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CHUA CHUNG

(57) Sang ché dé cip dén cac khang thé duoc phan lap hodc doan lién két voi khang
nguyén cua no lién két v4i activin A va duge pham chira chung. Theo mot s phuong an
nhat dinh cta sang ché, khang thé nay 1a cac khang thé day du cta nguoi lién két voi
activin A vdi 4i luc cao. Cac khang thé theo sang ché c6 thé dung dé diéu tri cac bénh va
roi loan dic trung bdi sy giam khdi luong co hodc stc manh co, nhu ching mét mé co,
chtng suy mon, t6n thuong co, hao mon co/teo co, bénh ung thu, bénh xo hoda, va giam
can. Cac khang thé theo sang ché ciing c6 thé dung két hop véi protein lién két GDF8 dé
diéu tri cac bénh va rdi loan dic trung boi sy giam khoéi lugng co hodc strc manh co. Cac
khang thé theo sang ché ciing c6 thé dung dé phong ngira, diéu tri hodc 1am thuyén giam
1oi loan va bénh gy bai, thiic day boi, lam trAm trong bdi, va/hodc niang thém bai activin
A, nhu bénh xo hoa than.
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Linh vue k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé va doan lién két voi khang nguyén cia chung dic
hiéu ddi véi activin A, va phwong phép st dung chiing, bao gbm phuong phép st dung

khang thé ddc hiéu dbi véi activin A két hop véi chit e ché myostatin.
Tinh trang ky thuit cta sang ché

Activin thudc v& siéu ho yéu td sinh trudng bién dbi beta (TGF-P) va c6 phd tac
dung sinh hoc rong déi voi qua trinh ting sinh, biét héa t& bao va chét té bao theo
chuong trinh. Activin 1a cdc homodime (d6ng dime) hodc heterodime (di dime) cia
inhibinBA, inhibinfB, inhibinBC va inhibinBE, t6 hop khac nhau ctia chung tao ra cac
thanh vién khac nhau ctia nhém protein activin. Vi dy, activin A 12 homodime cta
inhibinBA va activin B 1a homodime cia inhibinfB, trong khi activin AB 13 heterodime
ctia inhibinBA va inhibinpB va activin AC 1 heterodime ctia inhibinBA va inhibinfC
(Tsuchida, K. et al., Cell Commun Signal 7:15 (2009)).

Activin A lién két v6i va hoat hoa phtrc chét thu thé trén bé mit cla cac té bao dugc
goi 1a thu thé activin typ II (typ IIA va typ IIB, con dugc goi 1a ActRIIA va ActRIIB
twong Ung). Sy hoat hoéa cac thy thé nay dn t6i su phosphoryl hoa thu thé activin typ I
(vi du, Alk4 hoic 7), didu nay lai dan t6i sy phosphoryl hoa protein SMAD 2 va 3, tao ra
phttc chit SMAD (v6i SMAD4), va chuyén doan phirc chit SMAD nay v6i nhan té bao,
trong d6 SMAD2 va SMAD3 c¢6 chirc ndng diéu hoa qua trinh phién ma cac gen khac
nhau (Sozzani, S. and Musso, T., Blood 117(19):5013-5015 (2011)). Nhiéu phdi tir khac
lién két véi va hoat hoa ActRIIB bao gdm GDF8 (myostatin), activin B, activin AB,
Inhibin A, Inhibin B, GDF3, GDF11, Nodal, BMP2, BMP4, BMP7, BMP9, va BMP10.
Viée te ché su tuong tac ctia ActRIIB véi phéi t0 cia n6 c6 thé din t6i céc tac dung sinh
1y c6 lgi. Vi du, GDF8 déng vai tro chinh trong qua trinh phat trién va duy tri co xuong,
tac dyng nhu chét didu hoa 4m khdi lugng co (McPherron AC et al. (1997). Nature
387(6628):83-90). Viéc sir dung ActRIIB-Fc (tic la phén ngoai bao clia thy thé typ IIB,
ActRIIB, duoc dn dinh bing cach dung hop véi viing Fe ctia IgG) dan t6i lam tang déng
ké khéi lugng co xuong va cai thién trong lugng co va sirc manh co bép & chudt (Lee S,

et al. (2005) Proc Natl Acad Sci, My 102(50):18117- 18122). Hi€u qua cuia ActRIIB-Fc
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giam di nhung khéng mét di & chudt khong c6 Mstn (myostatin) ching té ring (cac)
phéi tir ActRIIB khéc ngoai myostatin ¢6 thé hoat dong nhu chit didu hoa 4m dbi véi
qué trinh sinh trudng ciia co. Do d6, cin c6 chit (rc ché sy truyén tin hidu ActRIIB khéac

c6 thé ¢6 loi trong 14m sang.
Ban chit ky thuat ciia sang ché

Muc dich clia sang ché 13 d& xuét chit trc ché sy truyén tin hiéu ActRIIB khic c6
thé c6 loi trong 14m sang.

Sang ché d& cap dén cic khang thé lién két v6i inhibin BA va dime chira inhibin
BA, vi dy, activin A, activin AB v.v.. Ngoai cac tdc dung khac, cac khang thé theo séng
ché c6 thé ding dé trc ché sy truyén tin hidu trung gian boi activin A, tao ra két qua lam
sang c6 lgi nhd tre ché sy truyén tin hiéu trung gian boi activin A, vi du dé didu tri céc
bénh va ri loan gy bdi hodc lién quan dén hoat tinh cua activin A va/hoic su truyén tin
hiéu activin A. CAc khang thé theo sang ché con ding dé st dung két hop vdi chit te ché

phdi tir khéac clia thu thé ActRIIA va ActRIIB, nhu chét tc ché GDFS.

Cac khéng thé theo sang ché c6 thé c6 chiéu dai ddy du (vi du, khang thé IgG1,
IgG4) hodc c6 thé chi chira phan lién két khang nguyén (vi du, doan Fab, F(ab’), hodc
scFv), va ¢ thé dugc cai bién dé anh hudng dén chirc nang, vi du, dé 1am mét chirc ning

ctia té bao thuc hién s6t lai (Reddy et al., ] Immunol 164:1925-1933 (2000)).

Sang ché d& cap dén khang thé phan 14p, hodc doan lién két voi khéng nguyén cia
né, lién két dic hidu véi activin A véi hing sé can bang lién két (K,) nhé hon khoang
500nM va hing s c4n bang phan ly (Kp) nhé hon khoang 5pM nhu dugc xéc dinh trong
thtr nghiém cdng hudng plasmon bé mit & nhiét d6 25°C. Theo mdt sd phuong an cua
séng ché, khang thé phan lap, hoic doan lién két véi khang nguyén ctia né, lién két dic
hiéu véi activin A véi Kp nhé hon khoang 4pM nhu dugce x4c dinh trong thir nghiém
cong huéng plasmon bé mit & nhiét do 25°C. Theo mot s phwong 4n cia sang ché,
khang thé phén 1ap, hoic doan lién két v6i khang nguyén cia no, lién két dic hidu véi

activin A vé6i hing sb c4n bang lién két (K,) nho hon khoang 500nM.

Sang ché d& cap dén khang thé phéan 14p, hodc doan lién két voi khang nguyén cua
no, lién két dac hidu véi activin A va tre ché su lién két clia it nhat mot thy thé activin A

véi activin A. Theo mot sb phuong an cia sang ché, khéng thé phén lap, hodc doan lién
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két v6i khang nguyén cia nd, trc ché sy lién két cua activin A véi thu thé activin A véi
ICsy nhé hon khoang 80pM nhu duoc xac dinh trong thir nghiém sinh hoc lién két thu
thé/phdi tir in vivo & nhiét dd 25°C. Theo mot sé phuong 4n cia sang ché, khang thé
phan l4p, hoic doan lién két v&i khang nguyén cia no, tc ché sy lién két cta activin A
v6i thu thé activin A vé6i ICso nhd hon khoang 60pM nhu dugc x&c dinh trong thir
nghiém sinh hoc lién két thu thé/phdi tir in vivo ¢ nhiét dd 25°C. Sang ché con dé xuit
khang thé phan l4p, hoic doan lién két véi khang nguyén ctia né, lién két dic hiéu voi
activin A va trc ché su hoat hoa it nhat mot thu thé activin A béi activin A. Theo mot s6
phuong 4n clia sang ché, khang thé phan l4p, hodc doan lién két v6i khang nguyén cia
n6, khong e ché dang ké su lién két cia activin A v6i thu thé activin typ II. Theo mot sb
phuong 4n ctia sang ché, khang thé phan 14p, hodc doan lién két v6i khang nguyén cia
né, tc ché su lién két cia activin A véi thu thé activin A duge chon tir nhém bao gém
thy thé activin typ IIA (ActRIIA), thu thé activin typ IIB (ActRIIB), v thy thé activin
typ I. Theo mét sb phuong 4n ciia sang ché, khang thé phan 14p, hodc doan lién két véi
khéng nguyén ciia né, tic ché su hoat héa trung gian béi activin A d6i v6i qua trinh

truyén tin hidu ctia phtrc chit SMAD.

Séng ché @& cap dén khang thé, hoic doan lién két v6i khang nguyén cia n6 chira
viing bién d6i chudi ning (heavy chain variable region: HCVR) c6 trinh ty axit amin
duogc chon tir nhém bao gém trinh ty nhan biét ) 2,18, 34, 50, 66, 82,98, 106, 114, 122,
130, 138, 154, 162, 170, 178, 186, 194, va 202, hodc trinh tu gﬁn giéng cua chung c6
mirc d6 twong ddng trinh tu it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché con d& cap dén khang thé hodc doan lién két v&i khang nguyén cua né
chira viing bién d6i chudi nhe (light chain variable region: LCVR) ¢6 trinh ty axit amin
duogc chon tir nhém bao gdm trinh tu nhan biét sé 10, 26, 42, 58, 74, 90, 146, va 210,
hodc trinh tw gan gidng cia chiing c6 mirc d9 twong ddng trinh tu it nhit 90%, it nht
95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché con dé cap dén khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén cia né
chtra cap trinh ty HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) dugc chon tir nhém bao gém trinh tu
nhan biét s6 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/90, 106/90, 114/90, 122/90,
130/90, 138/146, 154/146, 162/146, 170/146, 178/146, 186/146, 194/146, va 202/210.

Séang ché con de cdp dén khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén clia nd
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chira ving CDR3 ctia chudi ning (HCDR3) ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao
gdm trinh tu nhén biét sb 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 112, 120, 128, 136, 144, 160, 168,
176, 184, 192, 200, va 208, hoic trinh tw gin gidng cua ching c¢6 mirc do trong ddng
trinh ty it nhat 90%, it nht 95%, it nhit 98% hoic it nhit 99%; va chira ving CDR3 cua
chudi nhe (LCDR3) ¢6 trinh ty axit amin duge chon tir nhém bao gém trinh tu nhén biét
s 16, 32, 48, 64, 80, 96, 152, va 216, hodc trinh tw gén gidng clia chung c6 mic dd
twong ddng trinh tyr it nhét 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nhat 99%.

Theo mdt s phuong 4n nhét dinh, khang thé hogic doan lién két véi khéng nguyén
cta noé chira cdp trinh ty axit amin HCDR3/LCDR3 dugc chon tir nhom bao gém trinh tu
nhén biét s 8/16, 24/32, 40/48, 56/64, 72/80, 88/96, 104/96, 112/96, 120/96, 128/96,
136/96, 144/152, 160/152, 168/152, 176/152, 184/152, 192/152, 200/152, va 208/216.

Sang ché con d& cap dén khang thé hodic doan khang thé con chira ving CDRI1 ctia
chudi ning (HCDRI1) ¢6 trinh tw axit amin duge chon tir nhém bao gém trinh tu nhén
biét s6 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 108, 116, 124, 132, 140, 156, 164, 172, 180, 188, 196,
va 204, hoic trinh ty gin giéng ctia chiing c6 mirc do twrong ddng trinh ty it nhit 90%, it
nhét 95%, it nhat 98% hodc it nht 99%; ving CDR2 ctia chudi ning (HCDR2) ¢6 trinh
tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm trinh tu nhan biét s 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102,
110, 118, 126, 134, 142, 158, 166, 174, 182, 190, 198, va 206, hoic trinh tu gin giéng
clia ching ¢6 mirc do twong ddng trinh ty it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it
nhét 99%:; ving CDR1 cuia chudi nhe (LCDR1) c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
bao gdm trinh tw nhan biét s 12, 28, 44, 60, 76, 92, 148, va 212, hoic trinh tu gin giéng
cta chung c6 mirc d§ tuong déng trinh ty it nhit 90%, it nhét 95%, it nhit 98% hodc it
nhit 99%; va ving CDR2 ciia chudi nhe (LCDR2) c6 trinh ty axit amin dugc chon tir
nhém bao gdm trinh tw nhan biét s 14, 30, 46, 62, 78, 94, 150, va 214, hoc trinh tw gin
giéng ciia ching ¢6 mirc d6 trong ddng trinh ty it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98%
hodc it nhat 99%.

Mot s6 khéng thé va doan lién két voi khang nguyén theo sang ché dé lam vi du
khong lam  gi6i han pham vi sang ché chia cac ving
HCDRI1-HCDR2-HCDR3-LCDR1- LCDR2-LCDR3 tuong tng c6 trinh tu axit amin
duge chon tr nhém bao gdm cAc trinh ty nhan biét 4-6-8-12-14-16 (vi du, H4H10423P);
20-22-24-28-30-32 (vi du H4H10424P); 36-38-40-44-46-48 (vi du, H4H10426P);
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52-54-56-60-62-64 (vi du H4H10429P); 68-70-72-74-76-78-80 (vi du, H4H10430P);
84-86-88-92-94-96 (H4H10432P); 100-102-104-92-94-96 (vi du, H4H10433P2);
108-110-112-92-94-96 (vi du, H4H10436P2); 116-118-120-92-94-96 (vi du,
H4H10437P2); 124-126-128-92-94-96 (vi du, H4H10438P2); 132-134-136-92-94-96
(vi duy, H4H10440P2); 140-142-144-148- 150-152 (vi du, H4H10442P2);
156-158-160-148-150-152 (H4H10445P2); 164-166-168-148-150-152 (H4H10446P2);
172-174-176-148-150-152 (H4H10447P2); 180-182-184-148-150-152 (H4H10448P2);
188-190-192-148-150-152 (H4H10452P2); 196-198-200-148-150-152 (H4H10468P2);
va 204-206-208-212-214-216 (H2aM10965N).

Theo mdt phuong 4n c6 lién quan, séng ché bao gdbm khang thé hodc doan 1ién két
v6i khang nguyén ctia n6 lién két dic hiéu vdi activin A, trong d6 khang thé hodc doan
khéng thé nay chira cac ving CDR ciia chudi ning va chudi nhe nim trong trinh ty vung
bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe (HCVR/LCVR) dugc chon tir nhém bao gbm trinh
tw nhan biét s6 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/90, 106/90, 114/90, 122/90,
130/90, 138/146, 154/146, 162/146,170/146, 178/146, 186/146,194/146, va 202/210.
Phuong phép va k¥ thudt xac dinh ving CDR trong trinh tu axit amin cia HCVR va
LCVR la d3 biét rd trong linh vuc nay va ¢ thé dugc sir dung dé xéac dinh cac vung CDR
trong trinh ty axit amin cia HCVR va/hodc LCVR da néu dugc boc 10 & ddy. Cac quy
wdce 1am vi du c6 thé dugce st dung dé xéac dinh ranh gigi cia ving CDR bao gém, vi du,
dinh nghia Kabat, dinh nghia Chothia, va dinh nghia AbM. Theo thuit ngit chung, dinh
nghia Kabat dua trén su thay ddi trinh tu, dinh nghia Chothia dya trén vi tri cia ving c6
cdu tric vong, va dinh nghia AbM 14 sy thoa hi€p gitta dinh nghia Kabat va dinh nghia
Chothia. Vi du, xem tai liéu: 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); va Martin et al, Proc. Natl. Acad. Sci. My 86:9268-9272 (1989).
Céc co s dit liéu cong khai cling c6 thé ding dé x4c dinh trinh tu ving CDR trong

khéng thé.

Sang ché con dé cap dén phan tir axit nucleic ma hoa khang thé khang activin A
hodc c4c doan cua né. Vi dy, sang ché d& xuét phén t axit nucleic ndy ma hoéa trinh tu
axit amin ciia viing HCVR bt ky néu trong bang 1; theo mot s6 phuong &n, phén tr axit
nucleic nay chira trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh ty axit nucleic ciia ving

HCVR bét ky néu trong bang 2, hoic trinh ty gin gidng ciia chiing ¢6 mirc do twong
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ddng trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nhit 99%.

Sang ché con d& cap dén phén tir axit nucleic ma hoa trinh tu axit amin cia ving
LCVR bét ky néu trong bang 1; theo mot sb phuong 4n, phén tir axit nucleic chtra trinh
tu polynucleotit dugc chon tir trinh ty axit nucleic ctia ving LCVR bét ky néu trong
bang 2, hoic trinh tw gin giéng cta chung c6 mirc d6 trong ddng trinh tu it nhit 90%, it
nhit 95%, it nhat 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché con dé cap dén phan tir axit nucleic ma hoéa trinh tu axit amin ctia viing
HCDRI1 bt ky néu trong bang 1; theo mot s phwong 4n, phan i axit nucleic chira trinh
tu polynucleotit dugc chon tir trinh tur axit nucleic ciia ving HCDR1 bét ky néu trong
bang 2, hodc trinh tw gin gidng ctia chung c6 murc d6 trong ddng trinh tyr it nhit 90%, it
nhit 95%, it nhat 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché con dé cap dén phan tr axit nucleic ma héa trinh ty axit amin bit ky cia
viing HCDR2 bét ky néu trong bang 1; theo mot s6 phwong 4n, phan tir axit nucleic chta
trinh tu polynucleotit durge chon tir trinh tu axit nucleic cia HCDR2 bat ky néu trong
bang 2, hoic trinh ty gin giéng ctia ching c6 mirc d6 trong ddng trinh ty it nhét 90%, it
nhit 95%, it nhat 98% hoic it nhit 99%.

Sang ché con dé cap dén phén tir axit nucleic ma héa trinh tw axit amin cta ving
HCDR3 bt ky néu trong bang 1; theo mét s phwong 4n, phan tir axit nucleic chira trinh
tu polynucleotit duwoc chon tir trinh tu axit nucleic ctia ving HCDR3 bét ky néu trong
bang 2, hoc trinh tu gin gidng ctia chung c6 mirc d6 trong ddng trinh ty it nht 90%, it
nhét 95%, it nhit 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché con dé cap dén phén tir axit nucleic ma héa trinh tw axit amin cta ving
LCDRI1 bt ky néu trong bang 1; theo mdt sb phuong 4n, phan tir axit nucleic chira trinh
tu polynucleotit dwgc chon tir trinh ty axit nucleic cia ving LCDR1 bat ky néu trong
bang 2, hoc trinh tw gn gidng cia ching c¢6 mirc d6 twong ddng trinh tu it nhit 90%, it
nhat 95%, it nhit 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché con dé cap dén phén tir axit nucleic ma hoa trinh tir axit amin cia ving
LCDR2 bét ky néu trong bang 1; theo mdt sé phwong 4n, phan tir axit nucleic chira trinh
tu polynucleotit dugce chon ty trinh ty axit nucleic ciia ving LCDR2 bét ky néu trong

bang 2, hoic trinh tw gn gidng ciia chung c6 mirc d6 twong ddng trinh t it nhat 90%, it
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nhét 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché con dé cdp dén phan tir axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin cta ving
LCDR3 bét ky néu trong bang 1; theo mot s§ phuong 4n, phan tir axit nucleic chira trinh
tu polynucleotit dugce chon tir trinh ty axit nucleic cia ving LCDR3 bat ky néu trong
bang 2, hoic trinh ty gan gidng cia chiing c6 mirc d6 twong ddng trinh tyr it nhat 90%, it
nhat 95%, it nhat 98% hoic it nhit 99%.

Sang ché con d& cap dén phén tir axit nucleic ma héa ving HCVR, trong d6 vung
HCVR nay chura tap hgp cta ba ving CDR (tirc 14 HCDR1-HCDR2-HCDR3), trong d6
tép hop trinh tu axit amin cia ving HCDR1-HCDR2-HCDR3 1a nhu dugc xac dinh béi
khang thé khang activin A 1am vi du bat ky néu trong bang 1.

Sang ché con dé cap dén phan tir axit nucleic ma héa ving LCVR, trong d6 ving
LCVR nay chtra tap hop cua ba ving CDR (tirc 18 LCDR1-LCDR2-LCDR3), trong d6
tap hop trinh tw axit amin LCDR1-LCDR2-LCDR3 14 nhu dugc xé4c dinh bdi khang thé

khang activin A 1am vi du bét ky néu trong bang 1.

Sang ché con d& cdp dén phan tir axit nucleic ma héa ca vung HCVR va ving
LCVR, trong d6 ving HCVR chta trinh tw axit amin cta ving HCYR bét ky néu trong
bang 1, va trong d6 ving LCVR chira trinh ty axit amin cia ving LCVR bét ky néu
trong bang 1. Theo mot s§ phwong 4n nhét dinh, phan tir axit nucleic chira trinh ty
polynucleotit dwgc chon tir trinh ti axit nucleic ctia ving HCVR bt ky néu trong bang
2, hoic trinh tur gin giéng ctia chiing ¢6 mirc d6 twong ddng trinh ty it nhit 90%, it nhat
95%, it nhat 98% hoic it nhit 99%, va trinh ty poiynucleotit dwgc chon tir trinh ty axit
nucleic ctia ving LCVR bt ky néu trong bang 2, hoic trinh tur gin gidng cua ching c6
mtrc d6 twong ddng trinh tur it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%. Theo
mot s6 phuong 4n theo khia canh nay cia sang ché, phéan tir axit nucleic ma héa ving
HCVR va ving LCVR, trong d6 ving HCVR va ving LCYR ndy déu c6 ngudn gc tir
ciing mdt khang thé khéng activin A néu trong bang 1.

Sang ché con d& cap dén vecto biéu hién tai td hop c6 thé bidu hién polypeptit chira
viing bién ddi chudi niang hodc chudi nhe ctia khang thé khang activin A. Vi du, sang ché
bao gdm vecto biéu hién tai td hop chira phén tir axit nucleic bat ky néu trén, tirc 1a phan
tir axit nucleic mé hoéa trinh tuy ving HCVR, LCVR, va/hodc CDR bét ky nhu néu trong

bang 1. Sdng ché ciing bao gdm t€ bao véat chil ma vecto néu trén da dugc dua vao, cling
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nhur phwrong phép tao ra khang thé hodc doan khang thé ciia chiing bing cach nudi ciy té
bao vét chi trong diéu kién cho phép tao ra khang thé hodc doan khang thé, va thu hdi

khéng thé va doan khang thé tao ra theo cach nay.

Sang ché bao gdm khang thé khang activin A c¢6 lwong hydrat cacbon thay ddi.
Theo mot s& phwong 4n, viée cai bién d& loai bo cac vi tri glycosyl héa khong mong
mudn c6 thé 12 hiru ich. Theo mdt s§ phuong 4an, viéc cai bién d& lam thay dbi kiéu
glycosyl héa c6 thé 13 hitu ich, vi dy, cai bién khang thé d& khong c6 gbc fucoza trén
mach oligosacarit, vi du, dé 1am ting chirc ning giy doc té bao phu thudc khang thé
(antibody dependent cellular cytotoxicity: ADC.C) (Shield et al. J Biol Chem
277:26733 (2002)). Theo cac phwong 4n khic, viéc cai bién galactosyl hoa c6 thé dugc
thyc hién dé 1am thay dbi chiic ning gy doc t& bao phy thude bd thé (complement
dependent cytotoxicity:CDC). Theo mdt s phwong 4n, khang thé c6 thé co kiu
glycosyl hoa dugc bién ddi dé 1am giam dén mirc t6i thidu chirc ning cua t& bao thuc
hién. Vi du, khang thé c6 thé dugc bién ddi dé thu dwoc khang thé duoc glycosyl héa

hoic sialyl héa bd sung.

Theo mot khia canh khéc, sdng ché dé cap dén duoc phém chira khang thé tai tb
hop ctia ngudi hodc doan khang thé ciia chiing lién két dic hiéu véi activin A va chit
mang dugc dung. Theo mot khia canh c6 lién quan, sang ché d& cap dén duoc phim la
hén hop clia khéng thé khang activin A va chét diéu tri thir hai. Theo mot phwong 4n,
chét didu trj thtr hai 13 chét bit ky dugc két hop c6 loi voi khang thé khang activin A. Céc
chét 1am vi du c6 thé dugc két hop c6 loi voi khang thé khang activin A bao gdm, nhung
khdng chi giéi han &, cac chét khac c6 tac dung tc ché hoat tinh cta activin A (bao gém
cac khang thé khic hodc doan lién két véi khang nguyén ciia né, chit trc ché peptit, chét
d6i khang c6 phan tir nhé, v.v..) va/hodc chit khong lién két truc tiép véi activin A
nhung gy can tré, ngan chin hoic lam giam su truyén tin hiéu trung gian béi activin A.
Theo mot phuong éan, chét didu tri thr hai c6 tac dung rc ché, gy can trd, ngédn chin
va/hogc 1am giam hoat tinh ctia phdi tir khac ctia thu thé ActRIIA va/hodc ActRIIB (vi
dy, GDF8, activin B, activin AB, inhibin A, inhibin B, GDF3, GDF11, Nodal, BMP2,
BMP4, va/hoic BMP7). Theo mot phuong 4n, chét didu tri thi hai 13 chét d6i khang
khang GDF8 (vi dy, khang thé khéng GDF8 clia nguoi hodc doan lién két vai khang
nguyén clia nd). Chét khang GDF8 1am vi du dé st dung cing véi khang thé khang
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activin A theo sang ché bao gdm khéng thé khang GDF8 ciia ngudi (vi dy, khang thé
khéng GDF8 chtra trinh ty axit amin cia ving HCVR/LCVR hoc ving CDR bét ky
nhu néu trong US 2011-0293630 A1 (vi du, H4H1657N2, d4y 13 khang thé khang GDF$
¢6 ving quyét dinh tinh bd thé cta chudi ning (heavy chain complementarity
determining region: FICDR) ctia ving HCVR chifra trinh ty nhan biét s6 217 (vi du, trinh
tu cua vung CDR1, CDR2, va CDR3 néu trong trinh tw nhén biét s6 218, 219, va 220
twrong tmg), va ving quyét dinh tinh bd thé ctia chudi nhe (light chain complementarity
determining region: LCDR) ctia viing LCVR cha trinh tw nhan biét s6 221 (vi du, trinh
tu ciia ving CDR 1, CDR2, va CDR3 néu trong trinh tu nhan biét s6 222, 223, va 224)).
Céc liéu phap didu tri két hop va ddng dugc phdm khéc lién quan dén khang thé khang

activin A theo sang ché duoc boc 16 & chd khéc trong ban m6 ta nay.

Theo mot khia canh nita, sang ché dé cap dén phén tir lién két khang nguyén chira
ving lién két dic hidu activin A va ving lién két dic hiéu GDF8. Theo mét phuong 4n
ctia khia canh ndy ctia sang ché, phan tir 1ién két khang nguyén 13 khang thé hai gia chtra
ving bién dbi thir nhit lién két ddc hiéu véi activin A va ving bién ddi th hai lién két
dédc hiéu voi GDF8.

Sang ché mo ta phwong phap diéu tri dé wc ché hoat tinh cia activin A bang cach
str dung khang thé khang activin A hoic doan lién két v6i khang nguyén cta né theo
sang ché, trong d6 phuong phép didu tri nay bao gdm viéc st dung lwgng hiru higu didu
tri clia dwoc phim chira khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén clia n6 theo sang
ché. Réi loan dugc didu tri 1a bénh hodc tinh trang bat ky dwoc cai thién, lam thuyén
giam, tic ché hodc phong ngira bang cach loai bo, trc ché hoic 1am gidm hoat tinh ctia
activin A hodc su truyén tin hi€u cta activin A: Khang thé khang activin A hodc doan
khang thé theo sang ché c6 thé c¢6 tac dung trc ché su twong tac gitra activin A va thy thé
activin typ II (vi du, thy thé activin typ IIA va/hodc thy thé activin typ IIB); gitta activin
A va thy thé activin typ I; giita activin A va ca thy thé typ II va typ I; hodc néu khong thi

uc ché hoat tinh truyén tin hi€u cta activin A.

Sang ché con mé ta viée str dung khang thé khang activin A hodc doan lién két véi
khéng nguyén ctia khang thé theo sang ché dé san xut thudc dé didu tri bénh hodc réi
loan lién quan dén hoic gdy badi hoat tinh ctia activin A & bénh nhan. Séng ché con mb ta
phuong phép 1am tang khéi lugng co hoic sirc manh co & dbi twong bing cach cho dbi
twong nay st dung khang thé activin A hoic doan lién két véi khang nguyén cuia né.
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Séng ché con mo ta phwong phép 1am ting khéi Ivong co hodc sttc manh co & dbi teong
bang cach cho dbi tugng nay st dung: protein lién két dic hiéu véi activin A va protein
lién két dic hiéu GDF38, hoic béng cach cho dbi tugng ndy st dung phan tir lién két

khang nguyén chira viing lién két dic hiéu activin A va viing lién két dic hiéu GDFS.

Sang ché con mo ta phwong phép diéu tri, phong ngira va/hodc lam thuyén giam
bénh hodc rdi loan dic trung béi sy gidm khéi lwong co hodc stcc manh co bang cach cho
dbi tugng can didu tri st dung protein lién két dic hiéu véi activin A (vi du, khang thé
khang activin A). Theo mdt khia canh c6 lién quan, phuong phap theo sang ché bao gdm
viée diéu trj, phong ngira va/hogc lam thuyén gidm bénh hodic réi loan dic trung boi su
giam khéi luong co hodc sirc manh co br?mg cach cho dbi tugng cn didu tri st dung
protein lién két dic hiéu véi activin A va protein lién két dic hiéu v6i GDFS8 (vi du,
khang thé khang activin A va khang thé khang GDF8). Phuong phap theo sang ché con
bao gém viéc diéu tri, phong ngira va/hodc 1am thuyén gidm bénh hoidc rbi loan dic
trung boi su giam khi luong co hoic sirc manh co béng cach cho dbi tugng can didu tri
sir dung phén tir lién két khang nguyén chtra viing lién két dic hiéu activin A va ving
lién két dic hiéu GDF8. Bénh hoic rdi loan ddc trung béi su giam khéi lwong co hoic
sttc manh co ¢6 thé duge didu tri, phong ngira va/hodc lam thuyén gidm bing cach st
dung phwong phép theo sdng ché bao gdm chimg mit mé co, chirng suy mon (vi du,
ching suy mon ty phét hodc ching suy mon do mot bénh khac (vi du, bénh ung thu,
bénh suy than man tinh, hogc bénh phdi tdc ngh&n man tinh)), tn thuong co, ching hao
mon co va/hogc teo co (vi du, gy boi hodc lién quan dén tinh trang khong st dung, bét
dong, ndm liét givdng, tén thuong, didu tri ni khoa, can thiép phiu thuat (vi du, giy cb
xuong dui, thay khop hang, va thay khép gbi) va can thé may, bénh ung thu, bénh béo
phi, bénh dai thdo duong, bénh viém khép, bénh xo cung rdi ric, loan dudng co, bénh xo
ctmg ¢t bén teo co, bénh Parkinson, bénh lodng xuong; bénh viém xuwong khdp, bénh
thua xwong, va hoi ching chuyén hoa (vi dy, mot hodc nhidu bénh trong sd bénh dai thao
dudng, bénh béo phi, rdi loan dinh dudng, teo co quan, bénh phéi tic nghén man tinh, va

ching chan &n).

Sang ché con mo ta phuong phép diéu tri, phong ngira va/hodc 1am thuyén giam
bénh hojc rbi loan gay béi, thic ddy bsi, 1am trdm trong bdi, hodc lam ning thém béi

hoat tinh ctia phén tir chita inhibin A (vi du, dime chtta inhibin BA, vi du, activin A,
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activin AB, v.v..) béng cch cho ddi tugng can didu tri st dung protein lién Kkét dic hiéu
v6i activin A (tirc 1 dime inhibin BA), vi dy, khang thé khéng activin A hodc doan lién
két v6i khang nguyén ctia n6. Theo mot khia canh clia séng ché, phurong phép theo sang
ché bao gdbm phuong phép diéu tri, phong ngira, va/hodc 1am thuyén gidm bénh xo hda
than bing cach cho dbi tuong cin didu tri st dung khéng thé khang activin A. Theo céc
khia canh cu thé ciia sang ché, phuong phép theo séng ché bao gdm phuong phap diéu
tri, phong nglra, va/hodc 1am thuyén gidm bénh xo héa than gay béi bénh than man tinh
(vi du, do hiu qua cta bénh ting huyét ap, bénh dai thdo dudng, bénh viém than-tiéu
cAu, bénh di truyén (nhu bénh than da nang), di tat & than, bénh tw mién (vi du, bénh
luput), hoc tic mach (vi dy, bénh séi than, khdi u, bénh phi dai tuyén tién lidt), hoic
nhiém tring dudng tiét nidu nhidu 1in bang cach cho dbi tugng can didu tri sir dung
khéng thé khang activin A. Theo cac khia canh khac, sang ché mé ta phuong phéap diéu
tri, phong ngira, va/hodc 1am thuyén gidm bénh nhiém khuén, bénh suy tim man tinh,
bénh phéi tic nghén man tinh, u t& bao va crom lanh tinh hodc 4c tinh, u xo tr cung, tién
san giat, seo 16i, seo phi dai, hodc bénh ting &p lyc dong mach phdi béng cach cho d6i
tuong can didu tri sir dung khéng thé khang activin A. Theo céc khia canh khéc, sang ché
bao gdm phuong phép diéu tri, phc‘)ng ngura, va/hodc 1am thuyén gidm chitng suy mon
gy boi, thuc ddy béi, lam trim trong b, hodic lam ning thém béi hoat tinh ciia activin
A bing cach cho dbi tugng can diéu tri st dung khang thé khang activin A. Theo céc
khia canh khac, sang ché mo ta phuong phap diu tri, phong ngira, va/hoic lam thuyén
gidm tinh trang giam cin gdy béi, thiic ddy béi, lam trdm trong bdi, hodc 1am ning thém
bdi hoat tinh cua activin A béng cach cho dbi tuong can diéu tri sit dung khang thé
khéng activin A.

Cac phuong 4n khéc s& tré nén 13 rang hon dwa vao phin mé ta chi tiét sau day.
MG ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 la bang thé hién két qua clia thit nghiém canh tranh chéo khéng thé trong d6
khéng thé khang activin A thtr nhat (“miu khéng thé”) dugc bdi vao diu cam bién phu
Fc khang ngudi, sau d6 nhing trong dung dich chira khéng thé khang activin A thir hai
(1uM) da duoc lién két trude véi activin A. Phan ting lién két (gia tri bing sb nim trong
khodng tir 0,22 dén 1,84) ctia mbi hn hop khang thé thir nghiém dwoc mo ta. Phan ung
lién két thé hién trong cdc 6 mau tréng c6 phong chit mau den cho thiy khong c6 su canh
tranh dé lién két voi activin A, goi ¥ cac ving lién két rd rang.
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Fig.2: biéu dd A cho thy tac dung ctia viéc diéu trj bing khang thé khéng GDF8
trong 21 ngay (H4H1657N2, 10mg/kg hodc 30 mg/kg) dbi véi luc co cimg co cuc dai
trung binh so v6i khéng thé déi ching isotyp. Dit liéu dwoc phan tich bang céch st dung
phuong phép phén tich phwong sai mot chiéu (ANOVA), sau d6 bang kiém dinh Tukey.
*p<0,05 c6 y nghia so v6i khang thé ddi chiing isotyp (n=6, kiém dinh t Student khong
cdp doi); n.s. = khong c6 y nghia théng ké so véi khang thé d6i chimng isotyp & lidu
30mg/kg. DS thi B cho thiy su tang luc co ciing co cuc dai clia co cing chan trudce
(tibialis anterior: TA) & chuft dugc diéu trj bang H4H1657N2 (10mg/kg) so véi chudt
dugc diéu tri bing khang thé dbi chimg isotyp trong 3 tudn (n=6), khi dugc kich thich
béng dong dién trong mot khoang tn sé (40 dén 100 Hz). Dit liéu duoc thé hién dudi

dang lyc co cling co cuc dai trung binh + SEM.

Fig.3: So dd A thé hién thiét ké thir nghiém dé dénh gia tac dung ciia H4H1657N2
trong giai doan phuc hdi cia chtng teo co gy boi viéce treo chan sau. Biéu dd B cho thiy
sw thay dbi theo ty 1& phin trim cia trong lugng co TA va co bung chén
(Gastrocnemius: GA) ctia chudt dugc diéu tri béng H4H1657N2 va chudt dugc diéu tri
bing khang thé dbi chimg isotyp sau khi hdi phuc sau 7 ngay treo chan sau (HLS+7Rec)
50 v6i chudt khong c6 thoi gian phuc hdi sau 7 ngay treo chan sau (HLS) va chudt dbi
ching (chuédt ddi chirng khéng treo chén sau). Két qua dugc thé hién dusi dang muc do
thay di trung binh theo ty 1& phan trim so v6i chudt dbi chirng khong treo chan sau +
SEM. Dit liéu dugc phén tich bing cach sir dung phuong phap phén tich phuong sai mot
chiéu (ANOVA), sau d6 bang kiém dinh Tukey. * = p<0,05 c6 y nghia so v4i nhém

khong treo chén sau. # = p<0,05 ¢6 y nghia so v6i nhém treo chin sau.

