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(54) KHANG THE LIEN KET VOI THU THE LEPTIN NGUOI VA DUQC PHAM
CHUA KHANG THE NAY

(57) Sang ché dé cap dén khang thé va manh lién két khang nguyén cua khang thé lién két
v6i thy thé leptin nguoi (LEPR) va dugc pham chira khang thé nay. Theo cic phuong an
nhat dinh, sang ché bao gdm khang thé va manh lién két khang nguyén cua khang thé lién
ket v6i LEPR va d6i khang tin hiéu LEPR. Theo céc phuong an nhit dinh, sang ché bao
gdm khang thé va manh lién két khang nguyén cua khang thé lién két voi LEPR khi c6 mt
hoic vang mit leptin. Theo cac phuong an khac, sang ché con bao gém khang thé va manh
lién két khang nguyén cua khang thé thé hién cha van mot phan cua tin hiéu LEPR. Khang
thé va manh lién ket khang nguyén theo sang ché co hiéu qua trong diéu tri nhiéu tinh trang
khac nhau, bao gdm nhung khong chi gio1 han 0, suy mon do ching liét tim xung huyét,
suy mon phoi va suy mon do ung thu, réi loan ty mién nhu bénh viém rudt, bénh lupus ban
do, da xo cing, bénh vay nén, bénh tim mach, cao huyét ap, rdi loan thoai hoa than kinh,
tram cam, bénh ung thu nhu ung thu biéu mé té bao gan, ung thu hic td, ung thu v, va cac
bénh va rbi loan khéc lién quan dén hodc gy ra boi tin hiéu leptin ting.
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Linh vue k¥ thuat duge dé cap
Sang ché dé cap dén khéang thé va manh lién két khang nguyén cua khang thé

lien két voi thu thé leptin (LEPR), va dugc pham chira khang thé nay.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Leptin 1a hoocmon polypeptit dugc bidu hién chu yéu béi md md va tham gia
vao diéu hoa qud trinh trao d6i chit, can bang niang lugng va hép thu the an. Hoat
tinh leptin dugc trung hoa bang céch tuong tac voi, va bang cach truyén tin hiéu thong
qua, thu thé leptin. Thu thé leptin, (con duoc goi la “LEPR”, “WSX”, “thu thé OB”,
“OB-R”, va (CD295) 1a thu thé xuyén mang don cua ho thu thé xytokin 16p I c6 mién
ngoai bao rong (818 axit amin). Biéu hién tang lén cua leptin, thu thé leptin Ob-R hodc
¢ hai co thé gy ra nhiéu réi loan bao gébm, nhung khong chi gi¢i han 0, chung biéng
an hodc roi loai an uéng tam than khéc, chimg suy mon do bénh than man tinh, céac suy
mon khéac nhu suy mon do ching liét tim xung huyét, suy mon phoi, suy mon do birc
xa, va suy mon do ung thu, roi loan tu mién nhu bénh viém rudt, bénh lupus ban do, da
xo cung, bénh Véy nén, bénh tim mach, cao hLlyét ap, trAm cam, bénh gan nhiém mdo
khong do rugu, rdi loan thodi hoa than kinh, ung thu nhu ung thu biéu md té bao gan,
ung thu hic td va ung thu va.

Céac phuong phép tri liéu duge d& xudt hudng dén xi 1y tin hiéu leptin ting cao
bao gom st dung chét d6i khing peptit thu thé leptin va chit dbi khang dot bién nhu
bién thé thu thé leptin hoa tan, chét dbi khang LEPR canh tranh nhu khang thé 9F8
(Fazeli et al (2006) J Immunological Methods 312, 190-200) hodc thu thé leptin
hudng dich khang thé nano (McMurphy et al., PLOS One (2014) 9(2):89895), mién
fibronectin I1I, cac chét lam ngon miéng (vi dy, ghrelin va NPY), phong bé chét trung
gian cubi dong cua leptin (vi du, thu thé melanocortin 4) va/hodc thay d6i phong cach
séng. Tuy nhién, cdc phuong phéap nay thuong ¢6 hi¢u qua han ché. Do do, can phai co
phuong phap khac dé diéu tri khang leptin va cdc tinh trang khac lién quan dén ham

luong leptin huyét thanh tdng cao va/hodc tin hi¢u LEPR quéa muec.

Danh sach trinh tu
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Ban sao cua trinh tu duogc ndp cung voi ban mo ta théng qua EFS-Web 1a trinh
fu duoc dinh dang ASCII co tén tép la
2017 1 1_08_10271WOOl_SEQ‘LIST_ST25.TXT, ngay tao la ngay 09 thang 11 nam
2017, va kich thuge khoang 87.4 kilobyte. Trinh tu nay nam trong tai liéu dinh dang

ASCII 1a mot phin ctia ban mo6 ta va duoc két hop toan bd vao day dé tham khéo.

Ban chét ky thuét clia sing ché

Sang ché dé xuét khang thé va manh lién két khang nguyén cua no lién két voi
thu thé leptin nguoi (LEPR). Khang thé theo sang ché 1a khang thé ddi khang; tuc la
viéc khang thé khang LEPR theo sdng ché lién két v6i LEPR dan dén phong bé hoic
lam giam didu hoa tin hiéu thu thé leptin & té bao. Theo d6, theo nhiéu phuong an,
khéang thé ddi khang theo séng ché bidu hién hoat tinh chtl van mot phan rat yeu Thay
vao do, khang thé theo sang ché co hiéu qua, vi du, trong lam giam diéu hoa hoat tinh
sinh hoc cua leptin ¢ dbi tuong. Do do, khang th& va manh lién két khdng nguyén theo
sang ché co6 hiéu qua trong diéu tri bénh va roi loan lién quan dén tin hiéu leptin tang
cao.

Khang thé theo sang ché c6 thé la khing thé ddy dii chidu dai (vi du, khang the
IgG1 hodc IgG4) hodc co thé chi bao gom phan lién két khang nguyén (vi du, manh
Fab, F(ab’)2 hay scFv), va ¢ thé duoc bién doi dé tac dong dén churc nang, vi du, de
loai b céc chirc nang phan Ung lai kich thich khong cin thiét (Reddy et al., 2000, J.
Immunol. 164:1925-1933).

Céc khang thé dbi khang LEPR minh hoa theo sang ché duogc trinh bay trong
bang 1 va bang 2 trong ban mo ta nay. Bang 1 trinh bay cac ma nhan biét trinh tu axit
amin ctia ving bién doi chudi nang (HCVR), ving bién d@di chudi nhe (LCVR), ving
«éc dinh b tro chudi nang (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) va ving xac dinh bd sung
chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) cua cac khéang thé khang LEPR minh hoa.
Bang 2 trinh bay cic ma nhén dang trinh tu axit nucleic cia HCVR, LCVR, HCDRI,
HCDR2, HCDR3, LCDRI1, LCDR2 va LCDR3 cua cac khang thé khang LEPR minh
hoa.

Sang ché dé xuét khing thé hodc manh lién két khang nguyén clia no lién két
didc hiéu véi LEPR, bao g0om HCVR ¢6 trinh tu axit amin duoc chon t trinh tu bat ky

trong sb cdc trinh tyr axit amin HCVR dugc liét ké trong bang 1, hodc trinh tu gan nhu
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frong tu ciia n6 c6 do tuong dong v& trinh tu it nhét 1a 90%, it nhat 95%, it nhét 98%
hodc it nhat 99%.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia no lién
két dac hiéu véi LEPR, bao gdbm LCVR ¢0 trinh tu axit amin duoc chon tir trinh tu bét
ky trong sé cac trinh tu axit amin LCVR dugc liét ké trong bang 1, hodc trinh tu gin
nhu tuong tu cua nd co do tuong ddng vé trinh ty it nhét 90%, it nhat 95%, it nhét 98%
hodc it nhat 99%.

Sang ché con d& xuit khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cua né lién
két dac hiéu véi LEPR chtra cap trinh tu axit amin HCVR va LCVR (HCVR/LCVR)
¢6 trinh tu bat ky trong sé céc trinh tu axit amin HCVR dugce liét k& trong bang 1 bt
cap voi trinh tu bét ky trong s& cac trinh tu axit amin LCVR dugc ligt ké trong bang 1.
Theo mot s6 phu'orng an, sang ché dé xuit khang thé, hoic manh lién két khang nguyén
ctia n6, chira cap trinh tu axit amin HCVR/LCVR duoc chira trong khang thé bat ky
trong s6 cac khang thé khang LEPR vi du duogc liét ké trong bang 1. Theo cac phuong
4n nhat dinh, cap trinh tu axit amin HCVR/LCVR duoc chon tir nhom bao gom SEQ
D NO: 2/10, 18/10, 26/10, 34/10, 42/10, 50/10, 58/10, 66/10, va 74/82.

Sang ché con dé xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két dac hiéu v6i LEPR, chua CDR1 chudi ning (HCDRI) c6 trinh tu axit amin duogc
chon tu trinh tu bét ky trong 36 céc trinh tu axit amin HCDR1 dugc liét ké trong bang
| hodc trinh tu gan nhu tuong tu clia no co do tuong dong v& trinh tu {t nhat 90%, it
nhat 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché con dé xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua noé lién
két dac hiéu voi LEPR, chua CDR2 chubi ning (HCDR2) ¢6 trinh ty axit amin duoc
chon tu trinh tu bét ky trong sé cac trinh tu axit amin HCDR2 dugc liét ké trong bang
1 hoac trinh ty gén nhu tuong tu cua nd c6 do tuong déng vé trinh tu it nhat 90%, it
nhat 95%, it nhét 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché con dé xuat khéng thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két dic hiéu véi LEPR, chira CDR3 chudi ning (HCDR3) ¢o trinh tu axit amin duoc
chon tur trinh tu bt ky trong s6 cac trinh tu axit amin HCDR3 duoc liét ké trong bang
1 hodc trinh tu gan nhu tuong tu cta nd cd do tuong dong v& trinh tw it nhit 90%, it

nhét 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%.
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Sang ché con dé xuét khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cta no lién
két dic hiéu véi LEPR, chita CDR1 chudi nhe (LCDRI) ¢6 trinh tu axit amin dugc
chon tur trinh tu bét ky trong sé cac trinh tu axit amin LCDR1 duoc liét ké trong bang
1 hodc trinh ty g?m nhu tuong tu ctia n6 ¢ do tuong déng vé trinh tu it nhat 90%, it
nhit 95%, it nhét 98% hodc {t nhit 99%.

Sang ché con d& xuét khang thé hogc manh lién két khang nguyén cda no lién
két dac hiéu v6i LEPR, chua CDR2 chudi nhe (LCDR2) c¢6 trinh tu axit amin dugc
chon tur trinh tu bt ky trong s6 céc trinh tu axit amin LCDR2 dugc liét ké trong bang
1 hoac trinh tu gén nhu tuong tu cua nd co do tuong d6ng vé trinh tu it nhét 90%, it
nhit 95%, it nht 98% hogc it nht 99%.

Sang ché con dé xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta no lién
két dac hiéu véi LEPR, chua CDR3 chudi nhe (LCDR3) c6 trinh tu axit amin duoc
chon tu trinh tu bét ky trong s6 céc trinh tu axit amin LCDR3 duoc liét ké trong bang
1 hodc trinh tu gﬁn nhu twong tu cua no6 c¢6 do tuong déng vé trinh tu it nhét 90%, it
nhat 95%, it nht 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché con d& xuét khang thé hogc manh lién két khang nguyén cta no li€n
két dic hiéu voi LEPR, chua cdp trinh ty axit amin HCDR3 va LCDR3
(HCDR3/LCDR3) c6 trinh ty bt ky trong s4 céc trinh tu axit amin HCDR3 dugc liét
ké trong bang 1 bét cip voi trinh tu bét ky trong s6 cac trinh tu axit amin LCDR3 dugc
liet ké trong bang 1. Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé, hoic
manh lién két khang nguyén cua nd, co cap trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3 dugc
chira trong khéng thé bit ky trong s6 céc khing thé khéng LEPR vi du duoc ligt ké
trong bang 1. Theo cac phuong an nhat dinh, cap trinh tu axit amin HCVR/LCVR
duoc chon tr nhém bao gém SEQ ID NO: 8/16, 24/16, 32/16, 40/16, 48/16, 56/16,
64/16, 72/16, 80/16 va 80/88.

Sang ché con dé xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia nd lién
két dic hiéu voi LEPR, chtra tap hop gom sau CDR (cu thé 1a, HCDR1, HCDR2,
HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3) duogc chira trong khing thé bét ky trong s6 cac
khéng thé khang LEPR vi du dugc liét ké trong bang 1. Theo cac phuong 4n nhét dinh,
tap hop trinh ty axit amin HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3
duoc chon tir nhém bao g6m cdc SEQ ID NO: 4, 6, 8, 12, 14, 16; 20, 22, 24, 12, 14,
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16; 28, 30, 32, 12, 14, 16; 36, 38, 40, 12, 14, 16; 52, 54, 56, 12, 14, 16; 60, 62, 64, 12,
14, 16; 68, 70, 72, 12, 14, 16; va 76, 78, 80, 84, 86, 88.

Theo phuong én lién quan khac, sang ché dé xuit khang thé, hoic manh lién két
khéng nguyén cta no lién két dic hiéu voi LEPR, bao gbm tap hop gbm séu CDR (cu
thé 1a, HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI, LCDR2, va LCDR3) dugc chtra trong cdp
trinh tu axit amin HCVR/LCVR nhu duoc xac dinh béng khang thé bét ky trong sb céc
khéng thé khang LEPR vi du duoc liet ké trong bang 1. Vi dy, sang ché bao gbdm céc
khéng thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két dac hiéu véi LEPR,
bao g@)ln tap hop trinh tur axit amin HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI1, LCDR2, va
[LCDR3 chua trong cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc lya chon tir nhom gém
cac SEQ ID NO: 2/10, 18/10, 26/10, 34/10, 42/10, 50/10, 58/10, 66/10, va 74/82.
Phuong phap va k¥ thuat dé xac dinh CDR trong trinh ty axit amin HCVR va LCVR la
da biét trong linh vuc nay va co thé duoc st dung dé xéac dinh CDR trong trinh tu axit
amin HCVR vi/hode LCVR cu thé duge boc 16 trong ban md td nay. Vi du vé quy uéce
ma c6 thé dugc su dung dé xéac dinh ranh gi¢i cia CDR bao gém, vi du, dinh nghia
Kabat, dinh nghia Chothia, va dinh nghia AbM. Néi chung, dinh nghia Kabat dua trén
su bién thién vé trinh tu, dinh nghia Chothia dya trén vi tri cua vung cAu tric vong lap,
va dinh nghia AbM la su diéu chinh giita phuong phap ctia Kabat va Chothia. Xem vi
du, Kabat, “Sequences of Proteins of Immunological Interest,” National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani et al., J Mol Biol. 273:927-948 (1997);
and Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-9272 (1989). Céc co s¢ dir licu

cdng khai cling ¢6 sin dé nhan biét trinh ty CDR trong khang thé.

Sang ché cling dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cho céac khang thé khang
LEPR hoic cdc phan ctia n6. Vi du, sing ché con dé xuét cac phan tir axit nucleic ma
hoa cho trinh tu axit amin HCVR bit ky duoc liét ké trong bang 1; theo phuong an
nhit dinh, cac phén tir axit nucleic bao gém trinh ty polynucleotit duoc chon tu trinh
tu axit nucleic HCVR bat ky dugc liét ké trong bang 2, hoac trinh tu vé co ban trong

fir ¢6 do twong dong trinh tu {t nhat 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché ciing dé xuit cac phan tr axit nucleic mé hoa cho trinh tu axit amin
LCVR bét ky dugc liét ké trong bang 1; theo phuong an nhét dinh, phan tir axit nucleic
bao gém trinh tu polynucleotit dugc chon tur trinh tu axit nucleic LCVR bét ky dugc
liét ké trong bang 2. hodc trinh tu vé co ban tuong tu ctia no co do tuong ddng trinh tu
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{t nhit 90%. it nhat 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché & ciing dé xuét céc phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh ty axit amin
HCDRI bat ky duge liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh, phan tr axit
nucleic bao gém trinh ty polynucleotit duoc chon tur trinh tur axit nucleic HCDR1 bét
ky dugc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu vé co ban tuong ty ¢6 do tuong ddng trinh

fur it nhat 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hoic it nhit 99%.

Sang ché con dé xudt cac phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh ty axit amin
HCVR2 bét ky duge liét ké trong bang 1 theo phuong an nhét dinh, cac phén tir axit
nucleic bao gém trinh tu polynucleotit dugc chon tur trinh tur axit nucleic HCVR2 bat
ky duoc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu vé co ban tuong ty ¢6 do tuong ddng trinh

tur it nhét 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché con dé xudt cac phan tur axit nucleic mé hoa cho trinh ty axit amin
HCVR3 bét ky duge liét ké trong bang 1 theo phuong an nhét dinh, cac phan tir axit
nucleic bao gém trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh ty axit nucleic HCVR3 bit
ky duge liét ké trong bang 2, hodc trinh tu vé co ban tuwong tu ¢6 do tuong déng trinh

tur it nhét 90%, it nhét 95%, it nhat 98% hogc it nhét 99%.

Sang ché con d& xudt cac phan ti axit nucleic ma hoa cho trinh ty axit amin
LCVRI1 bt ky duoc liét ké trong bang 1; theo phuong an nhét dinh, c4c phan tir axit
nucleic bao gém trinh tu polynucleotit dugc chon tr trinh ty axit nucleic LCVRI bat
ky dugc liét ké trong bang 2, hodc trinh ty vé co ban tuong tu c¢6 do tuong déng trinh

tur it nh&t 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché con d& xuét cac phan t axit nucleic ma hoa cho trinh ty axit amin
LCVR2 bat ky duge liét ké trong bang 1; theo phuong an nhét dinh, cdc phén tir axit
nucleic bao gom trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu axit nucleic LCVR2 bét
ky duoc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu vé co ban twong tu c6 do tuong déng trinh

tur it nhit 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché con dé xudt cac phan tir axit nucleic mé hoa cho trinh tu axit amin
LCVR3 bét ky dugc liét ké trong bang 1; theo phuong an nhét dinh, cdc phan tir axit
nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu axit nucleic LCVR3 bt
ky dugc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu vé co ban twong tu c6 do tuong ddng trinh
it nhét 90%, it nhit 95%, it nhét 98% hodc it nhat 99%.
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Sang ché con dé xuét phan tir axit nucleic ma héa HCVR, trong d6 HCVR chura
tap hop g6m ba CDR (cu thé 1, HCDR1, HCDR2, HCDR3), trong d6 tap hop trinh tu
axit amin HCDR1, HCDR2, HCDR3 nhu dugc xé4c dinh bang khang thé bat ky trong
36 cac khang thé khang LEPR vi du dugc liét ké trong bang 1.

Sang ché con dé xuét phén tr axit nucleic ma hoa LCVR, trong d6 LCVR chta
tap hop ba CDR (cu thé 1a, LCDR1, LCDR2, LCDR3), trong d6 tap hop trinh tu axit
amin LCDR1, LCDR2, LCDR3 nhu dugc xac dinh bang khang thé bat ky trong s céc
khéang thé khang LEPR vi du dugc liét ké trong bang 1.

Sang ché cling con d& xuét cdc phan ti axit nucleic mé héa cho ca HCVR va
LCVR, trong d6, HCVR bao ¢dm trinh ty axit amin c6 trinh tu axit amin HCVR bt ky
duoc liét ké trong bang 1, va trong do, LCVR bao g6m trinh tu axit amin tU trinh tu
axit amin LCVR bt ky duoc liét ké trong bang 1. Theo cac phuong an nhét dinh, phan
tur axit nucleic bao gém trinh ty polynucleotit dugc lya chon tur céc trinh tu axit nucleic
HCVR bit ky dugc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu vé co ban tuong tu c6 do tuong
dong trinh tu it nhét 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99% va trinh tu
polynucleotit dugc lya chon tu trinh tu axit nucleic LCVR bét ky dugc liét ké trong
bang 2, hoac trinh tu vé co ban tuong tu cé do tuong ddng trinh tu it nhét 90%, it nhat
95%, it nhét 98% hodc it nhét 99%. Theo mot sé phuong an theo khia canh nay cua
sang ché, phan (i axit nucleic ma héa HCVR va LCVR, trong d6 HCVR va LCVR déu

duoc tao ra tir cing mot khang thé khang LEPR duoc li¢t ké trong bang 1.

Sang ché con dé xuét vecto biéu hién téi td hop c6 thé biéu hién polypeptit chira
ving bién ddi chudi nhe hogc chudi nang cua khang thé khang LEPR. Vi du, sdng ché
bao gom vecto biéu hién tai to hop chira phan t bt ky trong sb cac phan tir axit
nucleic nhu duge mo ta trén day, cu thé 1a, phan t axit nucleic ma hoa bét ky trong 50
HCVR, LCVR, va/hodc trinh tu CDR nhu dugc md ta trong bang 1. Cing bao gom
trong pham vi sang ché 14 céc té bao chu chira cac vecto nay, cling nhu cac phuong
phdp san xuét khéng thé hay phan khéng thé ctia né bang viéc nudi chy té bao chu

trong diéu kién cho phép san xuét khang thé hodc cac doan khing thé va thu hdi khang

thé va cac doan khang thé da duoc san XUuAt.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap duoc pham chtra khang thé nguoi tai

t6 hop hodc doan khang thé ctia n6 ¢6 kha nang lién két dic hiéu v6i LEPR, va chat
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mang dugc dung. Theo khia canh lién quan, sang ché dé xuét duoc phém; ma la duogc
phém két hop cta khang thé khang LEPR va chét tri lidu thu hai. Theo mot khia canh,
chét trj liéu thtr hai la chat bt ky ma dugc két hop mot cach co loi voi khang thé
khang LEPR.

Theo khia canh khdc, sang ché dé xuit phuong phap diéu tri dé giam diéu hoa
hodc loai b tin hiéu LEPR st dung khang thé khang LEPR hodc phén lién két khang
nguyén cta khang thé theo sdng ché. Phuong phap diéu tri theo nhu khia canh nay cua
sang ché bao gbm viéc cho ddi twong can dén phuong phap nay dung lugng dugc
pham diéu tri hiéu qua chtra khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia khang thé
theo sang ché. R&i loan duge diéu tri la bénh hodc tinh trang bénh ly bat ky ma duoc
cai thién, duge lam thuyén giam, bi Uc ché hodc duoc ngan nglra bang giam diéu hoa
hodc loai bo tin hiéu LEPR, hodc ngin chan hoat tinh cua leptin.

Céc phuong an khic s€ trd nén ro rang thong qua phan mo ta chi tiét séang ché
dudi day.

M6 ta vin tit cac hinh v@

Fig.1 minh hoa thay dbi theo ti 1& phan trim vé sy hip thu thirc dn cua chudt
duge didu tri bing 30 mg/kg khang thé khang LEPR H4HI17322P2, H4H18457P2,
hoic H4H18464 hodc bang khang thé dbi chimg kiéu tuong duong.

Fig.2 minh hoa thay dbi theo ti 1é phﬁn trdm trung binh v& thé trong cta chudt
duoc didu tri bing 30 mg/kg khang thé khing LEPR H4H17322P2, H4H18457P2,
hoic H4H18464 hoac bing khing thé ddi chimg kiéu tuong duong. |

Fig.3 minh hoa khéi lugng chét béo trung binh cta chudt duge didu tri bang 30
mg/kg khang thé khang LEPR H4H17322P2, H4H18457P2, hodc H4H18464 hodc
bang khéang thé dbi chimg kiéu tuong duong.

MG ta chi tiét sang ché

Trude khi bit diu mo ta sang ché, can phai hiéu rang, sang ché nay khong bi
giGi han ¢ cac diéu kién thi nghiém va phuong phap cu thé da mo ta, cac dicu kién va
phuong phép nay co thé thay doi. Ciing can hiéu rang, cac thudt nglt dugc su dung
trong sang ché chi duoc ding véi muc dich md ta cac phuong an cu thé, va khong lam

gi¢i han do pham vi ctia sang cheé bi gidi han boi yéu cau bdo ho.
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Tru khi dugc chi ra khac, tAt ca thuat ngtr ky thuat va khoa hoc dugc st dung
trong ban mod ta nay cO y nghia nhu thuong dugc hiéu boi ngudi co hidu biét trung
binh trong linh vuc k§ thuédt. Nhu duoc st dung trong bdn md td nay, thuat ngt
“khoang”, khi dugc st dung dé tham chiéu dén céc gia tri dang sé dugce trich dan cu
thé, c6 nghia 1a gia tri nay co thé thay doi khong qua 1% so v6i gia tri trich dan. Vi du,
nhu duge st dung trong ban md ta nay, thuét ngtt “khoang 100” bao gdm 99 va 101 va

tat ca cdc gia tri nam trong khoang (vi du, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, v.v.).

Mic du bt ky phuong phap va nguyén liéu nao tuong ty hodc tuong duong Vol
phuong phap va nguyén liéu dugc md ta ¢ day déu c6 thé dugc su dung trong thuc
nghiém hodc thir nghiém sang ché, nhung cdc phuong phap va nguyén li¢u uu tién s€
dugc mo ta. TAt ca cac bang sdng ché, don sang ché va cdc cong bd khong phai sang

ché da néu trong phan mo ta dugc ket hop vao day bang cach vién dan.

Dinh nghia

Thuét ngtt “thu thé leptin, “LEPR” va tuong t, nhu duogc st dung trong ban
mo ta nay dung dé chi thy thé leptin nguoi, c6 trinh tu axit amin nhu dugc néu trong
SEQ ID NO: 89 (xem UniProtKB/Swiss-Prot Accession No. P48357). Tén thay thé
cho LEPR duoc st dung trong tai li¢u khoa hoc bao gom “thu thé OB”, “OB-R” va
«CD295”. LEPR con duoge goi 1a “WSX” (vi du, xem patent M§ s 7,524,937). Thuat
ngtt “LEPR” bao gbm ca phan tir LEPR don phan va da phan (vi du, nhi phén). Nhu
duoc str dung trong ban mo td nay, thudt ngl “ BPR nguoi don phan” c¢6 nghia la
protein LEPR hogic mot phin ctia n6 khong chita hodc 6 vung da phan héa bét ky va
ton tai dudi cac diéu kién binh thuong dudi dang phén tr LEPR don 1é khong can lién
két vat ly truc tiép voi phan tdr LEPR khac. Phan tt LEPR don phan minh hoa dugc
goi trong ban mo td nay la “hI EPR.mmh” c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ 1D NO:
90 (vi du, xem vi du 3 trong ban mo ta nay). Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay,
thuat ngit “LEPR ngudi nhi phan” c6 nghia la ¢hu triic chira hai phan tir LEPR lién ket
v4i nhau thong qua cAu ndi, lién két cong hoa tri, lién két khong cong hoa tri, hodc
thong qua vang da phan hoa nhu mién Fe cia khang thé. Phan tir LEPR nhi phan minh
hoa 1a phan t&r dugc goi trong ban mo ta nay la “hLEPR.mFc” ¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 91 (vi du, xem vi du 3 trong ban mo ta nay), hodc phén tir duoc
goi trong ban mo ta nay la “h EPR.hFc” ¢o trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
92. Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, cac thuat ngl “khang thé khang LEPR”,
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“khang thé lién két dic hiéu véi LEPR”, “protein lién két dic hiéu véi LEPR”, va
twong tu, trir khi dugc chi ra cy thé khac, dung dé chi cac phan tu lién két voi LEPR
ngudi diy du chidu dai, LPER ngudi don phan, LEPR ngudi nhi phén, hodc chu tric
khac bao gom hodc chi bao gOm ving ngoai bao LEPR.

TAt ca cac protein, polypeptit va manh protein duoc dé cap ¢ day dung dé chi
protein, polypeptit va ménh protein ¢ nguoi trir khi duoc chi ra rd rang la protein,
polypeptit va manh protein ctia cac loai khong phai cua nguoi. Do do, thudt ngir
“LEPR” ¢6 nghia la LEPR nguoi trtr khi duoc chi ra khac nhu la loai khong phai con
nguoi, vi du, “LEPR chuot”, “LEPR khi”, v.v

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, cach dién dat “LEPR biéu hién bé mit
té bao” nghia la mot hodc nhiéu protein LEPR, hodc vung ngoai bao cua ching duoc
biéu hién trén bé mat ciia mot té bao in vitro hoic in vivo, sao cho it nhit mot phé“m cua
protein LEPR dugc biéu hién & ving ngoai bao cua mang té bao va co thé dén gan voi
phan lién két khang nguyén cua khang thé. “LEPR bidu hién bé mit té bao” co thé bao
gém hodc chi bao g61n protein LEPR dugc biéu hién trén bé mit cia té bao ma thuong
biéu hién protein LEPR (vi duy, trong trang thai tuy nhién hoac kiéu dai). Ngoai ra,
“ EPR biéu hién bé mat té bao” co thé bao gf’)m protein LEPR biéu hién trén bé mit té
bio ciia t& bao ma thuong khong biéu hién LEPR nguoi trén bé mit cua né nhung lai

duoc thiét ké nhan tao dé biéu hién LEPR trén bé mit cta no.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngt nhu “khang thé khang
LEPR”, hodc “khang thé lién két voi thu thé leptin nguoi”, bao gbm ca khang thé don
tri co tinh dac hi¢u don, cing nhu khéang thé dac hiéu kép bao gém nhanh thir nhét lién
K&t voi LEPR va nhanh tht hai lién két khang nguyén (dich) thu cdp, trong d6 nhanh
khang LEPR chua trinh ty bat ky trong sé céc trinh tu CDR hoic HCVR/LCVR nhu

duoc md ta trong bang 1 trong ban mo ta ndy.

Thuét ngtr “khang thé”, nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, nghia 1a bat ky
phtrc hgp phan tit hoac phan tir lien két khang nguyén bao gbm it nhit mot ving Xac
dinh bd tro (CDR) lién két v6i hodc tuong tac ddc hiéu voi khang nguyén cu thé (vi
du, LEPR). Thuét ngtt “khang thé” bao gom phan tu globulin mién dich chira bon
chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) dugc lién két v6i nhau bang

lien két disulfua, cling nhu phén tir protein gbm nhidu don phan cua no (vi du, IgM).
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Mbi chudi ning bao gbm ving bién déi chudi ning (trong ban mo ta nay duoc viét tit
]a HCVR hodc V) va vung hing dinh cta chubi ning. Vung hing dinh cla chudi nang
bao gbm ba vung, Cul, Cu2 va Cy3. Mdi chudi nhe bao gdm vung bién ddi chudi nhe
(trong ban md ta nay dugc viét tit 1a LCVR hodc Vi) va vung hang dinh cta chudi
nhe. Vung hang dinh ctia chudi nhe bao gdm mot ving (CLl). Vung Vi va Vi ¢6 thé
con duoc chia nho thanh ving siéu bién, dugc goi 1a vung xdc dinh bd tro (CDR), dat
gifta cdc vung bao thu hon, duoc goi la vung khung (FR). M3i Vi va Vi bao gdbm ba
CDR va bdn FR, tir ddu tan cing amino dén dau tan cung cacboxy theo thir tu sau:
FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo céc phuong an khic cua sang ché,
FR cia khang thé khang LEPR (hodc ménh lién két khang nguyén cua nd) co thé
twong dong voi trinh tu dong mam & ngudi, hodc co thé dugc bién ddi tu nhién hodc
nhan tao. Mot chudi lién Gng axit amin co thé dugc xac dinh dua vao phép phan tich

k& nhau cua hai hodc nhiéu CDR.

Thuét ngtr “khang thé”, nhu duoc st dung ¢ ddy, cling bao gbém céc manh lién
két khang nguyén cta phan tir khang thé hoan chinh. Thuat nglr “phan lién két khang
nguyén” ctia khang thé, “manh lién két khang nguyén” cua khang thé, va tuong tu, nhu
duoc st dung trong ban mo ta nay, bao g6m polypeptit hodc glycoprotein bét ky c6
trong tu nhién, co thé thu dugc bang enzym, tong hop, hodc dugc bién ddi gen ma lién
két dic hiéu v6i khang nguyén dé tao thanh phtrc hgp. Ménh li€n két khang nguyén
ctia khang thé ¢6 thé c6 ngudn gde, vi dy, tur phan tir khang thé hoan chinh bing cach
str dung bat ky k¥ thudt tiéu chudn nao thich hop nhu thily phan protein hodc ky thuét
thiét ké gen tai td hop bao gbm thao tac di truyén trén gen va biéu hién ADN ma hoa
ving bién dbi va tuy ¥ ving hang dinh cia khang thé. ADN nay di duoc biét déb
va/hodc dé dang thu dugc tur, vi du, nguén thuong mai, thu vién ADN (bao gém, vi du,
thu vién thuc thé khudn-khang thé), hoac c6 thé dugc téng hop. ADN nay c6 thé duoc
oidi trinh tu hodc thao tac bang cac k§ thudt hoa hoe hogc sinh hoc phan tir, vi du, dé
sap xép mot hodc nhiéu ving bién dbi va/hodc ving hang dinh thanh cdu hinh phu
hop, hodc dé dua vao cac ma bd ba, tao géc xystein, sua dbi, thém hodc bét céc axit
amin, v.v..

Vi du khong gidi han v& manh lién két khdng nguyén bao gbm: (i) manh Fab;
(ii) manh F(ab')2; (iii) manh Fd; (iv) manh Fv; (v) phan to Fv (scFv) chudi don; (Vi)

manh dAb: va (vii) don vi nhan di¢n t6i thiéu bao gdm céc gbc axit amin glong hét vé1
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vung siéu bién cua khang thé (vi du, ving xdc dinh b6 trg (CDR) dugc phén lap chang
han nhu peptit CDR3), hodc peptit FR3-CDR3-FR4 rang budc. Phéan tir duoc bién doi
khac, nhu khang thé dac hiéu vung, khang thé don vung, khang thé loai bo vung,
khéng thé kham, khang thé ghép CDR, khang thé doi, khang thé ba, khang thé bén,
khéng thé mini, khang thé nano (vi du: khang thé nano don tri, khang thé nano ludng
tri, v.v.), thubc mién dich m6 dun nho (SMIP), va mién [gNAR bién déi tir ca map,
cling nim trong pham vi y nghia cua thudt ngi “manh lién két khang nguyén” nhu
duogc str dung trong ban mo ta nay.

