang thé dic hidu kép khac nhau vé6i cdc nhanh
khang FGFR1 va khang KLB vdi té bao biéu hi¢n FGFR1c hodc FGFR1c va KLB.

Fig.31 thé hién lién két ctia dAn xuat YW182.5 va YW182.5 véi protein FGFR1
bing ELISA.

M5 ta chi tiét sang ché

P4 1am 16 va khong gi6i han ban mé ta chi tiét sang ché dugc chia thanh cc phan

nho sau:
L. Dinh nghia;
[I.  Khéng thé;
III.  Phuong phép st dung;
IV. Duoc phém; va
V.  Vat pham.
L Dinh nghia

“Trinh tu & nguodi nhin” cho muc dich trong ban mo ta nay la trinh ty chtra trinh
tu axit amin cua trinh ty ving bién ddi ctia chudi nhe (light chain variable domain - VL)

hogc trinh tw ving bién ddi cia chudi niing (heavy chain variable domain - VH) dugc
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dan xuét tir trinh ty globulin mién dich & ngudi hodc trinh tu lién Gmg & ngudi, nhu dugc
dinh nghia bén dudi. Trinh ty & ngudi nhan “dugc dan xudt tir” trinh tw globulin mién
dich & ngudi hodc trinh tu 1ién Gng & ngudi ¢ thé chira trinh tur axit amin gidng cta no,
ho#ic n6 c6 thé chira cac thay ddi trinh tu axit amin. Theo mdt s6 phuong an, lugng céc
thay ddi axit amin 13 10 hodc it hon, 9 hodc it hon, 8 hoic it hon, 7 hodc it hon, 6 hoic
it hon, 5 hogc it hon, 4 hodc it hon, 3 hodc it hon, hodc 2 hodc it hon. Theo mdt s6
phuong an, trinh tw & ngudi nhan VL gidng trong trinh tu véi trinh ty trinh tw globulin

mién dich & ngudi VL hodc trinh tu trinh tu lién (mg & nguoi.

“Ai luc” ding dé chi d6 manh cutdng twong tac hoa hoc gitta mot vi tri lién két
ctia phan tt (vi du, khang thé) va dbi tac lién két ctia n6 (vf du, khang nguyén). Trir khi
duoc chi thi khac, nhu da sir dung trong ban mé ta nay, “ai luc lién két” dung dé chi 4i
luc lién két thudn ma tuong tng véi tuong tac 1:1 gitra cac thanh phan ciia cip lién két
(vi du, khang thé va khang nguyén). Ai luc cia phan tir X cho d6i tac Y ctia n6 co thé
thuong duoc biéu din bing hing sb phan r (Ka). Ai luc ¢6 thé duge do bang phuong
phép thong thuong da biét trong linh vuc, bao gbm cac phuong phap dugc mo ta trong
ban mo ta nay. Phuong én lam vi du va minh hoa cu thé cho viéc do 4i luc lién két dugc

mo ta sau day.

Khang thé “da hoan thién 4i luc” dung dé chi khang thé c6 mot hodc nhiéu thay
d6i trong mot hoic nhidu ving bién thé cao (hypervariable regions - HVRs), so v&i
khang thé gdc ma khong chiém hitu thay d6i nay, thay d6i nay thu duoc tir viée cai tién

v& 4i luc khang thé cho khang nguyén.

“Klotho-beta,” “KLB” va “beta-Klotho,” nhu dugc st dung trong ban md ta nay,
ding dé chi beta-Klotho tur nhién bét ky tir ngudn c6 xwong sdng bét ky, bao gdm dong
vét ¢6 vi nhu bo linh trudng (vi du, ngudi) va dong vat gam nham (vi du, chudt va chudt
ratus), trir khi c6 chi thi khac. Thuat ngit bao gdm “cé chiéu dai ddy du,” KLB chua gia
cong ciing nhu dang KLB bit ky ma thu dugc tir quy trinh & té bao. Thuét ngit cling bao
odm thé bién di ty nhién cia KLB, vi dy, thé bién di ndi hodc thé bién di alen. Vi du
khong gidi han vé trinh tu axit amin KLB & ngudi dich 1a khang thé theo sang ché, loai

trur trinh tu tin hiéu, nhu sau:

FSGDGRAIWSKNPNFTPVNESQLFLYDTFPKNFFWGIGTGALQVEGSW
KKDGKGPSIWDHFIHTHLKNVSSTNGSSDSYIFLEKDLSALDFIGVSFYQFSISW
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PRLFPDGIVTVANAKGLQYYSTLLDALVLRNIEPIVILYHWDLPLALQEKYGG
WKNDTIIDIFNDYATYCFQMFGDRVKYWITIHNPYLVAWHGYGTGMHAPGE
KGNLAAVYTVGHNLIKAHSK VWHNYNTHFRPHQK GWLSITLGSHWIEPNRSE
NTMDIFKCQQSMVSVLGWFANPIHGDGD YPEGMRKKLFSVLPIFSEAEKHEM
RGTADFFAFSFGPNNFKPLNTMAKMGQNVSLNLREALNWIKLEYNNPRILIAE
NGWFTDSRVKTEDTTATYMMKNFLSQVLQAIRLDEIRVFGYTAWSLLDGFEW
QDAY TIRRGLFYVDFNSKQKERKPKSSAHY YKQIRENGFSLKESTPDVQGQFP
CDFSWGVTESVLKPESVASSPQFSDPHLYVWNATGNRLLHRVEGVRLKTRPA
QCTDFVNIKKQLEMLARMKVTHYRFALDWASVLPTGNLSAVNRQALRYYRC
VVSEGLKLGISAMVTLYYPTHAHLGLPEPLLHADGWLNPSTAEAFQAYAGLC
FQELGDL VKL WITINEPNRLSDIYNRSGNDTYGAAHNLLVAHALAWRLYDRQ
FRPSQRGAVSLSLHADWAEPANPYADSHWRAAERFLQFEIA WFAEPLFKTGD
YPAAMREYIASKHRRGLSSSALPRLTEAERRLLKGTVDFCALNHFTTRFVMHE
QLAGSRYDSDRDIQFLQDITRLSSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNYGDMDIYI
TASGIDDQALEDDRLRKYYLGKYLQEVLKAYLIDKVRIKGYYAFKLAEEKSK
PRFGFFTSDFKAKSSIQFYNK VISSRGFPFENSSSRCSQTQENTECTVCLFLVQK
KPLIFLGCCFFSTLVLLLSIAIFQRQKRRKFWKAKNLQHIPLKKGKRVVS  (SEQ
ID NO: 145).

Theo mdt sb phuong éan, protein KLB ¢6 thé chia trinh ty tin hiéu dau tin cing
N ¢6 trinh ty axit amin
MKPGCAAGSPGNEWIFFSTDEITTRYRNTMSNGGLQRSVILSALILLRAVTG
(SEQ ID NO: 157).

Thuat ngit “mién dau tan cing C ctia KLB” dung dé chi mién gidng glycosidas
dau tn carboxy ctia KLB. Vi du, mién dau tdn cung C ctia protein KLB lam vi du dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 145 cha trinh ty axit amin sau:
FPCDFSWGVTESVLKPESVASSPQFSDPHLYVWNATGNRLLHRVEGVRLKTRP
AQCTDFVNIKKQLEMLARMKVTHYRFALDWASVLPTGNLSAVNRQALRYYR
CVVSEGLKLGISAMVTLYYPTHAHLGLPEPLLHADGWLNPSTAEAFQAYAGL
CFQELGDLVKLWITINEPNRLSDIYNRSGNDTYGAAHNLLVAHALAWRLYDR
QFRPSQRGAVSLSLHADWAEPANPYADSHWRAAERFLQFEIAWFAEPLFKTG
DYPAAMREYIASKHRRGLSSSALPRLTEAERRLLKGTVDFCALNHFTTRFVMH
EQLAGSRYDSDRDIQFLQDITRLSSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNYGDMDIY
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ITASGIDDQALEDDRLRKYYLGKYLQEVLKAYLIDKVRIKGYYAFKLAEEKSK
PRFGFFTSDFKAKSSIQFYNKVISSRGFPFENSSSR (SEQ ID NO: 155).

Thuat ngit “khang thé khang KLB” va “khang thé lién két voi KLB” dung dé chi
khang thé c6 kha ning lién két KLB véi ai luc thich hop sao cho khang thé hitu ich 1am
tac nhan chin doan va/hodc tri liéu trong viéc tao dich KLB. Theo mot phuong an, pham
vi lién két khang thé khang KLB véi protein khong phai KLB, khong lién quan nhé hon
khoang 10% lién két khang thé véi KLB nhu duge do, vi du, bang phuong phap mién
dich dung danh diu phéng xa (radioimmunoassay - RIA). Theo mdt sé phuong 4n,
khang thé lién két véi KLB ¢6 hang s6 phan ra (Ka) 1a < 1uM, <100 nM, < 10 nM, < 1
nM, <0,1 nM, <0,01 nM, ho#ic < 0,001 nM (vi du, 10 M hoic nhd hon, vi du, tir 10
M dén 103 M, vi du, tir 10° M dén 10"3 M). Theo mdt s phuong 4n, khang thé khang
KLB lién két véi epitop ctia KLB dugc giit gin gitta KLB tir cac loai khac nhau. Theo
mdt sb phuong 4n, khang thé khang KLB lién két véi epitop trén KLB trong phan diu

tan C cua protein.

Thuat ng@t “Thu thé yéu té ting trudng nguyén bao soi 1” hodc “FGFR1,” nhu
duogc str dung trong ban md ta nay, chi FGFR1 tu nhién bt ky tir ngudn c¢6 xuong séng
bét ky, bao gdm ddng vat ¢6 vi nhu b linh truéng (vi du, ngudi) va dong vat gam nhdm
(vi du, chudt va chudt ratus), trir khi ¢6 chi thi khac. Thuat ngit bao gdm FGFR1 chua
gia cdng “co chiéu dai day du,” ciing nhu dang bat ky ciia FGFR1 thu duge tir quy trinh
trong t& bao. Thuét ngi ciing bao gdm thé bién di tu nhién ciia FGFRI1, vi dy, thé bién
di néi hodc thé bién di alen, bao gé)m FGFR1c. Vi du khong gidi han cua axit amin

FGFR1c¢ & ngudi duoc thé hién bén duéi:

MWSWKCLLFWAVLVTATLCTARPSPTLPEQAQPWGAPVEVESFLVHP
GDLLQLRCRLRDDVQSINWLRDGVQLAESNRTRITGEEVEVQDSVPADSGLY
ACVTSSPSGSDTTYFSVNVSDALPSSEDDDDDDDSSSEEKETDNTKPNPVAPY
WTSPEKMEKKLHAVPAAKTVKFKCPSSGTPNPTLRWLKNGKEFKPDHRIGGY
KVRYATWSIIMDSVVPSDKGNYTCIVENEYGSINHTYQLDVVERSPHRPILQA
GLPANKTVALGSNVEFMCKVYSDPQPHIQWLKHIEVNGSKIGPDNLPY VQILK
TAGVNTTDKEMEVLHLRNVSFEDAGEYTCLAGNSIGLSHHSAWLTVLEALEE
RPAVMTSPLYLEHIYCTGAFLISCMVGSVIVYKMKSGTKKSDFHSQMAVHKL
AKSIPLRRQVTVSADSSASMNSGVLLVRPSRLSSSGTPMLAGVSEYELPEDPR
WELPRDRLVLGKPLGEGCFGQVVLAEAIGLDKDKPNRVTKVAVKMLKSDAT
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EKDLSDLISEMEMMKMIGKHKNIINLLGACTQDGPLYVIVEYASKGNLREYLQ
ARRPPGLEYCYNPSHNPEEQLSSKDLVSCAYQVARGMEYLASKKCIHRDLAA
RNVLVTEDNVMKIADFGLARDIHHIDY YKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRIY T
HQSDVWSFGVLLWEIFTLGGSPYPGVPVEELFKLLKEGHRMDKPSNCTNELY
MMMRDCWHAVPSQRPTFKQLVEDLDRIVALTSNQEYLDLSMPLDQY SPSFPD
TRSSTCSSGEDSVFSHEPLPEEPCLPRHPAQLANGG LKRR (SEQ ID NO: 146).

Thuat ngfr “khang thé khang FGFR1c” dung dé chi khang thé c6 kha ning lién
két FGFR1c véi 4i lyc thich hop sao cho khang thé hitu ich 1am tic nhan chan doén
va/hodc tri lidu trong viéc tao dich FGFRIc. Theo mot phuong 4n, pham vi lién két
khang thé khang FGFR1c véi protein khong phai FGFR1c, khong lién quan nhé hon
khoang 10% lién két khang thé véi FGFR1c nhu duoc do, vi du, bang phuwong phép mién
dich dung danh d4u phéng xa (radioimmunoassay - RIA). Theo mot s6 phuong 4n,
khéng thé gin két véi FGFR1c ¢6 hing s6 phan rd (Ka) 14 <1 M, <100 mM, < 10 mM,
<1 mM, <100 uM, <10 pM, < 1uM, <100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1 nM, <0,01
nM, hodc < 0,001 nM. Theo mot sb phuong an, Kq khang thé gén két véi FGFR1c¢, duoc
bdc 10 trong ban md ta nay, cd thé 12 10 M hoic nho hon, hodc 10 M hodc nhé hon,
vi dy, tir 108 M dén 103 M, vi du, tir 10° M dén 10”3 M. Theo mot s6 phuong 4n, khang
thé khang FGFR ¢ lién két v&i epitop cia FGFR1c dugc gifr gin gitta FGFR1c tir cac

loai khac nhau.

Thuat ngit “khang thé” trong ban md t& nay dugc st dung v6i nghia rong nhit va
bao gdm céc céu tric khéng thé khéac nhau, bao gdm nhung khong gi6i han khéng thé
don dong, khéng thé da clon, khang thé da dac hiéu (vi dy, khang thé dic hiéu kép), va

cac manh khang thé mién 13 ching c6 hoat tinh lién két khang nguyén mong mudn.

“Manh khang thé” ding dé chi phan tir khac v6i khang thé tro chira phan khéng
thé tro ma lién két khang nguyén véi khang thé tro lién két. Vi du ctia cdc manh khéng
thé bao gdm nhung khong giéi han boi Fv, Fab, Fab’, Fab’-SH, F(ab’); khéng thé thé
d6i; khang thé tuyén tinh; phan ti khang thé don chudi (vi du, scFv); va khang thé da

dic hiéu dugc tao ra tir cic manh khang thé.

“Khéang thé canh tranh lién két” v6i khang thé tham khao dung dé chi khang thé
phong bé lién két khang thé tham khao v6i khdng nguyén cua n6 trong thir nghiém canh
tranh gan 50% hodc hon, va ngugc lai, khang thé tham khao phong bé lién két khang thé
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véi khang nguyén cia né trong thr nghiém canh tranh gén 50% hodc hon. Thir nghiém
canh tranh lam vi du dugc mo ta trong “Antibodies,” Harlow and Lane (Cold Spring

Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY).

Thuét ngft khang thé “kham” ding dé chi khang thé trong d6 mot phan cia chudi
nang va/hodc nhe dugc dan xuét tir nguén hodc loai cu thé, trong khi phén con lai cua

chudi nang va/hodc nhe dugce dan xuat tir nguon hodc loai khac.

“L6p” khang thé ding d8 chi loai mién hing s hodc ving ¢ dinh duoc chiém
hitu boi chudi ning ctia n6. C6 nam 16p khang thé chinh: IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM,
va mot sd trong chung c¢6 thé con duge chia thanh cac 16p phy (kiéu tuong duong), vi
du, 1gG1, 1gG, 1gGs, 1gGy, IgA1, va IgAa. Mién hang sé chudi ning twong Gng véi cac

16p khac nhau cia globulin mién dich tén 13 a, §, €, y, va u, twong ng.

Thuét ngit “tic nhan doc t& bao” nhur duoc st dung trong ban mo ta ndy ding dé
chi chit e ché hodc ngan chirc nang té bao va/hodc gy chét hodc pha huy té bao. Cac
tac nhan ddc té bao bao gdm, nhung khong gidi han béi, ddng vi phong xa (vf du, A,
[131 1125 y9 Rel86 Rel$s, Sm!s3, Bi2l2, P32, Pb212 va ddng vi phong xa cia Lu); chét
diéu tri hoa hoc hoic duogc chét (v du, metotrexat, adriamixin, alkaloit vinca (vincristin,
vinblastin, etoposit), doxorubixin, melphalan, mitomyxin C, clorambuxil, daunorubixin
hoic tac nhan xen k& khac); chét e ché sinh truéng; enzym va cdc manh cla ching nhu
enzym gdy tan nhan; chét khang sinh; cac doc t6 nhu cac doc td phén tir nhd hodc cac
doc td ¢ hoat tinh enzym géc vi khuén, ndm, cdy hodc dong vat, bao gém manh va/hoac
thé bién di ctia chiing; va cac tdc nhan khéng khéi u hodc chéng ung thu khic nhau duge
boc 10 bén dudi.

“Churc nang tac dong” dung dé chi hoat tinh sinh hoc dic trung ving Fe khang
thé, ma bién ddi theo kiéu twong dwong khang thé. Vi du vé chirc ning tac dong khang
thé bao gom: lién két Clq va gy doc té bao phu thudc bd thé (cdmplement dependent
cytotoxicity - CDC); lién két thu thé Fe; gay doc qua trung gian té bao phu thuc khang
thé (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC); thuc bao; su diéu chinh

xuéng ctia thu thé bé mit té bao (vi du, thu thé t& bao B); va kich hoat té bao B.

“Luong hiéu qua” cua tac nhan, vi du, dugc phém, dung dé chi lugng hiéu qua,
& liéu luong va trong khoang thoi gian can thiét, dé thu dugc két qua tri liéu hodc phong

ngira mong muon. Vi dy, va khong giéi han, “lugng hiéu qua” ¢6 thé dung dé chi luong
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khang thé, dugc bdc 10 trong ban mo ta nay, c6 the lam diu, gidm dén toi thiéu va/hodc
ngdn nglra cac triéu chiing cia bénh va/hodc roi loan, kéo dai song sot va/hodc kéo dai

thoi gian cho dén khi tai phat bénh va/hodc réi loan.

Thuét ngtt “vung Fc” trong ban md ta nay dugc st dung dé xac dinh ving du
tan C cta chudi nang globulin mién dich chira it nhat mot phan cia viing ¢ dinh. Thuat
ngtt bao gdm vung Fc trinh ty tw nhién va ving Fc bién thé. Theo mdt sé phuong én,
vung Fc chudi ning IgG & ngudi kéo dai tr Cys226, hodc tir Pro230, dén dau tan
carboxyl ciia chudi ning. Tuy nhién, lysin dAu tan C (Lys447) ctia ving Fc ¢6 thé hodc
khong thé ¢6. Trir khi duoc néu khac trong ban mé ta nay, viéc dénh sd lugng du axit
amin trong ving Fc hodc viing c¢b dinh theo hé théng danh s EU, ciing tén 1a chi s6 EU,
nhu dugc md ta trong Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th

Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

“Trinh ty” hodc “FR” ding dé chi lwong du mién khac nhau khac v6i lugng du
ving siéu bién (hypervariable region - HVR). FR ctia mién khéc nhau thuong gdm bdn
mién FR: FR1, FR2, FR3, va FR4. Theo d6, cé4c trinh tu HVR va FR thuong xuét hién
trong trinh ty sau & VH (hoac VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Thuat ngit “khang thé chidu dai ddy du,” “khang thé tro,” va “khang thé tinh
khiét” duoc sir dung trong ban md ta nay c6 thé trao ddi qua lai dé dung dé chi khéng
thé c¢6 clu tric gan nhu tuong tw véi chu trac khang thé ty nhién hozic c6 chudi ning

chtta viing Fc nhu dugc dinh nghia trong bdn mo6 ta nay.

Céc thuat ngir “té bao ctia vat chu”, “dong té bao cua vat chu”, va “dich nudi céy
té bao ctia vat chu” dugc dung thay thé nhau va lién quan dén céc té bao ma axit nucleic
ngoai sinh duoc dua vao, bao gdm thé hé con cua cac té bao nay. Cac té bao clia vat chu
bao gdm “céc thé bién nap” va “céc té bao da duoc bién nap”, ma bao gdm té bao da
dugc bién nap chinh va thé hé con thu dugc tir d6 khong lién quan dén s6 1an ciy chuyén.
Thé hé con ¢6 thé 1a khong giéng hét té bao me vé ham lugng axit nucleic, ma c6 thé
chira dot bién. Thé hé con dot bién ma co cung chirc nang hodc hoat tinh sinh hoc nhu
dugc sang loc hodc da chon dugce cho & té bao da duoc bién nap ban dau déu ndm trong

pham vi ctia sang che.

“Khang thé ciia ngudi” 1 khang thé c6 trinh tur axit amin ma tuong (mg véi trinh

tu cta khang thé dugc tao ra bdi nguoi hodc t€ bao cua nguodi hodce thu duge tir ngudn
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khong 12 ngudi ma sir dung kho céc khang thé ctia ngudi hodc trinh tu ghi ma khéng thé
khac ctia ngudi. Pinh nghia nay vé khang thé ciia ngudi dic biét loai trir khang thé dugc
lam gidng nhu khang thé ctia ngudi chira cac gbc lién két khang nguyén khong 13 cia
nguoi.

“Trinh tw lién tmg cta ngudi” 1a khung ma thé hién cac gbe axit amin thudng gap
nhét khi chon loc trinh tu khung VL hodc VH cuta globulin mién dich ctia ngudi. No6i
chung, chon loc trinh tg VL va trinh ty VH ctia globulin mién dich clia ngudi 1a tirphan
nhém bao gdm céc trinh tu ctia mién thay d6i. N6i chung, phan nhémtrinh ty 13 phan
nhomnhu 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 $6
phuong 4n, d8i v6iVL, phan nhom nay la phan nhém kappa I nhu da néu trong tai liéu
ctia Kabat néu trén. Theo mdt s phuong 4n, d6i v6iVH, phan nhém nay 1a phan nhém

III nhu da néu trong tai li¢u ciia Kabat néu trén.

Thuat ngir khang thé “da dugc lam giéng nhu khang thé cta nguoi” duge ding
dé chi khang thé kham chtra cac gbc axit amin tir cic HVR khong 1a clia ngudi va céc
gbc axit amin tir cac FR ctia ngudi. Theo cac phuong én nhit dinh, khang thé dugc lam
gidng nhu khang thé cia nguoi s& chira hau nhu toan b it nhat mot, va thudng 1a hai,
mién thay dbi, trong d6 toan bd hodc hau nhu toan bd cac HVR (vi dy, CDR) tuong tng
v6i mién cta khang thé khong 1a cia ngudi, va toan bd hodc hau nhu c4c FR tuong tng
v6i cac FR cta khang thé ctia ngudi. Khang thé dugc lam gidng nhu khang thé ctia nguoi
ty v ¢6 thé bao gdm it nhit mot phan ctia ving dn dinh ciakhdng thé thu duoc tir khang
thé cta nguoi. Thudt ngit khing thé & “dang da dwoc lam gidng nhu khang thé cua
nguoi”, vi dy, khang thé khong 1a cia ngudi, duge ding dé chi khéng thé ma da trai qua

qua trinh 1am giéng nhu khéng thé cia ngudi.

Thuét ngit “vung siéu thay d6i” hodc “HVR” dugc dung trong ban md ta nay dé
chi tirng viing ctia mién thay doi ciia khang thé ma Ia siéu bieén vé trinh ty (“cdc ving

xac dinh tinh bd trg” hoic “CDRs”) va/hodc tao vong xac dinh vé mit cAu truc (“vong

r
n

siéu bién”) va/hodc chira lwong du tiép xtic khdng nguyén (“céc tiép diém khang
nguyén”). Trir khi quy dinh khéc, lugng du HVR va lugng du khic & céac mién khéc
nhau (v du, lwong du FR) dugc danh sb trong ban mo ta nay theo Kabat et al., phia trén.
No6i chung, khang thé chira sdu HVR: ba trong VH (H1, H2, H3), va ba trong VL (L1,
L2, L3). HVR lam vi du trong ban md ta niy bao gdm:
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(a) vong siéu bién & lwong du 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));

(b) CDR 6 lugng du axit amin 24-34 (L1), 50-56 (L2), 89-97 (L3), 31-35b (H1),
50-65 (H2), va 95-102 (H3) (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD
(1991));

(¢) tiép diém khang nguyén & lwong du axit amin 27¢-36 (L1), 46-55 (L2), 89-96
(L3), 30-35b (H1), 47-58 (H2), va 93-101 (H3) (MacCallum et al. J. Mol. Biol. 262:
732-745 (1996)); va

(d) hén hop cua (a), (b), va/hoidc (c), bao gdm lugng du axit amin HVR 46-56
(L2), 47-56 (L2), 48-56 (1.2), 49-56 (L.2), 26-35 (H1), 26-35b (H1), 49-65 (H2), 93-102
(H3), va 94-102 (H3).

Theo mot s6 phuong an, luong du HVR chtra lwong duoc x4c dinh trén Fig.3A

hodc Fig.3B hodc & noi nao khéc trong ban md ta.

“Thé tiép hop mién dich” dung dé chi khang thé da dugc tiép hop véi mot hoic
nhiéu phén tr khac loai, bao gém, nhung khong chi giéi han &, tdc nhan doc dbi voi té

bao.

“C4 thé” hodc “ddi twong,” nhu duoc sir dung trao d6i qua lai trong ban mo ta
nay, la dong vat cé vu. Cac dong vat cé vu bao gdm, nhung khoéng chi giéi han ¢, dong
vat da duoc thudn hoa (vi du, bo céi, clru, meo, chd, va ngua), cadc dong vat linh trudng
(vi du, nguoi va cac dong vat linh trudng khong phai 1a ngudi nhu khi), thd, va dong vat
gam nham (vi du, chudt va chudt ratus). Theo cac phuong an nhét dinh, c4 thé hoac dbi
tuong nay la nguoi.

Khang thé “phén 1ap duoc” 1a khang thé ma da duoc tach ra khéi thanh phén cta
moi truong ty nhién ctia n6. Theo mot sb phuong an, khang thé dugc tinh ché dén macdo
tinh khiét cao hon 95% hoic 99% nhu x4c dinh duge, vi du, theo phuong phéap dién di
(vi du, SDS-PAGE, k¥ thuat dién di duogc thyc hién cung véi viée duy tri gradien do pH

gitta cac dién cuc (IEF), dién di mao quén) hodc sac ky (vi du, trao doi ion hodc sac ky
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16ng cao &p pha dao). Tong quan vé cac phuong phép danh gia do tinh khiét cta khang
thé, vi du, xem tai liéu: Flatman et al., J. Chromatogr. B 848:79-87(2007).

Thuét nglr axit nucleic “phén 1dp duoc” dugce dung dé chi phan tir axit nucleic ma
da duoc tach ra khoi thanh phan ciia mdi trudng tu nhién cia n6. Axit nucleic da duoc
phén 13p la phan tr axit nucleic chira trong té bao ma thong thuong chira phan tir axit
nucleic, nhung phén tir axit nucleic c6 mat ngoai nhiém séc thé hoic tai vi trf ctia nhiém

sdc thé mat 1a khac vi tri nhi€m sac the tu nhién cua no.

Thuat ngft “axit nucleic phan I4p duoc ghi ma khang thé” (bao gdbm ké dén khang
thé dic hiéu, vi du, khang thé khang KLB) duoc dung dé chi mot hodc nhiéu phan tir
axit nucleic ghi ma khang thé chudi ning va chudi nhe (hodc cc doan cua chung), bao
gdm (cé4c) phan tir axit nucleic trong mot vt truyén hodc vat truyén riéng biét, va (cac)

phan tr axit nucleic nay ¢ mat & mot hodc nhicu vi tri trong té bao cua vét chu.

Thuat ngit “khang thé don dong” dugc ding trong ban mo ta nay dé chi khang
thé thu duogc tir quin thé bao gdm cac khang thé hiu nhu dong nhét, tic 12 ting khang
thé chtra quin thé 12 gidng hét nhau va/hodc lién két v6i cling mot biéu vi, trlr cac khang
thé bién di co thé o, vi du, chira cac dot bién c6 trong tu nhién hodc sinh ra trong qué
trinh tao ra ché phim khéang thé don dong, cac bién di nay thuong c6 mit voi lugng it.
Tréai v6i cac ché phdm khang thé da dong ma thudng chta cac khéng thé khac nhau
huéng vé cac thé xéc dinh (cac biu vi) khac nhau, mdi khang thé don dong cta ché
phim khéang thé don dong déu huéng vé thé x4c dinh duy nhét trén khang nguyén. Do
d6, thc nhan cai bién “don dong” biéu thi tinh chét cia khang thé thu dugc tir quan thé
khang thé hdu nhu dong nhét, va khong nén hiéu 14 cin tao ra khang thé theo phuong
phap cu thé bt ky. Vi du, c4c khang thé don dong dé dugc dung theo sang ché co thé
duoc tao ra theo nhiéu k¥ thuat, bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, phuong phép
dung té bao lai, phwong phép ding ADN tai t6 hop, phuong phép biéu hién thé thuc
khuén, va phuong phap str dung dong vt chuyén gen chira toan bo hodc mot phan locus
ctia globulin mién dich ctia nguoi, phuong phap nay va phuong phap khac 1am vi du dé

tao ra cac khang thé don dong duoc boc 16 trong ban mo ta nay.

N

Thuét ngit “khang thé tran” dugc ding dé chi khang thé ma khong duoc tiép hop
véi gbe khac loai (vi dy, gbe doc dbi véi té bao) hodc du dong vi phong xa. Khang thé

tran c6 the c¢6 mét trong dugc pham.
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A

Thuat ngit “khang thé ty nhién” duge ding dé chi cac phan tir globulin mién dich
¢6 trong ty nhién véi cu trac thay doi. Vi du, céc khing thé IgG tu nhién 13 cic
glycoprotein tetrame khac loai khoang 150.000 dalton, ciu thanh boi hai chudi nhe
gidng hét nhau va hai chudi ning gidng hét nhau ma lién két v6i nhau nho lién két
disulfua. Tr dAu tan cing N dén dau tan ciing C, mdi chudi ning c6 ving thay d6i (VH),
con duoc goi mién ning thay dbi hodc mién thay ddi cua chudi ning, tiép theo 13 ba
mién én dinh (CH1, CH2, va CH3). Tuong tu, tir ddu tdn cing N dén dau tan cing C,
mdi chudi nhe ¢ ving thay déi (VL), con duge goi mién nhe thay ddi hoic mién thay
ddi ctia chudi nhe, tiép theo 1a mién nhe én dinh (CL). Chudi nhe ctia khang thé c6 thé
dugc quy cho mot trong hai loai, duge goi 1a kappa (k) va lamda (1), trén co s¢ trinh tu

axit amin cda mién on dinh cda no.

Thuét ngit “to in roi 16ng vao bao géi,” nhu dugc st dung trong ban md ta nay,
ding dé chi huéng din thuong duge dua vao cdc goi thudc thanh pham ban trén thi
trudong, ma chira thong tin vé chi dinh, cach dung, lidu luong, duong ding, phép diéu tri
két hop, chéng chi dinh va/hodc canh bio lién quan dén viée st dung céc thude thanh
pham nay.

“Mirc d6 twong tu cua trinh tu axit amin tinh theo phan tram (%)”lién quan dén
trinh tu polypeptit quy chiéu duge xac dinh 1a ty 1& phan trim gitra s6 luong gbe axit
amin trong trinh ty tng vién ma la gibng hét voi cac gdc axit amin chta trong trinh tu
polypeptit quy chiéu, sau khi dudi thing céc trinh tw va dua cic khoang cach, néu can,
dé dat dugc mutc do tuong tu v& trinh tu cao nhét tinh theo phﬁn tram, va khong xem xét
dén thay thé bao toan bat ky 1a mot phan ciia tinh ddng nhat vé trinh ty. Viéc dudi thing
nham cac muc dich x4c dinh phén tram muc d6 tuong tu cua trinh ty axit amin c6 thé
dat dwoc theo nhidu cach ma da biét ddi véi chuyén gia trong linh vyc k¥ thuat nay da
biét, vi du, bang cach str dung phan mém mdy tinh ¢6 sén cho cdng chung st dung nhu
phin mém BLAST, BLAST-2, ALIGN hodc Megalign (DNASTAR). Chuyén gia trong
linh vuc k¥ thuat nay c6 thé xéc dinh céc thong sb thich hop dé so sanh trinh tu, bao
odm thuat toan bt ky can thiét dé dudi thing dugc t6i da trén toan b chidu dai cta cac
trinh tu duoc so sanh. Tuy nhién, nhim cac muc dich cla sang ché, tri sb vé muc do
twong tu cua trinh ty axit amin tinh theo % dugc tao ra béng cach st dung phén mém
may tinh dé so sanh trinh ty ALIGN-2. Phdn mém méy tinh ALIGN-2 d€ so sanh trinh

tu dugc tao ra béi Genentech, Inc., va ma nguon da duge ndp cung véi tai liéu dung cho
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ngudi st dung tai Cuc Ban quyén My (U.S. Copyright Office, Washington D.C., 20559),
khi n6 duoc dang ky theo Dang ky Ban quyén My s6 TXUS510087. Chuong trinh
ALIGN-2 duoc Genentech, Inc., South San Francisco, California c6 ban trén thi truong,
hodc c6 thé dugc bién tap to ma nguén. Chuong trinh ALIGN-2 can duoc bién soan dé
st dung trén hé didu hanh UNIX, ké ca UNIX V4.0D k¥ thuat sd. T4t ca cac thong sd
so sanh trinh tu duoc thiét 1ap theo chuong trinh ALIGN-2 va khong thay d6i.

Trong céc tinh hudng, khi ALIGN-2 dugc dung dé danh gi4 trinh ty axit amin,
thi mtrc do twong tu trinh tu tinh theo % gitta trinh ty axit amin nhét dinh A so v&i, d6i
v01, hodc theo trinh tu axit amin B nhét dinh (ma theo céch khéc, co thé duoc goi la trinh
tu cda axit amin A nhét dinh ¢6 hodc véi mic do giéng hét tuwong ty trinh ty cla axit
amin tinh theo % so v&i, di véi, hodc theo trinh tu axit amin B nhét dinh) dugc tinh

nhu sau:

100 1an phan doan X/Y
trong d6 X 1a s luong gbc axit amin duge ghi diém 13 kh6p dong nhét theo chwong trinh
dudi thing trinh tw ALIGN-2 & chd dudi thing A va B theo chuong trinh d6, va trong
d6 Y 1a téng sé gbe axit amin & B. C6 thé thay rang khi chiéu dai cta trinh tu axit amin
A khéng bing chiéu dai ctia trinh tur axit amin B,thi mc do twong ty trinh ty axit amin
theo % gilta A so v6i B khong bang murc dd twong tu trinh tu axit amin theo % gifta B
so voi A. Tru khi ¢6 quy dinh khéc,tht c& cac tri sd mirc d6 twong tu trinh ty axit amin
tinh theo % duoc dung trong ban mo ta nay thu dugc nhu da dugc boc 16 trong manh

néu ngay trén bang cach sir dung chuong trinh phan mém ALIGN-2.

Thuat ngft “dugc pham” duge ding dé chi ché phim & dang cho phép hoat tinh
sinh hoc ctia hoat chit chira trong d6 1a hiru hidu, va khong chira cac thanh phan b sung

ma 1a doc mot cach khong chép nhan dugc dbi véi ddi twong ding ché pham nay.

Thuat ng@t “chit mang duoc dung” dugc ding dé chi thanh phan trong duoc
phém, khong 1a hoat chét, ma 1a khong doc dbi véi déi tugng. Chit mang duge dung
bao gdm, nhung khong chi gidi han &, dung dich dém, ta dugc, chit lam 6n dinh, hodc

chit bao quan.

Thuat ngir “phép didu tri bénh” (va cac bién thé ngit phép clia chiing nhu “didu
tri bénh” hodc “viéc diéu tri bénh”) duoc ding trong ban md ta nay dé chi sy can thiép

vé mit 1am sang véi co gang lam thay doi tién trinh ty nhién cua cé thé dugc diéu tri, va
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6 thé dugc thuc hién dé phong bénh hodc trong tién trinh bénh hoc 1am sang. Céc tic
dung mong mubn clia viéc didu tri bénh bao gbém, nhung khong chi gi6i han &, phong
ngira su xuét hién hodc tai phat cia bénh, 1am thuyén giam céc triéu chung, lam giam
b6t hau qua truc tiép hodc gian tiép vé mit bénh Iy ctia bénh, phong ngtra di cdn, 1am
giam tbc d6 dién tién ctia bénh, lam thuyén giam hogc 1am dju tinh trang bénh ly, va lam
diu b6t hodc cai thién tién lugng bénh. Theo mot sd phuong an, khéng thé theo sang ché
¢ thé dugc dung dé tri hodn su phat trién cua bénh hoic dé 1am cham tién trién cta

bénh.

Thuat ngit “ving thay d6i” hodc “mién bién d6i” dé chimién cia chudi ning hodc
chudi nhe cua khang thé malién quan dén su lién két ctia khang thé v6i khang nguyén.
Cac mién thay déi ctia chudi ning va chudi nhe (lin luot la VH va VL) khang thé ty
nhién thudng c6 ciu tric twong tu, trong d6 mdi mién chira bén ving khung bao toan
(FR) va ba ving siéu thay d61i (HVR). (vi du, xem tai lidu: Kindt et al. Kuby Immunology,
61 ed., W.H. Freeman and Co., page 91 (2007).) Mot mién VH hogc mdt mién VL c6
thé 1a dit dé mang lai tinh dc hiéu vé mat lién két dbi voi khang nguyén. Hon thé nita,
cac khang thé ma lién két khang nguyén cu thé c6 thé phan lap duge bang cach st dung
mién VH hogc mién VL tir khang thé ma lién két khang nguyén dé sang loc thu vién lan
luot bao gémcéc mién VL hodc cac mién VH bd trg. Vi du, xem tai liéu: Portolano et

al., J. Immunol.150:880-887 (1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).

Thuat ngft “vat truyén” dugc ding trong ban mo ta nay dé chi phan tir axit nucleic
c6 kha nang nhan rong axit nucleic khac ma no lién két vao. Thuét ngit bao gom vat
truyén nay nhu ciu tric axit nucleic tu sao chép cling nhur vét truyén dadugc dua vao hé
gen cua té bao ctia vat cha ma né da duge dua vao. Mot s6 vat truyén nhét dinh c6 kha
nang diéu khién su biéu hién cia céc axit nucleic ma lién két vao mdt cach linh hoat.
Trong badn mo ta nay, cac vat truyén d6 duoc goi 1a “vat truyén biéu hién.”

II.  Khangthé

Theo mot khia canh, sang ché dua trén, mot phén, phét hién khang thé dac hiéu
kép gén két ca KLB va FGFR1c¢ va hoat héa c6 chon loc phirc hé thu thé FGFR1¢/KLB
va cam tng céc thay dbi chuyén hoa c6 1oi hy vong tir hoat tinh gibng FGF21, bao gdm
tén that khdi luong, va cai tién vé chuyén héa glucoza va chét béo, khdng c6 tac dong

dang ké trén gan va khong c6 ton that vé khdi lwong xuong.
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Theo mét sb phuong 4n, khéng thé lién két voi KLB duoc d& xuét. Sang ché con
d& xuit khang thé khang FGFR1, vi du, khang thé khang FGFR1c. Sang ché con dé xuét
khéng thé diic hiéu kép gin két v6i ca KLB va FGFR1 (dugc néi dén trong ban md ta
nay 13 khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1). Theo mot s& phuong én,
khéng thé dic hidu kép khang KLB/ khang FGFR1 theo sang ché lién két véi ca KLB
va FGFR1c. Theo mot s6 phwong an, khang thé theo sang ché bao g6m khang thé khong
phong bé viéc lién két va/hodc twong tac ctia phdi tt FGF, vi dy, FGF19 va FGF21, véi
phirc hé KLB/FGFRIc.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé theo sang ché khong c6 tac dong dang ké lén
gan, vi du, chirc nang gan. Khong bi giéi han bai ly thuyét cu thé, khang thé theo sang
ché khong din dén sy kich hoat phirc hé thu thé FGFR1¢/KLB trong gan. Theo mt sd
phuong 4n, khang thé theo sang ché khong didu bién hoat tinh ctia phtic hé thu thé
FGFR/KLB trong gan khi so v6i didu bién cta phirc hé thu thé FGFR/KLB trong gan
bang protein FGF21. Theo mdt s6 phuong an, khéng thé theo sang ché khong dan dén
su tc ché phirc hé FGFR4/KLB va/hoic khong dan dén do cao ciia enzym gan nhu,
nhung khong gi¢i han, ALT, AST, ALP va GLDH. Theo mot s§ phuong én, khang thé
theo sang ché khong c6 chirc nang lam chét chu vén ctia phitc hé FGFR2¢/KLB va/hoic
phtc hé¢ FGFR3c¢/KLB trong gan, ma co thé dan t6i tin hiéu MAPK duoc hoat héa
va/hodc biéu hién duoc bién ddi ctia Spry4 va Dusp6 trong gan. Theo mot s6 phuong
an, khang thé theo sang ché khong din dén su kich hoat tin hiéu MAPK trong gan khi
so v6i su kich hoat tin hiéu MAPK bang protein FGF21. Theo mot sd phuong an, khang
thé theo sang ché khong c6 chirc nang lam chét chi van clia phitc hé FGFR4/KLB trong

gan.

Theo mdt s6 phwong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé duoc lam gidéng nhu cia
ngudi. Theo mdt s6 phwong 4n, khang thé theo sang ché chira trinh tur & ngudi nhan, vi

du, trinh tu globulin mién dich & ngudi hodc trinh ty lién Gng & nguoi.

Theo mdt s6 phuwong 4n, khang th8 theo sang ché c¢6 thé 1a khang thé don dong,
bao gdm khang thé kham, dugc lam gidng nhu cta ngudi hodc & ngudi. Theo mot s6
phuong 4n, khéng thé theo séang ché c6 thé 1a manh khang thé, vi dy, méanh Fv, Fab,
Fab’, scFv, khang thé thé d6i, hoic F(ab),. Theo mot s6 phuong an, khang thé 1a khang
thé chidu dai ddy du, v/ du, khang thé IgG1 tro, hodc 16p khang thé khac hodc kiéu twong

duong nhu dugc dinh nghia trong ban mo t4 nay. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé
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theo sang ché c¢6 thé két hop bat ky dic tinh, don hodc két hop, nhu dugc md ta trong

cac phan 1-7, chi tiét bén dudi.

Khéng thé theo sang ché hitu dung, vi du, cho chin doan hodc diéu tri r6i loan
chuyén héa. Vi du khong giéi han v& 161 loan chuyén hoa bao gdbm budng trimg da nang
(polycystic ovary syndrome - PCOS), hoi ching chuyén hoéa (metabolic syndrome -
MetS), béo phi, viém gan nhiém m& khong do rugu (non-alcoholic steatohepatitis -
NASH), bénh gan nhiém m& khong do rwgu (non-alcoholic fatty liver disease -
NAFLD), méau nhiém md&, chitng ting huyét ap, bénh déi thdo duong loai 2, bénh di
thao dudng khong phai loai 2, bénh déi thao duong loai 1, bénh dai thao duong tu mién
tiém 4n (latent autoimmune diabetes - LAD), bénh dai thao duong phat thoi ky truong
thanh & thanh nién (maturity onset diabetes of the young - MODY), va ldo hoa va cac
bénh lién quan nhu bénh Alzheimer, bénh Parkinson va ALS.

A.  Khang thé khang KLB lam vi du

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét khang thé phan 14p duoc lién két véi protein
KLB. Theo mét s phuwong an, khéng thé khang KLB theo sang ché lién két v6i mién
dau tan cung C cia KLB. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang KLB theo séng ché
gin két voi manh KLB chtra trinh tu axit amin
SSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNYGDMDIYITAS (SEQ ID NO: 142). Theo mdt
s& phwong 4n, khang thé lién két vdi epitop gidng nhu khang thé khang KLB, vi du,

8C5, dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé khang KLB theo séng ché chira it nhit mot,
hai, ba, bdn, nim, hoic séu HVR dugc chon tir (a) HVR-HI1 chira trinh tu axit amin cia
bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1-15, vi du, 12 hodc 15; (b) HVR-H2 chtra trinh tu axit
amin cua bét ky trong s cac SEQ ID NO: 16-31, v du, 28 hodc 31; (¢) HVR-H3 chua
trinh tw axit amin cta bit ky trong s6 cac SEQ ID NO: 32-47, vi du, 44 hodc 47; (d)
HVR-L1 chta trinh ty axit amin cta bét ky trong s6 cic SEQ ID NO: 48-62, vi du, 49
hodc 62; (e) HVR-L2 chtra trinh tyr axit amin ctia bat ky trong sb cédc SEQ ID NO: 63-
78, vi du, 75 hoac 78; va (f) HVR-L3 chua trinh ty axit amin cta bét ky trong sb cac
SEQ ID NO: 79-93, v du, 90 hoic 93.

Theo mdt sb phwong 4n, sing ché dé xuit khang thé khang KIB chira it nhét mot,
hai, ba, bén, nam, hodc sau HVR duoc chon tir (a) HVR-H1 chaa SEQ ID NO: 12; (b)
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HVR-H2 chira SEQ ID NO: 28; (¢) HVR-H3 chua SEQ ID NO: 44; (d) HVR-L1 chta
SEQ ID NO: 49; (e) HVR-L2 chita SEQ ID NO: 75; va (f) HVR-L3 chtra SEQ ID NO:
90. Theo mdt sb phuong 4n, sang ché d& xuat khang thé khang KLB chira it nhét mot,
hai, ba, bdn, nam, hodc sdu HVR duoc chon tir (a) HVR-H1 chtta SEQ ID NO: 15; (b)
HVR-H2 chra SEQ ID No. 31; (¢) HVR-H3 chtra SEQ ID NO: 47; (d) HVR-L1 chtra
SEQ ID No. 62; (¢) HVR-L2 chta SEQ ID NO: 78; va (f) HVR-L3 chra SEQ ID NO:
93.

Sang ché con dé xuét khang thé khang KLB chira trinh tu viing bién d6i cia chudi
ning (VH) ¢6 it nhit 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc
100% trinh tu giéng vé6i trinh tu axit amin caa SEQ ID NO: 128. Theo mot s6 phuong
an, trinh ty VH ¢4 it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%
ddng nhét bao gdm thay thé (vi dy, thay thé bao toan nhu duge bdc 16 bén duéi), chén,
ho#ic x6a twong dbi vai trinh ty tham khao, ma khang thé khang KLB chua trinh tu giit
lai kha nang gin két véi KLB. Theo mot s6 phuong 4n, tong 1 dén 10 axit amin da dugc
thé, dugc chén va/hodc duge x6a trong SEQ ID NO: 128. Theo mot s6 phuong an, thay
thé, chén, hodc x6a dién ra trong cac ving bén ngoai HVR (#ic la, trong FR). Theo céch
khac hodc b sung, khang thé khang KLB chta trinh tw VH trong SEQ ID NO: 128, bao
¢dm bién ddi hau dich cua trinh ty nay nhu duge boc 16 bén dudi. Theo mdt sé phuong
an, VH chira mot, hai hodc ba HVR duogc chon tir: (a) HVR-H1 chira trinh ty axit amin
cia SEQ ID NO: 15, (b) HVR-H2 chtra trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 31, va (c)
HVR-H3 chta trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 47.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xut khang thé khang KLB, trong d6 khang thé
chira ving bién ddi cta chudi nhe (VL) c6 it nhit 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%., 98%, 99%, hodac 100% trinh tu giéng v61 trinh tu axit amin cua SEQ ID NO:
130. Theo mot sb phuong 4n, trinh ty VL ¢6 it nhit 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, hodc 99% ddng nhit bao gdm thay thé (vi du, thay thé bao toan), chén,
hodc x6a twong dbi vai trinh ty tham khao, ma khang thé khang KLB chtra trinh tu giit
lai kha ning gin két véi KLB. Theo mot s6 phuong 4n, tdng 1 dén 10 axit amin da duoc
thé, dugce chén va/hoic duge x6a trong SEQ ID NO: 130. Theo mdt s6 phuong an, sy
thay thé, chén, hoic x6a dién ra trong cac ving bén ngoai HVR (#ic Ia, trong FR). Theo
cach khac hodc bd sung, khang thé khang KLB chwra trinh ty VL trong SEQ ID NO:

130, bao gbm héu dich bién dbi cua trinh tu nay. Theo mot ) phuong an, VL chtra mdt,
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hai hodc ba HVR dugc chon tir (a) HVR-L1 chtra trinh tu axit amin cua SEQ ID NO:
62; (b) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 78; va (¢) HVR-L3 chtra trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 93.

Sang ché con dé xuét khang thé khang KLB, trong d6 khang thé chira VH theo
bét ky phwong an dugc dé xuét & trén, va VL theo bat ky phuong 4n dwgc dé xuit & trén.
Theo mdt s6 phuong an, khang thé chira cc trinh ty VH va VL trong SEQ ID NO: 128
va SEQ ID NO: 130, twong @ng, bao gdbm bién d6i hau dich cac trinh tw nay.

Theo mot s6 phuong an, khang thé khang KLB gén két véi manh KLB chtra trinh
tir axit amin SSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNYGDMDIYITAS (SEQ ID NO:
142).

B.  Khéng thé khang FGFR1 lam vi du

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét khang thé phén 14p duoc lién két voi protein
FGFR1. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé khang FGFR1 theo sang ché gin két véi
FGFRI1c. Theo mét sb phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé khang FGFRI chira it
nhét mot, hai, ba, bén, nim, hodc sau HVR duoc chon tir (a) HVR-H1 chira SEQ ID
NO: 136; (b) HVR-H2 chtra SEQ ID NO: 137; (¢) HVR-H3 chtra SEQ ID NO: 138; (d)
HVR-L1 chta SEQ ID NO: 139; (e) HVR-L2 chta SEQ ID NO: 140; va (f) HVR-L3
chtra SEQ ID NO: 141.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang FGFR1 theo sang ché chua trinh ty
vung bién ddi caa chudi nang (VH) co it nhéat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, hodc 100% trinh tu giéng véi trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 132.
Theo mét s& phuong én, trinh tw VH ¢6 it nhit 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, hodc 99% ddng nhit bao gdm thay thé (vi du, thay thé bao toan), chén, hoic
x6a twong dbi v6i trinh ty tham khao, ma khang thé khang FGFR1 chta trinh ty git lai
kha nang gén két v6i FGFR1. Theo mot s& phwong an, tong 1 dén 10 axit amin da dugc
thé, duoc chén va/hodc duoc x6a trong SEQ ID NO: 132. Theo mét sé phwong 4n, thay
thé, chén, hoic x6a dién ra trong céc viing bén ngoai HVR (titc la, trong FR). Theo cach
khac hodc bd sung, khang thé khang FGFR1 chia trinh tw VH trong SEQ ID NO: 132,
bao gém bién dbi hau dich cua trinh tu nay. Theo mot sb phuong 4n, VH chtra mot, hai

hoac ba HVR duogc chon tir: (a) HVR-H1 chtra trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 136,

-35-



33446

(b) HVR-H2 chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 137, va (¢) HVR-H3 chta trinh
tu axit amin cua SEQ ID NO: 138.

Sang ché con dé xudt khang thé khang FGFR1, trong d6 khang thé chira ving
bién ddi cia chudi nhe (VL) c6 it nhit 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, hoac 100% trinh tu giéng v0i trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 134. Theo
mot s6 phuong an, trinh tw VL ¢6 it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, hodc 99% ddng nhat bao gdm thay thé (vi du, thay thé bao toan), chén, hodc x6a
turong dbi voi tham khéo trinh tu, ma khang thé khang FGFRI1 chta trinh tu giit lai kha
nang gén két véi FGFR1. Theo mot s6 phuwong an, tong 1 dén 10 axit amin da dugc thé,
duge chén va/hodc duge x6a trong SEQ ID NO: 134. Theo mét s6 phuong 4n, su thay
thé, chén, hodc x6a dién ra trong cic ving bén ngoai HVR (#izc la, trong FR). Theo cach
khac hodc bd sung, khang thé khang FGFR1 chta trinh tw VL trong SEQ ID NO: 134,
bao gém bién d6i hau dich cuta trinh ty nay. Theo phuong an cu thé, 'VL chra mot, hai
hodc ba HVR dugc chon tir (a) HVR-L1 chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 139;
(b) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 140; va (¢) HVR-L3 chura trinh ty
axit amin ctia SEQ ID NO: 141.

Theo khia canh khac, khang thé khang FGFR1 duogc dé xuat, trong d6 khang thé
chira VH theo bét ky phuong an dugc dé xuat & trén, va VL theo bét ky phuong an duoc
8 xuét & trén. Theo mot s phwong an, khang thé khang FGFR1 chira cac trinh tw VH
va VL trong SEQ ID NO: 132 va SEQ ID NO: 134, tuong tng, bao gdm bién ddi hau

dich cta céc trinh ty nay.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé FGFR1 theo sang ché gin két v6i manh
FGFR1c chtra trinh tu axit amin KLHAVPAAKTVKFKCP (SEQ ID NO: 143) hodc
FKPDHRIGGYKVRY (SEQ ID NO: 144).

C.  Khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 lam vi du

Sang ché con dé xuat khang thé dic hidu kép gin két v6i ca KLB va FGFR1 (fitc
la, khang thé dic hiéu kép khang KI.B/khang FGFR1). Khang thé dic hiéu kép c6 hai
tinh dic hiu gin két khac nhau, xem, vi dy, Patent My s& 5.922.845 va 5.837.243;
Zeilder (1999) J. Immunol. 163:1246-1252; Somasundaram (1999) Hum. Antibodies
9:47-54; Keler (1997) Cancer Res. 57:4008-4014. Vi du, va khong giéi han, sang ché

d& xut khang thé dic hiéu kép c6 mot vi tri gin két (vi du, vi tri gan két khang nguyén)
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cho epitop thir nhat c6 trén KLB va vi tri gén két thir hai cho epitop thtt hai ¢6 trén
FGFRI1. Vi du, va khong gidi han, sang ché d& xuit khang thé ma mot nhanh gén két
KLB va chtra bit ky trinh ty khang thé khang KLB dugc mo ta trong ban md ta ndy va
nhénh th hai gén két voi FGFR1 va chira bat ky trinh tu khang thé khang FGFR1 dugc
md ta trong ban mo ta nay. Theo mot s& phuong 4n, khang thé dic hidu kép khang
KLB/khdng FGFR1 theo sdng ché ¢ mot vi tri gén két cho epitop tht nhit ¢6 trén KLB
va vi trf gan két thir hai cho epitop thit hai c6 trén FGFR1c.