Fig.4: D4 thi A cho thdy tac dung cua viéc sit dung khang thé khang activin A
H4H10446P2 dbi v6i thé trong ctia chudt biéu hién qua mic activin A (so v6i khang thé
dbi ching isotyp). Dit liéu dwgc phan tich bang cach st dung phuong phap phan tich
phuong sai hai chiéu (thir nghiém ANOVA do nhiéu 14n + thir nghiém Boneferroni so
sénh nhiéu 1in), sau d6 bang kiém dinh Tukey. *= p<0,05 so vé6i khang thé d6i ching
isotyp; #=p<0,05 so v6i khang thé khéng activin A + khéng thé déi chiing isotyp. Biéu
dd B cho théy tac dung cta khéng thé khang activin A H4H10446P2 dbi véi trong lugng
clia co cang chan trude (TA) va co bung chan (GA) & chudt biéu hién qua mirc activin A

(so v6i khéng thé ddi chimg isotyp). Dit liéu dugc phén tich bang cch sir dung phuong
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phép phan tich phuong sai mét chiéu (ANOVA), sau d6 bing kiém dinh Tukey. *=
p<0,05 so véi vecto + khang thé ddi ching isotyp; #= p<0,05 so v6i khing thé khang
activin A + khang thé d6i chimg isotyp.
M3 ta chi tiét sang ché

Trude khi séng ché dwoc mo ta, cin hidu ring sang ché khong chi gi6i han &
phuong phap va diéu kién thir nghiém cu thé dwgc mé ta do céc phuong phap va diéu
kién nay c6 thé thay dbi. Ciing cn hiéu rang thuat ngtt dugc st dung & day chi nhim
muc dich mé ta cac phuong 4n cu thé, va khong duoc dy dinh 1am gidi han pham vi sdng

ch€, do pham vi ctia sing ché s& chi bi gi¢i han bdi cac yéu cau bao hd kém theo.

Néu khong dugc dinh nghia theo céch khéc, tit ca cac thuét ngit khoa hoc va k§y
thudt st dung & dy c6 nghia giéng nhu thuong dugc hiéu béi ngudi c6 hidu bidt trung
binh trong linh vuc cua sang ché. Nhu dugc sir dung ¢ ddy, thuat ngtr "khoang" khi duoc
st dung lién quan dén gi4 tri bang s6 cu thé d& chi ring gia tri nay c6 thé thay dbi khong
qua 1% so véi gid tri ¢d néu. Vi du, nhu duge st dung & day, thuat ngit "khoang 100"
bao gbm c4 99 va 101 va tht ca cAc gié tri nim gitta hai gia tri nay (vi dy, 99,1, 99,2, 99,3,
99,4, v.v..).

Mic di phuong phép va vt liéu bét ky twong tu hodc twong duong véi phuong
phép va vt liéu dugc mé ta & diy c6 thé dugc sir dung dé thuc hanh hodc thir nghiém
theo sang ché, phuong phap va vét liéu dugc uu tién s& duge mo ta & day.

Protein lién két ddc hiéu khdng nguyén

Séng ché dé cap dén dugc phim chira protein lién két dic hiéu khang nguyén. Cu
thé hon, sang ché d cap dén dugc phim chua protein lién két dic hiéu activin A.

Nhu duoc sit dung & déy, thuat ngit "protein lién két dic hiéu khéng nguyén" dé chi
protein chtra it nhit mot ving lién két dic hidu véi khéng nguyén cy thé. Cac loai protein
lién két dic hidu khéng nguyén lam vi du bao gbém khang thé, phan lién két khang
nguyén clia khang thé, peptit tuong tac dic hiéu véi khang nguyén cu thé (vi du, protein
dung hop peptit-Fc), phan tir thu thé twong tac dic hidu véi khang nguyén cu thé, va

protein chira phan lién két phéi tir clia thy thé lién két dc hiéu v6i khang nguyén cu thé.,

Sang ché bao gdm protein lién két dic hicu khang nguyén, protein ndy lién két dic

hiéu v6i activin A, tic 1a "protein lién két dic hidu activin A". Activin 13 cic phén ti
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homodime va heterodime chtra cac tiéu don vi beta, tirc 13 inhibin BA, inhibin BB,
inhibin BC, va/hoic inhibin BE. Tiéu don vi BA c6 trinh ty axit amin néu trong trinh tu
nhan biét s6 226 va tidu don vi BB ¢0 trinh ty axit amin néu trong trinh ty nhén biét sé
228. Activin A 12 homodime ctia hai tiéu don vi BA; activin B 1a homodime ctia hai tidu
don vi BB; activin AB 13 heterodime ctia mot tiéu don vi PA va mot tiéu don vi BB; va
activin AC 1 heterodime ctia mét tiéu don vi PA va mot tiéu don vi BC. Protein lién két
ddc higu véi activin A c6 thé 1 protein lién két dic hiéu khang nguyén lién két dic hidu
v6i tiéu don vi BA. Do tiéu don vi BA dugc tim thay trong phan tir activin A, activin AB,
va activin AC, “protein lién két dic hiéu activin A" ¢6 thé 1a protein lién két dac hiéu
khéng nguyén lién két dic hiéu véi activin A cling nhu activin AB va activin AC (do né
tuong téc voi tiéu don vi BA). Do d6, theo mot phuwong 4n ctia séng ché, protein lién két
dic hiéu véi activin A s& lién két dic hidu véi activin A; hodc activin A va activin AB;
hodc activin A va activin AC; hodc activin A, activin AB va activin AC, nhung khong
lién két v6i cac phdi tir ActRIIB khéc nhu activin B, GDF3, GDF8, BMP2, BMP4,
BMP7, BMP9, BMP 10, GDF11, Nodal, v.v.. Do vay, theo mdt phuong an theo sing
ché, protein lién két dic hibu véi activin A s& lién két ddc hiéu véi activin A nhung
khong lién két dang ké véi activin B hogc activin C. Theo mot phuong 4n khic, protein
lién két dac hiéu véi activin A ciing c6 thé lién két v6i activin B (do phan @g chéo véi
tidu don vi BB, tirc 12 InhibinBB). Theo mt phuong an khéc, protein lién két dic hi¢u
Vv6i activin A 1a protein lién két va lién két dic hicu v&i activin A nhung khong lién két
v6i phdi tir bit ky khac ciia ActRIIB. Theo mdt phuong 4n khac, protein lién két dic
hiéu véi activin A 12 protein lién két va lién két diic hicu véi activin A va khong lién két
v6i protein tao hinh thai xwong bit ky (Bone Morphogenetic Protein: BMP) (vi du,
BMP2, BMP4, BMP6, BMP9, BMP 10). Theo mét phuong 4n khéc, protein lién két dic
hiéu véi activin A 14 protein lién két dé lién két ddc hiéu v6i activin A nhung khong lién
két v6i thanh vién bat ky khéac ciia siéu ho yéu t6 sinh truéng bién dbi beta (TGEP).
Sang ché con bao gdm protein lién két dic hiéu khéng nguyén lién két dic hiéu véi
GDF8, ttc 1a "protein lién Kkét ddc hiéu GDF8". Thuat ngit "GDF§" (con dugc goi la
"yéu t6 sinh trudng va biét hoa 8" va "myostatin") dé chi protein ¢6 trinh ty axit amin
néu trong trinh ty nhan biét s§ 225 (protein trudng thanh). Theo sang ché, protein lién

ket dac hiéu GDFS8 lién két dic hiéu voi GDF8 nhung khéng lién két véi céc phéi ti
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ActRIIB khac nhe GDF3, BMP2, BMP4, BMP7, BMP9, BMP10, GDF11, activin A,

activin B, activin AB, Nodal, v.v..

Theo séng ché, cac phan tir nhu ActRIIB-Fe (vi dy, "ACE-031"), chita phin lién
Kkét phéi ttr ctia thy thé ActRIIB, khong dugc cho 13 "protein lién két dic hiéu activin A"
hogc “protein lién két dac higu GDF8" do cac phan tir ndy lién két véi nhidu phéi tir

ngoai GDFS8, activin A va activin AB.

T4t ca c4c protein, polypeptit va doan protein & day dugc du dinh dé chi protein,
polypeptit hodc doan protein twong (mg ctia ngudi néu khdng dugce chi rd theo cach khac
1a cua loai khong phai nguoi.

Phan tik lién két khdng nguyén c6 hai vimg lién két dic hiéu khdng nguyén khéc nhau

Sang ché con bao gbm phén tr lién két khéang nguyén chira hai ving lién két dic
hiéu khang nguyén khac nhau. Cu thé, sang ché bao gbm phén tir lién két khang nguyén
chira ving lién két ddc hiéu activin A va ving lién két dic hiéu GDF8. Thuat ngit "ving
lién két dic hiéu khang nguyén" nhu dugc st dung & ddy, bao gdm cac polypeptit chira
hodc bao gdm: (i) doan lién két véi khang nguyén cia phan tir khang thé, (ii) peptit
tuong tac dic hiéu v6i khang nguyén cu thé (vi dy, protein dung hop peptit-Fc), va/hoic
(iii) phan lién két phéi tir ctia thy thé lién két ddc hiéu véi khang nguyén cu thé. Vi du,
sang ché bao gdm khang thé hai gi4 v6i mot nhanh chira cip ving bién ddi chudi
ning/ving bién déi chudi nhe (HCVR/LCVR) thit nht lién két dic hidu véi activin A va
fnc}t nhanh khéc chira cip HCVR/LCVR thit hai lién két dic hiéu véi GDFS.

Lién két ddc hiéu

Nhu duge sir dung & day, thuét ngit "lién két dic hiéu" hodc thuét ngit twong tu, dé
chi protein lién két dic hiéu khang nguyén, hoic ving lién két dic hicu khang nguyén,
tao thanh phtrc chét véi khéng nguyén cuy thé dic trung boi hing s phan ly (Kp) bang
hodc nho hon 500pM, va khong lién két véi cac khiang nguyén khong lién quan khac
trong diéu kién thir nghiém thong thuong. "Khang nguyén khong lién quan" 13 protein,
peptit hodc polypeptit c6 mirc do gibng nhau v& axit amin nhé hon 95%. Phuong phap
xé4c dinh hai phan ti ¢6 lién két dic hiéu v6i nhau hay khong 14 d4 biét ro trong linh vuc
ndy va bao gdm, vi du, thAm tach can bing, cong hudng plasmon bé mit, va phuong
phap tuong ty. Vi du, protein lién két diic hidu khang nguyén hoic ving lién két dic hiéu

khéng nguyén nhu dugc sir dung theo sang ché bao gdm céc phan tir lién két v6i khang
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nguyén cu thé (vi du, activin A va/hodc AB, hoic GDF8) hodc mot phﬁn cuané voi Kp
nho6 hon khoang 500pM, nhé hon khoang 400pM, nhé hon khoing 300pM, nhé hon
khoang 200pM, nhé hon khoang 100pM, nhé hon khoéng 90pM, nhd hon khoang 80pM,
nhé hon khodng 70pM, nhé hon khoang 60pM, nhé hon khoang 50pM, nhé hon khoang
40pM, nh¢ hon khoadng 30pM, nhé hon khoang 20pM, nho hon khoang 10pM, nhé hon
khoang 5pM, nhé hon khoang 4pM, rih6 hon khoang 2pM, nhé hon khoang 1pM, nhd
hon khodng 0,5pM, nhé hon khoang 0,2pM, nhé hon khoang 0,1pM, hodc nhé hon

khoéang 0,05pM nhu dwgc xédc dinh trong thir nghiém cdng hudng plasmon bé mit.

Nhu dugc st dung & déy, protein lién két dic hiéu khang nguyén hodc vung lién
két ddc hiéu khang nguyén "khong lién két" véi mot phan tir da duge chi 15 (vi du,
"khong lién két véi GDF11", "khong lién két véi BMP9", "khong lién két véi BMP10",
v.v..) néu protein hodc ving lién két nay, khi duoc thit nghiém vé kha ning lién két vé6i
phén tir dd néu & nhiét 6 25°C trong thir nghiém cong hudng plasmon bé mit, c6 Kp 16n
hon 50,0nM, hoic khong thé hién lién két bét ky trong thir nghiém nay hodc thi nghiém

tuong duong ctia no.

Thuét ngit "cong huéng plasmon bé mat" nhu dugc st dung & day d& chi hién
tuong quang hoc cho phép phan tich twong téc theo thoi gian thuc bang cach phat hién
céc thay ddi v& ndng do protein trong nén cam bién sinh hoc, vi du bang cach sir dung hé

thdng BIAcore™ (Biacore Life Sciences division of GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Thuét ngt "Kp " nhu dugc st dung & ddy dé chi hang s6 phén ly can bing cua
tuong tac protein-protein cu thé (vi du, tuong tac khang thé-khang nguyén). Néu khong
dugc chi 16 theo céch khac, Kp dugce boc 16 & day dé chi Kp dugc xac dinh bing thir

nghiém cdng hudng plasmon bé mit & nhiét do 25°C.
Khdng thé va doan lién két véi khdng nguyén cia khdng thé

Nhu néu trén, protein lién két dic hidu khang nguyén c6 thé chira hoic bao gbm
khéng thé hodc doan lién két véi khang nguyén cla khang thé. Ngoai ra, trong truong
hop phan tt lién két khang nguyén chira hai ving lién két dic hiéu khéng nguyén khac
nhau, mdt ho3c ca hai ving lién két dic hidu khang nguyén c6 thé chtra hodc bao gém

doan lién két v6i khang nguyén ctia khéng thé.

Nhu dugce sir dung & déy, "khéng thé lién két vé6i activin” hodc "khéng thé khang
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activin A" bao gom cac khéng thé, va doan lién két véi khang nguyén ciia ching, lién két
v6i doan dé tan ctia protein activin A va cling c6 thé lién két véi heterodime activin chira

tidu don vi activin BA.

Nhu dugc sir dung & ddy, thuat ngit "khéng th8" dé chi phan ti hoic phtrc chit
phan ttr lién két khang nguyén bat ky chira it nht mot ving quyét dinh tinh bd thé
(CDR) lién két dic hiéu véi hodc twong tac voi khdng nguyén cu thé (vi dy, activin A).
Thuét ngft "khang th&" bao gdm phan tir globulin mién dich chtra bén mach polypeptit,
hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) lién két v6i nhau bang lién két disulfua, cling
nhu multime ctia ching (vi du, IgM). M&i chudi ning chira viing bién dbi chudi ning
(dwogc ky hiéu ¢ day 1a HCVR hoic Vi) va viing hing dinh chudi ning. Ving hing dinh
chubi nang c6 ba mién, Cyl, Cx2 va Cy3. Mbi chudi nhé chira ving bién dbi chudi nhe
(dugce ky hiéu & day 1a LCVR hodc Vi) va ving hing dinh chui nhe. Ving hing dinh
chudi nhe nay c¢6 mét mién (C1). Céc viing Vi va Vi ¢6 thé duoc chia nhé tiép thanh
céc ving siéu bién, duge goi 1a viing quyét dinh tinh bd thé (CDR), xen giita cac ving
bao toan hon duge goi 13 ving khung (FR). Mdi viing Vy; v,V bao gdm ba vung CDR
va bén ving FR, duge sép xép tir dAu tan cting amino dén du tan cung carboxy theo thir
tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo cac phuong an khac nhau cua
sang ché, cac ving FR cia khang thé khang activin A (hodc doan lién két véi khang
nguyén ctia n6) c6 thé giéng véi trinh ty dong mam clia ngudi, hodc c6 thé duogc cai bién
theo céch tu nhién hodc nhén tao. Trinh ty axit amin lién g c6 thé dugc xé4c dinh dya

trén viéc phan tich hai hodc nhiéu ving CDR canh nhau.

Nhu duoc sir dung & ddy, thuat ngit "khang thé" con bao gbm doan lién két véi
khang nguyén cla phan tir khang thé ddy da. Thuat ngit "phan lién két khang nguyén"
cta khang thé, "doan lién két véi khéng nguyén" cla khang thé va thuat ngit tuong tu
nhu duoc st dung & day bao gdbm polypeptit hodc glycoprotein ty nhién, duoc tao ra
bing enzym, tong hop, hodc dugc thiét ké di truyén bat ky lién két dic hiéu véi khang
nguyén dé tao thanh phitc chit. Poan lién két vé6i khang nguyén ctia khang thé c6 thé thu
dugc tir phn tir khang thé ddy dii bang cach sir dung k§ thuat chuén thich hop bat ky
nhu phén hity protein hogc k§ thuét di truyén t4i tb hop doi hoi phai thao tac va biéu hién
ADN ma hoa ving hing dinh va viing bién ddi tity y ciia khang thé. ADN nay 12 da biét
va/hoic dé dang thu duge tir nguén trén thi truong, thu vién ADN (vi du, thu vién thé

thue khudn-khéng thé), hodic c6 thé dugc téng hop. ADN nay c6 thé duoc giai trinh tu va
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thao tac bing phwong phap héa hoc hoic bing cach st dung k¥ thut sinh hoc phan tir, vi
du, dé sép xép mot hodic nhidu viing bién d6i va/hoic hing dinh thanh c4u hinh thich
hop, hodc dé dua codon vao, tao ra géc xystein, cai bién, bd sung hodc x6a axit amin

V.V..

Vi dy khong 1am gi6i han pham vi séng ché v& doan lién két véi khang nguyén bao
gdm: (i) doan Fab; (ii) doan F(ab’)2; (iii) doan Fd; (iv) doan Fv; (v) phan tir Fv chudi
don (single-chain Fv: scFv); (vi) doan dAb; va (vii) don vi nhan biét tbi thidu bao gbm
c4c gdc axit amin gidng vai ving siéu bién cua khéng thé (vi du, ving quyét dinh tinh bd
thé (CDR) duogc phén 18p nhu peptit CDR3), hodc peptit FR3-CDR3-FR4 rang budc.
Céc phan tir duogc thiét ké khac, nhu khang thé dic hiéu ving, khang thé c6 mot ving,
khang thé dugc x6a ving, khang thé thé kham, khang thé ghép CDR, khang thé dime,
khéng thé trime, khéng thé tetrame, khang thé mini, khang thé nano (vi duy, khéang thé
nano don gi4, khang thé nano hai gia v.v..), thudc c¢6 hoat tinh min dich modun nhé
(small modular immunopharmaceutical: SMIP), va ving IgNAR bién déi cua c4 map,
cling dugc bao gdm trong thuét ngit "doan lién két véi khang nguyén" nhu dugc sit dung
& day.

Doan lién két véi khang nguyén cua khang thé s& thuong chira it nhat mot ving
bién dbi. Vung bién dbi nay c6 thé ¢ kich thuéce hoic thanh phén axit amin bat ky va s&
thuong chira it nhit mot viing CDR lién k& véi hoic trong khung v6i mot hoic nhidu
trinh tu ving khung. Trong doan lién két véi khang nguyén c6 vung Vy lién quan dén
vung Vi, cdc ving Vy va Vi nay cé thé duoc b tri tuong d6i v6i nhau theo cach sép xép
thich hop bét ky. Vi dy, ving bién ddi c6 thé 1a dime va chira dime Vy-Vi, Vu-V, hoidc
Vi-Vi. Theo cach khéc, doan lién két véi khang nguyén ctia khang thé c6 thé chta vung

Vy hodc Vi, monome.

Theo mét s6 phuong 4n nhét dinh doan lién két véi khéng nguyén ctia khang thé c6
thé chtra it nhét mot viing bién dbi lién két cdng hoa tri véi it nhat mot ving hing dinh.
Cau tric 1am vi dy khong lam gi6i han pham vi sang ché vé cac ving bién déi va hing
dinh c6 thé dugc tim thiy trong doan lién két véi khang nguyén cua khang thé theo sang
ché bao gbdm: (i) Vig-Cal; (if) Vig-Ci2i (iii) Vig-C3; (iv) VH-Cyy1-Cy2; (V) Vi-Cy1-Coi2-
Cu3; (vi) VH-Cy;2-Cy;3; (vii) Vg-Cy; (viii) Vi-Cyl; (ix) Vi-Cy2; (x) VL-Cy3; (xi) Vi-
Cul-Cy2; (xii) V-Cyl-Cyi2-Cyj3; (xiii) Vi-Cy2-Cy3; va (xiv) Vi -Cy. Trong cdu triic bét
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ky ciia cac ving bién dbi va hing dinh; ké ca cAu tric bét ky trong s6 céc cAu triic 1am vi
du néu trén, céc ving bién dbi va hing dinh nay c6 thé duoc lién két truc tiép v6i nhau
hoic c6 thé duogc lién két nho viing ban 18 hodc viing lién két day du hoic khong ddy du.
Ving ban 18 c6 thé bao gdm it nhit 2 (vi dy, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hodc nhidu hon 60) axit
amin tao ra lién két mém déo hodc nwa mém déo gita c4c ving bién ddi va/hoic hing
dinh lién ké trong mot phan tir polypeptit. Ngoai ra, doan lién két véi khang nguyén cia
khéng thé theo sdng ché ¢ thé chita homodime hodc heterodime (hodc multime khac)
clia cic cAu hinh viing bién ddi va hing dinh bét ky néu trén dugc lién két khong cong
héa tri v6i nhau va/hodic v6i mét hodc nhiéu ving Vy hodc Vi monome (vi duy, bing
(céc) lién két disulfua).

Gidng nhu véi phan t khang thé ddy da, doan lién két véi khéng nguyén c6 thé 1a
don gid hodc da gia (vi du, hai gid). Doan lién két voi khang nguyén da gia ctia khang thé
s& thudng chira it nhit hai viing bién déi khac nhau, trong d6 mdi ving bién dbi c6 thé
lién két dc hiéu véi mot khang nguyén riéng biét hodc v6i mot epitop khac trén cliing
mdt khang nguyén. Dang khang thé da gia bét ky, bao gdm céc dang khéng thé hai gia
1am vi dy duge-boe 10 & ddy, c6 thé 1a thich hop dé sir dung trong doan lién két véi khang
nguyén cia khang thé theo sang ché bang cach st dung cic k¥ thuét thong thudng da

biét trong linh vuc nay.

Khang thé theo sang ché c6 thé hoat dong thong qua tinh dc t& bao phu thudce bd
thé (complement-dependent cytotoxicity (CDC) hoic tinh ddc té bao qua trung gian té
bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity: ADCC).
"Tinh dgc t€ bao phu thudc bd thé " (CDC) dé chi sy lam tan € bao bidu hién khang
nguyén nho khang thé theo sang ché khi c¢6 mat bd thé. "Tinh doc té bao qua trung gian
té bao phuy thudc khang thé" (ADCC) dé chi phén ing qua trung gian té bao trong d6 cac
t€ bao gdy doc té bao khong dic hiéu biéu hi¢n thu thé Fe (FeRs) (vi du, té bao gibt tu
nhién (Natural Killer: NK), bach cau trung tinh, va dai thuc bao) nhan biét khang thé da
lién két trén té bao dich va nho d6 din t6i 1am tan té bao dich nay. CDC va ADCC c6 thé
duoc xac dinh béng cach st dung cac thir nghiém d3 biét rd va c6 thé st dung trong linh
vue ndy. (Vi du, patent My s6 5,500,362 va 5,821,337, va Clynes et al, PNAS USA
95:652-656 (1998)). Viing héing dinh ctia khang thé 1a quan trong déi véi kha nang cia
khang thé cb dinh b6 thé va trung gian cho tinh doc té bao phy thudc té bao. Do dé,

isotyp ctia khang thé c6 thé dugc chon dua trén viéc c6 cén khang thé dé trung gian cho
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tinh doc té bao hay khong.

Theo mot s6 phurong 4n cia sang ché, khang thé khéng activin A theo sang ché 1a
khéng thé ctia ngudi. Nhu duoc sit dung & day, thuat ngft "khang thé ctia ngudi" dwoc du
dinh bao gdbm khang thé c6 cac ving bién dbi va hing dinh thu dugc tir cc trinh tu
globulin mién dich dong mam cia ngudi. Khang thé ciia ngudi theo sang ché c6 thé bao
gdm cac gbe axit amin khong dugc ma héa boi cac trinh ty globulin mién dich dong
mim cia ngudi (vi dy, c4c dot bién dugc dua vao bing cach gy dot bién nglu nhién
hogic gy dot bién dic hiéu vi tri in vitro holic bing céch dot bién sinh dudng in vivo), vi
du trong céc ving CDR va cu thé 1 ving CDR3. Tuy nhién, thuat ngit "khang thé cia
nguoi” nhu duge st dung & ddy khong duge dy dinh bao gdm khéng thé trong do6 cac
trinh ty ving CDR c6 ngudn gbc tir dong mim cua loai dong vat c6 via khac, nhu chuot,

dugc ghép vao trinh ty ving khung ciia ngudi.

Theo mét s6 phwong 4n, céc khéng thé theo sdng ché c6 thé 1a khéng thé t4i t& hop
ctia ngudi. Thuét ngit "khang thé tai t6'hop cua nguoi" nhu duge st dung & diy duoc du
dinh bao gém tht ca cac khang thé cua ngudi duge didu ché, bidu hi€n, tao ra hoac phin
lap bang c4ch tai td hop, nhu khing thé dugc biéu hién bang c4ch sit dung vecto biéu
hién téi t6 hop duge chuyén nhidm vaé t& bao vat chi (dwgc mé ta thém dudi day),
khéng thé dugc phan 1ap tir thu vién khéng thé t hop, tai td hop clia nguoi (duge mo ta
thém duéi day), khang thé duoc phén 18p ty dong vat (vi dy, chut) dugc chuyén gen
globulin mién dich ctia ngudi (vi dy, xem tai liéu: Taylor et al; Nucl Acids Res
20:6287-6295 (1992)) hoiic khang thé duge diéu ché, biéu hién, tao ra hodc phan lap
bang cach bat ky khac lién quan dén su ghép céc trinh tu gen globulin cia ngudi véi cac
trinh tw ADN khéc. Cac khang thé ti t6 hop nay clia ngudi c6 ving bién dbi va hing
dinh thu duogc tir cdc trinh tu globulin mién dich dong mim cta nguoi. Tuy nhién, theo
mot sd phwong 4n nhit dinh, khéng thé tai t§ hop nay cua ngudi duge gy dot bién in
vitro (hodc dugc gay dot bién soma in vivo néu viéc chuyén gen dOng vat béng trinh tu Ig
clia nguoi dugc st dung) va do dé trinh tu axit amin cia ving Vy va Vi ciia khang thé tai
tb hop 1a céc trinh ty mic du thu dugce tir va ¢ lién quan dén trinh tw vung Vy va Vi,
dong mim cia ngudi nhung c¢6 thé khéng ton tai ty nhién trong kho dong mim cua

khéng thé cia nguoi in vivo.

Khang thé ciia nguoi ¢6 thé tn tai & hai dang lién quan dén tinh khong ddng nhét
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ctia viing ban 1. O mét dang, phén ti globulin mién dich ¢6 c4u triic bdn mach én dinh
c6 trong luong phan tir khoang 150-160 kDa trong d6 cac dime dugc lién két véi nhau
bang lién két disulfua cta chudi ndng giita cdc mach, & dang thir hai, cac dime khong
lién két véi nhau bing lién két disulfua gilta cac mach va phén tir ¢6 trong lwgng khoang
75-80kDa duogc tao ra bao gém chudi ning va chudi nhe duoc lién két cdng hoéa tri (nra

khéng thé). Céac dang nay cuc ky kho tach, ngay ca sau khi tinh ché bang 4i lyc.

Tén suét xut hién dang thir hai trong céc isotyp IgG nguyén ven khac nhau 12 do,
nhung khong chi giéi han & su khc nhau vé céu tric lién quan dén isotyp ving ban 18
ctia khang thé. Viéc thay thé mot axit amin trong ving ban 18 IgG4 cua ngudi c6 thé lam
giam dang ké tin sudt xuét hién dang thtr hai (Angal et al. Molecular Immunology
30:105 1993)) t6i mirc thudng quan sat duge khi st duyng viing ban 18 IgG1 ctia ngudi.
Sang ché bao gdm céc khéng thé c6 mot hodc nhidu dot bién trong ving ban 18, ving
Cy2 hodic Cy3, ching c6 thé 1a mong mubn trong qua trinh san xuét dé cai thién hiéu suét

cta dang khang thé cén thiét.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 12 khang thé phan Iap. Nhu duoc st dung & day,
"khéng thé phan 1ap" d& chi khang thé duoc x4c dinh va tach ra va/hodic thu hdi tir it nht
mot thanh phﬁn cuia mdi truong ty nhién cuia nd. Vi dy, khang thé duogc tach ra hodc thu
hoi tir it nhat mot thanh phén ctia sinh vét, hodc tir md hoic té bao trong d6 khang thé nay
c6 trong tw nhién hogic dugc tao ra tu nhién 13 "khang thé phén 14p" nhdm muc dich cua
sang ché. Khang thé phan 18p con bao gdm khéng thé in situ trong t& bao tai t6 hop.
Khéng thé phan 14p 12 khang thé da duoc xi Iy bing it nhAt mot bude tinh ché hodc phén
1ap. Theo mét sd phwong 4n nhét dinh, khéng thé phan 14p c¢6 thé hiu nhu khong chira

chat va/hodc hoa chét khéc cia té bao.

Séng ché bao gdbm khang thé trung hoa va/hodc phong bé khang activin A. Nhu
dugc st dung ¢ dy, khang thé "trung hoa" hodc "phong bé", duoc du dinh dé chi khéng
thé ma su lién két ctia né véi activin A: (i) c6 tac dung e ché sy tuwong tic gifra activin A
va thu thé activin A (vi du, thu thé activinityp ITA, thu thé activin typ IIB, thu thé activin
typ I, v.v..); (ii) ¢6 tic dung ngin can sy tao thanh phirc chit activin-thu thé activin;
va/hoic (iii) dan t6i su tre ché it nhét mot chirc ndng sinh hoc cia activin A. T4c dung tic
ché gy boi khéng thé trung hoa hoic phong bé activin A khong cin phai ddy dd, mi&n la
n6 6 thé phét hién dugc bing cich st dung thir nghiém thich hep. Thir nghiém 1am vi
du dé phét hién su tGc ché activin A duoc mo ta trong cac Vi du thyc hién sang ché & day.
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Khang thé khang activin A dugc boc 16 & day c6 thé chira mot hodic nhidu su thay
thé, chén va/hoic xda axit amin trong ving khung va/hodc ving CDR ctia viing bién dbi
chudi ning va chudi nhe so véi cac trinh tyr dong mAm twong Gng ma tir d6 thu dugc cac
khang thé nay. C4c d6t bién nay c6 thé duoc x4c dinh d& dang bing c4ch so sanh trinh ty
axit amin dugc bdc 10 & day véi cac trinh tw dong mam cia co s& dit lidu cong khai vé
trinh ty khang thé. Sang ché bao gdm khéng thé, va doan lién két vé6i khéng nguyén cuia
ching, thu duoc tir trinh tu axit amin bat ky dugc boc 16 & day, trong d6 mét hoic nhidu
axit amin trong mdt hoic nhiéu ving khung va/hoic ving CDR dugc dot bién thanh
(cac) gbe twong ing cta trinh ty dong mim ma tir d6 thu duoc khang thé, hodc thanh
(c4c) gbe twong tng cua trinh tu dong mam khéc ciia ngudi, hoic thay thé axit amin béo
toan clia (cac) gbc dong mim tuong Gng (c4c su thay ddi trinh tw ndy dugc goi chung &
day 13 "dot bién dong mam"). Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, khi bét
dau bang trinh ty viing bién déi ctia chubi nang va chudi nhe duoc boc 16 & dy, c6 thé dé
dang tao ra cic khang thé va doan lién két véi khéang nguyén chira mot hoic nhidu dot
bién dong mim riéng ré& hotc t6 hop cua ching. Theo mot sé phuong 4n nhét dinh, tAt ca
cac gbe cua vung khung va/hogc ving CDR trong ving Vi va/hoiic Vi, duogc dot bién
ngugc thanh céc gbe dugce tim thiy trong trinh ty dong mam ban diu ma tr d6 thu dugc
khang thé. Theo cac phuong 4n khac, chi mot sb géc nhét dinh duoc dot bién nguoc
thanh trinh ty dong mim ban dau, vi du, chi cac gbc dot bién duge tim thdy trong 8 axit
amin d4u tién cta ving FR1 hojc trong 8 axit amin cudi ciing ctia FR4, hoic chi cac gbec
dot bién duoc tim thiy trong viung CDR1, CDR2 ho#@c CDR3. Theo c4c phuong 4n khéc,
mdt hogc nhiéu gdc cta ving khung va/hodc ving CDR dugc ddt bién thanh (cac) gbe
tuong Ung clia trinh ty dong mam khéc (tic 12 trinh tu dong mam khac v6i trinh ty dong
mam ma tir d6 thu dugc khang thé ban d4u). Ngoai ra, khéng thé theo sang ché c6 thé
chira t6 hop bét ky ctia hai hodc nhiéu dot bién dong mam trong vung khung va/hoic
ving CDR, vi dy, trong d6 mdt s6 gdc riéng biét duoc dot bién thanh gdc twong tmg cua
trinh ty dong mam cu thé trong khi mot sb géc khac khéc véi trinh tyr dong mam ban dau
dugc duy tri hogc dot bién thanh gdc twong (g ctia trinh ty dong mim khac. Khi duge
tao ra, khang thé va doan lién két véi khang nguyén chira mot hodc nhidu dot bién dong
mam c6 thé dugc thtr nghiém dé dang vé mét hodc nhiéu dic tinh mong mudn nhu, tinh
dic hiéu lién két dugc cai thién, 4i luc lién két gia ting, dic tinh sinh hoc chii van hoic

doi khang (néu c6) duge gia ting hoc cai thién, tinh sinh mién dich gidm v.v.. Khang
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thé va doan lién két voi khéng nguyén thu duoc theo cach chung nay 1a thudc pham vi

cua sang cheé.

Sang ché con bao gdm khéng thé khang activin A chira céc bién thé ciia trinh tu
axit amin bat ky trong s c4c trinh tu axit amin cia vung HCVR, LCVR, va/hodc CDR
dugc bdc 10 & day c6 mot hodc nhiéu su thay thé bao toan. Vi du, séng ché bao gém
khang thé khang activin A c6 trinh ty axit amin viung HCVR, LCVR, va/hoéc CDR ¢6 it
hon hoic bing 10, it hon hoic br?mg 8, it hon hoic bing 6, it hon hoic bang 4, v.v.. su
thay thé axit amin bao toan so v6i trinh tu axit amin cia ving HCVR, LCVR, va/hoic
CDR bit ky dugc boc 16 & day.

Thuét ngit "epitop" (biu vi) dé chi quyét dinh khang nguyén twong tac vadi vi tri
lién két khang nguyén dic hiéu trong viing bién ddi ctia phén tir khéng thé dugc goi la
paratop (cén vi). Mot khang nguyén c6 thé c6 nhidu hon mét epitop. Do d9, cac khang
thé khéc nhau c6 thé lién két v6i cac vung khac nhau ctia khang nguyén va c6 thé c6 tac
dung sinh hoc khac nhau. Epitop c6 thé 14 epitop cdu dang hoic mach thing. Epitop cu
dang dugc tao ra béi cac axit amin canh nhau trong khong gian cta cac doan khac nhau
ctia polypeptit mach thing. Epitop mach thing 13 epitop dwoc tao ra béi cac gdc axit
amin canh nhau trong mach polypeptit. Trong trudng hop nhét dinh, epitop c6 thé bao

gdm cac gdc sacarit, nhém phosphoryl, hodc nhom sulfonyl trén khéng nguyén.

Thut ngit "gan giéng" khi néi t6i axit nucleic ho#c doan ciia n6 dé chi ring khi
duoc déng thing hang t6i wru véi axit nucleic khac (hoic sgi bd tro cua no), két hop véi
chén hodc xda nucleotit thich hop, mirc 30 giéng nhau v& trinh ty nucleotit ctia ching it
nhét 12 khoang 95%, va tét hon niva 1a it nhét khodng 96%, 97%, 98% holic 99% bazo
nucleotit, dwgc xac dinh bing thuit toan da biét 5 bit ky dé xac dinh mtrc do gidng nhau
vé trinh tu, nhw FASTA, BLAST hogc Gap, nhu dugc ban luan dui day. Trong mot sé
trudng hop nhét dinh, phén tir axit nucleic gan gidng véi phan tir axit nucleic so sanh c6
thé ma hoa polypeptit c6 trinh ty axit amin giéng hét hogc gan gibng voi polypeptit dugc
ma hoa bdi phéan tir axit nucleic so sanh nay.