Manh lién két khang nguyén ctia khang thé thuong sé& bao gbm it nhét mot ving
bién di. Ving bién dbi ¢6 thé c6 kich thude hodc thanh phin axit amin bat ky va
thuong s€ bao gbm it nhat mot CDR ma lién k& hodc ¢ trong khung véi mot hodc
nhiéu trinh tu khung. Trong manh lién két khang nguyén co mién Vy lién két v6i ving
VL, cAc mién Vi va Vi ¢6 thé duge bd tri can xtng v6i nhau theo trat tu thich hop bat
ky. Vi du, ving bién ddi c6 thé 1 nhi phan va chia cdc nhi phanVu-Va, Va-Vi hodc
V1-VL. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén cua khang thé c6 thé chtra ving Vi hodc
Vi don phén.

Theo mot s& phuong dn, manh lién két khang nguyén cua khang thé ¢6 thé chira
it nhat mot ving bién dbi duoc lién két cOng hoa tri voi it nhit mot ving héng dinh.
Cac céu hinh minh hoa, khong bi gi¢i han cua vung hang dinh va ving bién ddi ma co
thé tim thdy trong manh lién két khang nguyén cua khang thé theo sédng ché bao gdm:
(i) Vu-Cul; (i) Vu-Cu2; (iil) Vu-Cu3; (iv) Vi-Cul-Ci2; (v) Vu-Cul-Cn2-Cu3; (vi)
Vi-Cr2-Cr3; (vil) Vi-Cu; (viii) Vi-Cul; (ix) Vi-Cr2; (x) Vi-Cu3; (xi) Vi-Cul-Cn2;
(xii) Vi-Ci1-Ci2-Cu3; (xiii) Vi-Ci2-Cu3; va (xiv) Vi-Cr. Trong cAu hinh bat ky cta
ving bién doi va ving hang dinh, bao gdm cau hinh bét ky trong s4 cac cAu hinh minh
hoa duoc li¢t ké ¢ trén, mién bién ddi va mién héng dinh ¢6 thé lien két truc tiép voi
nhau hodc co thé lién két vai toan bo hodc mot phén vung ban 1& hodc vung lién két.
Ving ban 1& ¢6 thé bao gdm it nhit 2 (vi du. 5, 10, 15, 20, 40, 60 hodc nhiéu hon) axit
amin ma tao ra lién két linh hoat hodc bén linh hoat gitia mién héng dinh va/hodc bién
d6i lién ké trong mot phan tir polypeptit don. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén
cua khang thé theo sang ché c6 thé chta nhi phan gibng nhau hodc nhi phén khac nhau
(hodc da phan khac) cua cAu hinh bét ky trong s6 cac cdu hinh cta ving hing dinh va

vung bién d6i duoc liét ké trén day lién két khong cong hoa tri v6i mot nhau va/hodc
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v mot hodc nhidu vung Vi hoac Vi don phan (vi du, bang (cac) lién két disulfua).

Péi voi phan tir khang thé hoan chinh, manh lién két khang nguyén c6 thé 1a
dic hiéu don hodc da dac hiéu (vi du, dac hiéu kép). Manh lién két khang nguyén da
ddc hiéu cta khang thé s& thuong bao gOm it nhét hai ving bién ddi khac nhau, trong
d6 mdi ving bién dbi c6 kha nang lién k&t dic hidu voi mot khang nguyén riéng biét
hoac voi quyét dinh khang nguyén khac trén cing mot khang nguyén. Bét ky dinh
dang khang thé da dac hiéu nao, bao gbm céc dinh dang Khang thé dac hiéu kép tiéu
biéu duoc boc 10 6 day, co thé duoc chinh stra dé str dung trong pham vi méanh lién két
khang nguyén cta khang thé trong sdng ché st dung cac k¥ thuét thong thuong 6 san
trong linh vuc k¥ thuat.

Theo phuong an nhét dinh cta sang ché, khang thé khéang LEPR theo sang ché
ld khang thé nguoi. Nhu duge st dung & day, thudt ngtt “khang thé nguoi” duge du
tinh d& bao gdm cac khang thé c6 vung bién d6i va ving hang dinh ¢6 ngudn gbe tur
cac trinh tu globulin mién dich dong mam nguoi. Cac khang thé nguoi theo sang ché
¢6 thé bao gdm céc gbc axit amin khong dugc ma hoa boi trinh tu globulin mién dich
dong mam ngudi (vi du, dot bién duoc tao ra b?mg cach gay dot bién ngﬁu nhién hoac
tai vi tri cu thé in vitro hodc béng cch dot bién xoma in vivo), vi du trong cac CDR va
cu thé 1a CDR3. Tuy nhién, thuat ngr “khang thé nguoi”, nhu dugc st dung O day,
khong dugc du tinh dé bao gdm khang thé co trinh tw CDR ¢6 ngudn gbc tir dong mam

cta cac loai dong vat c6 va khic, nhu chudt, dugce ghép vao trinh tu khung cta nguoi.

Khang thé theo sang ché o thé, theo mot s6 phuong an, la khing thé ngudi téi
td hop. Thudt ngir “khang thé nguoi tai to hop”, nhu duge str dung & day, duoc du tinh
dé bao g6m tAt ca céc khang thé nguoi duogc chuén bi, biéu hién, tao ra hodc phan lap
bang cac phuong phap tdi t6 hop, nhu cac khdng thé dugc biéu hién bang cach st dung
vecto biéu hién tai td hop duoc chuyén nhidm vao té bao cht (md ta thém bén dudi),
chc khang thé dugc phén 1ap tir thu vién khang thé nguoi tai to hop, O hop (md ta
thém bén duéi), cac khiang thé dugc phén lap tir dong vat (vi duy, chuot) dugc chuyén
gen cho gen globulin mién dich nguoi (xem, vi du, Taylor et al. (1992) Nucl. Acids
Res. 20:6287-6295) hodc khang thé duge chuan bi, bidu hién, tao ra hodc dugc phan
1ap bang bét ky phuong thire nao khdc lién quan dén cit ndi trinh tu gen globulin mién
dich nguoi voi trinh tu ADN khac. Cac khéng thé ngudi tai t6 hop nay c6 vung bién

dbi hodc vung hing dinh c6 ngudn gbe tur trinh tu globulin mién dich dong mam
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ngudi. Tuy nhién, theo mot s6 phuong an, khéng thé nguoi tai td hop nay duoc dem di
gdy dot bién gen in vitro (hodc, khi dong vat chuyén gen cho trinh tu Ig & nguoi dugc
st dung, dot bién x6ma in vivo) va do do trinh ty axit amin cua vung Vi va VL cua
khéng thé téi t6 hop la trinh ty ma, trong khi co ngudn gbe tr va lién quan dén trinh tu
Vy va Vi dong mam & ngudi, co thé khong c6 trong tu nhién trong dong mam khang
thé ngudi in vivo.

Sang ché bao gém khéng thé c6 mot hodc nhidu dot bién trong ving ban 18,
ving Cu2 hodc Cn3 ma ¢ thé ky vong, vi du, trong san Xuét san xudt, gitp cai thién
hiéu sudt ctia dang khang thé mong mudn.

Khéng thé theo séng ché ¢6 thé 1a khéng thé duoc phan lap. “Khang thé dugc
phén 1ap” dugc sir dung & day, c6 nghia la khang thé dugc nhén biét va duoc phan tach
va/hoac thu hoi tir it nhat mot thanh phén thudc mdi truong tu nhién cua noé. Vi du,
khang thé dwoc phan tach hodc ldy ra tur it nhét mot thanh phin cia co quan, hodc tu
mo hodc té bao, trong d6, khang thé tdn tai trong tu nhién hodc dugc tao ra mot cach
ty nhién, la “khang thé duoc phan 1ap” cho muc dich cua sang ché. Khang thé duoc
phén lap cling bao 26m khing thé in situ trong té bao tai td hop. Khang thé duoc phan
léplékhéngthédﬁuﬁiquaitnhétn@tbuécﬁnhsadlhoécphénlap.Theophugngén
nhit dinh, khang thé dugc phéan lap vé co ban c6 thé khong co cac chat héa hoc
va/hodc vat ligu té bao khic.

Sang ché bao gdm céc bién thé cta khang thé khdng LEPR dugc boc 16 ¢ day
bao gén1rn6thoéc1ﬂﬁéu m;thay1hé,thén1x&ﬂhoéc b6t axit amin trong vung khung
va/hodc ving CDR cua mién bién dbi chudi ning va chudi nhe so voi trinh tu dong
mam tuong tmg ma cac khang thé ¢6 ngudn gbe tir d6. Cac dot bién nay c6 thé dugc
xé4c dinh mot cach dé dang bé‘mg cach so sanh trinh tu axit amin dugc boc 10 trong ban
md ta nay voi trinh ty ¢ san tir, vi du, co s¢ dir liéu trinh tu khang thé cong khai. Sang
ché bao gém khang thé va manh lién két khang nguyén ctia no, co ngudn gbc tir trinh
tu’bétky'Uong;sé cac trinh ty axit amin dugc boc 19 trong ban md ta nay, trong do,
mot hodc nhiéu axit amin trong mot hoac nhiéu vung khung va/hodc vung CDR bi dot
bién thanh (cac) gbc tuong Ung trong trinh ty dong mam ma khéang thé ¢6 ngudn gbe
tﬂ'dé,hoéothénh(@éd)géctuong Ung cua trinh tu d0ng1n§n1ngUOL hodc thanh dot
bién thay thé axit amin bao thu cta (cac) gbe dong mam tuong ung (cac thay d6i trinh
tu nay duoc goi chung trong ban mo ta nay la “dot bién dong mam”). Nguoi ¢o hiéu
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biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay, bat ddu voi trinh ty vang bién ddi cla
chudi ning va chudi nhe duoc bdc 1§ trong ban md ta nay, cO thé dé dang tao ra mot
luong lon khang thé va manh lién két khang nguyén ma chira mot hodc nhidu dot bién
dong mAam riéng ré& hodc td hop cta chung. Theo cac phuong an nhét dinh, tit ca cac
gbc ctia ving khung va/hodc vung CDR trong mién Vyu va/hodc Vi duogc dot bién quay
tror lai cac goe duge tim thy trong trinh tu dong mam ban diu ma khang thé ¢6 ngudn
gde tr d6. Theo cac phuong an khéc, chi mot sd gbe nhét dinh dugc dot bién quay trd
lai trinh tu dong mam ban dau, vi dy, chi cic gbe bi dot bién dugc tim thdy trong 8 axit
amin diu tién cia FR1, hodc trong 8 axit amin cudi cung ctia FR4, hodc chi cac gbe bi
dot bién duoc tim théy & CDR1, CDR2 hogc CDR3. Theo cac phuong 4an khac, mot
hodc nhiéu gbe & vung khung va/hodc ving CDR bi dot bién thanh cac gbc twong Gmg
cua trinh tu dong mAam khac (ttc 13, trinh ty dong mam khac véi trinh tu dong mam ma
khéng thé ltc du c6 ngudn gbe tir d6). Hon nita, khang thé theo sang ché co thé chira
t6 hop bét ky ctia hai hay nhiéu dot bién dong mAm trong ving khung va/hodc viung
CDR. vi du, trong d6 céc gbe riéng 1é nhat dinh bi dot bién thanh gbc twong ng clia
trinh tu dong mam cu thé, trong khi cac géc nhéit dinh khac khac véi trinh tu dong
mam ban dau duogc gitt nguyén hodc bi dot bién thanh gdc twong tng cla trinh tu dong
mAm khac. Sau khi thu hoi, cac khing thé va manh lién két khdng nguyén bao gdm
mot hodc nhiéu dot bién dong mam co thé dé dang kiém tra mot hodc nhiéu dic tinh
mong mudn chéng han nhu, tinh dac hiéu lién két duoc cai thién, ai luc lién két tang
lén, cac ddc tinh déi van hay doéng van duoc cai thién hodc tang cuong (nhu truong
hop ¢o thé), tinh sinh mién dich giam di, v.v..Cdc khang thé va doan khang nguyén thu

duoc theo cach déu nam trong pham vi cua sang che.

Sang ché con bao gom khang thé khang LEPR chia bién thé cia trinh tu bat ky
trong 36 céc trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR dugc boc 16 trong ban mo
ta ndy c6 mot hoac nhiéu su thé thay béo thu. Vi du, sang ché bao gdm khang thé
khang LEPR c¢ trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR véi, vi du, 10 hodc it
hon. § hodc it hon, 6 hodc it hon, 4 hodc it hon, v.v. su thé axit amin bao thu so v&i
trinh tu bat ky trong sb cac bo trinh ty axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR néu
trong bang 1 ciia ban md ta nay. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xuét
khéng thé khang LEPR bao gdm céc trinh ty axit amin HCVR, LCVR va/hodc CDR

bién thé so v6i trinh tu néu trong bang 1 clia ban mo ta nay (vi du, bao gOm sy thay thé
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axit amin béo thu), trong d6 cic khang thé bién thé nay du sao cling c6 mot hodc nhiéu
chtic ning va/hodc dac tinh cua khéng thé khang LEPR minh hoa duoc boc 10 trong
ban mo ta nay.

Thuat nglr “quyét dinh khang nguyén” dung dé chi yéu t6 quyét dinh khang
nguyén ma tuong tac voi vi trf lién két voi khang nguyén cu thé trén vung bién ddi ctia
phén tir khang thé duoc biét dén nhu 1a paratop. Mot khang nguyén c6 thé c¢6 nhiéu
hon mot quyét dinh khang nguyén. Do do, cac khang thé khac nhau c6 thé lién két voi
cac vung khac nhau trén mot khang nguyén va co thé tao ra hiéu qua sinh hoc khac
nhau. Quyét dinh khang nguyén c6 thé ¢6 cu hinh dang thing hoic cAu tric ba chiéu.
Quyét dinh khang nguyén chu trtc ba chiéu dugc tao ra bang cich dé cac axit amin tir
cdc doan khéc nhau ctua chudi polypeptit mach thdng nam canh nhau trong khong gian.
Quyét dinh khang nguyén mach thang duoc tao ra bdi cac gbc axit amin lién ké trong
chudi polypeptit. Trong truong hop nhét dinh, quyét dinh khang nguyén co thé bao

g6m céc phén clia saccarit, nhém photphoryl, hodc nhom sulfonyl trén khéang nguyeén.

Sang ché bao gdm khéng thé khang LEPR va manh lién két khang nguyén cla
n6 bao goém trinh tu axit amin gan nhu tuong tu hodc gin nhu tuong dong v6i mot
hodc nhiéu trinh tu axit amin mién bién do6i hoic CDR nhu dugc tim théy trong bét ky
khéng thé ndo trong sé cac khang thé khdng LEPR minh hoa duogc boc 19 trong ban md
ta nay.

Déi véi polypeptit, thuat nglr “oin nhu twong tu” hodc “yé co ban tuong tu” co
nghia la hai chudi peptit, khi duoc sap thang hang mot cach t5i wu, bang chuong trinh
GAP hoac BESTFIT su dung trong luong khoang tréng mac dinh, tim ra dugc do
tuong déng trinh tu it nhét khoang 95%, va tham chi 8t hon 1a it nhat khoang 96%,
97%. 98%, va 99%. Tt hon 1a, vi tri cac goc khong giéng nhau khé biét boi su thay
thé axit amin bao thu. “Su thay thé axit amin bao thu” la su thay thé trong d6 mot gbc
axit amin duoc thé bing géc axit amin khac co chudi bén (nhém R) co dac tinh hoa
hoc (vi du, dién tich hodc tinh ky nudc) giéng nhau. Noi chung, su thé axit amin bao
thi vé co ban s& khong thay ddi dic tinh chtc ning cta protein. Trong truomg hop khi
hai hodc nhiéu trinh tu axit amin khac nhau bdi su thay thé bao thu, phén tram do
twong dong hay do tuong tu ¢o thé duoc diéu chinh 1én cho ding voi tinh chét ty nhién
cua vi¢c thay thé. Céc phuong phap didu chinh da duoc biét dén rong rai d6i v6i nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay. Xem, vi du, Pearson (1994)
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Methods Mol. Biol. 24: 307-331, ¢ day duoc két hop vao day bang cach vién dan. Vi
du vé nhom axit amin ¢ chudi bén véi cac dac tinh hoa hoc gidng nhau bao gbm (1)
cdc chudi bén béo: glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; (2) cac chudi bén
hydroxyl-béo: serin va threonin; (3) cac chudi bén chira amit: asparagin va glutamin;
(4) céc chudi bén thom: phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; (5) céc chudi bén bazo:
lyxin, arginin, va histidin; (6) cac chudi bén axit: aspartat va glutamat, va (7) cac chudi
bénchﬁaluuhuynhléxyﬂehlvénmﬂonhlCécnhénlﬂmythéaxﬁanﬁnbéothﬁduqc
wu tién la: valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin,
glutamat-aspartat va asparagin-glutamin. Ngoai ra, su thay thé bao thu la bét ky thay
ddi nao c6 gia tri duong trong ma tran logarit PAM250 cta ham hop 1y duoc boc 10
trong Gonnet et al. (1992) Science 256: 1443-1445, dugc két hop vao day bang cach
vién dan. Sy thay thé “twong dbi bao thu” 1a bét ky thay ddi nao co gia tri khong am
UmgnmnﬁnkgMﬁPANDSOdmhmnhqﬂy

Po twong tu trinh tu dbi véi polypeptit, cling duoc goi la do tuong déng Uinh
tu, thuong dugc do bang cich st dung phan mém phan tich trinh tu. Phén mém pﬁﬁn
tich protein nbi cac trinh tu twong tu st dung cic bién phéap do ludong tuong tu voi vige
thay thé, x6a bo hodc cac sua dbi khéc, bao gébm viéc thay thé axit amin bao thu. Vi
du, phan mém GCG bao gém cac chuong trinh nhu Gap va Bestfit, cic phan mém nay
¢6 thé duoc st dung voi thong sb mic dinh dé xac dinh do tuong déng trinh tu hodc do
ddng nhat trinh tu gitta cdc polypeptit gan gili, nhu cac polypeptit tuong dong tur cac
loai khac nhau cua sinh vat hodc gitra protein kiéu dai va bién thé cua no. Xem, vi du,
GCG Version 6.1. Céac chudi polypeptit cling co thé duoc so sanh vdi nhau st dung
FASTA su dung thong s6 mic dinh hodc thong s6 dé nghi, chuong trinh trong GCG
ver6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va FASTA3) cung cap cic sép xép va phan tram
trinh tu nhan biét cla ving xép chong gifta trinh tu truy vén va trinh tu tim kiém
(Pemson(2000)supnﬂ.hﬂétthuéttoénlduk:duQCLnlﬁén}unlkhisosénhirhﬁlurcﬁa
séngchévéicosé(ﬁihéubaogénlnﬁnluongléntﬁnhtut&céeshﬂlvétkhécnhaula
chuong trinh may tinh BLAST, dic biét la BLASTP va TBLASTN, st dung céac thong
s6 mac dinh. Tham khdo vi du Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 va
Altschul ef al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-402, duoc két hop vao day dé tham

khao.
Khéng thé khang LEPR chira bién thé Fc
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Theo phuong an theo nhét dinh cua sang ché, khémg thé khang LEPR dugc dé
vuAt chaa mién Fc c6 chira mot hoac nhiéu dot bién ma lam ting hodc lam giam kha
nang lién két cia khang thé véi thu thé FeRn, vi du, tai pH axit so v6i pH trung tinh.
Vi du, sang ché bao gébm khang thé khang LEPR chtra dot bién trong vung Cn2 hodc
i3 clia mién Fe, trong d6 (céc) dot bién nay lam tang di lue cua mién Fc v6i FcRn
trong mdi truong axit (vi du, trong thé noi bao noi khoang pH tir khoang 5,5 dén
khoang 6,0). Cac dot bién nay c6 thé dan dén ting chu ky ban rd trong huyét thanh cta
khéng thé khi dung cho dong vat. Vi du khong giéi han vé bién d6i Fc nay bao gbm, vi
du, bién dbi & vi tri 250 (vi du, E hodc Q); va 250 va 428 (vi du, L hodc F); 252 (vi du,
L/Y/F/W hodc T), 254 (vi du, S hogc T) va 256 (vi du, S/R/Q/E/D hodc T); hodc bién
d6i o vi trf 428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hoic K) va/hodc 434 (vi du, H/F hoac
Y): hogc bién ddi & vi tri 250 va/hodc 428; hodc bién ddi o vi trf 307 hodc 308 (vi du,
308F. V308F), va 434. Theo mot phuong én, bién ddi bao gdm bién ddi 428L (vi du,
M428L) va 434S (vi du, N434S); bién ddi 428L, 2591 (vi du, V259I), va 308F (vi du,
V308F); bién doi 433K (vi dy, H433K) va 434 (vi du, 434Y); bién ddi 252, 254, va
256 (vi du, 252, 254T, va 256E); bién dbi 250Q va 428L (vi du, T250Q va M428L);
va bién ddi 307 va/hoic 308 (vi du, 308F hodc 308P).

Vi du, sang ché bao g61n khéng thé khang LEPR chta mién Fc c6 mot hodc
nhiéu cip hodc nhom dot bién duogc chon tr nhém bao gém: 250Q va 248L (vi du,
T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T256E); 428L va
434S (vi du, M428L va N4348); va 433K va 434F (vi du, H433K va N434F). Tét ca
cac dang két hop ¢6 thé c6 ctia cac mién Fe dot bién trén day, va dot bién khac trong
ving bién doi cua khang thé duoc boc 16 trong ban md ta nay, déu ndm trong pham vi
cla sang ché.

Khéng thé khang LEPR theo sang ché co thé bao gdm mién Fe duoc bién dbi co
chirc nang phan tGng lai kich thich giam di. Nhu duoc st dung trong ban md ta nay,
“mién Fc bi bién dbi c6 chirc nang phan mg lai kich thich giam di” c6 nghia la phan
Fc cua globulin mién dich da bi bién ddi, dot bién, cét cut, v.v.. so voi mién Fc kiéu
dai, c6 trong tu nhién sao cho phén tir chira Fe bi bién d6i biéu hién su giam tinh trang
. nghiém trong hodc murc do cua it nhét 1a mot tac dong dugc chon tu nhom bao gém
{iéu diét té bao (vi du, ADCC va/hoie CDC), hoat hoa b6 thé, thuc bao va opsonin

hoa. so véi phan ti so sanh chira phién ban kiéu dai, c6 trong tu nhién cta cua phan
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Fc. Theo cac phuong an nhit dinh, “mién Fc bi bién dbi c¢6 chic nang phan ung lai
kich thich giam di” 1a mién Fc co su lién két vai thu thé Fc giam hodc yéu (vi du,
FceyR).

Theo céc phuong an nhét dinh cla sang ché, mién Fc bi bién ddi 1a bién the Fe
IgG1 hodc bién thé Fc IgG4 c6 su thay thé trong ving ban 1&. Vi du, Fc bi bién ddi s
dung trong ngll canh cua sang ché c6 thé bao gdm bién thé Fc IgG1 trong do it nhét
mot axit amin cua vung ban 1é Fc IgG1 dugc thay thé bang axit amin twong Umg tu
vung ban 1& Fc 1gG2. Ngoai ra, Fe bi bién ddi st dung trong nglr canh cua sang ché c6
thé bao gom bién thé Fc IgG4 trong do it nhét mot axit amin cua vung ban 1& Fc 1gG4
duge thay thé bang axit amin twong ung tir vang ban 1& Fc IgG2. Mién Fe bi bién doi
minh hoa, khong gii han duoc sir dung trong ngilt canh cla sang ché duoc néu trong
cong bd don sang ché My s6 2014/0243504, toan bo phin md ta ctia don nay duoc két
hop vao day bing cach vién dan, cling nhu bat ky bién thé chtrc nang tuong duong nao
ctia mién Fc bi bién d6i néu trong tai liéu nay.

Cac viée bién dbi Fe va mién Fe b bién dbi khac dugc st dung frong ngft canh
cia sang ché bao gdm bét ky bién ddi nao dugc dé cdp trong cac tai liéu, US
2014/0171623; US 8,697,396; US 2014/0134162; WO 2014/043361, toan bd phan mo
ta cac cac tai liéu nay dugc két hop vao day bang cach vién dan. Phuong phap xay
dung khang thé hodc protein dung hop li€n két voi khang nguyén chira mién Fc bi bién
ddi nhu duoc mo ta trong ban mo ta nay da duoc biét dén trong linh vuc ky thuat.

Pic tinh sinh hoc cua khang thé

Sang ché bao gdm khéng thé va manh lién két khdng nguyén ctia n6 lién két voi
LEPR nguoi va dbi khang truyén tin hiéu LEPR. Khing thé nay c6 thé duoc goi 1a
“khang thé ddi khang”. Trong ngit cdnh cia sang ché, “dbi khang tin hiéu LEPR” ¢c6
nghia 1a khang thé hodc manh cta no lién Két v6i LEPR va trc ché tac dppmgk ndi bao
ma thuong xay ra do su tuong tac cua leptin voi LEPR trong té bao biéu hién LEPR.
Theo céc phuong an khac, khang thé do6i khang theo séng ché e ché chirc ndng cla
chit chd van LEPR, va/hodc chic nang clia chat chi van mot phan LEPR. Theo cic
phuong an nhit dinh, “d6i khang tin hi¢u LEPR” c6 nghia la c ché viéc hoat hoa
phién ma dugc kich thich bang leptin ciia STAT3, ¢o thé phat hién dugc bang cach st

dung phuong phap bat ky co thé do hodc xac nhan, tuc tiép hodc gian tiép, hoat tinh
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STATS3, vi du, phién ban dugc danh dau cia STAT3 duge biéu hién trong dong té bao
bio céo. Vi du, sang ché con bao g6m khang thé dbi khang va manh lién két khang
nguyén cua no lam giam didu hoa tin hiéu LEPR trong thir nghiém bao cdo trén co so
té bao nhu dugc mo ta trong vi du 6, hodc thtr nghiém tuong tu. Sang ché con bao gdm
khéng thé dbi khang va manh lién két khang nguyén cua no thé hién sy uc ché hoan
toan tin hiéu LEPR cam Gng leptin véi gia trj ICso ndm trong khoang tur 723 mP dén
1,8 nM trong thtr nghiém cta vi du 6 hodc thtr nghiém tuong tu. Thir nghiém lién két
{rén co s6 té bao pht hién ra khang thé lién két v6i t& bao biéu hién LEPR ching han
nhu thtr nghiém duge mo ta trong vi du 5 trong ban md ta nay, chung minh lién két voi
 bao HEK293/hLEPR-GPI c6 ti 1¢ lién két 1a tir 824 dén 3187 JAn khi khong c6 leptin
va tir 398 dén 3106 14n khi c6 mat 1uM leptin. Cac khang thé theo sdng ché duoc phat
hién ra lién két v6i LEPR ngay cé trong c6 mat leptin voi luong vugt qua 1 pM, cho
thiy réng khang thé LEPR theo sdng ché lien két véi cac vi tri trén hLEPR ma khong
trung lap véi vi tri lién két leptin. Sang ché ciing bao gom khéng thé khang LEPR ma
dbi khang tin hiéu leptin nhung cling thic day tin hiéu LEPR m{t phan khi vang mat
leptin; khang thé nay con duoc goi la “chi van mot phan” hodc “khang thé thé hién co

ché chu van tin hiéu LEPR”.

Theo céc phuong an minh hoa cia sang ché, khing thé khang LEPR duoc dé
«<udt lién két véi LEPR ngudi nhi phan (hLEPR.hFe, SEQ ID NO: 92) khi ¢6 mit hoac
vang mat leptin, khong c6 khang thé theo sang ché thé hién su phong bé tuong tac cla
LEPR:leptin trén 40%, vi du, thuong st dung dinh dang thir nghiém nhu dugc xac

dinh trong vi du 4, hodc thi nghiém tuong tu.

Sang ché bao g0m khéng thé va manh lién két khang nguyén ctia nd lién két voi
LEPR nguoi don phén vdi i luc cao. Vi du, séﬁg ché bao gém khang thé khang LEPR
lién két LEPR nguoi don phén (vi du, hLEPR.mmb, SEQ ID NO: 90) v6i Kp nho6 hon
khoang 10 nM khi dugc do bing bing cong huong plasmon bé mit & 25°C, hodc nho
hon 25 nM khi dugc do bing bing cdng hudng plasmon bé mat & 37°C, vi du sir dung
dinh dang thtr nghiém nhu duoc xéc dinh trong vi du 3, hodc thtr nghiém tuong tu.
Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé khang LEPR duoc d& xudt lién két véi LEPR
ngudi don phan ¢ 25°C ¢6 Kp nho hon khoang 12 nM, nhé hon khoang 11 nM, nho
hon khoang 10 nM, nho hon khoang 9 nM, nhé hon khoang 8 nM, nho hon khoang 7
nM, nhé hon khoang 6 nM, nho hon khoang 5 nM, nho hon khoang 4 nM, nhé hon
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khoang 3 nM, nhé hon khoang 2 nM, nho hon khoang 1 nM, nho hon khoang 900 pM,
nh6 hon khoang 800 pM, nho hon khoang 700 pM, nho hon khoang 600 pM, nho hon
khoang 500 pM, nho hon khoang 400 pM, nho hon khoang 300 pM, nho6 hon khoang
200 pM hogc nhé hon khodng 100 pM khi duoc do bang bang cdng huong plasmon bé
mit, vi du, st dung dinh dang tht nghiém nhu duoc xdc dinh trong vi du 3, hoac thu
nghiém tuong tu.

Sang ché ciing bao g6m khing thé va manh lién két khang nguyén cuia n6 lién
két voi LEPR nguoi (vi du, hLEPR.mmb, SEQ ID NO: 90) ¢6 chu ky ban ra (t'2) lon
hon 5 phut khi dugc do bang cong hudng plasmon bé mit & 25°C hodc 16n hon khoang
1 phut khi duoc do béng cong huong plasmon bé mat ¢ 37°C, vi du, su dung dinh dang
tho nghiém nhu duogc xac dinh trong vi du 3, hodc thir nghiém tuwong tu. Theo cac
phuong an nhéat dinh, cdc khang thé khang LEPR dugc d& xuét lién két voi LEPR
ngudi don phan ¢ 25°C ¢6 t‘/zllé'n hon khoang 5 phut, 16n hon khoang 10 phut, 16n hon
khoang 20 phut, 16n hon khodng 40 pht, 16n hon khoang 50 phut hodc lau hon, khi
duoc do béng cong huong plasmon bé mat, vi du, st dung dinh dang thtt nghiém nhu

duoc xac dinh trong vi du 3, hodc thtr nghiém tuong tu.

Sang ché cling bao g6m khéng thé va manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két véi LEPR nguoi nhi phéan (vi du, hLEPR.mFc, SEQ ID NO: 91) véi i luc cao. Vi
du, sang ché bao g6ém khang thé khang LEPR lién két voi LEPR ngudi nhi phan (vi
du, hLEPR.mFc, SEQ ID NO: 91) v6i Kp nhé hon 4 nM khi dugc do bang cong hudng
plasmon bé mit & 25°C hodc 37°C, vi du, su dung dinh dang thur nghiém nhu duogc xac
dinh trong vi du 3, hodc thu nghiém tuong tu. Theo cac phuong an nhat dinh, khang
thé khang LEPR dugc dé xudt lién két voi LEPR nhi phan nguoi o 25°C ¢6 Kp nho
hon khoang 15 nM, nho hon khoang 10 nM, nho hon khoang 9,0 nM, nh6 hon khoang
8,0 nM, nho hon khoang 7.0 nM, nho hon khoang 6,0 nM, nhé hon khoémg 5,0 nM,
nhé hon khoang 4,0 nM, nho hon khoang 3,0 nM, nho hon khoang 2,0 nM, nh6 hon
khoang 1,0 nM, nhé hon khoang 900 pM, nho6 hon khoang 800 pM, nhé hon khoang
700 pM, nh¢ hon khodng 600 pM, nho hon khoéng 500 pM, nho hon khoang 400 pM,
nhé hon khoang 300 pM, nho hon khoang 200 pM hodc nho hon khoang 100 pM khi
dugc do bing bang cong hudng plasmon bé mit, vi du, st dung dinh dang thu nghiém
nhu duoc xé4c dinh trong vi du 3, hodc thu nghi€ém tuong tu.

Sang ché con bao gOm khang thé va manh lién két khang nguyén cuia né ma lién
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két LEPR ngudi nhi phan (vi du, hLEPR.mFc, SEQ ID NO: 91) véi chu ky ban ra (t'2)
16n hon khoang 10 phut khi dugc do bang bang cong hudng plasmon bé mat & 25°C
hodc 37°C, vi du, bang cach sir dung thtr nghiém nhu dugc xac dinh trong vi du 3 trong
ban md ta nay, hodc thtr nghiém tuong tu. Theo cac phuong an nhét dinh; khang thé
khéng LEPR duoc dé xudt lién két voi LEPR ngudi nhi phan & 25°C vowis t¥4 16n hon
khoang 15 phut, 1én hon khoang 20 pht, 16n hon khoang 30 phut, 16n hon khoang 40
phut, 16n hon khoang 50 phut, 16n hon khoang 60 phut, 16n hon khoang 70 phut, 16n
hon khoang 80 phuit, I6n hon khoang 90 phtit, 16n hon khoang 100 phut, hodc lau hon,
khi dugc do bang bing cong huong plasmon bé mit, vi du, bing cach sir dung thu
nghiém nhu duogc xac dinh trong vi du 3 trong ban md ta nay, hodc thir nghiém tuong
tu.