Theo mét s6 phuong an, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khéng FGFR1 dugce
boc 16 trong ban méd ta ndy dung dé chi khang thé didu bién hoat tinh phic hé
KLB/FGFRI1c. Vi du, khang thé dic hiéu kép dic hidu kép khang KLB/khdng FGFR1
6 thé c6 chitc nang lam chit chu van va hoat hoa phuc h¢ KLB/FGFR1c. Theo mot $6
phuong an, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFRI1 la khang thé tang hoat
tinh cia phtc hé KLB/FGFRI1c gan it nhit 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 99% hoac 99,9%. Theo mdt $6 phuong 4n, ddc hi¢u kép khang KI.B/khang
FGFR1 c6 thé 1a khang thé dan dén sw phosphoryl hoa dich & phia dudi phic hé
KLB/FGFRIc, vi du, MAPK va/hodac ERK.

Theo mot sé phuong an, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khdng FGFR1 dugc
boc 10 trong ban mo ta nay ding dé chi khang thé diéu bién hoat tinh phirc hé
KLB/FGFRI1c va khong phong bé su twong tac va/hoic gfn két cua phdi tor FGF ty
nhién, vi du, FGF19 va FGF21, véi phttcc hé¢ KLB/FGFR1c. Theo mot sb phuong an,
khang thé dic hiéu kép khang KI.B/khang FGFR1 dugc bdc 19 trong ban md ta nay ding
d& chi khang thé khong phong bé hoat tinh va/hodc gin két clia phéi tit FGF tu nhién
v6i thu thé FGF khong c¢6 mat ciia KLB. Vi dy, va khong gi6i han, khang thé dic hiéu
kép khang KL.B/khang FGFR1 theo sang ché khong phong bé sy twong tac ctia phéi tir
FGF tu nhién véi phitc hé FGFR1/KLA va/hodc chi FGFRI1. Theo mot s6 phuong 4n,
khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 dugc boc 10 trong ban md ta nay dung
@8 chi khang thé khong phong bé hoat tinh va/hoic lién két ciia phdi tit FGF ty nhién
véi KLB khong ¢6 mat cia FGFR1. Vi du, va khong gi6i han, khang thé dic hiéu kép
khéng KLB/khéng FGFR1 theo sang ché khong phong bé su twong téc clia phéi tir FGF
tu nhién véi phite hé FGFR4/KLB, phttc hé¢ FGFR2c¢/KLB va/hodc phirc hé
FGFR3c¢/KLB.
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Theo mét sé phwong éan, khén;g thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1, vi
du, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR 1c, hodc phan lién két khang nguyén
ctia no, bao gdm ving chudi ning va:chudi nhe. Theo mdt sé phuong 4n, chudi ning
chidu dai day du bao gdm axit amin c6 trinh ty it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% gidng voi trinh tu duge dé cap trong SEQ ID NO:
129. Theo mot sb phuong an, chudi nhe chiéu dai déy da bao gém axit amin co trinh tu
it nhét 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoic 100% gidng véi
trinh tu dugc dé cap trong SEQ ID NO: 131. Theo mdt ) phuong 4n, chudi ning chiéu
dai ddy du bao gdm axit amin c6 trinh ty dugc d& cap trong SEQ ID NO: 129. Theo mét
s6 phwong an, chudi nhe chidu dai diy di bao gdm axit amin c6 trinh tu dugc dé cép

trong SEQ ID NO: 131.

Theo mdt sé phwong an, khang thé dic hiéu kép khdng KLB/khang FGFR1, vi
du, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR 1 ¢, hodc phan lién két khang nguyén
clia n6, bao gdbm ving bién ddi ctia chudi ning va ving bién ddi cua chudi nhe. Theo
mdt s& phuong 4n, ving bién dbi ctia chudi nang bao gdm axit amin c6 trinh t it nhat
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoidc 100% gidng v&i trinh tu
dugc dé cap trong SEQ ID NO: 128. Theo mdt s6 phuong 4n, viing bién ddi cia chudi
nhe bao gdm axit amin c6 trinh ty it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, hodc 100% giéng v6i trinh tu dugc dé cap trong SEQ ID NO: 130. Theo mot
sb phuong an, vung bién ddi cua chudi nang bao gém axit amin c6 trinh tu dugc dé cap
trong SEQ ID NO: 128. Theo mét s6 phurong 4n, ving bién ddi ctia chudi nhe bao gdm
axit amin ¢6 trinh tu duoc dé cdp trong SEQ ID NO: 130.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé dic hidu kép khang KLB/khdng FGFR1 chira
it nhat mot, hai, ba, bdn, ndm, hodc sdu HVR duoc chon tir (a) HVR-HI chtra trinh tu
axit amin cua bat ky trong sé cac SEQ ID NO: 1-15, vi du, 12 hoic 15; (b) HVR-H2
chtra trinh ty axit amin cia bat ky trong sb cac SEQ ID NO: 16-31, vi du, 28 hodc 31;
(c) HVR-H3 chua trinh tir axit amin ctia bat ky trong sé cac SEQ ID NO: 32-47, vi du,
44 hoidc 47; (d) HVR-L1 chira trinh tu axit amin cta bét ky trong s6 cac SEQ ID NO:
48-62, vi du, 49 hoac 62; (e) HVR-L2 chua trinh ty axit amin ctia bét ky trong sb cac
SEQ ID NO: 63-78, vi du, 75 hoac 78; va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin cua bat
ky trong sb cac SEQ ID NO: 79-93, vi du, 90 hoac 93.
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Theo mdt sé phuong 4n, khang thé dac hiéu kép khang KLB/khang FGFRI, vi
du, khang thé dic hiéu kép khang KIB/khang FGFR ¢, chira it nhat mét, hai, ba, bon,
nam, hodc sau HVR dugc chon tir (a) HVR-H1 chita SEQ ID NO: 12; (b) HVR-H2 chtra
SEQ ID NO: 28; (¢c) HVR-H3 chita SEQ ID NO: 44; (d) HVR-L1 chtta SEQ ID NO:
49; () HVR-L2 chtta SEQ ID NO: 75; va (f) HVR-L3 chtta SEQ ID NO: 90. Theo mot
sb phuong an, sang ché @& xuét khang thé khang KLLB chira it nhéit mét, hai, ba, bon,
nim, hodc sdu HVR dugc chon tir (a) HVR-HI1 chita SEQ ID NO: 15; (b) HVR-H2 chira
SEQ ID NO: 31; (¢) HVR-H3 chtta SEQ ID NO: 47; (d) HVR-L1 chtra SEQ ID NO:
62; (¢) HVR-L2 chira SEQ ID NO: 78; va (f) HVR-L3 chtta SEQ ID NO: 93.

Theo mot s& phuong 4an, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1, vi
du, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFRIc, bao gdm ving bién ddi cua
chudi ning chira cac mién CDR1, CDR2, va CDR3, va ving bién ddi cua chudi nhe
chita cac mién CDR1, CDR2, va CDR3. Theo mét s& phuong 4n, ving bién dbi ctia
chudi ning mién CDR1 bao gdm trinh ty axit amin c6 trinh tu dugc dé cap trong SEQ
ID NO: 1-15. Theo mét sé phuong an, ving bién dbi cta chudi ning mién CDR2 bao
gdm trinh ty axit amin 12 trinh tw duoc dé cap trong SEQ ID NO: 16-31. Theo mdt s&
phuong an, ving bién ddi cua chudi ning mién CDR3 bao gbm trinh tur axit amin c¢6
trinh ty {t nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100%
giéng v6i SEQ ID NO: 32-47. Theo mdt s phuong an, ving bién di ctia chudi nhe
mién CDR1 bao gdm trinh ty axit amin ¢6 trinh tu it nhit 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% giéng voi SEQ ID NO: 48-62. Theo mot s6
phuong 4n, viing bién ddi ctia chudi nhe mién CDR2 bao gdm trinh ty axit amin c6 trinh
tu it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% gidng
v6i SEQ ID NO: 63-78. Theo mét sd phwong 4n, viing bién ddi cua chudi nhe mién
CDR3 bao gdm trinh ty axit amin c6 trinh ty it nhit 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, hoic 100% gidng véi SEQ ID NO: 79-93.

Theo mot s6 phuwong 4n, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1, vi
du, khéng thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFRIc, bao gdm ving bién dbi cla
chudi nang chira cac mién CDR1, CDR2, va CDR3, va vung bién dbi cta chudi nhe
chita cdc midn CDR1, CDR2, va CDR3. Theo mot sé phwong 4n, ving bién ddi cia
chudi ning mién CDR1 bao gdm trinh tu axit amin c6 trinh ty dugc dé cap trong SEQ

ID NO: 1-15. Theo mdt s6 phwong 4an, ving bién ddi ctia chudi ning mién CDR2 bao
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gém trinh tu axit amin ¢6 trinh ty dugc dé cap trong SEQ ID NO: 16-31. Theo mot sb
phuong 4n, ving bién dbi ciia chudi ning mién CDR3 bao gdm trinh tu axit amin c6
trinh ty dwoc dé cap trong SEQ ID NO: 32-47. Theo mot s6 phuong 4n, ving bién dbi
ctia chudi nhe mién CDR1 bao gdm trinh tu axit amin c6 trinh tu dugc dé cip trong SEQ
ID NO: 48-62. Theo mdt s6 phuong 4n, ving bién dbi ctia chudi nhe mién CDR2 bao
gbm trinh tu axit amin c6 trinh tu duge dé cap trong SEQ ID NO: 63-78. Theo mot s6
phuong an, ving bién ddi ctia chudi nhe mién CDR3 bao gdm trinh ty axit amin c6 trinh

tu dugc dé cap trong SEQ ID NO: 79-93.

Theo mot sé phuong an, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1, v
du, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFRIc, bao gdm ving bién dbi coa
chudi nang CDR1 ¢6 trinh tu dwoc dé cdp trong SEQ ID NO: 15; ving bién dbi cua
chudi ning CDR2 c6 trinh tur duoc dé cp trong SEQ ID NO: 31; ving bién dbi cua
chudi ning CDR3 ¢6 trinh ty duoc d& cdp trong SEQ ID NO: 47; ving bién dbi cua
chudi nhe CDRI ¢6 trinh tu duoc dé cap trong SEQ ID NO: 62; ving bién ddi cta chudi
nhe CDR2 ¢6 trinh ty dugc dé cdp trong SEQ ID NO: 78; va ving bién ddi cia chudi
nhe CDR3 ¢6 trinh tu dugc dé cap trong SEQ ID NO: 93.

Theo mot sé phuong 4n, khang thé dic hidu kép khang KLB/khang FGFR1 bao
g6m khang thé thir nhét, hodc phan lién két khang nguyén cia no, va bao gdm khang thé
thir hai, hodc phan lién két khang nguyén ctia n6, ma khang thé thi nhét, hoic phan lién
két khang nguyén cta no, lién két véi epitop c6 trén KLB, va khang thé thir hai, hogc
phan lién két khang nguyén cta né, gin két véi epitop c¢6 trén FGFR1, vi du, FGFRIc.
Vi du, va khong gi6i han, khang thé tht nhét, hodc phan lién két khang nguyén cia no,
c6 thé chira viing bién ddi ctia chudi ning va ving bién ddi ciia chudi nhe; va khang thé
thtr hai, hodic phan lién két khang nguyén cia no, ¢ thé chira ving bién ddi ctia chudi
ning va ving bién do6i ctia chudi nhe. Theo mot s6 phuong 4n, ving bién d6i ctia chudi
nang cua khéhg thé tht nhat, hodc phéan lién két khang nguyén cua nd, bao gdm axit
amin c6 trinh tu it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoic
100% gidng vdi trinh ty duge d& cip trong SEQ ID NO: 128. Theo mdt s6 phuong an,
viing bién ddi ctia chudi nhe ctia khang thé tht nhét, hoic cac phan gin két khang nguyén
cda nod, bao g?)m axit amin c6 trinh tu it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, hodc 100% gidng véi trinh tw duwoc dé cép trong SEQ ID NO: 130.

Theo mdt sO phuong &n, ving bién doi ctia chudi niing clia khéng thé thir hai hozc phan
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lien két khang nguyén ciia n6 bao gdm axit amin c6 trinh tur it nhit 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% gidng vai trinh tur dugc dé cap trong
SEQ ID NO: 132. Theo mdt sd phuong 4n, ving bién doi ciia chudi nhe ctia khang thé
th hai, hodc cac phan gan két khang nguyén cua n6, bao gdm axit amin c6 trinh tu it
nhét 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoic 100% gidng véi
trinh tu duoc dé cap trong SEQ ID NO: 134.

Theo mdt sé phwong 4n, khang thé ddc hiéu kép khang KIL.B/khang FGFR1 gin
két v6i epitop gidng nhu khang thé khang KLB dugc dé xuét trong ban mo ta nay. Vi
du, theo mot sb phuong 4n, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 dugc dé
xuét gin két vai epitop gidng nhu khang thé khang KLB chira trinh tw VH ctia SEQ ID
NO: 128 va trinh ty VL cua SEQ ID NO: 130. Theo mot s6 phuong an, khang thé dic
hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 dugc d& xuit gan két v6i manh KLB chira trinh tu
axit amin SSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNYGDMDIYITAS (SEQ ID NO: 142).

Theo mot s6 phuong an, khang thé dic hi¢u kép khang KLB/khéng FGFR1 dugce
d& xut gin két véi manh KLB ¢6 trinh ty axit amin it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% giéng v0i trinh tu duogc deé cap trong SEQ ID
NO: 142.

Theo mot sb phuwong 4n, khang thé dic higu kép khang KLB/khéng FGFR1 lién
két v6i epitop gidng nhu khang thé khang KLB duoc dé xut trong ban mo ta nay. Vi
du, theo mdt s6 phuong an, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khéang FGFR1 duoc deé
xudt lién két vdi epitop gidng nhu khang thé khang KLB chta trinh tu chudi ning chiéu
dai ddy du ctia SEQ ID NO: 129 va trinh tuy chudi nhe chiéu dai diy dd ctia SEQ ID NO:
131.

Theo mdt sb phuwong 4n, sang ché dé xuét khang thé dic hiéu kép khang
KLB/khéng FGFR1 lién két vé6i epitop gibng nhu khang thé khang FGFR1 duoc dé xuét
trong ban mo ta nay. Vi du, theo mot sb phuong an, khang thé dic hi¢u kép khéng
KLB/khdng FGFR1 dugc dé xuit lién két vai epitop gidng nhu khéng thé khang FGFR1
chtra trinh tv VH cta SEQ ID NO: 132 va trinh ty VL ctda SEQ ID NO: 134. Theo mdt
s& phuong 4n, khéng thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 duoc dé xudt gan két
v6i manh FGFR1c chta trinh ty axit amin KLHAVPAAKTVKFKCP (SEQ ID NO:
143) hosc FKPDHRIGGYKVRY (SEQ ID NO: 144).
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Theo mdt sé phwong 4n, sang ché dé xuét khang thé dic hidu kép khang
KLB/khang FGFR1 lién két véi epitop gibng nhur khang thé khang FGFR1 duge d& xuét
trong ban mo td nay. Vi du, theo mot s& phuong 4n, khang thé dic hiéu kép khing
KLB/khang FGFR1 dugc dé xuit lién két véi epitop gidng nhu khang thé khang FGFR1
chuta trinh tu chudi nang ctia SEQ ID NO: 133 va trinh tu chudi nhe cia SEQ ID NO:
135.

Theo mot s6 phuong an, khang thé dic hidu kép khang KLB/khang FGFR1 theo
sang ché gén két voi manh FGFRI1c c6 trinh ty axit amin it nhat 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% gidng véi trinh tu duge dé cép trong SEQ
ID NO: 143,

Theo mot sb phuong 4n, khang thé dic hidu kép khang KLB/khang FGFR1 theo
sdng ché gén két voi manh FGFR1c c6 trinh ty axit amin it nhat 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoac 100% giéng va1i trinh tu duoc dé cap trong SEQ
ID NO: 144,

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 dugc
dé xuét gin két v6i manh KLB c6 trinh ty axit amin it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% giéng v6i trinh tu duoc dé cap trong SEQ ID
NO: 142, va gén két v6i manh FGFRIc c6 trinh tu axit amin it nhat 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% gidng véi trinh tur dugc d& cap trong
SEQ ID NO: 143 hoic 144.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 dugc
dé xudt gén két voi manh KILB c6 trinh ty axit amin dugc d& céap trong SEQ ID NO: 142
va gin két véi manh FGFR1c¢ c6 trinh ty axit amin dugc dé cap trong SEQ ID NO: 143
hodc 144.

1. Ailyc khdng thé

Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé theo sang ché c6 thé ¢6 hang s phén ra (Kq)
<1M,<100mM, <10 mM, <1 mM, <100 uM, <10 pM, < 1puM, <100 nM, <10 nM,
<1nM,<0,1 nM, <0,01 nM, hodc < 0,001 nM. Theo mét s phuwong an, khang thé theo
sang ché co thé c6 Kq khoang 1073 ho#c nhé hon, hodc 10 M hodc nhd hon, vi du, tix
108 M dén 103 M, vi dy, tir 10° M dén 1073 M.
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Theo mot s& phuong 4n, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 ¢c6
thé bao gdm nhanh khang FGFR1 ¢6 Kq khoang 10 nM dén khoang 10 pM. Theo mot
s6 phuong 4n, khang thé dic hiu kép khang KLB/khang FGFR1 v6i nhanh FGFR1 ¢6
41 luc thap co thé giam nhe nguy co khang thé dac hiéu kép khang KLB/khang FGFR1
gén chit v6i FGFR1 khong c6 mit ciia KLB va ngan nglra su gin két va/hodc kich hoat
FGFR1 bang phéi t FGF khic nhu, nhung khong gi6i han, FGF1, FGF2, FGF8 va
FGF23. Theo mot s phuong 4n, nhanh FGFR1 v6i i luc thép c6 thé cho phép ¢6 mirc
do khong sach khang FGFR1 cao hon nhu, nhung khong gi6i han, khang thé nua chd
phinh to khang FGFR1, dime khang FGFR1 khong dong hoa tri, dime khang FGFR1
dbng hoa tri va loai khéi lugng cao phan ti, khong dan dén tac dung phu déng ké trong
lam sang. Vi duy, theo mot s6 phuong an, khoang 2% loai khdi luong phén tr cao va
1,5% bén khang thé khang FGFR1 ¢6 thé ¢6 mit trong viée chuan bi khéng thé dac hiéu
kép khang KLB/khang FGFRI theo séang ché khong dan dén tac dung sinh hoc ddi
nghich.

Theo mot sé phuong 4n, Ka ¢6 thé duge do bang thir nghiém gin két khang
nguyén danh ddu phéng xa (RIA). Theo mdt s6 phuong an, RIA c6 thé duoc thuc hién
v6i phién ban Fab cua khang thé quan tdm va khang nguyén cua né. Vi dy, va khong
gi6i han, 4i luc gin két dung dich ctia Fab vé6i khang nguyén dugce do bang cach lam cén
bang Fab véi ndng do t6i thidu cua khang nguyén duge danh dau ('2°1) khi c6 mit day
chudn do cta khang nguyén khong dugc danh diu, sau d6 bat khang nguyén bao quanh
tdm duoc bao khang thé khang Fab (xem, vi du, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-
881(1999)). Dé thiét 1ap cac didu kién thir nghiém, tAm da giéng MICROTITER®
(Thermo Scientific) dugc bao qua dém bang 5 pg/ml khang thé khang Fab bt (Cappel
Labs) trong 50 mM natri cacbonat (pH 9,6), va tiép theo dugc phong bé bang albumin
huyét thanh bd 2% (w/v) trong PBS trong hai dén nam gid' & nhiét do phong (khoing
23°C). Trong tAm khong thdm nudc (Nunc #269620), khang nguyén 100 pM hodc 26
pM [125T] duoc tron 13n cing véi viée pha lodng néi tiép Fab quan tam (vi du, nhat quén
v61 dinh muc cua khang thé khang VEGF, Fab-12, trong Presta et al., Cancer Res.
57:4593-4599 (1997)). Sau d6 Fab quan tdm dugc 0 qua dém; tuy nhién, sy nudi co6 thé
tiép tuc trong khoang thoi gian dai hon (vi dy, khoang 65 gid) dé dam bao rang dat duoc
trang thai cin bang. Sau d6, hdn hop dugc van chuyén dén tAm bt giit dé nudi & nhiét

do6 phong (vi du, trong mot gi¢). Dung dich sau d6 dugc 14y di va tAm nay dugc rira tim
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lan biang polysorbat 20 (TWEEN-20%) 0,1% trong PBS. Khi tim nay da sdy, 150
ul/giéng chét 14p lanh (MICROSCINT-20™; Packard) dugc thém vao, va tim nay dugc
dém trén may dém tia gamma TOPCOUNT™ (Packard) trong mudi phut. Nong dd mdi
Fab nho hon hoic bing 20% gin két tdi da duoc chon dé ding trong thtr nghiém gan két
canh tranh.

Theo mot s6 phuong an, Ka ¢6 thé dugc do bang cach st dung thir nghiém cong
huéng plasmon bé mit BIACORE®. Vi du, va khong gi6i han, thit nghiém st dung
BIACORE®-2000 hoic BIACORE®-3000 (Biacore, Inc., Piscataway, NJ) dugc thuc
hién & 25°C véi chip khang nguyén ¢b dinh CM5 & ~10 don vi dap tmg (response unit -
RU). Theo mét sd phuong an, chip cam bién sinh hoc dextran carboxymetyl hoa (CMS,
Biacore, Inc.) dugc hoat héa bing N-etyl-N’- (3-dimetylaminopropyl)-carbodiimit
hydroclorit (EDC) va N-hydroxysucxinimit (NHS) theo huéng dan cua nha cung cap.
Khang nguyén duogc pha loang béang natri axetat10 mM, pH 4,8, dén 5 pg/ml (~0,2 pM)
trude khi tiém & téc do dong 5 pl/phut dé thu duoc khoang 10 don vi dap ting (response
unit - RU) cta protein cdp d6i. Sau khi tiém khang nguyén, etanolamin 1 M duogc tiém
dé phong bé cac nhém chura phan ting. Véi cdc phép do dong luc, Fab pha loang nbi tiép
hai 14n (0,78 nM dén 500 nM) dugc tiém trong PBS véi chét hoat dong bé mit polysorbat
20 (TWEEN-20™) 0,05% (PBST) & 25°C véi tbc d6 dong khoang 25 ul/phut. Tée do
két hop (kop) va toc dd phan rd (koff) duoc tinh bing cach st dung mau gian két
Langmuir mot véi mot don gian (BIACORE® Evaluation Software phién ban 3.2) bang
cach 1am phu hop ddng thoi biéu dd cam ting két hop va phan ra. Hang s phan ra can

bang (Ka) ¢6 thé dugc tinh 13 ty 18 kofp'kon, Xem, vi dy, Chen et al., J. Mol. Biol

293:865-881 (1999). Néu ty 18 trén vuot qua 100 M-1 s-1 bang thir nghiém cong huéng
plasmon b& mit & trén, sau d6 ty 1é trén c6 thé duoc x4c dinh bang cach st dung k¥ thuat
lam ngudi huynh quang do sy tdng hodc ha trong cudng do phat xa huynh quang (kich
thich = 295 nm; lugng phét xa = 340 nm, bing tdn 16 nm) ¢ 259C cta khang thé khang
lai khang nguyén 20 nM (dang Fab) trong PBS, pH 7,2, c6 ndng do khang nguyén ting
1én nhu dugc do trong phd ké, nhu quang phd ké ¢6 chin dong (Aviv Instruments) hodc
quang phd ké SLM-AMINCO™ 8000 diy (ThermoSpectronic) véi chau thuy tinh
khudy.
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2. Mdnh khéng thé

Theo mdt s6 phwong 4n, khang thé theo sang ché 1a manh khang thé. Manh khéng
thé bao gém, nhung khong gidi han boi, manh Fab, Fab’, Fab’-SH, F(ab’),, Fv, va scFv,
va cac méanh khac duge mo ta bén duéi. Tdéng quan mot sé manh khang thé, xem Hudson
et al. Nat. Med. 9:129-134 (2003). Téng quan manh scFv, xem, vi du, Pluckthiin, trong
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds.,
(Springer-Verlag, New York), pp. 269-315 (1994); cling xem WO 93/16185; va Patent
Mg s 5.571,894 va 5.587.458. Bé thao luan Fab va F(ab’), manh chira thu thé thu nhat

lai gn két luong du epitop va ting ban tdn in vivo, xem Patent M¥ sb 5.869.046.

Theo mdt sb phuong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé thé doi.
Khang thé thé doi 1a manh khang thé véi hai vi tri gén két khang nguyén c6 thé 1a hoa
tri hai hodc ddc hiéu kép. Xem, vi dy, EP 404,097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat.
Med. 9:129-134 (2003); va Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US4 90: 6444-6448
(1993). Khang thé thé ba va khang thé thé bén cling dugec mo ta trong Hudson et al.,
Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Theo mét sb phwong 4n, khang thé theo sang ché ¢6 thé 1a khang thé mién don.
Khang thé mién don 12 manh khang thé chira tat c4 hodc mot phan cia ving bién ddi
ctia chudi ning hodc tit ca hoic mot phin ciia ving bién dbi cuia chudi nhe cua khang
thé. Theo mot sd phuong 4n, khang thé mién don 13 khang thé mién don & ngudi

(Domantis, Inc., Waltham, MA; xem, vi du, Patent My s6 6.248.516 B1).

Manh khang thé c6 thé duoc tao ra bang cdc phuong phip khic nhau bao gom,
nhung khong gidi han, phan hiy phan gidi protein ctia khang thé tro ciing nhu san xuét
bang té bao chu tai td hop (vi du, E. coli hodc thuc khudn), nhu dugc mo ta trong ban
mo ta nay.

3. Khding thé thé kham va dieoc lam giong nhi clia nguoi

Theo mdt s& phuong 4n, khang thé theo sang ché 1a khang thé thé kham. Mot s6
khang thé thé kham dugc md ta, vi du, trong Patent My s6 4.816.567; va Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). Theo mdt sé phuong 4n, khang thé
thé kham theo sang ché chira ving thay d6i khong phai & ngudi (v du, ving thay d6i
duogc dan xuét tir chudt, chudt ratus, chudt lang, thé, hodc linh truéng khong phai nguoi,

nhu khi) va ving ¢ dinh & ngudi. Theo vi du khac, khang thé thé kham c6 thé 1a khang
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thé “chuyén 16p” trong d6 16p hodc 16p phu da duoc thay ddi tir 16p ctia khang thé gdc.

Khang thé thé kham chira manh gén két khang nguyén cia né.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé thé kham theo sang ché c6 thé 1a khang thé
dugc 1am giéng nhu ciia ngudi. Dién hinh, khang thé khong phai ¢ ngudi dugc lam
gidng nhu cta ngudi dé 1am giam tinh sinh mién dich v6i ngudi, trong khi giit tinh dic
hiéu va ai luc cua khang thé khong phai & nguoi gde. Thong thuong, khang thé dugc
1am gibng nhu ctia ngudi chira mot hodc nhiéu mién thay doi trong d6 HVR, vi du, CDR,
(hodc cac phin cia n6) duoc din xuit tir khang thé khong phai & nguoi, va FR (hodc
cac phan ctia né) dugc dan xudt tir trinh ty khang thé & ngudi. Khang thé dugc lam gidng
nhu clia ngudi ciing s& tiy chon chira it nhat mot phan ctia viing c¢b dinh & ngudi. Theo
mdt s6 phuong an, mot sd lugng du FR trong khéng thé dugc lam gidng nhu ctia nguoi
duoc thé v6i lwong du twong Gng tir khang thé khong phai & ngudi (vi dy, khang thé tir
d6 lugng du HVR duogc dan xuét), vi du, dé phuc hdi hodc cai tién tinh didc hidu khang

the€ hoac ai luc.

Khéng thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi va phuong phap san xuit ching dugc
binh luan, vi du, trong Almagro and Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008), va
con duge mo ta, vi du, trong Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); Queen et
al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); Patent M§ s& 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 vung xac dinh tinh dic hi¢u (specificity determining region - SDR)); Padlan,
Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (mb ta “gia cong lai bé mat”); Dall’Acqua et al.,
Methods 36:43-60 (2005) (md ta “xao trdn FR”); va Osbourn et al., Methods 36:61-68
(2005) va Klimka et al., Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000) (md ta tiép can “su chon loc

duoc dan” dé x4o tron FR).

Ving trinh ty & ngudi c6 thé duoc sir dung dé 1am tuwong thich v6i ngudi bao
gdm nhung khong gidi han: ving trinh tu duge chon st dung phuong phép “phit hop
nhat” (xem, vi du, Sims et al. J. Immunol. 151:2296 (1993)); ving trinh ty dugce dan xuét
tir trinh tw 1ién Gng cta khang thé & ngudi ctia nhom phu cu thé ciia ving thay ddi chudi
nhe hodc nang (xem, vi du, Carter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); va
Presta et al. J. Immunol., 151:2623 (1993)); ving trinh tu (d6t bién than) truéng thanh
& ngudi hodc ving trinh tu dong mam & ngudi (xem, vi du, Almagro and Fransson,

Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)); va ving trinh tu duoc din xuét tir thu vién FR
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sang loc (xem, vi du, Baca et al., J Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) va Rosok et
al., J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)).

4. Khing thé & nguoi

Theo mét s phuong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé & nguoi.
Khang thé & ngudi ¢6 thé duoc tao ra bang cach sit dung phuong phap khéac nhau da biét
trong linh vuc. Khang thé & ngudi thudng duge md ta trong van Dijk and van de Winkel,
Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001) va Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-
459 (2008).

Céc khang thé cta ngudi c¢6 thé duge tao ra bang cach ding chit gdy mién dich
cho dong vat chuyén gen ma dugc cai bién dé tao ra cac khang thé nguyén ven ctia ngudi
hodic cac khang thé nguyén ven véi cac ving thay doi ctia ngudi khi phan tmg Iic tiép
nhén lidu quyét dinh khang nguyén. Pong vat nay thuong chira toan bd hozc mot phan
ctia locus cta globulin mién dich ctia ngudi, ma thay céc locus globulin mién dich noi
sinh, hodc c6 mat bén ngoai nhiém sic thé hoic duoc dua mdt cach ngﬁu nhién vao
nhiém sic thé cia dong vat. O chudt chuyén gen nay, cac locus globulin mién dich noi
sinh thuong bi lam bat hoat. Téng quan vé cac phuong phap thu cac khang thé ctia ngudi
tir dong vat bién ddi gen, xem tai liéu: Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1 125(2005). Vi
du, xem cd cidc patent MF s 6,075,181 va 6,150,584 mod ta cong nghé
XENOMOUSE™; patent M§ s6 5,770,429 mb ta cong nghé HUMAB®; patent M§ sd
7,041,870 md ta cong nghé K-M MOUSE®, va cong bd don yéu ciu cap patent My s6
US 2007/0061900, mb ta cong nghé VELOCIMOUSE®). Cac ving thay ddi ctia ngudi tir
c4c khang thé nguyén ven da dugc tao ra béi dong vat nay con c6 thé duge cai bién, vi

du, bang cach két hop v6i ving 6n dinh khac cia nguoi.

Céc khang thé cta ngudi ciing c6 thé dugc tao ra theo cac phuong phap trén co
s& té bao lai. Cac dong té bao u tiiy clia ngudi va cac dong té bao di u tay ciia ngudi-cia
chudt dé san sinh cac khang thé don dong cia ngudi da dugce bde 1. (vi du, xem tai
liéu: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).) Céc khang thé cia nguoi di dugc
tao ra theo cong nghé té bao lai dbi voi té bao B cia ngudi ciing da duge boc 16 trong

tai liéu: Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Cac phuong phap
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khéc nita bao gdm cac phuong phéap da duge boc 10, vi du, trong patent M s6 7,189,826
(md ta cach tao ra cac khang thé IgM don dong ctia nguoi tr dong té bao lai) va Ni,
Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (md ta té bio lai ctia ngudi-clia ngudi). Cong
nghé ding té bao lai ctia ngudi (cong nghé Trioma) ciing da duge boc 10 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 ngudi con ¢ thé dugc tao ra bang cach phan 1ap cac trinh tu
clia mién thay ddi cua dong Fv dugc chon tu thu vién thé thuc khuén biéu hién ¢6 nguén
gbc tir ngudi. Sau do6, cac trinh tu ndy cla mién thay dbi c6 thé dugc két hop v6i mién
n dinh mong muén ciia ngudi. Cac k§ thuat dé chon loc céc khang thé ctia nguoi tir céc

thu vién khang thé duoc boc 10 dudi day.
5. Khdng thé ¢é nguén goc ti thu vién

Khang thé theo sang ché c6 thé phan 1ap duoc béng cach sang loc cac thu vién to
hop dbi véi cac khang thé ¢6 hoat tinh hodc cac hoat tinh mong mudn. Vi dy, trong linh
vuce k¥ thudt nay da biét nhidu phuong phap dé tao ra cc thu vién biéu hién thé thuc
khudn va sang loc cac thu vién nay d6i véi cac khang thé c¢6 dic tinh lién két mong
mudn. Cac phuong phap niy duge xem xét tdng quan, vi du, trong tai liéu:Hoogenboom
et al.,Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press,
Totowa, NJ, 2001) va dugc mo td mot cach chi tiét hon nira, vi du, trong tai ligu:
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 va Bradbury, Methods in
Molecular Biology 248:161-175 (Lo, ed., 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, 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 nhét dinh dé biéu hién thé thuc khuan, kho cac gen VH
va cac gen VL dugc tach dong mdt cach riéng r& nho phan ing chudi polymeraza (PCR)
va duoc tai td hop mdt cach ngau nhién trong thu vién thé thuc khudn, ma sau d6 co thé
duoc sang loc d6i v6i thé thuc khuan lién két khang nguyén nhu da dugc boc 16 trong

tai lidu: Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Thé thuc khuin thuong
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biéu hién cac doan khang thé, nhu cic doan Fv chudi don (scFv) hodc cac doan Fab.
Cac thu vién tir cac nguén da dugc mién dich tao ra cac khang thé c6 4i luc cao véi chét
gdy mién dich ma khong can xay dung cac khéi té bao lai. Theo cach khéc, kho chira tu
nhién ¢6 thé duoc tach dong (vi du, tir nguoi) dé tao ra ngudn khang thé ddi v6i nhidu
loai khang nguyén khong cung loai va khang nguyén cung loai ma khong gay bét ky
mién dich nhu d3 dugc boc 10 trong tai lidu: Griffiths et al., EMBO J,12: 725-734 (1993).
Theo mdt sb phuong an, cac thu vién tu nhién cling c6 thé dugc tao ra theo cach téng
hop bang cach tach dong cac doan gen V chua dugc bb tri ra khoi té bao gbc, va bang
cach st dung céc doan mdi PCR chtra trinh tu ngau nhién dé ma hoa ving CDR3 rét dé
thay ddi va dé hoan thanh viéc bd trf lai in vitro, nhu da duge boc 10 trong tai liéu:
Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Cac cdng b patent mo ta
thu vién thé thuc khuén khang thé cta nguoi bao gé)ln, vi du, patent M¥ $6 5,750,373,
va cdng bd don yéu ciu cip patent My s6 2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000,
2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936, va 2009/0002360.

Trong ban mo ta nady, cac khang thé hoac cac doan khang thé phan 1ap duoc tir
cac thu vién khang thé cia ngudi duge xem 1a khang thé ctia ngudi hodc doan khang thé
cia nguoi.

6. Khdng thé da ddc hiéu

Theo mdt s& phuong 4n, khéng thé theo sdng ché c6 thé 1a khang thé da dic hiéu,
vi du, khang thé dic hiéu kép. Céc khang thé da dic hidu 14 cac khang thé don dong ma
¢6 tinh dic hiéu lién két voi it nhét hai epitop khac nhau. Theo cac phuong én nhét dinh,
mot trong sd céc tinh ddc hiéu lién két 1a d6i v6i epitop c6 trén KLB va tinh ddc hiéu
khéc 1a d6i v6i khang nguyén khac bat ky. Theo mot s6 phuong an, mot trong sd cac
tinh dic hiéu lién két 1a dbi voi epitop c6 trén FGFR1 va tinh déic higu khac 1a d6i véi
khang nguyén khac bét ky. Theo mot s& phwong an, khang thé ddc hiéu kép theo sang
ché c6 thé gin két epitop trén KLB va c6 thé gin két epitop trén FGFR1. Theo mot sb
phuong 4n, khang thé dic hiéu kép theo sang ché 6 thé gin két epitop trén KLB va ¢6
thé gin két epitop trén FGFR1c. C4c khang thé dac hiéu kép c6 thé duoc tao ra & dang

céc khang thé ¢6 chidu dai ddy di hoic cdc doan khéng the.

Céc k¥ thuat dé tao ra cac khang thé da dic hiéu bao gdbm, nhung khong chi gi6i

han ¢, dé)ng biéu hién tai to hop hai cip chudi ning-chudi nhe cua globulin mién dich
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cd cac tinh ddc hiéu khac nhau (xem tai liéu: Milstein and Cuello, Nature305: 537
(1983)),WO 93/08829, va Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655 (1991)), va k¥ thuat
“chd phinh to-trong-16" (vi du, xem patent M§ 56 5,731,168). Cac khang thé da dic hiéu
cdn ¢6 thé duge tao ra bang cach xir Iy cac tac dung l4i bang tinh dién dé tao ra cac phan
tit heterodime Fc ctia khang thé (WO 2009/089004A1); lién két ngang hai hoic nhidu
khang thé hodc cac doan (vi dy, xem patent My $6 4,676,980, va tai liéu: Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985)); biang cach st dung khoa kéo leuxin dé tao ra cac khang thé
ludng dac hiéu (vi dy, xem tai li¢u: Kostelnyet al., J. Immunol., 148(5):1547-1553
(1992)); bang cach ap dung cong nghé “nhi thé” dé tao ra cac doan khang thé dic hiéu
kép (vi du, xem tai li€u: Hollinger et al.,Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 90:6444-6448
(1993)); va bang cach st dung céc dime Fv chudi don (sFv) (vi du, xem tai liéu: Gruber
et al.,J. Immunol.,152:5368 (1994)); va chuin bi cac khang thé tam dic hiéu nhu da
dugc md ta, vi du, trong tai liéu: Tutt et al.J. Immunol. 147: 60 (1991).

Céac khang thé da dugc xtt Iy c6 ba hodc nhicu vi tri lién két khang nguyén chirc
nang, ké ca “cac khang thé Octopus™, cling nam trong pham vi cua sang ché (vi du, xem

US 2006/0025576A1).
7. Bién thé ciia khdng thé

Séang ché con dé xuit bién thé trinh tu axit amin cta khang thé duogc boc 10. Vi
du, viéc cai thién ai luc lién két va/hodic céc tinh chét sinh hoc khac cia khéng thé c6
thé 1a diéu mong mubn. Céc bién thé trinh ty axit amin ctia khang thé c6 thé duoc diéu
ché theo dua céc cai bién thich hop vao trinh ty nucleotit ghi ma khang thé, hodc theo
cach tong hop peptit. Céc cai bién nay bao gdm, nhung khong gidi han, x6a bo ra khoi,
va/hodic cai xen vao va/hodc thay thé cac gbe trong céc trinh tu axit amin ciia khang thé.
T hop bét ky bao gdm xo6a b, cai xen, va thay thé c¢6 thé dugc tao ra dé co duoc ciu
tric cudi cung, voi diéu kién khang thé cudi cung nay, tuc la, duge bién dbi, co cac dic

tinh mong muén, vi du, lién két khang nguyén.

a) Bién the thay thé, cai xen, va xd6a bd

Theo mdt sd phuong 4n, cac bién thé cua khang thé c6 thé c6 mot hodc nhiéu
thay thé axit amin. C4c vi tri quan tim dé dot bién thay thé bao gdbm cic HVR va cac
FR. Vi du khong giéi han vé thay thé bao toan dugc thé hién trong Bang 1 duéi tiéu dé

"cac thay thé duoe wu tién.” Vi du khong giéi han vé Céc thay ddi dang ké hon dugc thé
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hién trong Bang 1 dudi tiéu dé "cac thay thé 1am vi du", va nhu dugc mé ta mdt cach
chi tiét hon dué6i day lién quan dén mach bén ctia cac nhom axit amin. Cac thay thé axit
amin c6 thé duoc dua vao khang thé dang quan tAm va cac san pham dugce sang loc theo
hoat tinh mong mudn, vi du, mdi lién két khang nguyén dugc duy tri/dugc cai thién, tinh
sinh mién dich giam, hodc tinh gy ddc té bao phu thudc b thé (complement dependent

cytotoxicity - CDC) hodc tinh gdy ddc qua trung gian té bao phu thudc khang thé

33446

(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC) cai thién.

Bang 1
Gbc ban diu Céc thay thé 1am vi du Céc thay thé dugc uu 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;|Leu
Norleuxin
Leu (L) Norleuxin; Ile; Val; Met; Ala; | Ile
Phe
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
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Gbc ban dau Céc thay thé lam vi du Céc thay thé duge wu tién
Ser (S) | Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala;|Leu
Norleuxin

Céc axit amin c6 thé dugc nhém theo cac tinh chat mach bén chung:
(1) ky nuédc: Norleuxin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;
(2) trung tinh va nudce: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;
(3) axit: Asp, Glu;
(4) kiém: His, Lys, Arg;
(5) cac gbc ma anh huong dén dinh huéng cua chudi: Gly, Pro;

(6) thom: Trp, Tyr, Phe.

Theo mdt s& phuong an, cac thay thé khéng bao toan s& giy ra su trao d6i mot

thanh vién ctia mot nhom trong s6 cac nhdm nay cho nhom khéc.

Theo mot s6 phuong 4n, loai bién thé thay thé bao gdm thay thé mét hodc nhiéu
gbc cla vung siéu thay ddi cia khang thé gdc, vi du, khang thé duoc lam giéng nhu
khang thé cua ngudi hodc khang thé ctia ngudi. Néi chung, (cic) bién thé thu duoc da
dugc chon cho nghién clru tiép $& ¢6 céc cai bién, vi du, cai thién, vé mot sd tinh chét
sinh hoc nhét dinh nhu, nhung khong gidi han, ai luc cao hon, mte do sinh mién dich
giam, so voi khang thé gbc va/hoic s& duy tri & mirc do dang ké cac tinh chat sinh hoc
ctia khang thé gbc. Vi du khong gi6i han vé bién thé thay thé 1a khang thé thanh thuc vé
ai luc, ma co thé duoc tao ra mot cach thuén tién, vi du, bé“mg cach &p dung céc k¥ thuat
lam thanh thuc v& mit 4i luc trén co s& biéu hién thé thuc khuin nhu da duoc boc 10
trong ban md ta ndy. Mot cach vén tit, mot hozc nhidu gbc HVR dugc gay dot bién va
cac khang thé bién di biéu hién trén thé thuc khuén va dugc sang loc theo hoat tinh sinh

hoc cu thé (vi du, ai luc lién két).

Theo mdt ) phuong an, cac bién dbi (vi dy, thay thé) c6 thé tao ra & cac HVR,

vi du, de nang cao &i lgc ciia khang thé. Cac bién doi nay co thé tao ra & “cac diém noéng”
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ctia HVR, tuc 1a cac gbe duge ma hoa bai codon ma trai qua dot bién & tin s6 cao trong
qué trinh thanh thyc sinh dudng (vi du, xem tai liéu: Chowdhury, Methods Mol. Biol.
207:179-196 (2008)), va/hodc lugng du tip xtc khang nguyén, véi bién thé thu duge
VH hoic VL dang dugc thir nghiém v& 4i luc gén két. Qua trinh thanh thuc vé éi luc
bﬁng cach dung va chon loc lai tir cac thu vién thu cép da duogc boc 10, vi du, trong tai
liéu: Hoogenboom et al.,Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien et al., ed.,
Human Press, Totowa, NJ, (2001)). Theo mot $6 phuong &n thanh thuc vé 4i luc, tinh
da dang co thé dugc dua vao gen dé bién ddi da dugc chon dé thanh thuc theo phuong
phap bat ky trong s nhiéu phwong phép (vi du, PCR bi sai, di chuyén chudi, hogc gy
do6t bién theo oligonucleotit). Sau d6, thu vién thi cép dugc tao ra. Tiép d6, thu vién nay
duoge sang loc dé xac dinh bién thé bét ky ciia khang thé véi ai luc mong mudn. Phuong
phap khéac dé dua tinh da dang vao bao gdm cécphuong phip huéng dén HVR, trong d6
vai gbc HVR (vi du, 4 dén 6 gbc mdi 1in) dugc chon ngu nhién. Céc gbc HVR tham
gia vao mbi lién két khang nguyén c6 thé dugc x4c dinh mot cach cu thé, vi du, bing
cach st dung dot bién quét alanin hodc mo hinh hoa. Cu thé, CDR-H3 va CDR-L3

thuong dugc hudng dich.

Theo cac phuong an nhét dinh, su thay thé, cai xen, hodc xda bod ¢6 thé xay ra &
mdt hodc nhidu HVR chimg nao céc sira ddi nay hau nhu khong 1am gidm kha ning cla
khang thé lién két v6i khang nguyén. Vi dy, cac thay d6i mang tinh bao toan (vi du, céc
thay thé bao toan theo sang ché) ma hiu nhu khong 1am gidm ai luc lign két c6 thé duge
tao ra & HVR. Céc stra d6i ndy c6 thé, vi dy, 12 ngoai khang nguyén tiép xtc du trong
HVR. O céc trinh ty VH va VL bién di theo cac phuong an nhét dinh néu trén, cac HVR

khong bi thay d61, hodc khong chira nhiéu hon mét, hai hoic ba thay thé axit amin.

Phuong phép hitu dung dé xéac dinh céc gbc hodc cac ving clia khang thé ma ¢
thé 1a dich ctia phép gy dot bién dugc goi 1a "dot bién quét alanin" nhu da duge boc 10
trong tai liéu: Cunningham and Wells (1989) Science, 244:1081-1085. Theo phuong
phép nay, gbc hodc nhém gdm cac gbe dich (vi du, cac gbc tich dién nhu arg, asp, his,
lys, va glu) dugc xac dinh va thé bang axit amin khong tich dién hodc axit amin tich
dién 4m (vi dy, alanin hodc polyalanin) d8 xé4c dinh liéu tuong tac clia khang thé véi
khang nguyén co bi tdc dong hay khong. Viéc thé tiép c6 thé dugc dua vao tai cac vi tri
axit amin thé hién tinh man cam v& mit chirc ning ddi véi thay thé ban dau. Theo cach

khac, hodc ngoai ra, ciu trac tinh thé cta phirc khdng nguyén-khéng thé dé x4c dinh céc
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diém tiép xuc gitta khang thé va khang nguyén. Céc goc tiép xic nay va cac goc bén
canh ¢6 thé dugce hudng dichhodc bi loai bo 1am tng vién cho viéc thay thé. Cac bién

thé c6 thé duoc sang loc dé xac dinh liéu ching c6 cic tinh chit mong mudn hay khong.

Céc cai xen vao trinh tu axit min bao gém céc thé dung hop dau tan cting amin
va/hogc ddu tan cing carboxyl v6i chiéu dai nim trong khoang tir mot gbc dén cac
polypeptit chtra hang trdm hodc nhiéu gdc, ciing nhu cai xen noi trinh tw mot hogc nhiéu
gbc axit amin. Cac vi du vé cai xen dau tan cling bao gdm khéang thé véigde methionyl
& dau tan cung N. C4c bién thé cai xen khéc ctia phan tir khéng thé bao gdm dung hop
vao dau tan cing N hodc dau tin ciing C ctia khang thé vao enzym (vi du, d6i vai tri liéu
tién thubc enzym truc tiép 1én khang thé (antibody-directed enzyme prodrug therapy -

ADEPT) hoic polypeptit ma kéo dai thoi gian ban tdn trong huyét thanh ctia khang thé.

b) Bién thé glycosyl héa

Theo mdt sé phuong 4an, khang thé theo sang ché ¢ thé duoc bién ddi dé lam
tdng hodc lam giam muc do glycosyl hoa khang thé. Viéc bd sung hodc x6a bod cac vi tri
glycosyl hoa di voi khang thé co thé dugc thuc hién mot cach thuan tién bang cach lam
thay ddi trinh tu axit amin sao cho mot hoic nhiéu vi tri glycosyl hoa dugc tao ra hodc

bi loai bé.

Theo mot s6 phwong 4n, néu khéng thé chira ving Fc, thi hydrat cacbon gin vao
n6 c6 thé bi thay d6i. Cac khang thé tu nhién duoc tao ra boi té bao ciia dong vat co vi
thuong chira oligosacarit mach nhanh hai rdu ma thuong dugc gén boi lién két N vao
Asn297 cia mién CH2 cua ving Fe. Vi du, xem tai liéu: Wright et al. TIBTECH 15:26-~
32 (1997). Oligosacarit ¢6 thé bao gdm cac hydrat cacbon khac nhau, vi du, manoza, N-
axetyl glucosamin (GlcNAc), galactoza, va axit sialic, cling nhu fucoza da dugc gin vao
GIcNAc & “than” cta cdu tric oligosacarit hai rdu nay. Theo mot s6 phuong an,
oligosacarit & khang thé ¢ thé duoc cai bién dé tao ra céc bién thé clia khang thé véi

mot sd tinh chat nhit dinh tét hon.

Theo mdt s& phwong 4n, sang ché dé xut cac bién thé ctia khang thé c6 cu tric
hydrat cacbon ma khong gén fucoza (tri,rc tiép hoic gian tiép) vao viung Fe. Vi duy, lugng
fucoza trong khang thé nay c6 thé nim trong khoang tir 1% dén 80%, tir 1% dén 65%,
tir 5% dén 65% hodc tir 20% dén 40% va tri s6 nam trong khoang nay.
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Theo mot s6 phuong 4n, luong fucoza c6 thé duge xac dinh bang cach tinh lugng
fucoza trung binh trong mach duong & Asn297, so véi tong clia tat ca cac ciu tric glyco
da dugc gén vao Asn 297 (vi dy, ciu tric phic, cAu trac lai va cdu triic manoza cao) nhu
do dugc nhd phép do phd khéi MALDI-TOF, nhu dd dugc boc 1§ trong
WO 2008/077546 ching han. Asn297 dé chi gdc asparagin nam tai vi tri khoang 297
trong ving Fc (danh s6 cac gdc ving Fc theo hé EU); tuy nhién, Asn297 con c6 thé nim
& khoang + 3 axit amin trudce hodc sau vi tri 297, te 1a tr vi tri 294 dén vi tri 300, do
dao dong nhé vé trinh tu & cac khang thé. Bién thé fucosyl hoa nay c¢6 thé ¢6 chirc ning
ADCC tt hon. Vi du, xem cdng bd don yéu cau cip patent My s& US 2003/0157108
(Presta, L..); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Cac cong b6 1am vi du
lién quan dén “da dugc khir fucosyl” hozc “thiéu hut fucoza” céc bién thé ciia khang thé
bao gém: 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; W0O2002/031140; Okazaki et al. J.
Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614
(2004).

Céc khang thé da duoc khir fucosyl co thé dugc tao ra trong dong té bao bat ky
thiéu hut fucosyl héa protein. Vi du khéng gidi han vé dong té bao chira té bao CHO
Lecl3 thiéu hut fucosyl hoa protein (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545
(1986); US Pat Appl No US 2003/0157108 Al, Presta, L; va WO 2004/056312 Al,
Adams et al., dac biét l1a trong Vi du 11), va dong té bao bat hoat, nhu gen alpha-1,6-
fucosyltransferaza, FUTS, céc té bao CHO bét hoat (vi du, xem tai liéu: Yamane-Ohnuki
et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-
688 (2006); va W0O2003/085107).

Céc bién thé cua khang thé con dugc dé xult véi oligosacarit cat doi, vi du, trong
d6 oligosacarit hai rdu da dugc gin vao ving Fc ctia khang thé dugc cit doi boi GleNAc.
Céc bién thé cua khang thé nay c¢6 thé c6 mic do fucosyl héa giam va/hodc chirc ning
ADCC tbt hon. Vi du khong gi6i han vé cac bién thé cta khang thé nay dugc boc 10, vi
du, trong cong bb don qudc t& s6 WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); patent M§ sO
6,602,684 (Umana et al.); va US 2005/0123546 (Umana et al.). Cac bién thé cua khang

thé vai it nhat mot goc galactoza & oligosacarit da dugce gan vao vung Fe cling dugc dé
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xudt. C4c bién thé cua khang thé nayco thé c6 chirc nang CDC tdt hon. Céc bién thé cia
khang thé nay dugc boc 16, vi du, trong cong bd don qubc té s WO 1997/30087 (Patel
et al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); va WO 1999/22764 (Raju, S.).

¢) Bién thé ctia ving Fc

Theo cac phuong an nhét dinh, mot hodc nhiéu cai bién axit amin ¢ thé duogc
dwa vao vang Fc ctia khang thé theo sang ché, nhd d6 tao ra bién thé ctia ving Fc. Bién
thé cta vang Fc ¢6 thé bao gbm trinh ty clia ving Fc cta nguoi (vi dy, ving Fe cua
IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4 cia ngudi) chira cai bién axit amin (vi du, thay thé) & mot

hodc nhi€u vi tri axit amin.

Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé xuét bién thé ctia khang thé ma c6 mot vai
nhung khong phai tit ca cac chiic ning clia chét tac dong, ma khién né tré thanh tng
viénmong mubn dbi véi cac ing dung, trong d6 thoi gian ban ton ctia khang thé in vivola
quan trong nhung mét sd chirc ning nhit dinh cta chit tic dong (nhu bo trg va ADCC)
1a khong can thiét hodc c6 hai. Cac thit nghiém in vitro valhodc in vivo vé doc tinh di
v6i té bao c6 thé dugce thue hién dé xac nhan sy suy giam/can kiét hoat tinh CDC va/hoic
hoat tinh ADCC. Vi du, cac thtt nghiém lién két thu thé Fc (FcR) ¢ thé dugc thuc hién
dé dam bao ring khang thé khong lién két v6i FeyR (do d6 c6 kha nang khong c6 hoat
tinh ADCC), nhung van giit kha nang lién két véi FcRn. Céc té bao nguyén sinh dé 1am
trung gian cho ADCC, cac té bao NK, chi biéu hién F c(RIII, trong khi bach cdu don
nhan to biéu hién Fo(RI, Fo(RII va Fe(RIIL Sy biéu hién ctia FcR & céc té bao sinh huyét
duoc téng két trong Bang 3 trén trang 464 trong tai lidu: Ravetchand Kinet, 4nnu. Rev.
Immunol. 9:457-492 (1991). Cac vi du khong gidi han pham vi clia sang ché vé cac thir
nghiém in vitro dé danh gia hoat tinh ADCC ctia phan t dang quan tdm dugc boc 10
trong patent My $6 5,500,362 (vi du, xem tai li¢u: Hellstrom, L. 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 tai li€u: Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med.
166:1351-1361 (1987)). Theo cach khéc, cdc phuong phép thir nghiém khong cé tinh
phong xa c6 thé duoc ap dung (vi du, xem tai liéu: ACTI™ thir nghiém vé doc tinh ddi
v6i té bao khong c6 tinh phong xa dé dém té bao theo dong chay (CellTechnology, Inc.
Mountain View, CA; va thr nghiém vé doc tinh ddi voi té bao khong cé tinh phong xa

CytoTox 96®(Promega, Madison, WI). Céc té bao tac dong hiru dung cho thir nghiém
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nay bao gdm cac té bao don nhan méu ngoai vi (PBMC) va céc té bao diét tu nhién
(NK). Theo céach khac, hodc ngoai ra, hoat tinh ADCC cuta phén tir ddng quan tdm co
thé dugc danh gia in vivo, vi duy, trong mau dong vat nhu da boc 10 trong tai liu: Clynes
et al. Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). Céc thir nghiém lién két C1q con
¢6 thé duoc thuc hién dé x4c nhan rang khang thé khong c6 kha nang lién két Clq va do
do6 khong c6 hoat tinh CDC. Vi dy, xem tai liéu: ELISA lién két Clqva C3ctrong cdng
b don qubc té s6 WO 2006/029879 va WO 2005/100402. Dé danh gia mirc 4o hoat héa
bd thé, thir nghiém CDC c6 thé duoc thuc hién (vi du, xem tai liéu: Gazzano-Santoro ef
al., J. Immunol Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al., Blood 101:1045-1052
(2003); va Cragg, M.S. and M.J. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)). Lién két FcRn
va viéc xac dinh thoi gian thanh thai/ban tdn in vivociling c6 thé dugc thuc hién bang
cach ap dung cac phuong phép da biét trong linh vuc k¥ thuét nay (vi du, xem tai liéu:
Petkova, S.B. et al., Int’L. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)). Theo mdt sé phwrong 4n,
cac thay doi c6 thé duge thuce hién trong ving Fc ma 1am thay dbi (tire 1a t6t hon hodc
kém hon) mutc d6 lién két C1q va/hodc doc tinh dbi vai té bao phu thude bd trg (CDC),
vi du, nhu da duoc bdc 10 trong patent My s 6,194,551, WO 99/51642, va tai liéu:
Idusogie et al.J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Céc khang thé suy giam chtic ning cta chat tac dong bao gdm cac khang thé co
mot hodc nhidu gbc cua ving Fe 238, 265, 269, 270, 297, 327 va 329 (patent My s6
6,737,056) duge thé. Cac dot bién Fc nay bao gdbm Fe dot bién c6 hai hogc nhiéu vi tri
axit amin 265, 269, 270, 297 va 327 duoc thé, ké cadot bién Feduge goi 1a “DANA” ¢6
cac gbe 265 va 297 dugcthé thanh alanin (patent My s6 7,332,581).

Mdt s8 bién thé nhit dinh cia khang thé colién két tot hon hodc kém hon véi FcR
dugc bdc 10 (vi dy, xem patent My $ 6,737,056; WO 2004/056312, va tai liéu: Shields
et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001).

Theo cac phwong 4n nhat dinh, bién thé ctia khang thé theo sang ché chira viing
Fc v61 mdt hodc nhiéu thay thé axit amin ma cai thién ADCC, vi du, cac thay thé & vi
tri 298, 333, va/hodc 334 cta ving Fe (danh sb cac goc theo hé EU).

Theo mot s6 phuong 4n, thay ddi dugc thuc hién trong ving Fe cua khéng thé, vi
du, khang thé dac hiéu kép, dugc boc 10 trong ban mo ta nay, co thé tao ra khang thé

bién thé c6 thoi gian ban tdn dai hon va muc do lién két tot hon véi thu thé Fc méi sinh
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(FcRn), ma chiu trach nhiém vé sy van chuyén IgG me dén bao thai (Guyer et al., J.
Immunol. 117:587 (1976) va Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)), duoc bdc 19 trong
US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Cac khang thé ma chira chira viing Fc ¢6 mdt hoidc
nhiéu thay thé trong do, cai thién lién két ciia ving Fc voi FcRn. Cac bién thé Fc nay
bao gdm céc bién thé c6 thay thé & mot hodc nhidu gbe cta 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, thé gbc 434 cua ving Fc (patent My s 7,371,826).

Xem ca tai liéu: Duncan & Winter, Nature 322:738-40 (1988); patent My sd
5,648,260; patent M¥ b 5,624,821; va WO 94/29351 vé cic vi du khac vé bién thé cua

vung Fc.

d) Bién thé ctia khang thé da dwoc xir Iy bing xystein

Theo cac phuong an nhéat dinh, viéc tao ra cac khang thé da duoc xu 1y bang
xystein, vi dy, “thioMADb”, trong d6 mot hodc nhiéu géc ctua khang thé dugc thé béng
cac gbe xystein ¢6 thé 1 didu mong mubn. Theo cac phwong an cu thé, cac gbe duge
thétai cac vi tri d& tiép xuc ciia khang thé. Bang cach thay thé cac gdc bang xystein, cac
nhém thiol ¢6 hoat tinh phan Gng nhd d6 nim & cac vi tri dé& tiép xic cta khang thé va
¢6 thé dugc dung dé tiép hop khang thé vao cac gbc khac, nhu cac gbc cua duoc chit
hodc cac gde cua duoc chit-nhém lién két, dé tao ra thé tiép hop mién dich, nhu dugc
bdc 10 trong ban md ta nay. Theo cac phuong an nhét dinh, mdt hodcnhiéu gbc bat ky
dudi day co thé dugc thé bang xystein: V205 (dénh s6 Kabat) ctia chudi nhe; A118 (danh
sb theo hé EU) cia chudi ning; va S400 (danh sb theo hé EU) cua chubi nang vung Fc.
Céc khang thé da dugc xu ly bﬁng xystein c6 thé dugc tao ra nhu da duwoc mo ta, vi du,

trong patent My sb 7,521,541.

¢) Chét din xuit ciia khang thé

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé theo sang ché con c6 thé dugc cai bién
dé chira cac gbe bd sung khong c6 ban chét protein ma 13 da biét trong linh vuc k¥ thuat
nay va d& mua dugc. Cac gbc thich hop dé tao dan xuét cia khang thé bao gdbm, nhung
khong chi gi6i han &, cac polyme hoa tan trong nuée. Cac vi du khong gidi han pham
vi ctia sang ché vé cac polyme hoa tan trong nude bao gbm, nhung khong chi gi6i han
&, polyetylen glycol (PEG), cac copolyme cua etylen glycol/propylen glycol,

carboxymetylxenluloza, dextran, rugu polyvinylic, polyvinyl pyrolidon, poly-1, 3-
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dioxolan, poly-1,3,6-trioxan, copolyme etylen/ anhydrit maleic, céc axit polyamin
(homopolyme hodc copolyme ngiu nhién), va dextran hodc poly(n-vinyl
pyrolidon)polyetylen  glycol, homopolyme propropylen glycol, co-polyme
prolypropylen oxit/etylen oxit, polyol da dugc polyoxyetyl héa (vi du, glyxerol), ruou
polyvinylic, va hdn hop cla ching. Polyetylen glycol propionaldehyt c6 thé ¢6 cac uu
diém v& san xuét do tinh dn dinh trong nuéc ctia n6. Polyme c6 thé c6 phén tir luong bat
ky, va c6 thé 1a mach nhanh hosic mach khong nhanh. S6 lugng polyme da dugce gan vao
khang thé c6 thé thay ddi, va néu nhiéu hon mot polymer dugc gin vao, thi chiingcé thé
1a c4c phan tir giéng nhau hodc khac nhau. N6i chung, s6 luong va/hodc loai polyme
dugc dung dé tao chit dan xuét c6 thé dugc x4c dinh trén co s& cac yéu t6 bao gdm,
nhung khong chi gi¢i han ¢, tinh chét hodc chuc nang cu thé cua khang thé can dugc cai
thién, liéu din xuét cta khang thé c6 duoc ding trong viée diéu tri bénh trong cac diéu

kién did xac dinh hay khong, v.v..

Theo mot sé phuong 4n, cac thé tiép hop cua khang thé va gdc khong 14 protein
ma c6 thé duge gia nhiét mdt cach chon loc béng cach tiép xuc véi phong Xa duoc dé
xuét. Theo mot phuong 4n, gbe khong 13 protein 1a dng cacbon c6 kich thuéc nano (Kam
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). Theo mdt s6 phwong én,
phoéng xa c¢é thé c6 bude song bat ky, va bao gdm, nhung khong chi giéi han &, budc
song makhong gay hai cho cac té bao thong thudng, ma gia nhiét gbc khong 14 protein

dén nhiét do ma & do céc té bao gin véigde khong 1a protein ctia khang thébi diét.
D. Phuong phap san xuit khéng thé

Khéng thé dugc boc 16 trong ban mo ta nay c6 thé dugc tao ra bang cach s dung
phuong phap d3 ¢6 hodc da duge biét dén bat ky trong linh vyc k§ thuat. Vi du, nhung
khong gidi han, cac khang thé ¢6 thé duoc tao ra bang cach ap dung cic phuong phap
tai to hop va céc dugc phém, vi du, nhu da duoc bdc 1§ trong patent My s 4,816,567.
Quy trinh chi tiét dé tao khéng thé dugc mo ta trong Vi du thuc hién sang ché bén dudi.

Sang ché con dé xuét axit nucleic phan 14p dugce ghi ma khang thé duoc boc 16
trong ban md ta nay. Vi dy, axit nucleic phén lép dugc co thé ma hoa trinh tu axit amin
chtta VL va/hodc trinh tu axit amin chita VH cuia khéng thé, vi du, chudi nhe va/hoic
chudi ning cta khang thé. Theo mot s6 phuwong 4n, axit nucleic phan 1ap duge co thé

bao gom trinh ty nucleotit ghi mé trinh ty axit amin vung bién doi cua chudi ning c6
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trinh tu duoc dé cap trong SEQ ID NO: 128, va/hodc trinh tu nucleotit ghi ma trinh tu
axit amin viing bién dbi ctia chudi nhe c6 trinh tu duoc dé cap trong SEQ ID NO: 130.

Theo mot sb phuong an, axit nucleic ¢6 thé c6 trong mot hodc nhiéu vecto, vi du,
vecto biéu hién. Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thut ngt “vat truyén” dé chi
phéan ti axit nucleic c6 kha nang di chuyén axit nucleic khdc ma n6 lién két vao. Mot
loai vecto 1a “plasmid,” dung dé chi vong ADN sgi ddi vong ma manh ADN bd sung c6
thé duoc bude vao. Loai vecto khac 1a vecto lan truyén, ma manh ADN bd sung c6 thé
duoc budc vao hé gen lan truyén. Mot sb vat truyén nhét dinh c6 kha nang sao chép tu
chu trong té bao chil vao noi ma ching duge dwa vao (vi du, vecto vi khuan ¢6 gbe vi
khuén sao chép va vecto dong vat c6 va thé bd sung). Cac vecto khéc (vi du, vecto dong
vét c6 vii khong phai thé bd sung) duge dua vao hé gen ctia té bao chu khi dua vao té
bao chu, va nhd d6 duge nhan rdng cung voi hé gen chu. Hon thé nita, mot s vecto,
vecto biéu hién, c¢6 kha ning didu khién sy biéu hién cia cic gen ma chung ¢ thé thuc
hién lién két. N6i chung, vecto biéu hién cac tién ich trong phuong phap ADN tai t6 hop
thuong ¢ dang plasmid (vecto). Tuy nhién, d6i twgng duge boc 16 du dinh chira céc dang
khac nay ctia vecto biéu hién, nhu vecto lan truyén (v du, retrovirus khiém khuyét sao

chép, adenovirus va virus lién quan dén adeno) dung chirc nang twong duong.

Theo mdt s6 phuong 4n, axit nucleic ma hoa khang thé theo sang ché va/hodc
mdt hodc nhiéu vecto bao g@)m axit nucleic ¢6 thé duoc dua vao té bao chii. Theo mdt
s6 phuong 4n, viéc dua axit nucleic vao té bao c6 thé dugc thuc hién bang phuong phap
bét ky da biét trong linh vuc bao gdm, nhung khong gidi han, chuyén nhidm, xung dién,
vi tiém, lay nhiém véi vecto lan truyén hodc thé thuc khudn chtra trinh tu axit nucleic,
dung hop té bao, su van chuyén gen qua trung gian nhiém sc thé, su van chuyén gen
qua trung gian t€ bao vi md, dung hop gram am c6 vach khong hoan chinh, v.v. Theo
mdt s6 phwong 4n, té bao chii ¢6 thé bao gdm, vi du, di duoc bién nap vai):(1) vat truyén
chira axit nucleic ma n6 ma héa trinh ty axit amin chira VL cta khang thé va trinh tu
axit amin chra VH ctia khang thé, hoic (2) vat truyén thir nhit chira axit nucleic ma ma
héa trinh ty axit amin chira VL ctia khang thé va vét truyén thir hai chtra axit nucleic ma
ma hoa trinh tu axit amin chira VH cua khang thé. Theo mét sé phwong 4n, té bao cla
vat chu ¢6 nhan chudn, vi du, t& bao budng tring ctia chudt lang Trung Quéc (CHO)

hoic té bao lympho (vi du, té bao Y0, NS0, Sp20).
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Theo mét s6 phwong an, phuong phap san xuét khang thé khang KIB hoic khéng
FGFR1c¢ ¢6 thé bao gdm viéc nudi cdy té bao chu, trong d6 axit nucleic ma héa khang
thé da dugc dua vao, trong cac diéu kién thich hop dé biéu hién khang thé, va tuy ¥ thu
hdi khéng thé tir té bao cua vét chi va/ hodc mdi trudng nudi ciy té bao clia vat chi.

Theo mdt s6 phuong an, khang thé duge thu hoi tir t& bao chi qua phuong phép sic ky.

D& san xuit tai t6 hop khang thé theo sang ché, axit nucleic ma héa khang thé, vi
du, nhu dugc mo ta & trén, cd thé phan 1ap dugc va cai xen vao mot hodc nhiéu vecto dé
con tach dong va/hodc biéu hién trong té bao chi. Axit nucleic ny c6 thé d& phan lap
duoc va duge giai trinh tw bang cach 4p dung céc quy trinh thong thudng (vi du, bang
cach stt dung méu do oligonucleotit ma c6 khéa nang lién két mot cach dac hidu véi gen

ghi ma c4c chudi ning va céc chudi nhe cia khang thé).

Céc té bao cua vat chu thich hop dé tach dong hoac sy biéu hién cua céac vat
truyén ghi ma khang thé bao gbm céc té bao khong nhan hodc céc té bao nhan chuin
dugc bdc 10 trong ban mo ta nay. Vi du, cac khang thé co thé duoc tao ra trong vi khuén,
cu thé 1 khi khong cén glycosyl héa va chirc nang cua chit tic dong Fc. P& biéu hién
cac doan khang thé va cic polypeptit trong vi khuén, vi du xem cac patent My s6
5,648,237, 5,789,199, va 5,840,523. (xem ca tai liéu: Charlton, Methods in Molecular
Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254, m6
ta su biéu hién ctia céc doan khang thé OE. coli)) Sau khi bidu hién, khéng thé c6 thé
dugc phan lap tr té bao vi khuan & dang bot nhdo trong phan doan hoa tan va co thé

duoc tinh ché tiép.

Ngoai sinh vat khong c6 nhan dién hinh, c4c vi sinh vét c¢6 nhan chuén nhu ndm
méc hoic ndm men dang sgi 1 cac vat chu tach dong hodc biéu hién thich hop dbi véi
vét truyén ghi ma khang thé, bao gdm cac ching nim mdc va cic ching nim men ma
chu trinh glycosyl hoa cia chung “da dugc lam gidng nhu ciia ngudi”, dan dén viéc san
sinh khang thé véi kiéu glycosyl héa mot phan hoic hoan toan clia ngudi. Xem tai ligu:
Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004), va Li et al., Nat. Biotech. 24:210-215
(2006). C4c té bao cta vat chi thich hgp d& biéu hién khéng thé da dugc glycosyl hoa
con ¢6 thé thu duoc tir cac sinh vat da bao (khong xuong séng va c6 xwong séng). Céc
vi du v& cac té bao ctia dong vat khong xuong séng bao gdm cac té bao cla thuc vat va

céc té bao cia con trung. Nhiéu chung baculovirut dd dugc xac dinh ma cé thé dugc st
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dung cung véi cac té bao cta cdn trung, ddc biét la dé chuyén nhiém céc t€ bao

Spodoptera frugiperda.

Céc té bao cua vat cha thich hop dé biéu hién khang thé da duge glycosyl hoa
con ¢6 thé thu duogc tir cac sinh vat da bao (khong xwong séng va co xuong séng). Cac
vi du vé céc té bao ciia dong vat khong xuong sdng bao gdm céc té bao clia thuc vat va
c4c té bao cua con triung. Nhidu chung baculovirut da dugc x4c dinh ma c6 thé duoc su
dung clng v6i cac t& bao clia con tring, dic biét la dé chuyén nhidm cac té bao

Spodoptera frugiperda.

Theo mot s& phwong 4n, gidng ciy té bao thuc vat c6 thé duoc ding lam té bao
chi. Vi du, xem cac patent My $6 5,959,177, 6,040,498, 6,420,548, 7,125,978, va
6,417,429 (md ta cong nghé PLANTIBODIES™ dé tao ra cic khing thé & thuc vat

chuyén gen).

Theo mot s& phuong an, cac té bao ctia dong vat c6 xuong séng con c6 thé duoc
dung lam vat cha. Vi du, va khong gidi han, cac dong té bao ctia dong vat c6 vii ma duge
1am thich Gng dé sinh trudng trong huyén phu c¢6 thé 1a hitu dung. Vi du khong gii han
v& cac dong té bao hiru dung clia dong vat chii c6 vi 12 dong than khi CV1 da dugc bién
nap bai SV40 (COS-7); dong thén bao thai ngudi (293 hodc céc té bao 293 nhu di duoc
md t&, vi du, trong: Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); céc té bao than cua chudt
déng so sinh (BHK); nguyén bao sinh ctia chudt (céc té bao TM4 nhu d3 dugc md ta, vi
du, trong: Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); té bao than ctia khi (CV1); té bao
than cta khi xanh chau Phi (VERO-76); c4c té bao ung thu biéu md cb tir cung cua
ngudi (HELA); cac té bao than cta ché (MDCK; cac té bao gan cua chudt trau (BRL
3A); céc té bao phdi cia ngudi (W138); céc té bao gan cua ngudi (Hep G2); u tuyén va
cta chudt (MMT 060562); cac té bao TRI, nhu d3 dugc md ta, vi du, trong Mather et
al,, Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982); céc té bao MRC 5; va céc té bao FS4. Céc
dong té bao hitu dung ctia dong vat chii ¢6 v bao gdm té bao budng trimg (CHO) clia
chudt ddng, bao gdm céc té bao dhfr-CHO (Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216 (1980)); va céc dong té bao u tity nhu YO, NSO va Sp2/0. Tong quan vé mot sb
dong té bao cua dong vat chii co va nhét dinh thich hop dé san xuat khang thé, vi du,
xem tai liéu: Yazaki and Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed.,
Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).
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Theo mét sé phuong an, phuong phép dé san xuét khang thé dic hiéu kép va/hoic
da dic hidu bao gdm, nhung khong gi6i han bai, ddng biéu hién t4i t6 hop hai cdp chudi
ning-chudi nhe cua globulin mién dich c6 cac tinh dic hiéu khac nhau (xem tai ligu:
Milstein and Cuello, Nature305: 537 (1983)), don Patent PCT s WO 93/08829, va
Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655 (1991)), va k¥ thuat “chd phinh to-trong—lg” (vi
du, xem patent M§ s6 5,731,168). Khéng thé dic hidu kép con co thé duge tao ra bang
cach xtr Iy céc tac dung lai bang tinh dién dé tao ra cic phan tir heterodime Fc clia khang
thé (WO 2009/089004A1); lién két ngang hai hogc nhiéu khang thé hodc céc doan (vi
du, xem patent M¥ s6 4,676,980, va tai liéu: Brennan et al., Science, 229: 81 (1985));
bang cach str dung khéa kéo leuxin dé tao ra cac khang thé ludng dic hidu (vi du, xem
tai liu: Kostelnyet al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)); bang cach ap dung cong
nghé “nhi thé” dé tao ra cac doan khang thé dac hiéu kép (vi du, xem tai liu: Hollinger
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)); va bang céach st dung cac dime
Fv chudi don (sFv) (vi du, xem tai liéu: Gruber et al.,J. Immunol.,152:5368 (1994)); va
chuén bi cac khang thé tam dic hiéu nhu da duoc mo ta, vi du, trong tai liéu: Tutt et al.J.

Immunol. 147: 60 (1991).

Phén tr dac hiéu kép va da dac hi¢u theo sang ché cling c6 thé duoc tao ra béng
cach st dung phuong phap hoa hoc (xem, vi du, Kranz (1981) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78:5807), phuong phap “polydoma” (xem, vi du, U.S. Patent 4,474,893), hodc
phuong phép ADN tai t6 hop. Phéan tir ddc hiéu kép va da dic hiéu theo sang ché ciing
c6 thé duge chuin bi béng cach tiép hop tinh dac hiéu gén két thanh phﬁn, Vi du, tinh
dac hiéu gén két epitop thir nhét va epitop thir hai, stt dung phuong phéap da biét trong
linh vuc va nhu dugc mo ta trong ban md ta ndy. Vi du, va khong gidi han, mdi tinh dic
hi¢u gén két cua phén tr ddc hiéu kép va da ddc hi€u co thé dugc tao mot cach riéng r&
~ va sau d6 d4 tiép hop véi tinh dac hiéu khac. Khi tinh dc hidu gan két 1a protein hodc
peptit, nhiéu tac nhan lién hop hoic lién két ngang c6 thé dugc sir dung dé tiép hop dong
héa tri. Vi du khong giéi han vé tic nhan lién két ngang bao gdm protein A, carbodiimit,

N-succinimidyl-S-acetyl-thioaxetat (SATA), N-succinimidyl-3-(2-
\ pyridyldithio)propionat ~ (SPDP), va sulfosuccinimidyl —4-(N-maleimidometyl)
cyclohaxane-1-carboxylat (sulfo-SMCC) (xem, vi du, Karpovsky (1984) J. Exp. Med.
160:1686; Liu (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648). Cac phuong phap khac bao
gbdm phuong phap dugc mo ta béi Paulus (Behring Ins. Mitt. (1985) No. 78, 118-132;
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Brennan (1985) Science 229:81-83), Glennie (1987) J. Immunol. 139: 2367-2375). Khi
tinh dic hiéu gén két 1a khang thé (vi du, hai khang thé dugc 1am gidng nhu ctia ngudi),
chiing c6 thé duoc tiép hop nho lién két sulfhydryl cta ving ndi vao dau tan cing C cua
hai chudi ning. Theo mot s& phuong an, ving nbi vao ¢ thé duoc bién ddi dé chira sb

1¢ lwong du sulfhydryl, vi du, mot, true khi tiép hop.

Theo mot s6 phuong 4n, ca tinh ddc hidu lién két ciia khang thé dic hiu kép ¢6
thé dugc ma hoa trong clng vecto va duge bidu hién va ldp trong cing té bao chu.
Phuong phap nay dic biét 1a hitu dung khi phan tir déc hiéu kép va da dic hi¢u 1a protein
dung hop MAb x MAb, MADb x Fab, Fab x F(ab’), hodc phéi tr x Fab. Theo mdt sd
phuong &n, khang thé dic hiéu kép theo sang ché c6 thé 1a phan tir chudi don, nhur khang
thé dic hiéu kép chudi don, phan tir dic hiéu kép chudi don chira mot khang thé chudi
don va thé x4c dinh lién két, hodc phan tir dic hiéu kép chudi don chita hai thé xac dinh
lien két. Phan tt ddc hiéu kép va da dic hiéu ciing c6 thé 1a phan tir chudi don hogc ¢6
thé chira it nhAt hai phan tir chudi don. Phuong phap chuin bi phan t& dic hiéu kép va
da dic hiéu dugc mo ta, vi du, trong Patent My $6 5,260,203; Patent My s6 5,455,030;
Patent M§ s6 4,881,175; Patent M¥ s6 5,132,405; Patent M§ s6 5,091,513; Patent My
sb 5,476,786; Patent M§ sb 5,013,653; Patent My s 5,258,498; va Patent My sb
5,482,858. Cac khéang thé da duoc xir Iy c6 ba hogc nhidu vi tri lién két khang nguyén
chirc ning (v du, vi tri lién két epitop) ké ca “céac khang thé Octopus”, ciing ndm trong

pham vi cla séng ché (vi du, xem US 2006/0025576A1).

Sang ché con dé xuit khang thé dic hiéu ba, vi du, ba chire nang. Vi du, va khdng
gi6i han, khéng thé didc hidu ba theo sdng ché c6 thé gin két v4i va/hodc tuong tac véi
epitop c6 trén KLB, epitop c6 trén FGFR1, va epitop hodc khang nguyén c6 trén protein
thr ba nhu, nhung khong gidi han, PCSK9, GCGR, AdipoR, ZnT8, ApoL1, MSTN,
InsR hodac FABP4.

| Theo mot sd phuong an, hé dong vat co thé duoc st dung dé tao ra khang thé
theo séng ché. Mot hé dong vat dé chudn bi té bao lai 12 hé chudt. Viée san xuét té bao
lai & chudt 1a quy trinh dugc trang bi day du. C4c quy trinh mién dich va phuong phép
co 1ap té bao lach da dugce mién dich dé dung hop da biét trong linh vuc. Di tic dung
hop (vi du, t& bao u tily & chudt) va quy trinh dung hop cling da biét (xem, vi du, Harlow
and Lane (1988), Antibodies, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor New Y ork).
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E. Thtr nghiém

Khang thé theo séng ché duoc dé xuit trong ban mo ta nay co thé dugc xac dinh,
duogc sang loc d6i véi, hodc duoc xac dinh tinh chit ddi véi cac tinh chat vat Iy/hoéa hoc
cua chung va/hodc cac hoat tinh sinh hoc theo cac thir nghiém khéc nhau da biét trong

linh vuc k¥ thuét nay va duge dé xuét trong ban mo ta nay.
I Thit nghiém lién két va cdc thir nghiém khdc

Theo mot sé phuong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé duge thir vé hoat tinh
lién két v6i khang nguyén clia n6 theo cic phuong phép da biét, nhu thir nghiém mién
dich gin enzym (enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA), phuong phép mién
dich ding danh diu phong xa (radioimmunoassay - RIA), hogc thir nghiém thim tach
Western. Mdi thir nghiém nay thuong phét hién sy ¢6 mat cia phirc hé protein-khang
thé quan tAm cu thé bang cach st dung chét phan Gmg dugc dénh diu (vi du, khang thé)
dic hiéu cho phtrc hé quan tdm. Vi du, phtc hé KLB-khang thé c6 thé duoc phét hién
bang cach sir duhg, vi du, khang thé lién két enzym hodc manh khéang thé ma nhan va
lién két diic biét v6i phirc hé khang thé-KLB. Theo cach khac, phirc hé ¢6 thé duge phat
hién bang cach st dung bét ky trong s& nhidu thir nghiém mién dich khic. Vi du, khang
thé c¢6 thé dugc danh déu phong xa va duoc sir dung theo phuong phép mién dich dung
danh ddu phong xa (radioimmunoassay - RIA) (xem, vi du, Weintraub, B., Principles of
Radioimmunoassays, Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques,
Endocrine Society, March, 1986, ma dugc két hop béng viéc tham khao trong ban md
ta nay). Isotop phong xa co thé duoc phat hién bang cac phuong tién nay nhu viéc st
dung thiét bi dém Geiger hoic thiét bi dém nhip nhay hogc bang phép tw chup phéng

Xa.

Theo mot s6 phuong an, thir nghiém canh tranh cé thé dugc st dung dé xac dinh
khéng thé canh tranh véi khang thé khéang KLLB theo sang ché, vi du, 12A11 hoic 8C5,
@8 lién két v6i KLB. Theo cac phuong 4n nhit dinh, khang thé canh tranh nay lién két
v6i ciing mot bidu vi (vi duy, biéu vi mach thing hodc biéu vi cdu hinh riéng) ma dugc
lien két bai 12A11 hodc 8C5. Cac phuong phéap chi tiét 1am vi du dé 14ap ban db biéu vi
ma khang thé lién két vao di duge boc 19 trong tai liéu: Morris (1996) “Epitope Mapping
Protocols”, trong Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).
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Trong vi du khong giéi han vé thir nghiém canh tranh, KLB dugc c¢b dinh co thé
dugc U trong dung dich chira khang thé thir nhit da dugce ddnh ddu ma lién két véi KLB
(vi du, 12A11 hodc 8C5) va khang thé thir hai khéng dwoc ddnh ddu ma dugce thir vé kha
nang cua nd canh tranh vdi khang thé thtr nhat dé lién két voi KLB. Khéang thé tht hai
6 thé c6 mit trong dich ndi chtra té bao lai. Dé lam ddi chung, KLLB da c¢d dinh dugce u
trong dung dich chira khang thé thir nhit da dwoc danh diu nhung khong chita khang
thé thtt hai khong duge danh d4u. Sau khi G trong céc diéu kién cho phép khang thé thi
nhét lién két véi KLB, lugng khang thé du khong lién két dugc loai bo, va luong chit
danh dAu lién quan dén KLB da ¢b dinh dugc do. Néu lugng chat danh dau lién quan
dén KLB da ¢6 dinh giam déng ké trong mAu thir nghiém so véi mau d6i chung, thi diéu
d6 cho thdy ring khéng thé thir hai canh tranh v6i khang thé tht nhit dé lién két véi
KLB. Xem tai liéu: Harlow and Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual ch. 14
(Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

2. Thir nghiém hoat tinh

Sang ché dé xuét thir nghiém dé xac dinh khang thé khang KLB ctia né c6 hoat
tinh sinh hoc. Hoat tinh sinh hoc ¢6 thé bao gdm, vi du, hoat hoa phirc hé thu thé
KLB/FGFR1c. Khang thé ¢6 hoat tinh sinh hoc nay in vivo va/hodc in vitro cling dugc
dé xuit. Theo mét sé phuong 4n, thir nghiém c6 thé bao gdm khang thé lién két theo
sang ché v6i té bao, vi du, t& bao 293T biéu hi¢n KLB, va phan tich hoat tinh va/hodc
trang thai phosphoryl hdéa mot hodc nhiéu dich ¢ phia duéi ctia phirc hé thu thé KLB-
FGFR1c, vi du, ERK. Theo mot sb phuong an, thir nghiém c6 thé bao g@)m viéc cho dbi
tugng dung khang thé theo séng ché, vi du, dong vat khong phai ngudi, va phan tich tac

dung khang thé c6 trén mtic glucoza trong d6i tuong.
F.  Thé tiép hop mién dich

Sang ché con dé xuat thé tiép hop mién dich chtra khang thé, duoc boc 10 trong
ban md ta ndy, da tiép hop v6i mot hodc nhiéu tac nhan doc ddi véi té bao, nhu céc tac
nhéan hoa tri liéu hodc cac dugc chét, céc tdc nhan trc ché su sinh truong, cac doc td (vi
du, cac doc tb protein, cac doc t6 c6 hoat tinh enzym c0 nguén géc vi khuén, nAm, thuc
vat, hodc dong vat, hodc cac doan ctia chung), hodc cac dff)ng vi phong xa. Vi du, khang
thé hodc phin lién két khang nguyén cta d6i twong duoc boc 19 co thé duoc lién két

chtre nang (vf dy, bang lién hgp héa hoc, dung hop di truyén, két hop hoa hoc hoic khéc)
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v6i mdt hodc nhidu phan tir lién két khac, nhu khang thé khac, manh khang thé, peptit

hodc nguy trang lién két.

Theo mdt sb phuong 4n, thé tiép hop mién dich 14 thé tiép hop khang thé-dugc
chét (antibody-drug conjugate - ADC) trong d6 khéng thé duoc tiép hop voi mot hodc
nhidu dugc chit, bao gdm nhung khong giéi han maytansinoid (xem Patent My sb
5.208.020, 5.416.064 va Patent chau Au EP 0 425 235); auristatin nhu gbc dugc chat
monometylauristatin DE va DF (MMAE va MMAF) (xem Patent My 56 5.635.483 va
5.780.588, va 7.498.298); dolastatin; calicheamixin hodc dan Xuét cta ching (xem
Patent My sb 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710,
5.773.001, va 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 M§y s6 6.630.579); metotrexat; vindesin; taxan nhu

doxetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel, va ortataxel; trichothecen; va CC1065.

Theo mét sd phuong 4n, thé tiép hop mién dich chtra khang thé nhu duoc mo ta
trong ban mo ta nay dugc tiép hop véi doc td ¢6 hoat tinh enzym hodc manh cia no, bao
gbm nhung khong gi6i han chudi A bach hau, manh c6 hoat tinh khong lién két ciia doc
t6 bach hiu, chudi A ngoai doc t6 (tir trurc khudn mi xanh), chudi A rixin, chudi A abrin,
chudi A modecxin, alpha-sarxin, protein Aleurites fordii, protein dianthin, protein
Phytolaca americana (PAPI, PAPII, va PAP-S), chit ttc ché momordica charantia,
curxin, crotin, chat (e ché sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin, restrictoxin,

phenomyxin, enomyxin, va tricothexen.

Theo mét sb phuong an, thé tiép hop mién dich chira khdng thé nhu duoc mo ta
trong ban md ta nay duogc tiép hop v6i nguyén ti phong xa dé tao thanh thé tiép hop
phong xa. Nhiéu dong vi phong xa c6 sin dé san xuét thé tiép hop phong xa. Vi du khong
gi6i han chira At211, T3, 1125, Y0, Re!®¢, Re!$8, Sm!%?, Bi*!%, P32, Pb*!? va dong vi phéng
xa ctia Lu. Khi thé tiép hop phéng xa duge st dung d& phat hién, n6 c6 thé bao gdm
nguyén ti phong xa cho nghién ctru xa hinh, vi du tc99m hodc 1123, hodc nhén xoay

cho anh cdng hudng tir hat nhan (nuclear magnetic resonance - NMR) (cling duge biét
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14 4nh cOng huéng tlr, mri), nhu trd lai iot-123, iot-131, indi-111, flo-19, cacbon-13,

nito-15, oxy-17, gadolini, mangan hodc sat.

Céc thé tiép hop cta khang thé va tac nhan doc té bao c6 thé duoc tao ra bang
cach st dung nhiéu tdc nhan lién hop protein c6 hai nhém chirc nhu N-succinimidyl-3-
(2-pyridyldithio) propionat (SPDP), succinimidyl-4-(N-maleimidometyl) cyclohexane-
1-carboxylat (SMCC), iminothiolan (IT), céac chit din xuét c6 hai nhém chirc cua
imidoestes (nhu dimetyl adipimidat HCl), este c6 hoat tinh phidn Ung (nhu
disucxinimidyl suberat), aldehyt (nhu glutaraldehyt), cac hop chét bis-azido (nhu bis (p-
azidobenzoyl) hexandiamin), cac chidt din xuét cta bis-diazoni (nhu bis-(p-
diazonibenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu toluen 2,6-diisoxyanat), va cac hgp
chét chira flo ¢6 hoat tinh 1ap (nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Vi du, doc t6 mién dich
rixin c6 thé dugc chuén bi nhu duge md ta trong Vitetta et al., Science 238:1098 (1987).
Axit 1-isothioxyanatobenzyl-3-metyldietylen triaminpentaaxetic (MX-DTPA) da dugc
danh dau béng cacbon-14 13 tAc nhan chelat hoa lam vi du dé tiép hop nucleotit da dugc
d4anh déu bing phéng xa vao khang thé. Xem tai lidu: WO94/11026. Nhom lién két c6
thé 12 “nhom lién két d& phén cit”, tao diéu kién thuan loi cho viéc giai phong duge chét
ddc té bao trong té bao. Vi dy, nhom lién két khong bén véi axit, nhém lién két nhay véi
peptidaza, cac nhom lién két nhay véi anh sang, nhom lién két dimetyl hodc cac nhom
lién két chua disulfua (Chari et al., Cancer Res. 52:127-131 (1992); Patent My s6
5.208.020) c6 thé duoc sir dung.

Thé tiép hop mién dich hoic ADC trong ban md ta ndy rd rang du tinh, nhung
khong chi gi¢i han 6, cac thé tiép hop nay dugc chuén bi v6i céc chat phan tmg lién két
ngang bao gém, 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
(succinimidyl-(4-vinylsulfone)benzoat) cung cAp trén thi truong (vi du, tt Pierce

Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.A).
II1. Phuong phép st dung

Sang ché con dé xuét phuong phap st dung khéng thé dugc bodc 10, vf du, khang
thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1c. Theo m{t sd phuong 4n, phuwong phap

huéng dén ung dung tri lidu cta khang thé theo sang ché. Theo mot sé phuong 4n,
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phwong phap hudng dén viéc str dung khang thé duogc boc 16 trong phuong phép chan

doan.
A.  Phuong phap chin doan va phat hién

Theo mot s6 phuong 4n, khéng thé bét ky dugc bdc 16 trong ban md ta nay co
tinh dic hidu véi KLB, v du, khang thé khang KLB va/hodc khang thé dic hiéu kép
khang KLB/khang FGFR1, dugc boc 19 & trén, ¢6 thé hitu dung dé phat hién sy c6 mat
ctia KLB trong mau sinh hoc. Theo khia canh khac, sang ché dé xuat phuong phap chin
doén va/hodc phat hién bénh st dung khang thé khang KIB hodc khang thé dic hiéu
kép khang KLLB/khang FGFR1, dugc bdc 1§ trong ban mo ta nay. Thuat nglt “phét hién,”

nhu dugc st dung trong ban md ta nay, bao gdm phat hién dinh luong va/hodc dinh tinh.

Theo mét s6 phuong 4n khong gi6i han, miu sinh hoc bao gdm, nhung khéng
gi6i han, miu trong 1Am sang, mot hodc nhidu té bao, té bao trong nudi cdy, chat ndi trén
mit té bao, hop chét dung giai té bao va mau md. Ngudn mau c6 thé 1 mé ran (vi dy, tir
bd phan tuoi, dong lanh va/hodc bao quén, mAu md, sinh thiét, hodc chat hut) hoac té
bao tir c4 thé. Theo mot sb phuong én, mAu sinh hoc ¢6 thé bao gém mot hodc nhiéu té

bao va/hodc mo tir gan, vi du, tr gan cua doi tuong.

Theo mot s6 phuong an, khang thé khang KLB dung trong phuong phap chan
doan hodc phat hién duogc dé xuét. Theo khia canh khac, phuong phép phét hién su c6
mit cua KLB trong mau sinh hoc duge dé xuat. Theo mot s6 phuong an, phuong phap
chén doan hozc phat hiéri bao gdm viéc cho mau sinh hoc tiép xtic véi khang thé lién
két epitop ¢6 trén KLB, nhu dwgc mo ta trong ban mo ta nay, trong cac diéu kién cho
phép khéang thé lién két véi KLB, va phét hién liéu phic dugc tao ra gilta khang thé va
KLB hay khong. Phuong phép nay co thé 12 phuong phap i vitro hoic phuong phap in
vivo, vi du, mién dich huynh quang hodc thdm tach western. Theo mot sb phuong an,
khang thé khang KLB duoc sir dung dé chon loc dbi twong phit hgp nham didu tri bing
khéng thé khang KLB, vi du, néu KLB 12 chit d4nh d4u sinh hoc dé chon loc bénh nhan.

Theo mot sd phuong an, khang thé theo sang ché, vi du, khang thé dic hiéu kép
khang KLB/khang FGFR1, dung trong phuong phap dugc boc 16 khong c6 tac dong
dang ké 1én gan, vi du, chirc ning gan. Theo mot s6 phwong 4n, khang thé theo sang ché
khong diéu bién hoat tinh ctia phirc hé thy thé FGFR/KLB trong gan khi so véi didu bién
cta phic hé thy th8 FGFR/KLB trong gan boi protein FGF21. Theo mot sd phuong én,
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khang thé theo sang ché khéng dan dén su e ché cta phirc hé FGFR4/KLB va/hoic
khéong dan dén do cao clia enzym gan nhu, nhung khong giéi han, ALT, AST, ALP va
GLDH. Theo mét s§ phuong 4n, khang thé theo sang ché khong ¢ chirc nang lam cht
chi vén cta phirc hé FGFR2¢/KLB va/hodc phirc hé FGFR3¢/KLB trong gan, c6 thé
dan dén tin hiéu MAPK duoc hoat héa va/hodc biéu hién duoc bién dbi ciia Spry4 va
Dusp6 trong gan. Theo mdt sd phuwong 4n, khang thé theo sang ché khong dan dén sy
kich hoat tin hiéu MAPK trong gan khi so v6i kich hoat tin hiéu MAPK bing protein
FGF21. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé theo sang ché khong cé chirc nang lam chét
chu van cda phttc hé FGFR4/KLB trong gan.

Theo mot sb phuong &n, khéng thé theo sang ché, vi du, khéng thé dic hiéu kép
khéng KLB/khang FGFR1, dung trong phuong phap duoc bac 10 chira khéng thé khong
phong bé lién két va/hodc sy tuong tac cta phdi t FGF, vi du, FGF19 va FGF21, véi
phirc hé KLB/FGFR1c. Theo mét sd phwong 4n, khang thé dic hiéu kép khang
KLB/khang FGFR1 duogc boc 1 trong ban mo ta nay ding dé chi khang thé didu bién
hoat tinh phtrc hé KLB/FGFR1c va khong phong bé su twong tac va/hoic lién két cta
phdi tr FGF ty nhién, vi du, FGF19 va FGF21, v6i phtic hé KLB/FGFR 1c. Theo mét s6
phuong 4n, khang thé ddc hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 dugc bdc 16 trong ban
md ta nay ding dé chi khang thé khong phong bé lién két va/hodic hoat tinh ctia phdi tir
FGF tu nhién véi FGF thu thé khong ¢6 mit cia KILB. Vi du, va khong gi6i han, khang
thé dac hiéu kép khang KLB/khang FGFRI1 theo sang ché khong phong bé su tuong tac
cta phéi tt FGF ty nhién v6i phitc hé FGFRI/KLA hodc chi FGFR1. Theo mdt sb
phuong an, khang thé dac hiéu kép khang KLB/khédng FGFR1 dugc bdc 10 trong ban
md ta nay ding dé chi khang thé khéng phong bé lién két va/hoic hoat tinh ctia phéi tir
FGF tu nhién v6i KLLB khong c6 méat cia FGFR1. Vi du, va khong gi6i han, khang thé
dac hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 theo sang ché khéng phong bé sy tuong tac cia
phéi tir FGF ty nhién véi phitc hé FGFR4/KLB, phirc hé¢ FGFR2¢/KLB va/hodc phitc
hé¢ FGFR3¢/KLB.

Theo mdt sb phuong 4n, khang thé khang KLB, khang FGFR1c va/hoic khang
KLB/khang FGFRI1, vi dy, khang thé dic hidu kép, khang KLB/khdng FGFR1c dung
trong phuong phap duoc bdc 16 c6 thé duoc dénh ddu. Nhan bao gdm, nhung khong gidi
han béi, nhin hodc gdc duge phat hién mot cach truc tiép, nhu huynh quang, ky mau,

mat do dién tir, chét phat quang hoa hoc, va chat danh d4u co6 hoat tinh phong xa, cling
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nhu céc gbe, nhu céc enzym hodc cac phdi tir, ma dugce phét hién mdt cach gién tiép, vi
dy, thdng qua phan Gng enzym hodc twong tac phan tir. Vi du khong gi6i han vé nhan
chta cac ddng vi phong xa 32P, 1*C, 121, 3H, va !, c4c nhém huynh quang nhu chelat
hoic floresxein ciia nguyén t6 dit hiém va cac chét dan xuét ctia chting, rodamin va cac
chit din xuit cua chung, dansyl, umbelliferon, luxeriferaza, vi duy, luxiferaza cta con
dom dom va luxiferaza cta vi khuidn (patent M§ s6 4,737,456), luxiferin, 2,3-
dihydrophtalazindion, peroxidaza cta cdy cu cdai cay (HRP), phosphataza kiém, p-
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, lién hgp v6i enzym ma st dung hydro peroxit dé oxy hoa
tién chit nhudm nhu HRP, lactoperoxidaza, hodc microperoxidaza, biotin/avidin, nhan
spin, nhan thé thuc khudn, céc géc tu do 6n dinh, va cac chét tuong tu.

B.  Phuong phép tri lidu

Theo mot sd phuong an, mot hodc nhiéu khang thé theo sang ché c6 thé dugc st
dung d& didu tri bénh va/hodc rdi loan & déi twgng. Vi dy, nhung khong gi¢i han, bénh
c6 thé 1a rbi loan chuyén héa. Vi du khong gi6i han v& rdi loan chuyén héa bao gom
budng trimg da nang (polycystic ovary syndrome - PCOS), hoi chimg chuyén hoa
(metabolic syndrome - MetS), béo phi, viém gan nhiém mé& khong do rugu (non-
alcoholic steatohepatitis - NASH), gan nhiém m& khong do rugu bénh (non-alcoholic
fatty liver disease - NAFLD), m4u nhiém m&, ching ting huyét 4p, bénh ddi thdo dudng
loai 2, bénh dai thdo dudng khong phai loai 2, bénh déi thao duong loai 1, bénh dai thao
dudng ty mién tiém an (latent autoimmune diabetes - LAD) va bénh dai thio duong phat
thoi ky trudng thanh & thanh nién (maturity onset diabetes of the young - MODY). Theo
mot sb phuong an, r6i loan chuyén hoa 1a bénh dai thao duong loai 2. Theo mot sb

phuong 4n, rdi loan chuyén hoa 1a béo phi.

Theo mot s6 phuong 4n, mot hodc nhidu khéng thé theo sang ché co thé duogc st
dung dé didu tri hoi chimg Bardet-Biedl, hoi ching Prader-Willi, hoi ching Alstrom,
hoi chimg Cohen, bénh loan dudng di truyén Albright (gia nhuge tuyén can gidp), hoi
ching Carpenter, hoi chirng MOMO, hoi ching Rubinstein-Taybi, hdi chirng nhidm sic
thé X d& tén thuong va hoi chiing Bérjeson-Forssman-Lehman. Theo mot s& phuong
4n, mdt hodc nhidu khang thé theo sang ché c6 thé duoc st dung dé diéu tri 130 hoa va

cac bénh lién quan nhu bénh Alzheimer, bénh Parkinson va ALS.
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Theo mét sb phuong an, mot hodc nhiéu khang thé theo sang ché co thé dugce st
dung dé diéu tri bénh tim, dot quy, dau tim, tdng insulin huyét, ap huyét cao, bénh dong
mach vanh, dau nira diu hogic nhirc dau lién quan truc tiép dén béo phi hoic ching tang
huyét ap so, suy tim sung huyét, tan sinh, r6i loan lipid mau, thiéu mau, bénh tai mat,
viém xuong khép, viém khop thoai héa, dia thoai hoa, bénh thodi hoa khép, thay khop,
bénh thoai hoa khép ting, hen suyén, viém phoi lap lai, ching sung mang phoéi lap lai,
1ap lai viém phé quan, han ché phdi, trao nguoc da day (bénh trao ngugc da day thuc
quan), 16ng trén khudn mét va co thé nhiéu (rim 16ng), phat ban, nhiém trung da man
tinh, ra md hoi nhidu, nhiém ndm am dao thuong xuyén, khong kiém so4t cing thing
tiét niéu, bt thudong kinh nguyét, rdi loan nodi tiét t6, budng tring da nang, vo sinh, ung
thu biéu mo6 (v du, v, rudt két va ung thu tir cung), ngung thd khi ngd, u gia ndo bo,

bénh trAm cam, 161 loan chuc nang tdm ly/tinh duc, phan bi€t chung tdc va chét sém.

Theo mét s6 phuwong 4n, sang ché d& xuét khang thé dung trong phuong phap
didu tri. Vi du, va khong gi6i han, sang ché d& xuét khang thé, vi dy, khang thé ddc hiéu
kép khang KLB/khang FGFR1, dung trong phuong phap didu tri d6i twong co rbi loan
chuyén hoa, vi du, PCOS, MetS, béo phi, NASH, NAFLD, mau nhiém md, ching ting
huyét ap, bénh dai thao duong loai 2, bénh dai thdo duong khong phai loai 2, bénh dai
thdo duong loai 1, LAD, MODY, va ldo hoa va cac bénh lién quan nhu benh Alzheimer,
bénh Parkinson va ALS, bao gém viéc cho ca thé dung lugng hi¢u qua khang thé, duoc
bdc 16 trong ban mo ta nay. Theo mdt sb phuong 4n, séng ché dé xuét khang thé, vi du,
khéng thé dic hiéu kép khang KLB/FGFR1, dung trong phuong phép diéu tri d6i tuong
¢6 bénh hoc rdi loan duge mo ta & trén, bao gbm viéc cho c4 thé dung luong hidu qua
khang thé.

Theo mdt sb phuong 4n, phuong phap c6 thé con bao gdm viée cho dbi tuong
dung luong hi¢u qua cua it nhit mét tac nhan tri liéu bd sung. Vi du khong giéi han vé
tac nhan tri liéu bd sung, vi du, tic nhan tri liéu thit hai, dugc mo ta bén dudi.

Theo mét sd phuong 4n, sang ché con dé xuit phuong phap kich thich giam can
bao gdm viéc cho c4 thé dung luong hidu qua ctia mot hodc nhiéu khang thé theo sang
ché, vi du, khang thé didc hiéu kép khang KL.B/FGFR1.

“C4 thé,” “bénh nhan "hodc “ddi tugng,” nhu dugc st dung trao dbi qua lai trong

ban md ta nay, dung dé chi dong vat ¢ vi. Cac dong vat c6 vii bao g6m, nhung khong
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chi gi6i han &, dong vat da duoc thuan hoa (vi du, bo céi, clru, meo, ché, va ngua), cac
dong vat linh trudng (vi dy, nguoi va cac dong vat linh truéng khong phai 1a ngudi nhu
khi), tho, va dong vat gam nham (vi du, chudt va chudt ratus). Theo cac phuohg 4n nhat

dinh, cé4 thé hodc dbi twong nay 1a ngudi.

Séang ché con dé xuat khang thé, vi du, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang
FGFRI1, dung trong viéc hoat héa phirc hé ddng thu thé KLB/FGFRIc, vi du, & dbi
tuong. Vi dy, va khong gidi han, khang thé dic hiéu kép khang KLB/khdng FGFR1 ¢4
thé 1a khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR 1c. Theo mt sé phuong 4n, séng
ché dé xuét khang thé, vi dy, khang thé dic hiéu kép khdng KLB/khang FGFR1, dung
trong phwong phép hoat hoa phirc hé ddng thu thé KLB/FGFR1c & d6i tuong. Theo mot
s6 phuong 4n, phuong phap bao gdm viéc cho d6i twong dung hitu hidu khang thé dé

hoat hoa phtrc hé thu thé KLB/FGFRIc.

Khang thé theo sang ché c6 thé duogc str dung mdt minh hodc két hop véi tac nhan
khac trong liéu phép didu tri. Vi dy, va khong gi6i han, khéng thé theo sang ché c6 thé
duoc dung cing vdi it nhat mét tac nhan diéu tri bénh bd sung. Theo mot sb phuong 4n,
tac nhan tri liéu bd sung/th hai c6 thé bao gbm tac nhan khéng dai thdo duong, tdc nhan
khéang béo phi hodc thudc dé chuyén hoa cic diéu kién nhu, nhung khong gi6i han, thude
chéng tang huyét p va statin. Vi du khong gi6i han v& tac nhan tri liéu b sung/th hai
bao gém metformin, pioglitazon, DPP4i, chét tuwong tw GLP1, sulfonylure, insulin, chét

tuong tu Leptin va lorcaserin (vi du, BELVIQ®).

Sang ché con dé xuit st dung khang thé, vi dy, khang thé dic hiéu kép khang
KLB/khang FGFR1, trong san xuét hodc didu ché thudc. Theo mot s& phuong 4n, thude
dé diéu tri b1 loan chuyén héa, nhu dugce bdc 16 & trén. Theo mot s6 phuong an, sang
ché d& xuit st dung khéang thé trong san xuét thubc dé didu tri béo phi. Theo mot sd
phuong an, sang ché @2 xuét str dung khang thé trong san xuét thudc dé diéu tri bénh dai
thdo duong loai 2. Theo mot sd phuong 4n, phuong phép con bao gbm viée cho ca thé
dung lugng hiéu qua cua it nhét mot tac nhan tri liéu bd sung, vi du, nhu duge md ta
trong ban mo ta nay. Theo mot s6 phuong an, thude 12 d8 hoat hoa phuc hé ddng thu thé
KLB/FGFR1c. Theo mdt s6 phuwong én, thubc co6 thé duoc str dung trong phuong phap
hoat hoa phtrc hé ddng thu thé KLB/FGFR1c & c4 thé bao gdm viéc cho c4 thé ding
lugng thudc hitu hiéu dé hoat héa phic hé thu thé KLB/FGFR1c.
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Theo mdt sb phuong 4n, khang thé dung trong phuong phép tri lidu dugc boc 1§
¢6 thé ¢6 trong duge pham. Theo mot s6 phuong 4n, dugc phim c6 thé chira chat mang
dugc dung. Theo mot sb phuong an, dugc phém ¢6 thé chira mot hodc nhidu khang thé

theo sang ché.