Khi dp dung véi polypeptit, thuat ngit "gan twong tu" dé chi hai trinh tu peptit khi
dugc déng thing hang téi wu nhu bang chuong trinh GAP hojic BESTFIT bang cach sir
dung trong s6 khe ho ngﬁm dinh, c6 mirc do giéng nhau v& trinh tur it nhét 12 95%, thdm

chi tét hon nita 13 ¢6 mtrc d9 gidng nhau vé trinh ty it nhit 98% hodc 99%. Tét hon néu

-24-



34397

céc vi tri gbc khong gidng nhau khac nhau & su thay thé axit amin bao toan. "Sy thay thé
axit amin bao toan" 14 sy thay thé trong d6 gbc axit amin duge thay bang gbc axit amin
khéc ¢6 mach bén (nhém R) c6 dic tinh héa hoc twong tu (vi du, dién tich hodc tinh ky
nuéc). N6i chung, su thay thé axit amin bao toan s& khong 1am thay d6i dang ké dic tinh
chirc ning cuia protein. Trong cc trudong hop trong d6 hai hodic nhidu trinh ty axit amin
khéc nhau & sy thay thé bao toan, ty 18 phin trim gidng nhau v& trinh tu hodic mirc do
gidng nhau c6 thé dugc diéu chinh ting 1én dé hiéu chinh cho ban chét bao toan ca s
thé nay. Cach thuc hién viéc diéu chinh nay la da duogc chuyén gia trong linh vyc nay
biét rd. Vi du, xem tai li¢u: Pearson, W.R., Methods Mol Biol 24: 307-331 (1994). Vi du
vé cdc nhém axit amin c6 mach bén ¢6 dic tinh héa hoc gidng nhau bao gbm (1) mach
bén béo: glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; (2) mach bén hydroxyl béo: serin va
threonin; (3) mach bén chitra amit asparagin va glutamin; (4) mach bén thom:
phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; (5) mach bén c6 tinh bazo: lysin, arginin, va
histidin; (6) mach bén c6 tinh axit: aspartat va glutamat, va (7) mach bén chta luu
huynh: xystein va methionin. C4c nhém thé axit amin bao toan dugc uu tién la:
valin-leuxin- isoleuxin,  phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin,
glutamat-aspartat, va asparagin-glutamin. Theo cach khac, su thay thé bao toan 1a su
thay dbi bat ky c6 gia tri duong trong ma trén log kha nang PAM250 dugc boc 10 trong
tai liéu: Gonnet ef al., Science 256: 1443-1445 (1992). “Su thay thé bao toan vira phai"
12 sy thay déi bat ky c6 gia tri khong 4m trong ma trén log kha ning PAM250.

Su gidng nhau v& trinh tu cia cac polypeptit, con duge goi 1a mirc dd twong dong
trinh ty, thudng duge x4c dinh bing cach st dung chuong trinh phin mém phan tich
trinh ty. Chuong trinh phin mém phan tich protein bit cip cac trinh tu tuong tu bing
cach sir dung murc dd twong tw duge gan cho su thay thé, sy x6a khac nhau va cac cai
bién khac, ké ca sy thay thé axit amin bao toan. Vi du, phin mém GCG chtra céc chuong
trinh nhwr Gap va Bestfit c6 thé dugc sir dung v6i thong sé ngdm dinh dé xéc dinh mirc
d6 ddng nhét trinh tu hogc mtrc do tuong dong trinh tu gilta cdc polypeptit c6 lién hé
gan, nhu céc polypeptit ddng nhit ctia c4c loai sinh vét khac nhau hoic gitta protein kiéu
dai va protein dot bién ctia né. Vi dy, xem chuong trinh GCG phién ban 6.1. C4c trinh tu
polypeptit ciing c6 thé duge so sanh bang cach sir dung chuong trinh FASTA véi cac

thong s6 ngim dinh hoic dugc khuyén céo, 12 mot chuong trinh trong phin mém GCG
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phién ban 6.1. FASTA (vi dy, FASTA2 va FASTA3) dua ra sy dong thang hang va ty 1&
phdn trim twong ddng trinh ty cla céc ving chdng khép nhét giita cAc trinh ty héi va tim
kiém (Pearson, W.R., Methods Mol Biol 132: 185-219 (2000)). Mot thuét toan dugc uu
tién khéc khi so sanh trinh tu theo sang ché vé6i co s& dit liéu chira mot s6 lwong 16n cac
trinh tu clia cac sinh vét khic nhau: 13 chuong trinh may tinh BLAST, dédc biét 1a
BLASTP hodac TBLASTN, st dung cic thong sb ngém dinh, vi du, xem tai li¢u:
Altschul et al. J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990) va Altschul et al. Nucleic Acids Res.
25:3389-402 (1997).

Bdc tinh sinh hoc ciia khdng thé

Sang ché bao gdbm khang thé khang activin A va doan lién két voi khang nguyén
cta chung lién két véi activin A véi 4i lyc cao. Vi dy, séng ché bao gdm khang thé va
doan lién két v6i khang nguyén cua cac khang thé lién két voi activin A (vi dy, & nhiét
do 25°C hoic 37°C) vé6i Kp nhd hon khoang 30nM dugc xac dinh bang phwong phép
cOng hudng plasmon bé mit, vi du, béng cach st dung kiéu thu nghiém nhu dugc x4c
dinh trong Vi du 3 & day. Theo mdt sb phwong 4n nhét dinh, khéng thé hodc doan lién
két v6i khang nguyén theo sang ché lién két véi activin A v6i Kp nhé hon khoang 25nM,
nhé hon khoang 20nM, nhé hon khoang 15nM, nhé hon khoang 10nM, nhé hon khoang
5nM, nhé hon khoang 2nM, nho hon khoang 1nM, nhé hon khoang 500pM, nhé hon
khoang 250pM, nhé hon khoang 240pM, nho hon khoang 230pM, nhé hon khoang
220pM, nhé hon khoang 210pM, nhé hon khoang 200pM, nhoé hon khodng 190pM, nh6
hon khoang 180pM, nhé hon khoang 170pM, nhé hon khoang 160pM, nh6 hon khoang
150pM, nhé hon khoang 140pM, nhé hon khoang 130pM, nhé hon khoéng 120pM, nhé
hon khoang 110pM, nho hon khoang 100pM, nhd hon khoang 95pM, nhé hon khoéang
90pM, nhé hon khoang 85pM, nhé hon khoang 80pM, nho hon khodng 75pM, nhé hon
khoang 70pM, nhé hon khoang 65pM, nhé hon khoang 60pM, nhé hon khoang 55pM,
nho hon khoéng 50pM, nhé hon khoang 45pM, nhé hon khoang 40pM, nh6 hon khoang
35pM, nho hon khoang 30pM, nhé hon khoang 25pM, nhé hon khodng 20pM, nhé hon
khoang 15pM, nhé hon khoang 10pM, nh6 hon khoang 9pM, nho hon khodng 8pM, nho
hon khoang 7pM, nho hon khoang 6pM, nhé hon khoang 5pM, nho hon khoang 4pM,
hodc nhé hon khoang 3pM, dugc x4c dinh b%mg cong hudng plasmon b& mat, vi dy, bing
cach st dung kiéu thir nghiém nhu dwoc xac dinh trong Vi du 3 & day, hodc thir nghiém

gan nhu twong tu.
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Sang ché con bao gdm khéng thé khang activin A va doan lién két véi khang
nguyén ctia ching trc ché sy truyén tin hiéu té bao trung gian boi activin A. Vi dy, sing
ché bao gém khang thé khang activin A @c ché su hoat héa con duong truyén tin hiéu
phitc chét SMAD bang cach lién két activin A v6i thy thé activin typ I hodc II véi ICs,
nho hon khodng 4nM, dugc x4c dinh trong thit nghiém sinh hoc phong bé té bao, vi du,
béng cich sir dung kiéu thir nghiém nhu dugc xé4c dinh trong Vi du 5 & day, hoic thir
nghi€ém gén nhu tuong ty. Theo mot ) phuong an nhét dinh, khéng thé hodc doan lién
két v6i khang nguyén theo sang ché tic ché sy hoat hoa con duong truyén tin hidu phirc
chit SMAD b%mg cach lién két activin A véi thy thé activin typ I hodc II véi ICs nho
hon khoang 3nM, nhé hon khoang 2nM, nhé hon khoang 1nm, nhé hon khoang 500pM,
nhé hon khoang 250pM, nhé hon khoang 240pM, nhé hon khoang 230pM, nhé hon
khoang 220pM, nhé hon khoing 210pM, nhé hon khoang 200pM, nhé hon khoang
190pM, nh6 hon khoéng 180pM, nhé hon khoang 170pM, nhé hon khoang 160pM, nho
hon khoang 150pM, nhé hon khoang 140pM, nhé hon khoang 130pM, nhé hon khoang
120pM, nhé hon khoang 110pM, nh6 hon khoang 100pM, nhé hon khoang 95pM, nhd
hon khoéng 90pM, nh6 hon khoang 85pM, nhé hon khoang 80pM, nhé hon khoang
75pM, nhé hon khoang 70pM, nhé hon khoang 65pM, nhé hon khoang 60pM, nhé hon
khoang 55pM, nho hon khoang 50pM, nhé hon khoang 49pM, nho hon khoéng 48pM,
nho hon khoang 47pM, nho6 hon khoang 46pM, nhé hon khoéng 45pM, nhé hon khoang
44pM, nho hon khoang 43pM, nhé hon khoang 42pM, nhé hon khoang 41pM, nho hon
khoéng 40pM, hodc nhé hon khoang 39pM, dugc xac dinh trong thir nghiém sinh hoc
phong bé té bao, vi du, béng cach sir dung kiéu thir nghiém nhu dugc xac dinh trong Vi
du 5 & day, hogc thir nghiém gin nhu twong ty. Theo mot s& phurong 4n nhét dinh, khéng
thé hodic doan lién két véi khang nguyén theo sang ché trc ché su hoat héa qué trinh
truyén tin hi€u cua activin B bé‘mg cach e ché sy lién két: cua activin B v6i thu thé
activin typ I hogc II véi ICso nhé hon khoang 50nM, nhé hon; khoang 20nM, nhé hon
khoéng 10nM, nhd hon khoang 5nM, hodc nhé hon khoang 1nM, duge x4c dinh trong
thir nghiém sinh hoc phong bé té bao, vi dy, bang cach sit dung kiu thir nghiém nhu
dugc xdc dinh trong Vi du 5 & ddy, hodc thir nghiém gén nhu twong tw. Theo mot sb
phuong én nhét dinh, khang thé hodic doan lién két véi khang nguyén theo sang ché trc
ché su hoat héa con duodng truyén tin hiéu phirc chit SMAD thong qua su lién két cua

activin AB véi thu thé activin typ I hodc II véi ICso nhé hon khoang 500pM, nhé hon
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khoéng 450pM, nho hon khoang 440pM, nhé hon khoang 430pM, nhé hon khoang
420pM, nhé hon khoéang 410pM, nhd hon khoang 400pM, nhé hon khoang 390pM, nhé
hon khoang 380pM, nhé hon khoang 370pM, nhé hon khoang 360pM, nhé hon khoang
350pM, nh6 hon khoang 340pM, nho6 hon khoang 320pM, nho6 hon khoang 310pM, nhé
hon khoang 300pM, nhé hon khoang 290pM, nhé hon khoéng 280pM, nhé hon khoang
270pM, nhd hon khoang 260pM, nho6 hon khoang 250pM, nhé hon khoang 240pM, nhé
hon khoang 230pM, nho hon khoang 220pM, nhé hon khoang 210pM, nhé hon khoang
200pM, nho hon khoang 190pM, nho6 hon khoang 180pM, nhé hon khoang 170pM, nhé
hon khoang 160pM, nhé hon khoang 150pM, hodc nhé hon khoang 140pM, dugc xac
dinh trong thir nghiém sinh hoc phong bé té bao, vi du, bing cach st dung kiéu thir
nghiém nhu dugc x4c dinh trong Vidu 5 & day, hodc thir nghiém gﬁn nhu tuong tu. Theo
mdt sd phwong 4n nhit dinh, khang thé hoic doan lién két véi khang nguyén theo sang
ché wc ché sy hoat héa con dudng truyén tin hidu phirc chit SMAD nhd su lién két cia
activin AC véi thu thé activin typ I hodc II vé6i ICsy nho hon khoang 1nM, nhé hon
khoang 900pM, nho hon khoang 800pM, nhé hon khoang 750pM, nhé hon khoang
700pM, nhé hon khoang 650pM, nhé hon khoang 600pM, hoiic nhé hon khoang
580pM, dugc xé4c dinh trong thir nghiém sinh hoc phong bé té bao, vi du, b%lng cach st
dung kiéu thir nghiém nhu duoc x4c dinh trong Vi du 5 & day, hoic thir nghiém gin nhu

tuong tu.

Khang thé theo sang ché c6 thé c6 mot hodc nhiéu dic tinh sinh hoc néu trén, hodc
t6 hop bat ky clia chting. Céc dc tinh sinh hoc khéc clia khang thé theo sang ché s& dugc
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay biét rd dwa vao phin mé ta nay, ké ca

céc vi dy thyc hién sang ché & day.
Khéng thé khdng activin A chita bién thé Fe

Theo mdt sb phuong an nhét dinh cia sang ché, khang thé khang activin A dugc
tao ra chtra viing Fc ¢6 mot hoic nhidu dot bién 1am tdng hoic lam giam sy lién két cua
khang thé v6i thy thé FeRn, vi dy, & do pH axit so v6i d6 pH trung tinh. Vi dy, séng ché
bao gdm khéng thé khang activin A chta dot bién trong viing Cy2 hodc Cy3 cla vung
Fc, trong d6 (cac) d6t bién nay lam tdng ai luc ctia vung Fc véi FcRn trong moi trudng
axit (vi du, trong thé nhan trong d6 do pH ndm trong khoang tir 5,5 dén khodang 6,0). Cac
ot bién nay ¢6 thé lam tang thoi gian ban hity trong huyét thanh ctia khang thé khi duoc
str dung cho dong vét. Vi du khong 1am gi6i han pham vi séng ché v& céc cai bién & ving
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Fc nay bao gbém, vi dy, cai bién & vi tri 250 (vi dy, E hodc Q); 250 va 428 (vi du, L hoic
F); 252 (vi du, L/Y/F/W hodc T), 254: (vi dy, S hodc T), va 256 (vi du, S/R/Q/E/D hoic
T); hodc cai bién & vi tri 428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hodc K) va/hodc 434 (vi
du, A, W, H, F hodc Y [N434A, N434W, N434H, N434F hoic N434Y]); hoic cai bién &
vi tri 250 va/hoiic 428; hodc cai bién & vi tri 307 ho#c 308 (vi dy, 308F, V308F), va 434.
Theo mt phuong 4n, cai bién nay bao gdm cai bién 428L (vi du, M428L) va 434S (vi
du, N434S); cai bién 428L, 2591 (vi du, V2591), va 308F (vi du, V308F); cai bién 433K
(vi dy, H433K) va 434 (vi dy, 434Y); cai bién & vi tri 252, 254, va 256 (vi dy, 252Y,
254T, va 256E); cai bién 250Q va 428L (vi du, T250Q va M428L); va cai bién & vi tri
307 va/hodc 308 (vi dy, 308F hodc 308P). Theo mot phwong 4n khéc nita, cai bién nay la
cdi bién 265A (vi du, D265A) vi/hodc cai bién 297A (vi du, N297A).

Vi dy, sang ché bao gdbm khang thé khang activin A chira viing Fc bao gdm mét
hodc nhiéu cip hodc nhém d6t bién duge chon tir nhém bao gbm: 250Q va 248L (vi du,
T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T256E); 428L va
434S (vi dy, M428L va N434S); 2571 va 3111 (vi du, P2571 va Q3111I); 2571 va 434H (vi
du, P2571 va N434H); 376V va 434H (vi dy, D376V va N434H); 307A, 380A va 434A
(vidy, T307A, E380A va N434A); va 433K va 434F (vi du, E1433K va N434F). T4t ca
cac td hop ¢6 thé c6 cua cac do6t bién cua ving Fc néu trén, va cac dot bién khac trong
ving bién dbi ctia khang thé duge boc 16 & ddy, dwoc du dinh thude pham vi ciia sing

z
A

che.

Séang ché con bao gdbm khang thé khang activin A chira viing hing dinh chudi nang
(CH) thé kham, trong d6 ving CH thé kham nay chtra cc doan thu dugc tir ving CH cua
nhiéu hon mét isotyp globulin min dich. Vi dy, céc khang thé theo sang ché c6 thé chira
ving CH thé khdm chira mot phan hoc toan b ving CH2 thu duoec tir phén tir IgG1 caa
ngudi, [gG2 ciia ngudi hodc IgG4 ciia ngudi, két hop véi mot phan hodc toan b ving
CH3 thu dugc tir phén tir IgG1 cia ngudi, IgG2 cua ngudi hoic IgG4 ctia ngudi. Theo
mot s6 phuong an nhét dinh, céc khéng thé theo sang ché chira viing CH thé kham c6
viing ban 18 thé kham. Vi du, viing ban 18 thé kham c6 thé chua trinh tu axit amin cua
"ving ban 18 trén" (c4c gdc axit amin tw vi tri 216 dén 227 theo cach danh s6 cia EU) thu
dugc tir ving ban 18 ciia IgG1 ciia nguoi, IgG2 ctia ngudi hodc IgG4 clia ngudi, két hop

v6i trinh tu axit amin cta "ving ban 1& dudi" (cac gbc axit amin tir vi tri 228 dén 236
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theo céch d4nh s ctia EU) thu dugc tir viing ban 18 ctia IgG1 cia ngudi, IgG2 cia nguodi
hodc IgG4 clia ngudi. Theo mot sd phuong 4n nhét dinh, ving ban 18 thé kham nay chira
cac gdc axit amin thu duoc tir ving ban 18 trén ctia IgG1 cia ngudi hodc IgG4 cta ngudi
va gde axit amin thu duge tir ving ban 18 dudi cia IgG2 ciia ngudi. Theo mot sd phuong
4n nhit dinh, khang thé chira ving CH thé kham nhu duoc mé ta & day c6 thé c6 chirc
ning ctia té bao thuc hién ¢6 ving Fe duge cai bién ma khong anh hudng bét loi dén cac
ddc tinh dugc dong hoc hoac diu tri cua khéng thé ndy. (vi du, xem don yéu cAu cép

bang ddc quyén sang ché My s 61/759,578, ndp ngay 1.2.2013).
Lép bén dé epitop va cdc ky thudt lién quan

Sang ché bao gdm khang thé khang activin A tuong tac véi mot hodc nhidu axit
amin trong activin A (vi dy, trong vi tri lién két thu thé activin typ II). Epitop ma khang
thé lién két véi c6 thé bao gdm trinh tw ké tiép don cia 3 hodc nhidu axit amin (vi dy, 3,
4,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hodc nhiéu axit amin) nim trong
tiéu don vi activin BA. Theo cach khéc, epitop ndy c6 thé bao gdm nhiéu axit amin (hoidc

trinh ty axit amin) khéng ké tiép ndm trong dime activin A.

Céc k¥ thuat khac nhau ma ngudi c6 trinh d§ trung binh trong linh vuc nay da biét
c6 thé dugc st dung dé xac dinh xem khéng thé co "twong tac v6i mot hoic nhidu axit
amin" trong polypeptit hodc protein hay khong. Céc k¥ thuét 1am vi du bao gdm thir
nghiém phong bé chéo théng thuong nhu thir nghiém dugc md ta trong tai liéu:
Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harb., NY), phin
tich dot bién kidu quét analin, phan tich thAm tach peptit (Reineke, Methods Mol Biol
248:443-463 (2004)), va phan tich cit peptit. Ngoai ra, cac phwong phép nhur cit epitop,
tach epitop va bién dbi hoa hoc khang nguyén c6 thé dugc sir dung (Tomer, Protein
Science 9:487-496 (2000)). Mot phuong phap khac c6 thé duge sir dung d8 xéac dinh céc
axit amin trong polypeptit twong téc v6i khang thé 1a phwong phép trao dbi hydro/doteri
phét hién bing phwong phap phd khdi. Theo thuat ngit chung, phuong phép trao ddi
hydro/doteri bao gdm danh déu protein cAn quan tAm bang doteri, sau d6 lién két khéng
thé véi protein da danh du bang doteri. Tiép theo, phirc chat protein/khang thé nay
duoc chuyén vao nude dé sy trao ddi hydro-doteri xay ra & tit ca cac gdc trir cac gbe
duge bao vé béi khang thé (cic gde nay van duwoc danh déu bing doteri). Sau khi tach
khang thé, protein dich dugc phén cit bing proteaza va phén tich bing phuong phéap phd
khéi, nho d6 phat hién céc gbc duge danh diu bing doteri twong ung voi cac axit amin
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dic hidu ma khang thé tuwong tic véi. Xem tai liéu:Ehring, Analytical Biochemistry

267(2):252-259 (1999); Engen and Smith, Anal. Chem 73:256A-265A (2001).

Sang ché con bao gdm c4c khang thé khang activin A lién két véi epitop gidng nhu
khang thé ddc hiéu 1am vi du bat ky duoc mé ta & day (vi du, H4H10423P, H4H10424P,
H4H10426P, H4H10429P, H4H10430P, H4H10432P2, H4H10433P2, H4H10436P2,
H4H10437P2, H4H10438P2, H4H104140P2, H4H10442P2, H4H10445P2,
H4H10446P2, H4H10447P2, H4H10448P2, H4H10452P2, H4H10468P2,
H2aM10965N, v.v..). Twong tu, sang ché con bao gdm khang thé khang activin A canh
tranh lién két v6i activin A v6i khang thé dic hidu 1am vi du bat ky duge md ta & day (vi
du, H4H10423P, H4H10424P, H4H10426P, H4H10429P, H4H10430P, H4H10432P2,
H4H10433P2, H4H10436P2, H4H10437P2, H4H10438P2, H4H10440P2,
H4H10442P2, H4H10445P2, H4H10446P2, H4H10447P2, H4H10448P2,
H4H10452P2, HAH10468P2, H2aM10965N, v.v..). Vi du, sang ché bao gdm khéng thé
khang activin A canh tranh chéo dé lién két véi activin A véi mot hoic nhiéu khang thé
thudc "nhém 1" nhu dugc xac dinh trong Vi du 5 & day (vi du, H4H10423P,
H4H10446P2, H4H10468P2 va H4H10442P2). Sang ché con bao gdm khang thé khang
activin A canh tranh chéo d& lién két v6i activin A v6i mot hodc nhiéu khang thé thudc
"nhém 2" nhu duge xac dinh trong Vi du 5 ¢ day (vi du, H4H10429, H4H10430P,
H4H10432P2, H4H10436P2, va H4H10440P2).

C6 thé d& dang x4c dinh mot khang thé c6 lién két vi ciing mét epitop nhu khang
thé khang activin A so sanh, hoic canh tranh lién két v6i khang thé nay hay khong bang
cach sur dung phuong phép thong thudong da biét trong linh vuc nay va duge vi du & day.
Vi du, dé x4c dinh xem mot khang thé thir nghiém c6 lién két véi viing mét epitop nhu
khang thé khang activin A so sanh theo sang ché hay khong, khang thé so sanh nay dugc
lién két v6i activin A (hodc heterodime chira tiéu don vi BA). Tiép d6, kha ning cla
khang thé thr nghiém lién két v6i activin A dugc d4nh gis. Néu khang thé thi nghiém c6
thé lién két v6i activin A sau khi lién két bdo hoa voi khang thé khang activin A so sanh,
c6 thé két ludn ring khang thé thir nghiém lién két véi epitop khac v6i khéng thé khang
activin A so sanh. Mit khac, néu khang thé thir nghiém khong thé lién két véi activin A
sau khi lién két bdo hoa v6i khang thé khéng activin A so sanh, thi khang thé thir nghiém

c6 thé lién két voi ciing mét epitop gidng nhur epitop dwgc lién két boi khang thé khang
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activin A so sanh theo sang ché. Sau d6, thir nghiém bd sung thong thuong (vi du, thir
nghiém dot bién peptit va phén tich lién két) c6 thé dugc thuc hién dé khing dinh viée
khong quan sat duge lién két ctia khang thé thir nghiém thyc té c6 phai 13 do su lién két
v6i cling mot epitop nhu khang thé so sanh hay khong hoic hién tugng phong bé khong
gian (ho#c hién tugng khéc) chiu trach nhiém vé sy khéng lién két quan sat dugc nay.
Céc thir nghiém loai nay c6 thé dugc thuc hién béng cach st dung thir nghiém ELISA,
RIA, Biacore, dém té bao theo dong hodc thir nghiém lién két voi khang thé dinh tinh
hodc dinh lrgng bét ky khéc c6 thé ding trong linh vuc nay. Theo mét sb phuong 4n
nhét dinh ctia sang ché, hai khang thé lién két véi cling mot epitop (hodc epitop chdng
1&n nhau) néu lwong du gép 1, 5, 10, 20 hodic 100 1an cta mot khang thé wrc ché su gén
ctia khéng thé con lai it nhit 50% nhung tt hon 12 75%, 90% hogc tham chi 99% khi x4c
dinh béng thir nghiém lién két canh tranh (vi du, xem tai li¢u: Junghans et al, Cancer
Res. 50:1495-1502 (1990)). Theo cach khac, hai khang thé duge cho 13 lién két véi cung
mdt epitop néu gan nhur tit ¢4 cac dot biét axit amin trong khang nguyén lam giam hoac
1am mét su lién két cua mot khang thé s& 1am giam hodc 1am mét sy lién két cua khéng
thé con lai. Hai khang thé dugc cho 12 b6 "epitop chdng 1én nhau" néu chi mot nhém nhod
dot bién axit amin 1am giam hoic 1am mét sy lién két ciia mot khang thé s& lam giam

hodc 1am mat sy lién két cia khang thé con lai.

Pé x4c dinh mot khang thé c6 canh tranh lién két véi (hodc canh tranh chéo dé lién
két v6i) khéng thé khang activin A so sanh hay khong, phuong phap lién két duge mé ta
& trén duge thyc hién theo hai huéng: theo hurdng thir nhat, khang thé so sanh duoc lién
két v6i protein activin A (hodc heterodime chira tiéu don vi BA) trong diéu kién béo hoa,
sau d6 d4nh gid mirc do lién két ctia khang thé thir nghiém véi phén tr activin A. Theo
hudng thr hai, khang thé thir nghiém dugc lién két voi activin A trong diéu kién bdo
hoa, sau d6 danh gia mtrc @9 lién két ctia khang thé so sanh v6i activin A. Néu theo ca
hai huéng, chi khang thé (bdo hoa) thir nhét c6 thé lién két v6i activin A, thi két luan
ring khang thé thir nghiém va khang thé so sanh canh tranh lién két véi activin A (vi du,
xem kiéu thir nghiém duoc mo ta trong Vi du 4 & ddy, trong d6 khang thé thir nghiém
khéng activin A duogc dua vao dau cia bd cam bién, sau d6 diu nay dugc ngdm trong
dung dich chira khang thé khang activin A so sanh da duoc lién két true véi activin A).
Nhu s& dugc hiéu rd boi ngudi ¢6 trinh d9 trung binh trong linh vuc nay, khang thé canh

tranh lién két v6i khang thé so sanh c6 thé khong nhét thiét phai lién két véi cing mot
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epitop nhu khéng thé so sanh, nhung c6 thé ngan can v& mit khong gian su lién két cua

khéng thé so sanh bang cach lién két v6i epitop chdng 1én nhau hogc epitop lién ke.

Khéng thé khang activin A theo séang ché c6 thé lién két véi epitop trén activin A
nam trong hodc nim gén vi trf lién két voi thu thé activin typ I1, Grc ché truc tiép su twrong
tac gifta activin A va thu thé activin typ II, va tc ché gian tiép su twong tac gitta activin
A va thy thé activin typ L. Khang thé khang activin A theo sang ché c¢6 thé lién két véi
epitop trén activin A nim trong hodc nim gln vi tri lién két v6i thu thé activin typIvatc
ché truc tiép su twong tac gitta activin A va thu thé activin typ I. Theo mt phuong an
theo sang ché, khang thé khang activin A theo sang ché lién két v6i activin A & hodc &
gan vi trf lién két thu thé activin typ I khong e ché sw twong tac gifta activin A va thu thé

activin A typ II.
Diéu ché khdng thé ciia nguoi

Phuong phap tao ra khing thé don dong, ké ca khang thé don dong day du cta
nguoi 13 da biét trong linh vuc nay. Phuong phép bét ky da biét nay co6 thé dugc st dung

theo sing ché d€ tao ra khang thé ctia ngudi lién két dic hiéu véi activin A clia ngudi.

Bing céch sir dung phuong phép VELOCIMMUNE™ ching han hodc phuong
phap bt ky da biét khac dé tao ra khang thé don dong diy du cua nguoi, khang thé thé
kham c6 4i lyc cao véi activin A clia ngudi true hét dwoc phén 14p c6 ving bién dbi cua
ngudi va ving hing dinh ca chudt. Nhu trong phan Vi du thuc hién sang ché duéi day,
khang thé dugc x4c dinh va lya chon theo cac ddc tinh mong mudn bao gém ai luc, do
chon lgc, epitop, v.v.. Néu cén, ving héng dinh cta chut dugc thay be"mg vung héng
dinh mong mubn cua nguoi, vi du IgG1 hodc IgG4 kiéu dai hoic dugc cai bién, dé tao ra
khang thé khang activin A day du clia ngudi. Mic du viing hang dinh dugc chon c6 thé
thay d6i theo muc dich cu thé, dic tinh lién két khang nguyén vdi ai luc cao va tinh dic
hiéu dich ndm trong viing bién ddi. Trong mot sb truong hop nhét dinh, khang thé khang
activin A ddy du ctia ngudi duge phan 1ap truc tiép tir cac té bao B duong tinh v6i khang

nguyeén.
Twong dwong sinh hoc

Khang thé khéng activin A va doan khéng thé theo sang ché bao gdm céc protein

¢6 trinh tu axit amin thay doi so véi cac trinh ty axit amin cta khang thé dugc mo ta
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nhung giit dugc kha ning lién két véi activin A ciia ngudi. Cac khéng thé va doan khang
thé nay bao gdm mot hodc nhidu doan thém, x6a, hoic thay thé axit amin so véi trinh ty
gbc, nhung c6 hoat tinh sinh hoc gin nhu twong duong v6i hoat tinh sinh hoc ctia khéng
thé da mo ta. Twong ty, trinh ty ADN ma héa khang thé khang activin A theo sang ché
bao gf‘)m cac trinh tu chira mot hodc nhifu doan thém, x6a, hodic thay thé nucleotit so véi
trinh ty dugc bdc 19, nhung ma héa khang thé khang activin A hodc doan khang thé gén
nhu twong duong sinh hoc véi khang thé khang activin A hodc doan khéng thé theo sang

ché. Vi du v& céc trinh tu ADN va axit amin nay dugc ban ludn & trén.

Hai protein lién két khang nguyén hoic hai khang thé dugc coi 14 twong duong sinh
hoc néu chung 1 c4c chét tuong duong hozic hoic thay thé vé mit duoc Iy c6 the do va
mttc dd hdp thu khong khac nhau dang ké khi duoc str dung & ciing mot lidu mol trong
didu kién thir nghiém twong tu, hodc mot lidu duy nhét hoic nhiéu lidu. Mot sb khang thé
s& dugc coi 14 chit twong dwong hodc chét thay thé vé& mit dugc 1y néu chung 1a twong
dwong vé mirc d6 hip thu nhung khong twong dwong vé téc d6 hip thu va van c6 thé
dugc coi 1a trong duong sinh hoc do sy khic nhau vé tbc d6 hip thu nay 13 ¢6 chu yva
dugc thé hién trén nhan san phém, l1a khong can thiét dé dat duoc nﬁ‘)ng d6 dugc chét hitu
hiéu trong co thé khi st dung thudng xuyén, va dugce cho 1a khong quan trong trong y

hoc d6i véi san pham thube cu thé duge nghién ciu.

Theo mot phuong 4n, hai protein lién két khang nguyén la twong duong sinh hoc
néu khong c6 sy khéc biét ¢ y nghia 1am sang v& do an toan, d¢ tinh khiét va hiéu luc

cua ching.

Theo mot phuong 4n, hai protein lién két khang nguyén 1a twong duong sinh hoc
néu bénh nhén c6 thé duoc dbi thubc mot hodc nhidu 1an gifta san phém so sanh va san
phdm sinh hoc ma khong lam ting nguy co tac dung c6 hai, ké ca sy thay ddi dang ké
tinh sinh mién dich v& mt 1Am sang, hodc su giam hiéu qua so véi viée didu tri lién tuc

ma khong doi thudc nay.

Theo mot phuong 4n, hai protein lién két khang nguyén 1a twong duong sinh hoc
néu ching déu tac dung theo co ché hoic cac co ché tac dung chung cho diéu kién hodc
céc diéu kién st dung, trong pham vi cc co ché nay 13 da biét.

Tuong dwong sinh hoc cé thé duoc chimg minh bing phuong phép in vivo va in

vitro. Phuwong phép xé4c dinh twong duong sinh hoc bao gdm vi du, (a) thir nghiém in
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vivo ¢ ngudi hodc dong vat c6 va khéc, trong d6 ndng do khang thé hodc san phim
chuyén héa ciia n6 dugc x4c dinh trong mau, huyét trong, huyét thanh, hoic dich sinh
hoc khéc theo ham sb ctia thoi gian; (b) thir nghiém in vitro c6 twong quan vGi va ¢é tinh
du do4n hop ly dit 1iéu v& dd sinh kha dung in vivo & ngudi; (c) thit nghiém in vivo &
ngudi hodc dong vat c6 va khac trong d6 higu qua dugc 1y cép tinh thich hop cia khing
thé (hogc dich clia n6) dugc xac dinh theo ham sé cua thi gian; va (d) thit nghiém 1am
sang dugc kiém soat chit chd dé xac dinh d6 an toan, hiéu qua, hodc d sinh kha dung

hodc twong duong sinh hoc ciia khang thé.

Céc bién thé tuong dwong sinh hoc cita khang thé khang activin A theo sang ché c¢6
thé dugc thiét ké, vi dy, bang cach tao ra sy thay thé céac géc hodc trinh tu khac nhau
hodc x6a cac géc hodc trinh ty cubi mach hodc trong mach khong cAn thiét dbi véi hoat
tinh sinh hoc. Vi dy, céc gbc xystein khong cin thiét dbi véi hoat tinh sinh hoc c6 thé
dugc x6a hoic thay bing cac axit amin khéc dé ngin sy tao thanh lién két cu disulfua
khong cn thiét hoic khong dung trong phan tir khi hdi tinh. Theo cc phuong an khac,
céc khang thé twong duong sinh hoc c6 thé bao gdm c4c bién thé khang thé khang
activin A chtta c4c thay dbi axit amin 1am bién ddi dic tinh glycosyl héa ctia khang thé,

vi du, cac dot bién 1am loai trix hodc loai bd su glycosyl héa.
Tinh chon loc loai va kha ndng phdn ving chéo giita cdc loai

Theo mét s6 phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé khang activin A lién
két vé6i activin A cia ngudi nhung khong lién két véi activin A cia loai khac. Sang ché
cing bao gbm khang thé khang activin A lién két véi activin A cta ngudi va lién két véi
activin A ctia mot hodc nhiéu loai khong phai nguoi. Vi du, khing thé khang activin A
theo sang ché c6 thé lién két véi activin A cla ngudi va 6 thé lién két véi hodc khong
lién két v6i, néu c6, mot hogc nhidu activin A ctia chudt nhét, chudt, chudt lang, chudt
déng, chuft nhay, lgn, meo, chd, thé, dé, ciru, bo, ngua, lac da, khi Cynomolgus, khi
dudi soc, khi rezut hodc hic tinh tinh. Theo mot s6 phuong 4n 1am vi du nhét dinh, sang
ché dé xuit khang thé khang activin A: lién két dic hiéu véi activin A cia nguoi (vi du,
activin A hogc heterodime chira tiéu don vi BA) va activin A cta khi Cynomolgus (vi du,

Macaca fascicularis).

Thé lién hop mién dich
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Sang ché bao gdm khéang thé don dong khéng activin A dugc lién hop véi gbe c6
tac dung diéu tri ("thé lién hop mién dich"), nhu chét doc té bao, duoc chit hoa tri liéu,
chét trc ché mién dich hodc chét ddng vi phéng xa. Chét doc té bao bao gOm chét bat ky
¢6 hai cho té bao. Vi du v& chét doc t bao va chit hoa tri liéu thich hop dé tao thanh thé

lién hop mién dich 13 da biét trong linh vye nay (vi dy, WO 05/103081).
Khdng thé da gid

Khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé mot gi, hai gi4 hodc da gia. Khang thé
da gia c6 thé dic hidu véi cac epitop khac nhau ctia mot polypeptit dich hoidc c6 thé chira
céc ving lién két khang nguyén dic hiéu v6i nhidu hon mot polypeptit dich. Vi du, xem
tai lieu: Tutt ef al,, J. Immunol. 147:60-69 (1991); Kufer et al., Trends Biotechnol.
22:238-244 (2004). Khéng thé khang activin A theo sang ché c6 thé dugc lién két vai
hodc duoc dong bidu hién véi phén tir chirc néing khac, vi duy, peptit hodc protein khéc.
Vi dy, khang thé hodic doan khéng thé c6 thé dugc lién két vé mat chire néng (vi du, béng
lién két héa hoc, dung hop c6 tinh di truyén, lién két khong cong héa tri hoiic theo céch
khéc) véi mot hodc nhiéu phén tir khéc, nhu khang thé hoic doan khéang thé khac dé tao
ra khéng thé hai gi4 hoic khang thé da gi4 c6 tinh dic hiéu lién két tht: hai. Vi dy, sang
ché bao gdbm khang thé hai gi4, trong d6 mot nhanh globulin mién dich 14 dic hiéu véi
activin A clia nguoi hodc doan cia n6, va nhanh globulin mién dich con lai 14 dic hiéu
vé6i dich diéu tri th hai hogc dugc tiép hop véi gbe c6 hoat tinh didu tri. Theo mot
phuong 4n, sang ché bao gdm khang thé hai gia chira mot nhanh globulin mién dich dic
hiéu véi activin A ctia nguoi hodc doan ciia né, va nhanh globulin mién dich con lai dic

hiéu véi GDFS.