Sang ché con bao g6m khang thé va manh lién két khang nguyén ctia nd lién két
v6i LEPR trong phtic hop véi leptin nguoi (“LEPR” trong phirc hop voi leptin nguoi”
con duoc trinh bay 1 “leptin:LEPR”). Vi du, sang ché bao gdm khang thé va manh
lien két khang nguyén cia nd ¢ thé lién két voi phic hop dugc tao thanh tur trudce
chira hLEPR va leptin nguoi. Tuc la, theo cac phuong 4n nhét dinh, tuong téc gitra
khéang thé khang LEPR va LEPR khong b1 tc ché béi sy co6 mit cua leptin trong phirc
hop v6i LEPR; tuong tu, tuong tac gitra leptin va LEPR, theo khia canh nay cua sang
ché, khong bi trc ché boi su co mat cua khing thé khang LEPR. Dinh dang thir nghiém
minh hoa dé xac dinh liéu khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta no6 c6 liéu
két LEPR trong phtic hop v6i leptin nguoi hay khong dugc xac dinh trong vi du 4
trong ban mo ta nay.

Sang ché con bao gdm khéng thé va manh lién két khang nguyén cua no lién két
v&i LEPR biéu hién bé mit t& bao khi ¢6 mat va/hodc vang mat leptin ngudi. LEPR
biéu hién bé mat té bao c6 nghia la LEPR hodc mot phdn ciia n6 (vi du, phin LEPR
ngoai bao) dugc biéu hién trén bé mat cua té bao, trong dong té bao tu nhién hodc
trong dong t& bao duge thiét ké, sao cho khang thé hodc manh lién két khang nguyén
clia n6 6 kha nang lidn két voi phan tr LEPR. Theo cac phuong dn nhat dinh, LEPR
biéu hién bé mat té bao bao gb6m phuc hop téi t6 hop chira viing ngoai bao cua LEPR
lien két voi té bao thong qua phan dudi hodc mé neo (vi du, mo6 neo GPI nhu duoc
minh hoa trong vi du 6 trong ban mo ta nay). Theo khia canh nay cua sang ché, khang

thé duge dé xudt c6 kha nang lién két voi LEPR bidu hién bé mat té bao khi ving mat
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leptin, va cling c6 kha nang lien két voi LEPR biéu hién bé mat té bao khi vang mit
leptin (tuc 1a, trong truong hop trong d6 leptin c6 kha ndng lien két v6i LEPR biéu
hién bé mit té bao). Tuc 1a, theo cac phuong 4n nhét dinh, tuong tac gitta khang thé
khang LEPR va LEPR biéu hién bé mit té bao khong bi tc ché boi sy ¢ mit cua
leptin trong phurc hop Vi LEPR biéu hién bé mat té bao. Khang thé theo khia canh nay
ctia sang ché ¢6 thé tao thanh phtrc hop ba thanh phan trén bé mit cla té bao bao gdm
khang thé, LEPR biéu hién bé mat té bao va leptin. Pinh dang thir nghiém minh hoa dé
xéac dinh li¢u khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta nd ¢o thé lién két LEPR
biéu hién bé mat té bao khi c6 mit va vang mit leptin nguoi hay khong duoc néu trong
vi du 5 trong ban mo ta nay.

Khang thé theo sang ché co thé c6 mot hodc nhiu cua dic tinh sinh hoc dugc
md ta ¢ trén, hodc t6 hop bét ky cta chung. Cac déc tinh sinh hoc cua khang thé theo
sang ché khong chi gigi han & cdc dac tinh duoc mé ta & trén. Dac tinh sinh hoc khac
cta khéng thé theo séng ché s& 1a hién nhién ddi v6i ngudi co hiéu biét trung binh

trong linh vuc nay thong qua phan mo ta nay bao gdm céc vi du thuc hién.
Lap ban o quyét dinh khang nguyén va cac ky thuat lién quan

Quyét dinh khang nguyén ma khéng thé theo séng ché lién két v6i co thé bao
odm chi mot trinh tu lién tiép cta 3 hodc nhidu (vi du, 3, 4, 5,6, 7.8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hodc nhiéu) axit amin cta protein LEPR. Ngoai ra, quyét
dinh khang nguyén c6 thé chira nhidu axit amin (hodc trinh tu axit amin) khong lién
tiép cia LEPR. Theo mot s6 phuong 4n, quyét dinh khang nguyén nam trén vung hodc
gin v6i vung lién két leptin ctia LEPR. Theo cdc phuong an khac, quyét dinh khang
nguyeéen nam & vung khac véi vung lién két leptin cia LEPR, vi du, tai vi trf trén bé
mat cia LEPR ma tai d6 khang thé, khi da lién két v6i quyét dinh khang nguyén nay,
khong gy tro ngai cho leptin lién két voi LEPR.

Céc ky thuat khac da duoc biét dén boi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thudt nay co thé duogc st dung dé xac dinh axit amin nam trong quyét dinh
khéng nguyén duoc nhén ra boi khéng thé dac hidu. Céc ky thuat minh hoa bao gom
phén tich dot bién quét alanin, phan tich thAm tach peptit va phan tich cat peptit. Ngoai
ra, cic phuong phap nhu cit quy& dinh khang nguyén, chiét quyét dinh khang nguyén

va sta ddi dac tinh hoa hoc cua khang nguyén co thé duoc st dung (Tomer, 2000,
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Protein Science 9:487-496). Mot phuong phap khac c6 thé dugc st dung dé nhan biét
axit amin trong chudi polypeptit, trong cac tuong tac khang thé, 1a phat hién trao aoi
hydro/doteri bang khi phé Nhin chung, phuong phap trao dbi hydro/ doteri bao gdm
d4nh diu bang doteri protein quan tam, sau do lien két khang thé voi protein duge
danh ddu bang doteri. Tiép theo, phre hop pr otein/khang thé duoc chuyén vao nudc dé
cho phép trao dé6i hydro- doteri xdy ra tai tht cA cac gdc ngoai trir cac gbc dugc khang
thé bao vé (con lai nhling gbe dugc dénh diu doteri). Sau khi phan ly khang thé,
protein dich trai qua phan cit proteaza va phan tich khdi pho, do do6 boc 10 cac gbc
duoc danh du doteri twong Gmg Vi cac axit amin cu thé trong tuong tac khang thé.
Xem., vi du, Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267(2):252-259; Engen and Smith
(2001) Anal. Chem. 73:256A-265A. Phan tich tinh thé tia X khéng thé trong phtrc hop
v6i khang nguyén ciing ¢ thé duoc st dung dé nhén ra axit amin nam trong polypeptit
véi cai ma axit amin tuong tac.

Sang ché con bao gdm khang thé khang LEPR lién két voi cing mot quyét dinh
khang nguyén voi khang thé bét ky trong s cac vi du cu thé vé khang thé duoc mo ta
trong ban md ta nay (vi du khang thé chira trinh tu bét ky trong s6 cac trinh ty axit
amin nhu dugc mo ta trong bang 1 trong ban mo ta nay). Tuong tu, sang ché con bao
odm khang thé khang LEPR ma canh tranh dé lién két v6i LEPR v6i khang thé bat ky
- trong sb cac vi du cu thé vé khang thé dugc md ta trong ban md ta nay (vi du khéang
thé chira trinh ty bat ky trong s6 céc trinh tu axit amin nhu dugc mo ta trong bang 1

trong ban mo ta nay).

Nguoi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay co thé x4c dinh liéu
khang thé lién két v6i cung mot quyét dinh khang nguyén, hay canh tranh dé lién két
v6i khang thé khang LEPR tham chiéu bang cich st dung phuong phap thong thudong
da biét trong linh vuc nay va duoc minh hoa trong ban mo6 ta nay. Vi du, dé xac dinh
néu khéang thé thir nghiém lién két v6i cung mot quyét dinh khang nguyén voi khang
thé khang LEPR tham chiéu theo sang ché, khang thé tham chiéu dugc lién két voi
protein LEPR. Sau d6, kha nang khang thé thu nghiém lién két véi LEPR phan tir
duoc xac dinh. Néu khing thé thir nghiém co thé lien két v6i LEPR sau viéc tao li€n
két bao hoa va6i khang thé khang LEPR tham chiéu, thi c6 thé két luan rang khang thé
tho nghiém lién két véi quyet dinh khang nguyén khac voi khang thé khang LEPR
tham chiéu. Mat khac, néu khang thé thir nghiém khong thé lien két voi phan tr LEPR
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sau viéc tao lién két bdo hoa v6i khang thé khéng LEPR tham chiu, thi khang thé thu
nghiém co thé lién két v6i cung mot quyét dinh khdng nguyén nhu quyét dinh khang
nguyén duoc lién két bai khang thé khang LEPR tham chiéu theo sang ché. Sau do, co
thé thuc hién cdc thir nghiém thong thudng khic (vi du, gy dot biét peptit va phan tich
lien két) dé xac dinh viéc khong quan sat thay su lién két ctia khang thé thir nghiém 1a
do viéc lién két voi cung mot quyét dinh khang nguyén nhu khang thé ddi ching hodc

néu ngin chan khong gian bé mit (hodc hién tuong khac) khién cho khong quan sat
thdy su lién két. Cac thi nghiém loai nay co thé dugc thuc hién bang cach st dung cac
phuong phép nhu ELISA, RIA, Biacore, dém té bao theo dong chay hoac bat ky cac
phuong phap dinh tinh, hodc dinh luong khac ¢ sin trong linh vyc k§ thuat. Phu hop
v6i cdc phuong an nhét dinh cta sang ché, hai khang thé lién két voi cung mot quyet
dinh khang nguyén (hoac chéng 1én nhau) néu, vi du, vuot qua 1-, 5-, 10-, 20- hodc
100- 1an cua mot khang thé s& ngin can lién két v6i phén tir khac it nhét 50%, nhung
6t hon 12 75%. 90% hodc tham chi 99%, cdc két qua duge do luong bing xét nghiém
canh tranh lién két (tham khao, vi du, Junghans et al., Cancer Res. 50:1495-1502).
Ngoai ra, hai khang thé duong nhu lién két v6i cing mot quyét dinh khang nguyén néu
cac tht ca dot bién axit amin trong khang nguyén gin nhu lam giam hogc loai bo lién
két ctia mot khang thé so v6i khang thé con lai. Hai khang thé duoc coi la ‘quyét dinh
khang nguyén xép chdng lén nhuu ” néu chi c6 mot tp con dot bién axit amin trong
khéng nguyén lam giam hogc loai b lien két ctia mot khang thé so voi khang thé con
lai.

Dé xéc dinh néu khéng thé canh tranh dé lién két (hodc canh tranh chéo dé lien
két) v6i khang thé khang LEPR tham chiéu, phuong phép lién két duoc md ta trén day
duoc thuc hién theo hai huong. Theo hudng thu nhét, khang thé tham chiéu duoc lién
két vai protein LEPR dudi didu kién bao hoa sau do danh gia viéc lién két ctia khang
thé thir nghiém v6i phan tr LEPR. Theo huéng thir hai, khang thé thtr nghiém dugc
lién két voi phan tir LEPR dudi diéu kién bdo hoa sau d6 danh gia viée lién két cta
khéng thé tham chiéu vai phan tir LEPR. Néu, theo ca hai huéng, chi khang thé (bdo
hoa) thir nhét ¢6 kha nang lién két v6i phan to LEPR, thi co thé két luan rang khang
thé thir nghiém va khang thé tham chiéu canh tranh dé lien két véi LEPR. Nguoi ¢6
hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay s€ hidu dugc rang, khang thé ma canh

tranh dé lién két v6i khang theé tham chieu co thé khong can lién két véi cung mot

-26-



34106

quyét dinh khang nguyén nhu khéngthéthanlcﬂﬁéu,nhung c6 thé can tré vé mat
khong gian lién két caa khang thé tham chiéu bang cich lién két v6i quyét dinh khang
nguyén xép chong hodc lién ké.

San xuit khdng thé nguoi

Khang thé khdng LEPR theo sang ché c6 thé 1a khang thé ngudoi hoan chinh.
Céc phuong phap dé tao khang thé don dong, bao gbm khéng thé don dong nguoi hoan
chinh da duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat nay. B4t ky phuong phép nao da biét
déu c6 thé st dung theo séng ché dé tao ra khang thé nguoi lién két dac hiéu voi LEPR
nguoi.

Su dung cong nghé VELOCIMMUNE™, vi du, hodc bat ky phuong phdp
twong tu da biét khac dé tao khéng thé don dong nguoi hoan chinh va khang thé kham
¢6 4i luc cao voi LEPR, cac khang thé nay budc dau duoc phén lap c6 vang bién doi
cua nguoi va vung hing dinh cta chudt. Nhu trong phan thi nghiém dudi day, cdc dac
diém va tiéu chi mong mudn dé lua chon khang thé bao gdm ai luc, hoat tinh phong bé
phdi tr, do chon loc, quyét dinh khang nguyén, v.v.. Néu can thiét, vang hang dinh

chudt sé duoc thay thé bang vung hing dinh nguoi mong mubn, vi du khang thé kiéu
dai hay IgG1 hodc IgG4 duocsua(hn,detwarakhangthekhangfLEPR.ngu01hoan
chinh. Trong khi vung hang dinh dugc lya chon ¢6 thé thay dbi theo muc dich st dung
cu thé, thi cac dic tinh ddc hiéu dich va lien két voi khang nguyén ai luc cao lai thudc
vé ving bién doi. Trdng mot sd truong hop nhét dinh, khang thé khang LEPR ngudi
hoanchhﬂlduqcphﬁnl@a&uctﬁpt&tébéof%duongthﬂlkhéngnguyén.
Tuong duong sinh hoc

Khéang thé khang LEPR va manh khang thé theo sang ché bao g6m protein ¢0
trinh tu axit amin ma khdc nhau vé trinh tu v6i khang thé duoc mo ta nhung van gitr
nguyén kha nang lién két LEPR nguoi. Cac khang thé va manh khang thé bién thé nay
bao gdbm mot hodc nhidu dot bién thém, mat, hodc thay thé cac axit amin so v6i trinh
tu me, nhung c6 hoat tinh sinh hoc gan nhu tuong duong voi khang thé da dugc mo ta.
Tuong tu, trinh ty ma héa ADN cua khéang thé khang LEPR theo sang ché bao gom
trinh tu ma chira mot hodc nhiéu dot bién thém, mét, hoic thay thé nucleotit so véi
trinh tu duoc boc 10, nhung mé hoa khang thé khang LEPR hodc manh khang thé ma
gin nhu twong duong sinh hoc v6i khang thé khang LEPR hodc manh khang thé theo
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sang ché. Cac vi du v& trinh tu ADN va axit amin bién thé nay da duoc thao ludn &
trén.

Hai protein li€n két khang nguyén, hodc khang thé, duoc xem 1a twong duong
sinh hoc néu, vi du chung tuong duong vé duoc ly hodc thay thé 1An nhau vé mat duoc
Iy ¢6 ti 1& hodc pham vi hép thu khong khac biét dang ké khi dugc dung ¢ cung mot
lidu lwong gam phan tir dudi didu kién thi nghiém tuong tu, hoac don liéu hay da lidu.
Mot s6 khéng thé s& 1a duoc xem la tuong duong hogc thay thé 13n nhau vé mat duoc
Iy néu ching tuong duong vé muc do hip thu nhung khéc nhau vé tbc do hap thu va
con c6 thé duge xem 1a twong duong sinh hoc vi su khac nhau vé tdc do hip thu 1a o
chii dich va duoc tao ra trong qué trinh danh déu, khong nhét thiét phai duy tri dugc
nong do thubc hitu hiéu trong co thé dbi véi, vi du, viéc st dung man tinh, va duoc
xem la khac nhau khong dang ké vé& mat duge ly d6i véi san pham thude cu thé dugce
nghién ctu.

Theo mot phuong an, hai protein lién két v6i khang nguyén la tuong duong
sinh hoc néu chung khong khéc biét cO y nghia lam sang vé d0 an toan, do tinh sach va
hiéu nghiém cta chung.

Theo mdt phuong an, hai protein lién két voi khang nguyén la tuong duong
sinh hoc néu bénh nhan co6 thé d6i mot hodc nhiéu lan gitta san phém tham chiéu véi
san phdm sinh hoc ma khong gdy tang nguy co tac dung phu, bao gbm thay ddi co y
nghia lam sang trong sinh mién dich, hodc lam giam hi¢u luc, so véi liéu phap diéu tri

lien tuc ma bénh nhan khong déi thude nhu trén.

Theo mot phuong an, hai ptotein lién két véi khang nguyén la tuong duong sinh
hoc néu ching déu hoat dong béng co ché chung hodc co ché hoat dong co diéu kién

hay diéu kién sir dung, trén pham vi cac co ch€ nay da biét.

Tuong duong sinh hoc ¢o thé duoc chimg minh bang cic phuong phép in vivo
hodc in vitro. Céc phuong phap do luong tuong duong sinh hoc bao gbm, vi du, (a)
thtr nghiém in vivo ¢ ngudi hodc cac dong vat c6 vi khéc, trong do ndng do khang thé
hodc chét chuyén héa cua n6 duge do lai trong méu, huyét twong, huyét thanh hodc cac
dich sinh hoc khac dudi dang ham s6 theo gian; (b) thir nghiém in vitro duoc du doan
hop 1y va tuong tng voi cac dir lidu co so sinh kha dung in vivo 0 nguoi; (c) thu

nghiém in vivo ¢ nguoi hodc céc loai dong vat coé va khac, trong d6 hiéu luc dugc hoc
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cp tinh thich hop cta khang thé (hodc dich cua no) duge do theoham theo thoi gian;
va (d) trong thir nghiém lam sang dugc kidm soat tot thiét 1ap do an toan, hi¢u luc,

hodc sinh kha dung hay tuong duong sinh hoc ctia mot kKhang thé.

Bién thé tuong duong sinh hoc ctia khang thé khang LEPR theo sang ché co thé
duogc xay dung bang cach, vi du, thuc hién cac thay thé khac nhau cta cdc gbc hodc
trinh tu hoac loai bo géc hodc trinh tu bén trong hodc dau cudi khong can thiét @i voi
hoat tinh sinh hoc. Vi du, cac géc xystein khong cin cho hoat tinh sinh hoc ¢ thé
duoc loai bo hodc thay thé bang cic axit amin khac dé ngan can sy hinh thanh cua cac
cAu disulfua ndi phan tir khéng chinh xéc hodc khong can thiét khi hoi tinh. Trong cdc
phuong an khdc, khang thé tuong duong sinh hoc ¢o thé bao gdm bién thé ctia khang
thé khang LEPR co su thay ddi vé axit amin, ma bién dbi dac tinh glycosyl hoa cua

khang thé, vi du, dot bién ma ngan ngira hodc loai bo sy glycosyl hoa.
Tinh chon loc loai va phan tng chéo loai

Theo cac phuong an nhét dinh, séng ché d& xuét cdc khang thé khang LEPR ¢6
kha nang lién két véi LEPR nguoi nhung khong lién két voi LEPR tir cdc loai khac.
Sang ché ciing bao gdm céc khang thé khang LEPR c¢6 kha nang lién két voi LEPR
ngudi va voi LEPR tr mot hoac nhidu loai khong phai nguoi. Vi du, cac khang thé
khing LEPR theo sang ché c thé lién két v6i LEPR ngudi va c6 thé lien két hodc
khong lién két, nhu trong céc truong hop o thé, vai mot hodc nhiéu LEPR cua chudt,
chudt lang, chudt déng, chudt nhay, lon, meo, cho, tho, dé, clru, bo, ngua, lac da, khi
dudi dai, khi dudi soc, khi ndu hodc tinh tinh. Theo cac phuong an minh hoa nhét dinh
theo sang ché, khang thé khang LEPR dugc dé cap lign két dic hiéu voi LEPR nguoi
va LEPR khi dudi dai (vi du, Macaca fascicularis). Cac khang thé khang LEPR khac
theo sang ché lién két véi LEPR nguoi nhung khong 1€n két, hodc chi lién két yéu, voi
LEPR khi dudi dai.

Khéng thé da dic hiéu

Khéng thé theo sang ché c6 thé dic hiéu don hogc da dic hicu (vi du, dic hiéu
kép). Céc khang thé da dac hiéu 6 thé lien két dic hidu véi cac quyét dinh khing
nguyén khdc nhau cua chudi polypeptit dich hodc ¢o thé bao gdm cic vung lién két voi
khang nguyén dac hi¢u voi nhidu hon mot chudi polypeptit dich. Xem, vi du, Tutt er

al. (1991) J. Immunol. 147:60-69; Kufer et al. (2004) Trends Biotechnol. 22:238-244.
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Khang thé khang LEPR theo sang ché ¢6 thé duoc lién két vGi hodc dugc déng biéu
hién v6i phan ti chirc nang Khac, vi du, peptit hodc protein khac. Vi du, khéng thé
hodc manh cua no co thé duoc lién két vé mit chirc nang (vi du, bang lién két hoa hoc,
dung hop di truyén, lién hop khong cong héa tri hodc bang cach khac) véi mot hodc
nhidu thuc thé phan tir khac, ching han khang thé hodc manh khang thé khac dé tao ra

khang thé dac hiéu kép hodc da ddc hiéu vai tinh lién két dac hiéu tht hai.

Sang ché bao g6m khéng thé dic hiéu kép trong d6 mot nhanh cta globulin
mién dich lién két véi LEPR nguoi, va nhanh con lai cua globulin mién dich dac hi¢u
d6i voi khang nguyén thtr hai. Nhdnh lién k&t LEPR c6 thé chira trinh tu bt ky trong
s6 cac trinh tu axit amin HCVR/LCVR hodc CDR nhu dugc md ta trong bang 1 trong
ban mo ta nay.

Vi du vé dinh dang khang thé dic hiéu kép ma co thé duoc st dung theo sang
ché bao gom st dung mién Cu3 globulin mién dich (Ig) thu nhét va mién Cu3 Ig thu
hai. trong do mién Cu3 Ig thu nhit va tht hai khac nhau ¢ it nhit mot axit amin, va
trong do it nhit mot su khac nhau vé axit amin lam giam viéc lién két cta khang thé
didc hiéu kép voi Protein A so vo1 khéng thé dac hiéu kép khong c6 su khac nhau vé
axit amin. Theo mot phuong an, mién Cu3 Ig thu nhét lién két voi Protein A va mién
Cu3 Ig thi hai chira dot bién ma lam giam hodc ngan chin li€n két v6i Protein A chan
han nhu bién dbi H95R (bdng phuong phap dém IMGT exon; H435R bing phuong
phép dém EU). Ci3 tht hai c6 thé con chira bién ddi YO6F (bing IMGT; Y436F bing
EU). Bién ddi khac nira ma ¢6 thé thuc hién trong Cp3 thi hai bao gbm: D16E, L18M,
N44S, K52N, V57M, va V821 (bang IMGT; D356E, L358M, N3 84S, K392N, V397M,
va V4221 bang EU) trong truong hop cua khang thé 1gG1; N44S, K52N, va V821
(IMGT; N384S, K392N, va V4221 bang EU) trong truong hop cua khang thé IgG2; va
Q15R, N44S, K52N, V57M, RO9K, E79Q, va V&2I (bang IMGT; Q355R, N384S,
K392N, V397M, R409K, E419Q, va V4221 bang EU) trong truong hop cua khang thé

IgG4. Cac bién thé cua dinh dang khang thé dac hiéu kép duoc mod ta o trén déu ndm
trong pham vi sang ché.

Vi du khéc vé dinh dang dac hi¢u kép ¢6 thé st dung theo sdng ché bao gbm,
nhung khong chi gi6i han &, vi du, dang dac hiéu kép khang thé doi hodc trén co s&
scFv, dung hop IgG-scFv, vung bién doi kép (DVD)-Ig, Quadroma, bam vao 15, chudi
nhe thong thuong (vi du, chudi nhe thong thuong bam vao 15, v.v..), CrossMab,
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CrossFab, (SEED)body, ving khoa kéo leuxin, Duobody, 1gG1/1gG2, Fab (DAF)-1gG
tac dong kép, va dang dac hiéu kép Mab? (xem, vi dy, Klein et al. 2012, mAbs 4:6, 1-
11, va cac tai liéu duoc trich dAn trong ban mo ta nay, voi phén md ta lién quan dén
cdc dang trén ddy). Khang thé dac hiéu kép co thé con dugc xdy dung bang c4ch su
dung su tiép hop peptit/axit nucleic, vi du, trong d6 axit amin khong c6 trong tu nhién
v6i kha ning phan tng hoa hoc truc giao dugc su dung dé tao ra thé tiép hop khang
thé-oligonucleotit dac hi¢u vi tri ma sau do co thé tu lép rap vao trong phuc hop da
phan vdi thanh phén, hoa tri va hinh thai hoc xac dinh. (Vi du, xem Kazane et al., J.
Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4, 2012]).
Bao ché va st dung duoc pham trong diéu tri

Sang ché dé xuét dugc pham chira khing thé khang LEPR hodc manh lién két
khang nguyén cua nd. Dugc pham theo séng ché duge bao ché véi cac chit mang thich
hop, céc td dugc, va cac tac nhan khac giup cai thién viéc chuyén nhiém, phat phéi,
dung nap thudc va cac dic tinh tuong tu khac. Nhiéu cdng thuc bao ché thich hop ¢
thé duoc tim thiy trong tdp cong thic pha ché da biét v6i tat ca nha hoa duoc:
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Nhiing
duoc phéln nay bao gém, vi du, bot, bt nhio, thudc md, thach, sap, dau, céc lipit, chét
dan chua lipit (cation hodc anion) (nhu LIPOFECTINT™, Life Technologies, Carlsbad,
CA), lién hgp ADN, bot nhao hép thu khan, hé nhii twong dau-trong-nude va nude-
trong-dau, hé nhi tuong carbowax (polyetylen glycol cua nhidu khdi lugng phén t
khac nhau), gel ban rén, hon hop ban rAn chira carbowax. Tham khao thém Briscoe CP
et al. “Compendium of excipients for parenteral formulations” PDA (1998) J Pharm

Sci Technol 52:238-311.

Liéu luong cua khang thé duoc dung cho bénh nhén c6 thé thay ddi khac nhau
tuy theo tudi va kich thudc ctia bénh nhéan, bénh dich, tinh trang, duong dung, va yéu
td tuong tu. Liéu luong uu tién thuong duge tinh toan theo thé trong hoac dién tich bé
mét co thé. O bénh nhan truong thanh, tot hon 1a st dung khang thé theo sang ché theo
duong tiém tinh mach, thong thuong, mot 1iéu don 1é tir 0,01 dén 20 mg/kg thé trong,
16t hon nira tr 0,02 dén 7 mg/kg thé trong, tur 0,03 dén 5 mg/kg thé trong, hodc tir 0,05
dén 3 me/kg thé trong. Tuy thudc vao muc do nghiém trong cua tinh trang bénh, tin
suét va thoi gian diéu tri co thé duoc didu chinh. Liéu c6 hiéu qua diéu tri va ché do
dung khang thé khang LEPR c6 thé dugc x4c dinh dua trén kinh nghiém; vi du, tién
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trién cua bénh nhan co thé dugc quan sat béng viéc kiém tra dinh ky, va lidu luong
duoc diéu chinh mot céch tuong ng. Ngoai ra, khoang gia tri liéu luong co thé duoc
x4c dinh bing cach su dung la phuong phép da biét trong linh vuc nay (vi du,
Mordenti et al., 1991, Pharmaceut. Res. 8:1351).

Vi duy, cac hé phéan phéi da biét va c6 thé duoc st dung dé cung chp dugc pham
theo sang ché bao gbém bao trong liposom, Vi hat, vi nang, té bao tai to hop cO thé biéu
hién virut dot bién, nhap bao qua trung gian thu thé (vi du, xem Wu et al. (1987) J.
Biol. Chem. 262:4429-4432). Cac phuong phap dua vao bao gdm, nhung khong gioi
han &, trong da, trong co, trong bung, trong tinh mach, duéi da, qua mili, gdy t& ngoai
mang ctmg, va duong miéng. Dugc pham ¢6 thé duoc str dung qua con duong thich
hop bat ky, vi du, bang cach truyén hay tiém thudc, bang cach hép thu qua biéu mod
hodc 16p 16t niém mac da (vi du, niém mac miéng, niém mac tryc trang va dudng rudt,
v.v.) va ¢d thé duoc st dung cung voi cac tac nhan hoat hoa sinh hoc khac. Viéc su

dung ¢co thé 1a toan than hodc tai chd.

Duoc phém theo sang ché co thé duoc tiém dudi da hodc trong tinh mach béng
mot 6ng tiém va mui kim tiéu chuin. Ngoai ra, ddi véi viée dua thudc vao dudi da,
thiét bi phan phdi dang but duge ding dé dua dugc phim theo sang ché vao co thé
bénh nhan. Thiét bi phan phdi dang but co thé duoc tai st dung hodc ding mot lan.
Thiét bi phan phdi dang bt tai st dung thuong dung vé cé thé thay thé chira duoc
phidm. Sau khi tAt ¢4 dwuoc pham trong vo da duge su dung va vo trong, cac vo trong
nay co thé d& dang dugc loai bo va thay thé bang mot vo moi chira dugce phim. Sau
dé. thiét bi phan phdi dang but ¢6 thé duge st dung lai. Trong thiét bi phan phdi dang
but dung mot lan, khong co hop chtra co thé thay thé. Cu thé hon, thiét bi phan phdi
dang but dung mot lan thuong dugc nap day dugc phém trude trong ngan chira cua

thiét bi. Khi ngan chtra hét duoc pham, toan bo thiet b s& bi Vit bo.

Céac bt ti s dung va thiét bi phan phoi tu tiém ¢4 thé dwoc st dung dé phéan
phdi duge pham theo sang ché duéi da. Céc vi du bao gdm, nhung khong gi6i han 0
AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), but DISETRONIC™
(Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Switzerland), but HUMALOG MIX 75/25™,
bat HUMALOG™, bat HUMALIN 70/30™ (El Lilly va Co., Indianapolis, IN),
NOVOPEN™ [ I va III (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), NOVOPEN
JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), bat BD™ (Becton Dickinson,
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Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va
OPTICLIK™ (sanofi-aventis, Frankfurt, Germany), chi néu tén mot vai thiét bi. Vi du
vé thiét bi phan phdi dang but ding mot 1an c6 thé dugc su dung dé phan phéi dugce
phém theo sang ché dudi da bao ¢dm, nhung khong chi giéi han 6, but SOLOSTAR™
(sanofi-aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va thiét bi tu tiem KWIKPEN™ (Eli
Lilly), SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET™ (Haselmeier,
Stuttart, Germany), EPIPEN (Dey, L.P.), va but HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott
Park IL).

Trong cac tinh hudng nhét dinh, duoc pham c6 thé dugc dua vao trong mot he
thong phén phdi kiém soat. Theo mot phuong an, bng bom ¢6 thé duoc st dung (tham
khio Langer, & trén; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201). Theo mot
phuong 4n khéc, céc vat liu polyme cé thé dugc st dung; tham khao, Medical
Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.) (1974) CRC Pres., Boca
Raton, Florida. Theo mdt phuong an khac, hé théng phan phéi kidm sodt c6 thé dugc
dat ¢ gén muc tiéu cia duoc phém, vi thé yéu cAu chi mot phén cua liéu hé théng
(tham khao, vi du, Goodson, 1984, in Medical Applications of Controlled Release, O
trén, vol. 2, pp. 115-138). Cac hé théng phén phoi kiém soat khac duoc thdo luén trong

bai danh gid ctia Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

DuQ'c‘phém tiém c6 thé bao gdbm céc dang lidu ding tiém trong tinh mach, dudi
da, trong da va trong co hay dich truyén nhé giot,v.v.. Nhiing dugc pham tiém nay co
thé duogc bao ché béng cac phuong phap da biét. Vi du, dugc phém tiém c6 thé duoc
bao ché, vi du, béng cach hoa tan, phan tan hodc tao nhi tuong khang thé hoic mubi
cia né duoc md ta trén day trong mdi truong nude vo trung hodc moi truong dau
thuong duoc st dung dé tiém. Dung dich nudc dung dé tiém, vi du, nudc mudi sinh 1Y,
dung dich dang truong bao gdm glucozo va cdc tac nhan bd tro khac, v.v., ching ¢
thé duoc st dung két hop v6i mdt tdc nhan hoa tan nhu alcohol (vi du, etanol),
polyalcohol (vi du, propylen glycol, polyetylen glycol), chét hoat hoa bé mat khong
ion [vi du, phuc olysorbat 80, san pham cong HCO-50 (polyoxyetylen (50 mol) cua
dau hai ly duge hydro hoéa)], v.v.. Cac dung dich dau duoc dung, vi du, dau me, dau
déu tuong, v.v., ching co thé duoc st dung két hop voi tac nhan hoa tan nhu enzoat,
benzyl alcohol, v.v.. Vi thé duoc phém tiém duoc uu tién bao ché vao trong mot 6ng

thudc tiém thich hop.

-33-



34106

Tét hon 13, dugc phém dung theo duong miéng hoac dung ngoai dudng tiéu hoa
duge mo ta ¢ trén dugc bao ché thanh dang liéu trong cac lidu don vi thich hop dé vira
v6i lidu luong cua cac thanh phan hoat hoa. Cac dang lidu trong liéu don vi nay bao
gdm, vi dy, vién nén, vién tron, vién nang, thudc tiém (6ng), thudc dan, v.v. Ham
luong khang thé da néu thudng tur 5 dén 500 mg trén moi dang lidu trong don vi lidu;

dic biét ¢ dang tiém, khang thé da néu thuong dugc uu tién chiém tir 5 dén 100mg va
tir 10 dén 250 mg ddi véi cac dang liéu khac.
Cong dung diéu tri cua khing thé

Sang ché d& xuit phuong phap bao gbm bude cho d6i tuong can dén phuong
phap nay dung ché pham diéu tri chia khang thé khang LEPR dbi khang (vi duy, khang
thé khang LEPR chia trinh tu bat ky trong sé céc trinh tu HCVR/LCVR hodc CDR
duoc dé cép trong bang 1 trong ban mo ta nay). Dugc pham didu tri co thé chira khang
thé khéng LEPR bét ky dwgc mo ta trong ban mé ta nay, hodc manh lién két khéng

nguyén cua no, va chat mang hodc chat pha lodng dugc dung.