Bb sung hodc theo cach khéac, duoc phém ¢6 thé chtra tac nhan tri lidu tha hai.
Khi mot hogc nhidu khang thé duoc boc 16 duge 4p dung véi tac nhan tri liéu khac, mot
hodc nhiéu khéng thé va tdc nhan tri lidu khac c6 thé duoc ap dung theo thtr tu hodc
ddng thoi. Cac phép diéu tri két hop nay néu trén bao gbm viéc dung két hop (trong d6
hai hodc nhiéu tac nhan diéu tri bénh c6 trong ciing mot dugc phém hodc cac duoc phém
riéng &), va dung riéng r&, trong truong hop do, viéc dung khéng thé theo sang ché co
thé duoc thuc hién trude khi, déng thoi, va/hoac sau, viéc dung tac nhan hodc céc tac
nhan didu tri bénh bd sung. Theo mot phuong 4an, viée dung khang thé theo sang ché va
viéc dung tac nhan tri li€u bd sung dién ra trong khoang mdt thang, hogc trong khoang
mot, hai hoaé ba tudn, hodc trong khoang mot, hai, ba, bdn, nam, hodc sau ngay, mdi
cai.

Khang thé theo sang ché (va tac nhan tri lidu bd sung bt ky) c6 thé dugc ap dung
bang dudng thich hop bét k¥, bao gdm ngoai duong tiéu hda, trong phéi, va trong mii,
va, néu mudn dé diéu tri bénh khu trt, ding trong vét thuong. Cach dung ngoai duong
tiéu hoda bao gém tiém bép, tiém tinh mach, tiém ddng mach, tiém trong khoang mang
bung, hodc tiém dudi da. Viéc dung lidu ¢6 thé dugc thuc hién theo dudng thich hop bét
ky, vi du, duong tiém, nhu tiém tinh mach hodc tiém dudi da, phu thudc mot ph?m vao
liéu viéc ding 14 ngén hay trong thoi gian dai. Cac phéc dd dung lidu khac nhau bao
gém, nhung khong chi giéi han &, mot hoac nhiéu lan dung vao cac thoi diém khac nhau,

tiém liéu cao, va truyén theo nhip déu nam trong pham vi ctia sang ché.

Céc khang thé theo sang ché s& duoc bao ché, dinh lidu, va dugc ding qua duong
phtt hop véi thuc tién y té an toan. Céc yéu té dé xem xét trong tinh hudng nay bao gdbm
r6i loan cu thé dugc diéu tri, dong vatco vacu thé duoc diéu tri, tinh trang 1am sang cua
ting bénh nhan, nguyén nhén cia rdi loan d6, vi tri phan phdi tic nhan, phuwong phép
dung, lich ding, va cac yéu t6 khac ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc y té
d3 biét. Khang thé khong nht thiét can, nhung c6 thé tiy y, duge bao ché véi mot hodc
nhiéu t4c nhan hién duoc ding dé ngan ngira hogc diéu tri 1di loan dang quan tAm. Luong

hitu hiéu cla céc tdc nhan khac nay phu thudc vao lugng khang thé c6 mit trong ché
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phém, kiéu rdi loan hodc cach diéu tri, va cac yéu t6 khac néu trén. Ching thuong duge
dung v6i cing mdt lidu lugng va qua dudng ding nhu duge boc 1§ trong ban md ta nay,
hodc nam trong khoang tir 1% dén 99% lidu lugong dugc boc 16 trong ban mo ta nay,
hodc v6i lidu lugng bit ky va qua dudong ding bat ky theo kinh nghiém/duoc x4c dinh

vé mit 1am sang 1a thich hop.

Dé ngin ngira hoic diéu tri bénh, lidu luong thich hop khéng thé theo sang ché
(khi dwgc sir dung riéng ré hoic két hgp vi mot hogdc nhidu tac nhan bd sung khéc didu
tri bénh) s& phu thudc vao loai bénh can duge diéu tri, loai khang thé, mrc do nghiém
trong va tién trién cta bénh, lidéu khang thé duoc dung nhim muc dich phong hay nham
muc dich didu tri bénh, viéc diéu tri bénh trudc dé, tién sir 1am sang ctia bénh nhan va
déap tng v6i khang thé, va suy xét cia bac sy diéu tri. Theo mot s6 phuong 4n, khang
thé theo sang ché c¢6 thé dugc ap dung trén nén tang can thiét. Theo mot s& phuong an,
khéng thé c6 thé dugc cho bénh nhan ding mot 1an hoic trén mot loat didu tri. Vi du,
nhung khong gidi han, khang thé va/hodc duge phidm bao gdm khang thé, nhu duge boc
10 trong badn md ta nay, co thé duoc cho dbi twong ding hai 1dn mdi ngay, mdi ngay mot
14n, hai ngdy mét 1an, mot 1an ba ngay, mot 1An mdi bdn ngay, mot 1an mdi nam ngay,
mot 1an mdi sau ngay, mdi tudn mot 1an, mot 1An mdi hai tudn, mot 14n ba tudn, mdi
thang mat 14n, hai thang mot 14n, mot 14n ba thang, sau thang mot 14n hodc mot 1an mdi

nam.

Theo mot ) phuong an, viéc phy thudc vao loai va muc do nghiém trong cua
bénh, khoang 1 pg/kg dén 15 mg/kg (vi dy, 0,1mg/kg-10mg/kg) khéng thé c6 thé 1a liéu
luong ban ddu dé cho bénh nhan ding, vi du, bing mdt hoic nhiéu 1an ding riéng ré,
hodc biang cach truyén lién tuc. Liéu lwong hang ngay thong thudng c6 thé nam trong
khoang tir 1pg/kg dén 100mg/kg hodc nhiu hon, tiy thudc vao cac yéu t& néu trén.
Theo mot s6 phwong 4n, lidu hing ngay c6 thé cao hon khoang 100 mg/kg. Theo mot sd
phuong 4n, lidu c6 thé duoc didu chinh dé thu dugc ndng do khéng thé huyét twong la
1-1000 pg/ml va theo mdt sd phuong phéap 25-300 pug/ml.

Déi véi viee dung lap lai trong vai ngay hodc dai hon, tuy theo tinh trang, viéc
diéu tri bénh thuong co thé can dugc duy tri cho dén khi dat dugc két qua mong mubn
ngan chin cac triéu chimg cta bénh. Mot lidu khang thé 1am vi du s& ndm trong khoang
tir 0,05mg/kg dén 10mg/kg. Theo mot s6 phuong 4n, mot hozic nhiéu lidu khoang
0,5mg/kg, 2,0mg/kg, 4,0mg/kg hodc 10mg/kg (hodc két hop chung theo cach bat ky) co
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thé duoc cho bénh nhan dung. Theo cach khac, khang thé ¢6 thé dugc ap dung lam ché
pham giai phéng tir tir, trong d6 trudong hop it dung thudng xuyén bét budc. Liéu va tan
suét c6 thé thay d6i dua trén su ban ton khang thé trong bénh nhan. Theo mot sé phuong
an, lidu nay co thé dugc ap dung theo ting dot, vi du mdi tudn hodc ba tudn mot lan (vi
du, sao cho bénh nhan nhan khodng hai dén hai muoi, hodc, vi du, khoang sdu lidu khang

thé). Liéu ban dau cao hon, tiép theo mot hozic nhiéu liéu thdp hon c6 thé dugc ding.

Theo mot s6 phuong an, phuwong phéap c6 thé con bao gom viée giam sat doi tuong
va xac dinh tac dung cta diéu tri. Vi dy, tién trién cta viéc dicu tri nay c6 theé dugc theo

doi mét cach dé dang theo céc k§ thuat va thir nghiém thong thuong.
IV. Dugc pham

Sang ché con dé xuét duoc phim chtra mot hozic nhiéu khang thé, nhu dugc mod
ta trong ban md ta nay, v4i chat mang duge dung. Theo mot s& phuong 4n, dugc phdm
¢6 thé chtta két hop da (v du, hai hodc nhiéu) khang thé va/hodc cc phan lién két khang
nguyén cta ching theo sang ché. Theo mot s6 phuong 4n, duoc phim theo sang ché c6

thé chtra mot hodc nhidu khang thé dic hiu kép khang KLB/khang FGFR1.

Theo mdt sb phuong an, dugc phém duoc boc 16 ¢cb thé duoc diéu ché béng cach
két hop khang thé c6 do tinh khiét mong mudn ndy véi mot hodc nhiéu chat mang dugc
dung tuy y (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)), ¢
dang ché phém da dugc séy kho & nhiét do thép hodc dung dich nudc. Vi dy, nhung
khong gi6i han, cac ché phdm chira khang thé da dugc sdy kho & nhiét do thap duge boc
16 trong patent M§ sb 6,267,958. Theo mot s6 phuong an, cac ché pham nuéc chira
khang thé co6 thé bao gém cac ché phém da dugc boc 16 trong patent My s6 6,171,586
va W02006/044908, cac ché phim sau bao gdm dung dich dém histidin-axetat. Theo
mdt s6 phuwong 4n, khang thé ¢ thé c6 mirc do tinh khiét cao hon khoang 80%, cao hon
khoang 90%, cao hon khoang 91%, cao hon khoang 92%, cao hon khoang 93%, cao
hon khoang 94%, cao hon khoang 95%, cao hon khodng 96%, cao hon khoang 97%,
cao hon khoang 98%, cao hon khoang 99%, cao hon khoang 99,1%, cao hon khoang
99,2%, cao hon khoang 99,3%, cao hon khoang 99,4%, cao hon khoang 99,5%, cao hon
khoang 99,6%, cao hon khoang 99,7%, cao hon khoang 99,8% hodc cao hon khoang
99,9%.
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Chét mang dugc dung thuong khong doc d6i v6i ngudi nhan 6 lidu lwgng va nong
do duoc dung, va bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &: cac dung dich dém nhu
phosphat, xitrat, va céc axit hitu co khéc; cac chit chdng oxy hoa bao gdm axit ascorbic
va methionin; chit bao quan (nhu octadexyldimetylbenzyl amoni clorua; hexamethoni
clorua; benzalkoni clorua; benzethoni clorua; phenol, butyl hodc rugu benzylic; alkyl
paraben nhu metyl hodc propyl paraben; catechol; resoxinol; xyclohexanol; 3-pentanol;
va m-cresol); cac polypeptit c6 phén tir lugng thip (khoang it hon 10 gbc¢); cac protein,
nhu albumin huyét thanh, gelatin, hodc cac globulin mién dich; cac polyme wa nudc nhu
polyvinylpyrolidon; cdc axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin, histidin, arginin,
hoic lysin; monosacarit, disacarit, va cac hydrat cacbon khac bao gém glucoza, manoza,
hodc dextrin; cac chit chelat hoa nhu EDTA; duong nhu sucroza, manitol, trehaloza
hoac sorbitol; ion trai diu tao ra mudi nhu natri; cac phtc kim loai (vi dy, phuc Zn-
protein); va/hodc chét hoat dong bé mit khong ion nhu polyetylen glycol (PEG). Céc
chit mang dugc dung lam vi du theo séng ché con bao gdm céc tdc nhan phan tan duge
chit trong k& nhu hyaluronidaza glycoprotein ¢6 hoat tinh phan Ung trung hoa
(SHASEGP), vi du, hyaluronidaza glycoprotein PH-20 hoa tan ctia nguoi, nhu rtHuPH20
(HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Mot s6 SHASEGP nhét dinh 1am vi du va
phuong phap sir dung, ké ca rHuPH20, boc 16 trong cong bd don yéu cau cép patent My
s6 2005/0260186 va 2006/0104968. Theo mot khia canh, SHASEGP dugc két hop v6i

mdt ho#ic nhiéu glycosaminoglycanaza bo sung nhu chondroitinaza.

Chét mang c6 thé thich hop dé dung tiém tinh mach, tiém bép, dudi da, ngoai
duong tiéu hoa, tiy sdng hay ngoai mang ctmg (v{ du, bang cach tiém hoic truyén). Phu
thudc vao duong dung, hop chét ¢6 hoat tinh, #izc la, khang thé dac hiéu kép khang
KLB/khang FGFR1, c6 thé dugc phu trong vét liéu dé bao vé hop chat khéi hoat dong

ciia axit va cac didu kién tu nhién khéc ¢6 thé bat hoat hop chit.

Duoc phdm theo sang ché ciing ¢6 thé duge ap dung trong liéu phap didu tri két
hop, titc la, két hop v6i cac tdc nhan khéac. Theo mot s6 phuong én, duoc phém duoc
bdc 10 trong ban md ta nay cling co thé chira nhiéu hon mot hoat chét cin thiét cho dau
hiéu cu thé dang duoc xt 1y, vi du, v6i hoat tinh bd trg khong téc dong bét loi dén nhau.
Theo mdt s6 phuong 4n, dugc phéam c6 thé chira hoat chat th hai dé diéu tri bénh giéng
nhu duge didu tri bang tri liéu thi nhét. Hoat chit ndy c6 mot cach thich hop & dang két

hop v6i lugng hitu hiéu cho cac muc dich stir dung. Vi du, va khong gidi han, ché phdm
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theo sang ché cling co thé chira nhiéu hon mot hoat chét cAn thiét cho du hiéu cu thé
dang dugc xt ly, tdt hon 12 hoat chét c6 hoat tinh bd trg ma khong tac dong bét 1gi dén
nhau. Vi du, ¢6 thé mong mudn con dé xuit tri liéu tha hai hitu dung dé diéu tri bénh
gidng nhau. Hoat chét nay c6 mdt cach thich hop & dang két hop v6i lugng hitu hiéu cho

cdc muc dich st dung.

Ché pham theo sang ché ¢6 thé dugc ding bang nhiéu phuong phap da biét trong
linh vuc. Duong va/hodc phuong thitc dung thay d6i phu thudc vao két qua mong mudn.
Hop chit c6 hoat tinh ¢6 thé duge diéu ché vai chit mang bao vé hop chit khoi giai
phong nhanh, ching han nhu ché pham giai phong dbi ching, bao gdm ciy ghép, miéng
va qua da, va hé cung cAp vi bao. Phin huy sinh hoc, polime twong thich sinh hoc ¢6 thé
dugce st dung, chiang han nhu etylen vinyl axetat, polyanhydrit, axit polyglycolic,
collagen, polyorthoeste, va axit polylactic. Nhiéu phuong phip didu ché ché pham nay
duiyc md ta boi vi du, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R.
Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978. Theo mot 36 phuong an, dugc
pham dugc san xuét trong cac diéu kién thuc hanh san xuét tdt (Good Manufacturing

Practice - GMP) cta cuc quan ly thuc pham va duoc phim M¥.

Ché pham giai phong cham chtra khang thé dugc cong bd ciing c6 thé dugce didu
ché. Céc vi du thich hop vé ché phdm giai phong cham bao gbm c4c nén ban thAm bang
polyme rén ky nuéc chira khang thé, ma cdc nén nay & dang céc vat thé da dugc dinh
hinh, vi du, mang, hodc vi nang. Theo mot $6 phuong én, cac thanh phén ¢0O hoat tinh
¢6 thé duge by trong vi nang diéu ché duoc, vi du, theo k¥ thuat tu giot hodc bang cach
polyme hoa bé mat, vi du, hydroxymetylxenluloza hodc vi nang gelatin va vi nang poly-
(metylmetaxylat), mot cach 1an lugt, trong hé phan phdi thude keo (vi du, cac liposom,
céc vi cAu albumin, vi nhii twong, hat nano va vién nang kich ¢& nano) hodc trong nhii
tuong hat to. Cac k§ thuat ndy dugc bdc 19 trong tai liéu: Remingion's Pharmaceutical

Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980).

DPé quan ly khang thé theo sang ché bang mot sb duong dung, c6 thé cén thiét
bao phu hop chét vé6i, hodc ddng quan tri hop chét véi, vat lidu dé ngan ngira né ngling
hoat dong. Vi du, hop chét c6 thé duoc cho dbi tuong dung trong chét mang thich hop,
vi du, cac liposom, hodc chét pha loang. Cac chét pha lodng dugc dung bao gém nudc
mudi va dung dich dém nuéc. Céc liposom chira nhil trong CGF nudc trong dau trong

nude cling nhu cac liposom thong thuong (Strejan et al. (1984) J. Neuroimmunol. 7:27).
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Chét mang dugc dung chita dung dich hodc thé phén tan nuée vo tring va bt vo
trung cho viéc didu ché tirc khic dung dich hoic thé phan tan tiém vo trung. Viéc st
dung moi truong va tdc nhan nay cho hoat chét duge da duoc biét trong linh vuc. Trir
trong chirng myc mdi trudng hodc tdc nhan thong thuong bét ky khong tuong thich véi
hoat chét, tmg dung ciia né trong dugc pham theo sang ché 1a duge dy tinh dén. Hoat

chit bd sung cling ¢ thé dugc két hop vao ché pham.

Ché pham tri lidu dién hinh phai vo tring, gan nhu ding truong, va 6n dinh trong
cac didu kién san xuét va luu trit. Ché phdm c6 thé duge bao ché 1am dung dich, vi nhil
tuong, liposom, hodc cau tric dit khac thich hop véi ndng do dugc chat cao. Chat mang
c¢6 thé 12 dung moi hay moi truong phén tan chtra, vi du, nude, etanol, polyol (vi du,
glyxerol, propylen glycol, va polyetylen glycol 16ng, va tuong ty), va hdn hop thich hop
cta ching. Cac tinh 1éng thich hgp co thé dugc duy tri, vi du, bang cach sir dung 16p
pht nhu lexithin, bang viéc duy tri kich thuée hat can thiét trong trudng hop phan tan
va bang cach st dung chét hoat dong bé mit. Trong nhiéu truong hop, vu tién 1a chira
tac nhan déng truong, vi du, duong, rugu da chitc nhu mannitol, sorbitol, hodc natri
clorua trong ché pham. Su hép thu kéo dai ctia ché pham tiém c6 thé duoc mang lai bang

cach chira trong ché pham tac nhan lam tré hap thu, vi dy, muo6i monostearat va gelatin.

Dung dich tiém v0 trung c6 thé dugc diéu ché bang cach két hop mot hodc nhiéu
khang thé duge boc 16 v6i lugng cAn thiét trong dung méi thich hop véi mot hoge két
hop cac thanh phan liét ké & trén, nhu yéu ciu, tiép theo 1a khi tring vi loc, vi du, bang
cach loc qua mang loc vo trung. Thong thuong, thé phan tan dugc didu ché bing cach
két hop hop chét c6 hoat tinh vao chét din v tring bao gdm moi trudng phén tan kiém
va cac thanh phan khac cn thiét tir nhitng thanh phan liét ké & trén. Trong trudng hop
bot vo tring dé diéu ché dung dich tiém vo trung, phuong phap diéu ché duogc vu tién 13
sdy chan khong va dong khd (kho lanh) tao ra bot cuia hoat chit cong vai thanh phan

mong mubn bd sung bét ky tir dung dich da loc vo trung trén ddy cua no.

Ché phém tri liéu ciing c6 thé duge ding véi thiét bi y té da biét trong linh vue.
Vi du, ché pham tri liéu theo sang ché ¢6 thé duge dung véi thiét bi tiém duéi da khong
cin kim tiém, nhu céc thiét bi dwoc bdc 10 trong, vi du, Patent My s6 5.399.163,
5.383.851, 5.312.335, 5.064.413, 4.941.880, 4.790.824, hodc 4.596.556. Vi du vé viée
ciy ghép va mo-dun hitu dung theo sang ché bao gém: Patent My sb 4.487.603, boc 19

bom vi truyén cdy ghép rét thude vao véi tde do duoc kidm soat; Patent My s6 4.486.194,
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boc 16 thiét bi tri lidu dé dung thudc qua da; Patent My s6 4.447.233, boc 1o bom dich
truyén thudc dé cung chp thude véi tée do dich truyén chinh xac; Patent M§ sb
4.447.224, bdc 10 thiét bi truyén cdy dong thay d6i @& cung cip thude lién tuc; Patent
M5 s6 4.439.196, boc 10 hé théng cung cip thudc thim thau c6 khoang nhidu budng; va
Patent M§ s6 4.475.196, boc 16 hé théng cung cép thudc tham thau. Nhiéu mé cdy, hé

thdng cung cap, va md-dun nhu trén khac da biét.

Vé6i ché pham tri lidu, dugc pham theo sang ché bao gdm cac ché pham thich hop
dung qua dudng miéng, miii, boi (bao gdm miéng va ngdm dudi ludi), truc trang, 4m
dao va/hodc ngoai dudng tidu hoa. Ché pham c6 thé & dang lidu don vi mot cach thuén
tién va co thé duogc didu ché bang phuong phép bat ky da biét trong linh vuc dugc.
Luong khang thé, c6 thé két hop vai vat lidu chét mang dé tao ra dang lidu don, thay d6i
phu thudc vao d6i teong dang duoc xit 1y, va phuong phap dung cu thé. Luong khang
thé c6 thé két hop voi vat lidu chit mang dé tao ra dang liéu don thuong 1a lugng ché
phim tao ra tic dung tri liéu. Thong thuong, trén thang mot tram phan tram, luong nay
nam trong khoang 0,01 phan trim dén khoang chin muoi chin phan tram thanh phan c6
hoat tinh, nim trong khoang 0,1 phan trim dén khoang 70 phan trim, hoic nim trong

khoang 1 phan trim dén khoang 30 phan tram.

Céc dang lidu ctia ché pham theo sang ché dung tai chd hodc qua da bao gbm bot,
thude xit, thudc md, kem, kem, sita, gel, dung dich, mang va hit. Hop chét c6 hoat tinh
6 thé duoc tron 1an trong céac diéu kién vo trung v6i chét mang dugc dung, va voi chét

bao quan, dung dich dém, hodc chét déy bét ky ma co thé duoc yéu cau.

Cac cum tir “dung ngoai duong tiéu hoa” va “dugc dp dung ngoai duong tiéu
héa” c6 nghia 1a phuong thitc dung khéac v6i ding duong rudt va boi, thudng 1a ti€m, va
bao gém, khong gi6i han, tiém va truyén tinh mach, bap, dong mach, trong vo, trong
nang, trong hdc mit, trong tim, trong da, trong mang bung, qua khi quan, dudi da, dudi

cuticun, ndi khép, dudi bao, dudi nhén, trong cot song, ngoai mang ciig va trong Ge.

Céc dugc phdm nay ciing ¢6 thé chira chét bd trg nhu chét bao quan, chit thAm
w6t, chat nhil héa va tac nhan phan phdi. Viéc ngin nglra sy ¢6 mat cla vi sinh vat ¢6
thé dugc dam bao béi ca quy trinh khit tring, phia trén, va bao g0m c4c tac nhan khang
vi khuén va khang ndm khéc nhau, vi du, paraben, clobutanol, axit sorbic phenol, va

tuong tu. Cling ¢ thé mong muén bao gdm tac nhan dang truong, nhu dudng, natri
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clorua, va tuong tu vao ché phdm. Ngoai ra, su hép thu kéo dai cia dang duoc phim
tiém c6 thé duoc mang lai bng cach bao gdm céc tic nhéan tri hoan sy hép thu nhu nhém

monostearat va gelatin.

Theo mot s6 phuong an, khi khéng thé theo sang ché dugc dung 1am duoc pham,
véi nguoi va dong vat, ching co thé dung mdt minh hodc 1a dugc phém chira, vi du,
khang thé nam trong khoang 0,01% dén khoang 99,5% (hodc nim trong khoang 0,1 dén

khoang 90%), dugc mo ta trong ban mo ta nay, két hop v6i chat mang duoc dung.
V. Vit phdm

Sang ché con dé cap vat pham chira nguyén liéu hitu dung dé diéu tri, phong

va/hodc chan doan cac rdi loan néu trén.

Theo mdt ) phuong an, vat phém nay chtra vét chtta va nhan hodc goi to in roi
16ng vao hoic két hop véi vat chira. Vi dy khong gidi han vé vat chira thich hop bao
gbm, binh, lo, bom tiém, tai chtta dung dich dé truyén qua duong tinh mach (IV),
v.v..Vat chira c6 thé dugc tao ra tir nhiéu loai nguyén li¢u nhu thuy tinh hodc nhya. Vit
chira nay c6 thé git ché pham riéng r& hoic két hop véi duoc phdm khac co tac dung
diéu tri, phong va/hoic chan doan rdi loan va c6 thé co6 16 tiép xtc vo tring (vi du vat
chira nay c6 thé 1a tai hodc lo dung dung dich dé ding qua dudng tinh mach c6 nut

xuyén qua dugc bang kim tiém duéi da).

Theo mot sé phuong 4n, it nhAt mot hoat chit trong dugc phadm nay 1a khang thé
theo sang ché. Nhan hodc t& in roi 16ng vao ¢ thé cho thdy ring duoc phdm nay dugc

dung dé diéu tri bénh tinh trang bénh ly duogc chon.

Theo mot s& phuong 4n, vét pham nay c6 thé bao gdm (a) vat chira thi nhat vé6i
ché pham chira trong d6, trong d6 dugc pham nay chira khang thé theo sang ché; va (b)
vat chta th hai c¢6 ché phdm chira trong d6, trong d6 dugce pham nay con chira tdc nhan
doc dbi véi té bao hoic tac nhan diu tri khac. Theo mét s phuong 4n, vt phém c6 thé
con bao gdm goi cai xen cho thdy rang cac dugc pham c6 thé dugc dung dé didu tri tinh

trang bénh 1y cu thé.

Theo céch khac, hodc ngoai ra, vat phim nay c6 thé con bao gém vat chia bd
sung, vi du, vat chira thir hai hodc tht ba, chira dung dich dém duoc dung, nhu, nhung

khong giéi han, nuée kim ham vi khuén ding dé tiém (BWFI), nuéc mudi dém phosphat,
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dung dich Ringer hodc dung dich dextroza. Vat pham c6 thé con chira cac nguyén li¢u
mong muon khac dudi goc do thuong mai va dudi goc do cla ngudi st dung, bao gobm

cac dung dich dém khéc, cac chét pha lodng, cac dich loc, kim tiém, va bom ti€m.

Céc vi du sau chi don thuan 1a minh hoa sang ché va khong nhim gidi han theo

bat ky cach nio.
Vi du thye hién sang ché

Vi du 1: Xac dinh dic tinh cua khang thé chit cht van khang FGFR1

Ba khang thé c6 ngudn gbc thuc khudn thé khang FGFR1, YW182.2 (cling dugc
goi trong ban md ta nay 1a “R1IMAb1”), YW182.3 (cling dugc goi trong ban md ta nay
12 “R1IMADB2”), va YW182.5 (cling dugc goi trong ban md ta nay 1a “RIMAD3”) da
dugc md ta trude day (WO 2012/158704, dugc dua vao ban mo ta nay béng cach vién
dan)). Mbi khang thé trong s6 ba khang thé dong vai tro 13 chét chti van chon loc FGFR1

tiém nang va da boc 1o dac tinh nhay véi insulin & chudt.

D& hiéu thém vé hoat tinh chi van nay, kha ning ctia manh Fab cta cic khang
thé nay kich thich FGFR 1¢ dugc thir nghiém. Té bao HEK293 dugc nudi cdy trong moi
truong Dulbecco's Modified Eagle (DMEM) + 10% huyét thanh thai nhi bo (FBS), va
duge gdy nhiém tam thoi véi vecto biéu hién ma hoa Renilla luxiferaza (pRL-SV40,
Promega), FGFRlec, chdt hoat hoa phién mad (pFA2-Elkl hoac pFA2-CREB,
Stratagene), va enzym chi thi luxiferaza tir dom dém dugc thic dAy boi vi tri lign két
GALA4 (pFR-luc, Stratagene), sit dung chét phan Gmg gay nhiém FUGENE® HD (Roche).
Ngay tiép theo, té bao da gay nhiém dugc nuodi cdy trong moi trudng khdng c6 huyét
thanh thém 6-8 gid va YW182.5 IgG va mdi khéang thé YW182.2, YW182.3 va
YW182.5 dugc thir nghiém v6i ndng do ting dan. Hoat tinh luxiferazatrong t& bao dugc
xé4c dinh st dung Hé théng Thir nghiém luxiferaza DUAL-GLO® (Promega) va May
doc nhiéu nhan ENVISION® (PerkinElmer). Hoat tinh luxiferaza tr dom dom dugc
chuin hoéa véi hoat tinh luxiferaza Renilla dugc dong biéu hién. Pang ngach nhién 13,
YW182.2 Fab, nhung khong phai YW182.3 Fab hodc YW182.5 Fab, dd boc 19 hoat tinh
kich thich (Fig.1A).

Fig.1B thé hién thyc nghiém canh tranh lién két dugc thuc hién dé kham pha co
s& cho su chénh 1éch trong viéc kich hoat FGFR1 boi YW182.2 Fab va YW182.3 Fab.
YW182.2 con dugce xac dinh dic tinh khi so sanh véi YW182.3, ¢6 4i luc cao, va khi so
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sanh v6i khang thé khang FGFRI 4i luc thap, YW182.5. Ca4 YW182.2 va YW182.3
canh tranh v&i YW182.5 cho lién két v6i FGFR1 mién ngoai té bao (ECD), thé hién
rang tit ca 3 khang thé nhén ra vung trung ldp ciia FGFR1. Tuy nhién, nhu dugc thé
hién trong Fig. 1B, 4i lyc twong dbi ciia YW182.5 12 yéu hon dang ké (ICso > 30 1an) so
v6i YW182.2 va YW182.3.

Fig.2A thé hién 4i luc lién két cua khéng thé khang FGFR1, YW182.2 va
YW182.3, véi FGFR1b va FGFR1c. Ai lyc ctia khang thé khang FGFR1 dugc x4c dinh
dé danh gid lieu su chénh léch v& 4i luc cta khang thé khang FGFR1 ¢6 giai thich su
chénh léch quan sat dugc trong hoat tinh kich thich. Ai luc lién két cua cac Fab voi
FGFR1b hodc FGFR1c¢ str dung thiét bi BIACORE® T100 duoc thuc hién nhu dugc mo
ta trong Liang et al. J. Mol. Biol. 366(3): 815-29 (2007), v6i céc cai bién sau. Khang thé
khang Fc cua nguoi ¢ chudt d4u tién duogc boc trén chip CM5 dextran carboxymetyl hoa
BIAcore sit dung két hop truc tiép voi cac nhom amino tu do theo quy trinh duoc md ta
béi nha san xudt. YW182.2 hoic YW182.3 sau d6 duge thu trén chip cam bién sinh hoc
CM5 dé thu dugc khoang 200 don vi phan tng (RU). Viéc xac dinh lién két duoc thuc
hién st dung dung dich dém hoat dong chtra 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl,
0,005% chét hoat dong bé mit P20 (dung dich dém HBS-P). Day pha loang 2 lan cia
protein FGFR1¢ ECD-His dugc dua vao véi khoang 1,5-5 0 nM trong dung dich dém
HBS P v6i the do chay 1a 30 pL/phat & 25°C. Ty 1¢ lién két (Kon, mdi mol/gidy) va ty 18
phan ly (Kos, mdi gidy) dugc tinh toan str dung mo hinh lién két Langmuir mot-mot don
gian (Phan mém danh gia Biacore phién ban 3.2). Trang théi can béng hang sb phan ly
(Kq4, mdi mol) dugc tinh toan nhu ty 1& ctia Kot / Kon. Nhur dugc thé hién trong Fig. 2A,
ai luc cuia YW182.2 va YW182.3 dugc quan sat tuong tu, thé hién rang &i luc c6 thé
khéng giai thich duge sy chénh 1&ch giita hoat tinh kich thich cua hai khang thé.

Fig.2B thé hién kha ning twong tic dac hiéu cia YW182.5 (RIMAb3) véi
FGFR1. Tuong ty YW182.2 va YW182.3, YW182.5 da thé hién lién két dic hiéu voi
FGFRI1 bang ELISA (Fig. 2B).

Fig.2C thé hién hoat tinh kich thich ctia YW182.5 cho cac FGFR khac nhau trong
t& bao L6 st dung thir nghiém luxiferaza dya trén GAL-ELK]1 (yéu to phién ma 1 twong
tw ETS). Ddi v6i thir nghiém luxiferaza, HEK293T hogc té bao L6 ctia chudt rattus dugc
oy nhidm tam thoi véi vecto bidu hién ma hoa thy thé thich hop véi gen khéi dau CMV,

Renilla luxiferaza (pRL-SV40, Promega), dung hop chét kich hoat phién ma GAL-
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ELK1 (pFA2-ELK1, Agilent), va cht chi thi luxiferaza ciia dom dém duoc thuc day
béi vi tri lién két GAL4 (pFR-luc, Agilent), st dung Chét phan ung Gy nhiém FuGENE
HD (Promega). Ngay tiép theo, té bao dugc gy nhiém dugc nudi ciy trong moi truong
dva trén DMEM khong ¢6 huyét thanh thém 6-8 gid chia phbi tir protein thich hop véi
néng do khac nhau. Hoat tinh luxiferaza trong té bao duoc xac dinh st dung Hé théng
Thtr nghiém luxiferaza Dual-Glo (Promega) va May doc nhiéu nhan EnVision
(PerkinElmer). Hoat tinh luxiferaza cia dom dom dugc chuén héa véi hoat tinh Renilla
luxiferaza dugc dong biéu hién, va dugc thé hién nhu trung binh + SEM. Tuong tu v6i
YW182.2 va YW182.3, YW182.5 hoat déng nhu chét cha van dic hiéu cho FGFRI1
trong té bao L6 (Fig. 2C).

Hoat tinh kich thich cia YW182.5 con dugc thir nghiém trong té bao HEK293
st dung thtr nghiém luxiferaza dya trén GAL-ELK1dugc md ta ¢ trén. Nhu dugc thé
hién trong Fig. 2D, YW182.5 con hoat dong nhu chét cht van dic hiéu cho FGFR1¢
trong thr nghiém luxiferaza dya trén GAL-ELK trong té bao HEK293.

Fig.2E thé hién tac dung ctia YW182.5 1én muc glucoza trong mau ¢ md hinh
chuot dai thao duong. DPé xac dinh muc glucoza trong mau, chudt dugc mua tir Phong
thi nghiém Jackson va dugc duy tri & co s¢ dong vat khong ¢6 bénh & 21°C véi chu ky
12 gidy sang/12 gior tdi tiéu chudn dé tiép can voi thire n (LABDIET® 5010) va nuée fu
do. Chudt db/db véi nén tang C57BLKS/J 1 céi va cac chudt khac tat ca 1a duc. D6i v6i
ché d6 an giau chét béo, sir dung khéu phén in giau carbohydrat, giau chét béo (Harlan
Teklad TD.03584, 58,4 % calo tir cht béo). Mitc phosphat va canxi vd co huyét thanh
duoc xac dinh bdi May phén tich héa hoc COBAS INTEGRA® 400 (Roche). Muc
FGF23 huyét thanh duge x4c dinh béi ELISA (Immutopics). Muc glucoza trong mau
duge xac dinh bai may do CONTOUR® glucoza (Bayer). D6i voi phan tich chat béo &
gan, st dung kit dinh lugng triglyxerit (MBL International). Cholesterol tbng huyét
thanh, triglyxerit, B-hydroxybutyrat (Thermo DMA) va axit béo ty do (Roche) dugc xac
dinh bédi tht nghiém so mau. ELISA duogc sit dung @8 x4c dinh muc insulin huyét thanh
(Crystal Chem), huyét thanh FGF23 (Immutopics), huyét thanh HMW adiponectin cta
chudt (Alpco) va huyét thanh HMW adiponectin ciia khi (hé théng R&D). Corticosteron
dugc do bang thir nghiém mién dich phong xa (Vanderbilt Hormon Assay & Analytical
Services Core). T4t ca chudt dugc tiém 13 khoang 2-4 thang tudi, ngoai trir chudt thiéu

klb, dugc st dung trong thue nghiém nhat dinh & 7-8 thang tudi. Theo cach twong tw voi
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YW182.2 va YW182.3, YW182.5 da dugc chuin hoa murc glucoza trong mau khi duoc
dua vao chudt ob/ob dai thao duong (Fig. 2E).

Vi du 2: X4y dung ban dd epitop ctia khang thé khang FGFR1

FGFR1 ECD gdm ba mién tuong tu Ig dugc goi 1a D1 dén D3. Nhu dugc thé
hién trén Fig.1C, hai peptit khong trung 1ap (P26: KLHAVPAAKTVKFKCP (SEQ ID
NO: 143) va P28: FKPDHRIGGYKVRY (SEQ ID NO: 144) co trong mién D2 ctia
FGFRI va duoc xac dinh trude ddy la lién két véi ca YW182.2 va YW182.3 (WO

2012/158704, dugc dua vao ban md ta nay bang cach vién dan).

P& x4c dinh céc gdc trong cic peptit nay chiu trach nhién hau hét cho lién két
khang thé, protein c6 chiéu dai day da FGFR1 voi céc thay thé alanin khac nhau trong
vung epitop dugc xac dinh dugc biéu hién trong té bao HEK293 va duge thir nghiém
cho lién két khang thé bing thdm téch western. Nhu duoc thé hién trén Fig.1D, thay thé
alanin trong K175, K177, Y205, R208, duoc loai b lién két cia YW182.2 va YW182.5,
ma khong téc dong 1én bidu hién nhu dugc do béi mién khang FGFRI1 khang lai D1
(khang-D1). Lién két cia YW 182.3 duoc loai bd boi R208A, nhung khdng phai boi cac
thay thé K175, K177, hodc Y205.

Kha ning khang thé hoat hoa thé dot bién thay thé alanin ciia FGFR1 in vivo dugc
thir nghiém st dung thtt nghiém GAL-ELK1 dugc md ta ¢ trén. Viée hoat héa tuong
quan tt voi dac tinh lién két cia céc thé dot bién nay voi mi khéng thé khang FGFR1
da duoc tim thiy (Fig. 1E). Cac két qua nay dé xuét ring tap hop céc axit amin twong tu
trong mién D2 can cho YW182.2 va YW182.5 lién két v6i ai luc du khac nhau, trong

khi tip hop cac axit amin riéng biét trong cung vung la quan trong vé6i lien két YW182.3.

Chu trac tinh thé cta phirc hé 2:2 FGFR ECD/FGF duoc md ta trude do
(Plotnikov et al. Cell 98(5): 641-50 (1999)). Trong c4u trac 2:2 homodime FGFR1c
ECD/FGF2, mét mién D2 twong tac v6i mién D2 khac, v6i mdi lién két FGF2 v6i ca hai
mién D2 tir hai phia dé 1am 6n dinh dime D2 (Fig. 1F). Trong cac chu trac nay, thay thé
alanin quan trong cho lién két YW182.2 va YW182.5 (K175, K177, Y205, va R208)
nam trong dime D2. Vi YW182.2 Fab hoat dong nhu chét kich thich, diéu nay d& xuét
rAng YW182.2 Fab c6 thé lién két v6i hai D2 mién ddng thoi tir phia ma lam on dinh
dime D2, hoat dong cht yéu nhu phan t lién quan t&i phéi tir FGF. Dya trén phén tich
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thay thé alanin, YW182.5 Fab ¢6 thé lién két twong tu ngoai trir 4i luc thdp hon nhidu
so voi YW182.2 Fab.

Vi du 3: Phan 14p va x4c dinh dic tinh cia khang thé khang KI.B

Chudt Balb/c duoc ching ngtra voi té bao HEK293 biéu hién 6n dinh protein
hFGFR1c va hKLB. L4 lach dugc thu lai sau 12 tudn va thé lai dugc tao ra. Thé lai sinh
khang thé khang-hKLB dugc xéc dinh boi phan tich FACS sir dung té bao HEK293
duoc st dung dé ching ngira. Ngén gon 1, t& bao 293 biéu hién chi hKLB, chi hFGFR1,
hodc ca hai, dugc nhudm véi ph??ln dich ndi cua thé lai dugc pha lodng va khang thé
khang IgG & chudt cua dé dugce lién hop véi PE (Phong thi nghiém Jackson) 1a dung
dich dém FACS (0,5% BSA trong PBS). Dung dich dém FACS tuong tu duoc st dung
dé rira té bao dugc nhudm. Té bao duge nhudm duge phan tich bdi FACScan (Becton
Dickinson) va phin mém phan tich FACS FlowJo (Tree Star). cADN mé hoa chudi nang
va chudi nhe ciia IgG dugc nhan dong vao vecto biéu hién. TAt ca cac phan tir khang thé
don dong tai td hop duoc sinh ra trong té bao trang cua chudt lang Trung Quéc (CHO)

duge gy nhiém tam thoi va dugc tinh loc st dung sdc ky cot thong thuong.

Khoang 20 thé lai khac nhau sinh khang thé khang KLB dugc xac dinh. Trinh tu
chudi nhe va chudi nang ctiia CDR ctia 16 trong sd cac khang thé khang KILB nay dugc
thé hién trong bang 2 va 3. Trinh tu chudi nhe cua 16 trong sb cac khang thé khang KI.B
nay cung véi 8C5 duoc thé hién trong Fig. 3A (lén luot 1a 11F1, 6D12, 11D4, 8EI,
46C3, 8H7, 21H3, 25F7, 14E6, 14C6, 24A1, 5F8, 6C1, 12A1, 12B8, 14C10 va 8C5;
SEQ ID NO: 111-127).

Trinh tu chudi ning ctal6 trong s4 cac khang thé khang KLB ndy cung v6i 8C5
duoc thé hién trong Fig. 3B (lﬁn luot 1a 11F1, 6D12, 11D4, 8E1, 46C3, 8H7, 21H3,
25F7, 14E6, 14C6, 24A1, SF8, 6C1, 12A1, 12B8, 14C10 va 8C5; SEQ ID NO: 94-110).

Bang 2. Trinh ty CDR H cho khéng thé don dong khang KILB & chudt.

Khang | CDR H1 CDR H2 CDR H3
the

11F1 | SYGIS (SEQ | TVSSGGRYTYYPDSVKG | GGDGYALDY (SEQ ID
IDNO:1) | (SEQID NO: 16) NO: 32)
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6D12 | DYYMN WIDPENDDTIYDPKFQG | FTTVFAY (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 17) 33)
2)

11D4 |NYGVS VIWGDGSINYHSALIS | THDWFDY (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 18) 34)
3)

8E1 DTYMN RIDPSNGNAKYDPKFQG | RALGNGYALGY  (SEQ
(SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 19) ID NO: 35)
4)

46C3 | DTYIH (SEQ | RIDPANGNTKYDPKFQD | GTSYSWFAY (SEQ ID
D NO: 5) (SEQ ID NO: 20) NO: 36)

8§17 | SYWIH (SEQ | EIDPSVSNSNYNQKFKG | LGVMVYGSSPFWFAY
ID NO: 6) (SEQ ID NO: 21) (SEQ ID NO: 37)

21H3 | SYWIH (SEQ | EIDPSVSNSNYNQKFKG | LGVMVYGSSPFWFAY
ID NO: 6) (SEQ ID NO: 21) (SEQ ID NO: 37)

25F7 | DTFTH (SEQ | RIDPSNGNTKYDPKFQG | RALGNGYAMDY  (SEQ
D NO: 7) (SEQ ID NO: 22) ID NO: 38)

14E6 |EYTMN GINPNNGETSYNQKFKG | KTTNY (SEQ ID NO: 39)
(SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 23)
8)

14C6 | SYWIE (SEQ | EIFPGGGSTIYNENFRD  |RGYYDAAWFDY (SEQ
ID NO: 9) (SEQ ID NO: 24) ID NO: 40)

24A1 |DYEMH ATWPENADSVYNQKFKG | EGGNY (SEQ ID NO: 41)
(SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 25)

10)
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5F§ | DTYIH (SEQ | RIDPANGNTKYDPKFQG | SGNYGAMDY (SEQ ID
IDNO: 11) | (SEQ ID NO: 26) NO: 42)

6C1 SYWIE (SEQ | EILPGSDSTKYVEKFKV | GGYHYPGWLVY  (SEQ
ID NO: 9) (SEQ ID NO: 27) ID NO: 43)

12A11 | RYWMS EISPDSSTINYTPSLKD | PSPALDY (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 28) 44)
12)

12B8 | NYGMN WIDTDTGEATYTDDFKG | EEYGLFGFPY (SEQ ID
(SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 29) NO: 45)
13)

14C10 | TSAMGIG | HIWWDDDKRYNPALKS | IDGIYDGSFYAMDY
(SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 30) (SEQ ID NO: 46)
14)

8C5 | TYGVH VIWSGGSTDYNAAFIS | DYGSTYVDAIDY (SEQ
(SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 31) ID NO: 47)

15)

Bang 3. Trinh ty CDR L cho khéang thé don dong khang KLB & chudt.

Khiang |CDRLI CDR12 CDR L3

thé

11F1 SASQVISNYLN (SEQ ID | FTSSLRS (SEQ | QQYSKLPWT (SEQ
NO: 48) ID NO: 63) ID NO: 79)

6D12 SASSSGRYTF (SEQ ID | DTSKLAS (SEQ | FQGTGYPLT (SEQ
NO: 49) ID NO: 64) ID NO: 80)

11D4 RASQDISNYFN (SEQ ID | YTSRLQS (SEQ | HQVRTLPWT (SEQ

NO: 50)

ID NO: 65)

ID NO: 81)
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8E1 KASDHINNWLA  (SEQ | GTTNLET (SEQ | QQYWNTPFT (SEQ
ID NO: 51) ID NO: 66) ID NO: 82)

46C3 RSSQNIVHSDGNTYLE | KVSNRFS (SEQ | FQGSHVLT (SEQ ID
(SEQ ID NO: 52) ID NO: 67) NO: 83)

817 KASQFVSDAVA (SEQID | SASYRYT (SEQ | QQHYIVPYT (SEQ
NO: 53) ID NO: 68) ID NO: 84)

21H3 KASQFVSDAVA (SEQID | SASYRYT (SEQ | QQHYIVPYT (SEQ
NO: 53) ID NO: 68) ID NO: 84)

25F7 KASDHINNWLA  (SEQ | GASNLET (SEQ | QQYWNTPFT (SEQ
ID NO: 51) ID NO: 69) D NO: 82)

14E6 RASQEISGYLS (SEQ ID | AASTLDS (SEQ | LQYGSYPWT (SEQ
NO: 54) ID NO: 70) ID NO: 85)

14C6 SASSSLSSSYLY (SEQ ID | GASNLAS (SEQ | HQWSSYPLT (SEQ
NO: 55) ID NO: 71) ID NO: 86)

24A1 KSSQSLLNSGNQKNSLA | LASTRES (SEQ | QQHHSTPYT (SEQ
(SEQ ID NO: 56) D NO: 72) ID NO: 87)

5F8 RASSSVNHMY (SEQ ID | YTSTLAP (SEQ | QQFTISPSMYT
NO: 57) ID NO: 73) (SEQ ID NO: 88)

6C1 KASQNVDSYVA  (SEQ | SASYRFS (SEQ | QQYNISPYT  (SEQ
ID NO: 58) ID NO: 74) ID NO: 89)

12A11 | RASQSISDYVY (SEQ ID | YASQSIS (SEQ | QNGHNFPYT (SEQ
NO: 59) ID NO: 75) ID NO: 90)

12B8 KASEDIYNRLA (SEQ ID | AATSLET (SEQ | QQYWSNPLT (SEQ

NO: 60)

ID NO: 76)

ID NO: 91)
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14C10 | RASESVDSYGNSFMH | RASNLES (SEQ | QQSNEDYT (SEQ ID
(SEQ ID NO: 61) ID NO: 77) NO: 92)

8C5 RASESVESYGNRYMT | RAANLQS (SEQ | QQSNEDPWT (SEQ
(SEQ ID NO: 62) ID NO: 78) ID NO: 93)

Hau hét khang thé khang KLB c6 ngudn tir cac thé lai cting véi mot khang thé ¢

ngudn tir thue khuén thé (thiét ké Ph#5, thu duge bang cach loc thyc khuan thé sir dung
| protein hKLB-ECD-HIS t4i td hop (Hé théng R&D) dugc xép hang dya trén sy thay do
trung binh dugc quan sat trong biéu dd do FACS v6i 0,8 pg/ml lién két ctia khang thé
v6i té bao 293 biéu hién hKLB (Fig. 4).

Ngoai ra, mot s6 khang thé duoc xép hang boi ELISA. Déi voi cac thue nghiém
nay, khang thé khang KLB 1a IgG téi tb hop kham véi ving bién déi ¢ chudt va ving ¢6
dinh higG1 duoc st dung dé xac dinh lién két v6i protein hKLB-ECD-HIS. Lién két
twong di ctia hang thé duoc thir nghiém 1a twong tu ngoai trir 14E6, thé hién lién két

tdt hon véi cac didu kién ELISA so v6i phan tich FACS (Fig. 5).

Vi du 4: Lién két KLB ctia khang thé khang KLB

Str dung ELISA dé thir nghiém canh tranh gifta cac khéng thé khang KI.B khic
nhau. Trong mdt s6 thi nghiém, khéng thé IgG duge tinh loc tir phan dich ndi cia thé lai
twong Gmg véi 6D12, 8C5, va 11F1 dugc gén biotin st dung kit gén biotin pha rin NHS-
PEO lién két EZ (Pierce). Lién két voi protein KLB-ECD-HIS dugc thir nghiém sir dung
streptavidin dugc lién hop véi HRP khi o céc néng do khac nhau ctia khang KLLB c6
ngudn tir thé lai. Trong mot s4 thi nghiém, lién két cia IgG cla ngudi tai t6 hop véi
protein KLB-ECD-HIS dugc thr nghiém s dung HRP lién hop v6i khang IgG cia
ngudi (Jackson ImmunoResearch Inc.) khi co cac ndng d6 khac nhau cta khing KLB
co nguén tr thé lai. 11F1, 11D4, 8E1 va 46C3 quan séat dugc 12 khong canh tranh véi
6D12 dé lién két (cac khang thé khac khong dugce thir nghiém véi 6D12). Khang thé
khang KLLB 14E6 va 12A11 canh tranh cho li€n két voi 8C5, nhung 11D4 va 14C10 thi
khong (céc khang thé khac khong duge thit nghiém véi 8C5), va 11D4 canh tranh cho
lién két v6i 11F1, nhung 6D12, 8E1, va 46C3 (cac khang thé khac khong dugc thu
nghiém véi 11F1).
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Vi du 5: Phan (rng chéo khéc loai cua khang thé khang KLB

Phan tng chéo khac loai cua khang thé khang KLB duoc boc 16 dugc phén tich
béi phan tich FACS st dung KLB cADN tir chudt, chudt rattus, tho, khi dudi dai va khi
mat d6 dugc nhan dong vao vecto biéu hién cua dong vat c6 vii pRK duge gdy nhiém
tam thoi vao t& bao HEK293T. Trinh tu polypeptit cia mién ngoai t& bao KLB dugc

bi€u hién nhu sau:
Chudt:

FSGDGKAIWDKKQYVSPVNPSQLFLYDTFPKNFSWGVGTGAFQVEGS
WKTDGRGPSIWDRYVYSHLRGVNGTDRSTDSYIFLEKDLLALDFLGVSFYQFS
ISWPRLFPNGTVAAVNAQGLRYYRALLDSLVLRNIEPIVTLYHWDLPLTLQEE
YGGWKNATMIDLENDYATYCFQTFGDRVKY WITIHNPYLVAWHGFGTGMH
APGEKGNLTAVYTVGHNLIKAHSKVWHNYDKNFRPHQK GWLSITLGSHWIEP
NRTDNMEDVINCQHSMSSVLGWFANPIHGDGDYPEFMK TGAMIPEFSEAEKE
EVRGTADFFAF SFGPNNFRPSNTVVKMGQNVSLNLRQVLNWIKLEYDDPQILI
SENGWFTDSYIKTEDTTAIYMMKNFLNQVLQAIKFDEIRVEGYTAWTLLDGFE
WQDAYTTRRGLFYVDFNSEQKERKPKSSAHY YKQIIQDNGFPLKESTPDMKG
RFPCDFSWGVTESVLKPEFTVSSPQFTDPHLYVWNVTGNRLLYRVEGVRLKT
RPSQCTDYVSIKKRVEMLAKMKVTHYQFALDWTSILPTGNLSKVNRQVLRYY
RCVVSEGLKLGVFPMVTLYHPTHSHLGLPLPLLSSGGWLNMNTAKAFQDYAE
LCFRELGDLVKL WITINEPNRLSDMYNRTSNDTYRAAHNLMIAHAQVWHLYD
RQYRPVQHGAVSLSLHCDWAEPANPFVDSHWKAAERFLQFEIAWFADPLFKT
GDYPSVMKEYIASKNQRGLSSSVLPRFTAKESRLVKGTVDFYALNHFTTRFVI
HKQLNTNRSVADRDVQFLQDITRLSSPSRLAVTPWGVRKLLAWIRRNYRDRDI
YITANGIDDLALEDDQIRKYYLEKYVQEALKAYLIDK VKIKGY YAFKLTEEKS
KPRFGFFTSDFRAKSSVQFYSKLISSSGLPAENRSPACGQPAEDTDCTICSFLV
(SEQ ID NO: 158).

Chuot Ratus (+N-ter FLAG):

DYKDDDDKLEFSGDGKAIWDKKQYVSPVNPGQLFLYDTFPKNFSWGV
GTGAFQVEGSWKADGRGPSIWDRYVDSHLRGVNSTDRSTDSY VFLEKDLLAL
DFLGVSFYQFSISWPRLFPNGTVAAVNAKGLQYYRALLDSLVLRNIEPTVTLYH
WDLPLTLQEEYGGWKNATMIDLENDYATYCFQTFGDRVKYWITIHNPYLVA
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WHGFGTGMHAPGEKGNLTAVYTVGHNLIKAHSKVWHNYDKNFRPHQKGWL
SITLGSHWIEPNRTENMEDVINCQHSMSSVLGWFANPIHGDGDYPEFMKTSSVI
PEFSEAEKEEVRGTADFFAFSFGPNNFRPSNTVVKMGQNVSLNLRQVLNWIKL
EYDNPRILISENGWFTDSYIKTEDTTATYMMKNFLNQVLQAIKFDEIQVFGYTA
WTLLDGFEWQDAYTTRRGLFYVDFNSEQKERKPKSSAHY YKQIIQDNGFPLQ
ESTPDMKGQFPCDFSWGVTESVLKPEFTVSSPQFTDPHLYVWNVTGNRLLYR
VEGVRLKTRPSQCTDYVSIKKRVEMLAKMKVTHYQFALDWTSILPTGNLSKI
NRQVLRYYRCVVSEGLKLGISPMVTLYHPTHSHLGLPMPLLSSGGWLNINTA
KAFQDYAGLCFKELGDLVKLWITINEPNRLSDMYNRTSNDTYRAAHNLMIAH
AQVWHLYDRQYRPVQHGAVSLSLHSDWAEPANPYVESHWKAAERFLQFEIA
WFADPLFKTGDYPLAMKEYIASKKQRGLSSSVLPRFTLKESRLVKGTIDFYAL
NHFTTRFVIHKQLNTNCSVADRDVQFLQDITRLSSPSRLAVTPWGMRKLLGWI
RRNYRDMDIYVTANGIDDLALEDDQIRKYYLEKYVQEALKAYLIDKVKIKGY
YAFKLTEEKSKPRFGFFTSDFKAKSSVQFYSKLISSSGFSSENRSPACGQPPEDT
ECAICSFLT (SEQ ID NO: 147).