Mot dang khang thé hai gi4 1am vi du c6 thé duogc sit dung trong ngit canh cua sang
ché lién quan dén viéc sir dung ving Gy3 cia globulin mién dich thi nhét (Ig) va ving
Cy3 cua Ig thir hai, trong d6 céc ving C3 ctia Ig thir nhat va tht hai nay khéac nhau ¢ it
nhét mot axit amin, va trong d6 it nhét mot sy khac nhau v& axit amin 1am giam mirc do
lién két ctia khang thé hai gid v6i protein A so véi khang thé hai gia khong c6 su khac
biét vé axit amin ndy (vi du, xem patent M¥ s6 8,586,713). Theo mot phuong an, ving
Cy3 clia Ig thir nhit lién két véi protein A va ving Cy3 clia Ig thit hai chtra d6t bién 1am
giam hogc loai bé su lién két véi protein A nhu cai bién gen H95R (theo cach danh sb
exon ciia IMGT; H435R theo cich danh sb cia EU). Cy3 tht hai c6 thé con chta cai
bién gen Y96F (theo IMGT; Y436F theo EU). Céc céi bién khac c6 thé dugc phat hién
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trong Cyx3 thir hai bao gém: D16E, L18M, NMs, K52N, V57M, va V821 (theo IMGT;
D356E, L358M, N384S, K392N, V397M, va V4221 theo EU) trong trudng hop khang
thé IgG1; N44S, K52N, va V821 (IMGT; N3848S, K392N, va V422I theo EU) trong
truong hop khéng thé IgG2; va Q15R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q, V82I va
L105P (theo IMGT; Q355R, N384S, K392N, V397M, gi4 dugc md ta & trén duge dy
dinh thudc pham vi sang ché.

Céc dang khang thé hai gi4 1am vi du khac c6 thé duge sir dung trong ngit canh cia
sang ché bao gdm, nhung khong chi giéi han &, vi dy, dang khéng thé hai gi4 trén co s&
scFv ho#ic khang thé dime, thé dung hop IgG-scFv, viing bién dbi kép (DVD)-Ig,
Quadroma, c4u triic diu nat trong 13, chudi nhe thong thudng (vi du, chudi nhe thong
thudong c6 ciu tric ddu nat trong 19, v.v..), CrossMab, CrossFab, protein dung hop
(SEED), khéa kéo leuxin, Duobody, 1gG1/1gG2, Fab (DAF)-IgG tic dung kép, va dang
hai gia Mab? (vi dy, xem tai liéu: Klein ef al., mAbs 4:6, 1-11 (2012), va cac tai liéu
tham khéo dugc trich dan trong d6). Khang thé hai gid cling c6 thé dugc thiét ké bang
cach st dung su lién hop peptit/axit nucleic, vi du, trong d6 axit amin khong c6 trong tu
nhién c6 kha ning phan tmg héa hoc tryc giao duge sir dung dé tao ra thé lién hop khang
thé- oligonucleotit dic hiéu vi tri, sau d6 thé lién hop nay tu lap rap thanh phtic chit
multime c6 thanh phan, héa trj va dang hinh hoc xac dinh, (vi du, xem tai liéu: Kazane et

al., J Am Chem Soc. 135(1):340-346 (2013)).
Dueoc phcfm diéu tri va s dung

Sang ché dé xuét duoc pham chira khéng thé khang activin A hogic doan lién két
v6i khang nguyén ciia n6 theo sang ché. Dugc phim theo sang ché dugc bao ché cung
v6i chit mang, t4 duge thich hop, va céc chit khac dé 1am tdng kha ning vin chuyén
thubc, cung cép thubc, dung nap thudc, va thong s twong ty. Nhidu dang bao ché thich
hop c6 thé duge tim thay trong linh vic bao ché ma tit ca cac nha héa duoc da biét:
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Céc
dang bao ché nay bao gﬁ")m, vi du, bot, bt nhado, pomat, thach, sép, dau, lipit, nang chira
lipit (cation hodc anion) (nhu LIPOFECTINT™, 1 ife Technologies, Carlsbad, CA), thé
tiép hop ADN, bot nhdo hap thy khan, nhil twong dau trong nudc va nuéce trong dau, nhii
tuong polyetylen glycol dang rin (céc polyetylen glycol c6 trong lugng phan tir khic

nhau), gel ban ran, va hdn hop bén rén chira polyetylen glycol dang rin. Ciing xem tai
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liéu: Powell et al. "Compendium of excipients for parenteral formulations" PDA J

Pharm Sci Technol 52:238-311 (1998).

Liéu lugng khang thé sir dung cho bénh nhén c6 thé thay ddi thy thudc vao tudi va
tAm voc cla bénh nhén, bénh can didu tri, thé trang, duong st dung, va yéu td tuong tu.
Liéu dugc uu tién thuong duoc tinh theo thé trong hodic dién tich bé mit co thé. Néu
khang thé theo sang ché duoc st dung dé diéu tri tinh trang hodc bénh lién quan dén hoat
tinh ctia activin A & bénh nhén 13 ngudi 16n, ¢6 thé c6 loi néu sir dung khang thé theo
séng ché qua dudng tinh mach, thuong 1 & lidu duy nhét ndm trong khoang tir 0,01 dén
khoang 20 mg/kg thé trong, tét hon nira 1a khoang 0,02 dén khoéang 7, 0,03 dén khoang
5, hodc 0,05 dén khoang 3 mg/kg thé trong. Tuy thudc vao mic do ndng ciia bénh, tAn
sut va thoi gian didu trj ¢6 thé dugc didu chinh. Lidu hitu hiéu va ché do s dung khéng
thé khang activin A ¢6 thé dugc x4c dinh béng thuc nghiém; vi du, su tién trién cua bénh
nhén c6 thé dugc theo dbi bang cach danh gia dinh ky, va lidu lvong duge didu chinh
twong ing. Ngoai ra, viéc diéu chinh lidu giita cac loai ¢6 thé dwgc thuc hién bang cach
stt dung cdc phwong phap dd biét ro trong linh vuc ndy (vi du, Mordenti ef al,
Pharmaceut Res 8:1351 (1991)).

Céc hé cung cip thudc khac nhau 12 da biét va c6 thé dugc dung @& st dung duoc
phém theo sang ché, vi dy, bao nang trong liposom, vi hat, vi nang, té bao tai td hop ¢o
thé biéu hién khang thé hodc protein tri liéu khac theo sang ché, nhap ndi bao trung gian
boi thu thé (vi du, xem tai liu: Wu et al., J. Biol. Chem. 262:4429-4432 (1987)). Khang
thé va c4c thanh phan c6 hoat tinh didu tri khéc theo sang ché co thé dugc cung cip bang
k¥ thuat tri liéu gen. Phuong phap cung cép thudc bao gdm, nhung khong chi gidi han &,
cung cAp thudc trong chan bi, trong co, trong mang bung, tinh mach, duéi da, trong miii,
dudi mang ctng, va dudng miéng. Duge pham c6 thé dugc st dung bang duong théng
thuong bat ky, vi du bing cach truyén hogc tiém lidu 16n, bang cach hép thu qua bidu md
hodc 16p 16t niém mac da (vi dy, niém mac miéng, niém mac truc trang va rudt v.v..) va
¢6 thé dugc sir dung cluing véi cac .chét ¢6 hoat tinh sinh hoc khac. C6 thé su dung toan

than hodc st dung khu tra.

Dugc phdm theo sang ché c6 thé duoc cung cép qua dudng dudi da hodc tinh mach
bing kim va bom tiém chudn. Ngoai ra, lién quan dén viéc cung cép dugc phim duéi da,
dung cu cung cAp thube dang but d& dang sir dung dé cung cAp duge phim theo sang ché.
Dung cu cung cép thudc dang but nay c6 thé duoc tai st dung hodc dung mot 1an. Né6i
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chung, dung cu cung cip thubc dang but c6 thé tai st dung thudng c6 hdp chira dugce
phim c6 thé thay thé. Khi toan by dugc phdm trong hop da dugc st dung va hop da hét
dugc pham, hop rdng niy c6 thé dwgc bo di d& dang va thay bing hop chira duge phdm
méi. Do d6, dung cu cung cép thudc dang b1t c6 thé duoc tai st dung. Trong dung cu
cung c4p thudc dang bit dung mét 14n, khong c6 hop thudc thay thé. Dung hon 1a dung
cu cung cép thubc dang bit dung mét 14n dugc nap sin duge phim trong khoang chira

ctia dung cy nay. Khi khoang chira khong con dugc pham, toan bd dung cu duge bé di.

Nhiéu dung cu cung cip thube dang bt va bom tu tiém c6 thé tai st dung duoc
dung @ cung cp dugc phim theo sang ché qua duong dué6i da. Mot sb vi dy vé ching
bao gbm, nhung khong chi giéi han 6, AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc.,
Woodstock, Vwong quéc Anh), DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems,
Bergdorf, Thuy S7), bat HUMALOG MIX 75/25™, but HUMALOG™, but HUMALIN
70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ ], II va III (Novo Nordisk,
Copenhagen, Dan Mach), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Pan
Mach), but BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN
PRO™, OPTIPEN STARLET™, va OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Dtrc).
Mbt s vi du vé dung cu cung cip thudc dang bt ding mot 1an dung @& cung cip dugc
phdm theo sdng ché qua dudng dudi da bao gdm, nhung khong chi gigi han ¢, buat
SOLOSTAR™ (Sanofi- Aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va KWIKPEN™ (Eli
Lilly), bom ty tiém SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET™
(Haselmeier, Stuttgart, Dtrc), EPIPEN (Dey, L.P.), va but HUMIRA™ (Abbott Labs,
Abbott Park IL).

Trong mét sb trudng hop, duge phém theo sang ché c6 thé dugc cung cip trong hé
gidi phéng c6 kiém so4t. Theo mot phuong 4n, bom c6 thé dugc st dung (xem tai liéu
ciia Langer néu trén; S eft on, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201 (1987)). Theo mot
phuong én khéc, polyme c6 thé dugc sir dung; xem tai liéu: Medical Applications of
Controlled Release, Langer and Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca Raton, Florida.
Theo mdt phuong 4n khéc nita, hé giai phéng c6 kiém soat c6 thé dwoc dwa vao gin noi
can cung cép duoc phém, do d6 chi can mot phe“m lidu dung toan than (vi du, xem tai
liéu: Goodson, 1984, Medical Applications of Controlled Release, vol. 2, trang

115-138). C4c hé gidi phong c6 kiém so4t khac dugc ban luén trong phén tdng quan cia
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tai liéu: Langer, Science 249:1527-1533 (1990).

Dugc phdm dé tiém c6 thé bao gdm céc dang lidu d tiém tinh mach, duéi da, trong
da va trong co, truyén nho giot, v.v.. Cac dugc phim d tiém nay c6 thé duogc bao ché
bang cac phwong phap da biét r5. Vi du, dugc phim dé tiém c6 thé dugc bao ché bang
cach hoa tan, tao hdn dich hoic nhii héa khéng thé hodc mubi cia n6 dugc mo ta & trén
trong moi trudng nude vo tring hodc mdi trudng diu thudng duoc sir dung dé tiém. Pé
1am méi trudng nude dé tiém, nude mudi sinh 1y, dung dich dang truong chira glucoza
va céac chét phu trg khac, v.v.. ¢ thé dugc stir dung Két hop véi chét hoa tan thich hop
nhu rugu (vi dy, etanol), rugu da chire (vi dy, propylen glycol, polyetylen glycol), chit
hoat dong bé mit khong ion [vi du, polysorbat 80, HCO-50 (san phim cdng cia
polyoxyetylen (50mol) va dau thiu diu hydro hoéa)] v.v.. D& 1am méi truong dau, diu
vung, dau dau nanh, v.v.. dugc st dung, ching ¢ thé dugc str dung Kkét hop véi chit hoa
tan nhu benzyl benzoat, rugu benzylic, v.v.. Tt hon néu thudc tiém bao ché dugc nay

dugc nap vao ampun thich hop.

C6 lgi néu duoc phim dé st dung qua dudng miéng hodc st dung ngoai dudng tiéu
héa dugc mo ta & trén dugce bao ché thanh dang lidu don vi thich hop dé didu chinh thich
hop lidu hoat chét. Dang lidu don vi nay bao gém, vi du, vién nén, vién tron, vién nang,
thudc tiém (ampun), thudc dan, v.v.. Lugng khéng thé néu trén trong dugc phim thuong
nam trong khodng tir 5 dén 500mg cho mdt lidu don vi; ddc biét 1a & dang thuc tiém, tét
hon néu lugng khang thé néu trén ndm trong khoang tir 5 dén 100mg va 10 dén 25 Omg
d6i véi cac dang lidu khac.

Stk dung khdng thé dé diéu tri

Ngoai cac tac dung khdc, cdc khang thé theo sang ché co thé dung dé diéu tri,
phong ngira va/hogdc 1am thuyén gidm bénh hoic rdi loan bét ky lién quan dén hoic trung
gian bdi sy biéu hién, su truyén tin hiéu hogc hoat tinh cta activin A, hoic c6 thé didu tri
béng cach wc ché sy twong tdc gifta activin A va thu thé activin A (vi du, ActRIIA,
ActRIIB, thu thé activin typ I, v.v..) hoic theo cach khac trc ché hoat tinh cia activin A
va/hodic sy truyén tin hiéu activin A. Vi duy, sang ché mo ta phuong phap diéu tri bénh
hoic tinh trang c6 thé dugc chita khoi, 1am thuyén gidm hodc cai thién béng cach lam
ting sirc manh cla co va/hoic khdi lugng co va/hodc chirc ning ctia co ¢ d6i twong,

hofc bing cach 1am thay ddi c6 loi qué trinh trao ddi chat (xi 1y hydrat cacbon, lipit va
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protein) bing cach lién két dic hidu véi activin A va khong lién két véi cac phédi tir
ActRIIB khéc, hogic bing cach lién két diic hiéu véi activin A va GDF8 va khéng lién két
v6i cac phdi tir ActRIIB khac. Vi dy, sang ché mo ta phwong phap lam tdng strc manh
ctia co va/hoic khdi lwgng co va‘hodc chirc ning clia co & dbi tuwong, hodc dé didu tri
bénh hoic rbi loan déc trung bai sy giam khéi lugng co hoidc sttc manh co & dbi tuong,
bing c4ch cho déi tugng nay sir dung protein lién két dic hiéu activin A. Sang ché con
md t4 phwong phép lam ting sitc manh clia co va/hoic khéi luong co va/hodc chire ning
clia co & ddi twong, hodic dé didu tri bénh hoic rdi loan dic trung béi su giam khéi lugng
co hodc sttc manh co & dbi twong, bing cach cho dbi twong ndy str dung protein lién két
dac hiéu véi activin A va protein lién két dic hiéu GDF8. Protein lién két dic hicu
activin A va/hoic protein lién két dic hiéu GDF8 bét ky dugc boc 16 hodc noi t6i & day
c6 thé dugc st dung theo c4c khia canh nay ctia sang ché. Vi dy, phuong phép diéu tri
dugc mo ta theo sang ché bao gdm viée cho dbi tugng st dung khang thé khang activin
A va/hoic khang thé khang GDFS.

Do d6, trong cac phuong phéap diéu tri dugc mo ta & day, khang thé khang activin
A c6 thé duoc st dung dudi dang don trj lidu (tirc 13 dusi dang chét didu tri duy nhét)
hoic két hop v6i mdt hodc nhiu chit didu tri bd sung (vi du, khang thé khéang GDF8),

cac vi du khic vé chung dugc md ta & chd khac trong ban mo ta nay.

Trong céc phuong phap bao gdm viée cho déi twong sir dung protein lién két dic
hiu véi activin A va protein lién két dic hiéu GDF8, protein lién két dic hiéu véi
activin A va protein lién két dac hiéu véi GDF8 c6 thé dugc six dung cho dbi tugng déng
thoi hodc g?m nhu déng thoi, vi du, theo mot lidu didu tri duy nhét, hodc theo hai lidu
riéng biét dugc sir dung ddng thoi hodc cach nhau dudi khoang 5 phut. Theo cach khac,
protein lién két dc hiéu véi activin A va protein lién két dic hiéu v6i GDFS c6 thé duoc
st dung cho dbi tugng 1an luot, vi du, theo céc lidu diéu tri riéng biét cach nhau trén 5
phut.

Sang ché con mo ta phuong phép lam ting strc manh cua co va/hodc khéi lwong co
va/hogc chitc ning clia co & dbi tugng, hodc dé diéu tri bénh hodc rbi loan déc trung béi
swr giam khéi lwgng co hodic strc manh co & ddi tugng, béng cach cho dbi tuong nay su
dung phan tir lién két khang nguyén chira ving lién két dic hidu activin A va vung lién

két dgc hiéu GDF8. Phan tir lién két khang nguyén bt ky duoc boc 16 hode néi t6i & day
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c6 thé duoc st dung theo khia canh nay ciia sang ché. Vi dy, phuong phap didu trj theo
sang ché bao gdm viéc cho dbi tuong st dung khang thé hai gi4 chtra ving bién déi thir
nhét bao gdm cip ving HCVR/LCVR lién két dic hiéu véi activin A va ving bién dbi
thtr hai bao gém cip ving HCVR/LCVR lién két dic hiu véi GDFS.

Dugc phdm theo sang ché c6 thé dugc sir dung cho ddi tuong ciing v6i mot hodic
nhiéu chit diéu tri bb sung, bao gém, vi du, chét trc ché yéu t sinh trudng, chét wc ché
mién dich, chét khang viém, chit &rc ché chuyén héa, chét trc ché enzym, va chit doc té
bao/kim té bao. (Céc) chit didu tri bd sung nay c6 thé duoc st dung trudc, ddng thdi véi,

hogc sau khi st dyng protein lién két dic hiéu activin A va GDF8 theo sang ché.

Bénh, rdi loan va tinh trang lam vi du c¢6 thé dugc didu tri béng dugc phim theo
sang ché bao gbm, nhung khong chi gi¢i han & chitng mit mé co, chimg suy mon (tu
phat hodc do bénh khéc, vi dy, bénh ung thu, bénh suy thin man tinh, hoic bénh phéi tic
nghén man tinh), tdn thuvong co, chin thuong co, hao mon co va teo co, vi du, teo co
hodc hao mon co gdy bdi hoic lién quan dén viéc khong str dung co, vi dy, bat dong,
nim liét giwdng, tén thwong, diéu tri ndi khoa hogic can thiép phiu thuat (vi dy, gy cb
xuong dui, thay khép hang, thay khép gbi, va cac tdn thuong khéac & khép, gan hodc day
ching nhu dat day ching chéo tru6c (anterior cruciate ligament: ACL) va/hodc dat day
ching bén gifra (medial collateral ligament: MCL), v.v..), loan dudng co (vi du, ting
trrong lyc co Duchenne, co Becker, co chi-dai, co mt-vai-canh tay (FSHD, con dugc
goi la bénh Landouzy-Déjérine), loan dudng co Emery-Dreifuss, loan dudng co
mét-hau, ddu xa bim sinh v.v..), bénh co do glucocorticoit gdy ra, phuc hdi sau d6t quy
(vi du, phuc héi liét nhe nira ngudi sau dot quy) hodc can thd may. Dugc phim theo séng
ché ciing ¢6 thé duge st dung dé didu tri, phong ngura hodc 1am thuyén giam céc bénh
nhu bénh ung thu, bénh béo phi, bénh déi thdo dudng, bénh viém khép, bénh xo cling rai
rac, loan dudng co, bénh xo ciing cit bén teo co, bénh Parkinson, bénh lodng xuong,
bénh viém xwong khép, bénh thua xwong, va hdi ching chuyén héa (bao gdm, nhung
khong chi giéi han & bénh déi thdo dudng, bénh béo phi, rdi loan dinh dudng, teo co
quan, bénh phéi tic ngh&n man tinh, va chitng chan #n). C4c bénh, rbi loan va tinh trang
khac c6 thé duge phong ngira, didu tri va/hodc lam thuyén giam bang céch st dung duogc
phém theo séng ché bao gém bénh nhiém khuén, bénh suy tim man tinh, u té bao wa
crdm lanh tinh va 4c tinh, u xo ti cung, tién san giat, seo 161 va seo phi dai, va bénh ting

ap luc dong mach phoi.
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Cdi thién do diic hiéu lién két va hoat tinh

Sang ché md ta phuong phép lam ting stc manh cia co va/hoic khéi lugng co
va/hogc chirc ning clia co & ddi tugng, hoic dé didu tri bénh hodc rdi loan dic trung béi
sy gidm khéi lugng co hogc sirc manh co & dbi twong, hodc dé didu tr bénh hoic réi loan
gy béi, thuc ddy béi hogc 1am trdm trong béi hoat tinh ciia activin A, ma khong giy ra
céc tac dung c6 hai lién quan dén viéc st dung céc phan tir lién két véi nhidu phéi tir
ACctRIIB (vi dy, 3 hodc hoic nhidu phédi tir ActRIIB). Néi cach khac, céc phuong phép st
dung khang thé khang activin A hogc protein lién két khang nguyén cta chung (vi duy,
trong d6 khang thé khang activin A chi lién két dang k& vé6i activin A) c6 thé didu tri
bénh hoic rbi loan ma khéng gy ra céc tac dung c6 hai hodc khong mong mudn nhu d3
thiy v6i céc phan tir lién két voi nhidu phdi tir AtRIIB. Vi dy, phan tir sir dung trén 14m
sang nay dugc goi la ACE-031 (Acceleron Pharma, Inc., Cambridge, MA) 1a mot
multime bao gdm phin ngoai bao cla ActRIIB dugc dung hop véi ving Fe cta IgG
(phén tir nay con duge goi & day 1a "ActRIIB-Fc"). ActRIIB-Fc lién két v6i activin A
cling nhu cac phéi tir ActRIIB khic nhu activin B, GDF8, GDF11, BMP9, BMP10, va
TGFB, va duoc biét 1a gay ra cac tac dung c6 hai khac nhau khi dugc sir dung cho ngudi.
Céc téc gia sang ché da bét ngd phat hién dugc ring viée e ché dic hiéu activin A va
GDF8 (vi du, bing cach st dung khéng thé khang activin A va khang thé khang GDF8),
trong khi khong tc ché cac phdi tir, ActRIIB khac nhu activin B, GDF11, BMP9, BMP
10, va TGFB, s& 1am ting khdi lugng co it nhat 1a teong duong v4i mirc ting quan sét
dugc khi sir dung ActRIIB-Fc, ma khong gy ra cdc tac dung c6 hai lién quan dén chét
lién két nhw ActRIIB-Fec.

Diéu tri két hop va duoc phdm

Séng ché bao gdm dugc phém va ché phim didu trj chira khang thé khang activin A
bét ky duge md ta & day két hop v6i mot hosic nhidu hoat chit didu tri b sung, va
phuong phép diéu trj bao gdm viéc cho déi twong can diéu tri str dung hdn hop nay. Séng
ché con bao gdm duge phdm va ché phim didu tri chira khang thé khang activin A bt ky
duoc mo ta & day két hop véi mot hodc nhidu hoat chét didu tri bd sung, va phuong phép
didu tri bao gém viéc cho dbi tugng can didu trj sir dung hdn hop nay. Vi dy, khéng thé
khéang activin A theo sang ché ciing c6 thé dugc st dung va/hodic ddng bao ché két hgp

v6i chédt khang virut, chat khang sinh, thudc giam dau, corticosteroit, steroit, oxy, chat
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chéng oxy hoa, chét tao chelat vé6i kim loai, IFN-gama, va/hodc NSAID. Khéang thé
khéng activin A theo sédng ché ciing c6 thé duoc st dung nhu mot phén cta phac dd didu
tri bao gdm viéc xa tri va/hodc hoa tri thong thudng (vi dy, trong phuong phap diéu trj
bénh ung thu hogc trc ché sy phat trién ctia khdi u). Hoat chét didu trj bd sung bat ky néu
trén c6 thé dugc sir dung két hop véi khang thé khang activin A bit ky theo sang ché dé
diéu tri bénh hoic rbi loan bat ky trong d6 viéc sir dung khang thé khang activin A 13 ¢6
loi, bao gdm, vi du, chirng méit mé co, chitng suy mon, tn thuong co, hao mon co va teo
co. Hoat chit didu tri bd sung bt ky néu trén cling c6 thé dugc sir dung két hop v6i
khéng thé khang activin A bt ky theo sang ché clng v6i chit e ché GDF8 (vi duy,
khang thé khang GDF8).

(Céc) hoat chat diéu trj bd sung ndy c6 thé dwoc st dung cho dbi tuong trwde khi st
dung khéang thé khang activin A theo sang ché. Vi dy, thanh phdn th& nhét c6 thé dugc
cho 12 sit dung "trwéc” thanh phén thi hai néu thanh phan thir nhit dugc st dung 1 tudn
trude khi, 72 gid trude khi, 60 gid trude khi, 48 gid trudce khi, 36 gid trude khi, 24 gio
trude khi, 12 gio trude khi, 6 gid trude khi, 5 gior trude khi, 4 gior trude khi, 3 gid trude
khi, 2 gi¢ trude khi, 1 gio trude khi, 30 phit trude khi, 15 phut trude khi, 10 phat trude
khi, 5 phut truéc khi, hodc dudi 1 phut truée khi viée st dung thanh phan tht hai. Theo
céc phuong 4n khéc, (céc) hoat chit diéu tri bd sung c6 thé dugc sir dung cho ddi tugng
sau khi st dung khang thé khang activin A theo sang ché. Vi dy, thanh phan thir nhét c6
thé duoc cho 14 st dung "sau" thanh phan thtr hai néu thanh phén thtr nhit duogc sir dung
sau khi stt dung thanh phn thir hai 1 phut, 5 phut, 10 phut, 15 phut, 30 phat, 1 gio, 2 gio,
3 gi0, 4 gio, 5 gio, 6 gio, 12 giv, 24 giv, 36 giv, 48 gid, 60 giv, 72 giv. Theo cac phuong
an khdc nita, (cdc) hoat chét didu tri bd sung c6 thé dugc st dung cho dbi twong dong
thoi v6i khi sir dung khang thé khang activin A theo sang ché. Viéc sir dung "ddng thoi"
nhim muyc dich cta sang ché bao gdm viéc cho ddi tuong st dung khang thé khang
activin A va hoat chét diéu tri bd sung theo mdt dang lidu duy nhét, hodc theo céc dang
liéu riéng biét cach nhau 30 phit hodc duéi 30 phiit. Néu duoc st dung trong cac dang
lidu riéng biét, mdi dang lidu c6 thé dugc sir dung qua cung mdt duong st dung (vi du,
cé khang thé khang activin A va hoat chit diéu tri bd sung ¢o thé dugc sir dung qua
duong tinh mach, dudi da, trong dich kinh, v.v..); theo cach khéc, mbi dang lidu c6 thé
duoc st dung qua dudng khac nhau (vi du, khang thé khang activin A ¢6 thé duoc sir

dung khu trti (vi dy, trong dich kinh) va hoat chét diéu tri bd sung ¢6 thé dugc st dung
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toan than). Trong trudng hop bat ky, viéc sir dung cac thanh phin nay trong mot dang
liéu duy nhét, trong céc dang lidu riéng biét qua cing m{t dudng sir dung, hodc trong cac
dang lidu riéng biét qua cac duodng st dung khac nhau déu duogc cho 13 "stt dung dong
thoi" nhim muc dich cia sang ché. Nhdm muc dich cua sang ché, viéc sir dung khang
thé khéng activin A "trudc", "df“)ng thoi v6i" hodc "sau khi" st dung hoat chét diéu tri bd
sung (nhu céc thudt ngir duge dinh nghia & trén) dugc cho 14 viée sir dung khang thé

khang activin A "két hop v6i" hoat chét didu tri bd sung).

Sang ché bao gdm dugc phim trong d6 khéng thé khang activin A theo sang ché

duoc déng bao ché v6i mot hodc nhidu hoat chit didu tri bd sung nhu dugc mo ta & day.
Liéu luong

Noi chung, lugng hoat chit (vi du, khang thé khang activin A, khang thé khang
GDF8 dugc st dung két hop véi khang thé khang activin A, hodc khang thé hai gié lién
két dic hiéu v6i activin A va GDF8) ¢6 thé dugc sir dung cho dbi twong 12 lugng hitu
hiéu diéu tri. Nhu duoc sir dung & ddy, cum tr "luong hitu hidu didu tri" d& chi lidu
protein lién két dic hiéu khang nguyén va/hodc phan tir lién két khang nguyén lam tdng
mot hodc nhiéu thong sb sau c6 thé phét hién dugc: thé trong, khéi luong co (vi du, khéi
luong co céng chén trude [TA], khdi lugng co co bung chan [GA], khéi lugng co bdn
déu [Quad] v.v..), sitc manh clia co, va/hodc chtrc ndng cia co. Vi duy, "lugng hitu hiéu
didu tri" cla protein lién két dic hiu véi activin A va/hodc protein lién két dic hiéu
GDF8 bao gdm, vi dy, lrgng protein lién két dic hiéu activin A va/hoic protein lién két
dac hiéu GDF8 ma khi sir dung cho dbi tuong thir nghiém s& lam tang khdi lwong co TA
hodc co GA it nhét 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60% hodc nhidu
hon 60% so véi ddi twgng duge didu tri bing chit di ching, vi du, nhu dugc thé hién

trong Vi du 7 & day.

Trong trudng hop khéng thé theo sing ché (vi du, khang thé khéng activin A,
khéng thé khang GDF8 dugc st dung két hop voi khéng thé khang activin A, hodc
khang thé hai gi4 lién két ddc hiéu vé6i activin A va GDF8), lugng hitu hidu didu trj cia
khéng thé tuwong tng c6 thé nim trong khoang tir 0,05mg dén khoang 600mg; vi du,
khoang 0,05mg, khoang 0,1mg, khoang 1,0mg, khoang 1,5mg, khoang 2,0mg, khoang
10mg, khoéng 20mg, khoang 30mg, khodng 40mg, khoang 50mg, khoang 60mg,
khoang 70mg, khodng 80mg, khoang 90mg, khodng 100mg, khodng 110mg, khoang
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120mg, khoang 130mg, khoang 140mg, khoang 150mg, khoang 160mg, khoang 170mg,
khoang 180mg, khoang 190mg, khoang 200mg, khoang 210mg, khoang 220mg, khoing
230mg, khoang 240mg, khoang 250mg, khoang 260mg, khoang 270mg, khoang 280mg,
khoang 290mg, khoang 300mg, khoang 310mg, khoang 320mg, khoang 330mg, khoang
340mg, khoang 350mg, khodng 360mg, khoang 370mg, khoang 380mg, khoang 390mg,
klioang 400mg, khoang 410mg, khoang 420mg, khoang 430mg, khoang 440mg, khoang
450mg, khoang 460mg, khodng 470mg, khoang 480mg, khoang 490mg, khoang 500mg,
khoang 510mg, khoang 520mg, khoang 530mg, khoang 540mg, khoang 550mg, khoang
560mg, khoang 570mg, khodng 580mg, khoang 590mg, khoédng 600mg, khoang 610mg,
khoéng 620mg, khoang 630mg, khoang 640mg, khoang 650mg, khoang 660mg, khoang
670mg, khoang 680mg, khodng 690mg, khoang 700mg, khodng 710mg, khoang 720mg,
khoang 730mg, khoang 740mg, khoang 750mg, khoang 760mg, khoang 770mg, khoang
780mg, khoang 790mg, khoang 800mg, khoang 810mg, khoang 820mg, khoang 830mg,
khoang 840mg, khodng 850mg, khodng 860mg, khoéng 870mg, khoang 880mg, khoang
890mg, khoang 900mg, khoang 910mg, khoang 920mg, khoang 930mg, khoang 940mg,
khoang 950mg, khodng 960mg, khodng 970mg, khoang 980mg, khoang 990mg, hoic
khoang 1000mg.

Lugng khang thé theo sang ché (vi du, khéng thé khang activin A, khang thé khang
GDF8 dugc sir dung két hop véi khang thé khang activin A, hodc khang thé hai gi4 lién
két ddc hidu vé6i activin A va GDF8) trong céc liéu riéng biét c6 thé duge thé hién bing
s6 miligam khang thé cho 1 kilogam thé trong bénh nhan (ttrc 1a mg/kg). Vi du, khang
thé khang activin A, khang thé khang GDF8 va/hodc khéng thé hai gia khang activin
A/khdng GDF8 theo sang ché c6 thé dugc st dung cho bénh nhén & liéu ndm trong
khoang tir 0,0001 dén khoang 50 mg/kg thé trong bénh nhéan (vi dy, 0,1 mg/kg, 0,5
mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,5 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,5 mg/kg, 4,0 mg/kg,
4,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 5,5 mg/kg, 6,0 mg/kg, 6,5 mg/kg, 7,0 mg/kg, 7,5 mg/kg, 8,0
mg/kg, 8,5 mg/kg, 9,0 mg/kg, 9,5 rng/kg, 10,0 mg/kg, 10,5 mg/kg, 11,0 mg/kg, 11,5
mg/kg, 12,0 mg/kg, 12,5 mg/kg, 13,0 mg/kg, 13,5 mg/kg, 14,0 mg/kg, 14,5 mg/kg, 15,0
mg/kg, 15,5 mg/kg, 16,0 mg/kg, 16,5 mg/kg, 17,0 mg/kg, 17,5 mg/kg, 18,0 mg/kg,
18,5mg/kg, 19,0 mg/kg, 19,5 mg/kg, 20,0 mg/kg, v.v..).

Dugc phim theo séng ché ¢ thé chira lugng bang nhau ciia protein lién két dic

hiéu activin A va protein lién két dic hiéu GDF8. Theo cach khac, lwong protein lién két
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ddc hiéu activin A trong dugc phdm c6 thé nhé hon hodc 16n hon lugng protein lién két
d3c hiéu GDF8. Bing céach thir nghiém thong thudng, ngudi c6 hidu biét trung binh
trong linh virc ndy s& ¢6 thé x4c dinh luong thich hop cia cac thanh phin riéng biét trong

dugc pham theo sang ché can thiét dé tao ra tac dung diéu tri mong mubn.
Ché dj sir dung

Theo mét s6 phuong 4n nhét dinh theo sdng ché, nhidu lidu hoat chét (vi dy, khang
thé khang activin A, khéng thé khéng GDF8 dugc st dung két hop v6i khang thé khang
activin A, dugc phim chira hdn hop cua khang thé khang activin A va hoat chat diéu tri
b sung bt ky néu & day, bao gdm, vi dy, khéng thé khang GDF8, hoic khang thé hai
gi4 lién két dac hiéu véi activin A va GDFS8) c6 thé dugc sir dung cho dbi tuong trong
mdt khoang thoi gian x4c dinh. Cac phuong phép theo khia canh nay ctia sang ché bao
gdm 1an Iuot cho dbi tuong sir dung nhiéu lidu hoat chét theo sdng ché. Nhu dugc sit
dung & day, "viéc st dung lan luot" dé'chi réng mbi lidu hoat chét dugc stir dung cho dbi
tugng & thoi diém khac nhau, vi du, vao cic ngay khac nhau cach nhau mot khoang thoi
gian dinh trude (vi dy, vai gio, vai ngay, vai tudn hodc vai thang). Séng ché mo ta cac
phuong phép bao gdm viée 1an lugt cho bénh nhan st dung mét liéu hoat chét dau tién,
sau d6 st dung mot hodc nhiéu liéu hoat chit thit hai, va tlly ¥ mot hoic nhidu liéu hoat

chét thir ba.

Thuat ngit "liéu ban dau", "lidu thir hai" va "lidu th ba" dé chi trinh tu theo thoi
gian clia ctia viéc str dung hoat chit, vi du, khang thé khang activin A theo sang ché hoic
hdn hop theo sang ché, vi du, khang thé khang activin A va khang thé khang GDF8. Do
do, "liéu ban dau" 1a liu dugc st dung khi bit diu ché d6 didu trj (con dugce goi 12 "lidu
co s6™); "cac lidu thir hai" 14 c4c lidu duge str dung sau lidu ban du; va "cac lidu thi ba"
1a c4c liéu duge st dung sau céc lidu thir hai. C4c lidu ban du, tht hai va thtt ba nay c6
thé déu chira luong hoat chét gidng nhau, vi du, khéng thé khang activin A, nhung néi
chung c6 thé khac nhau v& tin sut sit dung. Tuy nhién, theo mdt s6 phwong 4n nhét
dinh, lugng hoat chét, vi dy, khéng thé khéng activin A, trong cac lidu ban dau, liéu thir
hai va/hoic liéu thit ba 13 khac nhau (vi du, duoc diéu chinh ting hogic gidm thich hop)
trong qua trinh diéu tri. Theo mot sé phwong 4n nhéit dinh, hai hodc nhidu lidu (viduy, 2,
3, 4, hoic 5 lidu) dugce st dung khi bit ddu ché do didu tri dé 1am "lidu tai", sau do 1a cac

liéu duoc st dung v6i tin suét it hon (vi duy, "liéu duy tri").
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Theo mot s6 phwrong 4n nhét dinh 1am vi du cta sang ché, mdi lidu thi hai va/hodc
thir ba dugc st dung sau lidu ngay trudc do 1 dén 26 tudn (vidy, 1, 1%, 2,2%, 3, 3%, 4,
4%, 5, 5%4, 6, 6%, 7, 7%, 8, 8%, 9, 9%, 10, 104, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13%, 14,
14%, 15, 15%, 16, 16%, 17, 17%, 18, 18%, 19, 19%, 20, 20%, 21, 21%, 22, 22, 23,
23%, 24, 24%, 25, 25%, 26, 26% tuin, hoic nhiéu tudn hon). Thuat ngit "lidu ngay
truée d6" nhu duge st dung & day trong trinh ty nhidu lan st dung dé chi lidu khéng thé
khéng activin A dwgc st dung cho bénh nhan truéc khi sir dung chinh liéu tiép theo

trong trinh ty ndy ma khong cé cac liéu xen gifta.