Khang thé theo séng ché rét co ich, khong ké dén céi khac, trong diéu tri, phong
ngira va/hodc cdi thign bét ky bénh hodc r6i loan nao lién quan dén hodc qua trung gian
béi ham luong leptin ting Ién (hyperleptinemia) va/hodc biéu hién ting cla thy thé
leptin OB-R dAn dén tin hidu LEPR qud muc. Theo cac phuong an khéc, bénh hodc roi
loan duoc chon tur, nhung khong chi giéi han 0, ching biéng an hodc rbi loai an ubng
tam than, suy mon do bénh thdn man tinh, cdc suy mon khac nhu suy mon do chung
Jiét tim xung huyét, suy mon phéi, suy mon buc xa, va suy mon do ung thu, rbi loan tu
mién nhu bénh viém rudt, bénh lupus ban do, da xo cing, bénh véy nén, bénh tim
mach, cao huyét ap, tram cam, roi loan thoai hoa than kinh, ung thu nhu ung thu biéu

mb té bao gan, ung thu hac to va ung thu vi.

Sang ché cling bao g0m khéng thé khang LEPR va manh lién két khang nguyén
cua no ¢o hi¢u qua d6i khang tin hi¢u LEPR trong té bao, md hodc co quan biéu hién
murc leptin cao hodc binh thuong. Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, dot bién
LEPR thé hién tin hiéu ting khi c6 mt leptin (so voi LEPR kiéu dai) duogc goi la “dot
bién LEPR tang cuong tin higu”. Dot bién LEPR tang cudng tin hi¢u minh hoa la
LEPR-Q223R (Chagnon ef al. (2009) Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism 85(1):29-34). Do do, sang ché dé cap dén khang thé khang LEPR va manh
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lien két khang nguyén cua n6 ¢ hi¢u qua trong dicu tri, phong ngira va/hodc cdi thién

bénh va rbi loan gdy ra boi hodc lién quan dén dot bién LEPR tin hi¢u tang cuong.

Trong pham vi cac phuong phap diéu tri duoc mo ta ¢ day, khang thé khang
LEPR c6 thé duoc dung nhu mot ligu phap don (ttrc la, tac nhén didu tri duy nhét)
hoac két hop voi mot hodc nhidu tac nhan diéu tri bd sung (céac vi du duge mo ta & dau
d6 trong ban mo ta nay).

Duoc phém va liéu phap diéu tri két hop

Sang ché @& xuét cac ché pham va dugc phém diéu tri chtra khang thé khang
LEPR bét ky dugc md ta trong ban mo td nay két hop v6i mot hodc nhiéu thanh phan
hoat hoa diéu tri bd sung, va cac phuong phap diéu tri bao gdm cho dbi twong can dén
phuong phap nay dung cac céc td hop nhu trén.

Khéang thé dbi khang khang LEPR theo sang ché c6 thé duogc cung bao ché véi
va/hodc dugce dung két hop véi mot hodc nhiéu thanh phan hoat tinh didu tri bd sung,
vi du, san pham duoc duoc st dung dé didu tri suy mon do chung liét tim xung huyet
suy mon ph()i va suy mon do ung thu, roi loan tu mién nhu bénh viém rudt, bénh lupus
ban dd, da xo cing, bénh Vﬁy nén, bénh tim mach, cao huyét ap, roi loan thodi hoa
than kinh, trim cdm, bénh ung thu nhu ung thu biéu md té bao gan, ung thu hic t6,
ung thu v, va bénh hodc roi loan khéc lién quan dén hodc giy ra bai tin higu leptin
giam. Cac vi du vé thanh phan hoat tinh diéu tri bd sung bao gdm nhung khong chi
gi6i han ¢, vi du, chit Grc ché enzym chuyén hoa angiotensin (vi du, ACE, ACE-L
benazepril, captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril, moexipril, perindopril, quinapril,
ramapril, trandolapril), chét chen thu thé angiotensin (vi du, ARB), chit gidn co tron
(vi du, hydralazin), nitrat tac dung lau dai (vi du, isosorbide dinitrate c¢6 hodc khong
0. vi du, ACE-I va ARB), thude loi tiéu (vi du, thubc loi tiéu chu trinh, thube loi tiéu
tuong tu thiazid va thude loi tiéu khong can kali), diéu tri bénh thiéu mau do thiéu sit
(vi du, sat ngoai duong tiéu hoa), thude gidn phé quan tac dong ngan hogc dai han (v
du, chit chu van p2 nhu arformoterol, buphenin, clenbuterol, dopexamin, epinephrin,
fentoterol, formoterol, isoetarin, isoprenalin, isoproterenol, levosalbutamol,
orciprenalin, pirbuterol, procaterol, ritodrin, salbutamol, albuterol, terbutalin,
tiotropium), thuéc chdéng tac dong kiéu colin (vi du, hyoscyamin, atropin,

phenobarbital, scopolamin, dicyclomin, phenobarbital, mepenzolat va cac td hop nhu
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atropin, hyoscyamin, phenobarbital ~ va scopolamin), corticosteroit  (vi du,
hydrocortison, hydrocortison-17-valerat, hydrocortison-17-butyrat, prednison,
prednisolon, triamecinolon acetonid, triamcinolon alcohol, betametason, dexametason,
flocortolon, flunisolid, budesonid). thudc khang sinh dai han (vi du, cac macrolid nhu
erythromyxin, azithromyxin, va cac metylxanthin nhu theophylin), thudc chdng viém
khong steroit (NSAID) (vi duy, aspirin, celecoxib, diclofenac, diflunisal, etodolac,
ibuprofen, indomethacin, ketoprofen, naproxen, oxaprozin, piroxicam, salsalate,
sulindac, tolmetin, v.v..), axit 5-aminosalicylic (5-ASA) (vi du, mesalazin), chét trc
ché mién dich (vi du, prednison, chat e ché TNF, azathioprin, methotrexat, 6-
mercaptopurin), liéu phap diéu tri da xo ctng tai phat (vi du, interferon beta-1la,
interferon beta-1b, glatiramer axetat, mitoxantron, natalizumab, fingolimod,
teriflunomid, mimetyl fumarat, alemtuzumab, daclizumab, khang thé don dong CD20
nhu rituximab, ocrelizumab va ofatumumab), chit diéu cuc b0 tri Véy nén (vi du, chét
cuc bd nhu axit para-aminobenzoic, dau dtra, nhya than da, dithranol, corticosteroit
nhu desoximetason, fluocinonid, vitamin D3 va chat tuong tu vitamin D, psoralen va
chit tong hop nhu methotrexat, ciclosporin, hydroxycarbamid, fumarat nhu dimetyl
fumarat va retinoit), chit dbi khang TNF-a (vi du, infliximab, adalimumab,
golimumab va certolizumab pegol), diéu tri bénh vay nén huéng dich té bao T (vi du,
efalizumab va alefacept), diéu tri cao huyét 4p va bénh tim mach (vi du, aspirin, cac
statin nhu atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, mevastatin, pitavastatin, pravastatin,
rosuvastatin, simvastatin va cac to hop nhu simvastatin+ezetimibe, lovastatint+niacin,
va atorvastatin+amlodipin), diéu tri roi loan thodi hoa than kinh (vi du, dimebon, va
peptit giau prolin (PRP)-1), thube chong trAm cam (vi du, sertralin, citalopram,
fluoxetin, escitalopram, trazodon, venlafaxin, bupropion, duloxetin, paroxetin,
amitriptylin, venlafacin, desvenlafaxin, va nortriptylin), va didu tri chdng ung thu (vi
du, sorafenib, JX-594, interleukin-2, ipilimumab (Yervoy), nivolumab (Opdivo),
pembrolizumab (Keytruda), vemurafenib (Zelboraf), dabrafenib (Tafinlar), Trametinib
(Mekinist), cac anthracyclin nhu (Adriamycin®), epirubicin (Ellence®), taxanes such
as paclitaxel (Taxol®) va docetaxel (Taxotere®), 5-flouracil (5-FU), xyclophosphamid

(Cytoxan®), carboplatin (Paraplatin®) hoac t6 hop cua chung).

Phéc db dung thube
Theo mot sd phuong an theo sang ché, céc lidu cua khang thé khang LEPR
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(hodc dugc phém chira hdn hop cua khang thé d6i khang khang LEPR va hoat chét tri
lieu bd sung bét ky dugc dé cap trong ban mo ta nay) c6 thé duoc dung cho ddi twong
trong thoi gian didu tri xac dinh. Phuong phép theo khia canh nay cua sang ché bao
gdm budce cho ddi twong dung lién tiép cdc lidu khang thé khang LEPR theo sang ché.
Nhu duge st dung trong ban md ta nay, “dung lién tiép” c6 nghia 1a mdi liéu khéng
thé khang LEPR duoc dung cho ddi tuong ¢ cac thoi diém khac nhau, vi du, vao cac
ngay khac nhau duoc tach riéng bang khoang thoi gian xac dinh (vi du, gio, ngay, tuln
hoidc thang). Sang ché bao gdbm phuong phap ma co bude dung lién tiép cho bénh nhan
lidu don thu nhit cua khang thé khang LEPR, sau d6 la mot hodc nhiéu liu tht hai
cua khang thé khang LEPR, va tuy y sau do 1a mot hodc nhiéu lidu thir ba cua khang
thé khang LEPR.

Thuét ngtt “lidu ther nhat”, “lidu thir hai” va “lidu thir ba” dé cap dén trinh tu
dung theo thdi gian cta khang thé khang LEPR theo séng ché. Do do, “lidu thir nhat”
3 lidu ma duge sir dung & thoi diém bat dau ché do didu tri (con goi la “liéu co 867,
“liéu nap”. “liéu ban dau”, va lidu tuong tu); “lidu tha hai” 1a liu ma duge su dung
sau lidu tha nhat; va “lidu thr ba” 1a liéu ma duoc st dung sau lidu thir hai. Liéu thir
nhét, tha hai, va thtr ba co thé déu la céc lidu chira cing mot luong khang thé khéang
LEPR, nhung thuong ¢o thé khac nhau vé tan xuét st dung. Tuy nhién, theo mot sd
phuong an, ham lugng khang thé khang LEPR trong lidu thir nhét, thr hai va/hodc thir
ba thay ddi khac nhau (vi du, duoc didu chinh nhiéu hodc it sao cho thich hop) trong
qua trinh diéu tri. Theo mot s6 phuong an, hai hodc nhiéu (vi dy, 2, 3, 4, hodc 5) lidu
duoc st dung ¢ thoi diém bt diu ché do diéu tri lam “liéu nap” sau do la lidu tiép theo

ma duoc st dung trén co sO tAn suét su dung it hon (vi du, “lidu duy tri”).
St dung khang thé trong phén tich va chén doan

Khéng thé khang LEPR theo sang ché ciing ¢6 thé duoc st dung dé phat hién
va/hodc do LEPR hodc té bao biéu hién LEPR trong mau, vi du, nhim muc dich chan
doan. Vi du, khang thé khang LEPR, hodc manh ctia no, ¢6 thé duoc stt dung dé chan
dodn tinh trang bénh ly hodc bénh dic trung boi su bidu hién khac thuong (vi du, biéu
hién qua muc, biéu hién dudi muc, khong biéu hién, v.v.) cua LEPR. Cac xét nghiém
chuin doan tiéu biéu cho LEPR ¢6 thé bao g&n, vi du, cho mau, thu dugc tur bénh
nhan, tiép xuc véi mot khéng thé khang LEPR cua sang ché, trong do, khang thé khang
LEPR duoc danh dAu voi nhin c6 thé phét hién hodc phan tir bao cdo. Ngoai ra, khang
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thé khang LEPR khong duoc d4nh diu c6 thé duoc st dung dé chin doan két hop voi
khéng thé thu cép dugc danh dau theo cach phat hién duoc. Chét dénh dau hodc phﬁn
t&r béo cao co thé phét hién co thé 1a ddng vi phong xa, nhu *H, 14C, 32p, 35S, hodc I,
phan huynh quang hodc quang héa nhu floresxein isothioxyanat, hodc rhodamin; hodc
enzym nhu alkalin phosphataza, beta-galactosidaza, horseradish peroxidaza, hoac
luciferaza. Vi du vé thtr nghiém ddc hiéu ma c6 thé duoc st dung dé phat hién hoac
xac dinh LEPR trong mAu bao gom tht nghiém hép thu midn dich lién két v6i enzym
(ELISA), thtr nghigm mién dich phong xa (RIA), va phén loai té bao dugc hoat hda
huynh quang (FACS).

Mau duoc st dung trong thir nghiém chin doan LEPR theo séng ché bao gom
mau md hodc dich long bét ky co thé thu duoc tir bénh nhan, chira luong 6 thé phat
hién dugc cua protein LEPR, hodc manh cua nd, dudi diéu kién bénh ly hoac diéu kién
binh thuong. Luong LEPR trong mau cu thé thu duoc tir nguoi khoe manh (vi du,
bénh nhan khong bi anh hudng boi bénh hodc tinh trang bénh ly lién quan dén ham
luong hodc hoat tinh LEPR bét thuong) thuong s€ duge xdc dinh trudc dé thiét lap
duong co so, hodc ti€u chudn, ciia ham lugng LEPR. Duong co s& cua ham luong
LEPR sau do6 duoc so sdnh vdi ham lugng LEPR do dugc trong cac mau thu dugc tu
céc dbi tuong nghi ngo mac bénh hodc tinh trang lién quan dén LEPR.

Vi du thye hién sang ché

Céc vi du sau day dugc dua ra dé cung cip toan bd cong b va phan md ta cho
nguodi co hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay vé cach thuc hién va st dung
phuong phép va thanh phin theo sang ché, va khong nhdm gi¢i han pham vi cta sang.
Mic du, cac tac gia sang ché da cb géng dé tao ra su chinh xac d6i véi cac sd duoc sur
dung (vi du, lugng, nhiét do, v.v.), nhung cac sai sb thtr nghiém va do léch la khong
thé tranh duge. Do do trir khi dugc chi ra theo cach khéc, phan 1a phan theo khoi
lLrQ’ng,khéi luong phan tu la khdi luong phén ti trung binh, nhiét do 1a theo do C, va
ap suat 1a & hodic gan véi ap sudt khi quyén.

Vi du 1: Tao ra protein lién két khang nguyén ma lién két dac hiéu vai thu thé leptin
(LEPR)
Khing thé khing LEPR thu duoc bing cach tao mién dich chudt

VELOCIMMUNE® (cu thé 1, chudt duge bién @di chira ving bién doi chudi nhe
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kappa va chudi ning globulin mién dich nguoi ma hoa ADN) voi chét sinh mién dich
chtta viing ngoai bao cua LEPR. Ddp tng mién dich ctia khang thé dugc quan sat bang
thtr nghiém mién dich dac hiéu LEPR. St dung cac k¥ thuat dugc md ta trudc do,

khéng thé khang LEPR ngudi hoan chinh duoc phén 14p va tinh sach.

ra theo phuong phép cta vi du nay duoc mo

sau day.

Vi du 2 Trinh tu axit nucleic va

chuoi nhe

Bang 1 md td ma nhén dang trinh tu axit amin cua v

Céc dic tinh sinh hoc nhét dinh cua khang thé khang LEPR minh hoa duoc tao

t4 chi tiét hon trong céc vi du duge mo ta

nhe va cac CDR ctia khang thé khang LEPR duogc chon theo

trinh tu axit nucleic tuong Gng duoc mo ta trong bang 2.

Bang 1: Ma nhén dang trinh tu axit amin

axit amin vung bien doi chudi nang va vung bién doi

ung bién doi chudi ndng va

sang ché. M3 nhan dang

SEQ ID NO:
Tén goi.
khang thé | HCVR | HCDRI HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 LCDR3

H4H17322P2 2 4 6 8 10 12 14 16

H4H18437P2 18 20 22 24 10 12 14 16

H4H18439P2 26 28 30 32 10 12 14 16

H4H18440P2 34 36 38 40 10 12 14 16

H4H18457P2 42 44 46 48 10 12 14 16

H4H18462P2 50 52 54 56 10 12 14 16

H4H18464P2 58 60 62 64 10 12 14 16

H4H18466P2 66 68 70 72 10 12 14 16
E4H18508P2 74 76 78 80 82 84 86 88

Bang 2: M nhan dang trinh tu axit nucleic

i SEQ ID sb:
Tén got.
khang thé | HCVR | HCDR1 HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 LCDR2 | LCDR3

H4H17322P2 1 3 5 7 9 11 13 15

H4H18437P2 17 19 21 23 9 11 13 15

H4H18439P2 25 27 29 31 9 11 13 15

H4H18440P2 33 35 37 39 9 11 13 15
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H4H18457P2 | 41 43 45 47 9 11 13 15 |
H4H18462P2 | 49 51 53 55 9 11 13 15
H4H18464P2 | 57 59 61 63 9 11 13 15
H4H18466P2 | 65 67 69 71 9 11 13 15
H4H18508P2 | 73 75 | 7T 79 81 83 85 87 |

Khang thé thuong duoc d& cap dén ¢ day theo danh phap sau: tién t6 Fec (vi du,
CH4H,” “HIM,” “H2M,” v.v..), sau d6 1a sb nhan dang (vi du, “17322.” 184577,
v.v..), sau d6 la hau 6 “P” hodc “N”. Do do, theo danh phap nay, khang thé dugc dé
cép trong ban mo ta nay 1a, vi du, “H4H17322P27, “H4H18457P2”, v.v.. Tién té Fc
trén céu trac khang thé duoc st dung trong ban md ta nay (H4H, HIM va H2M) chi ra
kiéu tuong duong cia mién Fe cu thé cta khang thé. Vi du, khang thé “H4H” ¢6 Fc
[gG4 ngudi, trong do khang thé “H1M” c6 Fc IgG1 chudt (tat ca cac vung bién doi &
ngudi hoan chinh duge biéu dién boi chir “I” thir nhét trong ki hiéu khang thé). Nhu
duoc hiéu boi ngudi co hidu biét trung binh trong linh vuc nay, khang thé co kiéu
tuong duong cua mién Fe cu thé ¢6 thé dugc bién d6i bang khang thé voi kiéu tuong
duong Fc khac (vi du, khang thé véi Fe 1gG1 ¢ chudt ¢o thé dugc bién d6i bang khéng
thé voi IgG4 & nguoi, v.v.), nhung trong truong hop bét ky, vung bién ddi (bao gdm
CDR) - ma dugc thé hién bing s6 nhan dang trong cac bang 1 va bang 2 - s€ gilr
nguyén khong ddi, va dic tinh lién két duogc cho la gidng nhau hodc gan nhu tuong tu
bét ké ban chét cia mién Fc.

Khang thé so sénh

Khang thé so sanh duoc st dung trong cdc vi du dudi day dé cap dén Fab 9F8
duoc md ta trong Fazeli et al. (2006) J Immunol Methods 312:190-200 and Carpenter
et al. (2012) Structure 20(3):487-97.

Vi du 3: Ai luc lién két thu duoc tir cong huong plasmon bé mit va héng ) dong hoc
cta khang thé don dong khang LEPR nguol

Hang sé phan ly can bang (gid tri Kp) 461 v6i khang nguyén lién két voi khang
thé don dong khang LEPR da tinh sach theo sang ché duogc xéac dinh bing cdng hudng
plasmon bé mat st dung thiét bi Biacore 4000. TAt ca céc nghién ctru lién két duge
thyc hién trong dém lam viéc chira 10mM HEPES, 150mM NaCl, 3mM EDTA, va
0,05% v/v chét hoat dong bé mat Tween-20, pH 7,4 (dém lam vi€c HBS-ET) ¢ 25°C
va 37°C. Bé mat cam bién sinh hoc Biacore dau tién duoc tao dAn xuét béng cach lién
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&t amin voi khang thé Fe don dong & chuot khang ngudi (GE, # BR-1008-39) dé bt
gilt khang thé don dong khang LEPR. Chét phan tng LEPR duogc thur nghiém lién két
véi khéng thé don dong khang LEPR chura vung ngoai bao LEPR nguoi tai t6 hop biéu
didn voi dudi myc-myc-hexahistidin tai dau C (hLEPR.MMH; SEQ ID NO: 90), vung
ngoai bao LEPR khi dudi dai tai to hop bidu didn véi dudi myc-myc-hexahistidin tai
diu C (mfLEPR.MMH; SEQ ID NO: 93), ving ngoai bao LEPR chudt tai to hop biéu
difn voi dudi myc-myc-hexahistidin tai diu C (mLEPR.MMH; SEQ ID NO: 94), vung
ngoai bao LEPR chudt cbng tai td hop bidu didn véi dudi myc-myc-hexahistidin tai

diu C ((LEPR.MMH; SEQ ID NO: 95), va vung ngoai bao LEPR nguoi tai td hop
biéu dién vai dudi IgG2a Fe chudt dAu tan cing (hLEPR.mFc; SEQ ID NO: 91). Cau
trac LEPR chuta cdc dudi MMH la cAu truc LEPR don phén, va cAu tric LEPR chua
dudi mFe 1a cAu trac LEPR nhi phén. Cac ndng do khac nhau cta chét phan ng LEPR
dau tién dugc bao ché trong dém lam viéc HBS-ET & cac nong do cubi cung nam
trong khoang tir 100 nM dén 3,7 nM trong dung dich pha loang theo ddy 3 lan va sau
do duoc phun lén bé mat bat gitt khang thé don dong khang LEPR trong 4 phut vé6i toe
d6 dong la 30uL/phut. Sy phén ly ctia chét phan ung lién két khang thé don dong duoc
quan sét trong 10 phut trong dung dich dém lam viéc HBS-ET. Hiing s tbe do lien két
dong (k) va phéan ly (k) dugc x4c dinh bang cach didu chinh biéu do cam bién lién két
thoi gian thuc thanh kiéu lién két 1:1 c6 gioi han van chuyén khdi lwong sir dung phan
mém diéu chinh duong cong Scrubber 2.0c. Hing s6 cin bang phén ly lién két (Kp) va
chu ky ban ra (t%2) dugc tinh tu hing s6 tbc do dong hoc theo phuong trinh sau:

In(2)
60« kd

N kd
Kp(M)=—.,va 11/2 (phit) =
ka

Thong sb dong hoc lién két dbi v6i hLEPR-MMH, mfLEPR-MMH,
hLEPR.mFc, mLEPR-MMH hodc "LEPR-MMH lién két voi khing thé don dong
khéng LEPR khéc theo sang ché ¢ 25°C va 37°C duge trinh bay trong bang 3 dén bang
13.
Bmg3fmmgsédmghmﬂ@nk&c&d&ﬁgﬂékmmgLEmimmk&v&iiEﬂb
MMH & 25°C.
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100nM B
Mie do hLEPR-
mAD bj bat N ;’Cgi o | MMH ke, ks Kb 4
gilr mAb (RU) 'GATu'Q’CA, (1/Ms) (1/s) M) (phut)
lién két
(RU)
H4H17322P2 | 17812 |66 438F+04 | 2,24E-04 | 5,11E-09 | 52
HALI18437P2 | 171+0,5 |56 5.74E+04 |3,75E-03 | 6,53E-08 |3.1
HAH18439P2 | 156+0,7 |21 1.076+04 | 1,13E-03 | 1,06E-07 | 10
H4L18440P2 | 170+£0,5 |71 423E+04 | 4,97E-04 | 1,18E-08 |23
HAH18457P2 | 166+0,9 | 119 2.55E+05 | 2,52E-03 | 9,89E-09 | 5
H4H18462P2 |175+0,6 |34 6,79E+04 | 7,65E-03 | 1,13E-07 | 1.5
H4L18464P2 | 160+£0,4 | 60 1 24E+05 | 1,13E-03 | 9,09E-09 | 10
HAH18466P2 | 161+0,5 |24 2.64E+04 | 5,11E-03 | 1,94E-07 |23
HAH18508P2 | 180+ 1,5 | 127 1,76E+05 | 1,67E-03 | 9,53E-09 | 7
g;i“g the 01300182 |26 4 ASE+04 | 7,46E-05 | 1,66E-09 | 155
Khang thé doi
chimg ~ kieu | 171+0,4 |4 NB* NB* NB* NB*
tuong duong

NB* chi ra rang khong co lién k

nay.

Bang 4: Thong s dong hoc lién két cta kh

&t duoc quan sét trong cac diéu kién thi nghiém hién

4ng thé khang LEPR lién két vi hLEPR-

MMH ¢ 37°C.

100nM

. Murc do hLEPR-
mADb bl bat b é ¢ glﬁ’ MMH ka kd I<D tl2
gilr mAb (RU) .CPIQC; (1/Ms) (1/s) M) (phut)
lién két
(RU)

H4H17322P2 | 2253 99 6,95E+04 | 8,12E-04 1,17E-08 | 14
H4H18437P2 | 213 £3 55 1,14E+05 8,84E-03 | 7,76E-08 1.3
H4H18439P2 | 180+ 1,5 19 2.32E+04 | 4,69E-03 2.02E-07 | 2,5
H4H18440P2 | 207 £ 1,2 95 6,34E+04 | 1,73E-03 2,73E-08 |7
H4H18457P2 | 198+ 1,6 108 3,45E+05 | 8,55E-03 2,48E-08 | 1.4
H4H18462P2 | 204 £2,1 31 4.58B+04 | 1,14E-02 2.48E-07 | 1,0
H4H18464P2 | 185+ 1,2 68 1,54E+05 | 3,15E-03 2,05E-08 | 3,7
H4H18466P2 | 184 £ 1,3 26 4,55E+04 6,74E-03 1,48E-07 | 1.7
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H4H18508P2 | 204 1,4 | 117 2.69E+05 | 6,88E-03 | 2,55E-08 | 1.7
grli“g the s0 1315576 |37 539E+04 | 4,81E-04 | 8,92E-09 | 24
Khang thé ddi

ching  kiéu [ 19315 |6 NB* NB* NB* NB*
tuong duong

NB* chi ra rang khong c6 lién két duge quan sat trong cac dicu kién thi nghiém hién

nay.

Nhu dugc minh hoa trong bang 3, ¢ 25°C, tit ca khang thé don dong khang
LEPR theo séng ché lién két véi hLEPR-MMH c6 gid tri Kp nam trong khoang tir 5,11
4, & 37°C, tht ca khang thé don dong

aM dén 194 nM. Nhu duge trinh bay trong bang
khéng LEPR theo sdng ché lién két voi hLEPR-MMH

tir 11,7 nM dén 248 nM.

Bang 5: Thong s

c6 gia tri Kp nam trong khoang

& dong hoc lién két cua khang thé khing LEPR lién két véi mfLEPR-

MMH & 25°C

100nM

miLEP

mAD bi bt l\éﬁ Cg?ff MIE&H ke ka Kb tVh
oiilt mAb (RU) | duge (1/Ms) (1/s) (M) | (phit)
lién két
(RU)

H4H17322P2 | 177+0,5 | 102 7.026+04 | 2,92E-04 | 4,16E-09 |40
H4H18437P2 | 171£03 |70 6.87E+04 | 4,05E-03 | 5,89E-08 | 2,9
H4T18439P2 | 155+£0,5 |22 1.57E+04 | 1,52E-03 |9,63E-08 |8
HAT18440P2 | 170£0,9 |67 4.95E+04 | 2,68E-03 | 5.41E-08 |43
H4H18457P2 | 165+0.4 | 133 2.73E+05 | 3,31E-03 | 1,22B-08 |3,5
H4H18462P2 | 174 £0,4 |42 7.42F+04 | 1,33E-02 | 1,79E-07 | 0.9
HAH18464P2 | 159+0,4 |15 3.82E+04 | 2,31E-03 | 6,04E-08 | 5,0
H4H18466P2 | 161+£0,5 |30 4,50F+04 | 6,69E-03 | 1,48E-07 | 1.7
HAH18508P2 | 178 0.4 | 145 2.04E+05 | 1,63E-03 | 8,00E-09 |7
Khing the $0 | 359448 |1 NB* NB* NB* NB*
sanh
boi - ching | 491004 0 NB*  |NB*  |NB*  |NB*
kiéu tuon
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duong
Khéng thé

1

NB* chi ra rang khong c6 lién két dugc quan sat trong cac

nay.

W

diéu kién thi nghiém hién

Bang 6: Thong sb dong hoc lién Kt clia khang thé khang LEPR lién két voi mfLEPR-

MMH ¢ 37°C.
100nM ]
m{LEP
mAD bj bt fé‘i"g?tf o | ka Kp | %
gilt mAb (RU) | duoc (1/Ms) (1/s) (M) (phut)
lién ket
(RU)

H4H17322P2 | 218+ 1,7 | 142 1.436+05 | 1,10E-03 |7,72E-09 | 10
H4H18437P2 |207+1,4 |58 8,69E+04 | 1,27E-02 | 1,47E-07 | 0.9
H4H18439P2 | 178+ 1.4 |14 4,69E+04 | 7,92B-03 | 1,69E-07 | 1,5
H4H18440P2 | 204 =1 66 7.15E+04 | 7,24B-03 | 1,01E-07 | 1,6
H4H18457P2 | 195+ 14 | 117 3 47E+05 | 1,04B-02 | 3,00B-08 | 1,1
H4H18462P2 | 199+ 1,1 |28 1,29B+05 | 3,37B-02 | 2,61E-07 | 0,3
H4H18464P2 |183+0,6 |13 3.02B+04 | 8,41B-03 | 2,15E-07 | 1.4
H4H18466P2 [181+0,9 |27 8.43E+04 | 1,38B-02 | 1,64E-07 | 0.8
H4H18508P2 | 200+ 1 125 2.85B+05 | 7,89E-03 | 2,77E-08 | 1,5
Khing the 0| )98 435 |1 NB* NB* NB* NB*
sanh
Khang thé df)i
chimg  kiéu | 190 £ 1 1 NB* NB* NB* NB*
tuong duong

NB* chi ra rang khong co lién két dugc quan st trong cac diéu kién thi nghiém hién

nay.

Nhu duoc trinh bay trong bang 5, ¢ 25°C, tht ca khang thé don dong khing
LEPR theo sang ché lien két voi mfLEPR-MMH c6 gié tri Kp nam trong khoang tur
4.16 nM dén 179 nM. Nhu duoc trinh bay trong bang 6, & 37°C, tat ca khang thé don
dong khang LEPR theo sang ché lién két véi mfLEPR-MMH c6 gia tri Kp nam trong
khoang tur 7.72 nM dén 261 nM.

Bang 7: Thong s6 dong hoc lién két cia khang thé khang LEPR lién két vi hLEPR-
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mFc ¢ 25°C
100nM
mAb bi bit e Cgif e Sk ks Ko 4
gill mAb (RU) .CEU’QC; (1/Ms) (1/s) (M) (phut)
lién két
(RU)
H4H17322P2 | 176+ 0,4 | 74 6.45E+04 | 1,14E-04 | 1,77E-09 | 102
H4H18437P2 |169+1,1 |70 1,02E+05 | 5,36E-04 | 5,27E-09 |22
H4H18439P2 | 155+0,2 |53 4.87E+04 | 1,80E-04 | 3,69E-09 | 64
H4H18440P2 | 169+0,5 | 140 1,54E+05 | 6,82E-05 | 4,43E-10 | 169
H4H18457P2 | 165+0,8 | 149 4.91E+05 | 4,23E-04 | 8,63E-10 |27
H4H18462P2 | 173+0,5 | 68 9.08E+04 | 2,96E-04 | 3,26E-09 |39
H4H18464P2 | 15904 | 84 2.11E+05 | 1,88E-04 | 8,91E-10 | 61
H4H18466P2 | 160+£0,2 |37 3.97E+04 | 4,72E-04 | 1,19E-08 |24
H4H18508P2 | 178 +0,4 | 138 2.21E+05 |2,99E-04 | 1,35E-09 |39
i}gl‘lﬂg the SO\ 34s 249 |36 1.56E+05 | 1,45E-05 |9,28B-11 | 798
Khing thé dbi
chang  kiéu [ 170£0,7 | -2 NB* NB* NB* NB*
tuong duong

NB* chi ra rang khong co lién két duogc quan sit trong cac diéu kién thi nghiém hién

nay.

Bang 8: Thong s dong hoc lién két ctia

mFc ¢ 37°C.

khang thé khang LEPR lién két v6i hLEPR-

100nM
mAb b bt f;cgi? M |k ka Kp | t%
il mAb (RU) .O:U'OCA’ (1/Ms) (1/s) (M) | (phut)
lién két
(RU)
H4H17322P2 |214+1,8 | 105 1,33E+05 | 4,40E-04 | 3,31E-09 26
H4H18437P2 [202+1,1 |88 1,29E+05 | 5,56E-04 | 4,30E-09 21
H4H18439P2 | 176 0,7 |67 6.09E+04 | 9,23E-04 | 1,51E-08 13
H4H18440P2 200+ 1,4 | 181 2.12E+05 | 1,12E-04 | 5,27E-10 103
H4H18457P2 | 193 £1 166 5,56E+05 | 7,04E-04 | 1,27E-09 16
H4H18462P2 [196+0,9 |84 1,28E+05 | 5,43E-04 | 4,26E-09 21
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H41118464P2 | 182+0,4 | 105 4,04E+05 | 5,17E-04 | 1,28E-09 |22
HAH18466P2 | 179+ 1 52 5.87E+04 | 5,20E-04 | 8,86E-09 |22
HAH18508P2 | 198+ 1 146 471E+05 | 1,02B-03 | 2,16E-09 |11
gfﬁ‘fg the S0 e8405 |50 1.50E+05 | 7.74E-05 | 5,14E-10 | 149
Khang thé doi

chung  kiéu | 188+0,8 |1 NB* NB* NB* NB*
tuong duong

NB* chi ra rang khong co lién két dugc quan sat trong cac diéu kién thi nghiém hién
nay.