Thé (+N-ter FLAG):

DYKDDDDKLDFPGDGRAVWSQNPNLSPVNESQLFLYDTFPKNFFWGV
GTGAFQVEGSWKKDGKGLSVWDHFIATHLNVSSRDGSSDSYIFLEKDLSALDF
LGVSFYQFSISWPRLFPDGTVAVANAKGLQYYNRLLDSLLLRNIEPVVTLYHW
DLPWALQEKYGGWKNETLIDLFNDYATYCFQTFGDRVKY WITIHNPYLVAW
HGYGTGLHAPGEKGNVAAVYTVGHNLLKAHSKVWHNYNRNFRPHQKGWLS
ITLGSHWIEPNRAESIVDILKCQQSMVSVLGWFANPIHGDGDYPEVMTKKLLS
VLPAFSEAEKNEVRGTADFFAF SFGPNNFKPLNTMAKMGQNVSLNLRQVLNW
IKLEYGNPRILIAENGWFTDSYVQTEDTTAIYMMKNFLNQVLQAIRLDGVRVF
GYTAWSLLDGFEWQDAYNTRRGLFYVDEFNSEQRERRPKSSAHYYKQVIGEN
GFTLREATPDLQGQFPCDF SWGVTESVLKP.ESVAS SPQFSDPHLYVWNATGNR
MLHRVEGVRLKTRPAQCTDFITIKKQLEMLARMKVTHFRFALDWASVLPTGN
LSEVNRQALRYYRCVVTEGLKLNISPMVTLYYPTHAHLGLPAPLLHSGGWLD
PSTAKAFRDYAGLCFRELGDLVKLWITINEPNRLSDVYNRTSNDTYQAAHNLL
IAHAIVWHLYDRQYRPSQRGALSLSLHSDWAEPANPYVASHWQAAERFLQFE
IAWFAEPLFKTGDYPVAMREYIASKTRRGLSSSVLPRFSDAERRLVKGAADFY
ALNHFTTRFVMHEQQNGSRYDSDRDVQFLQDITRLASPSRLAVMPWGEGKLL
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RWMRNNYGDLDVYITANGIDDQALQNDQLRQY YLEKYVQEALKAYLIDKIKI
KGYYAFKLTEEKSKPRFGFFTSDFKAKSSIQFYNKLITSNGFPSENGGPRCNQT
QGNPECTVCLLLL (SEQ ID NO: 148).

Khi dudi dai (+N-ter FLAG):

DYKDDDDKLEFSGDGRAVWSKNPNFTPVNESQLFLYDTFPKNFFWGV
GTGALQVEGSWKKDGKGPSIWDHFVHTHLKNVSSTNGSSDSYIFLEKDLSAL
DFIGVSFYQFSISWPRLFPDGIVTVANAKGLQYYNTLLDSLVLRNIEPIVILYH
WDLPLALQEKYGGWKNDTIIDIFNDYATYCFQTFGDRVKYWITIHNPYLVAW
HGYGTGMHAPGEKGNLAAVYTVGHNLIKAHSKVWHNYNTHFRPHQKGWLS
ITLGSHWIEPNRSENTMDILKCQQSMVSVLGWFASPIHGDGDYPEGMKKKLLS
ILPLFSEAEKNEVRGTADFFAFSFGPNNFKPLNTMAKMGQNVSLNLREALNWI
KLEYNNPRILIAENGWEFTD SHVKTEDTTAIYMMKNFLSQVLQAIRLDEIRVFG
YTAWSLLDGFEWQDAYTIRRGLFYVDFNSKQKERKPKS SAHYYKQHRENGFS
LKEATPDVQGQFPCDFSWGVTESVLKPESVASSPQFSDPYLYVWNATGNRLL
HRVEGVRLKTRPAQCTDFVNIKKQLEMLARMKVTHYRFALDWASVLPTGNL
SAVNRQALRY YRCVVSEGLKLGISAMVTLYYPTHAHLGLPEPLLHAGGWLNP
STVEAFQAYAGLCFQELGDLVKLWITINEPNRLSDIYNRSGNDTYGAAHNLLV
AHALAWRLYDRQFRPSQRGAVSLSLHADWAEPANPYADSHWRAAERFLQFE
IAWFAEPLFKTGDYPAAMREYIASKHRRGLSSSALPRLTEAERRLLKGTVDEFC
ALNHFTTRFVMHEQLAGSRYDSDRDIQFLQDITRLSSPTRLAVIPWGVRKLLR
WVRRNYGDMDIYITASGIDDQALEDDRLRKYYLEKYLQEVLKAYLIDKVRIK
GYYAFKLAEEK SKPREGFETSDFKAK SSIQFYNKMISSSGFPSENSSSRCSQTQK
NTECTVCLFLA (SEQ ID NO: 149).

Khi mat @o (+N-ter FLAG):

DYKDDDDKLEFSGDGRAVWSKNPNFTPVNESQLFLYDTFPKNFEFWGV
GTGALQVEGSWKKDGKGPSIWDHFVHTHLKNVSSTNGSSDSYIFLEKDLSAL
DFIGVSFYQFSISWPRLFPDGIVTVANAKGLQYYNALLDSLVLRNIEPIVILYH
WDLPLALQEKYGGWKNDTIIDIFNDYATYCFQTFGDRVKYWITIHNPYLVAW
HGYGTGMHAPGEKGNLAAVYTVGHNLIKAHSKVWHNYNTHFRPHQKGWLS
ITLGSHWIEPNRSENTMDILK CQQSMVSVLGWFANPIHGDGDYPEGMKKKLL
SILPLFSEAEKNEVRGTADFFAFSFGPNNFKPLNTMAKMGQNVSLNLREALNW
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JKLEYNNPQILIAENGWFTDSHVKTEDTTAIYMMKNFLSQVLQAIRLDEIRVFG
YTAWSLLDGFEWQDAYTIRRGLFYVDFNSKQKERKPK SSAHY YKQIIRENGFS
LKEATPDVQGQFPCDFSWGVTESVLKPESVASSPQFSDPYLYVWNATGNRLL

HRVEGVRLKTRPAQCTDFVNIKKQLEMLARMKVTHYRFALDWASVLPTGNL

SAVNRQALRYYRCVVSEGLKLGISAMVTLYYPTHAHLGLPEPLLHAGGWLNP
STVEAFQAYAGLCFQELGDLVKLWITINEPNRLSDIYNRSGNDTYGAAHNLLV
AHALAWRLYDRQFRPSQRGAVSLSLHADWAEPANPYADSHWRAAERFLQFE
JAWFAEPLFKTGDYPAAMREYIASKHRRGLSSSALPRLTEAERRLLKGTVDFC

ALNHFTTRFVMHEQLAGSRYDSDRDIQFLQDITRLSSPTRLAVIPWGVRKLLR

WVRRNYGDMDIYITASGIDDQALEDDRLRKYYLEKYLQEVLKAYLIDK VRIK

GYYAFKLAEEKSKPRFGFFTSDFKAKSSIQFYNKMISSSGFPSENSSSRCSQTQK
NTECTVCLFLV (SEQ ID NO: 150).

Nhu dugce thé hién trong Bang 4, hau hét cac khang thé, vi du, 6D12, 11D4 va
8E1, dugc thiy c6 lidn két voi KLB tir tho, khi dudi dai va khoang mdt nira khang thé
khang KLB, vi du, 8C5, 14E6 va 14C6, dugc thdy c6 lién két v6i KLB chudt va chudt

rattus.

Bang 4. Lién két cia khang thé khang KLB & chudt v6i KLB tir cc loai khac

nhau.

Khang thé | Chuot Chubt Thé | Khi dudi dai | Khi mgt d6
khang KL.B ' Rattus

11F1 khong khong khéng cO cO

6D12 khong khong cO cO cO

11D4 khong | khong cO co cO

8E1 khong khong cO cO cO

46C3 khong khong cO khong khong
8H7 Yéu khong cO cO cO

21H3 Yéu khong cO cO cO
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25F7 khong khong Yéu cO cO
8C5 cO cO khong cO cO
14E6 cO cO cO cO cO
14C6 cO cO cO cO cO
24A1 cO cO cO cO cO
5F8 khong khong cO cO cO
6C1 khong khong cO cO cO
12A11 Yéu khong cO cO cO
12B8 khong khong cO cO cO
14C10 khong kﬁang cO cO cO

Vi du 6: Xay dung ban dd epitop cua khang thé khdng KI.B

Pé x4c dinh liéu khang thé khang KL.B khong lién két voi mién ngoai t€ bao
(ECD) ctia alpha-Klotho ctia nguoi (hKLA), cAu trac ¢6 trinh tu sau duoc st dung:

Trinh tu polypeptit duge du doan dwoc biéu hién (v6i FLAG dau tan cing C (ndi
té bao) ):

EPGDGAQTWARFSRPPAPEAAGLFQGTFPDGFLWAVGSAAYQTEGGW
Q_QHGKGASIWDTFTHHPLAPPGDSRNASLPLGAPSPLQPATGDVASDSYNNVF
RDTEALRELGVTHYRFSISWARVLPNGSAGVPNREGLRYYRRLLERLRELGVQ
PVVTLYHWDLPQRLQDAYGGWANRALADHFRDYAELCFRHFGGQVKY WITI
DNPYVVAWHGYATGRLAPGIRGSPRLGYLVAHNLLLAHAKVWHLYNTSERP
TQGGQVSIALSSHWINPRRMTDHSIKECQKSLDFVLGWFAKPVFIDGDYPESM
KNNLSSILPDFTESEKKFIKGTADFFALCFGPTLSFQLLDPHMKFRQLESPNLRQ
LLSWIDLEFNHPQIFIVENGWFVSGTTKRDDAKYMYYLKKFIMETLKAIKLDG
VDVIGYTAWSLMDGFEWHRGYSIRRGLFYVDFLSQDKMLLPKSSALFYQKLI
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EKNGFPPLPENQPLEGTFPCDFAWGVVDNYIQVDTTLSQFTDLNVYLWDVHH
SKRLIKVDGVVTKKRKSYCVDFAAIQPQIALLQEMHVTHFRFSLDWALILPLG
NQSQVNHTILQY YRCMASELVRVNITPVVAL WQPMAPNQGLPRLLARQGAW
ENPYTALAFAEYARLCFQELGHHVKLWITMNEPYTRNMTYSAGHNLLKAHA
LAWHVYNEKFRHAQNGKISIALQADWIEPACPFSQKDKEVAERVLEFDIGWL
AEPIFGSGDYPWVMRDWLNQRNNFLLPYFTEDEKKLIQGTFDFLALSHYTTIL
VDSEKEDPIKYNDYLEVQEMTDITWLNSPSQVAVVPWGLRKVLNWLKFKYG
DLPMYIISNGIDDGLHAEDDQLRVYYMQNYINEALKAHILDGINLCGYFAYSF
NDRTAPRFGLYRYAADQFEPKASMKHYRKIIDSNGFPGPETLERFCPEEFTVCT
ECSFFHTRKSLLAFIAFLFFASIISLSLIFYYSKKGRRSYKLEDYKDDDDK  (SEQ
ID NO: 151).

Ca KLA va KLB c6 hai mién gidng glycosidaza, mot dAu tan cing N va mét dau
tan cung C. Dé x4c dinh vung KLB dugc nhan ra boéi khang thé khéng KLB, hKLB,
hKLA va ciu trac kham chtra mién gidng glycosidaza dau tan cing N hKLA va mién
gidng glycosidaza d4u tan cting C hKLB dugc nhan dong vao vecto biéu hién cua dong
vat ¢6 vi pCMV-Tag4A (Agilent). Cac mién dau tan cung N va C ctia hKLA va hKLB
tuong ing véi cac trinh tu lan luot tr SEQ ID NO: 151 va SEQ ID NO: 145, nhu dugc
thé hién trong Bang 5. Céc mién dau tn cing N ctia hKLA va hKLB duoc chia thanh 5
doan va cac mién diu tan cung C dugc chia thanh 5 doan dua trén trinh ty twong déng

gitra hai protein.

Bang 5. Trinh tu phu cua KLA va KLB.

Doan Polypeptit Trinh tu axit amin

mién gibng glycosidaza ddu tin ciing N clia | 28-469 ciia SEQ ID NO: 151
KLA

mién gidng glycosidaza d4u tan cung C cha | 486-928 cua SEQ ID NO: 151
KLA

mién gidng glycosidaza dau tan cing N cua | 29-452 cta SEQ ID NO: 145
KLB
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mién gidng glycosidaza dau tan cung C cua

KLB

469-923 cia SEQ ID NO: 145

Poan 1 cia KLA ECD

1-94 cia SEQ ID NO: 151

Poan 2 cia KLA ECD

95-201 cta SEQ ID NO: 151

Doan 3 cia KLA ECD

202-329 cua SEQ ID NO: 151

Doan 4 cia KLA ECD

330-442 cua SEQ ID NO: 151

Doan 5 cia KLA ECD

443-472 cua SEQ ID NO: 151

Doan 6 cia KLA ECD 473-529 cia SEQ ID NO: 151
Poan 7 cia KLA ECD 530-613 cua SEQ ID NO: 151
' Doan 8 ciia KLA ECD 614-729 cua SEQ ID NO: 151

Poan 9 cia KLA ECD

730-831 cua SEQ ID NO: 151

Poan 10 cia KLA ECD

832-944 cta SEQ ID NO: 151

Poan 1 cia KLB ECD

1-77 ctia SEQ ID NO: 145

Poan 2 cia KLB ECD

78-184 ctia SEQ ID NO: 145

Poan 3 cua KLB ECD

185-313 cua SEQ ID NO: 145

Poan 4 cia KLLB ECD

314-425 cua SEQ ID NO: 145

Poan 5 cia KLB ECD

426-455 cua SEQ ID NO: 145

Poan 6 cia KLB ECD

456-514 cua SEQ ID NO: 145

Poan 7 cia KLB ECD

515-598 ctia SEQ ID NO: 145

Poan 8 cia KLB ECD

599-722 ctia SEQ ID NO: 145

Doan 9 cia KLLB ECD

723-829 cua SEQ ID NO: 145
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Doan 10 cia KLB ECD 830-992 ctia SEQ ID NO: 145

Phan tich FACS duoc thuc hién vé6i khéng thé theo sang ché va khoang nita s6
khang thé dugc quan sat nhan ra dau tan cing N mién gidng glycosidaza cia hKLB,
trong khi cac khang thé khac nhan ra diu tan cing C mién giéng glycosidaza (Bang 6).
Nhu dugc thé hién trong Bang 6, hai khéng thé nhan ra mién dau tan cing N ctia hKLB
bao quanh mot phﬁn ctia mién chira doan 1, trong khi cac khang thé khéc chi can doan

2-5 cho lién két.

Bang 6. Xay dung ban b lién két cta khang thé khang KLB ctia chudt.

Khéng thé khang KI.B Mién ddu tin cung N hodc | Doan (1-10)
C-

11F1 dAu tan cing N 1-5
6D12 dau tan cting N 1-5
11D4 dAu tan cling N 2-5
8E1 dau tan ciing N 2-5
46C3 d4u tan ciing N 2-5
8H7 dau tan cing N 2-5
21H3 dau tan cung N 2-5
25F7 dau tan cing N 2-5
8C5 dAu tan cing C 5-10
14E6 déu tan cung C 5-10
14C6 d4u tan ciing C 5-10
24A1 dAu tan cing C 5-10
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5F8 dau tan cung C 5-10
6C1 dau tan cing C 5-10
12A11 dAu tan cing C 5-10
12B8 dau tan cing C 5-10
14C10 dAu tan clng C 5-10

Vi du 7: Nhan dién khang thé dac hiéu kép hoat héa dic hiéu phirc hé FGFR1¢/KLB

Dua trén kha ning hoat héa FGFR1 lam Fab ciia RIMAD, phan tir gin két hop
cia RIMAD 4i luc thip hon v6i khéng thé khang KLB ai luc cao hon dugc sinh ra dé
tao ra khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 (Fig. 6A; W02012/158704).

Khéng gin véi Iy thuyét cu thé nao, su kich hoat qua trung gian FGF21 dugc deé
xudit hoat dong qua sw 16i kéo ctia FGF21 dén phiic hé FGFR1¢/KLB qua dudi lién két
KLB dau tan cing C, trong khi yéu td quyét dinh cho tinh ddc hi¢ucua FGFR nim trong
ving dAu tan cing N, ¢6 thé lién két véi FGFR qua tuong téc 4i lyc thip (Xem Fig. 6B)
(Yie et al. FEBS Lett. 583(1): 19-24 (2009)). Do do, viéc gin RIMAbI dugc 1am giam
4i luc v6i khang thé khang KLB &i lyc cao nhu khang thé ddc hidu kép c6 thé tao ra chét
chi van FGFR1 phu thuge KLB. Khong gén véi 1y thuyét cu the nao, khang thé dic hiéu
kép khang KLB/khang FGFR1 chira nhanh FGFRI1 ¢6 &i lyc thip c6 thé giam nhe nguy
co khang thé dic hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 lién két chit ch& voi FGFR1 khi
khong c6 KLB va ngan ngira viéc lién két va/hoic kich hoat FGFR1 bai cac phdi tir FGF
khac (vi du, FGF1, FGF2, FGF8 va FGF23). Ngoai ra, nhanh FGFRI1 véi ai luc thép cd
thé cho phép biéu hién & mac do cao hon cia khang FGFR1 khong sach nhu, nhung
khong gidi han &, nra nim khéang thé khang FGFR1, dime khang FGFR1 khong cdng
hoa tri, dime khang FGFR1 cdng hoa tri va céc loai khdi lwong cao phan tir, khong dan

dén cac tac dung phu nghiém trong trong 1am sang.

Nhin chung, nhu duge st dung trong ban mo td nay, bFKB1, dung dé chi khang
thé bat ky trong sb mot vai khang thé dac hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 dugc boe

16 trong ban mé ta nay. Céc chi tiét lién quan t6i khang thé dac hiéu kép khang
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KLB/khang FGFR1 dic hiéu dugc boc 1§ trong cac hinh v& duge mo ta dudi day. Té
bao HEK293 duoc ddng gay nhifm véi hdn hop bén vecto biéu hién ma héa chudi ning
va nhe cia khang FGFR1 (YW182.2 (RIMAD1) va YW182.3 (RIMAD2)) va khang thé
khang KLB duoc mo ta & trén. Chudi ning ctia khang FGFR1 va khang KLB 1an luot
duge gin nhén véi peptit Flag va Oct-Histidin cao cho IgG heterodime c6 thé duoc tinh
loc béi phuong phép tinh loc &i luc trinh tu tir mdi trudng co didu chinh. IgG heterodime
dugc tinh loc mot phﬁn sau d6 dugc phan tich trong GAL-ELK1 dua trén thtt nghiém
luxiferaza dé x4c dinh chét chi van phuy thuoc KLB. Pé giam thiéu su bat cap 16i ctia
chudi ning va nhe, khang FGFR1 duoc biéu hién véi ving c¢b dinh Fab clia ngudi, va
khang KLLB dugc biéu hién véi ving ¢ dinh Fab ctia chuot. IgG dic hiéu kép duge gén
nhin duoc thir nghiém ban dau & dang thd st dung 28 hdn hop ctia 3 khang RIMAD va
18 khang thé khang KLB (Bang 7).

Fig. 7A thé hién dit liéu cam tng cho hdn hop dic hiéu kép nhét dinh ciia
YW182.2 (RIMAb 1)’ YW182.3 (RIMAb2) va YW182.5 (RIMAb3) véi 18CS5, 12A11
va 14E6 trong thir nghiém luxiferaza GAL-ELKI. Trong hau hét cac trudong hop, khang
thé dac hidu kép duge théy rang d4 hoat hoa tin hiéu dang ké t&t hon trong té bao duoc
ddng biéu hién FGFR1c va KLB so v6i té bao chi dugc biéu hién FGFR 1c, nhung khong
phai KLB.

Dua trén hoat tinh cua céc khang thé nay trong céc thuc nghiém ban dau nay, 8
dai dién khéng thé khang KLB (Ph#5, 8CS5, 12A11, 14C10, 6D12, 11D4, 6C1 va, nhu
mot dbi ching am, 14E6) dugc st dung dé tao ra khang thé dic hiéu kép khong dugce
gdn nhan véi YW182.5 (bang cach st dung k¥ thuét dugc md ta nim-16truée ddy cho
viée xéc dinh dic tinh hon nita (0 trén, va, vi du, Atwell, et al. FEBS Lett. 583(1): 19-24
(2009)). Nhu duoc thé hién trong Fig. 8A, khdng thé déc hiéu kép dugc tao ra v6i viing
¢b dinh 1gG1 ctia ngudi (kiéu tw nhién, v6i chat tac dong chire ning (1)) va véi vimg ¢d
dinh TgG1 clia ngudi v6i dot bién N297G dé loai bo chat tac dong chirc ning (3), hodc
ving cé dinh ctia chudt véi dot bién kép [D265G/N297G] (DANG) dé loai bd chét tac
dong chtrc nang (2).

Bang 7 bén dudi liét ké cac khang thé dic hiéu kép khac nhau dugc tao ra su

dung k¥ thuat num-trong-19.

Bang 7. Khang thé khang KLB/khang FGFR1 dic hidu kép
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BsAbID s6 | Nhanh khang FGFR1 | Nén khéng FGFR1 | Nhanh khang KLB | Nén khang KLB
1 YW182.3 IgG1 cua nguoi Ph#5 IgGl1 cta nguoi
2 YW182.2 IgGl cta nguoi Ph#5 IgGl1 cla nguoi
3 VH/VL Chuot -
YW182.3 IgGl cta nguoi 14E6 Kham IgG1 cua
nguoi
4 VH/VL Chuot -
YW182.3 IgG1 cta nguoti 8C5 (KLBmAb1) | Kham IgGl cua
nguoi
5 VH/VL Chuft -
YW182.5 IgGl cua nguoi 11D4 (KLBmADbS) | Kham IgGl cua
nguodi
6 VH/VL  Chudt-
14C10
YW182.5 IgG1 cua nguoi Kham IgGl ctua
(KLBmADb3) .
nguoi
7 VH/VL Chuot-
YW182.5 IgG1 ctia nguot 6C1 (KLBmAb4) |Kham IgGl cua
nguoi
8 VH/VL Chudt-
YW182.5 IgG1 cua nguoi 6D12 (KLBmADb6) | Kham IgG1 cua
nguoi
9 VH/VL  Chudt-
12A11
YW182.5 IgG1 ctia nguot Kham IgG1 cua
(KLBmAb2) .
nguoi
10 VH/VL Chudt-
YW182.5 IgG1 cua nguoi 8C5 (KLBmAb1) | Kham IgGl cua

nguoi
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11 IgGl N297G cua IgGl  N297G
YW182.5 . 8C5.K4H3.RNL
nguoi clia nguoi
12 IgGl N297G cua IgGl  N297G
YW182.5 _ 8C5.K4H3. KNV
nguoi cua nguoi
13 IgGl N297G cua | 8C5.K4H3.M4L.K
YW182.5 . IgG1 cta nguoi
nguoi NV
14 IgGl N297G cua | 8C5.K4H3.M4L K [IgGl  N297G
YW182.5 .
nguol NV clia nguoi
15 IgGl N297G cua | 8C5.K4H3.M4L K | IgGl  N297G
YW182.5 W33Y
nguodi NV cia nguoi
16 IgGl N297G cua | 8C5.K4H3.M4L K | [gG1l  N297G
YW182.2 W33Y
nguoi NV ctiia nguoi
17 IgGl N297G cua | 8C5.K4H3.M4L K | [gGl  N297G
YW182.5 YGDY
nguoi NV ctia nguoi
18 IgGl N297G cua | 8C5.K4H3.M4L K | IgGl ~ N297G
YW182.2 YA
nguoi NV clia nguoi
19 IgGl N297G cua | 8C5_WS52Y.K4H3 | 1gGl  N297G
YW182.5
nguoi MAL. KNV cua ngudi
20 VH/VL Nguoi -
DANG IgG2a ¢
YW182.5 DANG kham | Chuot 8C5
Chudt
IgG2a & Chudt

I¢G dbi chimg kidu twong duong dugc sir dung 12 khang c6 phan huong (IgG2a
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hiéu kép (ngoai tru d6i chimg am) da thé hién tin hiéu phy thudc vao ca FGFRIc va
KIB. Dit liéu cho hdn hop nhét dinh dugc thé hién trong Fig. 7B. Ngoai ra, sy két hop
ctia nhanh khang KLB v&i nhanh YW182.5 (RIMADb3) da thé hién tin hidu nhiéu thap
trong té bao duge biéu hién FGFR1c¢, nhung khong phai KLB.

Nhu duoc thé hién trong Fig. 6C, hoat tinh ctia khéng thé khang KLB/khang-
FGFRIc (BsAb17) dugc thir nghiém trong t& bao HEK293 thiéu FGFR1 bicu hién cac
thu thé khac nhau. Té bao HEK293 thiéu FGFR1 dugc tao ra sit dung phuong phap
CRISPR-cas9 st dung ARN din duong. Khang thé khang KLB/khiang FGFR1c duge
quan sat dé kich thich hoat tinh luxiferaza trong té bao ddng biéu hién hFGFR1c va
hKLB tai td hop (Fig. 6C).

Céac két qua twong tu dugc quan sat cho cic khang thé khang KLB/khéng-
FGFR 1¢ khac. Nhu duogc thé hién trong Fig. 7C, khi duoc thir nghiém trong thtr nghiém
luxiferaza dua trén GAL-ELK1 trong t& bao HEK293 biéu hién FGFR1c c6 hogc khong
¢6 KLB, nhidu hdn hop khang thé dic higu kép ctia nhanh khang FGFR1 va khang KLB,
vi du, BsAb5, 6,7, 8, 9, 10, kich thich hoat tinh luxiferaza theo cach phu thudc vao lidu
trong té bao biéu hién hFGFR1c va hKLB tai t6 hop, nhung khong trong té bao khong
bidu hién KLB. Cac két qua nay thé hién ring cac khang thé dic hiéu kép nay hoat dong
nhu chét cht van FGFR phu thudc KLB, chi nhu FGF21.

Su hop lyc cua khang thé khang KLB/khang-FGFR1c (BsAb17) véi FGF21 cling
dugc thir nghi€ém. Nhu dugc thé hién trong Fig. 9B, su hop luc gitra BsAb17 va FGF21
khong quan sat thay khi ndéng do cua FGF21 ting 1én dan dan va ndng do cia BsAbl7

duogc gilt nguyeén.

Ngoai ra, vi ndng do ciia khang thé khang KLB/khang-FGFR1c (BsAb17) téng
1én din dan va ndng dd ctia FGF21 dugc gitt nguyén, nén khong quan sat thdy su hop

luc gitta BsAb17 va FGF21 dugc quan sat (Fig. 9C).

Ai luc lién két dung dich (Kq) cta hai khang thé ddc hiéu kép, BsAb10 va BsAbY,
(cung véi hFGF21) voi té bao HEK293 biéu hién KLB tir nguoi, khi dudi dai va chudt,
FGFR1c & ngudi, hoic ca hFGFRIc va hKLB dugc do bing thir nghiém lién két phoi
tir dugc danh ddu phong xa. Déi véi thir nghiém lién két té bao phdi tir phong xa, t€ bao
HEK?293 ddng biéu hién én dinh KLB va/hoic FGFR I¢ duge dit trong dia 96 giéng voi
mat do 12 100000 dén 200000 t& bao mdi 0,2 mL trong dung dich dém lién két (DMEM
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v61 1% albumin huyét thanh bo (BSA), 50 mM HEPES, pH 7.2, 0,1% natri azit va 350
mM IgG ngudi). Hon hop phan tng canh tranh ctia 50 uL chira FGF21 iot hda véi ham
luong cb dinh (Phoenix Pharmaceuticals) hodc BsAb iot hoa, va FGF21 khong dugc
d4nh du (Genentech) hodc BsAb khong dugc danh du v6i ham luong duoc pha lodng
theo day dya dua vao té bao. Phan tng canh tranh véi té bao dugc U trong 2 gidr & nhiét
do phong. Sau 2 gio nudi cdy, phan img canh tranh dugc van chuyén t6i tim loc da loc
13 rit nho va duogc rira bén 14n v6i dung dich dém lién két dé tach FGF21 iot hoa hodc
khang thé tu do tir FGF21 iot héa hodc khang thé da lién két. Cac phan loc duge dém
trén may dém gamma Wallac Wizard 1470 (PerkinElmer Life va Analytical Sciences).
Dit liéu lién két duoc danh gia st dung phan mém New Ligand (Genentech), sit dung
thuét toan lam phu hgp cia Munson va Rodbard (Munson va Rodbard Anal. Biochem.
107, 220-239 (1980)) dé xéc dinh 4i luc lién két.

Nhu duoc thé hién trong Bang 8, c& hai khang thé da boc 16 mdt s6 tuwong tac tot
v6i té bao chi biéu hién KLB (trong mo hinh khéc loai thng nhét vé6i cdi quan sat dugc
trudc d6), nhung ca hai lién két yéu hon nhidu véi té bao chi biéu hién hFGFRI1c va

manh hon nhidu véi té bao biéu hién ca hKLB va hFGFRI1c.

Bang 8. Lién két cia khang thé khang KLB dic hi¢u kép v6i KLB/FGFRI tir cac

loai khéc nhau.

FGFRIc | (khong) (khéng) (khong) Nguoi Nguoi
KLB Nguoi Cho Chuot Nguoi (khong)
BsAb10 6,6 nM 15,4 nM 15,5 nM 2,3 nM 300 nM
BsAb9 9,8 nM 35nM n.d. 2,2 nM 300 nM
hFGF21 n.d. n.d. n.d. 5,3 nM n.d.

Fig. 9D thé hién 4i Iyc ctia BsAb10 va BsAb9 véi té bao HEK293 biéu hién 6n
dinh hKLB, hFGFR1c, hodc ca hai, nhu dugc so sanh v6i khang thé c6 hai nhanh lién
két khang FGFR1tuong tmg (YW182.5) sir dung phén tich FACS. Két qua twong tu thu

dugc vai céc chi thi ¢ trén (Fig. 9D).
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Cac thue nghiém khac dugce tién hanh voi mot khang thé dac hidu kép, BsAb10,
c6 YW182.5 1a nhanh khang FGFR1 va 8CS5 1a nhanh khang KLB, va dan xuét cia
BsAb10 (BsAb11-20). Nhu dugc thé hién trong Fig. 6C, thu thé clia chudt duge bidu
hién trong té bao HEK293 va da thé hién ring BsAbl7 ciing kich thich hoat tinh

luxiferaza trong cac t€ bao nay, x4c nhén tuong tic khac loai cua khang thé nay.

BsAb10 sau d6 dugc thir nghiém trong té bao nguyén bao co L6 ctia chudt rattus
thiéu KLB va FGFR ndi sinh, nhung dugc gay nhiém dé biéu hién hKLB va mdi loai
trong 5 loai dbng dang hFGFR (Fig. 9A). BsAb10 kich thich hoat tinh luxiferaza chi
trong té bao biéu hién ca FGFR1c va KLB, thé hién ré“mg BsAbl0 hoat dong nhu chét
cht van dic hiéu v6i phic hé FGFR1¢/KLB nhung khong phai KLB trong phirc hé voi
cac FGFR khac (Fig. 9A). FGF21 va FGF19 duoc str dung 1a d6i chungs dé ching minh
ring FGF21 kich thich hoat tinh luxiferaza khi té bao dugc biéu hién két hop ctia KLB
va mot trong s6 FGFR1c, 2¢, hodc 3¢, va FGF19 kich thich hoat tinh trong té bao duoc
bidu hién két hop cia KLB va FGFR4. FGF21 tai t6 hop tir hé théng R&D (2539-
FG/CF) ngoai trir thit nghiém lién két té bao phdi tir phong xa, dugc thuc hién véi FGF21
iot hoa tir Phoenix Pharmaceuticals va FGF21 khong dugc danh diu duoc tao ra trong
nha. Cac cADN ma héa mién ngoai té bao (ECD) ctia ngudi FGFR1Db, 1c, 2b, 2¢, 3b, 3c,
va 4 dugc nhan dong vao vecto bidu hién chira gen khoi dau cytomegalovirus (CMV)
dé tao ra FGFR cta ngudi - protein kham Fc cia nguoi hodc protein FGFR dugc gan

nhan His.

Tuy nhién, nhu duge md ta & trén, khang thé khang-FGFR1c bé me, RIMAD3
(YW182.5) cita BsAb10 ¢6 thé, déng ngac nhién 13, lién két véi FGFR1b, dong danh
ctia FGFR1 khong twong tac voi KLB. Ngoai ra, RIMAb3 (YW182.5) va c6 thé hoat
héa FGFR1b trong thit nghi¢m GAL-ELK1 trong té bao L6, trai ngugc vé6i hoat tinh cla
BsAbl0 (xem Fig. 2C va 2B).

Ngoai ra, sy két hop cia FGFR1b va KLB khong gitip kich hoat béi BsAbl0
(Fig. 9A). Khong gén véi ly thuyét cu thé, nhiing dit liéu nay d@& xuét rang sy c6 mit cia
phtrc h¢ FGFR1/KLB tao s&n 1a diéu kién cho su kich hoat FGFR1 bdi BsAbl0 phu
thudc KLB.

Vi du 8: BsAbl0, va din xuat cia no, hoat dong nhu gia phan tir cia FGF21
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Su x4c dinh dic tinh khéc ctia BsAb10 va din xuét cia né (BsAb11-20) va FGF21
thé hién mot $6 tuong déng va khac biét. Dé xac dinh muc phosphoryl héa cua trung
gian tin hiéu MAPK, té bao duoc nudi trong mdi trudng 2 gbc tién té bao tao m& chira
FBS, L-glutamin va GA-1000. Sau khi hoa nhép, tién té bao tao m& dudi da (nhan tir
Lonza) duoc biét hda trong moi trudong sinh trudng chira dexametason, indometaxin, va
3-isobutyl-1-metylxantin (IBMX). Vi phan tich biéu hién gen, t€ bao duoc biét hoa
trong 14 ngay, va sau d6 con dugc nudi cAy thém trong 48 gid v6i chét chi vén chi thi.
Vi phan tich tin hiéu MAPK, té bao dugc biét hoa trong 10 ngdy, nudi trong moi trudng
khong c6 huyét thanh trong 3 gio, va sau d6 con dugc nudi ciy thém trong 1 gid véi

chit chu van chi thi.

Nhu duoc thé hién trén Fig. 6D, BsAbl0, BsAb17, BsAb20, va FGF21 da thé
hién hoat tinh ¢6 thé so sanh dé gay ra su phosphoryl héa cta trung gian tin hiéu MAPK
nhu MEK va ERK trong té bao tao m& chinh ctia ngudi, thé hién kiéu té bao lién quan
v6i hoat tinh chéng dai thdo dudong cia FGF21, nhu dugc x4c dinh boi thdm tach
western. Khéng thé dugc stir dung cho phan tich thdm tach western 12 tir k¥ thuét tin hiéu
té bao: pFRS2a (T196) (#3864), pMEK1/2 (S217/221) (#9154), pERK1/2 (T202/204)
(#4370), ERK1/2 (#4695), HSP90 (#4874), B-Actin (#5125), tir abcam: UCPI
(ab10983), hodc tir Hé thong R&D: KLB (AF2619).

Nhu dugce thé hién trong Fig. 8B, su ting phosphoryl hoa cia ERK, dugc biéu
hién 1a s6 1an thay d6i trong mirc pERK, dugc quan sat trong té bao tao m& chinh cia

ngudi dugce xtt Iy véi BsAbl10, BsAb17, BsAb20 hodc FGF21.

Ngoai ra, profin &i lyc ctia BsAb10 gidng v6i FGF21. Khi duge the nghiém bing
FACS, BsAb10 di thé hién lién két manh vai té bao biéu hién hKLB, liéu FGFR1c ¢6
dugc ddng bidu hién hay khéong (Fig. 10A). P4ng ngac nhién theo cach nao do, lién két
rét nho ctia BsAbl0 dugc quan sat khi té bao duge biéu hién FGFR1c, nhung khong
phai KB, bidu hién rdng 4i luc don hoéa trj cia nhanh YW182.5 1a rat thép (Fig. 10A).

Nhur duge thé hién trong Fig. 10B, thir nghiém phéi tir dugc danh déu phong xa
thé hién ring hing sb phan ly (K4) ctia BsAb10 véi té bao bieu hién ca FGFR1c va KLB
12 2,3 nM, gan véi 5,3 nM dugce quan sat cho hFGF21 trong cach thit nghi¢m tuong tu.
Céc tri sd nay gan v6i ECso duge quan st ciia cac phan tir ndy trong thir nghi¢m GAL-

ELK1 trong té bao HEK293 (3,2 nM va 4,7 nM, tuong tmg véi BsAb10 va FGF21. Khi
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t& bao bidu hién KLB ngudi mot minh, hodc KLB chudt mot minh, Kq 1an luot 12 6,6
nM va 15,5 nM.

Vi 4i luc voi FGFRI1 1a rat thip, thir nghiém phdi tir duge danh diu phong xa
khong x4c dinh mot cach dang tin cay Ka cia BsAb10 véi té bao chi biéu hién FGFRIc,
nhung né dugc ude tinh 1a > 300 nM, nhu dugc thé hién trong Fig. 3B. Vi li do twong
tu, dong hoc lién két cia BsAb10 véi FGFR1 cling khong dugc xac dinh mot cach ddng
tin cdy bdi SPR.

Ngoai ra, su tuong tic gitta FGFR1¢c-ECD va protein KLB-ECD dugc lam 6n
dinh béi BsAb10 nhu dugc quan sét trude d6 cho FGF21, thong nhét véi quan niém 1a
BsAb10 hoat dong nhu FGF-21 gia chon loc FGFR1c (Fig. 11) (Yie et al., Chemical
Biology; Drug Design 79, 398-410 (2012)). Tuong tac FGFR1/KLB/ BsAbl0 duoc
nghién ctru bang phép do bé mit cong huéng plasmon (SPR) trén thiét bi PROTEON™
XPR36 (Bio-Rad Laboratories) & 25°C. Protein FGFR1-HIS (20pg/ml) ¢ pH 4,5 dugc
¢6 dinh & mat d bé mit (1000 RU) trén chip cam bién PROTEON™ GLC dugc kich
hoat st dung quy trinh két hop amin tiéu chuén nhu dwoc mo ta boi nha san xuat.
BsAb10 va/hoic hdn hop 1:1 cta BsAbl0 va KLB-ECD dugc dua vao véi 6,25 nM,
12,5 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, hodc 200 nM trong PBS chtra 0,005% v/v TWEEN®-
20, 0.3M NaCl (pH7,4) véi tdc dd chéy 12 80 pl/ phut va biéu db cam bién cho pha ket
hop va pha phan ly duoc ghi lai. Chét phén tich dugc dua vao trong 300 gidy va dugc
dé cho phan ly trong 600 gidy. Dt liéu duogc tham khéo véi lién diém, duge xir 1y, va
hing sb phan ly dugc do véi phan mém quéan Iy PROTEON™ (phién ban 3.0, Bio-Rad).
Viéc kich hoat phitc hé FGFR1¢/KLB bdi BsAbl10 dé xuat sy tao thanh phic h¢ bac ba
bdi FGFR1¢-ECD, KLB-ECD va BsAbl0.

Nhu duogc thé hién trong Fig. 11, BsAb10 tao phtrc hé béc ba véi KLB-ECD tai
t4 hop va FGF21 hodc FGF19 dugc quan sét thiy. Sy twong tac ciia BsAb10/KLB/FGF
dugc nghién ctru bdi phuong phap do giao thoa 16p sinh hoc (BLI) trén thiét bi Octet
RED (ForteBio) & 25°C. BsAb10 (20 pg/ml) & pH 4,5 duge ¢b dinh trén dau cta cam
bién sinh hoc phan tmg amin dugc hoat hoéa nhu dugc md ta bdi nha san xuét. KLB-
ECD (20ug/ml) trong PBS chtra 0,005% v/v TWEEN®-20, 0,3M NaCl (pH 7,4) duoc
gift trén dAu ctia cling mot cdm bién sinh hoc va duge do véi FGF21 (Hg théng R&D) &
0, 0,2, 0,8, hodc 2 pM trong cung dung dich dém. Dit li¢u dinh luong duoc xtr ly voi
phan mém nhan dit liéu (ForteBio).
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Fig. 12A thé hién so dd ctia thuc nghiém chuyén nang luong cong hudng huynh
quang trong thoi gian van hanh trén bé mit t& bao (TR-FRET) dugc thuc hién. Déi vai
TR-FRET, té bao COS7 dugc ddng ghy nhidm dé biéu hién FGFRI1 duoc gén nhan
SNAP va KLB khong dugc danh diu va dugc gieo ciy trong dia 96 giéng mau tring
(Costar) v6i 100000 té bao mdi giéng. Té bao duge gdy nhiém dugc danh diu 24 gio
sau gdy nhiém véi 100 nM thé cho lién hop véi benzylguanin SNAP-Lumi4-Tb (Cisbio)
va 1 pM thé nhan lién hop v6i benzyl-guanin SNAPAlexa647 (NEB) trong 1 gio §37°C,
5% CO,. Sau ba lan rta, luong phat xa Lumi4-Tb va tin hiéu TR-FRET dugc ghi nhén
1in lugt & 620 nm va 665 nm, trong 400 ps sau 60 ps lam cham sau khi kich thich laze
& 343 nm st dung may doc dia Safire2 (Tecan) ¢ t=0 va t=15 phut sau khi bd sung phdi
tir. Luong phét xa tin hiéu cua Alexa647 dugc phat hién ¢ 682 nm sau khi khich thich &
640 nm st dung ciing méy doc dia. Cuong do FRET sau d6 dugce tinh la: (tin hiéu ¢ 665
nm tir t& bao duge danh diu véi thé cho SNAP va thé nhan SNAP) — (tin hi¢u ¢ 665 nm
tir cing mot bé té bao duge gy nhidm duoc danh ddu vai thé cho SNAP va SNAP khong

dugc danh dau).

Nhu duoc thé hién trong Fig. 12B, thuc nghiém TR-FRET duoc dé xuét rang ca
BsAb17 va FGF21 ting cudng sy dime hoa cia FGFR1¢-ECD khi KLB cling ¢6 trong
t& bao. Két qua duge thé hién 1a ty 1¢ FRET: cudng do FRET dugc chia béi lugng phat

Xa cua thé nhan ¢ 620 nm.

Ngoii ra, BsAb10 lién két v6i mot nira cia KLB-ECD dau tan ciing C, trong khi
FGF21 va FGF19 duoc cho 1a lién két voi cing mot vi tri trén KLB trong mot clia dau
tan cang N (Goetz et al. Mol. Cell. Biol. 32(10): 1944-54 (2012); Foltz et al. Sci. Transl.
Med. 4: 162ral53 (2012)), d& xuét ring epitop cuia BsAb10 trén KLB nén khac véi vi
trf lién két ctia FGF21 va FGF19. Dé xay dung ban d6 epitop ctia KLB cho BsAbl10,
lién két ctia 8C5 (nhénh lién két KLLB cua BsAb10) v6i hang loat khang nguyén kham
duge biéu hién trong té bao HEK293. Mbi thé kham duoc thiét ké bang cach dung hop
protein KLB ctia nguoi va protein Klotho alpha cia nguoi (KLA) (50% gibng véi
protein KLB ngudi) hodc KLB tho (86% gidng v6i KLB ngudi). Nhu duoc téng hop
trong Fig.13A, 8CS5 lién két mién dau tan cung C cua KLB, cu thé 13, trong ving chira
34 axit amin  trong  mién ddu  tin  clng C cia KLB

(SSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNYGDMDIYITAS; SEQ ID NO: 142).
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Nhu duoc thé hién trong Fig. 13B, trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 142 ¢6 thé
twong (mg voi axit amin 857-890 cua protein KLB bao gOm trinh ty tin hiéu, v/ du, nhu
trinh tu 52 axit amin c6 trinh ty dugce dé cap trong SEQ ID NO: 157, hodc ¢6 thé chi
axit amin 805-838 cua protein KL.B khong chira trinh ty tin hiéu.

Du su tuong dong gitta FGF21 va BsAb10 va dan xuit ciia né trong hoat dong
xudi dong, epitop ctia BsAb10 trén KLB la khéc biét vdi vi tri lién két FGF21 va FGF19
(Fig. 14A).

Fig. 14B thé hién két qua ctia thtr nghiém luxiferaza GAL-ELK1 duoc thyc hién
trong t& bao nguyén bao co L6 & chudt rattus dugc dong gay nhiém v6i FGFR4 va KLB
va duge xi 1Y chi véi FGF19 hodc két hop véi khang thé khang KLB/khang-FGFR1c
(BsAb17). Nhu dugc thé hién trong Fig. 14B, BsAbl17 diéu tri so bd cling khong ngan
can hoat tinh FGF19 trong té bao L6 biéu hién FGFR4/phtic hé KLB.

Hon nita, va nhu duoc thé hién trong Fig. 14C, BsAb17 diéu tri so bd khong ngin
can hoat tinh FGF19 trong té bao ung thu gan H4IIE biéu hién FGFR4 va KLB. Khi ¢6
mit BsAb17, FGF19 van ¢6 kha nang dugc hoat hoa phirc h¢ FGFR4/KLB dé kich thich
su phosphoryl hoa cia ERK (Fig. 14C). Céc dit liéu nay thé hién rang khang thé dic
hiéu kép khang KLB/khang FGFR1 dugc boc 19, vi du, khang thé dic hiéu kép khang
KLB/khang FGFR1c, khong can thiép vao su twong tic cua FGF19 hodc FGF21 voi
phtc h¢ KLB/FGFRIc.

Vidu 9: BsAbl0, va dan xuat cia nd, hoat dong nhu gid FGF21 hoat dong dai in vivo

Tuong tac chéo cia BsAbl0 va dAn xuét cua no véi phuc hé thu thé & chudt nhu
duogc md ta & trén (xem, vi du, Fig 6C va 10B) cho phép thtr nghiém hoat tinh in vivo
clia né trong mau chudt. Pé tranh doc tinh tiém ning tir chirc nang tac dong IgG, dot
bién kép [D265A/N297G] duge dua vao BsAb20 trong vung Fc loai bo lién két véi
FcgRs va du cac t bao tac dong mién dich. Ngoai ra, dé tranh doc tinh tiém nang tir
chtrc ning tac dong IgG, N297G dugc dwa vao BsAbl7 trong vung Fe loai bo lién két

v6i FegR va du té bao tac dong mién dich.

Nhu dugc thé hién trén Fig. 15A, khi i.p. dugc tiém vao chudt dai thao duong
db/db véi luong 5 mg/kg, BsAb17 lam gidm murc glucoza trong mau dén pham vi twong

tw ma khong anh hudng t6i do nap thirc &n hogc khdi lwong co thé. Chudt khong béo
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C57BL/6 dugc xt Iy bang BsAbl7 thé hién lugng glucoza trong mau gidm, nhung
khong dat duoc sy ha duong huyét gay doc (Fig. 15A).

Negoai ra, khi chudt C57BL/6 dugce cho an giau chét béo (Béo phi do khau phén
in gy ra, DIO) dugc tiém BsAb17 vé6i lugng 3 mg/kg vao ngay 0 va 6, quan sat dugc
sy giam sut cdn va glucoza trong mau dang ké (Fig. 15B). Pbi v6i nhém duge cho dn
giau chat béo, khau phén in giau chét béo, giau carbohydrat (Harlan Teklad TD.03584,

58.4 % calo tir chét béo) dugc st dung.

Nhu duoc thé hién trong Fig. 15C, quan sat dugc sy cai thién trong su chiu
glucoza 13 & chudt C57BL/6 duoc cho dn giau chit béo (Béo phi dugce kich thich béi
khéu phan an, DIO) dugc tiém véi BsAb17 & 3 mg/kg.

Giam luong triglyxerit & gan, insulin huyét thanh, axit béo tu do, triglyxerit va
tdng cholesterol ciing dugce quan sat & chugt C57BL/6 duge cho an giau chét béo (Béo
phi duge kich thich boi khiu phan an, DIO) dugc tiém véi BsAb17 & 3 mg/kg (Fig.

15D). Két qua twong tu dugc quan sat trude d6 v6i nhom tiém FGF21.

Thuc nghiém riéng biét dugc thyc hién & chudt /b di hop tir va chudt thiéu kib
ddng hop tir dé xac dinh néu quan st duoc sy cai tién trong su chiu glucoza sau khi diéu
tri v6i khang thé dac hiéu kép khang KLB/khang-FGFR1¢ can KLB chirc ning. DE tao
ra chu6t thiéu k/b (KO), cip enzym Zinc Finger Nucleaza (ZFN) déc hi¢u Kb thu dugc
tlr Sigma-Aldrich va dugc st dung cho vi tiém tién nhan theo phuong phap da thiét lap.
Cap ZFN hudng t6i trinh tu Klb sau trong h¢ gen cua chudt (cht nhé & vi tri cét), va
chuot KO thiéu mot sw x6a bd bp (g in dam) gdy ra su chuyén d6i khung:
GTTACCGGCTTCtccggaGACGGGAAAGCAATATGG (SEQID NO: 156). Fig. 16A
thé hién trinh tu axit amin dau tan cung N cuia protein KLB ¢ chudt va trinh tw axit amin

tuong tmg dugc ma hoa bai alen k/b & chudt thiéu kIb.

Fig. 16B thé hién két qué cua thAm tach Western duoc thuc hién dé x4c nhan su

thiéu biéu hién protein KLB & chudt thiéu klb.

Nhu duge thé hién trong Fig. 16C, BsAb20 dugc cai tién d6 chiu glucoza & chudt
kb di hop tt nhu duge do bang thir nghiém dung nap glucoza (GTT), nhung khdng phai
chudt thiéu kb dong hop tu, bidu thi cai tién v& do chiu glucoza can KLB chitc nang.
D&i v6i thir nghiém dung nap glucoza (GTT), chudt dugc cho nhin dn qua dém va 1.p.

duoc tiém vai dung dich 2 g/kg glucoza.
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Ngoai ra, khong gidng khang FGFR1 RIMAb], thay ddi mtc ciia huyét thanh
FGF23 va phospho (Wu et al., Sci Transl Med 3, 113ral26 (2011) va Wu et al., PLoS
One 8, €57322 (2013)), khang thé dic hidu kép khang KLB/khang FGFR1 khong tac
dong lén cac tham sb cua huyét thanh, biéu thi su véng mit cda hoat tinh kich thich

FGFR1 doc lap v6i KLB (Fig. 16D).

Nhu duge thé hién trong Fig. 17, BsAb17 khong thay d6i huyét thanh FGF23
hodc mtc phospho, 1a chi thi nhay cam ctia FGFR1 doc 1ap KLB. Hoat dong cua insulin
trong chudt dugce xtr ly BsAb17 duoc do bang phuong phap kep ting insulin-c6 dinh
duong huyét. Ngin gon 13, chudt dugc gdy mé véi isofluran va thuong thi dong mach
c¢d bén trai va tinh mach c¢d bén phai dugc twong tmg chén 6ng thong dé 14y mau va
truyén. Cac dau tu do cua 6ng thong duoc tao dudng trong da téi sau cb khi cac dau 16ng
1éo ctia éng thong dugc gén véi dng lam tr MICRO-RENATAN® (0,033 trong OD).
Dong vat dugc boc riéng biét sau khi phiu thuét va thé trong duoc ghi lai hing ngay.
Tt c& thuc nghiém chuyén héa dugc thuc hién theo thoi gian phuc hdi sau phau thuat 5
ngay va duge md ta truée d6. Chudt tinh tao, tu do dugc dat trong vat chtra béng nhua
1 lit cung v6i di ngl va nhin an lac 7:00 sang (t=-300 phut). Chudt duoc két nbi ngay
vé6i thiét bi xoay bang thép khong gi 2 kénh (Phong thi nghiém Instech) cho phép truyén
tinh mach ¢ va ldy mau miu cua dong mach d6ng thoi. Chudt khong duge xir Iy va
duoc cho van dong tu do dé loai bd &p luc. 2 gio trude khi bét dau kep 5 pCi thudc cua
[3-3H]-D-glucoza dugc dua vao tinh mach c¢d (t=-120 phut) sau d6 dugc truyén 6n dinh
véi the d 12 0,05 pCi/phut. Sau giai doan trang thai can bang 2 it & t=0 phut (i.e., nhin
dn 5 gid) mau mau dong mach co ban duoc thu dé do glucoza trong mau, [3-3H]-D-
glucoza, ty 1& hdng cau va insulin trong huyét twong. 145 phut cua kep tang insulin-
dudng huyét 6n dinh (4 mU/kg/phut) dugc bét dau. [3-3H]-D-glucoza dugc thém vao
dich truyén glucoza khic nhau dugc st dung dé duy tri duong huyét on dinh va dich
truyén 6n dinh [3-3H]-D-glucoza duge dung lai dé hoat tinh d#c hiéu glucoza dong mach
kep & muc 6n dinh. Té bao héng cAu tir chudt cho trén nén C57Bl/6] dugc ria véi va
duoc cAu thanh véi luong bang nhau 1a 0,9% nude mudi ¢6 heparin (ty 1& hdéng cau
~50%) va duoc truyén v6i tbe do 14 4 pl/phut trong thoi gian nghién ctru 8 thay thé mau
duge iy di trong nghién ctru. MAu méu dong mach dugc 14y mdi 10 phut dé x4c dinh
muc glucoza trong mau. Luc t=80, 90, 100 va 120 phut, mAu méau duoc ldy dé x4c dinh

[3-3H]-D-glucoza. Luc t=120 phut, 13 uCi thudc cua 2-deoxy [14C] glucoza ([2-
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14C]DG) duogc st dung cho 6ng thong tinh mach co. Lac t=122, 125, 130, 135, va 145
phit méu ddng mach was dugc 14y dé xac dinh méu glucoza, huyét twong [3-3H]-D-
glucoza va [2-14C]DG. Nong d6 insulin dong mach dugc do & 100 va 120 phat. Lic
t=145 phut, sau d6 chudt duge gdy mé. Co dép, co bung chan, phia bén cta co rong bé
mit mau tring (Quad), gan, tim, mao tinh hoan va mé md tring dudi da, m6 m& mau
nau va ndo dugc cét, dong lanh ngay bang nito 16ng, va duge gitt ¢ -70°C dén khi phan
tich mo trong twong lai. Insulin tuong tac mién dich duoc thir nghiém st dung kit thu

nghiém mién dich phong xa & chudt rattus Linco (LincoResearch).