Phuong phép theo khia canh nay clia séng ché c6 thé bao gdm viéc cho bénh nhan
str dung s6 lwgng bit ky ctia lidu thr hai va/hoic lidu tht ba cia hoat chat theo sang ché,
vi du, khang thé khéng activin A. Vi dy, theo mdt sb phuong an nhét dinh, chi mot liéu
tht hai duy nhét dugc st dung cho bénh nhén. Theo céc phwong an khéc, hai hodc nhidu
lidu thtt hai (vi dy, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hogic nhiéu hon 8 liéu tht hai) duoc sit dung cho
bénh nhén. Tuong ty, theo mot s§ phuong 4n nhit dinh, chi mot lidu thir ba duy nhét
duoc sir dung cho bénh nhén. Theo c4c phuong 4n khac, hai hodc nhiéu liéu thir ba (vi

du, 2,3,4,5,6,7, 8, hoic nhiéu hon 8 lidu thir ba) dugce sir dung cho bénh nhan.

Theo céc phuong an cin sir dung nhidu lidu tht hai, m&i lidu tht hai c6 thé dugc str
dung & tn suét giéng nhu cac lidu tht hai con lai. Vi du, mbi lidu thir hai c6 thé dugce st
dung cho bénh nhén 1 dén 2 tudn hodc 1 dén 2 thang sau liéu ngay trudc d6. Twong tu,
theo cac phuong 4n can st dung nhidu lidu thir ba, mi lidu thi ba c6 thé dugc st dung &
tan suét giéng nhur céc liéu thir ba con lai. Vi dy, mbi lidu thtt ba ¢6 thé dugc st dung cho
bénh nhan 2 dén 12 tuan sau lidu ngay truéc d6. Theo mot sb phuong 4n cla sang ché,
tan sudt ma & d6 céc lidu tht hai va/hogc thi ba dugc sir dung cho bénh nhan c6 thé thay
ddi trong thoi gian diéu tri. TAn sudt st dung ciing c6 thé dugc didu chinh trong thoi gian
diéu trj bdi bac sy didu trj phu thudc vao yéu clu cua tung bénh nhan sau khi kham 1am
sang.

Sang ché bao gém cac ché do sir dung trong d6 2 dén 6 liéu tai dwoc st dung cho
bénh nhan & tin sut thir nhat (vi dy, mot tuAn mot 1an, hai tudn mot 1dn, ba tudn mot I3n,
mdt thang mot 14n, hai thang mot 1an, v.v..), sau d6 st dung hai hoic nhiéu liéu duy tri
cho bénh nhén véi tin suét it hon. Vi duy, theo khia canh nay theo sang ché, néu lidu tai

duogc st dung & tan sudt mot thang mot lan thi lidu duy tri c6 thé dugc st dung cho bénh
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nhan séu tudn mot 14n, hai thang mét 14n, ba thang mot 1an v.v..).
St dung khdng thé dé chan dodn

Khang thé khang activin A theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung dé phat hién
va/hodc x4c dinh activin A, hodc t& bao biéu hién activin A trong mau, vi du ding cho
muc dich chin doan. Vi du, khang thé khéng activin A, hodc doan ctia né, c6 thé duoc sit
dung dé chin doan tinh trang hogic bénh dic trung boi s biéu hién activin A khdc
thuomg (vi dy, biéu hién qué mirc, biéu hién dud¢i mirc, khong biéu hién v.v..). Thir
nghiém chin do4n activin A 1am vi du ¢6 thé bao gém cho miu thu dugc tir bénh nhan
tiép xtc v6i khang thé khang activin A theo sang ché, trong d6 khang thé khang activin
A nay dugc ddnh diu bang chit danh diu phét hién dugc hodc phén tir théng bao. Theo
céch khac, khang thé khang activin A khong dugc danh déu c6 thé dugc st dung trong
céc tng dung chin doan két hop v6i khang thé thir hai, chinh khang thé nay duogc danh
ddu bing chét danh diu phat hién dwoc. Chét danh dAu phat hién dugc hoic phan tir
thong béo c6 thé 1a chét déng vi phong xa, nhu *H, “c, 2p, ¥ S, hoac 57, géc phat
huynh quang hoic gbc phat quang héa hoc nhu floresxein isothioxyanat, hodc rodamin;
hodc enzym nhu phosphataza kiém, beta-galactosidaza, peroxidaza cdy cu cai cay, hodc
luxiferaza. Céc thir nghiém cu thé 1am vi du c6 thé dugc st dung dé phat hién hodc xac
dinh activin A trong mau bao gdm thir nghiém hdp thy mién dich lién két enzym
(enzyme-linked immunosorbent assay: ELISA), thir nghiém mién dich phoéng xa
(radioimmunoassay: RIA), va thtt nghiém phén loai té bao dugc hoat héa huynh quang

(fluorescence-activated cell sorting: FACS).

Céac méu c6 thé duge st dung trong c4c thir nghiém chin doan activin A theo séng
ché bao gdm mau md hoze mAu dich bt ky thu dwgc tix bénh nhan chira lugng phét hién
duogc cla protein activin A, hodc doan ctia né, trong diéu kién binh thuong hoidc diéu
kién bénh ly. N6i chung, lugng activin A trong méu cu thé thu dugc tir nguoi khoe manh
(vi dy, bénh nhan khong bi bénh hodc tinh trang lién quan dén muc hoic hoat tinh
activin A bt thuong) s& dwoc xac dinh dé thiét 1ap mtrc activin A gdc, hodc mtrc activin
A chuén. Sau d6, mtrc activin A gdc nay c6 thé dugc so sanh véi mie activin A xdc dinh
dugc trong cdc mau thu dugce tir nhitng ngudi nghi ngd méc bénh hoic tinh trang lién

quan dén activin A.

Vi du thye hién sang ché
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Céc vi dy sau day dugc dua ra d cung cip noi dung boc 16 va md ta day da cho
ngudi ¢6 trinh d§ trung binh trong linh vuc nay vé cach diéu ché dugc phim theo séng
ché va phuong phép sir dung dugc phim nay, va khéng duoc dy dinh 1am gi6i han pham
vi clla sdng ché. Pa cb géng dam bao dd chinh x4c ctia cac con sd st dung (vi dy, lugng,
nhiét d v.v..) nhung sai sd va d¢ 1éch thuc nghiém nao d6 cin dugc tinh dén. Néu khong
dugc chi rd theo cach khac, ph'?m la phén trong luong, trong lugng phén tir 14 trong luwong
phén tir trung binh, nhiét do dugc tinh theo d6 Xenxiut, va &p suét 12 bang hodc gin bing

ap sut khi quyén.
Vi dy 1. Tao ra khdng thé ciia ngwoi khdng activin A

Chét sinh mién dich chtra protein activin A (dime inhibin-BA) dugc str dung truc
tiép clng voi chat phu trg d& kich thich dép tmg mién dich cho chudt
VELOCIMMUNER® chtta ADN ma héa viing bién d6i ctia chudi nhe kapa va chudi ning
cta globulin mién dich ctia ngudi. Phan tng mién dich khang thé dugc theo doi bang thir
nghiém mién dich dic hidu véi activin A. Khi dat dwoc phan ing mién dich cin thiét, té
bao lach dugc thu hoach va dung hop véi té bao u tiy clia chudt nhét dé duy tri kha nang
sdng cia ching va tao ra cac dong té bao lai. Cac dong té bao lai nay dugc sang loc va
Iwa chon dé xac dinh cac dong té bao tao ra khang thé dic hiéu activin A. B%lng cach st
dung k¥ thudt ndy, da thu dwgc mot s6 khang thé thé kham khéng activin A (ttrc 1 tirc 13
cac khang thé c6 ving bién dbi ciia nguoi va ving hing dinh ctia chudt nhit). Khang thé
lam vi dy thu dugc theo cach nay 1a H2aM10965N. Sau d6, viing bién dbi cia nguoi thu
duoc tir khang thé thé kham nay dugc tao dong vao ving hing dinh cua ngudi dé tao ra

khang thé khang activin A day du cia ngudi nhu duge mo ta & day.

Khéng thé khang activin A cling dugc phén 14p truc tiép tir cac té bao B duong tinh
v6i khang nguyén ma khong dung hop véi té bao u tiy nhu duge md ta trong US
2007/0280945A1. Bang céch st dung phuong phép nay, s& thu duoc mét sé khang thé
khéng thé khang activin A ddy du ctia ngui (ttrc 1 céc khang thé ¢6 ving bién dbi ciia
ngudi va ving hing dinh cia ngudi); cac khang thé 1am vi du dwgc tao ra theo cach nay
dugc ky hiéu nhu sau: H4H10423P, H4H10429P, H4H10430P, H4H10432P2,
HA4H10440P2, H4H10442P2, H4H10436P2, vaH4H10446P2.

Mot sé dic tinh sinh hoc cta khang thé khéng activin A 1am vi du dugc tao ra theo

phuong phép néu trong Vi du nay duge mo ta chi tiét trong cac Vi du néu dudéi day.
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Vi du 2. Trinh tw axit amin ciia viing bién doi ciia chudi ndng va chudi nhe

Bang 1 duara c3p trinh ty axit amin ctia viing bién d6i ctia chudi niing va chudi nhe

ctia cac khang thé khéng activin A va ky hiéu nhén dang khang thé twong tmg ctia chiing.

Ky hiéu nhan dang cta trinh ty axit nucleic twong ing dugc néu trong Bang 2.

Bang 1: Ky hiéu nhén dang cta trinh ty axit amin

Trinh ty nhén biét s6
Ky hi‘fl‘llékhé“g HCVR |HCDR1|HCDR2 |HCDR3| LCVR |LCDRI |LCDR2 | L.CDR3
HAH10423P | 2 4 6 8 10 12 14 16
HAH10424P | 18 | 20 22 24 26 28 30 32
HAH10426P | 34 | 36 38 40 42 44 46 48
H4H10429P | 50 | 52 54 56 58 60 62 64
HAH10430P | 66 | 68 70 72 74 76 78 80
HAH10432P2 | 82 | 84 86 88 90 92 94 96
H4H10433P2 | 98 | 100 | 102 | 104 | 90 92 94 96
H4H10436P2 | 106 | 108 | 110 | 112 | 90 92 94 96
H4H10437P2 | 114 | 116 | 118° | 120 | 90 92 94 96
H4H10438P2 | 122 | 124 | 126 | 128 | 90 92 94 96
H4H10440P2 | 130 | 132 | 134 | 136 | 90 92 94 96
H4H10442P2 | 138 | 140 | 142 | 144 | 146 | 148 | 150 | 152
H4H10445P2 | 154 | 156 | 158 | 160 | 146 | 148 | 150 | 152
HAH10446P2 | 162 | 164 | 166 | 168 | 146 | 148 | 150 | 152
H4H10447P2 | 170 | 172 | 174 | 176 | 146 | 148 | 150 | 152
HAH10448P2 | 178 | 180 | 182 | 184 | 146 | 148 | 150 | 152
H4H10452P2 | 186 | 188 | 190 | 192 | 146 | 148 | 150 | 152
HAH10468P2 | 194 | 196 | 198 | 200 | 146 | 148 | 150 | 152
H2aM10965N | 202 | 204 | 206 | 208 | 210 | 212 | 214 | 216

Bang 2: ky hi€u nhan dang trinh tu axit nucleic
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Trinh tu nhan biét sb

Ky hi%}‘l‘ékhé“g HCVR |HCDR1 |HCDR2 |HCDR3 | LCVR |LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
HAH10423P | 1 3 5 7 9 11 13 15
H4H10424P | 17 19 21 23 25 27 29 31
H4H10426P | 33 35 37 39 41 43 45 47
HAH10429P | 49 51 53 55 57 59 61 63
H4H10430P | 65 67 69 71 73 75 77 79
H4H10432P2 | 81 83 85 87 89 91 93 95
H4H10433P2 | 97 99 101 | 103 | 89 91 93 95
H4H10436P2 | 105 | 107 | 109 | 111 | 89 91 93 95
H4H10437P2 | 113 | 115 | 117 | 119 | 89 91 93 95
H4H10438P2 | 121 | 123 | 125 | 127 | 89 91 93 95
H4H10440P2 | 129 | 131 | 133 | 135 | 89 91 93 95
HAH10442P2 | 137 | 139 | 141 | 143 | 145 | 147 | 149 | 151
HAH10445P2 | 153 | 155 | 157 | 159 | 145 | 147 | 149 | 151
HAH10440P2 | 161 | 163 | 165 | 167 | 145 | 147 | 149 | 151
HAH10447P2 | 169 | 171 | 173 | 175 | 145 | 147 | 149 | 151
HAH10448P2 | 177 | 179 | 181 | 183 | 145 | 147 | 149 | 151
H4H10452P2 | 185 | 187 | 189 | 191 | 145 | 147 | 149 | 151
HAH10468P2 | 193 | 195 | 197 | 199 | 145 | 147 | 149 | 151
H2aM10965N | 201 | 203 | 205 | 207 | 209 | 211 | 213 | 215

Céc khang thé thuong dugc goi & dady theo danh phap sau: tién t6 Fc (vi du,
"HIM," "H2aM," "H4H"), sau d6 1a ky hiéu nh4n dang bing sb (vi du, "10423,"
"10424," hodc "10426" nhu dugc thé hién trong cac Bang 1 va 2), sau d6 1a hau t6 "P",
"P2" hogc "N". Do d6, theo danh phap ndy, khang thé c6 thé dwoc ky hiéu & day la
"H4H10423P", "H4H10432P2", "H2aM10965N" v.v.. Tién t6 HIM, H2M va H4H trén
ky hiéu khang thé dwgc st dung & ddy @& chi isotyp ving Fc cu thé ctia khang thé. Vi du,

khang thé "H2aM" ¢6 ving Fc ctia IgG2a ctia chudt, trong khi khang thd "H4H" ¢6 ving

Fc ciia [gG4 cuia ngudi. Nhu ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay sé& biét rd,

mot khang thé 6 isotyp ving Fc cu thé ¢ thé duge bién dbi thanh khéng thé c6 isotyp
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ving Fc khic (vi du, khang thé c6 viing Fc ctia IgG2a cuia chudt ¢6 thé duoc bién dbi
thanh khang thé c¢6 IgG4 cta ngudi v.v..), nhung trong trudng hop bit ky, cic ving bién
ddi (ké ca ving CDR) - dugc thé hién bing céc ky hiéu nhan dang bing sb trong Bang 1
- s& van gidng nhau, va dic tinh lién két duge cho 1a gidng nhau hodc gin giéng nhau

khéng phu thudc vio ban chét ciia ving Fe.
Cdu tric khdng thé ddi chitng sir dung trong cdc vi du sau ddy

Céc phan tit khang thé dbi chimg khéang activin A dugc st dung trong céc Vi du
sau ddy nham muyc dich so sanh. Khang thé déi chitng duoc ky hidu ¢ day 1 dbi ching 1
14 khang thé khang activin A cua ngudi cé trinh ty ving bién dbi cia chudi ning va
chudi nhe "A1" nhu néu trong US 8,309,082. Khang thé d6i chimg 2 12 khang thé khéng
thu thé activin typ II B cia nguoi (anti-ActR2B mAb) duge ky hiéu 1a MOR8159 trong
don yéu cau cp patent My s 2012/0237521 A1. Khang thé dbi ching 3 12 khéng thé
don dong khéng activin A ctia chudt, 13 san phdm ctia R&D Systems, Minneapolis, MN
(m3 s trong catalog 13 MAB338 1). Khang thé dbi chimg 4 13 phan ti dung hop thu thé
activin typ IIB-Fc (ving ngoai bao dé tan cta thy thé activin RIIB dugc tao ra véi
protein dung hop IgG1 Fc du C cia ngudi (E23-P133 cia NP_001097, sau d6 1a nhém
lién két Gly- Ser, sau d6 1a protein dung hop IgG1 Fc dau C ctia ngudi), trinh ty cua
chiing 13 trinh tu nhén biét s6 227.

Vi du 3. Sw lién két ciia khdng thé véi activin A ciia ngwdi dwoc xdc dinh bing

phwong phdp cpng hwéng plasmon bé miit

Ai Iy lién két va hing s6 dong hoc cta s lién két cia khéng nguyén vé6i khang thé
don dong khéng activin A tinh khiét dugc chon ctia ngudi duge xac dinh bang cach sir
dung thtr nghiém cam bién sinh hoc cong hudng plasmon bé mit thoi gian thue (Biacore
T200 hodc Biacore 4000, GE Healthcare Life Sciences, Piséataway, NJ) & nhiét d6 25°C
va 37°C. Céc khang thé duge ky hidu bing ving Fc ciia chudt (tién t6 H2aM) hoic ving
Fc ciia nguoi (tién t H4H) duoc bt gift trén céc bé mit cam bién khang Fc twong tng
cia ching (kiéu bét gitt mAb). Khang thé khang activin A dugc bét giit trén bé mit
khang thé da dong ciia dé khang IgG cila chudt (GE Healthcare, #BR-1008-38) hodc
khang thé don dong cua chudt khang IgG cta ngudi (GE Healthcare, #BR-1008-39)
duoc tao ra nho lién két truc tiép amin v6i chip cdm bién Biacore CM5. Céc thir nghiém

dong hoc dugc thuc hién béng céch sit dung HBS-EP (10mM HEPES, 150mM NaCl,
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3mM EDTA, 0,05% chét hoat dong bé mat P20, & do pH=7,4) hodc PBS-P (10mM natri
phosphat, 2,7mM KCl, 137mM NaCl, 0,02% NaN3, 0,05% chit hoat dong bé mit P20,
do pH=7,4), dé 1am dung dich dém thir nghiém va dung dich &ém chtra mau. Ty 1¢ lién
két khang nguyén-khang thé dugc xac dinh bing cach bom cac ndng d6 khac nhau (pha
loding 4 14n trong khoang tir 50 dén 0,20M) cua activin A (R&D Systems, # 338-AC-
050/CF), activin B (R&D Systems, # 659-AB-025/CF), activin AB (R&D Systems, #
1006-AB-005), activin AC (R&D Systems, # 4879-AC/CF), hodc inhibin E (Novus
Biologicals, #100083729-P01) trén bé mit khang thé bj bt gift. Qué trinh lién két
khéng thé-khang nguyén dugc theo di trong thoi gian 240 gidy trong khi qua trinh phan
ly trong dung dich dém dugc theo ddi trong thoi gian 600 gidy. Hang s tbc do dong hoc
lién két va phan ly dugc x4c dinh bing cach xt Iy va lam khop dit liéu bing chwong trinh
phan mém Scrubber phién ban 2.0c. Hing s6 phén ly can bing cua lién két (Kp) va thoi
gian ban huy phan ly (t,) duoc tinh tir cac hing sb tbe do dong hoc nhu sau: Kp (M) =
/kq /Ky va ty (phiit) = [1n2/(60*kg)]. C4c thong sb lién két déng hoc cua cic khang thé
don dong khang activin A khéc nhau dugc thé hién trong céc bang tir 3 dén 10. (NB =

khong quan sét duge su lién két trong didu kién thi nghiém duoc st dung; NT = khong

tht nghi€ém).
Béng 3: Dic trung lién két ctia khang thé khang activin A véi activin A &
nhiét d§ 25°C
Khéng thé ;:ngcn %étmgAi?r ActivinA- L oMSY] k6 | Koo |
(RU + SE) 20nM (RU) (phut)
H4H10423P | 86,2 +0,7 19,4 3,33E+06 | LOS9E-04 | 3,26E-11 | 106,4
H4H10424P 337 82 3,14E+06 | 7,19E-04 | 2,29E-10 16
H4H10426P 81 23 1,18E+07 | 7,00E-04 | 5,95E-11 16
H4H10429P | 1152+1 24,9 7,82E+06 | 6,39E-05 | 8,17E-12 | 180,8
H4H10430P | 90,3 +4,2 19,4 4,75E+07 | ,67E-04 | 3,52E-12 69
H4H10432P2 | 109,6 + 1,2 20,7 1,57E+07 | 5,00E-05 |<3,18E-12| 2231
H4H10433P2 102 16 1,42E+07 | 5,77E-04 | 4,06E-11 20
H4H10436P2 | 113,6 +£0,6 23,2 8,85E+06 | 1,68E-04 | 1,90E-11 68,7
H4H10437P2 167 30 1,58E+07 | 2,13E-03 | 1,34E-10 5
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Khéng thé {fggf bt Q‘é AcVInA- 1 eyl e | Koo | 02

(RU+SE) [20nM (RU) (phtit)

HAH10438P2 | 124 25 | 1,20B+07 |5,88E-04 | 4,92B-11 | 20
HAH10440P2 | 792+0,7 | 12,9 |3,76E+06 |9,28E-05 | 247B-11 | 124.5
H4H10442P2 | 1393+1 | 31,3 |1,108407 | 5,00E-05|<4,55E-12| 2231
H4H10445P2 | 149 43 |2,.40E+06 | 5,00E-05 |<2,08E-11| 2231
HAH10446P2 | 104,6+0,7 | 24,1 | 1,20E+07 | 5,00E-05 |<3.88E-12| 2231
HAH10447P2 | 164 43 |236E+06 | 5,00E-05 |<2,12B-11| 2231
HAH10448P2 | 244 64 |476E+06 | 5,00E-05 |<1,05B-11| 2231
H4H10452P2 | 191 55 | 4,69E+06 | 5,00E-05 |< 1,07E-11| 2231
H4H10468P2 | 93 0,1 21,7 | 7,86E+06 | 5,00E-05 |<636E-12| =231
H2aM10965N | 393 76 | 1,48E+06 | 1,10B-03 | 7.45B-10 | 10
Déiching1 | 84,7403 | 159 |7.26E+06|9,92E-05| 137E-11 | 1164

Déi véi cac gid tri k,; dugc in nghiéng, khong quan sat thiy sy phén ly ciia chit

phan tich trong cac diéu kién thi nghiém nay, va do d6 k, dugc c¢b dinh & 5,0E-0,5s™.

Béng 4: Dic trung lién két ctia khang thé khang activin A véi activin A &

nhiét d 37°C
| Luong mAb ActivinA- .
Khéng thé  |dugc bt gitt| 200M |k M'sh| k(s | K, (Mol) 12
RU=SE) | (RU) (phut)
H4H10423P | 101+1,4 | 252 |3,95B+06| 5,00E-05 | <1,26E-11 |> 231
H4H10424P 231 58  |4,59E+06 | 3,64E-03 | 7,94E-10 3
H4H10426P 71 21 |1,61E+07| 1,98E-03 | 1,23E-10 6
H4H10429P | 150,8+5,3 | 31,4 |1,33E+07| 5,00E-05 | <3,75E-12 |> 231
H4H10430P | 109,3+1,3 | 25,0 |3,80E+07| L51E-04 | 3,97E-12 | 76,5
HAH10432P2 | 141,8+1,6 | 25,1 |[2,30E+07| 5,00E-05 | <2,18E-12 |> 231
H4H10433P2 85 12 |2,00E+07 | LO7E-03 | 5,37E-11 11
HAH10436P2 | 139,8+1,4 | 294 |1,49E+07| 5,00E-05 | <3,35E-12 |> 231
H4H10437P2 115 20 |2,04E+07 | 4,68E-03 | 2,29E-10 2
H4H10438P2 99 18 |1,87E+07| 2,38E-03 | 1,27E-10 5
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Luong mAb | ActivinA- .
Khang thé |duoc bdtgitt| 20nM |k, M'sH| kY | K, (Mol 12

RU+SE) | (RU) (phut)
H4H10440P2 | 98,6+1,1 | 153 |6,37E+06| 3,28B-04 | 5,1SE-11 | 352
H4H10442P2 | 181+2,5 40,5 | 1,44E+07| 500E-05 | <3,48E-12 |> 231
H4H10445P2 120 36 |4,33B+06 | 5,00E-05 | <1,15BE-11 |= 231
H4H10440P2 | 1372+ 1,7 | 31,5 |L54E+07 | 5,00E-05 | <3,25E-12 [= 231
H4H10447P2 126 36 |4,69B+06 | 5,00E-05 | <1,07B-11 |> 231
H4H10448P2 175 49  |7,86E+06 | 500E-05 | <636E-12 |> 231
H4H10452P2 146 43 |7,94E+06 | 500E-05 | <6,30E-12 |> 231
H4H10468P2 | 98,7+0,7 | 24,5 |1,22E+07| 5,00E-05 | <4,10E-12 [= 231
H2aM10965N 435 80  |2,35E+06| 4,15E-03 | L77E-09 3
Déiching 1 | 93,9+0,7 18,0 |8,99E+06| 500E-05 |<5,56E-12 |> 231

Déi vé6i cac gia tri k; duge in nghiéng, khéng quan st thdy su phan ly cua chit

phén tich trong céac diéu kién thir nghiém nay, va do do &, dugc cb dinh & S,OE-O,Ss'l.

Béng 5: Dic trung lién két cia khang thé khang activin A véi activin B &

nhiét d§ 25°C
| Lugng mAb | S0nM Ag. t
Khéang thé | duoc bt gitt |dwoc lien két| £, M'sY) | k(s | K, (Mol) 2
RU+SE) | Ry (phut)

H4H10423P | 83,1+0,6 47 | 4,89E+05 | 3,02B-02 | 6,18E-08 | 04
HAH10429P | 1123+0,7 | 264 | 3,49E+06 | L31E-02 | 3,75B-09 | 0,9
HAH10432P2 | 104,4 + 1,8 5,1 NB NB NB NB
H4H10436P2 | 110,8+3,9 | 32,8 | 9,52E+06 | 5,28E-04 | 5,54E-11 | 21,9
H4H10440P2 | 75,7 0,8 18,8 | 1,06E+06 | 1,16E-03 | LO9E-09 | 10,0
HAH10442P2 | 136 +0,7 3,4 NB NB NB NB
H4H10430P | 88 0,5 3,9 NB NB NB NB
H4H10446P2 | 101,5 0,4 3,6 NB NB NB NB
H4H10468P2 | 92,5 +0,2 6,2 NB NB NB NB
Péiching 1 | 84,1+0,3 6,4 NB NB NB NB

Bang 6: Dic trung lién két ctia khang thé khang activin A véi activin B & nhiét do 37°c
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Lugng mAb | 50nM Ag ¢
Khéng thé | dwoc bit giir | duwoc lien két |k, M's™)| k(s | K, (Mol) 12
(RU + SE) (RU) (phut)

HAH10423P | 96+ 1,2 4,4 NB NB NB NB
H4H10429P | 142,8 +1,3 25,3 3,43E+06| 3,43E-02 | 9,98E-09 | 0,3
H4H10432P2 | 134,1 £ 1,7 5,1 NB NB NB NB
H4H10436P2 | 132+ 1,4 38,1 9,78E+06| 1,36E-03 | 1,39E-10 | 8,5
HAH10440P2 | 94+4,5 20,9 1,28E+06| 4,19E-03 | 3,29E-09 | 2,8
H4H10442P2 | 173,1 £ 1,4 4,4 NB NB NB NB
H4H10430P | 105,8 + 1,3 3,6 NB NB NB NB
H4H10446P2 | 131,4+ 1,2 3,8 NB NB NB NB
H4H10468P2 | 95,5+ 1 3,4 NB NB NB NB
Péichimg 1 | 90,2+0,9 2,7 NB NB NB NB

Béng 7: Pic trung lién két ciia khang thé khang activin A véi activin AB & nhiét do

25°C
| Luong mAb | 50nM Ag ¢

Khang thé | duoc bit gitt | dwoc lién [k, M'sD| k™) | K, Mol) | 2

(RU + SE) | két (RU) (phut)
H4H10423P | 81,3 %0,5 14,7 |6,13E+05 | 2,03E-02 | 3,31E-08 | 0,6
H4H10429P | 110,7+0,5 | 40,0 |4,53E+06| 1,03E-04 | 2,28E-11 | 111,7
H4H10432P2 | 101,2+1,6 | 383 |4,00E+06| 2,27E-03 | 5,68E-10 | 5,1
H4H10436P2 | 107,503 | 282 |7,66E+06| 2,61E-04 | 3,41E-11 | 442
H4H10440P2 | 73,704 | 155 |2,97E+06| 5,26E-04 | 1,77E-10 | 22,0
HAH10442P2 | 133,3+0,6 | 34,6 |5,53E+06| 1,77E-03 | 3,20E-10 | 6.5
H4H10430P | 86,9+0,5 | 33,0 |1,17E+07|2,17E-04 | L85E-11 | 53,3
HAH10446P2 | 99,804 | 31,9 |4,99E+06| 4,06E-03 | 8,15E-10 | 2.8
HAH10468P2 | 92,1£0,2 | 34,7 |3,76E+06| 2,09E-03 | 5,56E-10 | 5,5
Péiching 1 | 83,5+0,6 | 31,1 |3,44E+06| 2,83E-04 | 8,22E-11 | 40,9

Bang 8: Dic trung lién két ctia khang thé khang activin A véi activin AB & nhiét do
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37°C

7 Luong ’mAb 50nM ty
Khéng thé | duoc bét gifr z?igé fﬁ;’f MY kD | K, Mol) bt

RU=SE) | (RU)

H4H10423P | 90,8+1,2 | 21,7 |8,80E+05 |2,13E-02| 2,42E-08 | 0,5
H4H10429P | 137,712 | 50,0 |6,47E+06 |4,88E-04 | 7,55E-11 | 23,6
H4H10432P2 | 127,7+1,3 | 44,4 |540E+06 |5,92E-03 | L,I0E-09 | 2,0
H4H10436P2 | 126,8+0,8 | 33,9 | 1,03E+07 |4,58E-04 | 4,43E-11 | 25,2
H4H10440P2 | 88,9+1,7 | 17,7 |520E+06 | L63E-03 | 3,14E-10 | 7,1
H4H10442P2 | 166,5+1,7 | 45,9 |9,17E+06 |4,25E-03 | 4,64B-10 | 2,7
H4H10430P | 101,6+1,2 | 41,0 | LOIE+07 |5,41E-04 | 5,35B-11 | 21,3
H4H10446P2 | 126,6 + 1,2 | 41,5 |6,08E+06 |8,17E-03 | 1,34E-09 | 1,4
H4H10468P2 | 92,2+0,8 | 34,5 |5,03E+06 |4,43E-03 | 8,80E-10 | 2,6
Dbiching 1 | 86,4+0,6 | 29,3 |3,77E+06 |7,38E-04 | 1,96E-10 | 15,7

Bang 9: Pic trung lién két cta khéng thé khéng activin A véi activin AC & nhiét do

25°C
, x Luong va‘? Asgogllllclwc -1 A tin
Khéang the dg{ylcj bia‘g g)u lien két k,(M7s7)| ky(s7) | Kp,(Mol) (phit)
RU)
H4H10423P | 79,9 +0,4 -0,8 NB NB NB NB
H4H10429P | 108,9+0,5 | 28,0 | 9,13E+05 | 9,10E-05 |9,97E-11| 126,9
H4H10432P2 | 101,6 £0,7 | 34,9 | 6,29E+05 | 1,87E-03 |2,98E-09| 6,2
H4H10436P2 | 106,7+0,4 | 30,1 | 6,98E+05 | LL56E-03 |2,24E-09| 7,4
H4H10440P2 | 73,5+0,4 11,8 | 5,13E+05 | 2,27E-04 |4,42E-10| 50,8
H4H10442P2 | 132,5 43,1 18,6 | 1,31E+06 | 2,05E-03 | ,S7TE-09 | 5,6
H4H10430P | 85,1 +0,3 23,6 | 1,23E+06 | 1,09E-02 |8,86E-09| 1,1
H4H10446P2 | 96,9 + 0,5 12,6 | 1,04E+06 | 1,22E-02 | L18E-08 | 0,9
H4H10468P2 | 91,4 +0,3 17,2 | 7,98E+05 | 5,92E-03 |7,41E-09| 2,0
Péiching 1 | 82,5+0,3 22,3 | 5,58E+05 | 2,25E-03 |4,03E-09| 5,1
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Béng 10: Dic trung lién két ctia khang thé khang activin A v6i activin AC & nhiét do

37°C
. 2 LuqnngAE) ASgOgLIIIOC 11 1 tin
Khéang thé dgg{(} iag %1)11 litn ké ¢ k,(M's™) | ks(s7) | K, (Mol) (phit)
RU)

H4H10423P | 859+1,1 0,0 NB NB NB NB
H4H10429P | 132,6 +1,2 | 35,7 1,34E+06 |6,20E-04 |4,62E-10| 18,6

H4H10432P2 | 123,8+ 1,4 | 34,6 | 7,22E+05 |9,02E-03 | E25E-08 | 1,3

H4H10436P2 | 1229+ 1,3 | 32,6 | 8,81E+05 |3,31E-03|3,75E-09| 3,5
H4H10440P2 | 86,6 2,7 13,3 | 7,18E+05 |7,55E-04 | LOSE-09 | 15,3
H4H10442P2 | 160,1+1,5 | 214 1,46E+06 |5,99E-03|4,10E-09| 1,9
H4H10430P 96,8 £ 1 25,3 1,20E+06 |2,00E-02 | L67E-08 | 0,6

H4H10446P2 | 120,3+1 14,4 | 9,59E+05 |2,16E-02|2,25E-08| 0,5
H4H10468P2 | 88,4 +0,8 10,7 | 7,19E+05 |1,24E-02 | 1,73E-08 | 0,9
Déichimg 1 | 83,2+0,9 15,6 | 6,51E+05 |6,52E-03 | EOOE-08 | 1,8

Nhur duge thé hién trong céc Bang 3 va 4, khang thé khang activin A theo sang ché
lién két v6i activin A vé6i chi s6 Kp nim trong khoang tir nhé hon 3,18pM (tirc 1a
<3,18E-12) dén 745pM (tirc 1a 7,45E-10) & nhiét d6 25°C va véi chi s Kp ndm trong
khoang tir nhé hon 2,18pM (tirc 13 < 2,18E-12) dén 1,770M (1,77E-09) & nhiét do 37°C.
Nhu dugc thé hién trong cic Bang 5 va 6, mot sb khang thé khang activin A (tirc 13
H4H10432P2, H4H10442P2, H4H10430P2, H4H10446P2, va H4H10468P2) khong c6
su lién két c6 thé xac dinh dugc vai activin B & nhiét d 25°C hogic 37°C. Mt sé khang
thé c6 su lién két c6 thé x4c dinh dugce véi activin AB véi chi s Kpnim trong khoang tir
18,5pM (tirc 1a 1,85E-11) dén 33,1nM (ttc 1a 3,31E-08) & nhiét d§ 25°C (Bang 7) va tur
44,3pM (tac 1a 4,43E-11) dén 24,2nM (tirc 12 2,42E-08) & nhiét 46 37°C (Bang 8). Mot
s6 khang thé c6 su lién két c6 thé xé4c dinh duoc véi activin AC véi chi sé Kp ndm trong
khoang tlr 99,7pM (tirc 14 9,97E-11) dén 11,8nM (tuc 12 1,18E-08) & nhiét do 25°C
(Bang 9) va tir 462pM (tirc 14 4,62E-10) dén 22,5nM (tirc 12 2,25E-08) & nhiét do 37°C
(Bang 10). Ngoai ra, khong khang thé khang activin A dugc thir nghiém nao theo sang

ché c6 sy lién két c6 thé xac dinh dugc véi inhibin E (dit liéu khong dugc thé hién).

Vi du 4. su lién két ciia khdng thé vdi cdc thanh vién th udc ho TGF-beta dwoc xdc
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dinh biang phwong phdp cong hwéng plasmon bé mdit

Céc khang thé mAb khéng activin A dugc thir nghiém vé kha ning phan ung lién
két chéo v&i nhom cac thanh vién thudc ho TGF-beta. D& thir nghiém lién két, thiét bi
Biacore 4000 dugc st dung. Khang thé H4H10429P, H4H1043 0P, H4H10436P2,
FI4H10442P2, HAF110446P2; khang thé d6i chimg 4 (protein c6 viing ngoai bao hoa tan
ActR2B dugce tao ra ¢6 dudi Fe ctia IgG1 diu C cua nguoi (ActR2B-hFc; trinh ty nhan
biét s6 227)); va khang thé dbi chirng isotyp dwoc bt giit trén chip cam bién sinh hoc
Biacore CM4, chip nay trudc hét dwoc tao din xuit bing cach lién két amin véi khang
thé don dong ctia chudt khang Fc ciia ngudi (GE, Catalog# BR-1008-39). T4t ca cé4c thir
nghiém lién két trén thiét bj Biacore duoc thir nghiém trong dung dich dém thit nghiém
HBS-T (0,01M HEPES, d¢ pH=7,4, 0,5M NaCl, 3mM EDTA, 0,5mg/ml albumin huyét
thanh bo, 0,05% thé tich chit hoat dong bé mat P20). Cac phdi tir 12 thanh vién cta ho
TGF-beta cia nguoi 1a san phém cua R&D systems (Activin A, #338-AC; activin B,
#659-AB; activin AB, #1066-AB; activin AC, #4879-AC; BPM2, #355-BM; hBMP4,
#314-BP; hBMP6, #507-BP; hBMP7, #354-BP; hBMP9, #3209-BP; hBMP10, #2926-
BP; hGDF8, #788-G8; hGDF11, #1958-GD). T4t ca c4c thir nghiém lién két dugc thuc
hién & nhiét d6 37°C. Mic do bit gitt nim trong khoang tir 60 - 200 don vi cong hudng
(resonance unit: RU) d4 thu dugc dbi v6i mdi khang thé hodc thy thé hoa tan. Cac phéi
tt thudc ho TGF-beta duge bom trén bé mit khéng thé d3 bét gilt & nc‘Sng d6 nim trong
khoang tlr 3,1nM d&n 200nM. Chi s6 lién két ctia c4c mAu phén tich 200nM dugc thé
hién trong Bang 11.