Nhu duoc trinh bay trong bang 7, ¢ 25°C, tat ca khang thé don dong khang
LEPR theo sang ché lién két v6i hLEPR-mFc ¢6 gia tri Kp nam trong khoang tir 443
aM dén 11.9 nM. Nhu dugc trinh bay trong bang 8, & 37°C, tht ca khang thé don dong
khang LEPR theo sang ché lién két voi hLEPR-mFc c6 gid tri Kb nim trong khoang tir
527 nM dén 15,1 nM.

Bang 9: Thong s6 dong hoc lién két ctia khang thé khang LEPR lién két vi mLEPR-

MMH & 25°C
100nM
| Micdy | MUEEX
mADb 'l21 bat bit gi o -MMH ka ka Kb tha
giur mAb (RU) duge | (1/Ms) (1/s) (M) | (phat)
lién két
(RU)
H4H17322P2 | 176 0 NB* NB* NB* NB*
H4H18437P2 | 169 6 1.58E+04 | 4,18E-03 | 2,64E-07 | 2,8
H4H18439P2 | 155 2 NB* NB* NB* NB*
H4H18440P2 | 169 -3 NB* NB* NB* NB*
H4H18457P2 | 164 1 NB* NB* NB* NB*
H4H18462P2 | 173 2 NB* NB* NB* NB*
H4H18464P2 | 159 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H18466P2 | 160 1 NB* NB* NB* NB*
H4H18508P2 | 177 25 2.78E+05 | 6,07E-02 | 2,18E-07 | 0,19
Khang thé so|334£25 |2 NB* NB* NB* NB*
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sanh

Khang thé ddi
chung  kiéu
tuong duong

169

2

NB*

NB*

I\I:B>l<

NB*

NB* chi ra rang khong co lién két duoc quan sat trong cac diéu kié

nay.

Bang 10: Thong s dong hoc lién két ciia khang thé khang LEPR lién

ién thi nghiém hién

két véi mLEPR-

MMH ¢ 37°C
100nM ﬂ
’ Me do mLEPR
mADb bi bat bit gi o -MMH ka ka Kp t/2
il mADb (RU) .(}u’QCA (1/Ms) (1/s) M) (phut)
lién két
RU)

H4H17322P2 | 212 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H18437P2 | 201 6 1,15B+04 | 1,33B-02 | 1,16E-06 | 0,9
H4H18439P2 | 175 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H18440P2 | 200 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H18457P2 | 191 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H18462P2 | 194 3 IC* IC* IC* IC*
H4H18464P2 | 181 1 NB* NB* NB* NB*
H4H18466P2 | 178 3 NB* NB* NB* NB*
H4H18508P2 | 196 17 5.12B+05 | 1,05B-01 | 2,05E-07 | 0,11
Khang the 50 | he34 11 |0 NB* NB*  |NB* | NB*
sanh
Khang the doi
chung  kiéu | 187 0 NB* NB* NB* NB*
tuong duong

NB* chi ra rang khong c6 lién két duoc quan sat t

nay.

#IC chi ra ring lién két duoc quan sat bao gdm va co thé

rong céac diéu kién thi nghiém hién

phit hop v6i dit liéu lien két

thoi gian thuc trong céc dicu kién thi nghiém hién tai.

Nhu duoc trinh bay trong bang 9, ¢ 25°C, hai trong sb chin khang thé don dong
khang LEPR theo sang ché lién két véi mLEPR-MMH co gid tri Kp nam trong khoang
tir 218 nM dén 264 nM. Nhu dugc trinh bay trong bang 10, ¢ 37°C, hai trong s6 chin
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khéng thé don dong khing LEPR theo sang ché lién két voi mLEPR-MMH c6 gid tri
Ko ndim trong khoang tir 250 nM dén 1,16 uM.

Bang 11: Thong s6 dong hoc lién két ctia khing thé khang LEPR lién két v6i rLEPR-

MMH ¢ 25°C.
100nM
Mic dp | TTEPR
mAbbibit | o Gy | MMH ka ka Kp /2
lién két
RU)
H4H17322P2 [176+0,9 |10 IC* IC* IC* IC*
H4[18437P2 |169+0.2 |13 421B+04 | 1,38B-02 |3,28E-07 | 0,8
H4H18439P2 | 155+£0,2 |-1 NB* NB* NB* NB*
H4H18440P2 |169+0.4 | -2 NB* NB* NB* NB*
H4M18457P2 | 164 +0,5 |18 2.83E+04 | 2,06B-02 | 7,30E-07 | 0,6
H4H18462P2 [ 17302 |5 321E+04 | 1,08B-02 |3,36E-07 | 1.1
H4H18464P2 | 1590 -1 NB* NB* NB* NB*
H4H18466P2 | 160+£0,6 |5 2.10E+04 | 1,98B-02 | 9,43E-07 | 0.6
H4H18508P2 | 177+0,1 |22 1,39E+05 | 4,76E-02 3,41E-07 | 0,24
K{hang thé so 308416 |1 NB* NB* NB* NB#*
sdnh
Khang thé doi
chang  kiéu | 170=£0,2 | -1 NB* NB* NB* NB*
tuong duong

NB* chi ra rang khong c¢o lién két duoc quan sat trong cac diéu kién thi nghiém hién
nay.

¥IC chi ra ring lién két dugc quan sit bao gom va ¢6 thé phtt hop v6i di ligu lién keét
thoi gian thuc trong céc diéu kién thi nghiém hién tai.

Bang 12: Thong sb dong hoc lién két ciia khang thé khang LEPR lién két voi rLEPR-

MMH 6 37°C

mAb bi bat|Mue  do100nM g, ka Kp t

gitr bat - 8l rLEPR- 1y )\ (1/5) M) (phiit)
mAb (RU) | MMH ) p
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duogc

lién ket

(RU)
H4H17322P2 (212403 |9 9.32B+04 |3,28E-02 | 3,52E-07 0,4
H4H18437P2 | 200+0 10 3,07B+04 | 1,93E-02 | 6,29E-07 0,6
H4H18439P2 |[175+0,8 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H18440P2 [200+0,1 |0 NB* NB* NB* NB*
H4H18457P2 [192+0,3 |16 3.026+04 | 1,75B-02 | 5,80E-07 | 0,7
H4H18462P2 |194+£0,9 |5 IC* IC* IC* IC*
H4H18464P2 | 181+£0,1 |1 NB* NB* NB* NB*
H4H18466P2 [ 177+0,7 |6 326E+04 |2,52B-02 | 7,71E-07 | 0.5
H4H18508P2 [ 196+1,6 |17 2.71E+05 | 4,57E-02 | 1,68E-07 | 0,25
Khing the 501 579104 |-1 NB* NB* NB* NB*
sanh
Khang thé doi
ching  kiéu | 186+0,1 |0 NB* NB* NB* NB*
tuong duong

NB* chi ra rang khong c6 lién két duoc quan sat trong cac diéu kién thi nghiém hién
nay.
#1C chi ra riing lién két dugc quan st bao gom va ¢6 thé phu hop v6i di ligu lien két

thoi gian thuc trong cac diéu kién thi nghiém hién tai.

Nhu duoc trinh bay trong bang 11, o 25°C, ndm trong s chin khang thé don
dong khang LEPR theo sang ché lien két v6i r(LEPR-MMH c6 gid tri Kp nam trong
khoang tur 328 nM dén 943 nM. Nhu duoc trinh bay trong bang 12, & 37°C, tat ca
khéng thé don dong khang LEPR theo sang ché lién két voi rtLEPR-MMH c¢6 gid tri Kp
nim trong khoang tir 168 nM dén 771 nM.

Vi du 4: Khang thé khang LEPR theo sang ¢hé khong phong bé hIEPR-hFc lién két
v4i hLeptin

Kha nang khang thé don dong khdng LEPR theo sang ché trong viéc phong bé
lién két ctia LEPR ngudi nhi phan voi phdi tr tw nhién cta no, Leptin ngudi, dugc do
str dung ELISA sandwich canh tranh.
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D6i v6i ELISA, Leptin nguoi (hLeptin; R&D Systems, # 398-LP-01M) duoc
phu ¢ ndng do 5 pg/mL trong PBS trén dia 96 giéng qua dém ¢ 4°C. Cac vi tri lién két
khong dic hiéu sau d6 bi phong bé st dung dung dich BSA 0,5% (w/v) trong PBS.
Luong khong d4i 10 nM ctia phan ving ngoai bao cua protein LEPR dugc biéu hién
¢6 dudi Fc nguoi tai diu C (hLEPR.hFc; SEQ ID NO: 92) duoc chuén do véi khang
thé khang LEPR, protein hLeptin, hodc khéng thé d6i chung kiéu twong duong nam
trong khoang tur 8,5 pM dén 500 nM trong dung dich pha loang theo day. Phtrc hop
khéng thé-protein hodc protein-protein sau do dugc U trong 1,5 gid' & nhi¢t do phong
(RT). Céc phtc hop sau do dugc chuyén dén dia vi thé dugc phu bang hLeptin va
trong 2 gid ¢ nhiét do phong, cac giéng dugc ria, va hLEPR-hF lién két dia dugc phat
hién bang khing thé da dong khang IgG nguoi lién hop v6i peroxidaza cai ngua
(Jackson ImmunoResearch Inc, #109-035-098). Cac mau duogc phan Gmg v6i dung dich
TMB (BD Biosciences, #555214; co chit A va B duoc tron véi ti 1& 1:1 theo hudng
din ctia nha san xudt) dé tao ra phan ung phép do mau va sau do dugc trung hoa bang
axit sulfuric 1M trudc khi do su hép thu ¢ 450 nm trén thiét bi doc dia Victor X5. Tién
hanh phén tich dir liéu st dung mo hinh dap Urng liéu luong hinh xichma trong phén
mém Prism™ (GraphPad). Ti I¢ phan trdm phong bé & nong dd tdi da ctia khang thé
thtr nghiém dugc tinh todn nhu lam chi bdo vé kha ning cua khang thé trong viéc
phong bé lién két 10nM ciia hLEPR-hFc v6i Leptin ngudi trén dia. Khi tinh toan, tin
hiéu lien két ctia 10nM hLEPR-hFc khi ving mit khang thé dugc xem la 100% lién
két hodc 0% phong bé: va tin hiéu co s¢ ctia mot minh dém ma khong c6 mat hLEPR-
hFc duoc xem la 0% lién két hoic 100% phong bé. Dt liéu ngin chan ¢ 500 nM néng
d6 khéng thé dugc tong két trong bang 13.

Béng 13: Phong bé ELISA ciia lién két hLEPR-hFc v6i hLeptin bing khang thé khang

LEPR
B 500nM Ab phong bé
Khang thé IOHNE hL,E PR-hF.C lien
két véi hLeptin
(% phong b€)

H4H18440P2 3
H4H18466P2 2
H4H18457P2 4
H4H18437P2 9
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H4H18464P2 e |
H4H17322P2 13
H4H18439P2 -1
H4H18462P2 14
H4H18508P2 40
Di ching

Khang thé dbi chung 3
kiéu tuong duong

Leptin nguoi 99
B0 so sanh

Khing thé %
Péi ching kiéu twong 19
duong IgG2a chudt

Nhu duoc trinh bay trong bang 13, khong c6 khang thé khang LEPR nao theo
séng ché thé hién su phong bé lién Két hLEPR-hFc >40% v6i bé mat dugc phu
hLeptin. Tuy nhién, khang thé so sanh va hLeptin, la dbi chung duong, co thé phong
bé 99% hLEPR-hFc lién két voi bé mat duge phi hLeptin. Khang thé ddi ching kiéu
twong duong chung minh khong phong bé duge & ndng dd 1én dén 500 nM.

Vi du 5: Lién két t& bao bang phén tich FACS voi té bao neo HEK293/Mycx2-
hLLEPR(ecto)-GPI

Thu thé leptin, LEPR, la thu thé xuyén mang don cua ho thu thé xytokin 16p 1
c6 ving ngoai bao dai g6m 818 axit amin (Tartaglia (1997) J. Biol Chem
7:272(10):6093-6). LEPR c6 thé lién két v6i Leptin, protein chi yéu duge biéu hién
boi m6 md tham gia vao didu hoa hap thu thire an va trao ddi chét (Friedman (2014) J
Endocrinol 223(1):T1-8). Cac dong phan khac nhau cia LEPR tdn tai & dang lién két
mang hodc hoa tan cua thu thé va dang lién két mang khéc vé chiéu dai ctia ving noi
bao. Dang ddng phan c6 ving ndi bao dai nhét biéu hién nhiéu ¢ vung dudi doi, vi tri
quan trong ctia hoat dong Leptin lién quan dén tinh trang béo phi (Friedman and
Halaas (1998) Nature 395(6704):763-70). LEPR phan bb chi yéu trong than té bao va
& mic it hon trén bé mat té bao. LEPR trai qua qua trinh ndi hoa do phéi t bd sung
muc do diéu hoa bd sung cua tin hiéu Leptin (Sweeney (2002) Cell Signal 14(8):655-
63).

Pé truy cdp lién két té bao boi khang thé khang LEPR theo sang ché, dong t€
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bio HEK293 duoe tao thanh dé biéu hién 6n dinh ving ngoai bao cua LEPR nguoi
(hLEPR; axit amin 22-839 ¢o s6 truy <uét # P48357, dong phan B) dudi myc-myc o
dau N va trinh tu peptit ¢ du C tir carboxypeptidaza M ngudi giip huéng dan bd sung
glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Marcic et al. (2000) J Biol Chem. 275(21):16110-
8) sao cho protein ¢O thé duoc neo gitt GPI vao mang. Do hLEPR trong dong té bao
khong c¢6 vung ndi bao, nd khong duoc noi hoéa vao lién két phdi tt, ting dang ké
lwong LEPR c6 sin dbi voi khang thé va/hoic lién két phéi tir. Dong té bao duge chon
trong DMEM chta 10% FBS, NEAA, penixillin/streptomyxin, va 500 pg/mL cua
G418, sau do6 duoc luu trlr dé biéu hién cao cua thu thé st dung khang thé khang Myc.
Dong & bao én dinh két qua, duoc gitt trong DMEM chira 10% FBS, NEAA va
penixillin/streptomyxin.

Déi v6i phan tich FACS, dong HEK293 me va té bao HEK293/hLEPR-GPI
dugc phén tach va phi 1én trén dia ddy chir V c6 96 giéng véi 5 x 10° té bao/giéng
trong PBS chira 2% FBS (dém FACS). Dé thtt nghiém liéu khang thé khang hLEPR
lien két voi t& bao 6 bi anh huéng béi su co mit cua Leptin, dém FACS c¢6 hoac
khong c¢6 1uM Leptin ngudi (R&D Systems, # 398-LP) dugc u voi té bao trong 30
phiit & 4°C, sau d6 bé sung khang thé khing LEPR hodc khang thé ddi chimg & 10nM
trong dém FACS. Té bao sau do duge U trong 30 phit & 4°C, sau do rura va u voi
16pg/mL khang thé thr hai lién hop Alexa Fluor®-647 (Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc.. # 109-547-003) trong 30 phiit & 4°C. T€ bao sau d6 dugc ¢ dinh st
dung BD CytoFix™ (Becton Dickinson, # 554655), loc, va phan tich bing do t€ bao
theo dong chay HyperCyt (Beckman Coulter). Dbi chiing mdt minh khéng thé thtr hai
va khong dugce nhudm ciing duge thir nghiém dbi vei tht ca cc dong té bao. Két qua
duoc phén tich sir dung phan mém ForeCyt (IntelliCyt) va FlowJo phién ban 10 dé xac
dinh trung binh hinh hoc cua sy phat huynh quang 461 voi cac té bao 6 thé nhin thay.
Trung binh hinh hoc ctra sy phat huynh quang dbi véi moi mau sau do dugc chuin hoa
v6i trung binh hinh hoc cta té bao khong nhudm dé thu duoc lién két tuong d6i trén
diéu kién duoc goi la “ti 1€ lién két va ti 1é lién két nay dugc trinh bay trong bang 14

dbi véi moi khang the duoc thir nghi€m.

Nhu duoc trinh bay trong bang 14, chin khang thé khang LEPR theo sang ché
duoc thit nghiém ¢ 10nM ching minh kha nang lien két voi té bao HEK293/hLEPR-
GPI v6i ti 1¢ lién két ndm trong khoang tir 824 1an dén 3187 Jin khi khong c6 Leptin

-52-



34106

va tur 398 1an dén 3590 lan khi c6 mat 1uM Leptin. Dua trén su tuong dﬁ“)ng cua ti 1€
lién két, kha nang ctua khang thé khang LEPR theo sang ché lien két v6i LEPR duoc
biéu hién trén té bao khong bi tdc dong dang ké bdi sy co mat leptin luong du Leptin
tai 1 pM, dua ra gia thuyét rang vi tri lién két ctia khang thé khang LEPR trén LEPR
khong chdng 1én vi tri lién két Leptin trén LEPR. Khdng thé khang LEPR theo sing
ché khong ching minh bat k¥ lién két dang Ié nao véi té bao HEK293 me voi ti 1€ lién
Két khi co mat va vang mat 1pM Leptin nam trong khoang tur 1 lan dén 9 1an. Lién ket
cta khang thé so sanh voi té bao biéu hién LEPR neo gitt GPI bi giam di dang ké khi
c6 mit cua Leptin. Céc mau mot minh khang thé d6i ching kiéu twong duong va
khéng thé tht hai khong ching minh lién két dang ké véi dong té bao khi c6 mit hodc

ving mat Leptin, voi ti 1€ lién két ndm trong khoang tir 1 dén 6 lan.
Bang 14: Lién két cua 10nM khang thé khang LEPR voi té bao HEK293/hLEPR-GPI
va HEK293 me +/- 1 uM Leptin nguoi.

Ti 1¢ lién két:
Chuan hoa véi mau khong nhudm ctia moi
dong te bao
Khong bd sung Leptin 1 uM Leptin
HEK293/ HEK293/

Khéng thé HEifez% hLEPR- Hfﬁg hLEPR-

' GPI ' GPI
H4H17322P2 3 1307 6 1317
H4H18457P2 2 3187 3 3106
H4H18464P2 5 2318 7 3590
H4H18437P2 1 1314 2 1441
H4H18439P2 4 1533 6 2477
H4H18440P2 3 1640 7 2557
H4H18462P2 2 1173 3 759
H4H18466P2 1 824 2 398
H4H18508P2 1 1311 2 1873
Bo so sanh
Kﬁéng thé 6 2349 . H2
Khang Ehé ddi
chirng kicéu tuong 1 6 2 4
duong IgG nguoi
Khéang thé thu hai

111G %{héng nguoi : : . : J
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don

Khing  the déi
ching kiéu tuong 2 2 3 3
duong IgG chuot

Khang thé thtr hai
IgG khang chudt 2 2 2 2
don

1

| Khong nhudm mau 1 1 1

Vi du 6: Khang thé khang LEPR theo sang ché chiing minh trc ché toan tin hiéu Leptin
khi c6 mat hLeptin

Tht nghiém sinh hoc dugc phat trién dé phat hién su hoat hoat phién ma
STAT3 thong qua kich hoat LEPR st dung dong t& bao bao c4o ma bicu hién 6n dinh
LEPR nguoi diy du chidu dai (hLEPR; axit amin 1 dén 1165 co sb truy xut NP
002294 .2) cung vo1 chét bao céo luciferaza (STAT3-Luc; Qiagen, # CLS-6028L) trong
dong té bao IMR-32, dong té bao u nguyén bao than kinh ngudi. Dong té bao 6n dinh
thu duoc, duoc goi la IMR-32/ STAT3-Luc/hLEPR, dugc phén lap va duy tri trong moi
truong MEM-Earl duoc bd sung 10% FBS, NEAA, 1pg/mL Puromyxin, 100ug/mL

Hygromycin B va Penixillin/ Streptomyxin/L-Glutamin (mo6i truong hoan chinh).

Thtr nghiém sinh hoc thu dugc dugc st dung dé do tac dong cua khang thé
khang LEPR theo sang ché lén tin hiéu LEPR khi c6 mat hodc vang mit leptin. Dbi
voi thtr nghiém sinh hoc, & bao IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR duoc phu & mat do
20.000 té bao IOOMI/giéng d6i véi dia 96 giéng trong moi truong hoan chinh va sau do
ngay hom sau moi truong dugc thay thé bang thé tich tich hop cua Opti-MEM dugc bd
sung 1% BSA va 0,1% FBS (dém thtr nghiém) trong 30 phut. Dé do tac dong cla
khang thé theo séng ché khi su vang mit Leptin, khéng thé khang LEPR hodc khang
thé ddi chimg kiéu tuong duong duoc pha lodng theo day theo nita ham log dén nong
do cubi cung ndm trong khoang tur 100 nM dén 300 fM trong dém thir nghiém va sau
do bd sung thém té bao va sau d6 u qua dém 37°C trong 5% COa. Dé do tac dong cla
khang thé theo sang ché khi c6 mat Leptin, noéng do ¢ dinh cua Leptin nguoi
(hLeptin; R&D Systems, #398- LP) 6 200 pM trong dém thu nghiém dugc thém vao té
bao, ngay sau do b6 sung thém khang thé khang LEPR hodc khang thé dbi chung kiéu
tvong duong dugc pha loang theo ddy theo ntra ham loga dén nong do cubi cung nam

trong khoang tir 100 nM dén 300 fM. Sau do, cdc mau dugc U qua dém ¢ 37°C trong
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594 CO,. Chat phan tmg OneGlo (Promega, # E6051) sau do duoc thém vao mau va
hoat tinh luciferaza dugc do trén thiét bi doc dia Envision Multilable Plate Reader
(Perkin Elmer) trong ché do phét quang. Céc gia tri cua don Vi chiéu sang tuong do6i
thu duoc va két qua duoc phén tich st dung hdi quy khong tuyén tinh véi phén mém
GraphPad Prism (GraphPad). Gi4 tri RLU t6i da thu duoc tu dap ung lidu hLeptin

duoc x4c dinh 1a 100% hoat héa trong thi nghiém IMR-3 2/STAT3-Luc/hLEPR.

Nhu duoc trinh bay trong bang 15, khi ving mat hLeptin, khang thé khang
LEPR chung minh kich thich yéu cla t4 bao IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR véi sy hoat
hoa tdi da lan luot 1a 4% dén 8%, ma sy hoat hoa tdi da thu duoc tu dap ung lidu
hLeptin. Mot khang thé c6 su kich thich yéu c6 gia tri ECso 12 1,27 nM, trong khi su
hoat hoa khac ctia khang thé, H4H18440P2 khong c6 gia tri ECso do dugc. Khi co mat
200pM hLeptin, ba trong s6 cac khang thé khang LEPR dugc thir nghiém chirng minh
su tc ché hoan toan cua Leptin trong té bao IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR c6 gia tri
ICso nam trong khoang tir 723 pM (khang thé H4H18457P2) dén 1,83 nM (khéng thé
H4H17322P2) hodc 2,9 nM (khoang thé H4H18464P2). Sau trong sb cac khang thé
khang LEPR khong thé hién su trc ché ¢6 thé do duoc khi c6 mat 200pM Leptin nguoi.
Khéang thé ddi chimg kiéu tuong dwong khong thé hién su kich thich c6 thé do dugc
bét ky cta té bao IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR trong bAt ky cac thit nghiém.

Bang 15: Hoat héa va uc ché hLEPR bang khdng thé khang LEPR

[MR-32/LEPR khongMR-32/LEPR ¢6 200

c6 Leptin nguoi pM Leptin ngudi
Khang thé ECso (M) Ho;fhéa ICs0 (M) U,:/ Zhé
H4H18457P2 N/A N/A 7.23E-10 100
H4H17322P2 1,27E-09 & 1,83E-09 100
H4H18464P2 1,30E-10 6 2,9E-09 100
H4H18437P2 N/A* N/A* N/A* N/A*
H4H18439P2 N/A* N/A* N/A* N/A*
H4H18440P2 IC* 4 N/A* N/A*
H4H18462P2 N/A* N/A* N/A* N/A*
H4H18466P2 N/A* N/A* N/A* N/A*
H4H18508P2 N/A* N/A* N/A* N/A*
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Khing thé sosdnh | N/A* | N/A* | 1,038:09 | 100
*N/A biéu dién khong cé su ¢ ché va/hoic hoat hoa ¢co thé do duoc trong thir nghiém

*[C biéu dién két qua khong quyét dinh trong do gia tri ECso duoc tinh toan khong

dugc xac dinh.

Vi du 7 Canh tranh chéo Octet gilta cac khang thé don dong khang LEPR khac nhau

Sy canh tranh lién két gitra bo khang thé don dong khdng LEPR khac nhau
duoc xac dinh bang cach st dung thtr nghiém giao thoa 16p sinh hoc khong déanh dau,
thoi gian thyc trén nén tang cam bién sinh hoc Octet HTX (Pall ForteBio Corp.). Toan
bd thi nghiém dugc thuc hi¢n & 25°C trong dém chtra 10 nM HEPES, 150 nM NacCl,
3mM EDTA, va 0,05% v/v chét hoat hoa bé mit Tween-20, va 1mg/mL BSA, pH 7.4
(HBS-EBT), co dia lic & toc do 1000 rpm.

Dé dénh eid lidu hai khang thé 6 thé canh tranh v6i nhau dé lién két voi LEPR
nguoi tai t6 hop dugc biéu hién bing dudi myc-myc-hexahistidin tai diu C
(hLEPR.MMH; SEQ 1D:90), 0,25 nm hLEPR-MMH dau tién bi bat gitr 1én trén khang
thé khang penta-His dugc phu diu cam bién sinh hoc Octet (Fortebio Inc, # 18-5122)
bang cach ngdm dau cam bién sinh hoc trong 5 phut trong giéng chua 20pg/mL
hLEPR-MMT. Pdu cam bién sinh hoc bit gitt khdng nguyén sau d6 dugc tham khang
thé don dong khang LEPR tht nhat (sau day dugc goi la mAb-1) bang c4ch nhing vao
céc giéng chira 50pg/mL dung dich mAb-1 trong 210 gidy. Cac dAu cam bién sinh hoc
sau do duoc nhung trong cac giéng chira 50pg/mL dung dich khang thé don dong
khang LEPR tht hai (sau day goi la mAD-2) trong 150 giay. Pau cam bién sinh hoc
duoc rira trong dém HBS-EBT gitra mdi bude thi nghiém. Phan Umg lién két thoi gian
thuc dugc quan sat trong sudt ca qua trinh thi nghiém va phan ng lien két & mdi budce
duoc ghi lai. Phan tng ctua mAb-2 gin véi tién phtrc cia hLEPR-MMH voi mAD-1
duoc so sanh va hoat dong canh tranh/khong canh tranh ctia khang thé don dong khang

LEPR khéc nhau duge xac dinh nhu dugc trinh bay trong bang 16.

Bang 16: Canh tranh chéo gitta cac khang thé don dong khang LEPR

Khang thé tht q
nhit (mADb-1) lién | Khéng the thtt hai (mAb-2) duoc minh
két voi hLEPR- | hoa dé canh tranh vé1 mAb-1

MMH duge bat
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gilr
H4H18439P2 H4H18440P2
H4H18440P2 H4H18439P2
H4H18462P2
H4H18437P2
HAH18457P2 HATI18466P2
H4H18508P2
H4H18457P2
H4H18462P2 H4H18437P2
H4H18466P2
H4H18457P2
H4H18437P2 H4H18462P2
H4H18466P2
H4H18457P2
H4H18466P2 H4H18462P2
H4H18437P2
H4H17322P2 Khong ¢o6
H4H18464P2 Khong ¢o

Nhu duge trinh bay trong trong bang 16, cac khang thé H4H18439P2 va
H4H18440P2 canh tranh v&i nhau dé lien két v6i quyét dinh khang nguyén tuong ung.
Khéng thé LEPR H4HI18457P2, HAH18462P2, HAH18437P2, HA4H18466P2 va
H4H18508P2 canh tranh véi nhau dé lien két v6i quyét dinh khang nguyén tuong ung.
Khéng thé H4H17322P2 va H4H18464P2 khong canh tranh & lién két voi quyét dinh
khang nguyén tuong Ung cua H4H18439P2, H4H18440P2, HA4HI18457P2,

HAH18462P2, HAH18437P2, va H4H18466P2.
Vi du 8: Thtr nghiém hiéu qua in vivo dbi voi céc khang thé dbi khang LEPR & chudt
LEPR duoc lam gidng nhu cua nguoi

Hiéu qua cua ba khang thé khang LEPR dbi khang ddc hiéu theo sang ché,

H4H17322P2, HAH18457P2 va H4H18464P2, ddi v6i hip thu thirc an, thé trong va
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tinh trang béo phi duoc xéc dinh ¢ chudt LEPR /M bidn dbi gen don 1¢ bicu hién thu
thé leptin chua trinh tu vung it bo LEPR ngudi thay cho trinh tu ving cit bo LEPR
chuadt.

Po su hip thu thuc dn hing ngay co ban tu 1 dén 5 ngay trude khi didu tri
(ngay -1 va -5). Bén ngay trudc diéu tri va sau ngay sau didu tri (ngdy -4 va ngay -6),
cAu tao co thé, bao gom tinh trang béo phi, dugc dinh lugong bang uCT. 0 ngay 0, 32
chuot LEPR/ duc 12 dén 13 tudn tudi duoc chia ngdu nhién thanh 4 nhém, moi
nhom gdém 8 con chudt dua vao thé trong tir ngay 1 trudc diéu tri (ngay -1). O ngay 0,
thong qua tiém dudi da mdi nhom tiép nhéan lidu don chtra khéng thé d6i chimg kiéu
twong duong 30 mg/ke, H4H17322P2 30 mg/kg, H4H18457P2 30 mg/kg, hodc
H4H18464P2 30 mg/kg. Khang thé déi chung kiéu twong duong khong lien két véi
protein chudt da biét bt ky. Su hép thu thirc an va thé trong dugc do trong khoang
thoi gian nghién ctu ddi voi moi chudt. FIG.1 tong hop su thay ddi theo ti 1€ phan
tram trong hép thu thuc an tir hép thu thirc an hing ngay co ban trung binh d6i voi moi
nhém didu tri & moi diém thoi gian. Su thay ddi theo ti 16 phan tram vé thé trong ngay
0 duoc tinh toan dbi v6i mdi con chudt tai moi diém thoi gian. FIG.2 tong hop su thay
dbi theo ti 1& phan trim trung binh vé thé trong ddi v6i cdc con chudt trong mdi nhom
didu tri. FIG.3 tong hop khdi luong chit béo trung binh dbi véi mdi con chudt trong
mdi nhém didu tri khéng thé bang nCT 6 ngay trude va 6 ngay sau didu tri khang thé.

TAt ca cac két qua duge biéu dién duéi dang trung binh = SEM.

Nhu duoc trinh bay trong trong FIG.1 va FIG.2, chudt duoc diéu tri bang khéang
thé déi khang khang LEPR ching minh su gia tang vé phan trdm thay ddi trong hap
thu thac an va ph?m tram thay doi vé thé trong. Nhitng su gia tang nay khong thiyo
chudt diéu tri khdng thé dbi ching kidu twong duong. Nhu dugc minh hoa trong
FIG.1, chuot duge diéu trj bang H4H17322P2 30 mg/kg tang ding ké trong hép thu
thirc an bat dau tir ngay 1 sau diéu tr1 (ngay 1) va tai céac thoi diém sau d6 so vai chudt
duoc diéu tri bang khéng thé dbi chuno kiéu tuong duong. Chudt duoc diéu tri bang
H4H18457P2 30 mg/kg tang dang ké trong hap thu thic dn bat dau tir ngay 2 va tai
cac thoi diém sau do so voi chudt dugc didu tri bang khang thé déi ching kiéu tuong
duong. Chudt dugc diéu tri bang H4H18464P2 30 mg/kg tang dang ké hép thu thirc an
bt ddu tir ngay 2 va tai cac thoi diém sau do, nhung khong phai la ngay 4 so vGi chudt
duoc diéu tri bing khang thé déi ching kidu tuong duong. Nhu duge minh hoa trong
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FIG.1, chudt dugc didu tri bang H4H17322P2 30 mg/kg tang dang ké phan tram thay
dbi thé trong bt dau 4 ngay sau didu tri (ngay 4) va tai cac thoi diém sau do so voi
chudt duoc didu tri bang khéng thé dbi ching kiéu twong duong. Chudt dugc diéu tri
bang H4H18457P2 30 mg/kg ting déng ké phan tram thay dbi thé trong bt dau tir
ngay 3 va tai cdc thoi diém sau d6 so voi chudt duoc didu tri bang khang thé ddi chimg
kiéu twong duong. Chudt duoc didu tri bang H4H18464P2 30 mg/kg tang dang ké
phin tram thay dbi thé trong bt dAu tr ngay 4 va tai cac thoi diém sau do so vdi chudt
duoc diéu tri bing khéng thé ddi chung kiéu twong duong. Nhu duoc minh hoa trong
FIG.3. khong c6 su khéc biét vé khoi luong chéit béo gira cac nhom trude diéu tri
(ngay -4). Chudt duoc didu tri biang khéng thé H4H17322P2, H4H18457P2 va
H4H18464P2 30 mg/kg tang dang ké vé khoi luong chit béo 6 ngay sau diéu tri (ngay
6) so voi khang thé ddi chimg kiéu tuong duong. Két luan, diéu tri bang khang thé dbi
khang LEPR, nhung khong phdi la khang thé dbi chung kiéu tuong duong, lam tang
hap thu thie an, thé trong va tinh trang béo phi 0 chudt.