DPé xac dinh [3-*H]-D-glucoza, mau huyét twong duogc loai protein véi bari
hydroxit (Ba(OH)2) va k&m sulfat (ZnSO4), da sdy kho, va hoat tinh phong xa dugc xéac
dinh sir dung phuong phap dém nhip nhéy 1ong. Cdc md duge cit dugce loai protein véi
axit percloric va sau d6 dugc trung hoa véi pH ~7,5. Mot phan miu dugc dém ([2-
1CIDG va [2-"*C]DG-Gphosphat ([2-'*C]DGP) va mot phan dugc xir Iy v6i Ba(OH),
va ZnSO4 va phin dich ndi dwgc dém ([2-*CIDG). Ca [2-"*C]DG va [2-*C]DG-
phosphat ([2-'*C]DGP) mitc hoat tinh phong xa dugce xdc dinh st dung phuong phap
dém nhap nhay léng. Thong lugng glucoza dugc danh gid st dung phuong trinh cta giai
doan khong én dinh ma du doan thé tich phan phdi (130 ml/kg). Su loai bo dic higu mo
(Kg) ctia [2-*C]DG va chi s6 hép thu glucoza (Rg) dugc tinh nhu duge mo ta trude do
(Kraegen, E.W. et al., Am. J. Physiol. 248, E353-362 (1985)): K=[2-1*C]DGPms/ AUC
[2-1*CIDGhuyét wong, Rg=Kg X [glucoza]huyét twong, N01 ma [2-1*C]DGPms 12 [2-1*C]DGP
hoat tinh phéng xa (dpm/g) trong mo, AUC [2-"*CDGhuyét twong 12 ving trong huyét
tuong [2-4C]DG bidu db bién mat (dpm/mL/phut), va [glucozalnuyét wwong 12 glucoza trong
mau trung binh (ug/ul) trong thoi gian thue nghiém (t5102-125 phat). Dt liéu duoc thé
hién 1a trung binh + SEM.

Nhu dugc thé hién trong Fig.15E, thé hién su str dung glucoza cua toan bd co thé
duoc do, sau d6 1a mot liéu don BsAb17 1a 10 mg/kg, BsAb17 dugc cai tién & toc do ma
insulin kich thich su st dung glucoza ctia toan bd co thé.

Ngoai ra, va nhu dugce thé hién trong Fig.15F, BsAb17 cai tién @c ché insulin cua
tdc do san xuét glucoza nodi sinh sau d6 1a mot lidu don BsAb17 10 mg/kg. Cac két qua
ndy chi ra ring mot lidu don 10 mg/kg of BsAb17 & chudt DIO 5 ngay trudc phuong

phép kep lam giam dang ké glucoza & chudt nhin &n va ndng do insulin.
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Hép thu glucoza & md (Rg) vao cudi giai doan kich thich insulin thoi gian duge
ting cudng & tim, co xwong, mod md tring (WAT) va md BAT gian vai iBAT), bicu thi

su nhay insulin cta toan b co thé bai BsAb17 (Fig.15G).

Luong dich chuyén glucoza trong méu dong mach duoc xac dinh trong thuc
nghiém kep. Nhu duoc thé hién trong Fig.18A, lugng dich chuyén glucoza trong mau
dong mach 1a khac nhau gitra chudt dugc tiém BsAb17 so v6i chudt duge ti€m IgG dbi

ching trong thuc nghiém kep tang insulin-dudng huyét 6n dinh.

Su chénh 1&ch vé trong lugng gitta chudt duoc tiém BsAbl7 so véi chudt duge
tiém IgG dbi chimg ciing dugc xéc dinh. Nhu dugc thé hién trong Fig.18B, cac thay doi

duoc quan sat vé ndong do glucoza va insulin khong c6 sy gidm cén 10 rang.

Tbc do truyén glucoza giai doan 4n dinh cling duge phan tich sau khi tiém
BsAb17. Nhu duge thé hién trong Fig.18C, tdc do truyén glucoza giai doan 4n dinh tang
18n t61 64% sau khi tiém BsAb17. Cac két qua nay ching minh ring BsAb17 cai tién do
nhay insulin trong toan bd co thé & chudt DIO tham chi trude khi sy gidm cén trd nén
r0 rang.

Céc nghién ctru truée do vé liéu thude ciia FGF19 hogc FGF21 thé hién tiéu hao
ning luong ting 1én (EE) (Fu et al., Endocrinology 145, 2594-2603 (2004); Coskun et
al., Endocrinology 149, 6018-6027 (2008); Wu et al., PLoS One 8, €57322 (2013); Lin
et al., Cell Metab 17, 779-789 (2013)), d6 d6 n6 dugc cho rang tac dung twong tu s&
quan sa t dugc. Phuong trinh tiép theo dugc st dung d8 tinh EE va Hé s6 ho hip (RQ).
EE=V0,X(3,815+1,232xRQ), trbng d6 (RQ=VCO0»/VO»). Thuc té 13, mdt khi BsAb17
duoc tiém vao chudt DIO hodc khong béo & nhiét do phong binh thuong (21°C) dan dén
tang dang ké tiéu thu O2 (VOy), su san xuét CO, (VCO2), va EE mdi dong vat duge tiém
khong thay dbi dang ké trong phép do hoat tinh (Fig. 19A). Bang ngac nhién la, ting
15-46% quan st duge & EE khong di kém v6i céc thay d6i dang ké trong hé s6 ho hap
(RQ=VCO02/VOy) (Fig.19A).

Su tang twong tu trong EE ma khong thay d6i RQ duoc tao ra bang cach truyén
lién tuc FGF21 vao chut DIO (Fig.21C).

Fig.20A thé hién lugng VO,, VCO2 va téng lugng hoat dong ctia chudt DIO dugc
xtr 1y v6i mot lidu BsAb17 & nhiét d phong binh thuong.
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Nhu dwoe thé hién trong Fig.19B, tang EE dugc chép nhan khi nhiét do chudng
duoc tang 1én tGi nhiét trung hoa (29-30°C), dé xuét rang viéc hoat hoa chét béo mau
nau kich thich BsAb17 khong phu thudc vao dau vao nhiét thich nghi tir hé théng than

kinh giao cam.

Fig.20B thé hién lugng VO,, VCO, va téng lugng hoat ddng ctiia chudt DIO dugc
Xt Iy v6i mot lidu BsAb17 & nhiét do phong binh thudong sau d6 thay doi nhiét do t6i
nhiét trung hoa.

Su tang EE cling 1a bang ching khi chudt DIO da quen khi héu ¢ nhiét d6 phong
trung hoa nhiét (29-30°C) dugc thi nghiém trong hai tudn (Fig.21B).

Pugc tong hop trdng Fig.21A, thé hién trj s6 EE trung binh, cac thay ddi trong
EE duoc quan sit & chudt khong béo va DIO ¢ nhiét do phong binh thuong va ¢ chudt
khong béo va DIO da quen khi hiu & nhiét do phong trung hoa nhiét.

Nguoc lai, truyén lién tuc v6i chét chii van thu thé adreno ddc hiéu p3 CL-316243
kich thich EE ting cAp tinh va giam RQ nhu dugc du doan (Fig.19H). Truyén lién tuc
FGE21 hoic CL-316243 duge thuc hién sir dung bom nhé tham théu (Alzet 2001) dugc
cdy duéi da. Do d6, EE kich thich BsAb17- va FGF21- 1a tang cudng, nhung ¢6 ve chon
loc hon co ché kich hoat BAT khac duoc md ta trudc do, nhu st dung giao cam
(norepinephrin hodc chét chii van thu thé adreno dic hiéu p3 CL-316243), peptit natri &
tim, hodc Interleukin-4, kém theo thic déy oxy hoa chét béo va giam RQ (Gerhart-Hines
et al., Mol. Cell 44, 851-863 (2011); Mattsson et al., American journal of physiology.
Endocrinology va metabolism 299, E374-383 (2010); Nguyen et al., Nature 480, 104-
108 (2011); Birkenfeld et al. Diabetes 57, 3199-3204 (2008); Bordicchia et al., J. Clin.
Invest. 122, 1022-1036 (2012); va de Souzaet al., Diabetes 46, 1257-1263 (1997)).

Khong gin véi 1y thuyét cu thé, mot s6 dong bang ching duoc dé xuét vai trd
chu dao cta viéc kich hoat BAT trong hoat dong chuyén héa ctia BsAb17. DAu tién, nhu
duoc thé hién trong Fig.19C, tiém BsAbl7 lam ting d0 nap dac hi¢u 18F-
Fludeoxyglucoza (FDG) vao iBAT.

Hai la, mot lidu don BsAb17 kich thich biéu hién protein UCP1 & ben WAT
(ingWAT), 12 chi thi cho md m& mau nau (Fig.19D).
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Nhu duoc thé hién trong Fig.19E, kich thich biéu hién UCP1 cling dugc quan sat
trong t& bao tao m& chinh dwoc nudi ciy duge xir Iy véi FGF21 hogc BsAb17, bitu thi
hoat dong truc tiép trén té bao tao md truéng thanh. D& xac dinh biéu hién UCP1, ARN
tbng dugc st dung dé tong hop cADN sir dung kit tong hop SUPERSCRIPT® VILO
cADN (ABI). Péi v6i qPCR, mau dugc chay v6i ba ban sao trong thiét bi ViiA 7 Real-
Time PCR (hé théng sinh hoc Gmg dung). Hé théng sinh hoc tng dung duoc thiét ké
truéc mau do Tho nghiém Biéu hién Gen TAQMAN® duoc st dung la UCP1
(Hs01027785 ml). Véi mdi mau, lugng du mARN du-c_rc chuén hoa véi lugng phién ma
TBP (Hs00427620 m1) va SDHA (Hs00188166_m1).

Ba 4, sit dung hé théng tr xa, nhi¢t d§ co thé bén trong ting dugc quan sat sau
khi tiém mot BsAb17 kéo dai trong >26 ngay trudce khi quay lai ban dau dan dan (Fig
19F).

Fig.22 thé hién su chénh Iéch vé nhiét d6 co thé dugc quan sat ¢ chudt sau khi
tiém mot BsAbl17 so vdi chudt duge xt ly IgG dbi chirng. Nhiét do trong co thé duoc
theo dai st dung hé théng diéu khién TA-F10 (Data Sciencés International, DSI) dugc
ciy nho phiu thut vao khdng gian mang bung. Sau khi phuc hdi sau phau thuat, chuot
dugc phan nhom ngﬁu nhién dua trén thé trong va nhiét do trong co thé. Nhiét do trong

co thé va hoat dong dugc theo doi sit dung Hé théng tir xa cdy dugc DSI.

Profin biéu hién gene dugc phan tich trong iBAT cuia chugt DIO nhén tiém mot
BsAb17, FGF21 hodc IgG ddi ching. Nhu dugce thé hién trong Fig.19G, tiém mot
BsAb17 kich thich thay dbi bidu hién gen trong iBAT gidng v6i tiém FGF21 hai lan
hing ngay.

Cudi cing, khi tiém vao chudt C57BL/6, ca FGF21 va BsAb20 kich thich
phosphoryl héa ERK va MEK trong cidc mé m& khac nhau, bao gbm iBAT va ingWAT
(Fig.23). |

Trong céac nghién ctru trude, adiponectin dugc dé xuét dong gép vao hoat dong
déy du cua FGF21 (Lin et al., Cell Metab 17, 779-789 (2013); Holland et al., Cell Metab
17, 790-797 (2013)). Thuc té 13, tiém mdt BsAbl7 vao chudt DIO lam ting mirc
adiponectin khéi lugng phan tir cao (HMW) trong huyét thanh, lién quan dén giam can
(Fig.24A).
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Tuong tu, tiém mot BsAb17 vao khi dudi dai khong béo (Fig. 24B) 1am tang murc

adiponectin khéi lwong phan tir cao (HMW) trong huyét thanh, lién quan dén giam cén.

Nhu duoc thé hién trong Fig.24C, sau khi tiém mot BsAbl7, adiponectin
(Adipoq) chu¢t KO trén HFD da boc 1§ phan tmg tang cuong trong EE tang (tdng 25,3%
v6i ting 20,9% trong lugng chudt).

Ngoai ra, sau khi tiém mot BsAb17, adiponectin (Adipoq) chudt KO trén HFD
da boc 10 1am giam thé trong va mic triglyxerit & gan (Fig.24D). Tuy nhién, phan tng
chiu glucoza, chiu insulin, cac thay d6i trong insulin huyét thanh va lipit khac nhau tat
ca bang cach nao d6 duoc cit trong chudt KO (Fig.24D), théng nhét v6i y tudng 1a
BsAb17 hoat dong nhu gid FGF21 dé didu hoa su chuyén hoa dinh dudng cta toan bd
co thé mot ph?m qua adiponectin chtrc nang. Véi viéc xac dinh chiu insulin, chudt duoc
cho nhin 4n trong 4 gio, va i.p. dugc tiém véi 1 U/kg dung dich insulin ngudi (Humulin

R, Eli Lilly va Cong ty).

Tinh chon loc thu thé ting cao ctia BsAb10 (xem Fig. 9A) va kidu hinh ndo thip
duogc md ta trude d6 cia phan t& IgG (Yu et al., Sci Transl Med 3, 84ra44 (2011)) du
doan profin an toan bién ddi cia BsAb10 va din xuét cia n6 so voi FGF21/19. Théng
nhét v6i muc biéu hién thip cia FGFR1 trong gan, FGF21, nhung khong phai BsAbl17,
kich thich mARN biéu hién cta gen dich FGFR thong thuong Spry4 va Dusp6 trong gan
(Fig. 25).

BsAb17 hodc BsAb20 lam ting tin hiéu phospho-ERK trong cac md md khac
nhau va t bao tuyén nang tuyén tuy, nhung khong phai ¢ gan (Fig. 23).

Fig. 26 thé hién BsAb17 ciing khong lam tang su phosphoryl hoa ERK trong cac
khu vuc ndo khac nhau bao gdm cic co quan quanh néo thét, nhu dugc xé4c dinh bsi hoa
md mién dich.

Ngoai ra, diéu tri B sAb20 man tihh cho chudt DIO trong 8 tuan lam giam lugng
BrdU+ té bao trong gan téi muc ctia chudt khong béo C57BL/6, nguoc lai v6i hy vong
v& hoat tinh giébng FGF19 (Fig. 27). V¢i sy dua vao BrdU & gan, chudt dugc tiém mang
bung véi 100 mg/kg BrdU (BD Biosciences) 2 git trude phuong phap chét nhan dao.
Nhudém khang-BrdU dugc tién hanh nhu duge md ta (Nicholes, K., et al. Am. J. Pathol.
160, 2295-2307 (2002)) va té bao gan duong BrdU dugc dém bang céch skt dung hé
thdng phan tich hinh anh ty dong Ariol.
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Phan tich xuwong cta chudt duge xtr ly voi khang thé khang KLB/khang-FGFR1c¢
dugc thyc hién. Fig. 28A thé hién so dd phan tich biéu thi. Dé thuc hign phén tich xuong,
mAu xuong dui duge ghi hinh &nh béi SCANCO Medical (Basserdorf, Switzerland)
nCT40 hé théng vi anh hoat dong v6i mirc ning luong 6ng tia x 70 keV va dién cuc 114
microampe. Manh hinh anh gén truc thu duge véi kich thude diém anh ba chiéu ding
huéng 12 12 pm. Phén tich hinh théi cia s¢i xuwong trong xuong dui dugc thuc hién voi
phin mém dénh gia SCANCO Medical (Basserdorf, Switzerlva) pCT40. Dudng ban tu
dong duogc str dung dé x4c dinh thé tich duoc quan tam (VOI), chira soi xuwong lung béc
hai t6i dia sinh trudng gan xwong dui va md rong khoang cach 1,5 mm t6i soi xuong
chinh. Xuong v6 ndo dugc loai bo bang cach thay thé duong bién VOI trong dudng bién
phia trong clia xwong v6 ndo. Trude khi phan doan hinh &nh, mang loc di qua it Gaussian
ba chidu (3D) duoc han ché dugc sir dung dé ghi dit liéu hinh anh dé han ché nhiéu
(xicma mang loc=0,5, gia d& mang loc=1). Ngudng toan cau (0,36 gHA/cm3) dugc st
dung dé chiét xuét cu truc soi xuong “nhi phan” tir VOI. Ngudng phan doan soi xuong
duoc chon boi kiém tra truc quan phan doan thu dugc tir phan 16p mau dai dién. Dic
tinh cAu tric cua soi xwong dugc dinh lugng bang phan tich hinh thai 3D truc tiép. Cac
nghién ctru trugce do chira rang phan tich hinh thai s¢i xuong bang chup cit 16p st dung

may vi tinh ¢6 tuong quan tdt v4i cac du doan twong tu tao ra bai hinh thai mo.

Nhu dugc thé hién trong Fig. 28B, diéu tri BsAb20 man tinh chudt DIO trong 6
tudn din dén céc thay d6i dugc mong doi trong tham s6 chuyén hoa khong c6 tin hiéu
4m bt ky trong céc tham s6 xuong khac nhau trong s¢i xwong xuong chay va xuong vo

no dui dya trén chup cit 16p st dung may vi tinh.

Nhu dugc thé hién trong Fig. 29, tiém BsAb17 vao chudt DIO khong lam téng
mutc corticosteron huyét thanh cao hon d6i ching. Can bang ning luong duong man
tinh thong thuong trong xa hoi hién dai thic d4y hién tuong béo phi va lién quan dén rdi
loan chuyén hoa dugc xé4c dinh bdi khang insulin, tang insulin, khong chiu glucoza, mau
nhim m&, va gan nhiém md, thudng dan dén 6m nghiém trong nhu bénh dai thdo duong
typ 2, xo gan, dot quy va bénh tim. Trong 2009, sy ¢6 mét cia BAT duong UCP1 ¢
ngudi trudng thanh va y nghia v& mit chitc nang ctia chiing trong viéc thic d4y EE bang
cach phan tan nhiét dugc bao cdo, ting sw quan tdm trong viéc kich thich tri li€u va kich
hoat BAT cho diéu tri béo phi va bénh lién quan chuyén hoa (Yoneshiro va Saito, Ann.
Med., 1-9 (2014)).
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Tuy nhién, hiu hét cac co ché hoat héa BAT da biét con kich thich phan giai md
md md tring, ¢6 thé co tidu tac dong cuc lén két qua tim mach (Dong et al., Cell Metab.
18, 118-129 (2013)). Cha y ring, thé ciy BAT lam tang EE va kich thich giam can ma
khong thay d6i RQ (Stanford et al., J. Clin. Invest. 123, 215-223 (2013)). Theo hudng
nay, FGF21 va khéang thé kich thich khang-FGFR1/KLB dugc md ta trong ban mo ta
nay c6 cach duy nhét dé kich thich phan tng sinh nhiét chon loc trong BAT ma khong
thay ddi RQ, do d6 bt chudce thé céy BAT, hon 14 kich hoat giao cam khong déc hiéu.
Ngoai ra, dua trén cai dugc quan sat & chudt, nd duoc xem la kich hoat qua khéang thé
cua phtic h¢ FGFR1c¢/KLB ¢6 thé tao ra cach an toan hon va thuén tién hon cho liéu
phap diéu tri chdng béo phi va chdng dai thao duong, ngugc lai véi kich hoat phirc hé

FGFR/KLB 16n hon boi chét twong tw FGF21 hodc FGF19.

Vi du 10: Khang thé khéng KLB 8C5 dugc 1am giéng nhu clia ngudi

CDR chudi nhe & chudt ctia 8C5 dugce ghép vao trinh ty chudi nhe Kappa2 va
Kappa4 ctia nguoi. Ngoai ra voi thé ghép chinh, dot bién diém cling dugc tao ra trong
mdi thé ghép sao cho vi tri 4 ctia chudi nhe duge chuyén thanh leuxin (dugc goi la
“MA4L>). Phén tich dugc thuc hién dé xéc dinh cdc dot bién bidu hién tot nhat va khong
thé hién su két tu dang ké. Tuong tr, CDR chudi ning duge ghép vao khung chudi ning
IgG1 H1, H2, H3 va H4 cia nguoi. Cac gbc khac nhau & mach chinh cua chudi ning
dugc gy dot bién nhu sau: véi HI céc thay d6i sau duoc dua vao: K71R, N73T va
V78A (b6 me duge goi la “KNV” va chu tric duge goi 1a “RTA”); v6i H2 thay doi sau
dugc dua vao: N73T (bé me dugc goi la “KNV” va cAu tric dugce goi 1a “KTV™); véi
H3 céc thay dbi sau duoc dua vao: K71R va V78L (bé me dugce goi 1a “KNV” va céﬁ
trac dugc goi 1a “RNL”; va véi H4 céc thay dbi sau duoc dua vao: K71V, N73T, va
V78F (bé me dugc goi 1a “KNV” va chu truc duge goi 1a “VTE”).

Khéng thé dua trén tAt ca cac hdn hop bét cip cla 4 chudi nhe va 8 chudi niang
(cho téng 32 khang thé) dugc tao ra va mie biéu hién va i lyc duge thit nghiém. Dua
trén cac thuc nghiém nay, 8C5 c6 ngudn tir chudi nhe K4.M4L va chudi nang H3. KNV
d3a boc 10 su két hop t6t nhat muc biéu hién va ai luc mong mudn.

Céc trinh tw ctia cic ving bién dbi 8C5.K4.M4L.H3. KNV va c6 chidu dai day du

khang thé nhu sau:

Ving bién ddi Chudi nang 8C5.K4.M4L . H3 KNV
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASDFSLTTYGVHWVRQAPGKGLEW
LGVIWSGGSTDYNAAFISRLTISKDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCARDY
GSTYVDAIDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 128)

Chudi ning diy di 8C5.K4.M4L.H3.KNV

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASDFSLTTYGVHWVRQAPGKGLEW
LGVIWSGGSTDYNAAFISRLTISKDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCARDY
GSTYVDAIDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDK
SRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 129)

Ving bién ddi Chudi nhe 8C5.K4.M4L.H3 KNV

DIVLTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVESYGNRYMTWYQQKPGQPPK
LLIYRAANLQSGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSNEDPWTF
GQGTKVEIK (SEQ ID NO: 130)

Chudi nhe diy du 8C5.K4.M4L.H3 KNV

DIVLTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVESYGNRYMTWYQQKPGQPPK
LLIYRAANLQSGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSNEDPWTF
GQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYVD
NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSP
VTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 131)

Vidu 11: Tao ra khang thé khane FGFR1 lai gitta YW182.3 va YW182.5

YW182.5, 1a nhanh khang FGFR1 ma khong hoat héa phirc hé KLB/FGFR1¢ khi
khong ¢6 nhanh khang FGFR1, dwoc kham pha 1a dem lai két qua t6t khi duge két hop
v6i 8CS, va ¢6 vi tri 33 1a tryptophan ctia chudi nang 12 nhay véi sy oxy hoa. YW182.2,
lién két epitop gibéng nhu YW182.5, cling c6 vi trf 33 1a tryptophan nay cta chudi ning.
Mot sb dot bién duoc dua vao vi tri nay dé ngin ngira van dé nay: voi YW182.5, W33Y,

W33H, W33F va W33L duoc dua vao va véi YW182.2, W33Y va W33F dugc dua vao.
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Dang ngac nhién 1a, dot bién duogc dua vao cé cac tac dung khac nhau véi hai khéang thé.
Trong truong hgp YW182.2, quan sat dugc la dot bién khong tac dong thich hop Ién 4i
luc ho#c hoat tinh cht van véi FGFR1, trong khi véi YW182.5, dot bién 1am giam rat
nhiéu 4i lyc va hoat tinh cht van véi FGFR1 (xem, vi duy, Fig. 31). Do d6, thuc nghiém
duge thue hién dé xac dinh khang thé véi dot bién W33Y, nhung véi 4i luc gan véi
khang thé YW182.5 str dung hai phuong phép.

Trong mdt phuong phap, véi YW182.2, trinh tu chudi ning W33Y alanin quét
qua CDR3 duogc thuc hién, gay dot bién céac vi tri 95, 96, 97, 98, 99, 100, 100a va 100b
thanh alanin. Ai lyc cia khang thé thu duoc duge phén tich va cdc khang thé giir duge

ai luc cao cia YW182.2 W33Y bd me duoc xac dinh (Bang 9).

Bang 9. Ai lyc cia dan xudt YW182.2.

Khéng thé ECso (nM)
| YW182.2_W33Y_96A | 2,4
YW182.2 W33Y 97A 5,3
YW182.2 W33Y 100A 5,8
YW182.2 W33Y 98A 8,8
YW182.2 W33Y GDY 11,1
YW182.5 34,6
YW182.2 W33Y 100aA 55,1
YW182.2 W33Y 95A 221,1
YW182.2 W33Y 99A 316,2
YW182.2 W33Y 100bA Khong dugc phat hién

Trong phuong phéap tht hai, cdc CDR tir khang thé YW182.2 W33Y (véi 4i luc
rét cao) va khang thé YW182.5 W33Y (gin nhu khong c6 lién két) dugc tron-va-bat
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cip. Khang thé YW182.2 W33Y va YW182.5 W33Y c6 céc trinh tw CDR gidng nhau
trong chudi nhe (CDR-L1, RASQDVSTAVA (SEQ ID NO: 139); CDR-L2, SASFLYS
(SEQ ID NO: 140); va CDR-L3 QQSYTTPPT (SEQ ID NO: 141) sw khac biét mot axit
amin trong CDR-H1 (YW1822 W33Y CDR-HI, STYIS (SEQ ID NO: 152) va
YW182.5 W33Y CDR-H1, SNYIS (SEQ ID NO: 136)); su khac biét ba axit amin trong
hogic gin v6i CDR-H2 (YW182.2 W33Y CDR-H2, EIDPYDGDTYYADSVKG (SEQ
ID NO: 137 va YW182.5 W33Y, EIDPYDGATDYADSVKG (SEQ ID NO: 153)); va
trinh tu rit khac biét CDR-H3 (YW182.2 W33Y, EHFDAWVHYYVMDY (SEQ ID
NO: 154) va YW182.5 W33Y GTDVMDY (SEQ ID NO: 138). Khéng thé v6i chudi
ning dua trén tat ca cac hdn hgp ¢6 thé cia CDR chudi nang tir YW182.5 W33Y va
YW182.2 W33Y (tdm bao gdm the hai khang thé b me) dugc xay dung va duoc thi
nghiém. Hau hét cac khang thé ¢ 4i luc twong tw voi mot khang thé hodc khang thé
khac, nhung, dang ngac nhién la, mot hdn hop dugce chiing minh lién két ma gén giéng
v6i khang thé bd me YW182.5. Khang thé nay c6 CDR-H1 va CDR-H3 tir YW182.5
W33Y, nhung CDR-H2 tr YW1822 W33Y. Khéng thé ndy dugc thiét ké nhu
“Y'W182.5 YGDY” dé biéu hién céc thay ddi sau trong trinh tw YW182.5: W33Y,
A49G, A56D, va D58Y. |

CAc trinh tu cta khang thé YW182.5 YGDY nhu sau:

Ving bién ddi chudi ning YW182.5 YGDY

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSNYISWVRQAPGKGLEWV
GEIDPYDGDTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCATGT
DVMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 132).

Chudi Nang ddy di YW182.5 YGDY

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSNYISWVRQAPGKGLEWYV
GEIDPYDGDTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCATGT
DVMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
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WCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 133).

Vung bién ddi ctia chudi nhe YW182.5 YGDY

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIY
SASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYTTPPTFGQGTKV
EIK (SEQ ID NO: 134).

Chudi nhe diy da YW182.5 YGDY

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIY
SASFLYSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYTTPPTFGQGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGEC (SEQ ID NO: 135) |

Vi du 12: Thit nghiém khang thé dic hidu kép voi 8C5 dwoc lam gidng nhu cla ngudi
va bién thé khang FGFR1

Céc hdn hop khang thé dic hidu kép khac nhau cua 8C5. K4H3 M4L.KNV va céc
nhanh khang FGFR1 khéc nhau dugc thir nghiém trong thir nghiém luxiferaza dua trén
GAL-ELK1 trong t& bao HEK293 biéu hién FGFR1¢ ¢6 hodc khong c6 KLB. Nhu quan
sat dugc trude ddy, mdi hon hop khang thé dic hiéu kép gay ra hoat tinh luxiferaza theo
cach phu thudc vao lidu trong té bao biéu hién hFGFR1c va hKLB tai td hop, nhung
khong phai trong té bao khong biéu hién KLB (Fig. 30). Cée dit liéu ny xéc nhan rang
cac bién thé duoc bién déi ndy gitt dugc vu diém ciia khang thé bd me, vi du, BsAb13.
Ai lyc lién két ciia khang thé khang KLB/khdng FGFR1 ¢6 nhanh 8C5 dugc lam gidng
nhu cta ngudi (8C5.K4.M4L.H3.KNV) va nhianh YW182.5 YGDY véi phic hé
KLB/FGFRIc cia ngudi, khi dudi dai va chudt trén bé mit cla té bao HEK293 duoc
thé hién trong bang 10.

Bang 10. Ai luc lién két.

- ilj,énngr’té:béor K cta khang thé khang " Kd*trung Dé 1§eh—
- | KLB/khang-FGFR1c (nM) | binh (nM) | chuén

293huKLB/huR1c 1,87 1,88 0,06
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1,95

1,83

293cynoKLB/cynoR1c 2,54 2,55 0,25

2,80

2,31

293msKLB/msR1c¢c 4,12 3,92 0,17

3,85

3,80

Ngoai cac phuong an khac nhau duge mo ta va dugc yéu cau bao ho, dbi tuong
duoc bde 10 cling lién quan dén phuong 4n khic c6 hdn hgp khéc cta cac dic tinh dugc
boc 10 va dugc yéu cau bao ho trong ban mo ta nay. Nhu vay, cac ddc tinh cu thé duoc
thé hién trong ban mo ta ndy co thé dugc két hop v6i mdi dic tinh khéc theo cac cach
khac trong pham vi ddi tugng duoc boc 19 sao cho ddi twong duge boc 16 bao gdm hdn
hop thich hop bét ky cta cac ddc tinh duge bdc 19 trong ban md ta nay. Ban md ta nay
vé céc phuong an dac hiéu cua dbi tuong dugc boc 1o duge thé hién cho cac muc dich
chimg minh va md ta. N6 khong dugc du dinh dé khao sét hay dé han ché @i tuong

duogc boc 10 v6i cac phuong an duge bdc 16.

RO rang 1a voi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc, cac bién d6i va cac
bién thé khac nhau c6 thé duogc tao ra trong hdn hgp va phuong phap d6i tugng dugc
boc 160 ma khdng tach roi khéi ndi dung hodc pham vi cua d6i tugng duogc boc 10. Do do,
dbi tugng duge boc 10 duge dy dinh la bao g@)m cac bién ddi va cac bién thé trong pham

vi bd yéu cau bao hd dinh kem va twong duong cda chang.

Céc cong bd, bang sdng ché va don yéu cau cap bang sang ché khac nhau dugc
néu trong ban mo ta nay dugc dua vao ban md ta nay bang cach vién dan toan bo ndi

dung cda ching.
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Yéu ciu béo ho
1. Khéng thé dic hiéu kép phén 1ap dugc, hodc phéan lién két khang nguyén ctia no,
lien két v6i beta-Klotho (KLB) va thu thé yéu td ting trudéng nguyén bao s¢i lc
(Fibroblast Growth Factor Receptor 1¢ - FGFR1c¢), trong d6 khang thé dac hiéu- kép hoéc

phin lién két khang nguyén cta n6 chira:
() nhanh thi nhit chua:

mién ving bién ddi ciia chudi ning CDR1 chira trinh tu axit amin dugc dé cap
trong SEQ ID NO: 15, mién viing bién d6i ctia chudi ngng CDR2 chtra trinh ty axit amin
duoc dé cap trong SEQ ID NO: 31, mién viing bién dbi ctia chudi ndng CDR3 chira trinh
tu axit amin dugc dé cap trong SEQ ID NO: 47, mién ving bién ddi cua chudi nhe CDR1
chira trinh tu axit amin dugc dé cép trong SEQ ID NO: 62, mién ving bién déi ctia chudi
nhe CDR?2 chira trinh tu axit amin dugc dé cap trong SEQ ID NO: 78, va mién ving
bién ddi cua chudi nhe CDR3 chira trinh tu axit amin duoc dé cap trong SEQ ID NO:
93;va

(b) nhanh th{ hai chtra:

mién ving bién ddi ciia chudi ngng CDR1 chura trinh ty axit amin duoc dé cap
trong SEQ ID NO: 136, mién ving bién ddi ctia chudi ning CDR2 chira trinh tu axit
amin dugc dé cap trong SEQ ID NO: 137, mién ving bién dbi cua chudi nang CDR3
chira trinh tu axit amin duoc dé cap trong SEQ ID NO: 138, mién ving bién doi cta
chudi nhe CDR1 chira trinh ty axit amin dugc dé cap trong SEQ ID NO: 139, mién vung
bién ddi ctia chudi nhe CDR2 chira trinh ty axit amin dugc dé cap trong SEQ ID NO:
140, va mién vung bién ddi cta chudi nhe CDR3 chira trinh ty axit amin dugc dé cap
trong SEQ ID NO: 141.
2. Khéng thé dic hiéu kép phan 1ap duoc hodc phén lién két khéang nguyén cua né
theo diém 1, trong d6 khang thé dic hiéu kép, hodc phéan lién két khang nguyén cua no,
1a khang thé don dong.
3. Khéng thé dic hiéu kép phan 1ap duoc hoic phan lién két khang nguyén cua né
theo diém 1 hodc 2, trong d6 khang thé dic hiéu kép, hodc phin lién két khang nguyén

ctia nd, 1a khang thé & ngudi, dugc lam giong nhu clia nguoi, hodc kham.
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4. Khéng thé dic hiéu kép phan 1ap dugc hodc phan lién két khang nguyén ctia né
theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6 nhanh thir nhét chia: (a) ving
bién dbi ctia chudi ning chira trinh tu axit amin dugc dé cap trong SEQ ID NO: 128 va
(b) ving bién dbi ctia chudi nhe chta trinh tu axit amin dugc dé cap trong SEQ ID NO:
130.

S. Khéng thé dic hiéu kép phan 1ap dugc hodc phan lién két khdng nguyén cta né
theo diém bt ky trong s6 cac diém tr 1 dén 4, trong d6 nhanh thir nhét chta: (a) chudi
ndng chira trinh ty axit amin duoc dé cap trong SEQ ID NO: 129 va (b) chudi nhe chira
trinh tu axit amin duoc dé cap trong SEQ ID NO: 131.

6. Khang thé dic hiéu kép phan lap duge hodc phin lién két khang nguyén cia n6
theo diém bét ky trong sd cac didm tir 1 dén 3, trong d6 nhanh thir hai chta: (a) ving
bién ddi ctia chudi ning chira trinh ty axit amin dugc deé cap trong SEQ ID NO: 132 va
(b) ving bién ddi ctia chudi nhe éhﬁa trinh tu axit amin dugc dé cap tfong SEQ ID NO:
134.

7. Khéng thé dic hiéu kép phén 1ap duoc hodc phan lién két khang nguyén ctia né
theo diém bét k¥ trong sd cac diém tr 1 dén 6, trong d6 nhanh thir hai chira: (a) chudi
ning chta trinh tu axit amin dugc dé cap trong SEQ ID NO: 133 va (b) chudi nhe chira
trinh ty axit amin dugc dé cap trong SEQ ID NO: 135.

8. Axit nucleic phan 14p dugc ma hoa khang thé ddc hiéu kép hodc phan lién két

khang nguyén ctuia n6 theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 7.
9. Tébao chii chra axit nucleic theo diém 8.

10.  Phuong phép san xuét khang thé dic hiéu kép hodc phan lién két khang nguyén
clia n6 bao gém viéc nudi ciy té bao chu theo diém 9 sao cho khang thé nay dugc tao

ra.
11.  Phuong phap theo diém 10, con bao gbm viéc thu hdi khéng thé tir té bao chu.

12.  Duoc pham chita mdt hogc nhidu khang thé dic hiéu kép hodc phan lién két khang

nguyén cta no theo diém bat ky trong sb cac didm tir 1 dén 7 va chit mang dugc dung.

13. Duogec phém theo diém 12, con chtra tic nhan tri lidu bd sung.
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<223> /note="Md ta Trinh ty nhén tao:

téng hop"

<400> 3
Asn Tyr Gly Val Ser
1 5

<210> 4

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md6 ta Trinh tuy nhén tao:

téng hop"

<400> 4
Asp Thr Tyr Met Asn
1 5

<210> 5

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tuy nhén tao:

tdng hop"

<400> 5
Asp Thr Tyr Ile His
1 5

<210> 6

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M&6 ta Trinh tu nhan tao:

tdng hop"

<400> 6
Ser Tyr Trp Ile His
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<210> 7

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&6 ta Trinh tu nhéan tao: Peptit
téng hop"

<400> 7
Asp Thr Phe Thr His
1 5

<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh ty nhé&n tao: Peptit
tdéng hop"

<400> 8
Glu Tyr Thr Met Asn
1 5

<210> 9

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhan tao: Peptit
tdng hop"

<400> 9
Ser Tyr Trp Ile Glu
1 5

<210> 10

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
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<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhan tao:

tdng hop"

<400> 10
Asp Tyr Glu Met His
1 5

<210> 11

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tuy nhén tao:

téng hop"

<400> 11
Asp Thr Tyr Ile His
1 5

<210> 12

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tyu nhén tao:

téng hop"

<400> 12
Arg Tyr Trp Met Ser
1 5

<210> 13

<211> 5

<212> PRT .
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Mdé ta Trinh ty nhé&n tao:

tdng hop"
<400> 13
Asn Tyr Gly Met Asn
1 5
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<210> 14

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tu nhdn tao: Peptit
tdéng hop"

<400> 14
Thr Ser Ala Met Gly Ile Gly
1 5

<210> 15

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&6 ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit
tdéng hop"

<400> 15
Thr Tyr Gly Val His
1 5

<210> 16

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhdn tao: Peptit
téng hop"

<400> 16
Thr Val Ser Ser Gly Gly Arg Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 17

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
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<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md ta Trinh ty nhé&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 17
Trp Ile Asp Pro Glu Asn Asp Asp Thr Ile Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 18

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tuy nhdn tao: Peptit
téng hop"

<400> 18
Val Ile Trp Gly Asp Gly Ser Ile Asn Tyr His Ser Ala Leu Ile Ser
1 5 10 15

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tu nhadn tao: Peptit
téng hop"

<400> 19

Arg Ile Asp Pro Ser Asn Gly Asn Ala Lys Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 20

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
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<221> ngudn
<223> /note="Md& ta Trinh tu nhdn tao: Peptit
téng hop"

<400> 20
Arg Ile Asp Pro Ala Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
1 5 10 15

Asp

<210> 21

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M6 ta& Trinh tu nhan tao: Peptit
téng hop"

<400> 21
Glu Ile Asp Pro Ser Val Ser Asn Ser Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Mé ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 22

Arg Ile Asp Pro Ser Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 23
<211> 17
<212> PRT
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhan tao: Peptit
téng hop"

<400> 23
Gly Ile Asn Pro Asn Asn Gly Glu Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 24

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Mé ta Trinh tuyu nhén tao: Peptit
tdng hop"

<400> 24
Glu Ile Phe Pro Gly Gly Gly Ser Thr Ile Tyr Asn Glu Asn Phe Arg
1 5 10 15

Asp

<210> 25

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M&é ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit

téng hop"
<400> 25
Ala Ile Trp Pro Glu Asn Ala Asp Ser Val Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly
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<210> 26

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md® ta Trinh ty nhdn tao: Peptit
téng hop"

<400> 26
Arg Ile Asp Pro Ala Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 27

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit
tdéng hop"

<400> 27
Glu Ile Leu Pro Gly Ser Asp Ser Thr Lys Tyr Val Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Val

<210> 28

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md ta Trinh ty nhé&n tao: Peptit

tdng hop"
<400> 28
Glu Ile Ser Pro Asp Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Thr Pro Ser Leu Lys
1 5 10 15

Asp
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<210> 29

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&é ta Trinh tu nhdn tao: Peptit
téng hop"

<400> 29
Trp Ile Asp Thr Asp Thr Gly Glu Ala Thr Tyr Thr Asp Asp Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 30

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Mé ta Trinh tu nhan tao: Peptit
tdéng hop"

<400> 30
His Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 31

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md ta Trinh ty nhan tao: Peptit

téng hop"
<400> 31
Val Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Ala Ala Phe Ile Ser
1 5 10 15
<210> 32
<211> 9
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tyu nhan tao:

téng hop"

<400> 32
Gly Gly Asp Gly Tyr Ala Leu Asp Tyr
1 5

<210> 33

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md& ta& Trinh tu nhan tao:

téng hop"

<400> 33
Phe Thr Thr Val Phe Ala Tyr
1 5

<210> 34

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tu nhan tao:

téng hop"

<400> 34
Thr His Asp Trp Phe Asp Tyr
1 5

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Mdé ta Trinh tu nhén tao:

téng hop"

<400> 35
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Arg Ala Leu Gly Asn Gly Tyr Ala Leu Gly Tyr
1 5 10

<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tuyu nhédn tao: Peptit
téng hop"

<400> 36
Gly Thr Ser Tyr Ser Trp Phe Ala Tyr
1 5

<210> 37

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tuy nhé&n tao: Peptit
tdng hop"

<400> 37
Leu Gly Val Met Val Tyr Gly Ser Ser Pro Phe Trp Phe Ala Tyr
1 5 10 15

<210> 38

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nh&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh ty nhé&n tao: Peptit
tdng hop"

<400> 38
Arg Ala Leu Gly Asn Gly Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 39

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao
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<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md& ta Trinh tuy nhén tao:

téng hop"

<400> 39
Lys Thr Thr Asn Tyr
1 5

<210> 40

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tuy nhén tao:

téng hop"

<400> 40

Peptit

Peptit

Arg Gly Tyr Tyr Asp Ala Ala Trp Phe Asp Tyr

1 5

<210> 41

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md& ta Trinh ty nhan tao:

téng hop"

<400> 41
Glu Gly Gly Asn Tyr
1 5

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md ta Trinh ty nhan tao:

téng hop"

<400> 42
Ser Gly Asn Tyr Gly Ala Met Asp Tyr
1 5
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<210> 43

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md ta Trinh ty nhé&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 43
Gly Gly Tyr His Tyr Pro Gly Trp Leu Val Tyr
1 5 10

<210> 44

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md ta Trinh tyu nh&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 44
Pro Ser Pro Ala Leu Asp Tyr
1 5

<210> 45

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tyu nhé&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 45
Glu Glu Tyr Gly Leu Phe Gly Phe Pro Tyr
1 5 10

<210> 46

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn
<223> /note="Md ta Trinh tyu nhé&n tao: Peptit
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téng hop"

<400> 46
Ile Asp Gly Ile Tyr Asp Gly Ser Phe Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 47

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tu nhan tao: Peptit
téng hop"

<400> 47
Asp Tyr Gly Ser Thr Tyr Val Asp Ala Ile Asp Tyr
1 5 10

<210> 48

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&é ta Trinh tu nhan tao: Peptit
téng hop"

<400> 48
Ser Ala Ser Gln Val Ile Ser Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 49

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md ta Trinh ty nhén tao: Peptit

téng hop"
<400> 49
Ser Ala Ser Ser Ser Gly Arg Tyr Thr Phe
1 5 10
<210> 50
<211> 11
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh ty nhé&n tao: Peptit
tdng hop"

<400> 50
Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Phe Asn
1 5 10

<210> 51

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tu nhan tao: Peptit
téng hop"

<400> 51
Lys Ala Ser Asp His Ile Asn Asn Trp Leu Ala
1 5 10

<210> 52

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md ta Trinh tu nhan tao: Peptit
téng hop"

<400> 52
Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md& ta Trinh ty nhdn tao: Peptit
téng hop"

<400> 53
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Lys Ala Ser Gln Phe Val Ser Asp Ala Val Ala
1 5 10

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&é ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit
tdng hop"

<400> 54
Arg Ala Ser Gln Glu Ile Ser Gly Tyr Leu Ser
1 5 10

<210> 55

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit
tdéng hop"

<400> 55
Ser Ala Ser Ser Ser Leu Ser Ser Ser Tyr Leu Tyr
1 5 10

<210> 56

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta Trinh ty nhdn tao: Peptit

tdéng hop"
<400> 56
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Ser Leu
1 5 10 15
Ala
<210> 57
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<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&é ta& Trinh tu nh&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 57
Arg Ala Ser Ser Ser Val Asn His Met Tyr
1 5 10

<210> 58

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md® ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 58
Lys Ala Ser Gln Asn Val Asp Ser Tyr Val Ala
1 5 10

<210> 59

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhan tao: Peptit
tdéng hop"

<400> 59
Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asp Tyr Val Tyr
1 5 10

<210> 60

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md® ta Trinh tu nhan tao: Peptit
téng hop"
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<400> 60
Lys Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asn Arg Leu Ala
1 5 10

<210> 61

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M6é ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit
tdéng hop"

<400> 61
Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr Gly Asn Ser Phe Met His
1 5 10 15

<210> 62

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&é ta Trinh tu nhédn tao: Peptit
téng hop"

<400> 62
Arg Ala Ser Glu Ser Val Glu Ser Tyr Gly Asn Arg Tyr Met Thr
1 5 10 15

<210> 63

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&é ta& Trinh tu nhé&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 63
Phe Thr Ser Ser Leu Arg Ser
1 5

<210> 64

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao
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<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&é ta Trinh ty nhan tao: Peptit
£éng hop"

<400> 64
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser
1 5

<210> 65

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M&é ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 65
Tyr Thr Ser Arg Leu Gln Ser
1 5

<210> 66

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M®& ta Trinh tuy nhin tao: Peptit
téng hop"

<400> 66
Gly Thr Thr Asn Leu Glu Thr
1 5

<210> 67

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M&é ta Trinh tu nhan tao: Peptit

téng hop"
<400> 67
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5
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<210> 68

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md& ta Trinh tu nhan tao:

téng hop"

<400> 68
Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr
1 5

<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhén tao:

téng hop"

<400> 69
Gly Ala Ser Asn Leu Glu Thr
1 5

<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md& ta Trinh tu nhan tao:

téng hop"

<400> 70
Ala Ala Ser Thr Leu Asp Ser
1 5

<210> 71

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
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<223> /note="M6 ta Trinh ty nhan tao:

tbéng hop"

<400> 71
Gly Ala Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 72

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tu nhén tao:

tdng hop"

<400> 72
Leu Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 73

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md& ta Trinh tu nhén tao:

téng hop"

<400> 73
Tyr Thr Ser Thr Leu Ala Pro
1 5

<210> 74

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6é ta Trinh ty nhan tao:

tdéng hop"
<400> 74
Ser Ala Ser Tyr Arg Phe Ser
1 5
<210> 75
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<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md ta Trinh ty nhé&n tao:

téng hop"

<400> 75
Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser
1 5

<210> 76

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhan tao:

tdng hop"

<400> 76
Ala Ala Thr Ser Leu Glu Thr
1 5

<210> 77

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md& ta Trinh tu nhén tao:

téng hop"

<400> 77
Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<210> 78

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhan tao:

tdng hop"
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<400> 78
Arg Ala Ala Asn Leu Gln Ser
1 5

<210> 79

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh ty nhan tao:

téng hop"

<400> 79
Gln Gln Tyr Ser Lys Leu Pro Trp Thr
1 5

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M&é ta Trinh tu nhédn tao:

téng hop"

<400> 80
Phe Gln Gly Thr Gly Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 81

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M&é ta Trinh ty nhan tao:

téng hop"

<400> 81
His Gln Val Arg Thr Leu Pro Trp Thr
1 5

<210> 82

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

-192-

Peptit

Peptit

Peptit



33446

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhén tao:

téng hop"

<400> 82
Gln Gln Tyr Trp Asn Thr Pro Phe Thr
1 5

<210> 83

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhan tao:

£éng hop"

<400> 83
Phe Gln Gly Ser His Val Leu Thr
1 5

<210> 84

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M&é ta Trinh ty nhén tao:

téng hop"

<400> 84
Gln Gln His Tyr Ile Val Pro Tyr Thr
1 5

<210> 85

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6 ta Trinh tu nhén tao:

téng hop"

<400> 85
Leu Gln Tyr Gly Ser Tyr Pro Trp Thr
1 5

-193-

Peptit

Peptit

Peptit

Peptit



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

<220>

<221>
<223>

<400>

33446

86

9

PRT

Trinh tu nhén tao

ngudn

/note="Mé ta Trinh ty nhé&n tao:
£éng hop"

86

His Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Leu Thr

1

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

<220>

<221>
<223>

<400>

5

87

9

PRT

Trinh ty nhan tao

ngudn

/note="Mé6 ta Trinh ty nhé&n tao:
téng hop" '

87

Gln Gln His His Ser Thr Pro Tyr Thr

1

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

<220>

<221>
<223>

<400>

Gln Gln Phe Thr

1

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

<220>
<221>

5

88

11

PRT

Trinh ty nhan tao

ngudn

/note="Mé ta Trinh ty nhén tao:
téng hop"

88

5

89

9

PRT

Trinh tu nh&n tao

ngudn

-194-

Peptit

Peptit

Peptit

Ile Ser Pro Ser Met Tyr Thr



33446

<223> /note="M&6 ta Trinh tu nhén tao:

tdng hop"

<400> 89
Gln Gln Tyr Asn Ile Ser Pro Tyr Thr
1 5

<210> 90

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md& ta Trinh ty nhan tao:

tdng hop"

<400> 90
Gln Asn Gly His Asn Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 91

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhé&n tao:

téng hop"

<400> 91
Gln Gln Tyr Trp Ser Asn Pro Leu Thr
1 5

<210> 92

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh ty nhé&n tao:

téng hop"
<400> 92
Gln Gln Ser Asn Glu Asp Tyr Thr
1 5
<210> 93

-195-

Peptit

Peptit

Peptit

Peptit



<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

33446

9
PRT
Trinh tuy nhadn tao

ngudn

/note="Mé6 ta Trinh tuy nhén tao:
tdng hop"

93

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Trp Thr

1

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

<220>

<221>
<223>

<400>

5

94

118

PRT

Trinh ty nhé&n tao

ngudn

/note="Mé ta Trinh tu nhan tao:
téng hop"

94

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1

Ser Le

u Lys Leu Ser Cys Ala Pro Ser
20 25

Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro

35 ' 40

Ala Thr Val Ser Ser Gly Gly Arg Tyr

50

Lys G1

55

y Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
70

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu

85

Thr Arg Gly Gly Asp Gly Tyr Ala Leu

160 105

Ser Val Thr Val Ser Ser

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

90

Asp

-196-

Peptit

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Tyr

Peptit

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Glu

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr



Trinh tu nhdn tao

td Trinh tu

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Gln

Cys

Lys

Glu

Ile

70

Leu

Val

ty nhdn tao

115
<210> 95
<211> 116
<212> PRT
<213>
<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md
tdng hop"
<400> 95
Glu Val Gln Leu
1
Leu Val Asn Leu
20
Tyr Met Asn Trp
35
Gly Trp Ile Asp
50
Gln Gly Lys Ala
65
Leu Gln Leu Thr
Ala Ala Phe Thr
100
Thr Val Ser Ala
115
<210> 96
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh
<220>
<221> ngudn
<223>

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Phe

33446

nhan tao: Peptit

Gly

Ala

Arg

40

Asp

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu Leu
10

Gly Phe

Glu Gln

Thr Ile

Thr Ser
75

Asp Thr
90

Trp Gly

/note="Mé ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit

-197-

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

His

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Gln

Pro

Lys

Glu

Pro

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Met

Ala

Tyr

Thr

Phe

Tyr

80

Cys

Val



33446

téng hop"
<400> 96
Gln Val Gln Val Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln
1 5 10 15

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

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

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

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

Lys Leu Asn Ser Leu Glu Ala Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Lys Thr His Asp Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ala
115

<210> 97

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md& ta Trinh ty nhadn tao: Peptit

téng hop"
<400> 97
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ala Asp Phe Asn Ile Lys Asp Thr
20 25 30

-198-



Tyr Me

t His
35

Gly Arg Ile

50

Gln G1
65

Leu Hi

Ala Se

Gly Th

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

<220>

<221>
<223>

<400>
Glu Va
1

Ser Va

Tyr I1

y Lys

s Leu

r Arg

r Ser
115

98
118
PRT
Trinh

ngudn

Trp

Asp

Ala

Ser

Ala

100

Val

Val

Pro

Ser

Ser

85

Leu

Thr

tu nhan

/note="MJo
téng hop"

98
1 Gln

1 Lys

e His
35

Gly Arg Ile

50

Gln As
65

p Lys

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Lys

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Val

tao

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asn

Ser

td Trinh tu

Gln

Ser

Val

Pro

Ala

Gln

Cys

Lys

Ala

Leu
70

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ser
120

nhé&n tao:

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ser

33446

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ala

Ser

Asp

90

Ala

Glu

10

Asp

Glu

Thr

Thr

-199-

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Leu

Peptit

Leu

Phe

Gln

Lys

Asp
75

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Leu

45

Asp

Asn

Val

Tyr

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Ile

30

Glu

Pro

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr
80



33446

Leu Leu Phe Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Thr Ser Tyr Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Ser Val Ser Ala
115

<210> 99
<211> 124
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta Trinh tyu nhén tao: Peptit

tdéng hop"
<400> 99
Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Ile Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

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

Gly Glu Ile Asp Pro Ser Val Ser Asn Ser Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Gly Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Val Arg Leu Gly Val Met Val Tyr Gly Ser Ser Pro Phe Trp Phe Ala
100 105 110

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

-200-



<210> 100
<211> 124
<212> PRT

<213>

<220>
<221> ngudn

<223>

/note="Moé

tdng hop"