Béng 11: Sy lién két ctia khéng thé don dong khang activin A v6i phéi tir thudc ho TGF-

B cia ngudi & nhiét 4o 37°C

Phén tng lién két (sb don vi cong hudng) ciia 200nM ph01 t thudc ho
TGF-beta dugc tiém trén bé mit cam bién khang thé dugc bét gitt
Phéity | o= o e o —“S4 g
thudc ho T = & i = % - 9 3 g g a
TGF-beta | = =S = o =) ® BT G S R o
) = B Ve 'S ' o p 5P = 2 o
dugcthlr | 3 = o NS o AN == I <
nghiém o o 3 3 3 a R & H S
Activin A | 56,8 | 69,1 56,5 63,9 53,2 67,6 70,9 -0,1
Activin B | 51,5 0,4 60,1 -1,8 2,6 0,3 68,0 1,9
Activin AB| 76,5 | 95,0 54,3 65,2 66,7 | 102,0 | 59,5 -0,1
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Phén tng lién két (s6 don vi cong huong) cua 200nM ph01 t thudc ho
TGF-beta dugc tiém trén bé mit cam bién khang thé duoc bét gitr

Phéity | - o o e = | =%d s
thugcho | & - % % % A S5 a
TGF-beta | = = o = = ®° k= S g ® =

5 5 & = N S PEPE Za
dugc the | R @ X S > QO FEERES

nghigm | '© ~ S 3 S Qe 43

Activin AC| 43,1 | 34,8 55,6 14,2 15,2 32,5 59,4 -0,1

hBMP2 3,6 -1,7 14,9 -2,3 3,3 -4,0 36,9 -1,0
hBMP4 1,1 -0,6 19,3 -0,7 0,8 -0,5 26,4 0,4
hBMP6 4,6 5,7 4,0 1,1 5,3 4,8 86,3 5,1
hBMP7 9,2 6,4 13,6 L5 5,7 4,5 64,2 4,3
hBMP9 | 334 | -0,6 11,7 0,0 -0,3 -0,1 32,3 -1,0
hBMP10 | 32,4 0,3 22,5 -0,7 0,5 0,0 34,2 0,3

GDF8 -0,4 | -0,1 -0,5 0,5 0,7 -0,1 25,8 0,5

GDF11 1,6 3,0 0,0 1,0 1,8 3,3 24,2 3,0

Phén tmg lién két quan sat dugc cua cac khang thé khang activin A dugc bt gift
v6i cac phéi ik thudc ho TGF-beta dugce tiém & ndng do 200nM c6 thé duoc so sanh v6i
phan tng lién két cia khang thé d6i chimg 4m (mAb dbi chimg isotyp), ddy 1a thuée do
mitc do lién két khoéng dic hidu & muc nén, va duge so sanh véi phan tng lién két cta
ActR2B-hFc, protein ndy dugc quan st 13 lién két v6i toan bd nhoém céc thanh vién
thugc ho TGF-beta dugc thir nghiém va do d6 dung lam protein lién két phédi to dbi
chimg dwong (Bang 11). Tir viéc so sénh ndy, da phat hién dugc ring mot sé khang thé
(vi du, H4H10430, H4H10442, H4H20446) lién két v6i activin A, activin AB, activin
AC nhung khong lién két dang ké véi activin B hoic véi cac phdi tit BMP hodc GDF.
Cling d4 phat hién dugc rang mot sé khang thé lién két v6i kha nang phan ting chéo rong
hon véi céc phéi tir thude ho TGF-beta khac. Vi du, H4H10429P lién két dang ké véi
activin A, activin B, activin AB, activin AC va c& v6i BMP9 va BMP10. H4H10436P2
lién két déng ké véi activin A, activin B, activin AB, activin AC, BMP2, BMP4, BMP7,
BMP9, va BMP 10. Tt céc dit lidu nay, da thdy réng cac khéng thé ¢6 d dic hiéu lién
két khac nhau véi cac phéi tt thudc ho TGF-beta c6 thé thu duge sau khi tao mién dich

cho chudt bang phéi tir activin A.

Vi du 5. Phén tich khé ning canh tranh chéo ciia khdng thé khang activin A
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Thr nghiém vé kha nang canh tranh chéo dugc thuc hién dé danh gia kha ndng cua
nhém gdm 9 khang thé (H4H10446P2, H4H10468P2, H4H10442P2, H4H10423P,
H4H10430P, H4H10429P, H4H10432P2, H4H10436P2 va H4H10440P2) canh tranh
v6i nhau dé lién két voi activin A cta ngudi. Hai khang thé d6i ching isotyp va hai
khang thé khang activin A d6i chimg, khang thé d6i ching 1 (khang thé khang activin A
clia ngudi ¢6 trinh ty ving bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe "A1" nhw néu trong US
8,309,082) va d6i chitng 3 (MAB3381, san phim ctia R&D Systems, Inc., Minneapolis,
MN) ciing dugc sir dung trong thir nghiém nay. T4t ca cac thir nghiém duge thuc hién &
nhiét 6 25°C véi téc d6 lic dia vi chudn 12 1000 vong/phut trong dung dich dém Octet
HBST (0,01 M HEPES, d pH=7,4, 0,15M NaCl, 3 mM EDTA, 0,05% thé tich chét
hoat dong bé mit P20, 0,Img/ml BSA) theo hudng din cia nha san xuét (ForteBio
Corp., Menlo Park, CA). N6i mot cach nge’in gon, mot lugng khang thé khang activin A
dé tao ra phan tmg lién két bang khoang 1,8nm dugc bét giit vdo céc dau clia cam bién
Octet d4 pht khéng thé khang Fc ctia ngudi (Fortebio, # 18-0015) bang cach nhiing cic
dAu nay trong 5 phut trong dung dich chtra 10pg/ml mdi khang thé khang activin A. Céc
vi trf lién két khang thé khang hFc con lai bat ky trén cac dau ndy dugc phong bé bing
cach 1 cac dau nay trong dung dich chira 50ug/ml khang thé khong thich hop trong 5
phtt. Sau d6, cac ddu cam bién nay dwoc nhung trong cac 15 chira dung dich activin A
50nM (R&D Systems, # 338-AC/CF) da duoc lién két truée voi 1pM khang thé khang
activin A thi hai. Su lién két ctia khang thé khang activin A tht hai /dung dich activin A
v6i dAu cam bién d4 duoce phu khang thé khang activin A duoc theo ddi trong 5 phut &
tbc do 1000 vong/phut. Phan tng lién két phirc chit mAb/activin A véi ddu cam bién
duoc phi khéng thé khang activin A dugc so sanh va tinh canh tranh/khéng canh tranh
ctia cAc khang thé don dong khang activin A khac nhau dugc xac dinh. Két qua dugc thé
hién trén Fig.1.

Trén Fig. 1, c4c phan Gng lién két canh tranh dugc thé hién béng cach t6 mau den
hodc mau xdm nhat va cho thdy ring cac cip khang thé twong tmg canh tranh v6i nhau
8 lién két véi activin A. C4c 6 mau x4m nhat c6 phong chit mau den thé hién phéan tng
lién két tw canh tranh gitra cac khang thé giéng nhau. C4c 6 mau den c6 phong chit mau
trang thé hién céc khéng thé canh tranh dé lién két v6i activin A theo ca hai hudng,
khong phu thudc vao bac cia lién két. Cac 6 mau xam d4m c6 phong chit mau den thé

hién két qua ctia khang thé d6i chimg isotyp (tirc 14 khong lién két), cho thdy khong co
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su lién két cua khang thé dbi chimg isotyp véi phitc chit khang thé khéng activin
A-activin A (khi khang thé d6i ching isotyp dwoc lién két véi dau cam tmg Octet) hodc
khong c6 sy lién két ctia khang thé ddi chimg isotyp v6i activin A (khi khéng thé dbi
chimg isotyp are dugc sir dung 1am khang thé thir hai trong céc 16 chira activin A). O
mau tréng ¢6 phong chit mau den thé hién khong c6 su canh tranh giita cdc khéng thé,
didu nay goi y khang thé c6 cac epitop lién két khac biét trén activin A.

Bén khang thé 13 H4H10446P2, H4H10468P2, H4H10442P2, va H4H10423P,
canh tranh hai huéng véi nhau dé lién két véi activin A. Ngoai ra, bbn khang thé nay
khong canh tranh lién két v6i khang thé ddi chiing 1 hogic khéng thé d6i ching 3. Ba
trong sb bbdn khang thé khang activin A nay 14 H4F110446P2, FI4H10468P2, va
H4H10442P2 khong canh tranh chéo véi cac khang thé activin A con lai bt ky. Mdt
trong s bdn khang thé nay (F14H10423P) ciing canh tranh hai huéng véi FI4H10430P
d8 lién két v6i activin A. Nam khang thé 13 H4H10430P, H4H10429, H4H10432P2,
H4H10436P2, va H4H10440P2 canh tranh hai huéng véi nhau dé lien két véi activin A,
cling nhw v6i khang thé dbi ching 1 va d6i chitng 3. Bén trong s6 nim khang thé nay
(tirc 1a H4H10429, H4H10432P2, H4H10436P2, va H4H10440P2) khong canh tranh
chéo véi cac khang thé activin A con lai bat ky, trong khi H4H10423P ciing canh tranh
chéo véi H4H10430P nhu néu trén.

Két qua ctia Vi du nay cho thdy ring khang thé khang activin A theo sang ché co
thé duoc chia thanh hai "nhém" khac nhau dya vao dic trung lién két epitop: nhom 1 bao
gdm H4H10423P, HAH10446P2, H4H10468P2 va H4H10442P2. Nhém 2 bao gdm
H4H10429, H4H10430P, H4H10432P2, H4H10436P2, va H4H10440P2. Ngoai ra, mot
khéng thé ciia mdi nhém, tic 12 H4H10423P va H4H10430P, canh tranh chéo v6i nhau.
Két qua cia Vi du nay goi ¥ ring khang thé thudc nhom 1 lién két vé6i cac ving trén
activin A khéc v6i khang thé thudc nhém 2.

Vi du 6. Uc ché sw hoat héa thu thé trung gian béi activin A va sw truyén tin hiéu
phikc chiit SMAD bdng khdng thé khdng activin A

Dé x4c dinh rd hon dic tinh cua khang thé khang activin A theo sang ché, thir
nghiém sinh hoc dugce phét trién dé phat hién su hoat héa thu thé activin typ ITA va IIB
(ActRIIA va ActRIIB tuong (mg) va sau d6 phosphoryl héa va hoat hoéa thu thé activin

typ L. Sw trong tac gitta ActRIIA va ActRIIB va activin dén t6i sw cAm g céc qué trinh
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khéc nhau ciia t& bao bao gdm diéu hoa qu4 trinh sinh trudng, di cin té bao ung thu va
biét hoa té bao gbe ctia phoi (Tsuchida, K. et al., Cell Commun Signal 7:15 (2009)). Su
phosphoryl héa va hoat héa thu thé typ I nay din t6i sy phosphoryl héa cac protein
SMAD 2 va 3, céc protein nay tao thanh phirc chit SMAD hoat hoa dan tGi su diéu hoa
phién m3 gen.

Dé phat hién sy hoat héa con dwdng truyén tin hiéu phirc chit SMAD thong qua su
lién két ciia activin v6i thy thé activin typ I, dong té bao sacom co van A204 ciia ngudi
(ATCC, # HTB-82) dugc chuyén nhiém plasmit chita gen théng bio Smad 2/3-
luxiferaza (CAGAXI2-Luc; Dennler, 1998) dé tao ra dong t& bao A204/CAGAx12-Luc.
Té bao A204/CAGAXxI2-Luc dugc duy tri trong McCoy’s 5A (Irvine Scientific, # 9090)
c6 bd sung 10% huyét thanh bao thai bd (fetal bovine serum: FBS),
penixilin/streptomyxin/glutamin va 250 pg/ml G418. Pé thir nghiém sinh hoc, t& bao
A204/CAGAXxI2-Luc dugc céy vao céc dia thir nghiém c6 96 16 & mat d6 10000 té
bao/16 trong moi trudng nghéo huyét thanh, 0,5%FBS va OPTIMEM (Invitrogen,
#31985-070), va & & nhiét do 37°C va 5% CO, qua dém. Dé xac dinh dap tmg liéu phdi
tu, activin A (R&D Systems, #338-AC), activin B (R&D Systems, #659-AB), activin
AB (R&D Systems, #1066-AB) va activin AC (R&D Systems, #4879-AC/CF) dugc pha
losing hang loat & ty 1€ 1:3 tir 100 dén 0,002nM va bd sung véo té bao bang cach bit dau
vOi mau déi ching khong chira activin. Activin A, activin B, activin AB, va activin AC
dugc quan sat 1a hoat héa dong té bao A204/CAGAxI2-Luc v6i EC50 biang 99pM,
47pM, 19pM, va 4,4nM tuong tmg. Dé x4c dinh tic dung trc ché, khang thé dwoc pha
loding hang loat & ty 18 1:3 bat dau tir 100 dén 0,002nM, 1000 dén 0,02nM, hodc 300 dén
0,005nM bao gdbm ca mau dbi chimg chira khang thé dbi chung isotyp thich hop hodc
khong chira khang thé va dugc bd sung vao té bao voi ndng d6 khong dbi 1a 100pM
activin A, 50pM activin B, 30pM activih AB hoic 4nM activin AC. Khang thé dbi
chitng 4 (ActRIIB-hFc; trinh tw nhan biét s6 227) ciing dwoc st dung 1am khang thé dbi
chitng phong bé duong trong thir nghiém ndy. Sau khi 0 trong 5,5 gi¢ ¢ nhiét d6 37°C va
5% CO,, co chit OneGlo (Promega, # E6051) duoc bd sung vao va sau do6 hoat tinh
luxiferaza dugc phat hién bing cach st dung thiét bi Victor X (Perkin Elmer). Két qua
dugc phan tich bang cach st dung phwong phap hdi quy khong tuyén tinh (logic 4 thong
s8) bang chwong trinh phdm mém Prism 5 (GraphPad).

Nhu dugc thé hién trong Bang 12, khang thé khang activin A theo sang ché c6 tac
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dung trc ché 100pM activin A v6i ICso ndm trong khoang tir 39pM dén 3,5nM, trong khi
khang thé dbi chting 1 c6 tac dung trc ché véi ICs, bang 83pM. Mot nhém nhé khéang thé
khang activin A theo sang ché dugc thir nghiém vé tac dung (e ché activin B, AB, va
AC. Bbn trong s6 9 khang thé dugc thir nghiém c6 tac dung e ché 50pM activin B véi
ICso ndm trong khoang tir 130pM dén 100nM. Nam khéang thé theo sang ché duoc thir
nghiém vé tac dung trc ché activin B chi rc ché & ndng d6 khang thé cao, trong khi
khang thé dbi ching 1 khéng c6 tac dung tc ché activin B ¢6 thé xac dinh duoc. Tam
khang thé theo séng ché dugc thir nghiém c6 tac dung tc ché 30pM activin AB véi ICs
nam trong khoang tir 100pM dén 8,2nM, trong khi khang thé dbi chiing 4 ¢6 tac dung trc
ché v6i ICs, bang 540pM. Mot khang thé 1a H4H10423P chi c6 tac dung trc ché yéu dbi
v6i activin AB. 7 trong s 8 khang thé dugc thir nghiém c6 tac dung trc ché 4nM activin
AC v6iICso ndm trong khoang tir 580pM dén 6,5nM, trong khi khang thé déi chimg 4 c6
tac dung e ché voi ICsq bang 1,1nM. Mot khang thé 1a H4H10423P khong c6 tac dung
trc ché dbi v6i activin AC. Ca hai d6i chimg 4m 13 IgG cta chudt (d6i chimg isotyp
mlgG) va IgG ctia nguoi (d6i ching isotyp hlgG) déu khong tre ché sy hoat héa cac thu
thé nay bai phéi tir.

Bang 12: Uc ché activin A, activin B, activin AB, va activin AC bang khang thé khang

activin A (ICso [M])
Nong gg’ikhé’ng Activin A Activin B Activin AB | Activin AC
Khang thé
H4H10423P 2,0E-10 Uc ché yéu | Khdng trc ché
H4H10424P 7,6E-10
H4H10426P 2,3E-10
H4H10429P 1,6E-10 7,9E-08 2,9E-10 5,8E-10
H4H10430P 6,1E-11  |irc ché 4 ndng dd cao]  1,0E-10 9,3E-10
H4H10432P2 1,1IE-10  [irc ché 6 ndng dd caol  8,0E-10 2,8E-09
H4H10433P2 1,5E-10 1,0E-07
H4H10436P2 2,0E-10 1,3E-10 1,4E-10 1,3E-09
H4H10437P2 2,9E-10  [rc ché ¢ ndng do cao
H4H10438P2 2,6E-10
H4H10440P2 2,8E-10 5,2E-09 4,3E-10 7,5E-10
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H4H10442P2 5,0E-11 2,2E-09 6,5E-09
H4H10445P2 5,3B-11
H4H10446P2 47E-11 trc ché 6 ndbng do caol  8,2E-09 5,6E-09

H4H10447P2 7,8E-11

H4H10448P2 4,0E-11

H4H10452P2 5,8E-11

H4H10468P2 3,9E-11 (tc ché & n6ng dd cao 2,3E-09 3,4E-09
H2aM10965N 3,5E-09
i:?)g;}lfl‘;% Khéng trc ché
.Dﬁi ching Khong trc ché Khéng e ché Khong e ché | Khong trc ché
isotyp hlgG
Péi chimg 1 8,3E-11 Khong tic ché 5,4E-10 1,1E-09

Thtt nghiém sinh hoc sir dung t& bao A204/CAGAxI2-Luc ciing c6 thé duge kich
thich bing GDF8 (R&D Systems, Cat # 788-G8/CF ) va GDF11 (R&D Systems, Cat #
1958-GD-010/CF). Dé thit nghiém tac dung trc ché chirc nang ciia céc phéi tir nay bing
khéng thé khéng activin A, thir nghiém nay dugc thuc hién bing cach sir dung didu kién
dugc md ta & trén nhung dung GDF8 hodc GDF11 thay cho phéi tr hoat hoéa, thu duoc
EC;s) bing 188pM va 84pM tuong {ing. Trong thit nghiém nay, sw hoat hoa boi ndng do
khéng dbi 14 0,50nM GDF8 hozic 0,40nM GDF11 dugc trc ché hoan toan bing khang thé
dbi ching 4 v6i ICso bing 298pM va 214pM tuong Gng. Khi st dung ndng do phéi tir
khong dbi giéng hét nay, khong quan sat duge tac dung tic ché GDF8 hoic GDF11 boi
céc khang thé khang activin A 1a H4H10446P2 va H4H10430P, dugc thi nghiém &
ndng d6 khang thé 1én t6i 100nM. Vao mdt ngay khéc, cac khang thé khéng activin A 1a
H4H10429P va H4H10436P2 dugc thir nghiém vé tac dung e ché trong thir nghiém
nay khi c6 mit ndng d6 khong dbi 1a 250pM GDF8 hodc 250pM GDF11, va khéng quan
sat thdy tac dung trc ché sau khi 0 té bao véi khang thé khang activin A thir nghiém &
ndng 6 toi 150 nM; chi GDF8 va GDF11 trong thir nghiém nay cé ECs, trong (ng 1a
124pM va 166pM. Cac dit liéu ndy cho thy ring cac khang thé khang activin A 1a
H4H10446P2, H4H10430P, H4H10429P va H4H10436P2 khéng trc ché chirc ning ciia
GDFS8 hoiac GDF11.

Vi du 7. Kich thich tinh trang phi dai co xwong bang cdch sit dung khdng thé khing

activin A
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Tinh trang phi dai co xwong gy béi viéc sir dung chét dbi khang dic hiéu
myostatin, khang thé khang GDF8 13 H4EQ657N2 (US 2011-0293630 A1), hoic hdn
hop ctia H4H1657N2 va khéang thé khang activin A khic duge danh gid & chudt CB17
SCID. Mirc d6 phi dai duoc xéc dinh so v6i khi diéu tri bang khang thé ddi chung phi
hop isotyp. Céc thir nghiém nay ciing bao gdm viéc diéu tri bing khang thé c6 ving
ngoai bio ciia ActRIIB clia ngudi duoc tao ra véi ving Fc dau C cia IgG1 cta ngudi
(khang thé ddi chung 4, trinh ty nhan biét s6 227). Khang thé dbi chimg 4 da dwoc cho
thy & trén 13 gdy ra tinh trang phi dai co in vivo va con lién két véi va trc ché hoat tinh
ctia nhidu phéi tir thudc ho TGF-beta (Souza, TA et al. Mol Endocrinol 22:2689-702
(2008); Lee, SJ et al. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 102(50):18117-22 (2005)).

Tbng cong tam khang thé khang activin A theo sang ché va khang thé d6i ching 1
dugc thtr nghiém Kkét hop véi H4H1657N2 hodc thtr nghiém mdt minh trong tdm thi
nghiém, dugc so sdnh v6i cic nhém didu tri bing khang thé déi chung isotyp, khang thé
ddi ching 4, H4H1657N2 st dung m6t minh, hoic khang thé dbi ching 2 (khang thé
khéng activin RIIB c6 viing VH/VL ctia khang thé MOR08159 dugc md ta trong US
2010/0272734 Al). DPéi voi cac thir nghiém nay, chudt duc CB17 SCID (Taconic,
#CB17SC-M) khoang 10 tuin tudi dugc chia déu theo thé trong thanh 6 nhom gbm 5
con. Cac nhém chudt duge diéu tri trong méi thir nghiém nhu duge mé ta trong Bang 13.
Bang 13: khang thé va khang thé ddi chimg dwoc thir nghiém trong c4c thir nghiém phi

dai co in vivo

Th ~ o
.. |Céc mau dugc thir 3 Thoi gian st dung .2 T}Em glan
nghiém . Liéu 1 X Liéu 2 st dung
nghiém lieu 1 N
# lieu 2
Péi ching isotyp | 10mg/kg ngay 0, 3, va 7 8mg/kg ngay 14
H4H1657N2 10mg/kg. ngay 0,3,va7 8mg/kg ngay 14
Péi chimg 4 10mg/kg ngay 0, 3,va7 8mg/kg ngay 14
H4H10423P+ | 10mg/kg+10 8mg/kg+8m
ay 0, 3, va ay 14
1 | H4H1657N2 mg/kg ngay 0,3, va 7 okeg | "EY
H4H10432P2+ | 10mg/kg+10 8mg/kg+8m
ay 0,3, va7 ay 14
H4H1657N2 mg/kg HEay ®, 5, va gke | &Y
H4H10442P2+ | 10mg/kg+10 8mg/kg+8m
ay 0,3, va7 ay 14
H4H1657N2 mg/kg neay’s, o, va okg | MY
2 | Péichingisotyp | 10mg/kg ngay 0, 3,va 7 8mg/kg ngay 14
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Tht _ .
.~ _|Céc mau dugc thir A Thoi gian st dung A Tl}(n glatt
nghiém A Liéu 1 ‘X Liéu 2 st dung
nghiém lidu 1 i
# lieu 2
H4H1657N2 10mg/kg ngay 0, 3, va7 8mg/kg ngay 14
Péi ching 4 10mg/kg ngay 0, 3, va 7 8mg/kg | ngay 14
H4H10429P+H4 | 10mg/kg+10 ) ) 8mg/kg+8m .
0,3,va7 14
H1657N2 mg/kg ngay ™ 3, vé okg | BV
H4H10436P2+H | 10mg/kg+10 . 8mg/kg+8m .
0,3,va7 14
AH1657N2 mg/kg neay s, o, va okeg | BY
H4H10440P2+H | 10mg/kg+10 ‘ . 8mg/kg+8m|
0,3,va7 14
4H1657N2 mg/kg neays, o, va gkg | 8V
Déi ching isotyp | 10mg/kg ngay 0, 3, 7, va 14
H4H1657N2 10mg/kg ngay 0, 3, 7, va 14
Péi ching 4 10mg/kg ngay 0, 3, 7, va 14
3 | H4H10446P2+H | 1 +10 N/A
044 Omg/ke ngay 0, 3,7, va 14
4H1657N2 mg/kg
H4H10430P+H4 | 10mg/kg+10
ay 0, 3, 1, va 14
H1657N2 mg/kg neay ve
Péi chung isotyp 25mg/kg ngay 0, 3,7, va 14
H4H1657N2 10mg/kg ngdy 0, 3,7, va 14
H4H10430P 10mg/kg ngay 0, 3, 7, va 14
H4H10430P+H4 | 2mg/kg+10m
ay 0, 3, 7, va 14
4 H1657N2 g/kg ngay 0,3, 7, va N/A
H4H10430P+H4 | 10mg/kg+10
ay 0, 3, 7, va 14
H1657N2 mg/kg neay o, L va
H4H10430P+H4 | 25mg/kg+10
4y 0, 3, 7, va 14
H1657N2 mg/kg neay 5, 1, va
Péi chung isotyp | 25mg/kg ngay 0, 3, 7, va 14
HA4H1657N2 10mg/kg: ngay 0, 3,7, va 14
H4H10446P2 10mg/kg ngdy 0, 3, 7, va 14
H4H10446P2+H | 2mg/kg+10m
ay 0, 3, 7, va 14
5 | 4HI657N2 g/kg neay va N/A
H4H10446P2+H | 10mg/kg+10
ay 0, 3, 7, va 14
4H1657N2 mg/kg neay ve
H4H10446P2+H | 25mg/kg+10
4y 0, 3, 7, va 14
4H1657N2 mg/kg neay ve
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Thi ~ .
.~ |Céc mau dugc thir .2 Thoi gian st dung A thcn glan
nghiém n Liéu 1 A Liéu 2 st dung
nghiém ligu 1 A
# liéu 2
Déi ching isotyp | 10mg/kg | ngay 0, 3, 7, 14, va 21
H4H1657N2 10mg/kg | ngayO, 3,7, 14,va 2l
6 D(,n chung 4 10mg/kg | ngayO, 3,7, 14, va 2l N/A
Doi ching 1 10mg/kg | ngayO, 3,7, 14,va 21
Péi chung 1 + | 10mg/kg+10 | .
HAH1657N2 mg/kg ngay 0, 3, 7, 14, va 21
Péi chig isotyp 10mg/lcg ngay 0, 3,7, va 14
Péi chimg 4 10mg/kg ngay 0, 3, 7, va 14
7 Péi chimg 2 25mg/kg, ngay 0, 3, 7, va 14 N/A
H4H10430P+ | 10mg/kg+10
ay 0, 3,7,va 14
HA4H1657N2 mg/ke neay ve
H4H10446P2+ | 10mg/kg+10
ay 0, 3,7, va 14
H4H1657N2 mg/kg neay ve
Déi chimg isotyp 25mg/kg ngay 0,3,7,va 14
H4H1657N2 10mg/kg ngay 0, 3,7, va 14
Péi ching 4 25mg/kg ngiy 0, 3,7, va 14
? boi ching 2 25mg/kg ngay 0, 3,7, va 14 N/A
H4H10423P+ | 25mg/kg+10
ay 0, 3,7, va 14
HA4H1657N2 mg/kg neay s 5 f.va
H4H10430P+ | 25mg/kg+10
ay 0, 3,7, va 14
H4H1657N2 mg/kg neay ve

Déi véi céc thir nghiém 1-5, 7, va 8, m&i khang thé va khang thé dbi ching 4 duoc

stt dung dudi da & 1idu 10 mg/kg hai 1an trong tudn thir nghiém déu tién (ngdy 0 va 3) va

mét 1an & lidu 10 mg/kg mdi protein trong tuin thir 2 (ngay 7). Lidu cudi cung cua khéng

thé hoic khang thé déi chung 4 trong tun thir ba (ngay 14) duoc sir dung duéi da & lidu

8mg/kg ddi v6i cac thir nghiém #1 va #2 hodc & liéu 10mg/kg dbi véi céc thi nghiém tir

#3 dén #8 (Bang 13). Vao ngdy 21, chudt dugc chét ém 4i va téng thé trong ctia mdi con

chuft dugc x4c dinh. Ddi v6i thir nghiém 6, khang thé duoc st dung nhu déi véi cac thir

nghiém 1-5 trén day nhung viéc diéu tri duoc kéo dai t6i ngay 28 véi viée tiém bd sung

vao ngay 21. Co cing chan trude (TA) va co bung chan (GA) ciia mdi con chudt duoc

phau tich va can. Trong lwong md dugce chudn héa t6i thé trong ban dau, va su thay dbi
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trong lwgng trung binh theo ty 18 phan trim so véi trong lwong trung binh ctia nhém diéu
trj bang khang thé d6i ching isotyp duoc tinh. Két qua nédu tém tit trong céc bang 14 dén
21 dugc thé hién bing su ting trung binh theo ty 18 phan trim so véi nhém diéu tri bing
khang thé d6i chiing isotyp + sai s6 chudn cta gi4 trj trung binh.

Bang 14: Mirc d6 thay dbi trong lwong co va thé trong theo ty 18 phin tram so v6i nhém

diéu tri bang khang thé d6i ching isotyp, thir nghiém 1

Boi chimg | 1101 65782 | D chimg 4 H4Hlf 2 H4H13432P2 H4H13442P2

1sotyp H4H1657N2 | H4H1657N2 | H4H1657N2
Lidu | 10mgkg | 10 mgkg 10 mg/kg 1? Omn%g/{l%; 10 mrri/glflgg-l- 1010 nrfg/{f; 10
Thé trong| 0,00 £ 0,91 | 10,99 + 0,48 | 18,45+ 0,89 | 13,36 + 1,10| 12,84 £ 0,98 | 12,09 % 0,78
CoTA |0,00 1,15 | 19,54 £2,67 | 45,80 = 1,47 |32,03 +2,12| 24,83 £2,95 | 40,76 = 2,59
Co GA | 0,00 £ 0,89 | 26,46 + 3,63 | 31,91 % 1,40 |27,58 + 1,61 | 26,39 + 1,87 | 30,62 2,32

Nhu d3 thiy trong bang 14, trong thir nghiém thi nhét, khang thé di chimg 4 gay
tinh trang phi dai d4ng ké & tit ca cac co duge xét nghiém, v6i mire ting trong luong co
TA 14 45,80 £ 1,47%, va mirc ting trong lwgng co GA 1a 31,91 + 1,4% so véi chudt duoc
diéu tri bing khang thé d6i chimg isotyp. Viéc chi diéu tri bing H4H1657N2 ciing gay
phi dai & co TA (trong lugng co tang 19,54 £ 2,67%) va co GA (trong lugng co tang
26,46 + 3,63%), nhung n6 ¢ hidu qua thip hon so v6i khang thé déi ching 4. Hén hop
cua H4H1657N2 + H4H10442P2 lam tang tuong tu trong luwong co TA (40,76 £ 2,59%)
va trong lugng co GA (30,62 + 2,32%) so v&i chudt duge diéu tri bang khang thé ddi
chimg 4. Viéc diéu tri bing hdn hop cua H4H1657N2/H4H10423P va
H4H1657N2/H4H10432P2 khéng lam ting trong lwong co TA trung binh & muc bing
v6i mirc ting khi diéu tri bing H4H16757N2/H4H10442P hodc khang thé dbi chung 4.

Béng 15: Miic d6 thay dbi trong lwong co va thé trong theo ty 16 phan trim so véi

nhém diéu tri bing khang thé dbi chung isotyp, thir nghiém 2

Péi chimg , HAH10429P + HAH10436P2+ |HAH10440P2+
H4H1657N2 [Déi chimg 4
isotyp OV ™\ H4H1657N2 | HAH1657N2 | HAH1657N2
X 10 10 mg/kg+10| 10 mg/kg + 10 {10 mg/kg + 10
Liéu mke 10 mg/kg | 10 mg/kg meg/kg mg/kg me/ke
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Thé trong 0,00 +£2,53| 4,12+2,19 [11,22+1,71| 7,17 +1,57 7,89 £0,37 1,89 +1,39
CoTA 10,00 +3,59| 16,70 2,73 (43,47 £2,37| 34,14 £2,55 | 29,31 +1,59 | 14,55+2,22
Co GA 0,00+ 3,54| 18,54 £3,48 |29,24 +2,22| 26,24 £3,11 | 26,55+2,41 | 15,65 +2,66

Nhu d4 thdy trong Bang 15, trong thir nghiém thir hai, khang thé d6i chimg 4 gay
tinh trang phi dai & tit ca cac co duge xét nghiém, véi mue ting trong lugng co TA trung
binh 1a 43,47 + 2,37% va muc ting trong lugng co GA trung binh 13 29,24 + 2,22% so
v6i chudt dwoc didu tri bang khang thé dbi chimg isotyp. Trong thir nghiém nay, viéc chi
diéu tri bing H4H1657N2 ciing 1am ting trong lwong trung binh ctia co TA va co GA
(16,7 £2,73% va 18,54 + 3,48% twong tmg) so véi chudt duge diéu tri bang khang thé
ddi chimg isotyp, nhung cic mirc ting trung binh nay 13 thip hon so v6i mirc tang quan
sét dugc d6i voi nhom diéu trj bang khang thé dbi ching 4. Viée didu tri két hop bing
HAH1657N2/H4H10429P va H4H1657N2/H4H10436P2 lam ting trong lugng co TA
trung binh (34,14 £ 2,55% va 29,31 + 1,59% tuong ing) va trong luwong co GA trung
binh (26,24 + 3,11% va 26,55 + 2,41% tuong (mg), mirc ting ndy nim gifta cic mic
ting quan sat dugc d6i véi rieng H4H1657N2 hodc khang thé dbi chung 4. Hn hop
H4H1657N2/H4H10440P2 khong lam ting trong lugng co TA hodc co GA trung binh
béng v6i muc tang tao béi hai hdn hop con lai trong thir nghiém nay hoic mirc tdng tao
boi viée didu tri bang khang thé dbi chimg 4.