Vi du 9: Xéc dinh quyét dinh khang nguyén cua LEPR nguoi ma khang thé khang
LEPR theo sang ché lién két

Pé xac dinh quyét dinh khang nguyén ctia LEPR ngudi ma khang thé khang
LEPR theo sang ché lién két, phan tich dya trén phuong phép do té bao theo dong chay
Luminex FLEXMAP (FM3DD, LuminexCorp) dugc st dung dé x4c dinh tuong tac
ctia khdng thé khang LEPR vdi ving protein LEPR nguoi tdi t6 hop. Pbi véi thu
nghiém nay, xép xi 3 tri€u hat ciu siéu nho MicroplexR carboxyl héa (Luminex, Cat#
LC1000A), duge ria, lic va nghién bang song am trong 0,1 M NaPOx, pH 6,2 (dém
hoat hoa), sau d6 ly tdm dé loai bo dich ndi. Hat cAu siéu nho dugc tao huyén phu lai
trong 120 uL dém hoat héa va nhom cacboxylat (-COOH) dugc hoat hoa bang bd sung
15 uL N-hydroxysucxinimit 50 mg/mL (NHS, Thermo Scientific, Cat# 24500) sau do
b6 sung thém 15 pL 1-ety1-3-[3-dimetylaminopropyl]cacbodiimit 50 mg/mL (EDC,
ThermoScientific. Cat# 22980) & 25°C. Sau 10 phut, pH cta phan Gng giam dén 5,0
bang bd sung 600 pL MES 50 mM, pH 5 (dém licn két), va céc hat cau siéu nho dugc
lic. va ly tam dé loai bo dich ndi. Céc hat da hoat hoa ngay lap tire duoc tron véi 500
ul cua 20 pg/mL khang thé khang myc don dong voi 1gG chudt hodc IgG nguoi,
trong dém lién két va u trong 2 gid ¢ 25°C. Phan Ung lien két dugc dap tat bang bd
sung 50 pL Tris-HCI 1M, pH 8,0 va hat ciu siéu nho dugc lc nhanh, ly tim va rira 4
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Jin bang 1 mL DPBS, loai bo protein khong lién két va cac thanh phan phan Gmg khac.

Protein LEPR biéu hién tam thoi, bao gbém vung ngoai bao LEPR nguoi biéu
hién véi dudi myc-myc hexahistidin tai dau C (LEPR-MMH ngudi, SEQ ID NO: 89),
LEPR CRHI nguoi (D1) duoc biéu hién voi dudi myc-myc hexahistidin tai dau C
(LEPR CRH1 (D1)- -MMH ngudi, axit amin 1 208 néu trong SEQ ID NO: 89 v6i dudi
myc-myc hexahistidin, axit amin 209-236), ving LEPR CRHI nguoi (D1,D2) biéu
hién voi dudi myc-myc hexahistidin tai ddu C (LEPR CRHI (D1,D2)-MMH nguot,
axit amin 1-318 néu trong SEQ ID NO: 89 v6i dudi myc-myc hexahistidin, axit amin
319-346). vung LEPR CRHI-Ig nguoi (D1,D2,D3) dugc biéu hién v4i dudi myc-myc
hexahistidin tai dau C (LEPR CRHI (D1,D2,D3)-MMH ngudi, axit amin 1-278 néu
trong SEQ ID NO: 89 véi dudi myc-mye hexahistidin, axit amin 279-306), vung LEPR
CRHI-Ig ngudi (D2,D3) duge biéu hién v6i dudi myc-myc hexahistidin tai dau C
(LEPR CRHI-Ig (D2,D3)-MMH nguoi, axit amin 1-198 néu trong SEQ ID NO: 89
v6i dudi myc-myc hexahistidin, axit amin 199-226), ving LEPR Ig ngudi (D3) duoc
biéu hién voi dudi myc-myc hexahistidin tai ddu C (LEPR Ig (D3)-MMH nguoi, axit
amin 1-88 néu trong SEQ ID NO: 89 véi du6i myc-myc hexahistidin, axit amin 89-
116), ving CRH2 LEPR ngu¢i duoc biéu hién v6i dudi myc-myc hexahistidin tai dau
C (LEPR CRH2-MMH nguoi, axit amin 1-207 néu trong SEQ ID NO: 89 véi dudi
myc-myc hexahistidin, axit amin 208-235), vung LEPR FNIII nguoi dugc biéu hién
v6i dudi myc-myc hexahistidin tai diu C (LEPR FNIII-MMH nguot, axit amin 1-204
néu trong SEQ ID NO: 89 véi dudi myc-myc hexahistidin, axit amin 205-232), va
ving LEPR 1g-CRH2-FNIII nguoil dugc biéu hién v4i dudi myc-myc hexahistidin tai
diu C (LEPR Ig-CRH2-FNII-MMH ngudi, axit amin 1-510 néu trong SEQ ID NO:
89 vGi dudi myc-myc hexahistidin, axit amin 511-538), dugc tao huyén phu trong moi
truong CHO-S-SFM 11 khong chira huyét thanh (Thermo Fisher, Cat # 31033020) va
sau d6 duoc loc bang ly tam. Udc s6 clia cac hat cau siéu nho véi khang thé don dong
khang myc bét dong, dugc so sanh voi phin mo ta ¢ trén, duoc bd sung riéng r& vao 1
mL ctia mdi mot trong sd cac dich huyén phu protein nay. Cac hat céu siéu nho dugc
tron nhe nhang, U trong 2 gio O 25°C, dugc rtra 2 JAn bang 1 mL DBPS, ly tam dé loai
bo dich huyén phu va cudi dung tai tao huyén phu trong 1 mL dém DPBS. 48 uL hat
ciu siéu nho lién két voi IgG khang mye tir cac phan Gng riéng re véi LEPR nguoi day

du chiéu dai va voi moi mot trong s6 céc protein vung LEPR ngudi duge rut ra va tron

-60-



34106

Idn cung nhau trong 3,6 mL PBS + 20 mg/mL BSA +0,05% natri azit (dém phong bé).

Tu bé duogc tron nay, 75 pL hat ciu siéu nho dugc phu trén mdi giéng trén dia
loc ¢6 96 giéng (Millipore, Cat. No: MSBVNI250) va tron v6i 25 pL khang thé don
dong LPER khang nguoi riéng 1€ (0,5 hodc 5 pg/mL), G trong 2 gioy 6 25°C »Vé sau do
Fia hai 1an véi 200 ul DPBS v6i 0.05% Tween 20 (dém rua). Pé phat hién va xac
dinh luong muc do khang thé khang LEPR duoc lién két véi hat cau siéu nho riéng ré,
100 pL cta 2.5 pg/mL kappa khang nguoi F(ab)2 dé lién hop R-Phycoerythrin
(Southern Biotech, Cat# 2063-09) trong dém phong bé hodc 100 pL cua 1,25 pg/mL |
R-Phycoerythrin AffiniPure F(ab') trong dém phong bé hodc 100 pL cua 1,25 pg/mL
IgG khang chudt dé doan R-Phycoerythrin AffiniPure F(ab')2, doan F(ab")2 dac hiéu
(Jackson Immunoresearch, Cat. No: 115-116-072) trong dém phong bé, dugc bd sung
va U trong 30 phut ¢ 25°C. Sau 30 phut, céc mau duoc rira 2 1an v6i 200 uL dém rua
va duo‘c tai tao huyén phu trong 150 plL cua dém rtra. Cudng do huynh quang trung

binh (MFI) cta hat cAu siéu nho duoc do trong méy phén tich Luminex.

Céc két qua cua phén tich dya trén Luminex dugc trinh bay trong bang 17. Cac
cudng do tin hiéu MFI Luminex chi ra ring 9 khang thé khang LEPR theo sang ché
lien két v6i ving ngoai bao LEPR ngudi hoan chinh. Khang thé khing LEPR
H4H18439P2 va H4H18440P2, lién két voi quyét dinh khang nguyén trong vung
| CRH1 D2 cua LEPR nguoi. Khang thé khang LEPR H4H17322P2 va COMP3551,
lien két v6i quyét dinh khang nguyén trong ving CRH2 ctia LEPR nguoi. Khang thé
khang LEPR H4HI18437P2, H4H18457P2, HAH18508P2, HA4HI18466P2 va
H4118462P2, lién két voi quyét dinh khang nguyén trong vung FNII cua LEPR
nguoi. Khang thé khang LEPR H4H18464P2, lien két v6i quyét dinh khang nguyén
trong ving [g(D3) cua LEPR nguol.

Béang 17: Tin hiéu MFI Luminex cua khang thé khang LEPR lién két v6i dudi myc bt
gilr viing ngoai bao day du chidu dai ctia LEPR ngudi va vang LEPR nguoi dugc phén

1ap.
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Sang ché khong bi gi¢i han trong pham vi ciia cac phuong an thue hién cu thé
duoc mo ta ¢ ddy. Do do, cac cai bién khac nhau theo sang ché cling voi cac sua ao6i
dugc md ta ¢ day co thé trd nén rd rang voi nhitng nguoi co hiéu biét trung binh trong
linh vue k¥ thuat nay tir ban mo ta d4 néu va cac hinh v& kém theo. Céc cai bién nay

ddu nidm trong pham vi clia cac yéu cau bao ho di kem.
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YEU CAU BAO HQ
|. Khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 lién két
v6i thu thé leptin nguoi (LEPR), trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén
cia no bao gdm: (a) ving xac dinh b6 trg (CDR) cta vung bién d6i chudi ning
(HCVR) chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO dugc chon tir nhom bao gdbm
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 42, va SEQ ID NO: 58 va (b) CDR cua ving bién doi
chudi nhe (LCVR) chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10.

2. Khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cua n6 theo diém
1, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua né chira vung bién dbi
chudi nhe bao gom:

LCDRI1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12; LCDR2 chtra trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 14: LCDR3 chua trinh ty axit amin néu trong SEQ

ID NO: 16; va
ving bién ddi chudi ning bao gom:
1
HCDR1 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
HCDR2 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6; va
HCDR3 chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 8;
(i1)
HCDR1 chaa trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 44;
HCDR2 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 46; va
HCDR3 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 48; hoédc
(ii1)
HCDRI chira trinh tu axit amin néu trong SEQ 1D NO: 60;
HCDR2 chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 62; va
HCDR3 chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 64.

3. Khang thé dugc phan lap hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém
2, trong do khang thé nay la khang thé bao gom vung bién dbi chudi ndng chtra trinh tur
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axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 va ving bién di chudi nhe chira trinh tw axit amin
néu trong SEQ ID NO: 10.

4. Khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cia no6 theo diém
2, trong d6 khéang thé nay la khang thé bao gdm ving bién ddi chudi ning chtra trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 42 va vung bién ddi chudi nhe chta trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 10.

5. Khang thé duoc phan lép hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo diém
2, trong d6 khang thé nay la khang thé bao gom vung bién dbi chudi ning chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 58 va vung bién ddi chudi nhe chia trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 10.

6. Duoc phém chira khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta no theo
diém 1, va chit mang hodc chét pha loang dugc dung.

7. Khéng thé theo diém 3, trong d6 vung bién dbi chudi ning dugc lién két véi
Fc IgG4 nguoi.

8. Khang thé theo diém 4, trong do6 ving bién ddi chudi ning dugc lién két voi
Fc IgG4 nguoi.

9. Khang thé theo diém 5, trong d6 ving bién dbi chudi ning duoc lién két voi
Fc IgG4 nguot.

10. Dugc pham chira khang thé theo diém 7, va cht mang hodc chét pha loang
duoc dung.

11. Duoc pham chira khéng thé theo diém 8, va chit mang hodc chét pha lodng
duoc dung.

12. Dugc pham chra khang thé theo diém 9, va chit mang hodc chét pha loang
dugc dung.

13. Khéng thé dugc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén cta né theo
diém 1, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chira vung bién
dbi chudi nhe bao gom:

LCDR1 chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12;

LCDR?2 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 14; va
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L.CDR3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 16;

va ving bién d6i chudi ning bao gom:

HCDRI chaa trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;

HCDR2 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6; va

HCDR3 chra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 8.

14. Khang thé duoc phan lap hodc manh lién két khang nguyén cua n6 theo
diém 1, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta n6 chira vung bién
d6i chudi nhe bao gom:

LCDRI chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12;

[LCDR2 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 14; va

LCDR3 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 16;

va vung bién dbi chudi ndng bao gom:

HCDRI1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 44;

HCDR2 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 46; va

HCDR3 chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 48.

15. Khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia no6 theo
diém 1, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta nd chira vung bién
dbi chudi nhe bao gom:

L.CDR1 chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12;

LCDR2 chura trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 14; va

LCDR3 chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 16;

va vung bién dbi chudi nang bao gom:

HCDR1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 60;

HCDR2 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 62; va

HCDR3 chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 64.

16. Thiét bi tiém tu dong chta khang the theo diém 3.
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17. Thiét bi tiém tu dong chira khang thé theo diém 4.

18. Thiét bi tiém tu dong chita khang thé theo diém 5.

19. Thiét bi phan phéi dang but chtta khang thé theo diém 3.

20. Thiét bi phan phdi dang but chira khang thé theo diém 4.

21. Thiét bj phan phéi dang but chtra khang thé theo diém 5.

23. Khang thé theo diém 8, trong do6 vung bién ddi chudi nhe dugc lién két voi

mién hang dinh chudi nhe kappa.
24. Khéang thé theo diém 9, trong d6 vung bién dodi chuoxi nhe duoc lién két voi

mién hang dinh chudi nhe kappa.
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Khéi lugng chit béo

—] mAb trude (ngay 6)
737 mAb sau (ngay 6)
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* P<0,05 mAB sau vs mAB trudc

FIG.3
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<160> 95
<170>
210> 1

<211> 378
<212> ADN
<213>
220>
<223>
<400> 1

cagctgcagc
acctgcactg
cagcccccag
tacaacccgt
tccctgaagc
cttatgatta
atggtcaccg

<210> 2

<211> 126
<212> PRT
<213>
<220>
223>
<400> 2

Téng hap

tgcaggagtc
tctetggtgc
ggaagggtct
ccctccagag
tgagctctgt
cgtttggess
tctcttca

Téng hap

PatentIn version 3.5

Trinh ty nhan tao

gggcccagga
ctctatcagc
ggagtggatt
tcgagtcacc
gaccgccgcea
acttatcgtc

Trinh tu nhan tao

ctggtgaagc
agtagtcgtt
ggggatatct
atatccgtag
gacacggctg
gagggttttg

cttcggagac
tctacgegss
attatagtgg
acacgtccaa
tgtattactg
atatttgggs

cctgtccectc
ctggatccgc
gaatacctac
gaatcagttc
tgcgagacac
ccaagggaca

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

1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ala Ser Ile Ser Ser Ser

20

25

30

Arg Phe Tyr Gly Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu

35

40
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Trp Ile Gly

50

Leu Gln Ser

65

Ser Leu Lys

Cys Ala Arg

Phe Asp Ile

<210>
<211>
212>
<213>
<220>
<223>
<400>

115

3
30
ADN

Trinh tw

Téng
3

Asp

Arg

Leu

His

100

Trp

hgp

34106

Ile Tyr Tyr Ser
55

Val Thr Ile Ser
70

Ser Ser Val Thr
85

Leu Met Ile Thr

Gly Gln Gly Thr

120

nhan tao

ggtgcctcta tcagcagtag tcgtttctac

<210>
<211>
<212>
<213>
220>
<223>
<400>

4
10
PRT

Trinh ty nhan tao

Téng
4

hop

Gly

Val

Ala

Phe

105

Met

Asn

Asp

Ala

90

Gly

Val

Gly Ala Ser Ile Ser Ser Ser Arg Phe Tyr

1

<210>
<211>
212>
<213>
<220>
223>
<400>

5
21
ADN

5

Trinh tu nhan tao

Téng haop

5

atctattata gtgggaatac ¢

<210>
<211>
<212>

6
7
PRT
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10

Thr

Thr

75

Asp

Gly

Thr

Tyr

60

Ser

Thr

Leu

Val

Tyr Asn

Lys Asn

Ala Val

Ile Val

110

Ser Ser
125

Pro Ser

Gln Phe

80

Tyr Tyr
95

Glu Gly

30

21



<213>
<220>
223>
<400> 6

Téng hop

34106

Trinh tu nhan tao

Ile Tyr Tyr Ser Gly Asn Thr

1

216> 7

<211> 54
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 7

5

Tong haop

Trinh tu nhan tao

gcgagacacc ttatgattac gtttggggga cttatcgtcg agggttttga tatt

<210> 8

<211> 18
212> PRT
<213>
<220>
<223>
<460> 8

Téng hop

Trinh tu nhan tao

Ala Arg His Leu Met Ile Thr Phe Gly Gly Leu Ile Val Glu Gly Phe

1

Asp Ile

<210> 9

<211> 324
<212> ADN
<213>
<220>
223>
<400> 9

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacac

<210> 10
<211> 108
<212> PRT

5

Tong hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
gactggagat

Trinh tu nhan tao

tccatcctcc
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaa

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta
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15

ctgtaggaga cagagtcacc
attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccgtca
ccatcagcag tctgcaacct
ccccteccgat cacctteggce
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<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Ile Thr

<210>
<211>

Trinh tv

Téng
10
Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Phe

11
18

<212> ADN
Trinh tu

<213>
<220>
223>
<400>

11

hop

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Toéng hap

nhan tao

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gln

nhan tao

cagagcatta gcagctat

<210>
211>
212>
<213>
220>
223>
<400>

12
6
PRT

Trinh tu nhan tao

Tong
12

hop

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gly

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1

<210>
211>

13
9

5

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Thr
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Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Arg

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu
105
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Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro
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34106

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 13

gctgeatcc

210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
220>

<223> Téng hop

<400> 14

Ala Ala Ser

1

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> Toéng hop

<400> 15

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

<210> 16

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tong hop

<400> 16

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

216> 17

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Toéng hop

<400> 17

caggtgcage tggtggagtc tgggggagge gtggtccage ctgggaggtc cctgagactc
tcctgtgeag cctctggatt cactttcagt agctatggca tccactgggt ccgecaggcet
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatcatatg atggaaataa taaatactat
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gcagactccg tgaagggccyg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat
ctgcaaatga acagcctgag agctgaggac acggctgtat attactgtgc gaaagatcta
tttttggagt ggttatttca cggtatggge gtctggggcc aagggaccac ggtcaccgtc

tcctca

<210> 18

211> 122

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
220>

<223> Téng hop

<400> 18
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly val val Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15

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

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

Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Asn Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

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

Ala Lys Asp Leu Phe Leu Glu Trp Leu Phe His Gly Met Gly Val Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<2106> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> Toéng hop

<400> 19

ggattcactt tcagtagcta tggc

210> 20
_76_

240
300
360
366
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34106

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> Téng hop

<400> 20

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 21

atatcatatg atggaaataa taaa

210> 22

<211> 8

<212> PRT

¢<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 22

Ile Ser Tyr Asp Gly Asn Asn Lys
1 5

<210> 23

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220> ”

<223> Toéng hop

<400> 23

gcgaaagatc tatttttgga gtggttattt cacggtatgg gecgtc

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao
220>

<223> Toéng hop

<400> 24
Ala Lys Asp Leu Phe Leu Glu Trp Leu Phe His Gly Met Gly Val
1 5 10 15
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25
372
ADN

<210>
<211>
212>
<213>
<220>
<223> Tong
<400> 25
cagctgcagc
acctgcattg
cagcccccag
tacaacccgt
tccctgaagc
ttacgatatt
accgtctect

26
124
PRT
Trin

<216>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Tong
<400> 26
Gln Leu Gln
1

Ser

Thr Leu

Ser Tyr Tyr

35

Ile
50

Trp Gly

Leu Ser

65

Lys

Ser Leu Lys

Cys Ala Arg

Gly
115

Tyr Trp

hop

tgcaggagtc
tctctggtegg
ggaaaggget
ccctcaagag
tgaggtctgt
ttgactggtc
ca

h tw

hop

Leu Gln Gl

Thr

Leu Cy

20
Tr

Trp Asn

Asn Ile Ty

Th
70

Arg Val

Leu Arg Se

85

Leu Leu Ar

100
Th

Gln Gly

34106

Trinh tv nhan tao

gggccecagga
cgacatcacc
ggagtggatt
tcgagtcacc
gaccgccgcea
aaaaggatac

nhan tao

u Ser Gly

s Ile Val

p Ile Arg

40
r Tyr Ser
55

r Ile Ser

r Val Thr

g Tyr Phe

Val
120

r Leu

ctagtgaagc
agtagtagtt
gggaatatct
atatccatag

gacacggctg
cttgactact

Pro Gly Leu

10
Ser Gly
25

Gly

Gln Pro Pro

Gly Ser Thr

Thr
75

Ile Asp

Ala
90

Ala Asp

Asp Ser

105

Trp

Thr Val Ser

-78-

cttcggagac
attactggaa
attatagtgg
acacgtccaa
tttattactg

gegggccages

Val Lys Pro

Thr
30

Asp Ile

Lys
45

Gly Gly

Asn Asn

60

Tyr

Ser Lys Ser

Thr Ala Val

Gly Tyr

110

Lys

Ser

cctgtecectc
ctggatccgce
aagcaccaac
gagccagttc
tgcgagatta
aaccctggtc

Ser Glu

15

Ser Ser

Leu Glu

Ser
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Gln

Tyr
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Tyr

Leu Asp
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34106

210> 27

211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Toéng hop

<400> 27

ggtggcgaca tcaccagtag tagttattac

<210> 28

<211> 10

<212> PRT

¢<213> Trinh tu nhan tao

220>

<223> Toéng hop

<400> 28

Gly Gly Asp Ile Thr Ser Ser Ser Tyr Tyr
1 5 10

<210> 29

211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 29

atctattata gtggaagcac C

<210> 30

<211> 7

<212> PRT

¢<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 30

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 31

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 31
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gcgagattat tacgatattt tgactggtca aaaggatacc ttgactac

Ala Arg Leu Leu Arg Tyr Phe Asp Trp Ser Lys Gly Tyr Leu Asp Tyr

10

atggtcaagc
gactactata
attagtatta
tccagggaca
acggccgtat

gacgtctggs

10

25

<210> 32

<211> 16

<212> PRT

¢<213> Trinh tuv nhan tao

220>

<223> Toéng hop

<400> 32

1 5

<216> 33

<211> 369

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Toéng hop

<400> 33

caggtgcagc tggtggagtc tgggeeagsc

tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt

ccagggaagg gtctggagtyg gatttcacac

gcagactctg tgaagggccg attcaccatc

ttggaaatga acagactgag agacgaggac

ccggatattg tactagtaag gtacggtatg

gtctcctca

<210> 34

<211> 123

<212> PRT

¢<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 34

Gln val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Met

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

20

Tyr Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40 ’

Ser His Ile Ser Ile Thr Gly Ser Thr Ile Tyr

50

55
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ctggagggtc
tgagctggat
ctggtagcac
acgccaagaa
attactgtac

gccaagggac

Val Lys

Phe

Thr

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

15

cctgagactc
ccgccaggcet
catatactac
ttcactgtat
gagagatgag
cacggtcacc

Pro Gly Gly

15

Ser Asp Tyr
30

Glu Trp Ile

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

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

Thr Arg Asp Glu Pro Asp Ile val Leu Val Arg Tyr Gly Met Asp Val
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 35

211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> Téng hop

<400> 35

ggattcacct tcagtgacta ctat

<210> 36

<211> 38

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 36

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr
1 5

<216> 37

211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
(220>

<223> Téng hop

<400> 37

attagtatta ctggtagcac cata

<210>
211>
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> Téng haop

o W
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<400> 38

34106

Ile Ser Ile Thr Gly Ser Thr Ile

1

<210> 39
<211> 48
<212> ADN
<213>

220>
<223>

<400> 39

5

Téng hop

Trinh tu nhan tao

acgagagatg agccggatat tgtactagta aggtacggta tggacgtc

<210> 40
<211> 16
<212> PRT
<213>
<220>
223>
<400> 40

Tong hop

Trinh tu nhan tao

Thr Arg Asp Glu Pro Asp Ile val Leu val Arg Tyr Gly Met Asp Val

1

<210> 41
<211> 351
<212> ADN
<213>
220>
<223>
<400> 41
gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactctg
ctgcaaatga
tatggtegcs

<210> 42
<211> 117
<212> PRT
<213>
220>
<223>
<400> 42

5

Téng hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
Tgaaggeccs
acagtctgag
ccgactactg

Tong hop

Trinh tu nhan tao

tgggggaagt
cacatttgat

ggtctctggt
attcaccgtc
agccgaggac
gggccaggea

Trinh tu nhan tao

10

gtggtacgsc
gattatggca
attagttgga
tccagagaca
acggccectct
accctggtca

ctggggaatc
tgagctgggt
atggtggcat
acgccaagaa
atcactgtgc
ccgtectecte

15

cctgagactc
ccgccaagcet
cacagtttat
ctccctgtat
gagagcccgt
a

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

1

5

10
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Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ala

Val
115

43
24
ADN
Trinh tw

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Ser

Téong hop
43

Ser Cys

Val Arg

Trp Asn

Thr Val

70

Ser Leu
85

Tyr Gly

Ser

nhan tao

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

ggattcacat ttgatgatta tggc

<210>

<211>
<212>

<213>

<220>

<223>
<400>

44
8

PRT
Trinh tu nhan tao

Téng hap
44
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Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ala

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Gly

1

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

<220>

45
24
ADN
Trinh tu nhan tao

5

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp
105

-83-

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Phe

Lys

Val

Ala

75

Thr

Trp

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gln

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Asp

Trp

Ser

Leu

His

95

Thr

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu
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<223>
<400> 45

Téng hop

34106

attagttgga atggtggcat caca

<210> 46
<211> 8
<212> PRT
<213>
<220>
223>
<400> 46

Téng hap

Trinh tu nhan tao

Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ile Thr

1

<210> 47
<211> 30
<212> ADN
<213>
<220>
223>
<400> 47

5

Téng hap

Trinh tu nhan tao

gcgagagecc gttatggtgg cgcecgactac

10

ttggtacagc
agttttgcca
ctcagtgata
tccagagaca
acggcegttt

<210> 48

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 48

Ala Arg Ala Arg Tyr Gly Gly Ala Asp Tyr
1 5

<210> 49

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng haop

<400> 49

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagac
tcctgtgeag cctctggatt cacctttagc
ccagggaggg gactggagtg ggtctcaagt
gcagactccg tgaagggeceg gttcaccatc
ctgcaaatga acaacctgag agccgaggac
ttttcggggt ggttattcca tggttttgat

gtctggggcc
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ctgggeggtc
tgagctgggt
gtggtgataa
attccaaaaa
attactgtgc
aagggacaat

cctgagactc
ccgccaggct
cacatactac
tacgttgtat
gaaagatctc
ggtcaccgtc
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tcttca

<210>
<211>
212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Ser
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Lys

Gly Gln

210>
211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ggattca

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

50
122
PRT
Trinh tu nhan tao

Téng hap
50
Gln Leu Val Glu Ser

Arg Leu Ser Cys Ala
20

Ser Trp Val Arg Gln
35

Leu Ser Asp Ser Gly
55

Arg Phe Thr Ile Ser
70

Met Asn Asn Leu Arg
85

Asp Leu Phe Ser Gly
100

Gly Thr Met val Thr
115

51
24
ADN
Trinh tu nhan tao

Tong hop
51
cct ttagcagttt tgcc

52

8

PRT

Trinh tu nhan tao

34106

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Trp

Val
120

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Leu

105

Ser
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Asp

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Phe

Ser

Leu

Phe

Arg

Tyr

Ser

75

Thr

His

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Arg

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp

366
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220>

<223> Téng hop

<400> 52

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Ala

1 5

<210> 53

211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> Téng hop

<400> 53

ctcagtgata gtggtgataa caca

<216> 54

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> Téng hap

<400> 54

Leu Ser Asp Ser Gly Asp Asn Thr
1 5

<210> 55

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Toéng hop

<400> 55

gcgaaagatc tcttttcggg gtggttattc catggtttty atgtc

<210> 56

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 56

Ala Lys Asp Leu Phe Ser Gly Trp Leu Phe His Gly Phe Asp Val

1 5 10

<210> 57
<211> 351

-86-

24

45



34106

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Toéng hop
<400> 57
caggttcagc tggtgcagtc tggacctgaa
tcttgtaagg gttctggtta caccttttcc
cctggacacg gccttgaatg gatgggatgs
gcacagaagg tccagggcag actcaccatg
atggagctga ggagcctgag atctgacgac
actcggecect ttgactattg gggccaggea
<210> 58
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
220>
<223> Téng hop
<400> 58
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Gly
20
Gly Ile Ser Trp Ile Arg Gln Ala
35 40
Gly Trp Ile Ser Ala Ser Ser Gly
50 55
Gln Gly Arg Leu Thr Met Thr Thr
65 70
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser
85
Ala Arg Thr Gly Thr Arg Pro Phe
100
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 59
211> 24
<212> ADN

gtgaaaaaac
tggtatggaa
atcagcgctt
accacagaca
acggeccegttt
accctggtca

Glu Val

10

Pro

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly His

Asn Thr Arg

Thr Ser

75

Asp

Asp Asp Thr

90

Asp
105

Tyr Trp

-87-

ctggggectc agtgaaggtc
tcagctggat ccgacaggcec
ccagtggtaa tacaagattt
catcgacgag tacagcctac
attactgtgc gagaacgggg
ccgtctecte a

Pro Gly Ala

15

Lys Lys

Phe Ser

30

Thr Trp Tyr

Leu Glu Met

45

Gly Trp

Phe Ala Gln Val

60

Lys

Thr Ala

Thr Tyr

80

Ser

Ala Vval Tyr Tyr Cys

95

Gln Gly Thr Leu

110

Gly

60
120
180
240
300
351



<213>
<220>
<223>
<400>

Trinh tu nhan tao

Téng hop
59

ggttacacct tttcctggta tgga

<210>
<211>
<212>
<213>
220>
<223>
<400>

60

8

PRT

Trinh tu nhan tao

Téng hop
60

34106

Gly Tyr Thr Phe Ser Trp Tyr Gly

1

<210>
211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5

61
24
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hap
61l

atcagcgctt ccagtggtaa taca

210>
<211>
<212>
<213>
220>
<223>
<400>

62

8

PRT

Trinh tu nhan tao

Téng haop
62

Ile Ser Ala Ser Ser Gly Asn Thr

1

<210>
<211>
<212>
213>
220>
<223>
<400>

5

63
30
ADN
Trinh tu nhan tao

Téng hop
63

gcgagaacgg ggactcggec ctttgactat

<210>
<211>

64
10

-88-

24

24

30



34106

10

ttggtccagc
agctatggtc
attaatcata
tccagagaca
atggctgttt
atctggggcc

Gly Gly Leu

10

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Lys Tyr

Ser
75

Asp Asn

Met

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
220>
<223> Téng hap
<400> 64
Ala Arg Thr Gly Thr Arg Pro Phe Asp Tyr
1 5
<210> 65
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
220>
<223> Téng haop
<400> 65
gaggtgcage tggtggagtc tgggsgeagsc
tcctgtacag cctctggatt caccttcagt
ccagggaagg gactggaata tgtttcaagt
gcagactctg tgaagggcag attcaccatc
cttcaaatgg gcagcctgaa aactgaggéc
tttttggagt ggttattcca tggttttgat
tcttca
<210> 66
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<2205
<223> Téng hop
<400> 66
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala
20
Gly Leu His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ser Ile Asn His Asn Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Gly Ser Leu Lys Thr

Glu Asp

-89-

cgggegestc
tgcactgggt
atgggggtag
attcgaagaa
attactgtgc
aagggacaat

Val Gln Pro

Ser
30

Thr Phe

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Asp

60

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

cctgagactc
ccgeccaggcet
taaatattat
cacgctgttt
gagagatctc
ggtcaccgtc

Gly
15

Gly
Ser Tyr
Tyr Val
Val

Ser

Phe
80

Leu

Tyr Cys

60
120
180
240
300
360
366



34106

85 90 95

Ala Arg Asp Leu Phe Leu Glu Trp Leu Phe His Gly Phe Asp Ile Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Met val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 67

211> 24

<212> ADN

¢<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Tong hop

<400> 67

ggattcacct tcagtagcta tggt

<2106> 68

<211> 8

<212> PRT

¢<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Toéng hop

<400> 68

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 69

211> 24

<212> ADN

¢213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 69

attaatcata atgggggtag taaa

<210> 70

211> 8

<212> PRT

¢<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> Téng haop

<400> 70

Ile Asn His Asn Gly Gly Ser Lys
1 5

-90-



210> 71
<211> 45
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 71

Toéng hop

34106

Trinh tu nhan tao

gcgagagatc tctttttgga gtggttattc catggttttg atatc

216> 72

<211> 15

212> PRT
<213>
220>
223>
<400> 72

Tong hop

Trinh tu nhan tao

Ala Arg Asp Leu Phe Leu Glu Trp Leu Phe His Gly Phe Asp Ile

1

<2106> 73
<211> 357
<212> ADN
<213>
<220>
223>
<400> 73
caggtgcagc
acctgttctg
cagcacccag
tacaatccgt
tccctgaagce
gactggaact

<210> 74
<211> 119
212> PRT
<213>
220>
<223>
<400> 74

5

Tong hop

tgcaggagtc
tctctggtgs
gggagggcect
ccctcaagag
tgaactctct
ccctttttga

Téng hap

Trinh tu nhan tao

gggececagga
ctccataaac
ggagtggatt
tcgagttacc
gactgceggg
ccactggggc

Trinh tu nhan tao

10

ctggtgaagc
actggttctt
gggtacatct
ttatcactag
gacacggccg
caggggaccc

cttcacagac
acttctggac
attacaatgg
acacgtctaa
tttattactg
tggtcaccgt

15

cctgtccectc
ttggatccgc
agacacctac
gaaccagttc
tgcgagaagt
ctcctca

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

1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser Gly Gly Ser Ile Asn Thr Gly