<400> 100

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Val

Tyr

Val Gln

Val Arg

Ile His

35

Glu Ile

50

Gly Lys

Gln Leu

Arg Leu

Trp Gly
115

<210> 101
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> ngudn

<223>

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Gly

100

Gln

Trinh tuy nhan tao

td Trinh tu

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Gly

85

Val

Gly

ty nhén

tdéng hop"

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Met

Thr

tao

Pro

Lys

Gln

Val

55

Thr

Thr

Val

Leu

nhén tao:

Gly

Ala

Arg

40

Ser

Ala

Ser

Tyr

Val
120

33446

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

105

Thr

/note="Mé ta Trinh ty nhén tao:

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

Ser

Val

-201-

Peptit

Ile

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Pro

Ala

Peptit

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Phe

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Phe

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ala



<400>

101

Glu Val Gln Leu

1

Ser Val Arg Leu

20

Phe Thr His Trp

35

Gly Arg Ile Asp

50

Gln Gl
65

Leu G1

Ala Se

y Lys Ala

n Leu Ile

r Arg Ala
100

Gly Thr Ser Val

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

<220>

<221>
<223>

<400>

115

102
114
PRT

Gln Gln

Ser Cys

Val Arg

Pro Ser

Lys Ile

70

Gly Leu

Leu Gly

Thr Val

Trinh ty nhén tao

ngudn
/note="Mb
téng hop"
102

Glu Val Pro Leu

1
L

Thr Val Lys Ile

20

Thr Met Asn Trp

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Leu

Thr

Asn

Ser

tda Trinh tu

Gln Gln
5

Ser Cys

Val Arg

Ser

Lys

Gln

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ser
120

nhé&n tao:

33446

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Leu

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Met

Leu

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Peptit

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Tyr

Pro

Gln

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

10

15

Pro Ser Gly Asp Thr Phe Thr Glu Tyr

25

30

Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile

-202-



Gly

Lys

65

Met

Ala

Ser

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

Gly

50

Gly

Asp

Arg

Ser

<220>

<221>
<223>

35

Ile

Lys

Leu

Lys

103
120
PRT
Trinh ty nhan tao

ngudn
/note="Mo

Asn

Ala

Arg

Thr
100

tdéng hop"

<400> 103
Gln Ile Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg
65

Val

Ile

Glu

50

Asp

Arg

Glu

35

Ile

Lys

Leu

Met

20

Trp

Phe

Ala

Pro

Thr

Ile

85

Thr

Asn

Leu

70

Leu

Asn

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

td Trinh tu

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Gln

Cys

Lys

Gly

Phe
70

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Thr

40

33446

Gly Glu Thr

Val Asp Lys

Ser Glu Asp

90

Trp Gly Gln

nhén tao:

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

105

Ala

Ser

25

Ser

Ser

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

-203-

Ser

Ser

75

Ser

Gly

Peptit

Leu

Tyr

His

Ile

Ser
75

Tyr

60

Ser

Ala

Thr

Met

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

45

Asn

Ser

Val

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Gln

Thr

Tyr

Leu
110

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Lys

Ala

Phe

95

Ile

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Phe

Phe

80

Cys

Val

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80



33446

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

Ala Arg Arg Gly Tyr Tyr Asp Ala Ala Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<210> 104
<211> 114
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md ta Trinh ty nhén tao: Peptit

téng hop"
<400> 104
Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Thr
1 5 10 15

Ser Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Glu Met His Trp Met Lys Gln Thr Pro Val Tyr Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Ala Ile Trp Pro Glu Asn Ala Asp Ser Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Thr Arg Glu Gly Gly Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val
100 105 110

Ser Ser

-204-



33446

<210> 105
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<221> ngudn
<223> /note="M&é ta Trinh tu nh&n tao: Peptit
tdéng hop”
<400> 105
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Thr Glu Leu Val
1 5 10
Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ser Ser Asp Phe Asn
20 25
Tyr Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly
35 40
Gly Arg Ile Asp Pro Ala Asn Gly Asn Thr Lys Tyr
50 55 60
Gln Gly Lys Ala Ala Met Thr Ser Asp Thr Ser Ser
65 70 75
Leu Arg Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala
85 90
Ala Ser Ser Gly Asn Tyr Gly Ala Met Asp Tyr Trp
100 105
Ser Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 106
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mdé ta Trinh tu nhén tao: Peptit

tdng hop"

-205-

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Gly

Pro

Lys

30

Asp

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Thr

Leu

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



33446

<400> 106
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Asp Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Thr Gly Asn Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Asp Ser Thr Lys Tyr Val Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Val Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Gly Gly Tyr His Tyr Pro Gly Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<210> 107
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mdé ta Trinh tu nhén tao: Peptit

tdéng hop"
<400> 107
Glu Val Lys Phe Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

-206-



Gly Glu Ile Ser
50

Lys Asp Lys Phe
65

Leu Gln Met Ser

Ala Arg Pro Ser
100

Thr Val Ser Ala
115

<210> 108
<211> 119
<212> PRT

Pro Asp

Val Ile
70

Lys Val
85

Pro Ala

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Mb
téng hop"

<400> 108

Gln Ile Gln Leu
1

Thr Ala Lys Ile
20

Gly Met Asn Trp
35

Gly Trp Ile Asp
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Ile Asn

Ser

55

Ser

Arg

Leu

tda Trinh tu

Val Gln

Ser Cys

Val Lys

Thr Asp

Val Phe

70

Asn Leu

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Ser

33446

Thr

Arg Asp

Ser Ala

Asp

nhan tao:

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Tyr
105

Pro

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Ile

Asn

Asp
90

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

-207-

Asn

Ala

75

Thr

Gly

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Met

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Peptit

Lys

Ala

Asp

Tyr

60

Ala

Ala

Thr

Asn

Leu

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Thr

Ser

Thr

Pro

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Ser

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

Leu

Tyr

80

Cys

Val

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys



85

33446

90

95

Ala Arg Glu Glu Tyr Gly Leu Phe Gly Phe Pro Tyr Trp Gly His Gly

100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

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

<220>

<221>
<223>

115

109
124
PRT
Trinh tu nhén tao

ngudn
/note="Mo

téng hop"

<400> 109
Gln Val Thr

1

Thr

Ala

Trp

Leu
65

Phe

Cys

Tyr

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Trp

Ser

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Arg

Gly
115

Leu

Leu

20

Ile

His

Arg

Ile

Ile

100

Gln

td Trinh tu

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala

85

Asp

Gly

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Gly

Thr

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Val

Ile

Ser

nhé&n tao:

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Tyr

Val
120

105

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Asp

105

Thr

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

90

Gly

Val

-208-

Peptit

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Ser

Ser

Leu

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Phe

Ser

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Arg

Ala

Tyr

110

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Ala
110

Ser Gln
15

Thr Ser

Leu Glu

Pro Ala

Gln Val
80

Tyr Phe
95

Met Asp



<210> 110
<211> 120
<212> PRT

<213>

<220>
<221> ngudn

<223>

/note="Mo

téng hop"

<400> 110

Gln

1

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Gly

Val Gln

Leu Ser

Val His

35

Val Ile

50

Arg Leu

Met Asn

Asp Tyr

Thr Ser
115

<210> 111
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> nguén

<223>

Leu

Val

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Val

Trinh ty nhédn tao

ta Trinh tu

Lys

Ala

Val

Ser

Ile

Leu

85

Ser

Thr

tuy nhén

téng hop"

<400> 111

Gln

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Gln

Thr

Val

tao

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Tyr

Ser

nhén tao:

Gly

Val

Ser

40

Ser

Asp

Thr

Val

Ser
120

33446

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Asp
105

/note="Mé ta Trinh tu nhén tao:

Gly

10

Asp

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Ala

-209-

Peptit

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ile

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Asp

Peptit

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Gln

Tyr

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Val

Tyr

Trp
110

Ser

15

Thr

Trp

Phe

Phe

Cys

95

Gly

Gln

Tyr

Leu

Ile

Phe

80

Ala

Gln



Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile Gln

Arg Val

Asn Trp

Phe Thr

50

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

<210> 112
<211> 106
<212> PRT

<213>

<220>
<221> ngudn

<223>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

/note="Mb&

téng hop"

<400> 112

Glu

1

Glu

Phe

Asp

Asn Val

Lys Val

Trp Tyr
35

Thr Ser
50

Leu

Thr

20

Gln

Lys

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Trinh tuy nhén

Gln

Ile

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

tao

Thr

Cys

Lys

Arg

55

Tyr

Phe

Lys

ta Trinh tu

Thr

Met

Gln

Leu

Gln

Thr

Lys

Ala

Ser

Cys

Ser

Ser
55

Thr

Ser

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

nhé&n tao:

Pro

Ser

Asn

40

Gly

33446

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ala

Ala

25

Thr

Val

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

90

Leu

Ile

10

Ser

Ala

Pro

-210-

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Peptit

Met

Ser

Pro

Gly

Ser

Val

Val

Ser

60

Ser

ser

Ser

Ser

Lys

Arg
60

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Lys

Ala

Gly

Leu

45

Phe

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ser

Arg

Trp

Ser

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gly

Thr

Tyr

Ser



33446

Gly Ser Gly Asn Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu
65 70 75 80

Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly Thr Gly Tyr Pro Leu Thr
85 90 95

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105

<210> 113
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta Trinh tu nhédn tao: Peptit

téng hop"
<400> 113
Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
20 25 30

Phe Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asn Gly Thr Ile Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln
65 70 75 80

Glu Asp Lys Ala Thr Tyr Phe Cys His Gln Val Arg Thr Leu Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 114
<211> 107

-211-



<212> PRT
<213> Trinh ty nhén

<220>
<221> ngudn

tao

<223> /note="M6 ta Trinh tu

téng hop"
<400> 114
Asp Ile Gln Met Thr
1 5

Gly Ser Val Thr Ile
20

Leu Ala Trp Tyr Gln
35

Tyr Gly Thr Thr Asn

Ser Gly Ser Gly Arg
65

Glu Asp Val Ala Ser
85

Thr Phe Gly Ser Gly
100

<210> 115
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén

<220>
<221> ngubn

<223> /note="M&é ta Trinh tuy nhén tao:

téng hop"

<400> 115

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

tao

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Tyr

Tyr

Lys

nhén tao:

Ser

Lys

Pro

40

Thr

Ile

Cys

Leu

33446

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Tyr

10

Ser

Asn

Val

Ser

Gln

90

Ile

Peptit

Leu

Asp

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Peptit

Ser

His

Pro

Ser

60

Thr

Trp

Val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Trp

Ile

Gly

Ser

80

Phe

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

1 5

10

15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ser

20

25

-212-

30



Asp

Pro

Asp

65

Ser

Ser

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

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

<220>

<221>
<223>

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

116
107
PRT
Trinh

ngudn
/note="Mo6

Thr

Leu

Ser

Glu

Leu
100

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Thr

tu nhén

tdéng hop"

<400> 116
Asp Ile Val

1

Asp

Val

Cys

Ser

65

Glu

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Leu

Tyr

Ser

70

Gly

Phe

tao

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Gly

ta Trinh tu

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Trp

40

Val

Ser

Leu

Ala

nhdn tao:

Gln

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

33446

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Leu

Asn

Arg

Val

90

Thr

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

-213-

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Arg

Peptit

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Leu

Ser

Phe

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

Thr

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ile

Gly

Gly

Leu

Phe

Leu
110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Val

Gln

Val

Lys

Gln

95

Lys

Val

15

Asp

Leu

Thr

Arg

Pro

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Gly

Ala

Ile

Gly

Thr

80

Tyr



85

33446

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Thr Leu Glu Ile Glu

100

tad Trinh tu

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

tao

<210> 117
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md
tédng hop"
<400> 117
Asp Ile Val Met Thr
1 5
Asp Arg Val Ser Ile
20
Val Ala Trp Tyr Gln
35
Cys Ser Ala Ser Tyr
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Leu Ala Val
85
Thr Phe Gly Gly Gly
100
<210> 118
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén
<220>
<221> ngudn
<223>

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Thr

nhén tao:

Gln

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

105

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

/note="M&é ta Trinh tu nhén tao:

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln
90

Ile

-214-

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Glu

Peptit

Ser

Phe

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Peptit

Thr

Val

Lys

Arg

Ser

Ile

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Val

95

Val

15

Asp

Leu

Thr

Arg

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Thr

80

Tyr



téng hop"
<400> 118
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
1 5

Gly Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Ser Gly Ala Ser Asn Leu Glu

Ser Gly Ser Gly Lys Asp Tyr
65 70

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr
85

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys
100

<210> 119
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M&6 ta Trinh tu

téng hop"
<400> 119
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
1 5

Glu Arg Val Ser Leu Thr Cys
20

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys
35

33446

Ser Ser Tyr Leu Ser Val Ser Leu Gly
10 15

Lys Ala Ser Asp His Ile Asn Asn Trp
25 30

Pro Gly Asn Ala Pro Arg Leu Leu Ile
40 45

Thr Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Thr Leu Thr Ile Thr Ser Leu Gln Thr
75 80

Cys Gln Gln Tyr Trp Asn Thr Pro Phe
90 95

Leu Glu Ile Lys
105

nhdn tao: Peptit

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
10 15

Arg Ala Ser Gln Glu Ile Ser Gly Tyr
25 30

Pro Asp Gly Thr Ile Lys Arg Leu Ile
40 45

-215-



Tyr

Ser

65

Glu

Thr

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

Ala

50

Arg

Asp

Phe

<220>

<221>
<223>

Ala

Ser

Phe

Gly

120
108
PRT
Trinh

ngudn
/note="Mb

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ser

Asp

85

Gly

ty nhén

tdng hop"

<400> 120
Gln Ile Val Leu

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Val

Tyr

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly
100

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

tao

Asp

55

Tyr

Tyr

Lys

td Trinh tu

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Ser

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Ser

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Ser

Tyr

Thr

Ser

Ser

Cys

Leu

33446

Gly Val Pro Arg Arg Phe Ser Gly
60

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ser
75 80

Leu Gln Tyr Gly Ser Tyr Pro Trp
90 95

Glu Leu Lys
105

nhdn tao: Peptit

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Tyr

Phe

Lys

Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly
10 15

Ala Ser Ser Ser Leu Ser Ser Ser
25 30

Pro Gly Ser Ser Pro Lys Leu Trp
45

Ser Gly Val Pro Gly Arg Phe Ser
60

Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu
75 80

Cys His Gln Trp Ser Ser Tyr Pro
90 95

Leu Glu Leu Lys
105

-216-



33446

<210> 121
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md ta Trinh ty nhdn tao: Peptit
téng hop"
<400> 121
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Gln Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Gly Asn Gln Lys Asn Ser Leu Ala Trp Tyr Gln
35 40
Ser Pro Lys Leu Leu Val Tyr Leu Ala Ser Thr
50 55
Pro Asp Arg Phe Ile Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70 75
Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Asp
85 90
His His Ser Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly
100 105
Lys
<210> 122
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> ngudn
<223> /note="M6 ta Trinh ty nhan tao: Peptit

téng hop"

-217-

Pro

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Met

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Phe

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Val
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Leu



<400> 122
Glu Ser Val Leu
1

Glu Lys Val Thr
20

Tyr Trp Tyr Gln
35

Tyr Thr Ser Thr
50

Gly Ser Gly Asn
65

Asp Ala Ala Thr

Tyr Thr Phe Gly
100

<210> 123
<211> 107
<212> PRT

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

Gly

<213> Trinh ty nhén

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Mb
téng hop"

<400> 123
Asp Ile Val Met
1

Asp Arg Val Ser
20

Val Ala Trp Tyr
35

Tyr Ser Ala Ser
50

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Gly

tao

Ser

Cys

Ser

Pro

55

Ser

Cys

Thr

td Trinh tu

Thr

Val

Gln

Tyr

Gln

Thr

Gln

Arg

Ser

Cys

Lys

Phe
55

Pro

Arg

Asp

40

Gly

Leu

Gln

Lys

nhé&n tao:

Gln

Lys

Ala

40

Ser

33446

Ala

Ala

25

Ala

Val

Thr

Gln

Leu
105

Lys
Ala
25

Gly

Gly

Leu

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Phe

90

Glu

Phe

10

Ser

Gln

Val

-218-

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Thr

Ile

Peptit

Met

Gln

Ser

Pro

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ile

Lys

Ser

Asn

Pro

Asp
60

Ala

Val

Leu

45

Phe

Met

Ser

Thr

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ser

Asp

30

Pro

Phe

Leu

15

His

Ile

Gly

Gly

Ser
95

Val

15

Ser

Leu

Thr

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Met

Gly

Tyr

Ile

Gly



Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Leu Ala Glu

85

Thr Phe Gly Gly Gly

<210> 124
<211> 107
<212> PRT

<213>

<220>
<221> ngudn

<223>

100

/note="Mo

téng hop"

<400> 124

Asp

1

Asp

Val

Ile

Ser

65

Glu

Thr

Ile Val

Arg Val

Tyr Trp

35

Tyr Ala

50

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

<210> 125

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
100

Trinh tu nhén

Glu
70

Tyr

Thr

tao

33446

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Val Gln Ser

75

80

Phe Cys Gln Gln Tyr Asn Ile Ser Pro Tyr

90

Lys Leu Glu Ile Lys

td Trinh tu

Thr

Leu

Gln

Gln

Ser

Val

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

nhdn tao:

Pro

Arg

Ser

40

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Ala

Ala

25

His

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr

10

Ser

Glu

Ile

Ser

Asn

90

Ile

-219-

Peptit

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

His

Val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Ser

30

Phe

Val

Phe

95

Pro

15

Asp

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



33446

<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta Trinh tu nhd&n tao: Peptit

tdéng hop"
<400> 125
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Ser Ser Ser Phe Ser Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asn Arg
20 25 30

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

Ser Ala Ala Thr Ser Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Lys Asp Tyr Thr Leu Ser Ile Thr Ser Leu Gln Thr
65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Trp Ser Asn Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 126
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M&6 ta Trinh tu nh&n tao: Peptit

téng hop"
<400> 126
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

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

-220-



Gly Asn Ser
35

Lys Leu Leu
50

Arg Phe Ser
65

Pro Val Glu

Glu Asp Tyr

<210> 127
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> ngudn

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Thr
100

Met

Tyr

Ser

Asp

85

Phe

ty nhén

<223> /note="Mbd
téng hop"

<400> 127
Asp Ile Val
1

Gln Arg Ala

Gly Asn Arg
35

Lys Leu Leu
50

Arg Phe Ser
65

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

His

Arg

Gly

70

Asp

Gly

tao

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

ta Trinh tu

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Gln

Ser

Thr

Arg

Gly
70

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Gly

nhén tao:

Pro

Arg

Tyr

40

Ala

Arg

33446

25

Gln

Asn

Thr

Asn

Thr
105

Thr

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Lys

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

-221-

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Leu

Peptit

Leu

Glu

Lys

Gln

Phe
75

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Glu

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Ile

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

30

Gln

Ile

Thr

Gln

Lys
110

Ser

Glu

30

Gln

Ile

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser
95

Leu

15

Ser

Pro

Pro

Ile

Pro

Ala

Asn

80

Asn

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asp
80



33446

Pro Val Glu Ala Asp Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn

85

90

95

Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

<220>

<221>
<223>

<400>

128
120
PRT
Trinh ty nhdn tao

ngudn
/note="Mb

100

téng hop"

128

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Gln

Arg

Gly

Leu

Val

Val

50

Arg

Met

Asp

Thr

Arg

His

35

Ile

Leu

Asn

Tyr

Leu
115

<210> 129
<211> 450
<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Val

td Trinh tuy

Val

Ser

Val

Ser

Ile

Leu

85

Ser

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Thr

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Tyr

Ser

nhan tao:

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Val

Ser
120

105

Gly Gly
10

Ser Asp
25

Pro Gly

Thr Asp

Asn Ser

Asp Thr

90

Asp Ala
105

-222-

Peptit

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ile

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Asp

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Thr

Tyr

Tyr

110

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Val

Tyr

Trp
110

Gly

15

Thr

Trp

Phe

Tyr

Cys

95

Gly

Gly

Tyr

Leu

Ile

Leu

80

Ala

Gln



33446

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta Trinh tu nhédn tao: Peptit

téng hop"
<400> 129
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Asp Phe Ser Leu Thr Thr Tyr
20 25 30

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

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

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

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

Arg Asp Tyr Gly Ser Thr Tyr Val Asp Ala Ile Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

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

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

-223-



Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Ser

Glu
385

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Ala

Asn

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
390

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

33446

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

-224-

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
395

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Gly

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
400



33446

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 130
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M&é ta Trinh tu nh&n tao: Peptit

téng hop"
<400> 130
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Glu Ser Tyr
20 25 30

Gly Asn Arg Tyr Met Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ala Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

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

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

Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
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<210> 131
<211> 218
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md& ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit

téng hop"
<400> 131
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Glu Ser Tyr
20 25 30

Gly Asn Arg Tyr Met Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ala Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

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

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

Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105 110

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175
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Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 132
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M6& ta& Trinh tu nhé&n tao: Peptit

téng hop"
<400> 132
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Ser Asn
20 25 30

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

Gly Glu Ile Asp Pro Tyr Asp Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

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

Ala Thr Gly Thr Asp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser
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115

<210> 133
<211> 446
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta Trinh tu nhé&n tao: Peptit

téng hop"
<400> 133
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Ser Asn
20 25 30

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

Gly Glu Ile Asp Pro Tyr Asp Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

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

Ala Thr Gly Thr Asp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
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Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205

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

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Gly Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Iie Ser
325 330 335

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
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Gln Pro Glu Asn
385

Gly Ser Phe Phe

Gln Gln Gly Asn
420

Asn His Tyr Thr
435

<210> 134
<211> 107
<212> PRT

Asn

Leu

405

Val

Gln

<213> Trinh ty nhén

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md
téng hop"

<400> 134
Asp Ile Gln Met
1

Asp Arg Val Thr
20

Val Ala Trp Tyr
35

Tyr Ser Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gln

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

tao

Lys

Ser

Ser

Ser

ta Trinh tu

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Thr

Lys

Cys

Leu
440

nhén tao:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Val

33446

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Pro

Thr

410

Val

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

-230-

Pro

395

Val

Met

Ser

Peptit

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Val

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Ser

Ser

30

Phe

Leu

Thr

Ser

Arg

415

Leu

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Asp
400

Trp

His

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro



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

<220>

<221>
<223>

<400>

135
214
PRT

100

Trinh ty nhadn tao

ngudn
/note="Mo
£éng hop"
135

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Val Ala Trp

35

Tyr Ser Ala

50

Ser G1
65

Glu As

y Ser

p Phe

Thr Phe Gly

Pro Ser Val

115

Thr Ala Ser

13

0

Lys Val Gln

145

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

td Trinh tu

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val
150

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

nhén tao:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

33446

105

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys
Gly Val
Leu Thr
Gln Gln

90

Glu Ile
105
Ser Asp

Asn Asn

Ala Leu

-231-

Peptit

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln
155

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln
160



33446

Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
170

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
185

His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
200 205

Cys

tao

td Trinh tuy nhan tao: Peptit

ta Trinh tu nh&n tao: Peptit

Ser Leu Ser
175

Lys Val Tyr
190

Thr Lys Ser

Tyr Asp Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

10

Glu Ser Val Thr Glu
165
Ser Thr Leu Thr Leu
180
Ala Cys Glu Val Thr
195
Phe Asn Arg Gly Glu
210
<210> 136
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén
<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md
téng hop"
<400> 136
Ser Asn Tyr Ile Ser
1 5
<210> 137
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mo
tdng hop"
<400> 137
Glu Ile Asp Pro
1 5
Gly
<210> 138
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

-232-
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<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md& ta Trinh tuy nhé&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 138
Gly Thr Asp Val Met Asp Tyr
1 5

<210> 139

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Md ta Trinh tuy nhé&n tao: Peptit
téng hop"

<400> 139
Arg Rla Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 140

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="Mdé ta Trinh tyu nhan tao: Peptit
téng hop"

<400> 140
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 141

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuw nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tuy nhdn tao: Peptit
téng hop"

<400> 141

Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr
1 5

-233-



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

<220>

<221>
<223>

<400>

142

34

PRT

Khoéng biét

ngudn

33446

/note="M6 ta Khéng biét: peptit

beta-Klotho"

142

Ser Ser Pro Thr Arg Leu Ala Val Ile Pro Trp Gly Val Arg Lys Leu

1

Leu Arg Trp Val Arg Arg Asn Tyr Gly Asp Met Asp Ile Tyr

5

20

Ala Ser

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

<220>

<221>
<223>

<400>

143
16
PRT
Khéng biét

ngudn

/note="M6 ta Khéng biét: Peptit thu thé
yéu té& tang trudng nguyén bao soi 1"

143

10

25

30

15

Ile Thr

Lys Leu His Ala Val Pro Ala Ala Lys Thr Val Lys Phe Lys Cys Pro

1

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

<220>

<221>
<223>

<400>

Phe Lys Pro Asp His Arg Ile Gly Gly Tyr Lys Val Arg Tyr

1

5

144
14
PRT
Khéng biét

ngudn

/note="M& ta Khoéng biét: Peptit thu thé
y&u té ting trudng nguyén bao sgi 1"

144

5

10

10

15



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

<400>

145
992
PRT
Homo sapiens

145

Phe Ser Gly

1

Pro

Phe

Lys

His

65

Phe

Tyr

Thr

Ala

Asp

145

Thr

Phe

Val

Phe

Lys

50

Leu

Leu

Gln

Val

Leu

130

Leu

Ile

Gly

Asn

Trp

35

Asp

Lys

Glu

Phe

Ala

115

Val

Pro

Ile

Asp

Asp

Glu

20

Gly

Gly

Asn

Lys

Ser

100

Asn

Leu

Leu

Asp

Arg
180

Gly

5

Ser

Ile

Lys

Val

Asp

85

Ile

Ala

Arg

Ala

Ile

165

Val

Arg

Gln

Gly

Gly

Ser

70

Leu

Ser

Lys

Asn

Leu

150

Phe

Lys

Ala

Leu

Thr

Pro

55

Ser

Ser

Trp

Gly

Ile

135

Gln

Asn

Tyr

Ile

Phe

Gly

40

Ser

Thr

Ala

Pro

Leu

120

Glu

Glu

Asp

Trp

33446

Trp

Leu

25

Ala

Ile

Asn

Leu

Arg

105

Gln

Pro

Lys

Tyr

Ile
185

Ser

10

Tyr

Leu

Trp

Gly

Asp

90

Leu

Tyr

Ile

Tyr

Ala

170

Thr

-235-

Lys

Asp

Gln

AsSp

Ser

75

Phe

Phe

Tyr

Val

Gly

155

Thr

Ile

Asn

Thr

Val

His

60

Ser

Ile

Pro

Thr

140

Gly

Tyr

His

Pro

Phe

Glu

45

Phe

Asp

Gly

Asp

Thr

125

Leu

Trp

Cys

Asn

Asn

Pro

30

Gly

Ile

Ser

Val

Gly

110

Leu

Tyr

Lys

Phe

Pro
190

Lys

Ser

His

Tyr

Ser

95

Ile

Leu

His

Asn

Gln

175

Tyr

Thr

Asn

Trp

Thr

Ile

80

Phe

Val

Asp

Trp

Asp

160

Met

Leu



Val

Gly

His

225

Lys

Arg

Ser

Pro

Glu

305

Ser

Gly

Leu

Thr

Lys

385

Arg

Ala

Asn

210

Ser

Gly

Ser

Val

Glu

290

Ala

Phe

Gln

Glu

Asp

370

Asn

Val

Trp

195

Leu

Lys

Trp

Glu

Leu

275

Gly

Glu

Gly

Asn

Tyr

355

Ser

Phe

Phe

His

Ala

Val

Leu

Asn

260

Gly

Met

Lys

Pro

Val

340

Asn

Arg

Leu

Gly

Gly

Ala

Trp

Ser

245

Thr

Trp

Arg

His

Asn

325

Ser

Asn

Val

Ser

Tyr

Tyr

Val

His

230

Ile

Met

Phe

Lys

Glu

310

Asn

Leu

Pro

Lys

Gln

390

Thr

Gly

Tyr

215

Asn

Thr

Asp

Ala

Lys

295

Met

Phe

Asn

Arg

Thr

375

Val

Ala

Thr

200

Thr

Tyr

Leu

Ile

Asn

280

Leu

Arg

Lys

Leu

Ile

360

Glu

Leu

Trp

33446

Gly

Val

Asn

Gly

Phe

265

Pro

Phe

Gly

Pro

Arg

345

Leu

Asp

Gln

Ser

Met

Gly

Thr

Ser

250

Lys

Ile

Ser

Thr

Leu

330

Glu

Ile

Thr

Ala

Leu

-236-

His

His

His

235

His

Cys

His

Val

Ala

315

Asn

Ala

Ala

Thr

Ile

395

Leu

Ala

Asn

220

Phe

Trp

Gln

Gly

Leu

300

Asp

Thr

Leu

Glu

Ala

380

Arg

Asp

Pro

205

Leu

Arg

Ile

Gln

Asp

285

Pro

Phe

Met

Asn

Asn

365

Ile

Leu

Gly

Gly

Ile

Pro

Glu

Ser

270

Gly

Ile

Phe

Ala

Trp

350

Gly

Tyr

Asp

Phe

Glu

Lys

His

Pro

255

Met

Asp

Phe

Ala

Lys

335

Ile

Trp

Met

Glu

Glu

Lys

Ala

Gln

240

Asn

Val

Tyr

Ser

Phe

320

Met

Lys

Phe

Met

Ile

400

Trp



33446

405 410 415

Gln Asp Ala Tyr Thr Ile Arg Arg Gly Leu Phe Tyr Val Asp Phe Asn
420 425 430

Ser Lys Gln Lys Glu Arg Lys Pro Lys Ser Ser Ala His Tyr Tyr Lys
435 440 445

Gln Ile Ile Arg Glu Asn Gly Phe Ser Leu Lys Glu Ser Thr Pro Asp
450 455 460

Val Gln Gly Gln Phe Pro Cys Asp Phe Ser Trp Gly Val Thr Glu Ser
465 470 475 480

Val Leu Lys Pro Glu Ser Val Ala Ser Ser Pro Gln Phe Ser Asp Pro
485 490 495

His Leu Tyr Val Trp Asn Ala Thr Gly Asn Arg Leu Leu His Arg Val
500 505 510

Glu Gly Val Arg Leu Lys Thr Arg Pro Ala Gln Cys Thr Asp Phe Val
515 520 525

Asn Ile Lys Lys Gln Leu Glu Met Leu Ala Arg Met Lys Val Thr His
530 535 540

Tyr Arg Phe Ala Leu Asp Trp Ala Ser Val Leu Pro Thr Gly Asn Leu
545 550 555 560

Ser Ala Val Asn Arg Gln Ala Leu Arg Tyr Tyr Arg Cys Val Val Ser
565 570 575

Glu Gly Leu Lys Leu Gly Ile Ser Ala Met Val Thr Leu Tyr Tyr Pro
580 585 590

Thr His Ala His Leu Gly Leu Pro Glu Pro Leu Leu His Ala Asp Gly
595 600 605

Trp Leu Asn Pro Ser Thr Ala Glu Ala Phe Gln Ala Tyr Ala Gly Leu
610 615 620
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Cys

625

Glu

Tyr

Leu

Ser

His

705

Ala

Tyr

Arg

Cys

Ala

785

Ile

Val

Ile

Phe

Pro

Gly

Tyr

Leu

690

Trp

Glu

Ile

Leu

Ala

770

Gly

Thr

Arg

Tyr

Gln

Asn

Ala

Asp

675

His

Arg

Pro

Ala

Thr

755

Leu

Ser

Arg

Lys

Ile

Glu

Arg

Ala

660

Arg

Ala

Ala

Leu

Ser

740

Glu

Asn

Arg

Leu

Leu

820

Thr

Leu

Leu

645

His

Gln

Asp

Ala

Phe

725

Lys

Ala

His

Tyr

Ser

805

Leu

Ala

Gly

630

Ser

Asn

Phe

Trp

Glu

710

Lys

His

Glu

Phe

Asp

790

Ser

Arg

Ser

Asp

Asp

Leu

Arg

Ala

695

Arg

Thr

Arg

Arg

Thr

775

Ser

Pro

Trp

Gly

Leu

Ile

Leu

Pro

680

Glu

Phe

Gly

Arg

Arg

760

Thr

Asp

Thr

Val

Ile

33446

Val

Tyr

Val

665

Ser

Pro

Leu

Asp

Gly

745

Leu

Arg

Arg

Arg

Arg

825

Asp

Lys

Asn

650

Ala

Gln

Ala

Gln

Tyr

730

Leu

Leu

Phe

Asp

Leu

810

Arg

Asp

-238-

Leu

635

Arg

His

Arg

Asn

Phe

715

Pro

Ser

Lys

Val

Ile

795

Ala

Asn

Gln

Trp

Ser

Ala

Gly

Pro

700

Glu

Ala

Ser

Gly

Met

780

Gln

Val

Tyr

Ala

Ile

Gly

Leu

Ala

685

Tyr

Ile

Ala

Ser

Thr

765

His

Phe

Ile

Gly

Leu

Thr

Asn

Ala

670

Val

Ala

Ala

Met

Ala

750

Val

Glu

Leu

Pro

Asp

830

Glu

Ile

Asp

655

Trp

Ser

Asp

Trp

Arg

735

Leu

Asp

Gln

Gln

Trp

815

Met

Asp

Asn

640

Thr

Arg

Leu

Ser

Phe

720

Glu

Pro

Phe

Leu

Asp

800

Gly

Asp

Asp



33446

835 840 845

Arg Leu Arg Lys Tyr Tyr Leu Gly Lys Tyr Leu Gln Glu Val Leu Lys
850 855 860

Ala Tyr Leu Tle Asp Lys Val Arg Ile Lys Gly Tyr Tyr Ala Phe Lys
865 870 875 880

Leu Ala Glu Glu Lys Ser Lys Pro Arg Phe Gly Phe Phe Thr Ser Asp
885 890 895

Phe Lys Ala Lys Ser Ser Ile Gln Phe Tyr Asn Lys Val Ile Ser Ser
900 905 910

Arg Gly Phe Pro Phe Glu Asn Ser Ser Ser Arg Cys Ser Gln Thr Gln
915 920 925

Glu Asn Thr Glu Cys Thr Val Cys Leu Phe Leu Val Gln Lys Lys Pro
930 935 940

Leu Ile Phe Leu Gly Cys Cys Phe Phe Ser Thr Leu Val Leu Leu Leu
945 950 955 960

Ser Ile Ala Ile Phe Gln Arg Gln Lys Arg Arg Lys Phe Trp Lys Ala
965 970 975

Lys Asn Leu Gln His Ile Pro Leu Lys Lys Gly Lys Arg Val Val Ser
980 985 990

<210> 146
<211> 820
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 146
Met Trp Ser Trp Lys Cys Leu Leu Phe Trp Ala Val Leu Val Thr Ala
1 5 10 15

Thr Leu Cys Thr Ala Arg Pro Ser Pro Thr Leu Pro Glu Gln Ala Gln
20 25 30

Pro Trp Gly Ala Pro Val Glu Val Glu Ser Phe Leu Val His Pro Gly
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Asp

Asn

65

Ile

Gly

Tyr

Asp

Lys

145

Lys

Pro

Lys

Ala

Asn

225

Tyr

Leu

50

Trp

Thr

Leu

Phe

Asp

130

Pro

Lys

Ser

Glu

Thr

210

Tyr

Gln

35

Leu

Leu

Gly

Tyr

Ser

115

Asp

Asn

Leu

Ser

Phe

195

Trp

Thr

Leu

Gln

Arg

Glu

Ala

100

Val

Asp

Pro

His

Gly

180

Lys

Ser

Cys

Asp

Leu

Asp

Glu

85

Cys

Asn

Asp

Val

Ala

165

Thr

Pro

Ile

Ile

Val
245

Arg

Gly

70

Val

Val

Val

Ser

Ala

150

Val

Pro

Asp

Ile

Val

230

Val

Cys

55

Val

Glu

Thr

Ser

Ser

135

Pro

Pro

Asn

His

Met

215

Glu

Glu

40

Arg

Gln

Val

Ser

Asp

120

Ser

Tyr

Ala

Pro

Arg

200

Asp

Asn

Arg

33446

Leu

Leu

Gln

Ser

105

Ala

Glu

Trp

Ala

Thr

185

Ile

Ser

Glu

Ser

Arg

Ala

Asp

90

Pro

Leu

Glu

Thr

Lys

170

Leu

Gly

Val

Tyr

Pro
250
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Asp

Glu

75

Ser

Ser

Pro

Lys

Ser

155

Thr

Arg

Gly

Val

Gly

235

His

Asp

Ser

Val

Gly

Ser

Glu

140

Pro

Val

Trp

Tyr

Pro

220

Ser

Arg

45

Val

Asn

Pro

Ser

Ser

125

Thr

Glu

Lys

Leu

Lys

205

Ser

Ile

Pro

Gln

Arg

Ala

Asp

110

Glu

Asp

Lys

Phe

Lys

190

Val

Asp

Asn

Ile

Ser

Thr

Asp

95

Thr

Asp

Asn

Met

Lys

175

Asn

Arg

Lys

His

Leu
255

Ile

Arg

80

Ser

Thr

Asp

Thr

Glu

160

Cys

Gly

Tyr

Gly

Thr

240

Gln



33446

Ala Gly Leu Pro Ala Asn Lys Thr Val Ala Leu Gly Ser Asn Val Glu
260 265 270

Phe Met Cys Lys Val Tyr Ser Asp Pro Gln Pro His Ile Gln Trp Leu
275 280 285

Lys His Ile Glu Val Asn Gly Ser Lys Ile Gly Pro Asp Asn Leu Pro
290 295 300

Tyr Val Gln Ile Leu Lys Thr Ala Gly Val Asn Thr Thr Asp Lys Glu
305 310 315 320

Met Glu Val Leu His Leu Arg Asn Val Ser Phe Glu Asp Ala Gly Glu
325 330 335

Tyr Thr Cys Leu Ala Gly Asn Ser Ile Gly Leu Ser His His Ser Ala
340 345 350

Trp Leu Thr Val Leu Glu Ala Leu Glu Glu Arg Pro Ala Val Met Thr
355 360 365

Ser Pro Leu Tyr Leu Glu Ile Ile Ile Tyr Cys Thr Gly Ala Phe Leu
370 375 380

Ile Ser Cys Met Val Gly Ser Val Ile Val Tyr Lys Met Lys Ser Gly
385 390 395 400

Thr Lys Lys Ser Asp Phe His Ser Gln Met Ala Val His Lys Leu Ala
405 410 415

Lys Ser Ile Pro Leu Arg Arg Gln Val Thr Val Ser Ala Asp Ser Ser
420 425 430

Ala Ser Met Asn Ser Gly Val Leu Leu Val Arg Pro Ser Arg Leu Ser
435 440 445

Ser Ser Gly Thr Pro Met Leu Ala Gly Val Ser Glu Tyr Glu Leu Pro
450 455 460

Glu Asp Pro Arg Trp Glu Leu Pro Arg Asp Arg Leu Val Leu Gly Lys
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465

Pro

Gly

Met

Glu

Leu

545

Tyr

Pro

Leu

Met

Arg

625

Gly

Asn

Arg

Leu

Leu

Leu

Met

530

Leu

Ala

Gly

Ser

Glu

610

Asn

Leu

Gly

Ile

Gly

Asp

Lys

515

Glu

Gly

Ser

Leu

Ser

595

Tyr

Val

Ala

Arg

Tyr
675

Glu

Lys

500

Ser

Met

Ala

Lys

Glu

580

Lys

Leu

Leu

Arg

Leu

660

Thr

Gly

485

Asp

Asp

Met

Cys

Gly

565

Tyr

Asp

Ala

Val

Asp

645

Pro

His

470

Cys

Lys

Ala

Lys

Thr

550

Asn

Cys

Leu

Ser

Thr

630

Ile

Val

Gln

Phe

Pro

Thr

Met

535

Gln

Leu

Tyr

Val

Lys

615

Glu

His

Lys

Ser

Gly

Asn

Glu

520

Ile

Asp

Arg

Asn

Ser

600

Lys

Asp

His

Trp

Asp
680

33446

Gln

Arg

505

Lys

Gly

Gly

Glu

Pro

585

Cys

Cys

Asn

Ile

Met

665

Val

Val

490

Val

Asp

Lys

Pro

Tyr

570

Ser

Ala

Ile

Val

Asp

650

Ala

Trp
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475

Val

Thr

Leu

His

Leu

555

Leu

His

Tyr

His

Met

635

Tyr

Pro

Ser

Leu

Lys

Ser

Lys

540

Tyr

Gln

Asn

Gln

Arg

620

Lys

Tyr

Glu

Phe

Ala

Val

Asp

525

Asn

Val

Ala

Pro

Val

605

Asp

Ile

Lys

Ala

Gly
685

Glu

Ala

510

Leu

Ile

Ile

Arg

Glu

590

Ala

Leu

Ala

Lys

Leu

670

Val

Ala

495

Val

Ile

Ile

Val

Arg

575

Glu

Arg

Ala

Asp

Thr

655

Phe

Leu

480

Ile

Lys

Ser

Asn

Glu

560

Pro

Gln

Ala

Phe

640

Thr

Asp

Leu



33446

Trp Glu Ile Phe Thr Leu Gly Gly Ser Pro Tyr Pro Gly Val Pro Val
690 695 700

Glu Glu Leu Phe Lys Leu Leu Lys Glu Gly His Arg Met Asp Lys Pro
705 710 715 720

Ser Asn Cys Thr Asn Glu Leu Tyr Met Met Met Arg Asp Cys Trp His
725 730 735

Ala Val Pro Ser Gln Arg Pro Thr Phe Lys Gln Leu Val Glu Asp Leu
740 745 750

Asp Arg Ile Val Ala Leu Thr Ser Asn Gln Glu Tyr Leu Asp Leu Ser
755 760 765

Met Pro Leu Asp Gln Tyr Ser Pro Ser Phe Pro Asp Thr Arg Ser Ser
770 775 780

Thr Cys Ser Ser Gly Glu Asp Ser Val Phe Ser His Glu Pro Leu Pro
785 790 795 800

Glu Glu Pro Cys Leu Pro Arg His Pro Ala Gln Leu Ala Asn Gly Gly
805 810 815

Leu Lys Arg Arg
820

<210> 147
<211> 948
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md ta Trinh tu nhé&n tao: Polypeptit

téng hop"
<400> 147
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Leu Glu Phe Ser Gly Asp Gly Lys
1 5 10 15

Ala Ile Trp Asp Lys Lys Gln Tyr Val Ser Pro Val Asn Pro Gly Gln
20 25 30
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Leu Phe Leu Tyr Asp Thr Phe Pro Lys Asn Phe Ser Trp Gly Val Gly
35 40 45

Thr Gly Ala Phe Gln Val Glu Gly Ser Trp Lys Ala Asp Gly Arg Gly
50 55 60

Pro Ser Ile Trp Asp Arg Tyr Val Asp Ser His Leu Arg Gly Val Asn
65 70 75 80

Ser Thr Asp Arg Ser Thr Asp Ser Tyr Val Phe Leu Glu Lys Asp Leu
85 90 95

Leu Ala Leu Asp Phe Leu Gly Val Ser Phe Tyr Gln Phe Ser Ile Ser
100 105 110

Trp Pro Arg Leu Phe Pro Asn Gly Thr Val Ala Ala Val Asn Ala Lys
115 120 125

Gly Leu Gln Tyr Tyr Arg Ala Leu Leu Asp Ser Leu Val Leu Arg Asn
130 135 140

Ile Glu Pro Ile Val Thr Leu Tyr His Trp Asp Leu Pro Leu Thr Leu
145 150 155 160

Gln Glu Glu Tyr Gly Gly Trp Lys Asn Ala Thr Met Ile Asp Leu Phe
165 170 175

Asn Asp Tyr Ala Thr Tyr Cys Phe Gln Thr Phe Gly Asp Arg Val Lys
180 185 190

Tyr Trp Ile Thr Ile His Asn Pro Tyr Leu Val Ala Trp His Gly Phe
195 200 205

Gly Thr Gly Met His Ala Pro Gly Glu Lys Gly Asn Leu Thr Ala Val
210 215 220

Tyr Thr Val Gly His Asn Leu Ile Lys Ala His Ser Lys Val Trp His
225 230 235 240



Asn

Thr

Asp

Ala

Ser

305

Gly

Pro

Arg

Leu

Asp

385

Gln

Thr

Gly

Lys

Tyr

Leu

Val

Asn

290

Ser

Thr

Ser

Gln

Ile

370

Thr

Ala

Leu

Leu

Ser
450

Asp

Gly

Ile

275

Pro

Val

Ala

Asn

Val

355

Ser

Thr

Ile

Leu

Phe

435

Ser

Lys

Ser

260

Asn

Ile

Ile

Asp

Thr

340

Leu

Glu

Ala

Lys

Asp

420

Tyr

Ala

Asn

245

His

Cys

His

Pro

Phe

325

Val

Asn

Asn

Ile

Phe

405

Gly

Val

His

Phe

Trp

Gln

Gly

Glu

310

Phe

Val

Trp

Gly

Tyr

390

Asp

Phe

Asp

Tyr

Arg

Ile

His

Asp

295

Phe

Ala

Lys

Ile

Trp

375

Met

Glu

Glu

Phe

Tyr
455

Pro

Glu

Ser

280

Gly

Ser

Phe

Met

Lys

360

Phe

Met

Ile

Trp

Asn

440

Lys

33446

His

Pro

265

Met

Asp

Glu

Ser

Gly

345

Leu

Thr

Lys

Gln

Gln

425

Ser

Gln

Gln

250

Asn

Ser

Tyr

Ala

Phe

330

Gln

Glu

Asp

Asn

Val

410

Asp

Glu

Ile
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Lys

Arg

Ser

Pro

Glu

315

Gly

Asn

Tyr

Ser

Phe

395

Phe

Ala

Gln

Ile

Gly

Thr

Val

Glu

300

Lys

Pro

Val

Asp

Tyr

380

Leu

Gly

Tyr

Lys

Gln
460

Trp

Glu

Leu

285

Phe

Glu

Asn

Ser

Asn

365

Ile

Asn

Tyr

Thr

Glu

445

Asp

Leu

Asn

270

Gly

Met

Glu

Asn

Leu

350

Pro

Lys

Gln

Thr

Thr

430

Arg

Asn

Ser

255

Met

Trp

Lys

Val

Phe

335

Asn

Arg

Thr

Val

Ala

415

Arg

Lys

Gly

Ile

Glu

Phe

Thr

Arg

320

Arg

Leu

Ile

Glu

Leu

400

Trp

Arg

Pro

Phe



33446

Pro Leu Gln Glu Ser Thr Pro Asp Met Lys Gly Gln Phe Pro Cys Asp
465 470 475 480

Phe Ser Trp Gly Val Thr Glu Ser Val Leu Lys Pro Glu Phe Thr Val
485 490 495

Ser Ser Pro Gln Phe Thr Asp Pro His Leu Tyr Val Trp Asn Val Thr
500 505 510

Gly Asn Arg Leu Leu Tyr Arg Val Glu Gly Val Arg Leu Lys Thr Arg
515 520 525

Pro Ser Gln Cys Thr Asp Tyr Val Ser Ile Lys Lys Arg Val Glu Met
530 535 540

Leu Ala Lys Met Lys Val Thr His Tyr Gln Phe Ala Leu Asp Trp Thr
545 550 555 560

Ser Ile Leu Pro Thr Gly Asn Leu Ser Lys Ile Asn Arg Gln Val Leu
565 570 575

Arg Tyr Tyr Arg Cys Val Val Ser Glu Gly Leu Lys Leu Gly Ile Ser
580 585 590

Pro Met Val Thr Leu Tyr His Pro Thr His Ser His Leu Gly Leu Pro
595 600 605

Met Pro Leu Leu Ser Ser Gly Gly Trp Leu Asn Thr Asn Thr Ala Lys
610 615 620

Ala Phe Gln Asp Tyr Ala Gly Leu Cys Phe Lys Glu Leu Gly Asp Leu
625 630 635 640

Val Lys Leu Trp Ile Thr Ile Asn Glu Pro Asn Arg Leu Ser Asp Met
645 650 655

Tyr Asn Arg Thr Ser Asn Asp Thr Tyr Arg Ala Ala His Asn Leu Met
660 665 670
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Ile

Val

Pro

705

Leu

Asp

Gly

Leu

Arg

785

Arg

Arg

Arg

Asp

Lys

865

Ile

Ala

Gln

690

Ala

Gln

Tyr

Leu

Val

770

Phe

Asp

Leu

Arg

Asp

850

Tyr

Lys

His

675

His

Asn

Phe

Pro

Ser

755

Lys

Val

Val

Ala

Asn

835

Leu

Val

Gly

Ala

Gly

Pro

Glu

Leu

740

Ser

Gly

Ile

Gln

Val

820

Tyr

Ala

Gln

Tyr

Gln

Ala

Tyr

Ile

725

Ala

Ser

Thr

His

Phe

805

Thr

Arg

Leu

Glu

Tyr
885

Val

Val

Val

710

Ala

Met

Val

Ile

Lys

790

Leu

Pro

Asp

Glu

Ala

870

Ala

Trp

Ser

695

Glu

Trp

Lys-

Leu

Asp

775

Gln

Gln

Trp

Met

Asp

855

Leu

Phe

His

680

Leu

Ser

Phe

Glu

Pro

760

Phe

Leu

Asp

Gly

ASp

840

Asp

Lys

Lys

33446

Leu

Ser

His

Ala

Tyr

745

Arg

Tyr

Asn

Ile

Met

825

Ile

Gln

Ala

Leu

Tyr

Leu

Trp

Asp

730

Ile

Phe

Ala

Thr

Thr

810

Arg

Tyr

Ile

Tyr

Thr
890
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Asp

His

Lys

715

Pro

Ala

Thr

Leu

Asn

795

Arg

Lys

Val

Arg

Leu

875

Glu

Arg

Ser

700

Ala

Leu

Ser

Leu

Asn

780

Cys

Leu

Leu

Thr

Lys

860

Ile

Glu

Gln Tyr
685

Asp Trp

Ala Glu

Phe Lys

Lys Lys
750

Lys Glu
765

His Phe

Ser Val

Ser Ser

Leu Gly

830

Ala Asn

845

Tyr Tyr

Asp Lys

Lys Ser

Arg

Ala

Arg

Thr

735

Gln

Ser

Thr

Ala

Pro

815

Trp

Gly

Leu

Val

Lys
895

Pro

Glu

Phe

720

Gly

Arg

Arg

Thr

Asp

800

Ser

Ile

Ile

Glu

Lys

880

Pro



33446

Arg Phe Gly Phe Phe Thr Ser Asp Phe Lys Ala Lys Ser Ser Val Gln
900 905 910

Phe Tyr Ser Lys Leu Ile Ser Ser Ser Gly Phe Ser Ser Glu Asn Arg
915 920 925

Ser Pro Ala Cys Gly Gln Pro Pro Glu Asp Thr Glu Cys Ala Ile Cys
930 935 940

6]

Ser Phe Leu Thr
945

<210> 148
<211> 949
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md ta Trinh ty nhé&n tao: Polypeptit

téng hop"
<400> 148
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Leu Asp Phe Pro Gly Asp Gly Arg
1 5 10 15

Ala Val Trp Ser Gln Asn Pro Asn Leu Ser Pro Val Asn Glu Ser Gln
20 25 30

Leu Phe Leu Tyr Asp Thr Phe Pro Lys Asn Phe Phe Trp Gly Val Gly
35 40 45

Thr Gly Ala Phe Gln Val Glu Gly Ser Trp Lys Lys Asp Gly Lys Gly
50 55 60

Leu Ser Val Trp Asp His Phe Ile Ala Thr His Leu Asn Val Ser Ser
65 70 75 80

Arg Asp Gly Ser Ser Asp Ser Tyr Ile Phe Leu Glu Lys Asp Leu Ser
85 90 95

Ala Leu Asp Phe Leu Gly Val Ser Phe Tyr Gln Phe Ser Ile Ser Trp
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Pro