Béng 16: Mirc d6 thay ddi trong lugng co va thé trong theo ty 18 phin trim so v6i nhém

diéu tri bang khang thé dbi chtng isotyp, thir nghiém 3

Péi chimg £ H4H10446P2 + | H4H10430P+
isotyp H4H1657N2 | Poi chimng 4 HAH1657N2 | HALIL657ND
A 10 mg/kg +10 |10 mg/kg + 10
Liéu 10 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg me/ke me/ke
Thé trong| 0,00+2,00 | 1,43+1,14 | 18,92+3,53 | 10,90 +2,51 8,88 £1,58
CoTA | 0,00£2,13 | 14,19+3,19 | 39,90 £3,58 | 40,01 £3,67 | 28,30 +3,27
CoGA | 0,00+1,62 | 15,73 +0,58 | 34,01 £2,87 | 31,29+2,60 | 21,55+2,30

Nhu d3 thiy trong Bang 16, trong thtt nghiém tht ba, khang thé di chung 4 gay
tinh trang phi dai & tat ca cac co duge xét nghiém, v6i mirc ting trong lugng co TA trung
binh 14 39,90 £ 3,58% va muc ting trong lugng co GA trung binh 12 34,01 + 2,87% so
voi chudt duge diéu tri bing khang thé déi chimg isotyp. Viéc chi didu tri bing
H4H1657N2 cling lam ting trong luong co TA trung binh (14,19 + 3,19%) va trong
luong co GA trung binh (15,73 £ 0,58%) so véi chudt dwoc diéu tri bing khang thé dbi
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chimg isotyp, nhung cdc mirc ting trung binh ndy 1a thip hon so véi mitc ting quan sat
duoc dbi voi nhém didu tri bang khang thé dbi chimg 4. Viéc didu tri két hop bing
H4H1657N2/H4H10446P2 1am téng trong lugng co TA trung binh (40,01 £ 3,67%) va
trong lugng co GA trung binh (31,29 + 2,60%) & mirc twong duwong véi chudt dugce didu
tri bang khang thé d6i ching 4. Viéc didu tri két hop bing H4H1657N2/H4H10430P
lam tang trong lugng co TA trung binh (28,30 £3,27%) va trong lugng co GA trung binh
(21,55 + 2,30%) & mirc ndm trong khoang cac mirc ting quan sat duoc dbi voi khi chi
diéu tri bang H4H1657N2 va khi didu tri bing hdn hop H4H1657N2/H4H10446P2.
Bang 17: Mitc d6 thay ddi trong luong co va thé trong theo ty 16 phén trim so voi

nhém diéu tri bing khéng thé dbi ching isotyp, thir nghiém 4

. HAH10430P | H4H10430P | H4H10430P
Dodiching
% |H4H1657N2 [H4H10430P + + +
1S
OOP HAH1657N2 | HAH1657N2 [HAH1657 N2
3 25 2 mg/kg + | 10 mg/kg + | 25mg/kg +
Litu ) kg | 10meke | 10meke | Sopone | 10mekg | 10 meke
Thé trong (0,00 + 0,57 9,89 + 0,98 | 4,20 £ 1,00 | 14,53 +0,80| 12,61 = 1,81 |13,78 = 1,58
CoTA (0,00 3,04/21,05+2,64| 7,83 +2.74 |39,02 + 3,55 40,20 + 2,48 (44,92 + 5,70
CoGA [0,002,71(22,85£2.28| 8,86+ 1,24 |27,57 + 1.26|22.46 + 5,03 3022 + 2,97

Nhu d3 thdy trong Bang 17, trong thir nghiém thir 4, H4H1657N2 giy tinh trang
phi dai & cac co dugce xét nghiém, v4i mire ting trong lwong co TA trang binh 1a 21,05 +
2,64% va mirc tdng trong lugng co GA trung binh 13 22,85 £ 2,28% so vai chudt duoc
diéu tri bang khang thé d6i ching isotyp. Trong thir nghiém nay, viéc chi didu tri bing
H4H10430P 1am tang nhe trong lwgng co so véi chudt duoc diéu tri bing khang thé dbi
chimg isotyp nhung céc gié tri ndy 1a khong c¢6 y nghia théng ké. Viéc diéu tri két hop
bang H4H1657N2 va H4H10430P & liéu 10mg/kg va 2mg/kg tuong ng lam téng trong
lugng co TA trung binh (39,02 + 3,55%) va trong luong co GA trung binh (27,57 +
1,26%), mitc ting & co TA nay 12 16n hon so v6i muc ting quan sat dugce dbi véi khi chi
diéu tri bang H4H1657N2 hodc H4H10430P. Viéc didu trj két hop bang H4H1657N2 va
H4H10430P & lidu 10mg/kg va 10mg/kg twong tng 1am ting trong lugng co TA trung
binh (40,20 + 2,48%) va trong lugong co GA trang binh (22,46 + 5,03%), mikc ting & co
TA 12 16n hon so véi mirc ting quan sat dugc di v6i khi chi didu tri bang H4H1657N2
hosic H4H10430P. Viée didu tri két hop bang H4H1657N2 va H4H10430P & lidu
10mg/kg va 25mg/kg tuong Gng 1am ting trong lwgong co TA trung binh (44,92 + 5,70%)
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Bang 18: Mirc d6 thay dbi trong lwong co va thé trong theo ty 18 phin trim so v6i nhém

didu tri bang khang thé d6i chtng isotyp, thir nghiém 5

Béi ching H4H10446P2 | HAH10446P2 |HAH10446P2
isotyp H4H1657N2 |H4H10446P2 + + +
H4H1657N2 | H4H1657N2 |H4H1657N 2
Lidu |25mgkg| 10mgkg | 10mgkg ﬂi)“fqgiig l? omrfglf; 215(?1 nil;i;
Thé trong |0,00£1,23 | 10,94 +£1,03 | 0,29+1,33 | 14,26+ 1,45 | 12,61+ 1,26 | 16,31 +2,04
CoTA [0,00+£2,20| 25,40+ 1,35 | 3,70 £1,67 | 51,29 +4,20 | 49,64 + 4,08 | 49,79 + 5,46
CoGA [0,00£2,92| 22,82+ 1,97 | 2,70+ 1,06 | 39,24 + 3,08 | 35,56 + 3,39 | 35,14 + 3,49

Nhu d3 thdy trong Bang 18, trong thir nghiém thir 5, H4H1657N2 gdy tinh trang
phi dai & cac co dugc xét nghi€ém, véi mic ting trong lugng co TA trung binh 1a 25,4
+1,35% va mirc tdng trong lugng co GA trung binh 13 22,82 +1,97% so véi chudt duogc
diéu trj bang khang thé d6i chung isotyp. Trong thir nghiém nay, viéc chi didu tri bang
H4H10446P2 giy tinh trang phi dai co & mirc thdp v6i mic ting trong lugng co TA
trung binh 14 3,70 £1,67% va muc ting trong lwong co GA trung binh 14 2,70 £1,06% so
v6i chudt duge diéu tri bing khang thé dbi chimng isotyp. Viéc didu tri két hop bing
H4H1657N2 va H4H10446P2 & lidu 10mg/kg va 2mg/kg twong Gmg lam ting trong
lugng co TA trung binh (51,29 + 4,20%) va trong lugng co GA trung binh (39,24 +
3,08%), muic ting nay 13 cao hon murc ting quan sat dwoc dbi voi khi chi didu tri bing
H4H1657N2 hogc H4H10446P2. Viéc diéu tri két hop bang HAH1657N2 va
H4H10446P2, mdi khang thé nay & liéu 10mg/kg, 1am ting trong lwong co TA trung
binh (49,64 + 4,08%) va trong luvgng co GA trung binh (35,56 + 3,39%), mirc ting nay 1a
cao hon mirc ting quan sat dwoc dbi v6i khi chi didu tri bang H4H1657N2 hoic
H4H10446P2. Viéc diéu tri két hop bing H4H1657N2 va H4H10446P2 & lidu 10mg/kg
va 25mg/kg tuong Uing lam tang trong lugng co TA trung binh (49,79 + 5,46%) va trong
lugng co GA trung binh (35,14 + 3,49%), mic ting nay 1a cao hon muc ting quan sat
dwoc dbi véi khi chi diéu tri bing H4H1657N2 hoic H4H10446P2.
Bang 19: Mtrc d6 thay dbi trong luong co va thé trong theo ty 1€ phén tram so v6i nhom

diéu tri bing khang thé ddi chung isotyp, thir nghiém 6
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Thé trong [0,00+£0,51|17,04 £2,90| 8,92 1,26 | 3,52 0,86 15,84 £0,75
CoTA [0,00+£2,15(47,34 £2,63|17,21 £2,97| 4,54 +£2,25 30,06 +£5,51
Co GA |0,00+1,71|32,17 £3,81 (21,57 + 1,90 2,72 +1,30 30,72 £3,64

Nhu d3 thdy trong Bang 19, trong thir nghiém thir 6, khang thé d6i chimg 4 gay
tinh trang phi dai & tit ca cac co dwoc xét nghiém, v6i mirc ting trong lwong co TA trung
binh 14 47,34 £ 2,63% va murc tang trong lugng co GA trung binh 1a 32,17 + 3,81% so
v6i chudt duge didu tri bang khang thé d6i chung isotyp. Trong thir nghiém nay, viéc chi
diéu trj bing H4H1657N2 ciing lam ting trong lwong trung binh cta co TA va co GA &
muc 17,21 £2,97% va 21,57 + 1,90% tuong Gng so voi chudt duge diéu tri béng khéng
thé dbi ching isotyp, nhung c4c mirc ting trung binh nay 13 thdp hon so véi mirc tdng
quan sat dugc ddi voi nhém didu trj bang khang thé dbi chung 4. Trong thir nghiém nay,
viéc chi didu trj bing khang thé dbi chimg 1 gay tinh trang phi dai co & mirc thip voi
murc tdng trong lugng co TA trung binh 1 4,54 £2,25% va muc tang trong lvong co GA
trung binh 14 2,72+1,30% so v&i chudt dugce diéu tri bing khang thé dbi chung isotyp.
Viée diéu tri két hop bang H4H1657N2 va khang thé dbi chimg 1 & lidu 10mg/kg va
10mg/kg twong Gmg lam ting trong lugng co TA trung binh (30,06 + 5,51%) va trong
lwong co GA trung binh (30,72 + 3,64%), mic tdng ndy 1a cao hon mirc ting quan sat
dugc dbi véi khi chi diéu tri bing H4H1657N2 hogic khang thé ddi ching 1.

Béng 20: Mt d9 thay ddi trong lwong co va thé trong theo ty 16 phin trim so véi

nhém diéu tri bang khang thé dbi chung isotyp, thir nghiém 7

Poiching| .. chitng 4| D& chimg 2 | T 110430P+ | H4H10446P2+
isotyp H4H1657N2 | HAHI1657N2

Liéu 10mg/kg | 10 mg/kg | 25 mg/kg 10 H:fgjﬁ; 10] 10 n;fg;%; 10
Thé trong [0,00£0,90| 8,17 £3,30 | 19,18+ 1,75 | 10,55 +1,48 11,67 +0,98
CoTA ]0,00+2,30{34,43 +5,92| 36,75 + 3,88 | 33,13 +2,02 41,28 £2,76
CoGA 10,00+£2,01|14,86 +3,65|26,41 +3,16 | 22,82 +1,34 29,21 £2,62

Nhu d3 thiy trong Bang 20, trong thir nghiém tht 7, khéng thé d6i chimg 4 gy
tinh trang phi dai & tat ca cac co dugc xét nghiém, véi mitc tang trong lugng co TA trung
binh 1a 34,43 + 5,92% va muc ting trong lugng co GA trung binh 14 14,86 + 3,65% so
v6i chudt dugce didu trj bing khang thé ddi chimg isotyp. Trong thir nghiém nay, viéc chi
didu tri bing khang thé dbi chung 2 gy tinh trang phi dai & céc co dugce xét nghiém, vdi
muc tdng trong lugng co TA trung binh 12 36,75 + 3,88% va muc tang trong lugng co
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GA trung binh 13 26,41 + 3,16% so véi chudt duge diéu tri bang khang thé ddi chung
isotyp. Viéc diéu tri két hop bing H4H1657N2 va H4H10430P & lidu 10mg/kg va
10mg/kg twong Gng lam ting trong luong co TA trung binh (33,13 + 2,02%) va trong
lugng co GA trung binh (22,82 + 1,34%), mic ting ndy nim giita cic mirc ting quan sat
dugc d6i véi khi chi diéu tri bing ActRIIB-Fc va chi didu tri bing khang thé d6i chimg
2. Viéc diu trj két hop bang H4H1657N2 va H4H10446P2 & lidu 10mg/kg va 10mg/kg
twong Ung lam téng trong lugng co TA trung binh (41,28 + 2,76%) va trong lugng co
GA trung binh (29,21 + 2,62%)).

Béng 21: Mttc d6 thay ddi trong lwong co va thé trong theo ty 18 phin trim so v6i nhém

diéu tri bing khang thé dbi chimg isotyp, thir nghiém 8

Démhﬁng Déi chimg 4 |H4H1657N2 | i ching 2 H4Hlf 25 H4H1J? B

1sotyp H4H1657N2 |H4H1657N2

Lidu |25 mg/kg | 25 mg/lcg 10 mg/kg | 25 mg/kg Zf Onrlr%g/(l%; 215 Onllfg/{fg—i-
Thé trong | 0,00+£0,64 | 19,81 +0,90 | 8,64 + 1,30 [21,56 1,29 10,45 + 1,40 15,45+ 1,18
CoTA |0,00+2,72 | 53,74 + 5,31 |18,44 +2,30{39,90 + 1,69 | 36,33 + 3,67 | 43,83 + 1,56
Co GA [0,00+0,76 | 39,39 £ 4,56 [21; 17 £ 1,72|25,87 +2,72 28,18 + 3,11 31,24 + 1,90

Nhu d thay trong Bang 21, trong thir nghiém thir 8, khang thé dbi ching 4 gy
tinh trang phi dai & tt ca cac co dugc xét nghiém, véi mic ting trong lugng co TA trung
binh 1a 53,74 + 5,31% va mirc ting trong lugng co GA trung binh 1a 39,39 + 4,56% so
v6i chudt duge diéu tri bang khang thé déi ching isotyp. Trong thtr nghiém nay, viéc chi
diéu tri bang H4H1657N2 ciing lam tang trong lugng trung binh cua co TA va GA ¢
murc 18,44 +£2,30% va 21,17 £+ 1,72% twong Gng so v&i chudt duoc diéu tri béng khéng
thé ddi chimg isotyp, nhung cac muc ting trung binh nay 13 thip hon so véi mirc ting
quan sat duoc dbi véi nhom didu tri bang khang thé ddi ching 4. Trong thit nghi€ém nay,
viéc chi diéu tri bing khang thé dbi chiing 2 gdy tinh trang phi dai & cac co duogc xét
nghiém, v&i muc tdng trong lugng co TA trung binh 1a 39,90 + 1,69% va muc ting trong
lugng co GA trung binh 25,87 + 2,72% so v6i chudt duge diéu tri bing khang thé dbi
chung isotyp. Viéc diéu tri két hop bing H4H1657N2 va H4H10423P & lidu 10mg/kg va
25mg/kg twong Ung lam ting trong lugng co TA trung binh (36,33 £3,67%) va trong
lugng co GA trung binh (28,18 + 3,11%) so v6i chudt dwoc diéu tri bang khang thé dbi
- ching isotyp. Viéc diéu tri két hop bing H4H1657N2 va H4H10430P & lidu 10mg/kg va
25mg/kg tuong Ung lam tang trong lugng co TA trung binh (43,83 + 1,56%) va trong
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lwong co GA trung binh (31,24 + 1,90%), mirc ting ndy ndm gitra cdc mirc ting quan sat
duoc dbi v6i khi chi diéu tri bing khang thé dbi ching 4 va chi didu tri bang khang thé
d6i ching 2.

Céc thir nghiém nay cho thiy ring viéc sir dung khang thé khang activin A cing
v6i chit e ché myostatin c6 thé 1am ting hon nita tinh trang phi dai co xwong t6i mirc
cao hon dang ké so véi khi chi didu tri bing chit trc ché myostatin & liéu lvgng va tin

sut tiém dugc thir nghiém.
Vidu 8. Uc ché sw lién két véi activin A bang cdch si dung khdng thé khdng activin A

Kha ning ctia khang thé khang activin A dugc chon trc ché su twong tc ciia activin
A V6i cac thu thé ctia né 12 ActRIIB va ActRIIA, ciing nhu chét d6i khang noi sinh cua
n6 1a Follistatin dugc x4c dinh bing cach sir dung thiét bi Biacore 3000. Di véi thir
nghiém nay, khang thé d6i chung 4 (ActRIIB ctia ngudi duoc biéu hién cing véi dudi Fe
du C cta ngudi (SEQ ID:227)), ActRIIA cia ngudi dwoc biéu hién cing véi dudi Fe
dau C cua ngudi (hActRIIA-Fc; R&D Systems, # 340-R2-100), hodc Follistatin-288
(R&D Systems, #5836-FS-025) duoc lién két amin v6i bé mit cam bién Biacore CMS5.
Activin A (R&D Systems, #338-AC) ¢ ndng d6 c¢b dinh bing 5nM mdt minh hoic tron
v6i khéng thé khang activin A 13 hActRIIA-Fc, hActRIIB-Fc, hoic khang thé dbi chimg
isotyp & ndng do cudi bing 60nM (lwong du mol gip 12 14n so véi activin A) duge G &
nhiét d6 trong phong trong 1 gid. Hon hop khang thé-activin A dwoc tiém 1én bé mit
khang thé ddi ching 4 lién két amin, hActRIIA-Fc, hoic Follistatin-288 & tbc do dong
20ul/phiit. Tin hiéu lién két (RU) duge x4c dinh & thoi diém 150 gidy sau khi bit diu
tiém, va tin hidu nay dugc trir di gia tri RU do dugc ciia bé mit so sanh dbi chimg 4m dé
x4c dinh tin hiéu lién két dic hiéu. T¥ 1& phan tram lién két v6i activin A tu do trén bé
mit thy thé hodc chit dbi khang véi sy c6 mit cia mbi khang thé khang activin A dugc
tinh theo ty 1€ cia tin hiéu lién két dic hiéu quan sat dugc chia cho tin hi€u li€én két dic

hidu ctia 5nM activin A khi khéng c6 mit ctia khang thé.

Bang 22: Uc ché su lién két cta activin A véi Follistatin boi khang thé khang activin A

Bé mit follistatin-288 (3000RU bj bét gitt)-chuan héa theo activin A (% RU lién két
khi c6/khong c6 chat trc che)
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094 |73 | 77 | 79 | 76 | 97 | 78 | 120 | 83 | 172 | 156 169 | 100

1,88 |46 | 54 | 59 57 80 | 61 | 122 | 68 | 170 | 148 163 | 102

375 | 6 7 15 17 | 20 16 | 103 | 27 | 145 | 138 151 97
75 | 3 3 1 4 1 1 97 0 33 116 120 | 102
15 3 3 1 2 1 1 96 1 5 60 43 102
30 3 3 1 1 2 2 94 1 7 11 1 104
60 3 3 1 0 3 2 93 2 9 13 1 103

Nhu da thdy trong Bang 22, 6 trong s 7 khang thé khéng activin A theo sang ché
dugc thir nghiém va ca khang thé dbi chiing 1 va dbi ching 3 déu e ché sy lién két cua
actin A v6i Follistatin-288. Mt khang thé theo sang ché 13 F14H10423P khéng tc ché
su lién két ctia activin A véi Follistatin-288. Khang thé ddi chimg 4 va hActRIIA-Fc tc
ché sur lién két ctia activin A véi Follistatin-288 & ndng do cao hon.

Bang 23: Uc ché sy lién két cia activin A v6i hActRIIA-Fc boi khang thé khang

activin A

B& mit hACtRIIA-hFc (8000RU bj bét giit)-chuin héa theo activin A (% RU lién két
khi c6/khong c6 chat trc che)
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100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
094 | 114 | 111 | 81 75 | & | 75 | 112 | 82 | 207 | 236 | 276 | 109
1,88 | 114 | 115 | 62 | 52 | 66 | 55 | 114 | 66 | 190 | 222 | 266 | 112
3,75 | 95 85 19 17 19 16 | 111 | 28 | 139 | 188 | 231 | 110
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Bé miit hACtRIIA-hFc (8000RU bj bét gitt)-chuén héa theo activin A (% RU lién két
khi c6/khong c6 chat tic che)
v
S o m = Byl &
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2 o = — D — s — s ; ; a % (’: g‘
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7,50 | 105 | 94 | 3 6 1 2 | 110 | 1 | 32 | 128 | 160 | 115
15 | 113 | 108 | 2 4 1 2 | 112 ] 1 1 | 50 | 51 | 116
30 | 117 | 98 | 2 3 1 2 | 114 | 1 1 5 2 | 118
60 | 118 | 118 | 2 3 1 2 | 116 | 2 0 3 1 | 119

Nhu d4 thiy trong Bang 23, 4 trong s& 7 khang thé khang activin A theo sang ché

duoc

thir nghiém va ca khang thé d6i chimg 1 va dbi chimg 3 déu c6 tac dung trc ché su

lién két cia hActRIIA-Fc v6i activin A. Ba khang thé theo sang ché 1a FI4H10442P2,

H4FI
Khan
Fc.

10446P2, va H4F110423P khong trc ché su lién két ciia activin A v6i hActRIIA-Fe.
g thé d6i ching 4 va hActRIIA-Fc trc ché sy lién két cua activin A véi hActRIIA-

Béng 24: Uc ché sy lién két cta activin A v6i hActRIIB-Fc bang khang thé khang

activin A

Bé mit hACtRIIB-hFc (d6i chimg 4) (4000RU bi bét git)-chudn héa theo activin A
(% RU lién két khi c6/khong c6 chat tic che)
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7,50 | 103 | 95 4 7 2 3 42 2 33 113 | 130 | 107
15 | 115 | 115 3 4 2 2 42 2 2 56 51 | 110
30 | 122 | 89 3 4 2 3 41 2 1 5 3 111
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B& miit hACtRIIB-hFc (d6i chimg 4) (4000RU bj bét giit)-chuén héa theo activin A
(% RU lién ket khi c6/khdng c6 chat {rc che)
= )
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Nhu d3 thdy trong Bang 24, 4 trong s6 7 khang thé khang activin A theo sang ché
duoc thir nghiém va ca khang thé dbi chimg 1 va d6i ching 3 déu c6 tac dung trc ché sy
lién két cia activin A véi hActRIIB-Fc. Hai khéng thé theo sang ché 1a H4H10442P2 va
H4H10446P2 khong tc ché sy lién két cta activin A v6i hActRIIB-Fc. Mot khang thé
theo sang ché 1a H4H10423P c6 kha ning (rc ché mot phin sy lién két cia activin A véi
hACtRIIB-Fc & ndng d6 cao hon ctia khang thé dugc thir nghiém. Ca hActRIIB-Fc 14n
hACtRIIA-Fc déu c6 tac dung rc ché su lién két cia activin A v6i hActRIIB-Fc.

Vidu 9. Tdc dung ciia H4H1657N2 dén khoi lwong co va chit lwong tdp luyén

Tac dung cta khang thé khang GDF8 H4H1657N2 dén khéi luong co va chit
lwong tap luyén duge danh gia & chudt duc C57BL/6 nhidu tudi (19 thang tudi).

Chudt duoc chia ngiu nhién thanh bén nhém (n=6-8 con/nhém), nhém tap luyén
hoic nhém khong tap luyén st dung liéu H4H1657N2 hoic khang thé d6i ching isotyp
(10mg/kg) qua dudng dudi da, hai 1an hang tuln trong 21 ngay (6 14n tiém). Chudt trong
nhém tap luyén duoc thuc hién ché d6 tap luyén bao gdm mot phién tap luyén mot ngay,
bao gbém 20 phut tap trén cbi xay gudng Exer 6M (Columbus Instruments, Columbus,
OH) & téc d6 10m/phut v6i d6 nghiéng 5°C, ndm ngay mot tudn trong ba tuén lién tiép.
Vao cudi thoi gian diéu tri ba tuln, kha ning chiu dung dugc x4c dinh trong ca bbn
nhém st dung thir nghiém tinh trang kiét strc bing cbi xay gudng. Dit lidu duoc phan
tich bang thir nghiém ANOVA hai chiéu, sau d6 bang kiém dinh Tukey HSD. Trong
luong co dugce dua ra dudi dang trong lugng duoc chuén hoéa (tic 12 trong luong co dugc
chudn hoéa theo thé trong dugc xac dinh khi bit dau thir nghiém). Két qua dbi v6i co bén
d4u duoc dua ra trong bang 25 dudi dang mirc d6 thay dbi trong lugng co trung binh
theo ty 1& % ctia mdi nhém (& sai s& chuén ciia gi4 tri trung binh) so v6i nhém st dung

khéng thé d6i chimg isotyp.
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Béng 25: Mitc d6 thay dbi trong lugng co bbn dau

Dé&i chimg isotyp | H4H1657N2  |Khéng thé déi chung|H4H1657N2
(Khéng tap) luyén)| (Khong tép luyén) | isotyp + tép luyén | +tap luyén
Trong lugng | 5515 77 15,77 +2,73 9,85+3,57 | 17,66 +3,24
co bon dau

% thay dbi so v6i nhom st dung khéng thé dbi ching isotyp. Gia tri trung binh db SEM

duoc dua ra.

Nhu d4 thy trong Bang 25, viéc diéu trj bang H4H1657N2 1am ting dang ké khdi
lwong co bdn diu (p<0,01 c6 ¥ nghia so v6i khang thé dbi ching isotyp ddi véi ca hai
nhém st dung H4H1657N2). Su tang trong lugng co chi sau (co TA, GA) duoc théy 4]
chudt nhidu tudi c6 tap luyén (17,4%, 12,5% twong tng) va khong tap luyén (14,1%,
11,6% twong Gmg) so voi chudt st dung khang thé d6i ching isotyp. Su ting nhe trong
lwong co dugce quan sét gifta cac chudt nhidu tudi co tap luyén va khéng tap luyén duge
str dung khang thé dbi chung isotyp, nhung su ting nay 14 khong c6 y nghia théng ké
(Bang 25).

Téac dung ctia viéc diéu tri béng H4H1657N2 dbi v6i kha nang chiu dung tip luyén
cling dugc kiém tra & chudt dyc C57BL/6 19 thang tubi (Bang 26).
Bang 26: Thir nghiém v& kha ning chiju dung

Déi chitng isotyp | L HI1657N2 | DO ching \pppry 657\
(Khong tap luyen)| (KnOngtp | 1SOOP L, e
& 1ap luye luyén) + tép luyén ap Tuye
Thoi gian chay cho dén| 27,04 %4,12 | 28,5446,10 | 50,26 + 8,56 | 73,23 +4,68
khi ki€t strc (phtt)
Khoang céach chay cho 535,99 + 930,06 + 1366,65
dén khi kidt ste (m) | 2O ETLIL | Tiss 61 17978 | 9591

O chudt nhidu tudi c6 tap luyén, H4H1657N2 ciing lam ting dang ké kha ning chiu
dung nhu duoc x4ac dinh bing thoi gian chay trén cdi xay gudng (73,2 phiit so véi 50,2
phit) va khoang cach chay (1,33km so v6i 0,93km) so v6i nhém st dung khang thé d6i
chung isotyp (Bang 26). Tuy nhién, & chudt khong tép luyén, H4H1657N2 khong lam
tang d4ng ké kha ning chiu dung so véi nhém st dung khang thé ddi chiing isotyp.

Nhu trong thir nghiém vé trong lwong co, H4H1657N2 1am ting déng ké kha ning
chiu dung duoc x4c dinh bang thoi gian va khoang cach chay cbi xay gudng chi & chudt
cé tap luyén ma khong lam ting kha nang chiu dung & chudt khong tap luyén. Cac két
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qua nay cho thiy ring H4H1657N2 1am ting hiéu qua hoat dong thé luc khi két hop véi

tap luyén.

Vi du 10. Tdc dung ciia H4H1657N2 doi vdi khoi lwong co xwong va luc ding cw &

chupt

Kha nang cua H4H1657N2 gay phi dai co xuong dugce danh gid in vivo & chudt duc
C57BL/6 chin tuan tudi.

Lidu diing dudi da lip lai cia H4H1657N2 hozic khang thé d6i chimg isotyp, & liéu
10 hodc 30 mg/kg, dugc sir dung hai 14n hang tuén trong 3 tudn (n=6). Viéc diéu tri bing
H4H1657N2 trong 21 ngdy lam ting thé trong & muc 4,7 + 2,3% (n.s.) va 7,1 £ 1,5%

(n.s.) tuong tmg so v6i chudt st dung khang thé dbi chimg isotyp & lidu twong dwong.

Trong lwrong mdi co ting 1én so véi khi st dung khang thé dbi chimg isotyp (10mg/kg &
30mg/kg) nhu sau: co céng chan truédce (19,4 £ 4,9%** & 20,6+ 1,5%**), co bung chén:
(14,9 £2,9%** & 25,3 + 1,9%***), va co bdn dau (17,7 + 3,6%* & 26,2 + 3,8%**). (At
ca cac phén tich bit diu bing phan tich ANOVA mét chidu két hop v6i kiém dinh Tukey
sau phéan tich phuong sai [* p<,05; **p<,01; ***p<,001; n.s. =khong khac biét v& mit
thdng ké].)

Su ting khéi lugng co céng chén trude (TA) di kém véi su ting luc ding cu ex vivo
cho théy kha nang duy tri ca chlrc ning clia co va khéi lugng co. Chudt da duge didu tri
trude bang lidu 1ip lai dudi da cia H4H1657N2 hoic khang thé d6i chimg isotyp (& liéu
10 mg/kg sir dung hai 14n hang tudn trong 3 tuén, n= 6 con chudt/nhém) duogc giy mé va
duy tri trong mdi truong khi Isofluran trong khi co TA dugc cét va cho vao bé Ringer
lactat oxy héa duoc duy tri & nhiét do khong dbi bang 25°C. Pau trén ciia co TA dugc
budc chit vao cot thing dimg nhing trong bé trong khi day ching dau xa dugc budc vao
canh tay don 305C (Cambridge Systems). Chiéu dai t5i wu duoc x4c dinh bang cach kéo
dudi nhe co TA va sau d6 thir nghiém luc tao ra bang cach kich thich & tin sé 1Hz ¢ dién
ap t6i thiéu. Co TA duoc kéo cing va kich thich nhidu 14n cho dén khi luc gidm di va tiép
do6 duoc gidn téi vi tri trude d6. Pién ap duge ting dan trong loat kich thich 1Hz dé dat
duogc luc dAu ra cuc dai. Khi chiéu dai va dién ap t61 wu duoc x4c dinh, co TA duge kich
thich trong 400 mili gidy & tin sd ting dan (40-100Hz) dé x4c dinh Iyc co clmg cuc dai.

Co TA dugc nghi trong 2 phiit sau mdi 1an kich thich co cting co.
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Co TA cia chudt duge didu tri bing khang thé d6i chimg isotyp & lidu 10mg/kg va
30 mg/kg trong 21 ngy tao ra luc co clng co cuc dai trung binh bang 892,6 + 37 va
906,1 + 37,8 tuong tmg. Co TA ciia chudt dwgc diéu tri bing H4H1657N2 tao ra luc co
cing co cuc dai trung binh b%mg 1041,3+31,7 va 1003,3 £ 35,7 mN tuong tng. Cac luc
nay thé hién sy ting 16,7%* (10mg/kg) va 10,7% n.s (30mg/kg) cia luc co cling co cuc
dai trung binh so véi chuét diéu tri bing khang thé dbi chimg isotyp (Fig.2A). Tac dung
chung ctia viéc diéu tri bing H4H1657N2 ddi véi luc co cling co cuc dai 13 khac biét vé
mit thdng ké so véi chudt duoc diéu tri bang khang thé dbi chung isotyp & ca liéu
10mg/kg va 30mg/kg (10mg/kg dugc thé hién trén Fig.2B). (Fig.2A: phan tich théng ké
bing ANOVA mét chiéu két hop véi kiém dinh Tulcey sau phén tich phuong sai [*
p<,05; n.s. = khong khac biét vé mit théng ké]. Fig.2B: phan tich thdng ké bing
ANOVA hai chidu va kiém dinh Sidaks sau phén tich phuong sai [p>0,0001].)

Vi du 11. H4H1657N2 cé tic dung cdi thién kha ning hoi phuc sau teo co do treo
chin sau (Hind Limb Suspension: HLS)

Tac dung ctia H4H1657N2 dbi véi khdi lwong co xwong trong giai doan phuc hdi
sau teo co do treo chén sau trong 7 ngay dugc danh gid & chudt duc C57BL/6 mot nam
tudi.

Vao ngay 0, 18 con chudt dugc treo dudi 1én sao cho ca hai chan sau khong thé
cham dt trong thoi gian 7 ngay. Chudt duge nhdt trong cac 1dng dic biét va duoc an
thirc an va ubng nudc thoai mai. Pdng thoi mét nhém gdém 6 con chudt khac duge nhbt
trong 16ng binh thudng va dugc dung lam ddi ching (chudt dbi chimg khéng treo chan
sau). Vao ngay 7, chudt da treo dudi dugc ha xuéng va chia ngiu nhién thanh ba nhém
(n=6 con mdi nhém) theo ty 18 phan trim giam thé trong trong thoi gian treo chén sau.
Vao ngay 7, trong lwgng co clia nhém dbi ching khong treo chin sau va mot nhém treo
chan sau (nhém HLS) dugc ghi lai & danh gia ty 16 phan trim teo co do treo chén sau.
Hai nhém treo chan sau con lai (n=6 con m&i nhém) dwoc dé hdi phuc trong 8 ngay (tac
1 tir ngay 7 dén ngay 15 cua thir nghiém) trong 10ng binh thudong va duge didu tri duéi
da bang H4H1657N2 hoic khang thé ddi chung isotyp véi lidu 10mg/kg vao ngay 7 va
10 (tirc 12 sau khi hdi phuc 0 ngay va 3 ngay) (HLS+7Rec+tH4H1657N2 va HLS+7Rec+
khéng thé ddi ching isotyp twong tng). Vao ngay 15 (tirc 14 sau khi hdi phuc trong 8
ngay), trong lugng co duoc ghi lai dé danh gia ty 18 phan trdm hdi phuc sau khi teo co do
treo chén sau.
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Nhur d4 thay trén Fig.3B, bay ngay treo chan sau 1am giam dang ké khéi lvong cta
ca co cing chan trude (TA) va co bung chan (GA) (nhém HLS) so v6i nhém dbi ching
khong treo chan sau (mirc giam -13,7%* va -14,8%* tuong ng). Sau khi hdi phuc trong
8 ngay, nhém HLS+7Rect+khang thé dbi chimg isotyp van bj giam khéi lugng co TA va
GA (mtc giam -6,3% va -7,5%) so v6i nhém dbi chimg khéng treo chan sau, trong khi
nhém HLS+7Rec+H4H1657N2 ¢6 su ting khdi lwong co (murc ting 4,7% va 5%) so v6i

nhém khong treo chéan sau.

Khi so sanh hai nhém hdi phuc (tirc 1a nhém HLS+7Rec+H4H1657N2 so véi
nhém HLS+7Rec+khang thé d6i chimg isotyp), tic dung ctia H4H1657N2 d6i vé6i khbi
lwgng co TA va GA khong khac biét vé mit thdng ké so véi tc dung quan sat duge véi
nhém diéu tri bang khang thé d6i chimg isotyp. Tuy nhién, mic di khéi lugng co cua
nhém HLS+7Rec+khang thé d6i ching isotyp khéng khac biét vé mit théng ké véi
nhém treo chin sau hoic nhém d&i ching khéng treo chan sau, nhém
HLS+7Rec+H4H1657N2 c6 khéi lugng co TA va GA cao hon vé mit thdng ké so véi
nhém treo chan sau. (T4t ca cdc phan tich théng ké bit diu bing ANOVA mét chidu két
hop véi kiém dinh Tulcey sau phén tich phuong sai [* p<0,05 so véi khdng treo chan

sau; ## p<0,01 so v&i treo chin sau).

Vi du 12. tec ché su hoat héa thu thé BMP typ I va II bing khdng thé khdng activin A
va ActRIIB-Fc

Protein tao hinh thdi xwong (bone morphogenetic protein: BMP) thudc vé siéu ho
TGF-B va tham gia vao viéc diéu chinh nhidu qu4 trinh sinh Iy bing cach hoat hoa phurc
chét thu thé trén bé mat té bao bao gém thu thé BMP typ I va IL. Su hoat hoa thu thé din
to1 sy phosphoryl héa protein SMAD va hoat héa qua trinh phién ma cac gen phan ting
lai phéi tir.

Thit nghiém sinh hoc dwgc phét trién dé phat hién sy didu chinh qua trinh truyén
tin hiéu BMP trong té bao W-20-17, dong t& bao chét nén tuy xuong ctia chudt da duoc
ching minh 1a phan Gng lai BMP2. Té bao dugc thao tac di truyén dé biéu hién én dinh
gen thong bao luciferaza (tc 13 yéu t§ phan tmg BMP (BRE(2X)-luciferaza-IRES-
GFP)), va chon mirc biéu hién GFP cao. Dong té bao 6n dinh thu dugc duge goi 1a W-
20-17/BRE-luc va dugc duy tri trong 10% FBS, DMEM, Pen/Strep, va 200pg/ml G418.

Céc t€ bao nay dugc st dung dé€ xac dinh mirc do hoat hoa BMP va mirc dd (rc ché su
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hoat héa nay béi khang thé khang activin A va ActRIIB-hFc (khang thé dbi ching 4,
trinh tu nhén biét s§ 227).

Kha ning ctia bdn khang thé khang activin A va khang thé ActRIIB-hFc trc ché su
truyén tin hiéu BMP dugc danh gi4 bing cach st dung dong té bao W-20-17/BRE-luc.
Déi véi thir nghiém sinh hoc nay, t& bao W-20-17/BRE-luc dugc cdy vao cac dia thir
nghiém 96 16 & mat d6 10000 té bao/I5 va 1 & nhiét d6 37°C va 5% CO, qua dém. Ngay
tiép theo, BMP2, BMP4, BMP6, BMP9 hoac BMP10 dugc pha lodng hang loat & ty 1€
1:3 va duge bd sung vao té bao véi luong ndm trong khoang tir 100nM dén 0,002nM
(bao gdm mau ddi chimg khong chira BMP dé x4c dinh d4p tmg lidu). D6i véi tac dung
tric ché BMP béi khang thé khang activin A hodic ActRIIB-hFc, cac khang thé hoic
ActRIIB-hFc¢ dugce pha lodng hang loat & ty 18 1:3 & ndng d6 nim trong khoang tir
1000nM dén 0,02nM (bao gdm mAu khong chira khang thé, chira khang thé dbi chung,
hodc d6i chimg 4m ctia ActRIIB-hFc (tirc 13 protein khong lién quan cé dudi hFc,
“protein ddi chimg”)) va dugc bd sung vao té bao cing véi 100pM BMP2, 100pM
BMP4, 10nM BMP6, 800pM BMP9 hoic 4nM BMP10 nhu dd néu. Hoat tinh cia
luxiferaza dugc phat hién sau khi 0 trong 5,5 gior & nhiét dd 37°C va 5% CO, bang thiét
bi Victor X (Perkin Elmer) va két qua duoc phén tich bing cach st dung phuong phép
hdi quy khéng tuyén tinh (ham logic 4 thong s&) nho chwong trinh phan mém Prism 5
(GraphPad).