20

25

-01-

30

45

60
120
180
240
300
357



Ser Tyr

Trp Ile
50

Leu Lys
65

Ser Leu

Cys Ala

Thr Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
220>
<223>
<460>

ggtggct

<210>
<211>
<212>

34106

Phe Trp Thr Trp Ile Arg Gln
35 40

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Asn Gly
55

Ser Arg Val Thr Leu Ser Leu
70

Lys Leu Asn Ser Leu Thr Ala
85

Arg Ser Asp Trp Asn Ser Leu
100 105

Vval Thr Val Ser Ser
115

75
30
ADN
Trinh tu nhan tao

Tong hop
75
cca taaacactgg ttcttacttc

76
16
PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>

<223> Tong hop
<400> 76
Gly Gly Ser Ile Asn Thr Gly Ser Tyr Phe

1

210>
<211>

5

77
21

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop
<400> 77
atctattaca atggagacac C

-92-

His

Asp

Asp

Gly

90

Phe

10

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Asp

Gly Glu Gly
45

Tyr Tyr Asn
60

Ser Lys Asn

Thr Ala Val

His Trp Gly
110

Leu Glu

Pro Ser

Gln Phe
80

Tyr Tyr
95

Gln Gly

30

21



34106

210> 78

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 78

Ile Tyr Tyr Asn Gly Asp Thr
1 5

210> 79

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>

<223> Toéng hop

<400> 79

gcgagaagtg actggaactc cctttttgac cac

<210> 80

<211> 11

<212> PRT

¢<213> Trinh tu nhan tao

220>

<223> Toéng hop

<400> 80

Ala Arg Ser Asp Trp Asn Ser Leu Phe Asp His
1 5 10

<210> 81

<211> 324

<212> ADN

¢<213> Trinh tu nhan tao

220>

<223> Téng haop

<400> 81

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtetttgt
ctctcctgeca gggecagtea gagtgttagc agcagctact
cctggecagg ctcccaggcet cctcatctat ggtgcatcca
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta
caagggacca aggtggaaat caaa

<210> 82
<211> 108
<212> PRT

-03-

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctcaccttg

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggc

33

60
120
180
240
300
324



34106

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> Téng hap

<400> 82

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala
20 25

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100 105

<210> 83

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Tong hagp

<400> 83

cagagtgtta gcagcagcta ¢

<210> 84

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
220>

<223> Téng hop

<400> 84

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr
1 5

<216> 85
<211> 9

-94-

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

21



34106

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Téng hop

<400> 85

ggtgcatcc

<210> 86

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
220>

<223> Tong hop

<400> 86

Gly Ala Ser

1

<210> 87

211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Toéng hop

<4060> 87

cagcagtatg gtagctcacc ttggacg

<210> 88

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 88

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 89

<211> 1165

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> hLEPR P48357

<4006> 89
Met Ile Cys Gln Lys Phe Cys val Val Leu Leu His Trp Glu Phe Ile
1 5 10 15

-05-



Tyr

Phe

Leu

Glu

65

Asn

Arg

Ser

Ile

Glu

145

Leu

Gln

Cys

Leu

Pro

225

Leu

Trp

Val

Lys

Pro

50

Thr

Leu

Asn

Thr

Gln

130

Ser

Leu

Lys

Cys

Leu

210

Leu

Gly

Ser

Ile

Leu

35

Ala

Ala

Ser

Cys

Val

115

Cys

Leu

Tyr

Gly

Glu

195

Met

Met

Leu

Ser

Thr

20

Ser

Gly

Val

Lys

Ser

100

Asn

Trp

Phe

Val

Ser

180

Cys

Cys

Ser

His

Pro

Ala

Cys

Leu

Glu

Thr

85

Leu

Ser

Leu

Lys

Leu

165

Phe

Leu

Leu

Val

Met

245

Pro

Phe

Met

Ser

Pro

70

Thr

Cys

Leu

Lys

Asn

150

Pro

Gln

Val

Lys

Leu

Asn

Pro

Lys

55

Lys

Phe

Ala

Val

Gly

135

Leu

Glu

Met

Pro

Ile

215

Pro

Ile

Val

34106

Leu

Pro

40

Asn

Phe

His

Asp

Phe

120

Asp

Phe

Val

Val

Val

200

Thr

Ile

Thr

Pro

Ser

25

Asn

Thr

Asn

Cys

Asn

105

Gln

Leu

Arg

Leu

His

185

Pro

Ser

Asn

Asp

Phe
-96-

Tyr

Ser

Ser

Ser

Cys

90

Ile

Gln

Lys

Asn

Glu

170

Cys

Thr

Gly

Met

Asp

250

Pro

Pro

Thr

Asn

Ser

75

Phe

Glu

Ile

Leu

Tyr

155

Asp

Asn

Ala

Gly

Val

235

Gly

Leu

Ile

Tyr

Ser

60

Gly

Arg

Gly

Asp

Phe

140

Asn

Ser

Cys

Lys

Val

220

Lys

Asn

Gln

Thr

Asp

45

Asn

Thr

Ser

Lys

Ala

125

Ile

Tyr

Pro

Ser

Leu

205

Ile

Pro

Leu

Tyr

Pro

30

Tyr

Gly

His

Glu

Thr

110

Asn

Cys

Lys

Leu

Val

190

Asn

Phe

Asp

Lys

Gln

Trp

Phe

His

Phe

Gln

95

Phe

Trp

Tyr

Val

Val

175

His

Asp

Gln

Pro

Ile

255

Val

Arg

Leu

Tyr

Ser .

80

Asp

Val

Asn

Val

His

160

Pro

Glu

Thr

Ser

Pro

240

Ser

Lys



Tyr
Ser
Glu
305
Asp
Pro
Ile
Trp
Ser
385
Pro
Glu
Asn
Trp
Arg
465

Pro

Glu

Ser

Ala

290

Val

Trp

Pro

Tyr

Met

370

Asp

Arg

Cys

Ile

Ser

450

Tyr

Ile

Cys

Glu

275

Thr

Gln

Ser

Lys

Lys

355

Asn

His

Gly

His

Ser

435

Thr

His

Ser

Ile

260

Asn

Ser

Val

Thr

Ile

346

Lys

Leu

Val

Lys

His

420

Cys

Ser

Arg

Phe
500

Ser

Leu

Arg

Pro

325

Leu

Glu

Ala

Ser

Phe

405

Arg

Glu

Ser

Pro
485

Gln

Thr

Leu

Gly

310

Arg

Thr

Asn

Glu

Lys

390

Thr

Tyr

Thr

Ile

Ser

470

Lys

Pro

Thr

Val

295

Lys

Val

Ser

Lys

Lys

375

Val

Tyr

Ala

Asp

Gln

455

Leu

Asp

Ile

34106

Val

280

Asp

Arg

Phe

Val

Ile

360

Ile

Thr

Asp

Glu

Gly

440

Ser

Tyr

Cys

Phe

265

Ile

Ser

Leu

Thr

Gly

345

Val

Pro

Phe

Ala

Leu

425

Tyr

Leu

Cys

Tyr

Leu
505

-97-

Arg

Ile

Asp

Thr

330

Ser

Pro

Gln

Phe

Val

410

Tyr

Leu

Ala

Ser

Leu

490

Leu

Glu

Leu

Gly

315

Gln

Asn

Ser

Ser

Asn

395

Tyr

Val

Thr

Glu

Asp

475

Gln

Ser

Ala

Pro

300

Pro

Asp

Val

Lys

Gln

380

Leu

Cys

Ile

Lys

Ser

460

Ile

Ser

Gly

Asp

285

Gly

Gly

Val

Ser

Glu

365

Tyr

Asn

Cys

Asp

Met

445

Thr

Pro

Asp

Tyr

270

Lys

Ser

Ile

Ile

Phe

350

Ile

Asp

Glu

Asn

Val

430

Thr

Leu

Ser

Gly

Thr
510

Ile

Ser

Trp

Tyr

335

His

Val

Val

Thr

Glu

415

Asn

Cys

Gln

Ile

Phe

495

Met

Val

Tyr

Ser

320

Phe

Cys

Trp

Val

Lys

400

His

Ile

Arg

Leu

His

480

Tyr

Trp



Ile

Val

Ala

545

Pro

Ser

Ser

Val

Trp

625

Arg

Glu

Leu

Gly

Trp

705

Gly

Lys

Arg

Leu

530

Glu

Val

Gly

Lys

Gln

610

Ser

Gly

Lys

Cys

Thr

690

Thr

Ala

Val

Ile

515

Pro

Ile

Phe

Lys

Ser

595

Val

Asn

Pro

Asn

Ser

675

Trp

Glu

Ser

Asn

Asn

Asp

Thr

Pro

Glu

580

Val

Arg

Pro

Glu

Val

660

Val

Ser

Gln

Val

Ile
749

His

Ser

Ile

Glu

565

Val

Ser

Cys

Phe

645

Thr

Gln

Glu

Ala

Ala

725

Val

Ser

Val

Asn

550

Asn

Gln

Leu

Lys

Tyr

630

Trp

Leu

Arg

Asp

His

710

Asn

Gln

Leu

Val

535

Ile

Asn

Trp

Pro

Arg

615

Thr

Arg

Leu

Tyr

Val

695

Thr

Phe

Ser

34106

Gly

520

Lys

Gly

Leu

Lys

Val

600

Leu

Val

Ile

Trp

Val

680

Gly

Val

Asn

Leu

Ser

Pro

Leu

Gln

Met

585

Pro

Asp

Val

Ile

Lys

665

Ile

Asn

Thr

Leu

Ser
745

-08-

Leu

Leu

Leu

Phe

570

Tyr

Asp

Gly

Met

Asn

650

Pro

Asn

His

Val

Thr

730

Ala

Asp

Pro

Lys

555

Gln

Glu

Leu

Leu

Asp

635

Gly

Leu

His

Thr

Leu

715

Phe

Tyr

Ser

Pro

540

Ile

Ile

Val

Cys

Gly

620

Ile

Asp

Met

His

Lys

700

Ala

Ser

Pro

Pro

525

Ser

Ser

Arg

Tyr

Ala

605

Tyr

Lys

Thr

Lys

Thr

685

Phe

Ile

Trp

Leu

Pro

Ser

Trp

Tyr

Asp

590

Val

Trp

Val

Met

Asn

670

Ser

Thr

Asn

Pro

Asn
750

Thr

Val

Glu

Gly

575

Ala

Tyr

Ser

Pro

Lys

655

Asp

Cys

Phe

Ser

Met

735

Ser

Cys

Lys

Lys

560

Leu

Lys

Ala

Asn

Met

640

Lys

Ser

Asn

Leu

Ile

720

Ser

Ser



34106

Cys val Ile Val Ser Trp Ile Leu Ser Pro Ser Asp Tyr Lys Leu Met
755 760 765

Tyr Phe Ile Ile Glu Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp Gly Glu Ile Lys
770 775 780

Trp Leu Arg Ile Ser Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr Ile His Asp His
785 799 795 800

Phe Ile Pro Ile Glu Lys Tyr Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Ile Phe Met
805 810 815

Glu Gly val Gly Lys Pro Lys Ile Ile Asn Ser Phe Thr Gln Asp Asp
820 825 830

Ile Glu Lys His Gln Ser Asp Ala Gly Leu Tyr Val Ile Val Pro Val
835 840 845

Ile Ile Ser Ser Ser Ile Leu Leu Leu Gly Thr Leu Leu Ile Ser His
850 855 860

Gln Arg Met Lys Lys Leu Phe Trp Glu Asp Val Pro Asn Pro Lys Asn
865 870 875 880

Cys Ser Trp Ala Gln Gly Leu Asn Phe Gln Lys Pro Glu Thr Phe Glu
885 890 895

His Leu Phe Ile Lys His Thr Ala Ser Val Thr Cys Gly Pro Leu Leu
900 905 910

Leu Glu Pro Glu Thr Ile Ser Glu Asp Ile Ser Val Asp Thr Ser Trp
915 920 925

Lys Asn Lys Asp Glu Met Met Pro Thr Thr Val Val Ser Leu Leu Ser
930 935 940

Thr Thr Asp Leu Glu Lys Gly Ser val Cys Ile Ser Asp Gln Phe Asn
945 950 955 960

Ser Val Asn Phe Ser Glu Ala Glu Gly Thr Glu Val Thr Tyr Glu Asp
965 970 975

Glu Ser Gln Arg Gln Pro Phe Val Lys Tyr Ala Thr Leu Ile Ser Asn
980 985 990

Ser Lys Pro Ser Glu Thr Gly Glu Glu Gln Gly Leu Ile Asn Ser Ser
-990-



34106

995 1000 1005

Val Thr Lys Cys Phe Ser Ser Lys Asn Ser Pro Leu Lys Asp Ser
1010 1015 1020

Phe Ser Asn Ser Ser Trp Glu Ile Glu Ala Gln Ala Phe Phe Ile
1025 1030 1035

Leu Ser Asp Gln His Pro Asn Ile Ile Ser Pro His Leu Thr Phe
1040 1045 1050

Ser Glu Gly Leu Asp Glu Leu Leu Lys Leu Glu Gly Asn Phe Pro
1055 1060 1065

Glu Glu Asn Asn Asp Lys Lys Ser Ile Tyr Tyr Leu Gly Val Thr
1070 1075 1080

Ser Ile Lys Lys Arg Glu Ser Gly Val Leu Leu Thr Asp Lys Ser
1085 1090 1095

Arg Val Ser Cys Pro Phe Pro Ala Pro Cys Leu Phe Thr Asp Ile
1100 1105 1110

Arg Val Leu Gln Asp Ser Cys Ser His Phe Val Glu Asn Asn Ile
1115 1120 1125

Asn Leu Gly Thr Ser Ser Lys Lys Thr Phe Ala Ser Tyr Met Pro
1130 1135 1140

Gln Phe Gln Thr Cys Ser Thr Gln Thr His Lys Ile Met Glu Asn
1145 1150 1155

Lys Met Cys Asp Leu Thr Val
1160 1165

<210> 90

<211> 846

<212> PRT

¢<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> hLEPR-mmh aa 1-818: F22-D839 trong PA8357 aa 819-846:dudi
myc-myc-hexahistidin

<400> 90
Phe Asn Leu Ser Tyr Pro Ile Thr Pro Trp Arg Phe Lys Leu Ser Cys
1 5 10 15

-100-



Met
Ser
Pro
Thr
65

Cys
Leu
Lys
Asn
Pro
145
Gln
Val
Lys
Gln
Glu
225

Leu

Thr

Pro

Lys

Lys

50

Phe

Ala

Val

Gly

Leu

130

Glu

Met

Pro

Ile

Pro

210

Ile

Val

Thr

Pro

Asn

35

Phe

His

Asp

Phe

Asp

115

Phe

Val

Val

Thr

195

Ile

Thr

Pro

Val

Asn

20

Thr

Asn

Cys

Asn

Gln

100

Leu

Arg

Leu

His

Pro

180

Ser

Asn

Asp

Phe

Ser

Ser

Ser

Cys

Ile

85

Gln

Lys

Asn

Glu

Cys

165

Thr

Gly

Met

Asp

Pro

245

Arg

Thr

Asn

Ser

Phe

70

Glu

Ile

Leu

Tyr

Asp

150

Asn

Gly

Val

Gly

230

Leu

Glu

Tyr

Ser

Gly

55

Arg

Asp

Phe

Asn

135

Ser

Cys

Lys

Val

Lys

215

Asn

Gln

Ala

34106

Asp

Asn

40

Thr

Ser

Lys

Ala

Ile

120

Tyr

Pro

Ser

Leu

Ile

200

Pro

Leu

Tyr

Tyr

25

Gly

His

Glu

Thr

Asn

105

Cys

Lys

Leu

Val

Asn

185

Phe

Asp

Lys

Gln

Phe

His

Phe

Gln

Phe

90

Trp

Tyr

Val

Val

His

170

Asp

Gln

Pro

Ile

Val
250

Asp Lys Ile

-101-

Leu

Tyr

Ser

Asp

75

Val

Asn

Val

His

Pro

155

Glu

Thr

Ser

Pro

Ser

235

Lys

Val

Leu

Glu

Asn

60

Arg

Ser

Ile

Glu

Leu

140

Gln

Cys

Leu

Pro

Leu

220

Trp

Tyr

Ser

Pro

Thr

45

Leu

Asn

Thr

Gln

Ser

125

Leu

Lys

Cys

Leu

Leu

205

Gly

Ser

Ser

Ala

Ala

30

Ala

Ser

Cys

Val

Cys

110

Leu

Tyr

Gly

Glu

Met

190

Met

Leu

Ser

Glu

Thr

Gly

Val

Lys

Ser

Asn

95

Trp

Phe

Val

Ser

Cys

175

Cys

Ser

His

Pro

Asn

255

Ser

Leu

Glu

Thr

Leu

80

Ser

Leu

Lys

Leu

Phe

160

Leu

Leu

Val

Met

Pro

240

Ser

Leu



Leu

Gly

Arg

305

Thr

Asn

Glu

Lys

Thr

385

Tyr

Thr

Ile

Ser

Lys

465

Pro

Ser

Val

Lys

290

Val

Ser

Lys

Lys

Val

370

Tyr

Ala

Asp

Gln

Leu

450

Asp

Ile

Leu

Asp

275

Arg

Phe

Val

Ile

Ile

355

Thr

Asp

Glu

Gly

Ser

435

Tyr

Cys

Phe

Gly

260

Ser

Leu

Thr

Gly

Val

340

Pro

Phe

Ala

Leu

Tyr

420

Leu

Cys

Tyr

Leu

Ser
500

Ile

Asp

Thr

Ser

325

Pro

Gln

Phe

Val

Tyr

405

Leu

Ala

Leu

Leu
A85

Leu

Gly

Gln

310

Asn

Ser

Ser

Asn

Tyr

390

Val

Thr

Glu

Asp

Gln

470

Ser

Asp

Pro

Pro

295

Asp

Lys

Gln

Leu

375

Cys

Ile

Lys

Ser

Ile

455

Ser

Gly

Ser

34106

Gly

280

Gly

Val

Ser

Glu

Tyr

360

Asn

Cys

Asp

Met

Thr

4409

Pro

Asp

Tyr

Pro

-102-

265

Ser

Ile

Ile

Phe

Ile

345

Asp

Glu

Asn

Val

Thr

425

Leu

Ser

Gly

Thr

Pro
505

Ser

Trp

Tyr

His

330

Val

Val

Thr

Glu

Asn

410

Cys

Gln

Ile

Phe

Met

490

Thr

Tyr

Ser

Phe

315

Cys

Trp

Val

Lys

His

395

Ile

Arg

Leu

His

Tyr

475

Trp

Cys

Glu

Asp

300

Pro

Ile

Trp

Ser

Pro

380

Glu

Asn

Trp

Arg

Pro
460

Glu

Ile

Val

Val

285

Trp

Pro

Tyr

Met

Asp

365

Arg

Cys

Ile

Ser

Tyr

445

Ile

Cys

Arg

Leu

270

Gln

Ser

Lys

Lys

Asn

350

His

Gly

His

Ser

Thr

430

His

Ser

Ile

Ile

Pro
510

Val

Thr

Ile

Lys

335

Leu

Val

Lys

His

Cys

415

Ser

Arg

Glu

Phe

Asn

495

Asp

Arg

Pro

Leu

320

Glu

Ala

Ser

Phe

Arg

400

Glu

Thr

Ser

Pro

Gln

480

His

Ser



Val

Asn

Asn

545

Gln

Leu

Lys

Tyr

Trp

625

Leu

Arg

Asp

His

Asn

705

Gln

Trp

Val

Ile

530

Asn

Trp

Pro

Arg

Thr

610

Arg

Leu

Tyr

Val

Thr

690

Phe

Ser

Lys

515

Gly

Leu

Lys

Val

Leu

595

Val

Tle

Trp

Val

Gly

675

Val

Asn

Leu

Leu

Pro

Leu

Gln

Met

Pro

580

Asp

Val

Ile

Lys

Ile

660

Asn

Thr

Leu

Ser

Ser
740

Leu

Leu

Phe

Tyr

565

Asp

Gly

Met

Asn

Pro

645

Asn

His

Val

Thr

Ala

725

Pro

Pro

Lys

Gln

550

Glu

Leu

Asp

Gly

630

Leu

His

Thr

Leu

Phe

710

Tyr

Ser

Pro
Ile
535
Ile
Val
Cys
Gly
Ile
615
Asp
Met
His
Lys
Ala
695
Ser

Pro

Asp

34106

Ser

520

Ser

Arg

Tyr

Ala

Tyr

600

Lys

Thr

Lys

Thr

Phe

680

Ile

Trp

Leu

Tyr

-103-

Ser

Trp

Tyr

Asp

Val

585

Trp

Val

Met

Asn

Ser

665

Thr

Asn

Pro

Asn

Lys
745

Val

Glu

Gly

Ala

570

Tyr

Ser

Pro

Lys

Asp

650

Cys

Phe

Ser

Met

Ser

730

Leu

Lys

Lys

Leu

555

Lys

Ala

Asn

Met

Lys

635

Ser

Asn

Leu

Ile

Ser

715

Ser

Met

Ala

Pro

540

Ser

Ser

Val

Trp

Arg

620

Glu

Leu

Gly

Trp

Gly

700

Lys

Cys

Tyr

Glu

525

Val

Gly

Lys

Gln

Ser

605

Gly

Lys

Cys

Thr

Thr

685

Ala

Val

Val

Phe

Ile

Phe

Lys

Ser

Val

590

Asn

Pro

Asn

Ser

Trp

670

Glu

Ser

Asn

Ile

Ile
750

Thr

Pro

Glu

Val

575

Arg

Pro

Glu

Val

Val

655

Ser

Gln

Val

Ile

Val

735

Ile

Ile

Glu

Val

560

Ser

Cys

Ala

Phe

Thr

640

Gln

Glu

Ala

Ala

Val

720

Ser

Glu



34106

Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp Gly Glu Ile Lys Trp Leu Arg Ile Ser
755 760 765

Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr Ile His Asp His Phe Ile Pro Ile Glu
770 775 780

Lys Tyr Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Ile Phe Met Glu Gly Vval Gly Lys
785 790 795 800

Pro Lys Ile Ile Asn Ser Phe Thr Gln Asp Asp Ile Glu Lys His Gln
805 810 815

Ser Asp Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Gly Gly Glu Gln
820 825 830

Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu His His His His His His
835 840 845

<210> 91

<211> 1051

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> hLEPR-mFc aa 1-818: F22-D839 trong P48357 aa 819-1051: IgG2a chudt

(E98-K330 trong P01863)

<400> 91
Phe Asn Leu Ser Tyr Pro Ile Thr Pro Trp Arg Phe Lys Leu Ser Cys
1 5 10 15

Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr Asp Tyr Phe Leu Leu Pro Ala Gly Leu
20 25 30

Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser Asn Gly His Tyr Glu Thr Ala Val Glu
35 40 ' 45

Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly Thr His Phe Ser Asn Leu Ser Lys Thr
50 55 60

Thr Phe His Cys Cys Phe Arg Ser Glu Gln Asp Arg Asn Cys Ser Leu
65 70 75 80

Cys Ala Asp Asn Ile Glu Gly Lys Thr Phe Val Ser Thr Val Asn Ser
85 90 95

Leu Val Phe Gln Gln Ile Asp Ala Asn Trp Asn Ile Gln Cys Trp Leu
100 105 110

-104-



Lys

Asn

Pro

145

Gln

Val

Lys

Gln

Glu

225

Leu

Thr

Leu

Gly

Arg

305

Thr

Asn

Gly

Leu

130

Glu

Met

Pro

Ile

Pro

210

Ile

Val

Thr

Val

290

Val

Ser

Lys

Asp

115

Phe

Val

Val

Val

Thr

195

Ile

Thr

Pro

Val

Asp

275

Arg

Phe

Val

Ile

Leu

Arg

Leu

His

Pro

180

Ser

Asn

Asp

Phe

Ile

260

Ser

Leu

Thr

Gly

Val
340

Lys

Asn

Glu

Cys

165

Thr

Gly

Met

Asp

Pro

245

Arg

Ile

Asp

Thr

Ser

325

Pro

Leu

Tyr

Asp

150

Asn

Ala

Gly

Val

Gly

N
w
(&)

Leu

Glu

Leu

Gly

Gln

316

Asn

Ser

Phe

Asn

135

Ser

Cys

Lys

Val

Lys

215

Asn

Gln

Ala

Pro

Pro

295

Asp

Val

Lys

34106

Ile

120

Tyr

Pro

Ser

Leu

Ile

200

Pro

Leu

Tyr

Asp

Gly

280

Gly

Val

Ser

Glu

-105-

Cys

Lys

Leu

Val

Asn

185

Phe

Asp

Lys

Gln

Lys

265

Ser

Ile

Ile

Phe

Ile
345

Tyr

Val

Val

His

170

Asp

Gln

Pro

Ile

Val

250

Ile

Ser

Trp

Tyr

His

330

Val

Val

His

Pro

155

Glu

Thr

Ser

Pro

Ser

235

Lys

Val

Tyr

Ser

Phe

315

Cys

Trp

Glu

Leu

140

Gln

Cys

Leu

Pro

Leu

220

Trp

Tyr

Ser

Glu

Asp

300

Pro

Ile

Trp

Ser

125

Leu

Lys

Cys

Leu

Leu

205

Gly

Ser

Ser

Ala

Val

285

Trp

Pro

Tyr

Met

Leu
Tyr
Gly
Glu
Met
190
Met
Leu
Ser
Glu
Thr
270
Gln
Ser
Lys

Lys

Asn
350

Phe

Val

Ser

Cys

175

Cys

Ser

His

Pro

Asn

255

Ser

Val

Thr

Ile

Lys

335

Leu

Lys

Leu

Phe

160

Leu

Leu

Val

Met

Pro

240

Ser

Leu

Arg

Pro

Leu

320

Glu

Ala



Glu

Lys

Thr

385

Tyr

Thr

Ile

Ser

Lys

465

Pro

Ser

Val

Asn

Asn

545

Gln

Leu

Lys

Lys

Val

370

Tyr

Ala

Asp

Gln

Leu

450

Asp

Ile

Leu

Val

Ile

530

Asn

Trp

Pro

Arg

Ile

355

Thr

Asp

Glu

Gly

Ser

435

Tyr

Cys

Phe

Gly

Lys

515

Gly

Leu

Lys

Val

Leu

Pro

Phe

Ala

Leu

Tyr

420

Leu

Cys

Tyr

Leu

Ser

500

Pro

Leu

Gln

Met

Pro

586

Asp

Gln

Phe

Val

Tyr

405

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

485

Leu

Leu

Leu

Phe

Tyr

565

Asp

Gly

Ser

Asn

Tyr

390

Val

Thr

Glu

Asp

Gln

470

Ser

Asp

Pro

Lys

Gln

550

Glu

Leu

Gln

Leu

375

Cys

Ile

Lys

Ser

Ile

455

Ser

Gly

Ser

Pro

Ile

535

Ile

Val

Cys

Gly

34106

Tyr

360

Asn

Cys

Asp

Met

Thr

440

Pro

Asp

Tyr

Pro

Ser

520

Ser

Arg

Tyr

Ala

Tyr

-106-

Asp

Glu

Asn

Val

Thr

425

Leu

Ser

Gly

Thr

Pro

505

Ser

Trp

Tyr

Asp

Val

585

Trp

Val

Thr

Glu

Asn

410

Cys

Gln

Ile

Phe

Met

490

Thr

Val

Glu

Gly

Ala

570

Tyr

Ser

Val

Lys

His

395

Ile

Arg

Leu

His

Tyr

475

Trp

Cys

Lys

Lys

Leu

555

Lys

Ala

Asn

Ser

Pro

380

Glu

Asn

Trp

Arg

Pro

460

Glu

Ile

Val

Ala

Pro

540

Ser

Ser

Val

Trp

Asp

365

Arg

Cys

Ile

Ser

Tyr

445

Ile

Cys

Arg

Leu

Glu

525

Val

Gly

Lys

Gln

Ser

His

Gly

His

Ser

Thr

430

His

Ser

Ile

Ile

Pro

516

Ile

Phe

Lys

Ser

Val

590

Asn

Val

Lys

His

Cys

415

Ser

Arg

Glu

Phe

Asn

495

Asp

Thr

Pro

Glu

Val

575

Arg

Pro

Ser

Phe

Arg

400

Glu

Thr

Ser

Pro

Gln

480

His

Ser

Ile

Glu

Val

560

Ser

Cys

Ala



Tyr

Trp

625

Leu

Arg

Asp

His

Asn

705

Gln

Trp

Trp

Ser

Lys

785

Pro

Ser

Cys

Thr

610

Arg

Leu

Tyr

Val

Thr

690

Phe

Ser

Ile

Lys

Ser

779

Tyr

Lys

Asp

Pro

595

Val

Ile

Trp

Val

Gly

675

Val

Asn

Leu

Leu

Asn

755

Val

Ile

Glu

Ala
835

Val

Ile

Lys

Ile

660

Asn

Thr

Leu

Ser

Ser

740

Leu

Lys

Phe

Ile

Pro

820

Pro

Met

Asn

Pro

645

Asn

His

Val

Thr

Ala

725

Pro

Asn

Lys

Ser

Asn

805

Arg

Asn

Asp

Gly

630

Leu

His

Thr

Leu

Phe

710

Tyr

Ser

Glu

Tyr

Leu

790

Ser

Gly

Leu

Ile

615

Asp

Met

His

Lys

Ala

695

Ser

Pro

Asp

Asp

Tyr

775

Tyr

Phe

Pro

Leu

34106

600

Lys

Thr

Lys

Thr

Phe

680

Ile

Trp

Leu

Tyr

Gly

760

Ile

Pro

Thr

Thr

Gly
840

-107-

Val

Met

Asn

Ser

665

Thr

Asn

Pro

Asn

Lys

745

Glu

His

Ile

Gln

Ile

825

Gly

Pro

Lys

Asp

650

Cys

Phe

Ser

Met

Ser

730

Leu

Ile

Asp

Phe

Asp

810

Lys

Pro

Met

Lys

635

Ser

Asn

Leu

Ile

Ser

715

Ser

Met

Lys

His

Met

795

Asp

Pro

Ser

Arg

620

Glu

Leu

Gly

Trp

Gly

700

Lys

Cys

Tyr

Trp

Phe

780

Glu

Ile

Cys

Val

605

Gly

Lys

Cys

Thr

Thr

685

Ala

Val

Val

Phe

Leu

765

Ile

Gly

Glu

Pro

Phe
845

Pro

Asn

Ser

Trp

670

Glu

Ser

Asn

Ile

Ile

750

Arg

Pro

Val

Lys

Pro

830

Ile

Glu

Val

Val

655

Ser

Gln

Val

Ile

Val

735

Ile

Ile

Ile

Gly

His

815

Cys

Phe

Phe

Thr

640

Gln

Glu

Ala

Ala

Val

720

Ser

Glu

Ser

Glu

Lys

800

Gln

Lys

Pro



34106

Pro Lys Ile Lys Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Ser Pro Ile Val Thr
850 855 860

Cys Val Vval Val Asp val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gln Ile Ser
865 870 875 880

Trp Phe Val Asn Asn val Glu Val His Thr Ala Gln Thr Gln Thr His
885 890 895

Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Leu Arg Val Val Ser Ala Leu Pro Ile
900 905 910

Gln His Gln Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn
915 920 925

Asn Lys Asp Leu Pro Ala Pro Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys Pro Lys
930 935 940

Gly Ser Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Glu Glu
945 950 955 960

Glu Met Thr Lys Lys Gln Val Thr Leu Thr Cys Met Val Thr Asp Phe
965 970 975

Met Pro Glu Asp Ile Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys Thr Glu
980 985 990

Leu Asn Tyr Lys Asn Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr
995 1000 1005

Phe Met Tyr Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn Trp Val Glu
1010 1015 1020

Arg Asn Ser Tyr Ser Cys Ser val Val His Glu Gly Leu His Asn
1025 1030 1035

His His Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys
1040 1045 1050

<210> 92

<211> 1045

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
¢223> hLEPR-hFc aa 1-818: F22-D839 trong P48357 aa 819-1045: IgGl nguoi

-108-



(D104-K330 trong

<400> 92
Phe Asn Leu Ser Tyr Pro
1 5

Met Pro Pro Asn Ser Thr
20

Ser Lys Asn Thr Ser Asn
35

Pro Lys Phe Asn Ser Ser
50

Thr Phe His Cys Cys Phe
65 70

Cys Ala Asp Asn Ile Glu
85

Leu Val Phe Gln Gln Ile
100

Lys Gly Asp Leu Lys Leu
115

Asn Leu Phe Arg Asn Tyr
130

Pro Glu Val Leu Glu Asp
145 150

Gln Met Val His Cys Asn
165

Vval Pro Val Pro Thr Ala
189

Lys Ile Thr Ser Gly Gly
185

Gln Pro Ile Asn Met Val
210

Glu Ile Thr Asp Asp Gly
225 230

34106

PO1857)