Leu

Glu

145

Glu

Asp

Trp

Thr

Thr

225

Tyr

Leu

Ile

Asn

Leu
305

Arg

Gln

130

Pro

Lys

Tyr

Ile

Gly

210

Val

Asn

Gly

Leu

Pro

290

Leu

Leu

115

Tyr

Val

Tyr

Ala

Thr

195

Leu

Gly

Arg

Ser

Lys

275

Ile

Ser

100

Phe

Tyr

Val

Gly

Thr

180

Ile

His

His

Asn

His

260

Cys

His

Val

Pro

Asn

Thr

Gly

165

Tyr

His

Ala

Asn

Phe

245

Trp

Gln

Gly

Leu

Asp

Arg

Leu

150

Trp

Cys

Asn

Pro

Leu

230

Arg

Ile

Gln

Asp

Pro
310

Gly

Leu

135

Tyr

Lys

Phe

Pro

Gly

215

Leu

Pro

Glu

Ser

Gly

295

Ala

Thr

120

Leu

His

Asn

Gln

Tyr

200

Glu

Lys

His

Pro

Met

280

Asp

Phe

33446

105

Val

Asp

Trp

Glu

Thr

185

Leu

Lys

Ala

Gln

Asn

265

Val

Tyr

Ser

Ala

Ser

Asp

Thr

170

Phe

Val

Gly

His

Lys

250

Arg

Ser

Pro

Glu

-249-

Val

Leu

Leu

155

Leu

Gly

Ala

Asn

Ser

235

Gly

Ala

Val

Glu

Ala
315

Ala

Leu

140

Pro

Ile

Asp

Trp

Val

220

Lys

Trp

Glu

Leu

Val

300

Glu

Asn

125

Leu

Trp

Asp

Arg

His

205

Ala

Val

Leu

Ser

Gly

285

Met

Lys

110

Ala

Arg

Ala

Leu

Val

190

Gly

Ala

Trp

Ser

Ile

270

Trp

Thr

Asn

Lys

Asn

Leu

Phe

175

Lys

Tyr

Val

His

Ile

255

Val

Phe

Lys

Glu

Gly

Ile

Gln

160

Asn

Tyr

Gly

Tyr

Asn

240

Thr

Asp

Ala

Lys

Val
320



Arg

Lys

Leu

Ile

Glu

385

Leu

Trp

Arg

Pro

Phe

465

Asp

Ala

Thr

Arg

Gly

Pro

Arg

Leu

370

Asp

Gln

Ser

Gly

Lys

450

Thr

Phe

Ser

Gly

Pro

Thr

Leu

Gln

355

Ile

Thr

Ala

Leu

Leu

435

Ser

Leu

Ser

Ser

Asn

515

Ala

Ala

Asn

340

Val

Ala

Thr

Ile

Leu

420

Phe

Ser

Arg

Trp

Pro

500

Arg

Gln

Asp

325

Thr

Leu

Glu

Ala

Arg

405

Asp

Tyr

Ala

Glu

Gly

485

Gln

Met

Cys

Phe

Met

Asn

Asn

Ile

390

Leu

Gly

Val

His

Ala

470

Val

Phe

Leu

Thr

Phe

Ala

Trp

Gly

375

Tyr

Asp

Phe

Asp

Tyr

455

Thr

Thr

Ser

His

Asp

Ala

Lys

Ile

360

Trp

Met

Gly

Glu

Phe

440

Tyr

Pro

Glu

Asp

Arg

520

Phe

33446

Phe

Met

345

Lys

Phe

Met

Val

Trp

425

Asn

Lys

Asp

Ser

Pro

505

Val

Ile

Ser

330

Gly

Leu

Thr

Lys

Arg

410

Gln

Ser

Gln

Leu

Val

490

His

Glu

Thr

-250-

Phe

Gln

Glu

Asp

Asn

395

Val

Asp

Glu

Val

Gln

475

Leu

Leu

Gly

Ile

Gly

Asn

Tyr

Ser

380

Phe

Phe

Ala

Gln

Ile

460

Gly

Lys

Tyr

Val

Lys

Pro

Val

Gly

365

Tyr

Leu

Gly

Tyr

Arg

445

Gly

Gln

Pro

Val

Arg

525

Lys

Asn

Ser

350

Asn

Val

Asn

Tyr

Asn

430

Glu

Glu

Phe

Glu

Trp

510

Leu

Gln

Asn

335

Leu

Pro

Gln

Gln

Thr

415

Thr

Arg

Asn

Pro

Ser

495

Asn

Lys

Leu

Phe

Asn

Arg

Thr

Val

400

Ala

Arg

Arg

Gly

Cys

480

Val

Ala

Thr

Glu



Met

545

Ala

Leu

Ser

Pro

Lys

625

Leu

Val

Leu

Pro

Glu

705

Phe

Gly

530

Leu

Ser

Arg

Pro

Ala

610

Ala

Val

Tyr

Ile

Ser

690

Pro

Leu

Asp

Ala

Val

Tyr

Met

595

Pro

Phe

Lys

Asn

Ala

675

Gln

Ala

Gln

Tyr

Arg

Leu

Tyr

580

Val

Leu

Arg

Leu

Arg

660

His

Arg

Asn

Phe

Pro
740

Met

Pro

565

Arg

Thr

Leu

Asp

Trp

645

Thr

Ala

Gly

Pro

Glu

725

Val

Lys

550

Thr

Cys

Leu

His

Tyr

630

Ile

Ser

Ile

Ala

Tyr

710

Ile

Ala

535

Val

Gly

Val

Tyr

Ser

615

Ala

Thr

Asn

Val

Leu

695

Val

Ala

Met

Thr

Asn

Val

Tyr

600

Gly

Gly

Ile

Asp

Trp

680

Ser

Ala

Trp

Arg

33446

His

Leu

Thr

585

Pro

Gly

Leu

Asn

Thr

665

His

Leu

Ser

Phe

Glu
745

Phe

Ser

570

Glu

Thr

Trp

Cys

Glu

650

Tyr

Leu

Ser

His

Ala

730

Tyr

-251-

Arg

555

Glu

Gly

His

Leu

Phe

635

Pro

Gln

Tyr

Leu

Trp

715

Glu

Ile

540

Phe

Val

Leu

Ala

Asp

620

Arg

Asn

Ala

Asp

His

700

Gln

Pro

Ala

Ala

Asn

Lys

His

605

Pro

Glu

Arg

Ala

Arg

685

Ser

Ala

Leu

Ser

Leu

Arg

Leu

590

Leu

Ser

Leu

Leu

His

670

Gln

Asp

Ala

Phe

Lys
750

Asp

Gln

575

Asn

Gly

Thr

Gly

Ser

655

Asn

Tyr

Trp

Glu

Lys

735

Thr

Trp

560

Ala

Ile

Leu

Ala

Asp

640

Asp

Leu

Arg

Ala

Arg

720

Thr

Arg



Arg

Arg

Thr

785

Asp

Ser

Met

Ile

Glu

865

Lys

Pro

Gln

Gly

Cys
945

Gly

Leu

770

Arg

Arg

Arg

Arg

Asp

850

Lys

Ile

Arg

Phe

Gly

930

Leu

Leu

755

Val

Phe

Asp

Leu

Asn

835

Asp

Tyr

Lys

Phe

Tyr

915

Pro

Leu

<210> 149

Ser

Lys

Val

Val

Ala

820

Asn

Gln

Val

Gly

Gly

900

Asn

Arg

Leu

Ser

Gly

Met

Gln

805

Val

Tyr

Ala

Gln

Tyr

885

Phe

Lys

Cys

Leu

Ser

Ala

His

790

Phe

Met

Gly

Leu

Glu

870

Tyr

Phe

Leu

Asn

Val

Ala

775

Glu

Leu

Pro

Asp

Gln

855

Ala

Ala

Thr

Ile

Gln
935

Leu

760

Asp

Gln

Gln

Trp

Leu

840

Asn

Leu

Phe

Ser

Thr

920

Thr

33446

Pro

Phe

Gln

Asp

Gly

825

Asp

Asp

Lys

Lys

Asp

905

Ser

Gln

Arg

Tyr

Asn

Ile

810

Glu

Val

Gln

Ala

Leu

890

Phe

Asn

Gly

-252-

Phe

Ala

Gly

795

Thr

Gly

Tyr

Leu

Tyr

875

Thr

Lys

Gly

Asn

Ser

Leu

780

Ser

Arg

Lys

Ile

Arg

860

Leu

Glu

Ala

Phe

Pro
940

Asp

765

Asn

Arg

Leu

Leu

Thr

845

Gln

Ile

Glu

Lys

Pro

925

Glu

Ala

His

Tyr

Ala

Leu

830

Ala

Tyr

Asp

Lys

Ser

910

Ser

Cys

Glu

Phe

Asp

Ser

815

Arg

Asn

Tyr

Lys

Ser

895

Ser

Glu

Thr

Arg

Thr

Ser

800

Pro

Trp

Gly

Leu

Ile

880

Lys

Ile

Asn

Val



<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

950
PRT
Trinh ty nhan tao

ngudn
/note="Mo

tdéng hop"

<400> 149
Asp Tyr Lys

1

Ala

Leu

Thr

Pro

65

Ser

Ser

Trp

Gly

Ile

145

Gln

Val

Phe

Gly

50

Ser

Thr

Ala

Pro

Leu

130

Glu

Glu

Trp

Leu

35

Ala

Ile

Asn

Leu

Arg

115

Gln

Pro

Lys

Asp

Ser

20

Tyr

Leu

Trp

Gly

Asp

100

Leu

Tyr

Ile

Tyr

tda Trinh tu

Asp

Lys

Asp

Gln

Asp

Ser

85

Phe

Phe

Tyr

Val

Gly
165

Asp

Asn

Thr

Val

His

70

Ser

Ile

Pro

Asn

Thr

150

Gly

Asp

Pro

Phe

Glu

55

Phe

Asp

Gly

Asp

Thr

135

Leu

Trp

nhan tao:

Lys

Asn

Pro

40

Gly

Val

Ser

Val

Gly

120

Leu

Tyr

Lys

33446

Leu

Phe

25

Lys

Ser

His

Tyr

Ser

105

Ile

Leu

His

Asn

Glu

10

Thr

Asn

Trp

Thr

Ile

90

Phe

Val

Asp

Trp

Asp
170

-253-

Phe

Pro

Phe

Lys

His

75

Phe

Tyr

Thr

Ser

Asp

155

Thr

Polypeptit

Ser

Val

Phe

Lys

60

Leu

Leu

Gln

Val

Leu

140

Leu

Ile

Gly

Asn

Trp

45

Asp

Lys

Glu

Phe

Ala

125

Val

Pro

Ile

Asp

Glu

30

Gly

Gly

Asn

Lys

Ser

110

Asn

Leu

Leu

Asp

Gly

15

Ser

Val

Lys

Val

Asp

Ile

Ala

Arg

Ala

Ile
175

Arg

Gln

Gly

Gly

Ser

80

Leu

Ser

Lys

Asn

Leu

160

Phe



Asn

Tyr

Gly

Tyr

225

Asn

Thr

Asp

Ala

Lys

305

Val

Phe

Asn

Arg

Thr
385

Asp

Trp

Thr

210

Thr

Tyr

Leu

Ile

Ser

290

Leu

Arg

Lys

Leu

Ile

370

Glu

Tyr

Ile

195

Gly

Val

Asn

Gly

Leu

275

Pro

Leu

Gly

Pro

Arg

355

Leu

Asp

Ala

180

Thr

Met

Gly

Thr

Ser

260

Lys

Ile

Ser

Thr

Leu

340

Glu

Ile

Thr

Thr

Ile

His

His

His

245

His

Cys

His

Ile

Ala

325

Asn

Ala

Ala

Thr

Tyr

His

Ala

Asn

230

Phe

Trp

Gln

Gly

Leu

310

Asp

Thr

Leu

Glu

Ala
390

Cys

Asn

Pro

215

Leu

Arg

Ile

Gln

Asp

295

Pro

Phe

Met

Asn

Asn

375

Ile

Phe

Pro

200

Gly

Ile

Pro

Glu

Ser

280

Gly

Leu

Phe

Ala

Trp

360

Gly

Tyr

33446

Gln

185

Tyr

Glu

Lys

His

Pro

265

Met

Asp

Phe

Ala

Lys

345

Ile

Trp

Met

Thr

Leu

Lys

Ala

Gln

250

Asn

Val

Tyr

Ser

Phe

330

Met

Lys

Phe

Met

Phe

Val

Gly

His

235

Lys

Arg

Ser

Pro

Glu

315

Ser

Gly

Leu

Thr

Lys
395

Gly

Ala

Asn

220

Ser

Gly

Ser

Val

Glu

300

Ala

Phe

Gln

Glu

Asp

380

Asn

Asp

Trp

205

Leu

Lys

Trp

Glu

Leu

285

Gly

Glu

Gly

Asn

Tyr

365

Ser

Phe

Arg

190

His

Ala

Val

Leu

Asn

270

Gly

Met

Lys

Pro

Val

350

Asn

His

Leu

Val

Gly

Ala

Trp

Ser

255

Thr

Trp

Lys

Asn

Asn

335

Ser

Asn

Val

Ser

Lys

Tyr

Val

His

240

Ile

Met

Phe

Lys

Glu

320

Asn

Leu

Pro

Lys

Gln
400



Val

Ala

Arg

Lys

Gly

465

Cys

Val

Ala

Thr

Glu

545

Trp

Ala

Ile

Leu

Trp

Arg

Pro

450

Phe

Asp

Ala

Thr

Arg

530

Met

Ala

Leu

Ser

Gln

Ser

Gly

435

Lys

Ser

Phe

Ser

Gly

515

Pro

Leu

Ser

Arg

Ala
595

Ala

Leu

420

Leu

Ser

Leu

Ser

Ser

500

Asn

Ala

Ala

Val

Tyr

580

Met

Ile

405

Leu

Phe

Ser

Lys

Trp

485

Pro

Arg

Gln

Arg

Leu

565

Tyr

Val

Arg

Asp

Tyr

Ala

Glu

470

Gly

Gln

Leu

Cys

Met

550

Pro

Arg

Thr

Leu

Gly

Val

His

455

Ala

Val

Phe

Leu

Thr

535

Lys

Thr

Cys

Leu

Asp

Phe

Asp

440

Tyr

Thr

Thr

Ser

His

520

Asp

Val

Gly

Val

Tyr
600

33446

Glu

Glu

425

Phe

Tyr

Pro

Glu

Asp

505

Arg

Phe

Thr

Asn

Val

585

Tyr

Ile

410

Trp

Asn

Lys

Asp

Ser

490

Pro

Val

Val

His

Leu

570

Ser

Pro

-255-

Arg

Gln

Ser

Gln

Val

475

Val

Tyr

Glu

Asn

Tyr

555

Ser

Glu

Thr

Val

Asp

Lys

Ile

460

Gln

Leu

Leu

Gly

Ile

540

Arg

Ala

Gly

His

Phe

Ala

Gln

445

Ile

Gly

Lys

Tyr

Val

525

Lys

Phe

Val

Leu

Ala
605

Gly

Tyr

430

Lys

Arg

Gln

Pro

Val

510

Arg

Lys

Ala

Asn

Lys

590

His

Tyr

415

Thr

Glu

Glu

Phe

Glu

495

Trp

Leu

Gln

Leu

Arg

575

Leu

Leu

Thr

Ile

Arg

Asn

Pro

480

Ser

Asn

Lys

Leu

Asp

560

Gln

Gly

Gly



Leu

Val

625

Asp

Asp

Leu

Arg

Ala

705

Arg

Thr

Arg

Arg

Thr

785

Ser

Pro

Pro

610

Glu

Leu

Ile

Leu

Pro

690

Glu

Phe

Gly

Arg

Arg

770

Thr

Asp

Thr

Glu

Ala

Val

Tyr

Val

675

Ser

Pro

Leu

Asp

Gly

755

Leu

Arg

Arg

Arg

Pro

Phe

Lys

Asn

660

Ala

Gln

Ala

Gln

Tyr

740

Leu

Leu

Phe

Asp

Leu
820

Leu

Gln

Leu

645

Arg

His

Arg

Asn

Phe

725

Pro

Ser

Lys

Val

Ile

805

Ala

Leu

Ala

630

Trp

Ser

Ala

Gly

Pro

710

Glu

Ala

Ser

Gly

Met

790

Gln

Val

His

615

Tyr

Ile

Gly

Leu

Ala

695

Tyr

Ile

Ala

Ser

Thr

775

His

Phe

Ile

Ala

Ala

Thr

Asn

Ala

680

Val

Ala

Ala

Met

Ala

760

Val

Glu

Leu

Pro

33446

Gly

Gly

Ile

Asp

665

Trp

Ser

Asp

Trp

Arg

745

Leu

Asp

Gln

Gln

Trp
825

Gly

Leu

Asn

650

Thr

Arg

Leu

Ser

Phe

730

Glu

Pro

Phe

Leu

Asp

810

Gly

-256-

Trp

Cys

635

Glu

Tyr

Leu

Ser

His

715

Ala

Tyr

Arg

Cys

Ala

795

Ile

Val

Leu

620

Phe

Pro

Gly

Tyr

Leu

700

Trp

Glu

Ile

Leu

Ala

780

Gly

Thr

Arg

Asn

Gln

Asn

Ala

Asp

685

His

Arg

Pro

Ala

Thr

765

Leu

Ser

Arg

Lys

Pro

Glu

Arg

Ala

670

Arg

Ala

Ala

Leu

Ser

750

Glu

Asn

Arg

Leu

Leu
830

Ser

Leu

Leu

655

His

Gln

Asp

Ala

Phe

735

Lys

Ala

His

Tyr

Ser

815

Leu

Thr

Gly

640

Ser

Asn

Phe

Trp

Glu

720

Lys

His

Glu

Phe

Asp

800

Ser

Arg



33446

Trp Val Arg Arg Asn Tyr Gly Asp Met Asp Ile Tyr Ile Thr Ala Ser
835 840 845

Gly Ile Asp Asp Gln Ala Leu Glu Asp Asp Arg Leu Arg Lys Tyr Tyr
850 855 860

Leu Glu Lys Tyr Leu Gln Glu Val Leu Lys Ala Tyr Leu Ile Asp Lys
865 870 875 880

Val Arg Ile Lys Gly Tyr Tyr Ala Phe Lys Leu Ala Glu Glu Lys Ser
885 890 895

Lys Pro Arg Phe Gly Phe Phe Thr Ser Asp Phe Lys Ala Lys Ser Ser
900 905 910

Ile Gln Phe Tyr Asn Lys Met Ile Ser Ser Ser Gly Phe Pro Ser Glu
915 920 925

Asn Ser Ser Ser Arg Cys Ser Gln Thr Gln Lys Asn Thr Glu Cys Thr
930 935 940

Val Cys Leu Phe Leu Ala
945 950

<210> 150
<211> 950
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md ta Trinh tuy nhén tao: Polypeptit

téng hop"
<400> 150
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Leu Glu Phe Ser Gly Asp Gly Arg
1 5 10 15

Ala Val Trp Ser Lys Asn Pro Asn Phe Thr Pro Val Asn Glu Ser Gln
20 25 30

Leu Phe Leu Tyr Asp Thr Phe Pro Lys Asn Phe Phe Trp Gly Val Gly

-257-



Thr

Pro

65

Ser

Ser

Trp

Gly

Ile

145

Gln

Asn

Tyr

Gly

Tyr

225

Asn

Gly

50

Ser

Thr

Ala

Pro

Leu

130

Glu

Glu

Asp

Trp

Thr

210

Thr

Tyr

35

Ala

Ile

Asn

Leu

Arg

115

Gln

Pro

Lys

Tyr

Ile

195

Gly

Val

Asn

Leu

Trp

Gly

Asp

100

Leu

Tyr

Ile

Tyr

Ala

180

Thr

Met

Gly

Thr

Gln

Asp

Ser

85

Phe

Phe

Tyr

Val

Gly

165

Thr

Ile

His

His

His
245

Val

His

70

Ser

Ile

Pro

Asn

Thr

150

Gly

Tyr

His

Ala

Asn

230

Phe

Glu

55

Phe

Asp

Gly

Asp

Ala

135

Leu

Trp

Cys

Asn

Pro

215

Leu

Arg

40

Gly

Val

Ser

Val

Gly

120

Leu

Tyr

Lys

Phe

Pro

200

Gly

Ile

Pro

33446

Ser

His

Tyr

Ser

105

Ile

Leu

His

Asn

Gln

185

Tyr

Glu

Lys

His

Trp

Thr

Ile

90

Phe

Val

Asp

Trp

Asp

170

Thr

Leu

Lys

Ala

Gln
250

-258-

Lys

His

75

Phe

Tyr

Thr

Ser

Asp

155

Thr

Phe

Val

Gly

His

235

Lys

Lys

Leu

Leu

Gln

Val

Leu

140

Leu

Ile

Gly

Ala

Asn

220

Ser

Gly

45

Asp

Lys

Glu

Phe

Ala

125

Val

Pro

Ile

Asp

Trp

205

Leu

Lys

Trp

Gly

Asn

Lys

Ser

110

Asn

Leu

Leu

Asp

Arg

190

His

Ala

Val

Leu

Lys

Val

Asp

95

Ile

Ala

Arg

Ala

Ile

175

Val

Gly

Ala

Trp

Ser
255

Gly

Ser

80

Leu

Ser

Lys

Asn

Leu

160

Phe

Lys

Tyr

Val

His

240

Ile



Thr

Asp

Ala

Lys

305

Val

Phe

Asn

Gln

Thr

385

Val

Ala

Arg

Lys

Gly

Leu

Ile

Asn

290

Leu

Arg

Lys

Leu

Ile

370

Glu

Leu

Trp

Arg

Pro

450

Phe

Gly

Leu

275

Pro

Leu

Gly

Pro

Arg

355

Leu

Asp

Gln

Ser

Gly

435

Lys

Ser

Ser

260

Lys

Ile

Ser

Thr

Leu

340

Glu

Ile

Thr

Ala

Leu

420

Leu

Ser

Leu

His

Cys

His

Ile

Ala

325

Asn

Ala

Ala

Thr

Ile

405

Leu

Phe

Ser

Lys

Trp

Gln

Gly

Leu

310

Asp

Thr

Leu

Glu

Ala

390

Arg

Asp

Tyr

Ala

Glu

Ile

Gln

Asp

295

Pro

Phe

Met

Asn

Asn

375

Ile

Leu

Gly

Val

His

455

Ala

Glu

Ser

280

Gly

Leu

Phe

Ala

Trp

360

Gly

Tyr

Asp

Phe

Asp

. 440

Tyr

Thr

33446

Pro

265

Met

Asp

Phe

Ala

Lys

345

Ile

Trp

Met

Glu

Glu

425

Phe

Tyr

Pro

Asn

Val

Tyr

Ser

Phe

330

Met

Lys

Phe

Met

Ile

410

Trp

Asn

Lys

Asp

-259-

Arg

Ser

Pro

Glu

315

Ser

Gly

Leu

Thr

Lys

395

Arg

Gln

Ser

Gln

Val

Ser

Val

Glu

300

Ala

Phe

Gln

Glu

Asp

380

Asn

Val

Asp

Lys

Ile

460

Gln

Glu

Leu

285

Gly

Glu

Gly

Asn

Tyxr

365

Ser

Phe

Phe

Ala

Gln

445

Ile

Gly

Asn

270

Gly

Met

Lys

Pro

Val

350

Asn

His

Leu

Gly

Tyr

430

Lys

Arg

Gln

Thr

Trp

Lys

Asn

Asn

335

Ser

Asn

Val

Ser

Tyr

415

Thr

Glu

Glu

Phe

Met

Phe

Lys

Glu

320

Asn

Leu

Pro

Lys

Gln

400

Thr

Ile

Arg

Asn

Pro



465

Cys

Val

Ala

Thr

Glu

545

Trp

Ala

Ile

Leu

Val

625

Asp

Asp

Leu

Asp

Ala

Thr

Arg

530

Met

Ala

Leu

Ser

Pro

610

Glu

Leu

Ile

Leu

Phe

Ser

Gly

515

Pro

Leu

Ser

Arg

Ala

595

Glu

Ala

Val

Tyr

Val
675

Ser

Ser

500

Asn

Ala

Ala

Val

Tyr

580

Met

Pro

Phe

Lys

Asn

660

Ala

Trp

485

Pro

Arg

Gln

Arg

Leu

565

Tyr

Val

Leu

Gln

Leu

645

Arg

His

470

Gly

Gln

Leu

Cys

Met

550

Pro

Arg

Thr

Leu

Ala

630

Trp

Ser

Ala

Val

Phe

Leu

Thr

535

Lys

Thr

Cys

Leu

His

615

Tyr

Ile

Gly

Leu

Thr

Ser

His

520

Asp

Val

Gly

Val

Tyr

600

Ala

Ala

Thr

Asn

Ala
680

33446

Glu

Asp

505

Arg

Phe

Thr

Asn

Val

585

Tyr

Gly

Gly

Ile

Asp

665

Trp

Ser

490

Pro

Val

Val

His

Leu

570

Ser

Pro

Gly

Leu

Asn

650

Thr

Arg

-260-

475

Val

Tyr

Glu

Asn

Tyr

555

Ser

Glu

Thr

Trp

Cys

635

Glu

Tyr

Leu

Leu

Leu

Gly

Ile

540

Arg

Ala

Gly

His

Leu

620

Phe

Pro

Gly

Tyr

Lys

Tyr

Val

525

Lys

Phe

Val

Leu

Ala

605

Asn

Gln

Asn

Ala

Asp
685

Pro

Val

510

Arg

Lys

Ala

Asn

Lys

590

His

Pro

Glu

Arg

Ala

670

Arg

Glu

495

Trp

Leu

Gln

Leu

Arg

575

Leu

Leu

Ser

Leu

Leu

655

His

Gln

480

Ser

Asn

Lys

Leu

Asp

560

Gln

Gly

Gly

Thr

Gly

640

Ser

Asn

Phe



Arg

Ala

705

Arg

Thr

Arg

Arg

Thr

785

Ser

Pro

Trp

Gly

Leu

865

Val

Lys

Pro

690

Glu

Phe

Gly

Arg

Arg

770

Thr

Asp

Thr

Val

Ile

850

Glu

Arg

Pro

Ser

Pro

Leu

Asp

Gly

755

Leu

Arg

Arg

Arg

Arg

835

Asp

Lys

Ile

Arg

Gln

Ala

Gln

Tyr

740

Leu

Leu

Phe

Asp

Leu

820

Arg

Asp

Tyr

Lys

Phe

Arg

Asn

Phe

725

Pro

Ser

Lys

Val

Ile

805

Ala

Asn

Gln

Leu

Gly

885

Gly

Gly

Pro

710

Glu

Ala

Ser

Gly

Met

790

Gln

Val

Tyr

Ala

Gln

870

Tyr

Phe

Ala

695

Tyr

Ile

Ala

Ser

Thr

775

His

Phe

Ile

Gly

Leu

855

Glu

Tyr

Phe

Val

Ala

Ala

Met

Ala

760

Val

Glu

Leu

Pro

Asp

840

Glu

Val

Ala

Thr

33446

Ser

Asp

Trp

Arg

745

Leu

Asp

Gln

Gln

Trp

825

Met

Asp

Leu

Phe

Ser

Leu

Ser

Phe

730

Glu

Pro

Phe

Leu

Asp

810

Gly

Asp

Asp

Lys

Lys

890

Asp

-261-

Ser

His

715

Ala

Tyr

Arg

Cys

Ala

795

Ile

Val

Ile

Arg

Ala

875

Leu

Phe

Leu

700

Trp

Glu

Ile

Leu

Ala

780

Gly

Thr

Arg

Tyr

Leu

860

Tyr

Ala

Lys

His

Arg

Pro

Ala

Thr

765

Leu

Ser

Arg

Lys

Ile

845

Arg

Leu

Glu

Ala

Ala

Ala

Leu

Ser

750

Glu

Asn

Arg

Leu

Leu

830

Thr

Lys

Ile

Glu

Lys

Asp

Ala

Phe

735

Lys

Ala

His

Tyr

Ser

815

Leu

Ala

Tyr

Asp

Lys

895

Ser

Trp

Glu

720

Lys

His

Glu

Phe

Asp

800

Ser

Arg

Ser

Tyr

Lys

880

Ser

Ser



Ile

Asn

Val
945

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

Gln

Ser
930

Cys

<220>

<221>
<223>

Phe
915

Ser

Leu

151
989
PRT
Trinh

ngudn
/note="Mo6

900

Tyr

Ser

Phe

Asn

Arg

Leu

tu nhén

tdng hop"

<400> 151
Glu Pro Gly

1

Ala

Leu

Gln

Leu

65

Pro

Asn

Pro

Trp

His

50

Ala

Ser

Asn

Glu

Ala

35

Gly

Pro

Pro

Val

Asp

Ala

20

Val

Lys

Pro

Leu

Phe
100

33446

905

910

Lys Met Ile Ser Ser Ser Gly Phe Pro Ser Glu

920

925

Cys Ser Gln Thr Gln Lys Asn Thr Glu Cys Thr

Val
950

tao

935

tad Trinh tu

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Gln

85

Arg

Ala

Gly

Ser

Ala

Asp

70

Pro

Asp

Gln

Leu

Ala

Ser

55

Ser

Ala

Thr

nhdn tao:

Thr

Phe

Ala

40

Ile

Arg

Thr

Glu

Trp Ala
10

Gln Gly
25

Tyr Gln

Trp Asp

Asn Ala

Gly Asp

90

Ala Leu
105

-262-

Arg

Thr

Thr

Thr

Ser

75

Val

Arg

940

Polypeptit

Phe

Phe

Glu

Phe

60

Leu

Ala

Glu

Ser

Pro

Gly

45

Thr

Pro

Ser

Leu

Arg

Asp

30

Gly

His

Leu

Asp

Gly
110

Pro

15

Gly

Trp

His

Gly

Ser

95

Val

Pro

Phe

Gln

Pro

Ala

80

Tyr

Thr



His

Ala

Glu

145

Trp

Arg

His

Val

Arg

225

Ala

Gln

Arg

Phe

Pro

305

Glu

Tyr

Gly

130

Arg

Asp

Ala

Phe

Val

210

Gly

His

Gly

Arg

Val

290

Glu

Ser

Arg

115

Val

Leu

Leu

Leu

Gly

195

Ala

Ser

Ala

Gly

Met

275

Leu

Ser

Glu

Phe

Pro

Arg

Pro

Ala

180

Gly

Trp

Pro

Lys

Gln

260

Thr

Gly

Met

Lys

Ser

Asn

Glu

Gln

165

Asp

Gln

His

Arg

Val

245

Val

Asp

Trp

Lys

Lys
325

Ile

Arg

Leu

150

Arg

His

Val

Gly

Leu

230

Trp

Ser

His

Phe

Asn

310

Phe

Ser

Glu

135

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

215

Gly

His

Ile

Ser

Ala

295

Asn

Ile

Trp

120

Gly

Val

Gln

Arg

Tyr

200

Ala

Tyr

Leu

Ala

Ile

280

Lys

Leu

Lys

33446

Ala

Leu

Gln

Asp

Asp

185

Trp

Thr

Leu

Tyr

Leu

265

Lys

Pro

Ser

Gly

Arg

Arg

Pro

Ala

170

Tyr

Ile

Gly

Val

Asn

250

Ser

Glu

Val

Ser

Thr
330

-263-

Val

Tyr

Val

155

Tyr

Ala

Thr

Arg

Ala

235

Thr

Ser

Cys

Phe

Ile

315

Ala

Leu

Tyr

140

Val

Gly

Glu

Ile

Leu

220

His

Ser

His

Gln

Ile

300

Leu

Asp

Pro

125

Arg

Thr

Gly

Leu

Asp

205

Ala

Asn

Phe

Trp

Lys

285

Asp

Pro

Phe

Asn

Arg

Leu

Trp

Cys

190

Asn

Pro

Leu

Arg

Ile

270

Ser

Gly

Asp

Phe

Gly

Leu

Tyr

Ala

175

Phe

Pro

Gly

Leu

Pro

255

Asn

Leu

Asp

Phe

Ala
335

Ser

Leu

His

160

Asn

Arg

Tyr

Ile

Leu

240

Thr

Pro

Asp

Tyr

Thr

320

Leu



Cys

Phe

Asp

Phe

385

Leu

Val

Trp

Leu

Gln

465

Pro

Asn

Val

Gly

Phe

Arg

Leu

370

Val

Lys

Asp

His

Ser

450

Lys

Leu

Tyr

Tyr

Val
530

Gly

Gln

355

Glu

Ser

Lys

Val

Arg

435

Gln

Leu

Glu

Ile

Leu

515

Val

Pro

340

Leu

Phe

Gly

Phe

Ile

420

Gly

Asp

Ile

Gly

Gln

500

Trp

Thr

Thr

Glu

Asn

Thr

Ile

405

Gly

Tyr

Lys

Glu

Thr

485

Val

Asp

Lys

Leu

Ser

His

Thr

390

Met

Tyr

Ser

Met

Lys

470

Phe

Asp

Val

Lys

Ser

Pro

Pro

375

Lys

Glu

Thr

Ile

Leu

455

Asn

Pro

Thr

His

Arg
535

Phe

Asn

360

Gln

Arg

Thr

Ala

Arg

440

Leu

Gly

Cys

Thr

His

520

Lys

33446

Gln

345

Leu

Ile

Asp

Leu

Trp

425

Arg

Pro

Phe

Asp

Leu

505

Ser

Ser

Leu

Arg

Phe

Asp

Lys

410

Ser

Gly

Lys

Pro

Phe

490

Ser

Lys

Tyr

Leu

Gln

Ile

Ala

395

Ala

Leu

Leu

Ser

Pro

475

Ala

Gln

Arg

Cys

Asp

Leu

Val

380

Lys

Ile

Met

Phe

Ser

460

Leu

Trp

Phe

Leu

Val
540

Pro

Leu

365

Glu

Tyr

Lys

Asp

Tyr

445

Ala

Pro

Gly

Thr

Ile

525

Asp

His

350

Ser

Asn

Met

Leu

Gly

430

Val

Leu

Glu

Val

Asp

510

Lys

Phe

Met

Trp

Gly

Tyr

Asp

415

Phe

Asp

Phe

Asn

Val

495

Leu

Val

Ala

Lys

Ile

Trp

Tyr

400

Gly

Glu

Phe

Tyr

Gln

480

Asp

Asn

Asp

Ala



Ile

545

Arg

Gln

Leu

Ala

Glu

625

Phe

Pro

Ala

Gln

Ala

705

Glu

Tyr

Leu

Gln

Phe

Val

Val

Pro

610

Asn

Gln

Tyr

His

Asn

690

Cys

Phe

Pro

Pro

Pro

Ser

Asn

Arg

595

Asn

Pro

Glu

Thr

Ala

675

Gly

Pro

Asp

Trp

Tyr
755

Gln

Leu

His

580

Val

Gln

Tyr

Leu

Arg

660

Leu

Lys

Phe

Ile

Val

740

Phe

Ile

Asp

565

Thr

Asn

Gly

Thr

Gly

645

Asn

Ala

Ile

Ser

Gly

725

Met

Thr

Ala

550

Trp

Ile

Ile

Leu

Ala

630

His

Met

Trp

Ser

Gln

710

Trp

Arg

Glu

Leu

Ala

Leu

Thr

Pro

615

Leu

His

Thr

His

Ile

695

Lys

Leu

Asp

Asp

Leu

Leu

Gln

Pro

600

Arg

Ala

Val

Tyr

Val

680

Ala

Asp

Ala

Trp

Glu
760

33446

Gln

Ile

Tyr

585

Val

Leu

Phe

Lys

Ser

665

Tyr

Leu

Lys

Glu

Leu

745

Lys

Glu

Leu

570

Tyr

Val

Leu

Ala

Leu

650

Ala

Asn

Gln

Glu

Pro

730

Asn

Lys

-265-

Met

555

Pro

Arg

Ala

Ala

Glu

635

Trp

Gly

Glu

Ala

Val

715

Ile

Gln

Leu

His

Leu

Cys

Leu

Arg

620

Tyr

Ile

His

Lys

Asp

700

Ala

Phe

Arg

Ile

Val

Gly

Met

Trp

605

Gln

Ala

Thr

Asn

Phe

685

Trp

Glu

Gly

Asn

Gln
765

Thr

Asn

Ala

590

Gln

Gly

Arg

Met

Leu

670

Arg

Ile

'Arg

Ser

Asn
750

Gly

His

Gln

575

Ser

Pro

Ala

Leu

Asn

655

Leu

His

Glu

Val

Gly

735

Phe

Thr

Phe

560

Ser

Glu

Met

Trp

Cys

640

Glu

Lys

Ala

Pro

Leu

720

Asp

Leu

Phe



Asp

Lys

785

Thr

Trp

Leu

Glu

Ala

865

Ala

Tyr

Lys

Phe

Thr

945

Ile

Phe

770

Glu

Asp

Gly

Pro

Asp

850

Leu

Tyr

Ala

Ile

Cys

930

Arg

Ile

Leu

Asp

Ile

Leu

Met

835

Asp

Lys

Ser

Ala

Ile

915

Pro

Lys

Ser

Ala

Pro

Thr

Arg

820

Tyr

Gln

Ala

Phe

Asp

900

Asp

Glu

Ser

Leu

Leu

Ile

Trp

805

Lys

Ile

Leu

His

Asn

885

Gln

Ser

Glu

Leu

Ser
965

Ser

Lys

790

Leu

Val

Ile

Arg

Ile
870

Asp

Phe

Asn

Phe

Leu

950

Leu

His

775

Tyr

Asn

Leu

Ser

Val

855

Leu

Arg

Glu

Gly

Thr

935

Ala

Ile

Tyr

Asn

Ser

Asn

Asn

840

Tyr

Asp

Thr

Pro

Phe

920

Val

Phe

Phe

33446

Thr

Asp

Pro

Trp

825

Gly

Tyr

Gly

Ala

Lys

905

Pro

Cys

Ile

Tyr

Thr

Tyr

Ser

810

Leu

Ile

Met

Ile

Pro

890

Ala

Gly

Thr

Ala

Tyr
970

-266-

Ile

Leu

795

Gln

Lys

Asp

Gln

Asn

875

Arg

Ser

Pro

Glu

Phe

955

Ser

Leu

780

Glu

Val

Phe

Asp

Asn

860

Leu

Phe

Met

Glu

Cys

940

Leu

Lys

Val Asp

Val Gln

Ala Val

Lys Tyr

830

Gly Leu
845

Tyr Ile

Cys Gly

Gly Leu

Lys His

910

Thr Leu

925

Ser Phe

Phe Phe

Lys Gly

Ser

Glu

Val

815

Gly

His

Asn

Tyr

Tyr

895

Tyr

Glu

Phe

Ala

Arg
975

Glu

Met

800

Pro

Asp

Ala

Glu

Phe

880

Arg

Arg

Arg

His

Ser

960

Arg
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Ser Tyr Lys Leu Glu Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
980 985

<210> 152

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta& Trinh tu nhdn tao: Polypeptit
tdng hop"

<400> 152
Ser Thr Tyr Ile Ser
1 5

<210> 153

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta Trinh tu nhdn tao: Polypeptit
téng hop"

<400> 153
Glu Ile Asp Pro Tyr Asp Gly Ala Thr Asp Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 154

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta Trinh tu nhdn tao: Polypeptit

téng hop"
<400> 154
Glu His Phe Asp Ala Trp Val His Tyr Tyr Val Met Asp Tyr
1 5 10
<210> 155

-267-



<211> 455
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 155
Phe Pro Cys Asp Phe

1

Glu

Trp

Leu

Gln

65

Leu

Arg

Leu

Leu

Ser

145

Leu

Leu

His

Ser
Asn
Lys
50

Leu
Asp
Gln
Gly
Gly
130
Thr
Gly

Ser

Asn

Val

Ala

35

Thr

Glu

Trp

Ala

Ile

115

Leu

Ala

Asp

Asp

Leu

Ala

20

Thr

Arg

Met

Ala

Leu

100

Ser

Pro

Glu

Leu

Ile

180

Leu

5

Ser

Gly

Pro

Leu

Ser

85

Arg

Ala

Glu

Ala

Val

165

Tyr

Val

Ser

Ser

Asn

Ala

Ala

70

Val

Tyr

Met

Pro

Phe

150

Lys

Asn

Ala

Trp

Pro

Arg

Gln

55

Arg

Leu

Tyr

Val

Leu

135

Gln

Leu

Arg

His

Gly

Gln

Leu

40

Cys

Met

Pro

Arg

Thr

120

Leu

Ala

Trp

Ser

Ala
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Val

Phe

25

Leu

Thr

Lys

Thr

Cys

105

Leu

His

Tyr

Ile

Gly

185

Leu

Thr

10

Ser

His

Asp

Val

Gly

90

Val

Tyr

Ala

Ala

Thr

170

Asn

Ala

-268-

Glu

Asp

Arg

Phe

Thr

75

Asn

Val

Tyr

Asp

Gly

155

Ile

Asp

Trp

Ser

Pro

Val

Val

60

His

Leu

Ser

Pro

Gly

140

Leu

Asn

Thr

Arg

Val

His

Glu

45

Asn

Tyr

Ser

Glu

Thr

125

Trp

Cys

Glu

Tyr

Leu

Leu

Leu

30

Gly

Ile

Arg

Ala

Gly

110

His

Leu

Phe

Pro

Gly

190

Tyr

Lys

15

Tyr

Val

Lys

Phe

Val

95

Leu

Ala

Asn

Gln

Asn

175

Ala

Asp

Pro

Val

Arg

Lys

Ala

80

Asn

Lys

His

Pro

Glu

160

Arg

Ala

Arg



Gln

Asp

225

Ala

Phe

Lys

Ala

His

305

Tyr

Ser

Leu

Ala

Tyr

385

Asp

Phe

210

Trp

Glu

Lys

His

Glu

290

Phe

Asp

Ser

Arg

Ser

370

Tyr

Lys

195

Arg

Ala

Arg

Thr

Arg

275

Arg

Thr

Ser

Pro

Trp

355

Gly

Leu

Val

Pro

Glu

Phe

Gly

260

Arg

Arg

Thr

AsSp

Thr

340

Val

Ile

Gly

Arg

Ser

Pro

Leu

245

Asp

Gly

Leu

Arg

Arg

325

Arg

Arg

Asp

Lys

Ile
405

Gln

Ala

230

Gln

Tyr

Leu

Leu

Phe

310

Asp

Leu

Arg

Asp

Tyr

390

Lys

Arg

215

Asn

Phe

Pro

Ser

Lys

295

Val

Ile

Ala

Asn

Gln

375

Leu

Gly

200

Gly

Pro

Glu

Ala

Ser

280

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

360

Ala

Gln

Tyr

33446

Ala

Tyr

Ile

Ala

265

Ser

Thr

His

Phe

Ile

345

Gly

Leu

Glu

Tyr

Val

Ala

Ala

250

Met

Ala

Val

Glu

Leu

330

Pro

Asp

Glu

Val

Ala
410

-269-

Ser

Asp

235

Trp

Arg

Leu

ASp

Gln

315

Gln

Trp

Met

Asp

Leu

395

Phe

Leu

220

Ser

Phe

Glu

Pro

Phe

300

Leu

Asp

Gly

Asp

Asp

380

Lys

Lys

205

Ser

His

Ala

Tyr

Arg

285

Cys

Ala

Ile

Val

Ile

365

Arg

Ala

Leu

Leu

Trp

Glu

Ile

270

Leu

Ala

Gly

Thr

Arg

350

Tyr

Leu

Tyr

Ala

His

Arg

Pro

255

Ala

Thr

Leu

Ser

Arg

335

Lys

Ile

Arg

Leu

Glu
415

Ala

Ala

240

Leu

Ser

Glu

Asn

Arg

320

Leu

Leu

Thr

Lys

Ile

400

Glu
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Lys Ser Lys Pro Arg Phe Gly Phe Phe Thr Ser Asp Phe Lys Ala Lys
420 425 430

Ser Ser Ile Gln Phe Tyr Asn Lys Val Ile Ser Ser Arg Gly Phe Pro
435 440 445

Phe Glu Asn Ser Ser Ser Arg
450 455

<210> 156
<211> 36
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 156
gttaccggct tctccggaga cgggaaagca atatgg
36

<210> 157

<211> 52

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 157
Met Lys Pro Gly Cys Ala Ala Gly Ser Pro Gly Asn Glu Trp Ile Phe
1 5 10 15

Phe Ser Thr Asp Glu Ile Thr Thr Arg Tyr Arg Asn Thr Met Ser Asn
20 25 30

Gly Gly Leu Gln Arg Ser Val Ile Leu Ser Ala Leu Ile Leu Leu Arg
35 40 45

Ala Val Thr Gly
50

<210> 158
<211> 938
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 158
Phe Ser Gly Asp Gly Lys Ala Ile Trp Asp Lys Lys Gln Tyr Val Ser
1 5 10 15
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Pro

Phe

Lys

His

65

Phe

Tyr

Ala

Ser

Asp

145

Thr

Phe

Val

Gly

His

Val

Ser

Thr

50

Leu

Leu

Gln

Ala

Leu

130

Leu

Met

Gly

Ala

Asn

210

Ser

Asn

Trp

35

Asp

Arg

Glu

Phe

Val

115

Val

Pro

Ile

Asp

Trp

195

Leu

Lys

Pro

20

Gly

Gly

Gly

Lys

Ser

100

Asn

Leu

Leu

Asp

Arg

180

His

Thr

Val

Ser

Val

Arg

Val

Asp

85

Ile

Ala

Arg

Thr

Leu

165

Val

Gly

Ala

Trp

Gln

Gly

Gly

Asn

70

Leu

Ser

Gln

Asn

Leu

150

Phe

Lys

Phe

Val

His

Leu

Thr

Pro

55

Gly

Leu

Trp

Gly

Ile

135

Gln

Asn

Tyr

Gly

Tyr

215

Asn

Phe

Gly

40

Ser

Thr

Ala

Pro

Leu

120

Glu

Glu

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Tyr

33446

Leu

25

Ala

Ile

Asp

Leu

Arg

105

Arg

Pro

Glu

Tyr

Ile

185

Gly

Val

Asp

Tyr

Phe

Trp

Arg

Asp

90

Leu

Tyr

Ile

Tyr

Ala

170

Thr

Met

Gly

Lys

-271-

Asp

Gln

Asp

Ser

75

Phe

Phe

Tyr

Val

Gly

155

Thr

Ile

His

His

Asn

Thr

Val

Arg

60

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

140

Gly

Tyr

His

Ala

Asn

220

Phe

Phe

Glu

45

Tyr

Asp

Gly

Asn

Ala

125

Leu

Trp

Cys

Asn

Pro

205

Leu

Arg

Pro

30

Gly

Val

Ser

Val

Gly

110

Leu

Tyr

Lys

Phe

Pro

190

Gly

Ile

Pro

Lys

Ser

Tyr

Tyr

Ser

95

Thr

Leu

His

Asn

Gln

175

Tyr

Glu

Lys

His

Asn

Trp

Ser

Ile

80

Phe

Val

Asp

Trp

Ala

160

Thr

Leu

Lys

Ala

Gln



225

Lys

Arg

Ser

Pro

Glu

305

Gly

Asn

Tyr

Ser

Phe

385

Phe

Ala

Gln

Gly

Thr

Val

Glu

290

Lys

Pro

Val

Asp

Tyr

370

Leu

Gly

Tyr

Lys

Trp

Asp

Leu

275

Phe

Glu

Asn

Ser

Asp

355

Ile

Asn

Tyr

Thr

Glu
435

Leu

Asn

260

Gly

Met

Glu

Asn

Leu

340

Pro

Lys

Gln

Thr

Thr

420

Arg

Ser

245

Met

Trp

Lys

Val

Phe

325

Asn

Gln

Thr

vVal

Ala

405

Arg

Lys

230

Ile

Glu

Phe

Thr

Arg

310

Arg

Leu

Ile

Glu

Leu

390

Trp

Arg

Pro

Thr

Asp

Ala

Gly

295

Gly

Pro

Arg

Leu

Asp

375

Gln

Thr

Gly

Lys

Leu

Val

Asn

280

Ala

Thr

Ser

Gln

Ile

360

Thr

Ala

Leu

Leu

Ser
440

33446

Gly

Ile

265

Pro

Met

Ala

Asn

Val

345

Ser

Thr

Ile

Leu

Phe

425

Ser

Ser

250

Asn

Ile

Ile

Asp

Thr

330

Leu

Glu

Ala

Lys

Asp

410

Tyr

Ala

-272-

235

His

Cys

His

Pro

Phe

315

Val

Asn

Asn

Ile

Phe

395

Gly

Val

His

Trp

Gln

Gly

Glu

300

Phe

Val

Trp

Gly

Tyr

380

Asp

Phe

Asp

Tyr

Ile

His

Asp

285

Phe

Ala

Lys

Ile

Trp

365

Met

Glu

Glu

Phe

Tyr
445

Glu

Ser

270

Gly

Ser

Phe

Met

Lys

350

Phe

Met

Ile

Trp

Asn

430

Lys

Pro

255

Met

Asp

Glu

Ser

Gly

335

Leu

Thr

Lys

Arg

Gln

415

Ser

Gln

240

Asn

Ser

Tyr

Ala

Phe

320

Gln

Glu

Asp

Asn

Val

400

Asp

Glu

Ile



33446

Ile Gln Asp Asn Gly Phe Pro Leu Lys Glu Ser Thr Pro Asp Met Lys
450 455 460

Gly Arg Phe Pro Cys Asp Phe Ser Trp Gly Val Thr Glu Ser Val Leu
465 470 475 480

Lys Pro Glu Phe Thr Val Ser Ser Pro Gln Phe Thr Asp Pro His Leu
485 490 495

Tyr Val Trp Asn Val Thr Gly Asn Arg Leu Leu Tyr Arg Val Glu Gly
500 505 510

Val Arg Leu Lys Thr Arg Pro Ser Gln Cys Thr Asp Tyr Val Ser Ile
515 520 525

Lys Lys Arg Val Glu Met Leu Ala Lys Met Lys Val Thr His Tyr Gln
530 535 540

Phe Ala Leu Asp Trp Thr Ser Ile Leu Pro Thr Gly Asn Leu Ser Lys
545 550 555 560

Val Asn Arg Gln Val Leu Arg Tyr Tyr Arg Cys Val Val Ser Glu Gly
565 570 575

Leu Lys Leu Gly Val Phe Pro Met Val Thr Leu Tyr His Pro Thr His
580 585 590

Ser His Leu Gly Leu Pro Leu Pro Leu Leu Ser Ser Gly Gly Trp Leu
595 600 605

Asn Met Asn Thr Ala Lys Ala Phe Gln Asp Tyr Ala Glu Leu Cys Phe
610 615 620

Arg Glu Leu Gly Asp Leu Val Lys Leu Trp Ile Thr Ile Asn Glu Pro
625 630 635 640

Asn Arg Leu Ser Asp Met Tyr Asn Arg Thr Ser Asn Asp Thr Tyr Arg
645 650 655

Ala Ala His Asn Leu Met Ile Ala His Ala Gln Val Trp His Leu Tyr
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Asp

His

Lys

705

Pro

Ala

Thr

Leu

Asn

785

Arg

Lys

Ile

Arg

Leu
865

Arg

Cys

690

Ala

Leu

Ser

Ala

Asn

770

Arg

Leu

Leu

Thr

Lys

850

Ile

Gln

675

Asp

Ala

Phe

Lys

Lys

755

His

Ser

Ser

Leu

Ala

835

Tyr

Asp

660

Tyr

Trp

Glu

Lys

Asn

740

Glu

Phe

Val

Ser

Ala

820

Asn

Tyr

Lys

Arg

Ala

Arg

Thr

725

Gln

Ser

Thr

Ala

Pro

805

Trp

Gly

Leu

Val

Pro

Glu

Phe

710

Gly

Arg

Arg

Thr

Asp

790

Ser

Ile

Ile

Glu

Lys
870

Val

Pro

695

Leu

Asp

Gly

Leu

Arg

775

Arg

Arg

Arg

Asp

Lys

855

Ile

Gln

680

Ala

Gln

Tyr

Leu

Val

760

Phe

Asp

Leu

Arg

Asp

840

Tyr

Lys

33446

665

His

Asn

Phe

Pro

Ser

745

Lys

Val

Val

Ala

Asn

825

Leu

Val

Gly

Gly

Pro

Glu

Ser

730

Ser

Gly

Ile

Gln

Val

810

Tyr

Ala

Gln

Tyr
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Ala

Phe

Ile

715

Val

Ser

Thr

His

Phe

795

Thr

Arg

Leu

Glu

Tyr
875

Val

Val

700

Ala

Met

Val

Val

Lys

780

Leu

Pro

Asp

Glu

Ala

860

Ala

Ser
685

Asp

Trp

Leu

Asp

765

Gln

Gln

Trp

Arg

Asp

845

Leu

Phe

670

Leu

Ser

Phe

Glu

Pro

750

Phe

Leu

Asp

Gly

Asp

830

Asp

Lys

Lys

Ser

His

Ala

Tyr

735

Arg

Tyr

Asn

Ile

Val

815

Ile

Gln

Ala

Leu

Leu

Trp

Asp

720

Ile

Phe

Ala

Thr

Thr

800

Arg

Tyr

Ile

Tyr

Thr
880



Glu Glu Lys

Ala Lys Ser

Leu Pro Ala
915

Thr Asp Cys
930

<210> 159
<211> 53
<212> PRT

Ser

Ser

900

Glu

Thr

Lys

885

Val

Asn

Ile

<213> Homo sapiens

<400> 159
Met Glu Lys
1

Lys Cys Pro

Asn Gly Lys
35

Arg Tyr Ala
50

<210> 160
<211> 34
<212> PRT

Lys

Ser

20

Glu

Thr

Leu

Ser

Phe

Trp

<213> Homo sapiens

<400> 160

Pro Arg

Gln Phe

Arg Ser

Cys Ser
935

His Ala

Gly Thr

Lys Pro

Phe

Tyr

Pro

920

Phe

Val

Pro

Asp
40

33446

Gly Phe Phe Thr
890

Ser Lys Leu Ile
905

Ala Cys Gly Gln

Leu Val

Pro Ala Ala Lys
10

Asn Pro Thr Leu
25

His Arg Ile Gly

Ser Asp Phe Arg
895

Ser Ser Ser Gly
910

Pro Ala Glu Asp
925

Thr Val Lys Phe
15

Arg Trp Leu Lys
30

Gly Tyr Lys Val
45

Ser Ser Pro Thr Arg Leu Ala Val Ile Pro Trp Gly Val Arg Lys Leu

1

5

10

15

Leu Arg Trp Val Arg Arg Asn Tyr Gly Asp Met Asp Ile Tyr Ile Thr

Ala Ser

20

25
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<210> 161

<211> 34

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 16l
Ser Ser Pro Thr Arg Leu Ala Val Ile Pro Trp Gly Val Arg Lys Leu
1 5 10 15

Leu Arg Trp Val Arg Arg Asn Tyr Gly Asp Met Asp Ile Tyr Ile Thr
20 25 30

Ala Ser

<210> 162

<211> 34

<212> PRT

<213> Rattus sp.

<400> 162
Ser Ser Pro Ser Arg Leu Ala Val Thr Pro Trp Gly Met Arg Lys Leu
1 5 10 15

Leu Gly Trp Ile Arg Arg Asn Tyr Arg Asp Met Asp Ile Tyr Val Thr
20 25 30

Ala Asn

<210> 163
<211> 34
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 163
Ser Ser Pro Ser Arg Leu Ala Val Thr Pro Trp Gly Val Arg Lys Leu
1 5 10 15

Leu Ala Trp Ile Arg Arg Asn Tyr Arg Asp Arg Asp Ile Tyr Ile Thr
20 25 30

Ala Asn
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

33446

164

34

PRT

Khéng biét

ngudn
/note="M& ta Khéng bidt: Polypeptit
tho"

164

Ala Ser Pro Ser Arg Leu Ala Val Met Pro Trp Gly Glu Gly Lys Leu

1

5 10 15

Leu Arg Trp Met Arg Asn Asn Tyr Gly Asp Leu Asp Val Tyr Ile Thr

20 25 30

Ala Asn

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

<400>

165

17

PRT
Mus sp.

165

Phe Ser Gly Asp Gly Lys Ala Ile Trp Asp Lys Lys Gln Tyr Val Ser

1

Pro

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

<220>

<221>
<223>

<400>

5 10 15

166

14

PRT

Trinh tu nhdn tao

ngudn
/note="Mé ta Trinh tu nhén tao: Peptit
tdéng hop"

166

Phe Ser Glu Thr Gly Lys Gln Tyr Gly Ile Lys Asn Ser Thr

1

5 10
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