Ile

Tyr

Ser

Gly

55

Arg

Gly

Asp

Phe

Asn

135

Ser

Cys

Lys

Val

Lys

215

Asn

Thr

Asp

Asn

40

Thr

Ser

Lys

Ala

Ile

120

Tyr

Pro

Ser

Leu

Ile

200

Pro

Leu

-109-

Pro

Tyr

25

Gly

His

Glu

Thr

Asn

105

Cys

Lys

Leu

Val

Asn

185

Phe

Asp

Lys

Trp

10

Phe

His

Phe

Gln

Phe

90

Trp

Tyr

Val

Val

His

170

Asp

Gln

Pro

Ile

Arg

Leu

Tyr

Ser

Asp

75

Val

Asn

Val

His

Pro

155

Glu

Thr

Ser

Pro

ser
235

Phe

Leu

Glu

Asn

60

Arg

Ser

Ile

Glu

Leu

140

Gln

Cys

Leu

Pro

Leu

220

Trp

Lys

Pro

Thr

45

Leu

Asn

Thr

Gln

Ser

125

Leu

Lys

Cys

Leu

Leu

205

Gly

Ser

Leu

Ala

30

Ala

Ser

Cys

Val

Cys

110

Leu

Tyr

Gly

Glu

Met

190

Met

Leu

Ser

Ser

15

Gly

Val

Lys

Ser

Asn

95

Trp

Phe

Val

Ser

Cys

175

Cys

Ser

His

Pro

Cys

Leu

Glu

Thr

Leu

80

Ser

Leu

Lys

Leu

Phe

160

Leu

Leu

Val

Met

Pro
240



Leu

Thr

Leu

Gly

Arg

305

Thr

Asn

Glu

Lys

Thr

385

Tyr

Thr

Ile

Ser

Lys
465

Val

Thr

Val

Lys

290

Val

Ser

Lys

Lys

Val

370

Tyr

Ala

Asp

Gln

Leu

450

Asp

Pro

Val

Asp

275

Arg

Phe

Val

Ile

Ile

355

Thr

Asp

Glu

Gly

Ser

435

Tyr

Cys

Phe

Ile

260

Ser

Leu

Thr

Gly

Val

340

Pro

Phe

Ala

Leu

Tyr

420

Leu

Cys

Tyr

Pro

245

Arg

Ile

Asp

Thr

Ser

325

Pro

Gln

Phe

Val

Tyr

405

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

Glu

Leu

Gly

Gln

310

Asn

Ser

Ser

Asn

Tyr

390

Val

Thr

Glu

Asp

Gln
470

Gln

Ala

Pro

Pro

295

Asp

Val

Lys

Gln

Leu

375

Cys

Ile

Lys

Ser

Ile

455

Ser

34106

Tyr

Asp

Gly

280

Gly

Val

Ser

Glu

Tyr

360

Asn

Cys

Asp

Met

Thr

449

Pro

Asp

-110-

Gln

Lys

265

Ser

Ile

Ile

Phe

Ile

345

Asp

Glu

Asn

Val

Thr

425

Leu

Ser

Gly

Val

250

Ile

Ser

Trp

Tyr

His

330

Val

Val

Thr

Glu

Asn

410

Cys

Gln

Ile

Phe

Lys

Val

Tyr

Ser

Phe

315

Cys

Trp

Val

Lys

His

395

Ile

Arg

Leu

His

Tyr
475

Tyr

Ser

Glu

Asp

300

Pro

Ile

Trp

Ser

Pro

380

Glu

Asn

Trp

Arg

Pro

460

Glu

Ser

Ala

Val

285

Trp

Pro

Tyr

Met

Asp

365

Arg

Cys

Ile

Ser

Tyr

445

Ile

Cys

Glu

Thr

270

Gln

Ser

Lys

Lys

Asn

350

His

Gly

His

Ser

Thr

430

His

Ser

Ile

Asn

255

Ser

Val

Thr

Ile

Lys

335

Leu

Val

Lys

His

Cys

415

Ser

Arg

Glu

Phe

Ser

Leu

Arg

Pro

Leu

320

Glu

Ala

Ser

Phe

Arg

400

Glu

Thr

Ser

Pro

Gln
480



Pro

Ser

Val

Asn

Asn

545

Gln

Leu

Lys

Tyr

Trp

625

Leu

Arg

Asp

His

Asn

705

Gln

Ile

Leu

Val

Ile

530

Asn

Trp

Pro

Arg

Thr

610

Arg

Leu

Tyr

Val

Thr

690

Phe

Ser

Phe

Gly

Lys

515

Gly

Leu

Lys

Val

Leu

595

Val

Ile

Trp

Val

Gly

675

Val

Asn

Leu

Leu

Ser

500

Pro

Leu

Gln

Met

Pro

586

Asp

Val

Ile

Lys

Ile

660

Asn

Thr

Leu

Ser

Leu

485

Leu

Leu

Leu

Phe

Tyr

565

Asp

Gly

Met

Asn

Pro

645

Asn

His

Val

Thr

Ala

Ser

Asp

Pro

Lys

Gln

550

Glu

Leu

Leu

Asp

Gly

630

Leu

His

Thr

Leu

Phe

710

Tyr

Gly

Ser

Pro

Ile

535

Ile

Val

Cys

Gly

Ile

615

Asp

Met

His

Lys

Ala

695

Ser

Pro

34106

Tyr

Pro

Ser

520

Ser

Arg

Tyr

Ala

Tyr

600

Lys

Thr

Lys

Thr

Phe

680

Ile

Trp

Thr

Pro

505

Ser

Trp

Tyr

Asp

Val

585

Trp

Val

Met

Asn

Ser

665

Thr

Asn

Pro

Met

490

Thr

Val

Glu

Gly

Ala

570

Tyr

Ser

Pro

Lys

Asp

650

Cys

Phe

Ser

Met

Leu -Asn Ser

-111-

Trp

Cys

Lys

Lys

Leu

555

Lys

Ala

Asn

Met

Lys

635

Ser

Asn

Leu

Ile

Ser

715

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

540

Ser

Ser

Val

Trp

Arg

620

Glu

Leu

Gly

Trp

Gly

700

Lys

Cys

Arg

Leu

Glu

525

Val

Gly

Lys

Gln

Ser

605

Gly

Lys

Cys

Thr

Thr

685

Ala

Val

Val

Ile

Pro

510

Ile

Phe

Lys

Ser

Val

590

Asn

Pro

Asn

Ser

Trp

670

Glu

Ser

Asn

Ile

Asn

495

Asp

Thr

Pro

Glu

Val

575

Arg

Pro

Glu

Val

Val

655

Ser

Gln

Val

Ile

Val

His

Ser

Ile

Glu

Val

560

Ser

Cys

Ala

Phe

Thr

640

Gln

Glu

Ala

Ala

Val

720

Ser



Trp

Trp

Ser

Lys

785

Pro

Ser

Leu

Leu

Ser

865

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

945

Val

Ile

Lys

Ser

770

Tyr

Lys

Asp

Gly

Met

850

His

Val

Tyr

Gly

Ile

936

Val

Ser

Leu

Asn

755

Val

Gln

Ile

Asp

Gly

835

Ile

Glu

His

Arg

Lys

915

Glu

Tyr

Leu

Ser

740

Leu

Lys

Phe

Ile

Lys

820

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

900

Glu

Lys

Thr

Thr

725

Pro

Asn

Lys

Ser

Asn

805

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

885

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys
965

Ser

Glu

Tyr

Leu

790

Ser

His

Val

Thr

Glu

870

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

956

Leu

Asp

Asp

Tyr

775

Tyr

Phe

Thr

Phe

Pro

855

Val

Thr

Val

Cys

Ser

935

Pro

34106

Tyr

Gly

760

Ile

Pro

Thr

Cys

Leu

840

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

920

Lys

Ser

Lys

-112-

Lys

745

Glu

His

Ile

Gln

Pro

825

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

905

Val

Ala

Arg

Gly

730

Leu

Ile

Asp

Phe

Asp

810

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

890

Val

Ser

Lys

Asp

Phe
970

Met

Lys

His

Met

795

Asp

Cys

Pro

Cys

Trp

875

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

955

Tyr

Tyr

Trp

Phe

780

Glu

Ile

Pro

Lys

Val

860

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

940

Leu

Pro

Phe

Leu

765

Ile

Gly

Glu

Ala

Pro

845

Val

Val

Gln

Gln

Ala

925

Pro

Thr

Ser

Ile

750

Arg

Pro

Val

Lys

Pro

830

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

910

Leu

Arg

Lys

Asp

735

Ile

Ile

Ile

Gly

His

815

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

895

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
975

Glu

Ser

Glu

Lys

800

Gln

Leu

Thr

Val

Val

880

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

960

Ala



34106

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr

Val
980 985 990
Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
995 1000 1005

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
1010 1015 1020

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
1025 1030 1035

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
1040 1045

<210> 93

<211> 844

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> MFLEPR-mmh aa 1-816: LEPR khi duoi dai (F22-D837 trong

XP_005543194.1 c6 thay thé T827A) aa 817-844: duéi
myc-myc-hexahistidin

<400> 93

Phe

1

Met

Ser

Phe

His

65

Asp

Phe

Asn Leu Ser Tyr Pro Ile Thr Pro Trp Arg Phe Lys Leu Ser Cys
5 10 15

Pro Pro Asn Ser Thr Tyr Asp Tyr Phe Leu Leu Pro Ala Gly Leu
20 25 30

Lys Asn Thr Ser Asn Leu Asn Gly His Tyr Glu Thr Ala Val Glu
35 40 45

Asn Ser Ser Asp Thr His Phe Ser Asn Leu Ser Lys Thr Thr Phe
50 55 60

Cys Cys Phe Arg Ser Glu Gln Asp Arg Asn Cys Ser Leu Cys Ala

Asn Ile Glu Gly Lys Thr Phe Val Ser Thr Val Asn Ser Ser Val
85 90 95

Gln Gln Met Gly Ala Asn Trp Asn Ile Gln Cys Trp Leu Lys Gly
100 105 110

-113-



Asp

Phe

Val

145

Val

Val

Thr

Ile

Thr

225

Pro

Val

Asp

Arg

Phe

305

Val

Ile

Ile

Leu

Lys

130

Leu

His

Pro

Ser

Asn

210

Asp

Phe

Ile

Gly

Leu

290

Thr

Gly

Val

Pro

Lys

115

Asn

Glu

Cys

Thr

Gly

195

Met

Asp

Pro

Arg

Ile

275

Asp

Thr

Ser

Ser

Gln

Leu

Tyr

Asp

Asn

Ala

189

Gly

Val

Gly

Leu

Glu

260

Leu

Gly

Gln

Asn

Ser

340

Ser

Phe

Lys

Ser

Cys

165

Lys

Val

Lys

Asn

Gln

245

Ala

Pro

Pro

Asp

Val

325

Gln

Ile

His

Pro

150

Ser

Leu

Ile

Pro

Leu

230

Tyr

Asp

Gly

Gly

Val

310

Ser

Lys

Tyr

Cys

Lys

135

Leu

Val

Asn

Phe

Asp

215

Lys

Glu

Lys

Ser

Ile

295

Ile

Ile

Asp

34106

Tyr

120

Val

Val

His

Asp

Gln

200

Pro

Ile

Val

Ile

Ser

280

Trp

Tyr

His

Val

Val

-114-

Val

His

Pro

Glu

Thr

185

Ser

Pro

Ser

Lys

Val

265

Tyr

Ser

Phe

Cys

Trp

345

Val

Glu

Leu

Gln

Arg

170

Leu

Pro

Leu

Trp

Tyr

250

Ser

Glu

Asp

Pro

Ile

330

Trp

Ser

Ser

Leu

Lys

155

Cys

Leu

Leu

Gly

Ser

235

Ser

Ala

Val

Trp

Pro

315

Tyr

Met

Asp

Leu

Tyr

140

Gly

Glu

Met

Met

Leu

220

Ser

Glu

Thr

Gln

Ser

300

Lys

Lys

Asn

His

Phe

125

Val

Ser

Cys

Cys

Ser

205

Arg

Pro

Asn

Ser

Val

285

Thr

Ile

Asn

Leu

Val

Lys

Leu

Phe

Leu

Leu

190

Val

Met

Pro

Ser

Leu

270

Arg

Pro

Leu

Glu

Ala

350

Ser

Asn

Pro

Gln

Val

175

Lys

Gln

Glu

Leu

Thr

255

Leu

Gly

His

Thr

Asn

335

Glu

Lys

Pro

Glu

Met
160

Pro

Ile

Pro

Ile

Val

240

Thr

Val

Lys

Val

Ser

320

Lys

Lys

Val



Thr

Asp

385

Glu

Gly

Ser

Tyr

Cys

465

Phe

Gly

Lys

Gly

Leu

545

Lys

Val

Ser

Phe

370

Ala

Leu

His

Leu

Cys

450

Tyr

Leu

Ser

Pro

Leu

530

Gln

Met

Pro

Asp

355

Phe

Val

Tyr

Leu

Ala

435

Phe

Leu

Leu

Leu

Leu

515

Leu

Phe

Tyr

Asp

Gly
595

Asn

Tyr

Val

Thr

420

Gly

Asp

Gln

Ser

Asp

500

Pro

Gln

Asp

Phe
580

Leu

Cys

Ile

405

Lys

Ser

Ile

Ser

Gly

485

Ser

Pro

Ile

=
—
(]

Val
565

Cys

Gly |

Asn

Cys

390

Asp

Met

Thr

Pro

Asp

470

Tyr

Pro

Ser

Ser

Arg

550

Tyr

Ala

Glu

375

Asn

Val

Thr

Leu

Ser

455

Gly

Thr

Pro

Ser

Trp

535

Tyr

Asp

Val

Trp

34106

360

Thr

Glu

Asn

Cys

Gln

440

Ile

Phe

Met

Thr

Val

520

Glu

Gly

Ala

Tyr

Ser
600

-115-

Lys

His

Ile

Arg

425

Leu

His

Tyr

Trp

Cys

505

Lys

Lys

Leu

Lys

Ala

585

Asn

Pro

Glu

Asn

410

Trp

Arg

Pro

Glu

Ile

490

Val

Ala

Pro

Ser
570

Val

Trp

Arg

Cys

395

Ile

Ser

Tyr

Ile

Cys

475

Arg

Leu

Glu

Val

Gly

555

Lys

Gln

Ser

Gly

386

His

Ser

Thr

Arg

Ser

460

Val

Ile

Pro

Ile

Phe

540

Lys

Ser

Val

Asn

365

Lys

His

Cys

Asn

Arg

445

Lys

Phe

Asn

Asp

Ile

525

Pro

Glu

Val

Arg

Pro
605

Phe

Arg

Glu

Thr

430

Ser

Pro

Gln

His

Ser

510

Lys

Glu

Ile

Ser

Cys

590

Ala

Thr

Tyr

Thr

415

Ile

Ser

Lys

Pro

Pro

495

Val

Asn

Asn

Gln

Leu

575

Lys

Tyr

Tyr

Ala

400

Asp

Gln

Leu

Asp

Ile

480

Leu

Val

Ile

Asn

Trp

560

Pro

Arg

Thr



Val

Ile

625

Trp

Val

Gly

Val

Asn

705

Leu

Leu

Asn

Val

Gln

785

Ile

Glu

Ile

Val

610

Ile

Lys

Ile

Asn

Thr

690

Leu

Ser

Ser

Leu

Lys

770

Phe

Ile

GIn

Ser

Met

Asn

Pro

Asn

His

675

Val

Thr

Ala

Pro

Asn
755

Lys

Ser

Asn

Lys

Glu
835

Gly

Leu

His

660

Thr

Leu

Phe

Tyr

Ser

740

Glu

Tyr

Leu

Leu
820

Glu

Ile

Asp

Met

645

His

Lys

Ala

Ser

Pro

725

Asp

Asp

Tyr

Tyr

Phe

805

Ile

Asp

Lys

Thr

630

Lys

Thr

Phe

Ile

Trp

710

Leu

Tyr

Gly

Ile

Pro

790

Ala

Ser

Leu

Val

615

Met

Asn

Ser

Thr

Asn

695

Pro

Asn

Lys

Glu

His

775

Ile

Gln

Glu

His

34106

Pro

Lys

Asp

Cys

Phe

680

Ser

Met

Ser

Leu

Ile

760

Asp

Phe

Asp

Glu

His
340

-116-

Met

Lys

Ser

Asn

665

Leu

Ile

Ser

Ser

Met

745

Lys

His

Met

Asn

Asp

825

His

Arg

Glu

Leu

650

Gly

Trp

Gly

Lys

Cys

730

Tyr

Trp

Phe

Glu

Thr

810

Leu

His

Gly

Lys

635

Cys

Thr

Thr

Ala

Val

715

Val

Phe

Leu

Ile

Gly

795

Glu

Gly

His

Pro

620

Asn

Ser

Trp

Glu

Ser

700

Asn

Ile

Ile

Arg

Pro

780

Val

Lys

Gly

His

Glu

Val

Val

Ser

Gln

685

Val

Ile

Leu

Ile

Ile

765

Ile

Gly

His

Glu

Phe

Thr

Gln

Glu

670

Ala

Ala

Val

Ser

Glu

750

Ser

Glu

Lys

Gln

Gln
830

Trp

Leu

Arg

655

Asp

His

Asn

Gln

Trp

735

Trp

Ser

Lys

Pro

Asn

815

Lys

Arg

Leu

640

Tyr

Val

Thr

Phe

Ser

720

Ile

Lys

Ser

Tyr

Lys

800

Asp

Leu



34106

210> 94
<211> 846
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> mLEPR-mmh aa 1-818: LEPR chuoét (L22-G839 cla NP_666258.2) aa

819-846: dudi myc-myc-hexahistidin

<400> 94
Leu Asn Leu Ala Tyr Pro Ile Ser Pro Trp Lys Phe Lys Leu Phe Cys
1 5 10 15

Gly Pro Pro Asn Thr Thr Asp Asp Ser Phe Leu Ser Pro Ala Gly Ala
20 25 30

Pro Asn Asn Ala Ser Ala Leu Lys Gly Ala Ser Glu Ala Ile Val Glu
Ala Lys Phe Asn Ser Ser Gly Ile Tyr Val Pro Glu Leu Ser Lys Thr
50 55 60

val Phe His Cys Cys Phe Gly Asn Glu Gln Gly Gln Asn Cys Ser Ala
65 70 75 80

Leu Thr Asp Asn Thr Glu Gly Lys Thr Leu Ala Ser Val Val Lys Ala
85 90 95

Ser Val Phe Arg Gln Leu Gly Val Asn Trp Asp Ile Glu Cys Trp Met
100 105 110

Lys Gly Asp Leu Thr Leu Phe Ile Cys His Met Glu Pro Leu Pro Lys
115 120 125

Asn Pro Phe Lys Asn Tyr Asp Ser Lys Val His Leu Leu Tyr Asp Leu
130 135 140

Pro Glu Val Ile Asp Asp Ser Pro Leu Pro Pro Leu Lys Asp Ser Phe
145 150 155 160

Gln Thr Val Gln Cys Asn Cys Ser Leu Arg Gly Cys Glu Cys His Val
165 170 175

Pro Val Pro Arg Ala Lys Leu Asn Tyr Ala Leu Leu Met Tyr Leu Glu
180 185 190

Ile Thr Ser Ala Gly Val Ser Phe Gln Ser Pro Leu Met Ser Leu Gln
195 290 205

-117-



Pro

Val

225

Ala

Ile

Asp

Arg

Phe

305

Val

Ile

Ile

Thr

Asp

385

Glu

Gly

Ser

Met

210

Thr

Pro

Val

Ser

Leu

290

Thr

Gly

Ile

Pro

Phe

370

Ala

Leu

Tyr

Leu

Leu

Asp

Phe

Arg

Val

275

Asp

Thr

Ser

Ser

Glu

355

Ser

Val

Tyr

Leu

Val
435

Val

Asp

Pro

Glu

260

Leu

Gly

Gln

Asn

Ser

340

Ile

Asn

Tyr

Val

Thr

420

Gly

Val

Gly

Leu

245

Ala

Pro

Ser

Asp

Ala

325

Lys

Gln

Leu

Cys

Ile

405

Lys

Ser

Lys

Asn

230

Gln

Ala

Gly

Gly

Val

310

Ser

Gln

Tyr

Lys

Cys

390

Asp

Met

Thr

Pro

215

Leu

Tyr

Glu

Ser

Val

295

Val

Phe

Ile

Ser

Ala

375

Asn

Val

Thr

Val

34106

Asp

Lys

Gln

Ile

Ser

280

Trp

Tyr

His

Val

Ile

360

Thr

Glu

Asn

Cys

Gln
440

-118-

Pro

Ile

Val

Val

265

Tyr

Ser

Phe

Cys

Trp

345

Val

Arg

Gln

Ile

Arg

425

Leu

Pro

Ser

Lys

250

Ser

Glu

Asp

Pro

Ile

330

Trp

Ser

Pro

Ala

Asn

410

Trp

Arg

Leu

Trp

235

Tyr

Ala

Val

Trp

Pro

315

Tyr

Arg

Asp

Arg

Cys

395

Ile

Ser

Tyr

Gly

220

Asp

Leu

Thr

Gln

Ser

300

Lys

Lys

Asn

Arg

Gly

380

His

Ser

Pro

His

Leu

Ser

Glu

Ser

Val

285

Ser

Ile

Asn

Leu

Val

365

Lys

His

Cys

Ser

Arg
445

His

Gln

Asn

Leu

270

Arg

Pro

Leu

Glu

Ala

350

Ser

Phe

Arg

Glu

Thr

430

Arg

Met

Thr

Ser

255

Leu

Ser

Gln

Thr

Asn

335

Glu

Lys

Thr

Tyr

Thr

415

Ile

Ser

Glu

Met

240

Thr

Val

Lys

Val

Ser

320

Gln

Lys

Val

Tyr

Ala

400

Asp

Gln

Leu



Tyr

Cys

465

Phe

Gly

Lys

Gly

Leu

545

Lys

Val

Leu

Leu

Lys

625

Trp

Val

Gly

Val

Cys

450

Val

Leu

Ser

Pro

Leu

530

Gln

Thr

Ser

Asp

Val

610

Met

Lys

Val

Asn

Thr

Pro

Leu

Leu

Leu

Leu

515

Leu

Phe

His

Asp

Gly

595

Met

Asp

Pro

Lys

Arg

675

Val

Asp

Gln

Ser

Asp

500

Pro

Lys

Gln

Glu

Leu

580

Leu

Asp

Gly

Leu

His

660

Thr

Leu

Ser

Arg

Gly

485

Ser

Pro

Val

Ile

Val

565

Cys

Gly

Val

Asp

Thr

645

Arg

Asn

Ala

Pro

Asp

470

Tyr

Pro

Ser

Ser

Arg

550

Phe

Ala

Tyr

Lys

Val

630

Lys

Thr

Leu

Val

Ser

455

Gly

Thr

Pro

Asn

Trp

535

Tyr

Asp

Val

Trp

Val

615

Thr

Asn

Ala

Thr

Asn

34106

Ile

Phe

Met

Thr

Val

520

Glu

Gly

Ala

Tyr

Ser

600

Pro

Lys

Asp

His

Phe
680

His

Tyr

Trp

Cys

505

Lys

Lys

Leu

Lys

Val

585

Asn

Met

Lys

Ser

Asn

665

Leu

Pro

Glu

Ile

490

Val

Ala

Pro

Ser

Ser

570

Val

Trp

Arg

Glu

Leu

650

Gly

Trp

Ser Leu Gly

-119-

Thr

Cys

475

Arg

Leu

Glu

Val

Gly

555

Lys

Gln

Ser

Gly

Arg

635

Cys

Thr

Thr

Ala

Ser

460

Val

Ile

Pro

Ile

Phe

540

Lys

Ser

Val

Ser

Pro

620

Asn

Ser

Trp

Glu

Ser

Glu

Phe

Asn

Asp

Thr

525

Pro

Glu

Ala

Arg

Pro

605

Glu

Val

Val

Ser

Pro

685

Leu

Pro

Gln

His

Ser

510

Val

Glu

Ile

Ser

Cys

590

Ala

Phe

Thr

Arg

Glu

670

Ala

Val

Lys

Pro

Ser

495

Val

Asn

Asn

Gln

Leu

575

Arg

Tyr

Trp

Leu

Arg

655

Asp

His

Asn

Asn

Ile

480

Leu

Val

Thr

Asn

Trp

560

Leu

Arg

Thr

Arg

Leu

640

Tyr

Val

Thr

Phe



Asn

705

Leu

Leu

Ile

Val

Gln

785

Ile

Ala

Lys

690

Leu

Ser

Ser

Leu

Lys

770

Phe

Ile

Gly

Leu

<210>
<211>
212>
<213>
220>
223>

<400>
Leu Asn Leu Ala Tyr Pro Thr Ser Pro Trp Arg Phe

1

Thr Phe

Ala Tyr

Pro Asp

740

Asn Glu
755

Lys Phe

Ser Leu

Asn Gly

Glu Gln

820

Ile Ser
835

95
846
PRT

Trinh tu nhan tao

Ser

Pro

725

Asp

Asp

Tyr

Tyr

Phe

805

Lys

Glu

Trp

710

Leu

Tyr

Asp

Ile

Pro

790

Thr

Leu

695

Pro

Ser

Ser

Gly

His

775

Lys

Ile

Asp

34106

Met

Ser

Leu

Met

760

Asp

Phe

Asp

Ser

Leu
840

Ser

Ser

Leu

745

Lys

Asn

Met

Ala

Glu

825

His

Lys

Cys

730

Tyr

Trp

Phe

Glu

Ile

810

Glu

His

Val

715

Val

Leu

Leu

Ile

Gly

795

Asp

Asp

His

700

Ser

Ile

Val

Arg

Pro

780

Val

Lys

Leu

His

FLEPR-mmh aa 1-818: LEPR chudt (L22-G839
819-846: dudi myc-myc-hexahistidin

95

5

10

Ala Pro Pro Ser Thr Thr Asp Asp Ser Phe Leu Ser

20

25

Pro Asn Asn Thr Ser Ser Leu Lys Gly Ala Ser Glu

35

40

-120-

Ala Val

Leu Ser

Ile Glu
750

Ile Pro
765

Ile Glu

Gly Lys

Gln Gln

Gly Gly

830

His His
845

Glu

Trp

735

Trp

Ser

Lys

Pro

Asn

815

Glu

Ser

720

Thr

Lys

Asn

Tyr

Lys
800

Asp

Gln

trong NP_036728

Lys Leu Phe Cys

15

Pro Ala Gly Val

30

Ala Leu Val Glu

45

.1) aa



Ala

Ile

65

Leu

Leu

Lys

Asn

Pro

145

Gln

Pro

Ile

Pro

Val

225

Ala

Ile

Asp

Arg

Lys

50

Phe

Thr

Val

Gly

Pro

130

Glu

Thr

Val

Thr

Met

210

Thr

Pro

Val

Ser

Leu

Phe

His

Gly

Phe

Asp

115

Phe

Val

Val

Pro

Ser

195

Leu

Asp

Phe

Arg

Val

275

Asp

Asn

Cys

Asn

Arg

100

Leu

Lys

Gln

Arg

186

Ala

Val

Asp

Pro

Glu

260

Leu

Gly

Ser

Cys

Thr

85

Gln

Thr

Asn

Asp

Gly

Val

Gly

Thr

Phe

70

Glu

Leu

Leu

Tyr

Asp

150

Asn

Lys

Val

Lys

Asn

- 230

Leu

245

Ala

Pro

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

55

Gly

Gly

Gly

Phe

Asp

135

Leu

Cys

Val

Ser

Pro

215

Leu

Tyr

Glu

Ser

Val

34106

Ile

Asn

Lys

Val

Ile

120

Ser

Pro

Ser

Asn

Phe

200

Asp

Lys

Gln

Ile

Ser
280

Tyr

Glu

Thr

Asn

105

Cys

Lys

Leu

Val

Tyr

185

Gln

Pro

Ile

Val

Val

265

Tyr

Val

Gln

Leu

90

Trp

His

Val

Pro

Arg

170

Ala

Ser

Pro

Ser

Lys

250

Ser

Glu

Trp Ser Asp

-121-

Ser

Gly

75

Ala

Asp

Met

His

Pro

155

Glu

Leu

Pro

Leu

Trp

235

Tyr

Asp

Val

Trp

Glu

60

Gln

Ser

Ile

Glu

Leu

140

Leu

Cys

Leu

Leu

Gly

220

Asp

Leu

Thr

Gln

Ser

Leu

Asn

Val

Glu

Pro

125

Leu

Lys

Glu

Met

Met

205

Leu

Ser

Glu

Ser

Val

285

Leu

Ser

Cys

Val

Cys

110

Leu

Tyr

Asp

Cys

Tyr

190

Ser

Arg

Gln

Asn

Leu

270

Arg

Pro

Lys

Ser

Lys

95

Trp

Leu

Asp

Ser

His

175

Leu

Leu

Met

Thr

Ser

255

Leu

Ser

Gln

Thr

Ala

80

Pro

Met

Lys

Leu

Phe

160

Val

Glu

Gln

Glu

Lys

240

Thr

Val

Lys

Leu



Phe

305

Val

Thr

Ile

Thr

Asp

385

Glu

Gly

Ser

Tyr

Cys

465

Phe

Gly

Lys

Gly

290

Thr

Gly

Ile

Pro

Phe

370

Ala

Leu

Tyr

Leu

Cys

450

Val

Leu

Ser

Pro

Leu

530

Thr

Ser

Ser

Glu

355

Ser

Val

Tyr

Leu

Val

435

Pro

Leu

Leu

Leu

Leu

515

Leu

Gln

Asn

Ser

340

Thr

Asn

Tyr

Val

Thr

420

Gly

Asp

Ser

Asp

500

Pro

Lys

Asp

Ala

325

Lys

Gln

Leu

Cys

Ile

405

Lys

Ser

Asn

Thr

Gly

ZI)’8.5

Pro

Val

Val

310

Ser

Gln

Tyr

Lys

Cys

390

Asp

Met

Thr

Pro

Asp

470

Tyr

Pro

Ser

Ser

Phe

Ile

Asn

Ala

375

Asn

Val

Thr

Val

Ser

455

Gly

Thr

Pro

Asn

Trp
535

34106

Tyr

Cys

Val

Thr

360

Thr

Glu

Asn

Cys

Gln

440

Ile

Phe

Met

Thr

Val

520

Glu

-122-

Phe

Cys

Trp

345

Val

Arg

Gln

Ile

Arg

425

Leu

Arg

Tyr

Trp

Cys

505

Lys

Lys

Pro

Ile

330

Trp

Ser

Pro

Ala

Asn

410

Trp

Arg

Pro

Glu

Ile

4960

Val

Ala

Pro

Pro

315

Tyr

Met

Asp

Arg

Cys

395

Ile

Ser

Tyr

Thr

Cys

475

Arg

Leu

Glu

Val

300

Lys

Lys

Asn

His

Gly

380

His

Ser

Pro

His

Ser

460

Val

Ile

Pro

Ile

Phe
540

Ile

Asn

Leu

Ile

365

Lys

His

Cys

Ser

Arg

445

Glu

Phe

Asn

Asp

Thr

525

Pro

Leu

Glu

Ala

350

Ser

Phe

Arg

Glu

Thr

430

Arg

Leu

Gln

His

Ser

510

Ile

Glu

Thr

Asn

335

Glu

Lys

Thr

Tyr

Thr

415

Ile

Ser

Lys

Pro

Ser

495

Val

Asn

Asn

Ser
320

Gln

Lys

Val -

Tyr

Ala

400

Asp

Gln

Leu

Asn

Ile

480

Leu

Val

Thr

Asn



Leu

545

Lys

Val

Leu

Leu

Ile

625

Trp

Val

Gly

Val

Asn

705

Leu

Leu

Asn

Val

Gln

Thr

Ser

Asp

Val

610

Met

Lys

Val

Asn

Thr

699

Leu

Ser

Ser

Leu

Asn
770

Phe

His

Asp

Gly

595

Met

Asp

Pro

Gln
675

Val

Thr

Pro

Asn
755

Lys

Gln

Glu

Leu

580

Leu

Asp

Gly

Leu

His

660

Thr

Leu

Phe

Tyr

Asn

740

Asp

Tyr

Ile

Val

565

Cys

Gly

Val

Asp

Met

645

Arg

Asn

Ala

Ser

Pro

725

Asp

Asp

Tyr

Arg

550

Phe

Ala

Tyr

Lys

Ile

630

Lys

Thr

Leu

Ile

Trp

710

Leu

Tyr

Asp

Ile

Tyr

Asp

Val

Trp

Val

615

Thr

Asn

Ala

Thr

Asn

695

Pro

Ser

Ser

Gly

His
775

34106

Gly

Ala

Tyr

Ser

600

Pro

Lys

Asp

His

Phe

680

Ser

Met

Ser

Leu

Met

760

Asp

-123-

Leu

Lys

Val

585

Asn

Met

Lys

Ser

Asn

665

Leu

Ile

Ser

Ser

Leu

745

Lys

Asn

Asn

Ser

570

Val

Trp

Arg

Glu

Leu

650

Gly

Trp

Gly

Lys

Cys

730

Tyr

Trp

Phe

Gly

555

Lys

Gln

Ser

Gly

Arg

635

Cys

Thr

Ala

Ala

Val

715

Val

Leu

Leu

Ile

Lys

Ser

Val

Ser

Pro

620

Asn

Ser

Trp

Glu

Ser

700

Asn

Ile

Val

Arg

Pro
780

Glu

Ala

Arg

Pro

605

Glu

Val

Val

Ser

Ser

685

Leu

Ala

Leu

Ile

Ile

765

Ile

Ile

Ser

Cys

590

Ala

Phe

Thr

Arg

Gln

670

Ala

Val

Val

Ser

Glu

750

Pro

Glu

Gln

Leu

575

Arg

Tyr

Trp

Leu

Arg

655

Asp

His

Asn

Gln

Trp

735

Trp

Ser

Lys

Trp

560

Pro

Arg

Thr

Arg

Leu

640

Tyr

Val

Thr

Phe

Ser

720

Thr

Lys

Asn

Tyr



Gln

785

Ile

Ala

Lys

Phe Ser Leu

Ile Asn Gly

Gly Glu Gln
820

Leu Ile Ser
835

Tyr Pro
796

Phe Thr
805

Lys Leu

Glu Glu

34106

Val Phe Met

Lys Asp Asp

Ile Ser Glu

825

Asp Leu His
840

-124-

Glu Gly
795

Ile Ala
810

Glu Asp

His His

val Gly Lys Pro Lys
800

Lys Gln Gln Asn Asp
815

Leu Gly Gly Glu Gln
830

His His His
845