Nhu d4 thdy trong Bang 27 dudi day, H4H10446P2 va H4H10430P khong trc ché
BMP bt ky dugc thir nghiém, trong khi cac khang thé khang activin A khéac duge thir
nghiém (H4H10429 va H4H10436P2) va ActRIIB-hFc déu trc ché mot sé BMP & mirc
d6 nhét dinh. H4H10429P c6 tac dung tc ché BMP9 va BMP10 v6i ICs bing 8,1nM va
3,5nM tuong {mg, nhung khéng trc ché BMP2, BMP4 va BMP6. H4H10436P2 c6 tac
dung tic ché yéu dbi voi BMP2 va BMP4 & ndng d6 cao nhét cua khang thé va trc ché
BMP 10 v6i ICso >100nM, nhung khong c6 tac dung tc ché bit ky dbi véi BMP6 va
BMP9. ActRIIB-hFc c6 tac dung trc ché BMP9 va BMP10 vé6i ICs, bang 2nM va 1nM
nhung khong trc ché BMP2, BMP4, va BMP6. Céc phan ttr dbi chimg (tirc 12 khang thé
dbi chimg isotyp (mAb dbi chimg) va protein khong lién quan c¢6 dudi hFc (protein doi
ching)) du khong trc ché BMP bét ky, trong khi mot minh BMP2, BMP4, BMP6,
BMP9, hogc BMP10 (ttrc 14 khong chira khang thé hosc protein ¢ dudi hFc) c6 tic dung
hoat hoa t& bao W-20-17/BRE-luc véi ECs béng 34pM, 63pM, 4,5nM, 260pM, va
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Béng 27. Tac dung tc ché BMP béi khang thé khang activin A va ActRIIb-hFc
trong té bao W-20-17/BRE-luc

Phéi tir BMP2 BMP4 BMP6 BMP9 BMP10
EC50 [M] 3,4E-11 6,3E-11 4,5E-09 2,6E-10 2,5E-09
BMPdg‘Ong 100pM 100pM 10nM 800pM 4nM
Khang thé IC50[M] IC50 [M] IC50[M] IC50 [M] | IC50[M]
H4H10446P2 |Khong trc ché |Khong trc ché |Khong e ché|Khong tc ché|Khong trc ché
H4H10430P |Khong tc ché |Khong irc ché|Khong irc ché|Khong trc ché|Khong trc ché
H4H10429P |Khong trc ché|Khong e ché|Khong ttc ché|  8,1E-09 3,5E-09
uc ché yéu (tefic cl}é yéu (tic ) )
H4H10436P2 | ché31% & | ché51% & |Khong tc ché |Khong trc ché| > 1,0E-07
luM) luM)
ActRIIB-hFc |Khong e ché|Khong trc ché |[Khong trc ché|  2,0E-09 1,0E-09
mADb déi ching| Khong tre ché |[Khong e ché |Khong trc ché|Khong e ché|Khong trc ché
Przfgrigm Khong trc ché |Khong trc ché|Khong trc ché|Khong e ché |Khong tre ché

Vi du 13. Diéu tri bang khdng thé khdng activin A H4H10446P2 lam giam bénh xo

hoa th@n in vivo

Tac dung cia khang thé khang activin A dic hiéu theo séng ché 1a H4H10446P2
dbi v6i bénh xo héa than duge xac dinh trén mo hinh chudt bi tic nidu quan mot bén
(unilateral ureteral obstruction: UUQ) trong bénh xo h6a thdn. M6 hinh UUO duogc phat
trién bang cach thit hoan toan niéu quan tréi trong khi git nguyén chirc ning than phai.
No6i mot cach ngén gon, UUO dugc thyc hién & chudt trong diéu kién gdy mé béng
ketamin/xylazin, nh¢d d6 ni€u quan trai dugc tiép cin bing vét rach bén sudn va thét hai
chd cach nhau 5Smm & ddu gin mot phin ba clia niéu quan bing chi to loai 5-0. Phiu
thuat gia dugc thyc hién theo cach tuwong ty nhung khong that nidu quan. Trén mo hinh
nay, bénh xo hda ning xut hién & than trong vong 14 ngay sau khi UUO, bénh nay dugc
danh gia bing cach xac dinh mic colagen & than bing cach xac dinh truc tiép lugng
hydroxyprolin trong miu, phwong phép nay dugc goi 12 phuong phap hydroxyprolin.
Hydroxyprolin 13 thanh phn dic trung ciia colagen, va chiém khoang 14,4% thanh phan
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axit amin ciia colagen trong phan 16n cc md ctia dong vat c6 v (Cochrane et al., ] Am
Soc Nephrol 16:3623-30 (2005)). P& xac dinh lugng colagen bing phuong phép
hydroxyprolin, trudc hét cac miu than dong lanh dwoc 1am khd qua dém bing budng
chan khéng. Cac miu md than kho duge 1am ddng nhét trong dung dich NaCl/NaHCOs;
dwoc 1am lanh bang nudc da va tiép d6 thily phan bing cach st dung dung dich HC1 6M.
Sau d6, cac mau dugc 1am khé bing cach sir dung thiét bi ly tim chan khéng, va sau d6
dwoc hydrat héa lai bang dung dich HC1 0,1M. Hydroxyprolin trong c4c mau hydrat héa
lai nay dugc oxy hoa héa bang 300mM cloramin T (Sigma, # 857319) va chét phan ting
Ehrlich [3,5M p-dimetylaminobenzaldehyt (FW: 149,19, Sigma, # 39070) trong dung
dich axit percloric 60% (Sigma, # 311413)] duoc bd sung vao dé 1am hién mau. Cubi
ciing, bing cach st dung phd quang ké, ning suét hip thu cta cac mau duoc xac dinh &
558nm va két qua nay dugc so sanh véi chit chudn hydroxyprolin (Sigma, # H5534) c6
ndng 46 da biét dé xac dinh lugng hydroxyprolin ctia than. Sau d6, lwong hydroxyprolin
x4c dinh duge dugc nhan véi 6,94 @ xac dinh lwong colagen. 14 ngay sau khi phiu
thuat UUO, trong lwong than kho giam di do ton thuwong té bao nhu md. Phiu thuit gia (n
= 10) ho#c phiu thust UUO (n = 20) duoc thuc hién trén chudt duc C57BL/6 16 tudn
tudi (Taconic farms, Inc.). Chudt da phiu thudt UUO dugc chia thanh hai nhém. Mai
nhém UUO dugc tiém duéi da H4H10446P2 (40 mg/kg, n = 10) hoic khang thé dbi
chimg isotyp (40 mg/kg, n = 10), khang thé nay khong lién két véi mot protein bat ky da
biét ciia chudt khi bit diu mot ngay trude khi phiu thut va vao ngay 1, 3, 6, 8, 10, va 13
sau khi phau thuat. Chudt duoc phau thuét gia duoc sir dung chét dan thube (PBS vo
tring) trong thoi gian ndy bang cach sir dung ché d6 didu tri giéng nhu nhém UUO.
Toan bd chudt bi giét vao ngay 14 sau khi ph?lu thudt. Trong lugng thén dugce xéac dinh,
va than dugc dong lanh nhanh bing nito 16ng va duy tri & -80°C cho dén khi luong
colagen dugc xdc dinh. Lugng colagen ctia thin dugc xic dinh bing phwong phap
hydroxyprolin, va dwgc biéu thi bing tdng luong colagen cua than (pg) hoic luong
colagen ctia than dwoc chudn héa theo trong lwong than (pg/mg trong lugng khd). Phan
tich théng ké dugc thuc hién bing cach sir dung phan tich ANOVA mot chiéu két hop
v6i kiém dinh Turkey so sanh nhiéu I14n. Két qua bao gdm lwong colagen toan phan &
thén, lugng colagen & than duoc chuin hoa, va trong lugng than kho cia mdi nhém didu

tri dwoc thé hién dué6i dang gia tri trung binh £ SEM trong bang 28 dudi déy.

Bang 28. Lugng colagen toan phan & than, lugng colagen & than dugc chuin hoa, va
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trong luong than kho ctia mdi nhém (gia tri tfung binh + SEM)

. Luong colagen| Lugng colagen ¢ than Trone luone than
Nhom diéu tri toan phan & | dugc chuan héa (ug/mg |~ %{hé '( f)g -
than pg) trong luong mo khd) &
Sham + chét dan thubc | 429,6 £ 25,93 8,16 +0,29 0,0524 + 0,002
UUO + khing the doi | g 7., 50 48 25,07 +0,86 0,0396 + 0,0027
chiing isotyp
UUO + H4H10446P2 | 730,7 + 48,02 17,48 £ 0,79 0,0422 + 0,0029

Nhu da thy trong Bang 28, ca lugng colagen toan phin & than va lwgng colagen &
than dugc chudn hoa theo trong luong than déu tdng dang ké & chudt ph'?lu thuat UUO so
v6i chudt duge phiu thuét gia. Chudt phiu thuat UUO dugc diéu tri bang H4H10446P2
c6 su giam dang ké ca lugng colagen toan phan & than va lugng colagen & than dugc
chuén hoa theo trong luwong than (mitc giam khoang 45% luong colagen do xo héa) so
v6i chudt UUO duge didu tri bing khang thé d6i chimg isotyp, cho thiy khang thé khéng
activin A 1am gidm bénh xo héa than. Chudt phiu thuat UUO dugc didu tri bang
H4H10446P2 c6 sy ting trong luong than kho so véi chudt phau thuat UUO dugce didu
tri bang khang thé dbi chiing isotyp, cho thdy su bao toan té bao nhu md & chudt duge

diéu tri bang khang thé khang activin A.

Vi du 14. Tdc dung ciia EMHI10446P2 déi véi thé trong va khoi lwong co ¢ chudt biéu
hién qua mirc activin A

Pé danh gia hidu qua ctia H4H10446P2 trong viéc trung hoa lugng activin A gia
ting & chudt, activin A dugc biéu hién qua mutc & chudt C57BL/6 (10 tudn tudi) bing
cach tiém nho luc thuy dong (hydrodynamic delivery: HDD) ciu tric ADN ma héa
activin A ¢6 chidu dai ddy di. Chudt duoc chia ngiu nhién thanh ba nhém (n=5-6
con/nhém); mot nhém duge tiém hdn hop nude mudi /2,5pg chu tric ADN ddi ching
v6i s c6 mit ciia khang thé dbi chimg isotyp, va hai nhém dwgc tiém hdn hop nudce
mubdi/2,5pg chu tric ADN chira activin A v6i su ¢6 mit ciia khang thé ddi ching isotyp
hoic H4H10446P2. Ciu trac ADN duoc tiém vao ngdy 0, va khang thé duge sir dung
vao ngay 0 va 4 & lidu 2,5 mg/kg (2 1an tiém) trong 7 ngdy. Trong luong co duge ghi
duéi dang trong lugng da chudn hoa (t&c 1a trong lugng co dugc chuin héa theo thé

trong do dugc khi bét dau thir nghiém). Két qua do thé trong dugc thé hién duéi dang
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muc do thay ddi trung binh so v6i thé trong ban ddu. Két qua do dbi véi co cing chan
truée (TA) va co bung chan (GA) nhu duoc thé hién trén Fig.4 dudi dang mtc d6 thay
d6i trung binh theo ty 18 phan tram ctia m&i nhém (+ sai s& chuén clia gia tri trung binh)
s0 v6i nhém dugce tiém HDD cu tric ADN d6i chimg + khéang thé di ching isotyp. D
liéu dwoc phan tich bing ANOVA mot chidu hodc hai chiu, sau d6 bang kiém dinh
Tukey HSD.

Nhu d4 thiy trén Fig.4, bay ngay sau khi tiém HDD, viéc str dung activin A cho
chudt duogc didu trj bing khang thé dbi chimg isotyp 1am giam déng ké thé trong (-10,81
+2,46%) va trong luong co céng chén va co bung chan (mirc gidm 12 -13,96 + 1,85% va
-10,34 +1,51% tuong Gng) (p<0,01 ¢6 ¥ nghia so voi khang thé dbi chimg isotyp). Viéc
str dung activin A & chudt duogc didu tri bé’mg H4H10446P2 1am gidm dang ké thé trong
(mirc giam -1,49 + 1,98%) va trong luong co cing chin va co bung chan khi két thic
thoi gian didu tri bay ngdy (murc giam 13 -2,57 £ 1,26% va -1,77 + 2,42% twong tmg).

Séang ché khong chi giéi han pham vi & cac phuong 4n cu thé dwgc mo ta & day.
Thuc vy, c4c cai bién khac nhau ctia sang ché ngoai cc cai bién duge mé ta & ddy sé trd
nén rd rang d6i véi chuyén gia trong linh vuc nay tir phan mo ta néu trén va cac hinh vé

kém theo. Cac cai bién nay dugc dy dinh thuéc pham vi ctia yéu ciu bao hd kém theo.
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YEU CAU BAO HQ
1. Khéang thé dwoc phén lap hodc méanh lién két khang nguyén ciia n6 ma lién két dic
hidu Activin A v6i hing s6 can bing phan ly lién két (Kp) nhé hon khoang 5 pM nhu do
duoc trong thir nghiém cong hudng plasmon bé mit & 25°C, trong d6 khang thé hoic
méanh lién ké& khing nguyén nay chia: (a) cic ving xé4c dinh tinh bd trg
(complementarity determining region: CDR) ciia HCVR c6 trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 162; va (b) cac CDR ctia LCVR c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 146.
2. Khang thé dugc phén l4p hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém 1, trong
d6 khang thé dugc phan 14p hodic manh lién két khang nguyén nay lién két ddc hidu
Activin A véi Kp nho hon khodng 4 pM nhu do dugc trong thit nghiém cong hudng
plasmon bé mit & 25°C.
3. Khang thé da phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo diém 1 hoic 2,
trong d6 khang thé hosc manh lién két khang nguyén nay phong bé lién két cta it nhét
mot thu thé Activin A véi Activin A.
4. Khang thé da phan 14p hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 3, trong d6
khang thé hoic manh lién két khang nguyén nay phong bé lién két ctia Activin A véi thu
thé Activin A v6i gia tri ICso nhé hon khoang 80 pM nhu dugc do bang thir nghiém lién
két thu thé/phéi tir in vivo & 25°C.
5. Khéang thé da phan 1ap hoic manh lién két khang nguyén cia n6 theo diém 4, trong d6
khang thé hodc manh lién két khang nguyén nay phong bé lién két ctia Activin A v6i thy
thé Activin A v6i gid tri ICso nhd hon khoadng 60 pM nhu dugce do bang thir nghiém lién
két thy thé/phbi tir in vivo & 25°C.
6. Khang thé da phan 1ap hodic manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1 hoic 2,
trong d6 khang thé hodic manh lién két khang nguyén nay phong bé su hoat héa cua it
nhét mot Activin A boi Activin A, trong do6 thu thé Activin A dugc chon tir nhém bao
gdm thy thé Activin typ IIA (ActRIIA), thu thé Activin typ IIB (ActRIIB), va thu thé
Activin typ I.
7. Khang thé da phan 14p hoic manh lién két khdng nguyén cia né theo diém 6, trong
d6 khang thé hodc méanh lién két khang nguyén nay phong bé khong dang ké lién két ctia
Activin A véi thu thé Activin typ II.
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8. Khang thé da phén 1ap hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém 1, trong d6
khéng thé d3 phan 14p hodc méanh lién két khang nguyén nady lién két dic hiéu véi
Activin A v&i hing s can bing két hop lién két (K,) nhé hon khoang 500 nM.
9. Khéng thé d phan 14p hoic manh lién két khéang nguyén ciia né theo diém 1, trong d6
khéng thé hodc manh lién két khang nguyén nay trc ché lién két ctia Activin A véi thu
thé Activin A dwoc chon tir nhém gbm thu thé Activin typ IIA (ActRIIA), thy thé
Activin typ IIB (ActRIIB), va thu thé Activin typ I.
10. Khang thé d3 phan lap hoic manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém 1, trong
d6 khéang thé hodc manh lién két khang nguyén nay trc ché sw hoat hoa qua trung gian
ctia Activin A qué trinh truyén tin hiéu phtrc hop SMAD.
11. Khéng thé da phan 14p hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né canh tranh lién két voi Activin A
v6i khang thé tham chiéu chira cip trinh ty ving bién dbi chudi ning (heavy chain
variable region: HCVR)/ving bién d6i chudi nhe (light chain variable region: LCVR)
dugc chon tir nhém bao gém cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2/10, 138/146, va
194/146.
12. Dugc phim chira khang thé hoic manh lién két khang nguyén theo diém 1 va chit
mang hodc chét pha lodng dugc dung.
13. Duoc phim chita khang thé hosic manh lién két khang nguyén theo diém 1, chit dbi
khang GDF8, va chit mang hoic chit pha lodng dugc dung.
14. Dugc phim theo diém 13, trong d6 chét d6i khang GDF8 dugc chon tir nhém bao
gdm protein dung hop e ché GDF8, khang thé khang GDF8 va manh lién két khang
nguyén cta khang thé khang GDFS.
15. Dugc phdm theo diém 14, trong d6 chét d6i khang GDF8 13 khang thé khang GDF8
manh lién két khang nguyén chira cac HCDR ctia HCVR c6 trinh tw SEQ ID NO:217 va
cac LCDR ctia LCVR c¢6 trinh tu SEQ ID NO:221.
16. Dugc phém theo diém 14, trong d6 chét d6i khang GDF8 13 khang thé khang GDF8
hodc méanh lién két khang nguyén chira:
a) ba HCDR c6 trinh ty SEQ ID NO:218, SEQ ID NO:219, va SEQ ID NO:220, va
b) ba LCDR c6 trinh ty SEQ ID NO:222, SEQ ID NO:223, va SEQ ID NO:224.
17. Khang thé d phan 1ap hoic méanh lién két khang nguyén ctia n6 lién két dic hidu

Activin A, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén nay chtta: (a) cac CDR
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ciia HCVR c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 162; va (b) cac CDR ctia LCVR ¢6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 146.

18. Khéng thé d4 phan lap hoic manh lién két khang nguyén clia n6 theo diém 17, trong
d6 khéng thé hodc manh lién két khdng nguyén nay chira CDR ciia chudi ning va chudi
nhe ¢6 cip trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:
162/146.

19. Khéang thé da phén 14p hosc manh lién két khang nguyén ciia né theo diém 18, trong
d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén ndy chira cédc mién
HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 tuong tng c6 trinh ty néu trong:
SEQ ID NO: 164-166-168-148-150-152.

20. Khang thé da phan 13p hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két dic hidu
Activin A, trong d6 khang thé hosic méanh lién két khang nguyén ciia n6 chira: (a) HCVR
co trinh tu axit amin SEQ ID NO: 162; va (b) LCVR c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 146.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> KHANG THE PUQC PHAN LAP LIEN KET VOI ACTIVIN A VA DUQC PHAM CHUA CHUNG
<130> 8525-WO

<140> P& x&c nhén
<141> dugc ndp kem vdi

<150> 61/859,926
<151> 2013-07-30

<150> 61/864,036
<151> 2013-08-09

<150> 61/911,834
<151> 2013-12-04

<150> 61/913,855
<151> 2013-12-09

<160> 228
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 1

caggtacagc tgcagcagtc aggtccagga ctgctgaagc cctcgcagac cctctcactc 60
acctgtgcca tctccgggga cagtgtctct agcaacagtg ctgcttggag ttggatcagg 120
cagtccccat cgagaggcct tgagtggctg ggaaggacat attacagggc caactggttt 180
aatgattatg cactttctgt gaaaagtcga ataaccatca acccagtcac atccacgaac 240
cacttctccc tgcagctgca ctctgtgact cccgaggaca cggctgtgta ttactgtgca 300
agagaagggg ctctgggata ctactttgac tcctggggcc agggaaccct ggtcaccgtc 360
tcctea 366

<210> 2

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 2
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Leu Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

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

-06-



20
Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg
35 40
Trp Leu Gly Arg Thr Tyr Tyr Arg
50 55
Leu Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr
65 70
His Phe Ser Leu Gln Leu His Ser
85
Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Gly Ala
100
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120

<210> 3

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 3
ggggacagtg tctctagcaa cagtgctgct

<210> 4

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 4

34397

25
Gln

Ala
Ile
Val
Leu

105
Ser

Ser
Asn
Asn
Thr
90

Gly

Ser

Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn Ser Ala Ala

1 5

<210> 5

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 5
acatattaca gggccaactg gtttaat

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

10

-97-

Pro
Trp
Pro
75

Pro

Tyr

Ser
Phe
60

Val
Glu

Tyr

Arg
45

Asn
Thr
Asp

Phe

30
Gly

Asp
Ser
Thr

Asp
110

Leu
Tyr
Thr
Ala

95
Ser

Glu
Ala
Asn
80

Val

Trp

30

27



34397

<400> 6
Thr Tyr Tyr Arg Ala Asn Trp Phe Asn
1 5

<210> 7

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 7
gcaagagaag gggctctggg atactacttt gactcc

<210> 8

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 8

Ala Arg Glu Gly Ala Leu Gly Tyr Tyr Phe Asp Ser

1 5 10

<210> 9

<211> 339

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 9

gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc ctggctgtgt
atcaactgca agtccagtca aagtgtttta tacagctcca
tggtaccaac agaaaccagg gcagcctcct acactgctca
gaatccgggg tccctgaccg attcagtggc agcgggtctg
atcagcagcc tgcaggcgga agatgtggca atttattact
ccactcactt tcggcggagg gaccaaggtg gagatcaaa

<210> 10
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 10

ctctgggcga
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcaccaata

gagggccacc
ttatttagct
atctacccgg
cactctcacc
ttttattact

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

1 5 10

15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser

20 25

-08-

30

36

60

120
180
240
300
339



Ser
Pro
Pro
65

Ile
Tyr

Lys

Asn
Pro
50

Asp

Ser

Phe

<210> 11
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 11
caaagtgttt tatacagctc caacaataag aattat

<210> 12
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 12
Gln Ser Val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr

1

<210> 13
<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 13
tgggcatct

<210> 14
<211> 3

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 14

Asn
35

Thr
Arg

Ser

Ile

PRT
Trinh ty nhdn tao

ADN
Trinh ty nhédn tao

PRT
Trinh ty nhdn tao

Lys
Leu
Phe
Leu

Thr
100

Tdng hop

Téng hop

Téng hop

Asn
Leu
Ser
Gln

85
Pro

5

Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Leu

tao

Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Ala
40

Trp
Gly
Asp

Phe

34397

Trp
Ala
Ser
Val

Gly
105

Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gly

10

-990-

Gln
Thr
Thr
75

Ile

Gly

Gln
Arg
60

Asp
Tyr

Thr

Lys
45

Glu
Phe
Tyr

Lys

Pro
Ser
Thr
Cys

Val
110

Gly
Gly
Leu
His

95
Glu

Gln
Val
Thr
80

Gln

Ile



34397

Trp Ala Ser
1

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 15
caccaatatt ttattactcc actcact

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 16
His Gln Tyr Phe Ile Thr Pro Leu Thr
1 5

<210> 17

<211> 378

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 17

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agctatggca tgcactgggt ccgccaggct
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg atggaagtaa taaatacaat
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacggtgtat
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtgc gagagcccgg
aattacgata ttttgactgg ttattataac ctcggtatgg acgtctgggg ccaagggacc
acggtcaccg tctcctca

<210> 18

<211> 126

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng 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

-100-

27

60

120
180
240
300
360
378



Gly
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Met

Met
Val
50

Gly
Gln
Arg

Asp

<210> 19
<211> 24

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 19
ggattcacct tcagtagcta tggc

<210> 20
<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 20
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1

<210> 21
<211> 24

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 21
atatggtatg atggaagtaa taaa

<210> 22
<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 22

His
35

Ile
Arg
Met
Ala

Val
115

ADN
Trinh ty nhén

PRT
Trinh tu nhdn tao

ADN
Trinh tuy nhé&n tao

PRT
Trinh tu nhédn tao

Trp
Trp
Phe
Asn
Arg

100
Trp

Tdng hop

Tdng hop

Tdng hop

Téng hop

Val
Tyr
Thr
Ser
85

Asn

Gly

5

Arg Gln

Asp Gly
55

Ile Ser

70

Leu Arg

Tyr Asp

Gln Gly

tao

Ala
40

Ser
Arg
Ala

Ile

Thr
120

34397

Pro Gly
Asn Lys
Asp Asn
Glu Asp
Leu Thr

105
Thr Val

-101-

Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Gly

Thr

Gly
Asn
60

Lys
Ala
Tyr

Val

Leu
45

Ala
Asn
vVal
Tyr

Ser
125

Glu
Asp
Thr
Tyr
Asn

110
Ser

Trp
Ser
Val
Tyr

95
Leu

Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

24

24



Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

5

23

57

ADN

Trinh ty nhén tao

Téng hop

23

34397

gcgagagccc ggaattacga tattttgact ggttattata acctcggtat ggacgtc

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

<220>
<223>

<400>

24
19
PRT
Trinh tu nhén tao

Téng hop

24

Ala Arg Ala Arg Asn Tyr Asp Ile Leu Thr Gly Tyr Tyr Asn Leu Gly

1

5

Met Asp Val

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

<220>
<223>

<400>

25

321

ADN

Trinh ty nhdn tao

T4ng hop

25

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc gggcaagtca gggcattaga
gggaaagccc ctaagcgcct gatctatgcet
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa
gaagattttg caacttatta ctgtctacag
gggaccaagc tggagatcaa a

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

<220>
<223>

<400>

26
107
PRT
Trinh ty nhédn tao

Téng hop

26

10

ctgtctgcat
aatgatttag
gcatccagtt
ttcactctca
cataatagtt

ctgtaggaga
gctggtatca
tgcaaagtgg
caatcagcag
acccgtacac

15

cagagtcacc
acagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
ttttggccag

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

1

5

10

15

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

-102-

57

60

120
180
240
300
321



Leu Gl

Tyr Al
50

Ser Gl

65

Glu As

y Trp
35

a Ala

y Ser

p Phe

Thr Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

27

18
ADN
Trinh

20
Tyr

Ser
Gly
Ala

Gln
100

Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

tuy nhén

Tdng hop

27

cagggcatta gaaatgat

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

<220>
<223>

<400>

28
6
PRT

Trinh ty nhén

Téng hop

28

Gln Gly Ile Arg Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

29
9
ADN

5

Trinh tu nhén

Téng hop

29

gctgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

30
3
PRT

Gln
Leu

Glu
70
Tyr

Thr

tao

tao

Asp

tao

Trinh tu nhdn tao

Téng hop

30

Ala Ala Ser

Lys
Gln
55

Phe
Tyr

Lys

Pro
40

Ser
Thr
Cys

Leu

34397

25
Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Leu Gln
90

Glu Ile
105

-103-

Ala
Pro
Ile
75

His

Lys

Pro
Ser
60

Ser

Asn

Lys
Arg
Ser

Ser

30
Arg

Phe
Leu

Tyr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile
Gly
Pro

80
Tyr

18



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

31
27
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 31

hop

Trinh tu nhan tao

ctacagcata atagttaccc gtacact

<210> 32
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tdng

<400> 32

hop

Trinh tu nhén tao

34397

Leu Gln His Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr

1

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

33
375
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 33

gaagtgcagc
tcctgtacag
ccagggaagg
gcggactctg
ctgcaaatgg

gttcggggac
gtcaccgtct

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

34
125
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 34

Glu Val Gln Leu Val Glu

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

Ala Met His Trp Val Arg

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gcctggagtyg
tgaagggccg
acagtctgag
ttataggcta
cctca

hop

5

20

Trinh ty nhdn tao

tgggggaaac
cgcctttgat

ggtctcaggt
attcaccatt
agctgaggac
ctactactac

Trinh ty nhén tao

Ser Gly Gly Asn

Thr Ala Ser Gly
25
Gln Val Pro Gly

ttggtacagt
gattttgcca
attagttgga
tccagagaca
acggccttgt
ggtatggacg

10

-104-

ctggcaggtc
tgcactgggt
atagtgatac
acgcccagaa
attactgtgt
tctggggcca

30

cctgagactc
ccggcaagtt
catcggctat
ctccctgttt
aaaagatatg
agggaccacg

Leu Val Gln Ser Gly Arg

15

Phe Ala Phe Asp Asp Phe

Lys Gly Leu Glu Trp Val

27

60

120
180
240
300
360
375



34397

35 40
Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Asp Thr Ile
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70
Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Val Lys Asp Met Val Arg Gly Leu Ile Gly
100 105
Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
115 120

<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 35
ggattcgcct ttgatgattt tgcc

<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 36
Gly Phe Ala Phe Asp Asp Phe Ala
1 5

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 37
attagttgga atagtgatac catc

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 38
Ile Ser Trp Asn Ser Asp Thr Ile

-105-

Gly
Ala
75

Thr
Tyr

Val

Tyr
60

Gln
Ala
Tyr

Ser

45
Ala

Asn
Leu
Tyr

Ser
125

Asp
Ser
Tyr

Tyr
110

Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Val
Phe
80

Cys

Met

24

24



34397

<210> 39

<211> 54

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 39
gtaaaagata tggttcgggg acttataggc tactactact acggtatgga cgtc 54

<210> 40

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 40

Val Lys Asp Met Val Arg Gly Leu Ile Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met
1 5 10 15

Asp Val

<210> 41

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> Tdng hogp

<400> 41

gaaatagtgt tgacgcagtc tccagccatc ctgtctttgt ctccagggga aagagccatc 60

ctctecctgeca gggccagtca gagtatttac acctacttat cctggtacca acagacacct 120
ggccgggctce ccaggctcct catctatgag acatccagca gggccactgg catcccagcc 180
aggttcattg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagtag cctagagcct 240
gaagattttg cattttatta ctgtcagcac cgtagcgact ggcctcccac ttttggccag 300
gggaccaagc tggagatcaa a 321

<210> 42

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 42
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Ile Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Tyr Thr Tyr
20 25 30

-106-



Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

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

Ser
Glu
50

Gly
Asp

Phe

<220>

<223>

<400>

43

18
ADN
Trinh

43

Trp
35

Thr
Ser

Phe

Gly

Tyr
Ser
Gly
Ala

Gln
100

Gln
Ser
Thr
Phe

85
Gly

tu nhén

Tdng hop

cagagtattt acacctac

<210>

<211> 6

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

44

44

PRT
Trinh tuyu nhén

Téng hop

Gln Ser Ile Tyr Thr

1

<210>

<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

45

45

ADN
Trinh ty nhén

gagacatcc

<210>

<211> 3

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

46

46

PRT
Trinh ty nhdn tao

Glu Thr Ser

1

Téng hop

Téng hop

5

Gln
Arg

Asp
70
Tyr

Thr

tao

tao

Tyr

tao

Thr
Ala
55

Phe
Tyr

Lys

Pro
40

Thr
Thr
Cys

Leu

34397

Gly
Gly
Leu
Gln

Glu
105

Arg
Ile
Thr
His

90
Ile

-107-

Ala
Pro
Ile
75

Arg

Lys

Pro
Ala

60
Ser

Ser

Arg Leu
45

Arg Phe
Ser Leu

Asp Trp

Leu

Ile

Glu

Pro
95

Ile
Gly
Pro

80
Pro

18



34397

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 47
cagcaccgta gcgactggcc tcccact 27

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 48
Gln His Arg Ser Asp Trp Pro Pro Thr
1 5

<210> 49

<211> 351

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 49

caggtgcagc tggtggagtc ggggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc 60
tcctgtgtag cgtctggatt caccgtcagt agttatggca ttcactgggt ccgccagget 120
ccaggcaagg gactggagtg ggtgtcagtt atatggtatg atggaagaaa taaagactat 180
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacggtgtat 240
ttggaaatga aaggcctgag agccgaggac acggctcttt attattgtgc gagagacaaa 300
actggggatt ttgactcctg gggccaggga accctggtca ccgtctccte a 351

<210> 50

<211> 117

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 50
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 Val Ala Ser Gly Phe Thr Val 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

Ser Val Ile Trp Tyr Asp Gly Arg Asn Lys Asp Tyr Ala Asp Ser Val
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50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80
Leu Glu Met Lys Gly Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Lys Thr Gly Asp Phe Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 51
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 51
ggattcaccg tcagtagtta tggc

<210> 52

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 52
Gly Phe Thr Val Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 53
atatggtatg atggaagaaa taaa

<210> 54

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 54
Ile Trp Tyr Asp Gly Arg Asn Lys
1 5
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<210>
<211>
<212>
<213>

55
30
ADN

<220>

<223>

<400> 55

Tdng hop

Trinh ty nhén tao

gcgagagaca aaactgggga ttttgactcc

34397

<210> 56
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Tdéng hop
<400> 56
Ala Arg Asp Lys Thr Gly Asp Phe Asp Ser
1 5 10
<210> 57
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 57
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcecat
atcacttgcc gggcaagtca gaacattaac agctttttaa
ggaaaagccc ctaagttcct gatctatgat gcttccagta
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagtt
gggaccaagc tggagatcaa a
<210> 58
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 58
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Asp Ala Ser Ser Ile Gln Ser Gly Ala Pro
50 55

-110-

ctgtaggtga
gttggtatca
tacaaagtgg
ccatcagtag
cccegttecac

Ser

Asn

30

Pro

45

Ser
60

cagagtcacc
gcagaaacca
ggccccatceg
tctgcaacct
ttttggccag

Ala Ser Val Gly

15

Ile Asn Ser Phe
Lys Phe Leu Ile

Arg Phe Ser Gly

30

60

120
180
240
300
321



34397

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 59
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 59
cagaacatta acagcttt

<210> 60

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 60
Gln Asn Ile Asn Ser Phe
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 61
gatgcttcc

<210> 62

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 62

Asp Ala Ser
1

<210> 63
<211> 27
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<212> ADN
<213> Trinh

ty nhédn tao

34397

ttggtacagc
gatttcgcca
attgtttgga
tccagagaca
acggccttgt

ggtatggacg

ctggcaggtce
tgcactgggt
acagtggtga
acgccaagaa
atttctgtgt
tctggggcca

Gly Gly
10
Ser Gly
25

Pro Gly

Asp Ile

Asp Asn

<220>

<223> Téng hop

<400> 63

caacagagtt acagttcccc gttcact

<210> 64

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 64

Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Pro Phe Thr

1 5

<210> 65

<211> 375

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 65

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc

tcctgtaaag cctctggatt cgcctttgat

ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt

gcggactctg tgaagggccg attcaccatc

ctgcaactga atagtctgag aactgaggac

gttcggggac ttatgggctt caactattac

gtcaccgtct cctca

<210> 66

<211> 125

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 66

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Lys Ala
20

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser Gly Ile Val Trp Asn Ser Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70

-112-

Leu
Phe
Lys
Gly

Ala
75

Val
Ala
Gly
Tyr

60
Lys

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

Pro
Asp
30

Glu
Asp

Ser

cctgagactc
ccggcaagcet
cataggctat
ctccctgtat
aaaagatatg
agggaccacg

Gly Arg

Asp Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

27

60

120
180
240
300
360
375



34397

Leu Gln Leu Asn Ser Leu Arg Thr Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Phe Cys
85 90 95
Val Lys Asp Met Val Arg Gly Leu Met Gly Phe Asn Tyr Tyr Gly Met
100 105 110
Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 67
ggattcgecect ttgatgattt cgcc

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 68
Gly Phe Ala Phe Asp Asp Phe Ala
1 5

<210> 69

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 69
attgtttgga acagtggtga cata

<210> 70

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 70

Ile Val Trp Asn Ser Gly Asp Ile
1 5

<210> 71

<211> 54
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34397

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 71
gtaaaagata tggttcgggg acttatgggc ttcaactatt acggtatgga cgtc 54

<210> 72

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 72

Val Lys Asp Met Val Arg Gly Leu Met Gly Phe Asn Tyr Tyr Gly Met
1 5 10 15

Asp Val

<210> 73

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 73

gaaattgtgt tgacgcagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60

ctctcctgca gggccagtca aactattagt acttatttag tctggtaccg acagagacct 120
ggccaggctce ccagtctcct catttatgat gcatccaaca gggccactga catcccagcec 180
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag ccttgagcct 240
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggccgatcac cttcggccaa 300
gggacacgac tggagattaa a 321

<210> 74

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 74
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Thr Ile Ser Thr Tyr
20 25 30
Leu Val Trp Tyr Arg Gln Arg Pro Gly Gln Ala Pro Ser Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Asp Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
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65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Ile
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 75
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 75
caaactatta gtacttat 18

<210> 76

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 76
Gln Thr Ile Ser Thr Tyr
1 5

<210> 77

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 77
gatgcatcc 9

<210> 78

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 78
Asp Ala Ser
1

<210> 79
<211> 27
<212> ADN
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 79
cagcagcgta gcaactggcc gatcacc

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 80

34397

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Ile Thr

1 5

<210> 81

<211> 369

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 81

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag tctctggatt cacctttgat
ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt
gcggactctg tgaagggccg attcacgatc
ctgcaaatga acagtctgag agttgacgac
aacgatattt tgactggtta tcccctcttt

gtctcctca

<210> 82

<211> 123

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 82

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Thr Leu Ser Cys Ala Val

20

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Val

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Val

ttggtacagc
gatcatgcca
attagttgga
tccagagaca
acggccttat
gacttttggg

Gly
Ser
25

Pro
Ser

Asp

Asp

Gly
10

Gly
Gly
Ile

Asn

Asp
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Leu
Phe
Lys
Gly
Ala

75
Thr

ctggcaggtc
tgcactgggt
atagtgtaag
acgccaagac
attactgtgt
gccagggaac

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys

Ala

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Thr

Leu

Pro
Asp
30

Glu
Asp

Ser

Tyr

cctgacactc
ccggcaagcect
tataggctat
ctccctcectat
gcaagattta
cctggtcacc

Gly
15

Asp
Trp
Ser

Leu

Tyr

Arg
His
Val
Val
Tyr

80
Cys

27

60

120
180
240
300
360
369
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85 90 95
Val Gln Asp Leu Asn Asp Ile Leu Thr Gly Tyr Pro Leu Phe Asp Phe
100 105 110
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 83
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 83
ggattcacct ttgatgatca tgcc

<210> 84

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 84
Gly Phe Thr Phe Asp Asp His Ala
1 5

<210> 85

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 85
attagttgga atagtgtaag tata

<210> 86

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 86
Ile Ser Trp Asn Ser Val Ser Ile
1 5

<210> 87
<211> 48
<212> ADN
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<213> Trinh tyu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 87

tao

34397

gtgcaagatt taaacgatat tttgactggt tatcccctct ttgacttt
<210> 88
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tyg nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 88
Val Gln Asp Leu Asn Asp Ile Leu Thr Gly Tyr Pro Leu Phe Asp Phe
1 5 10 15
<210> 89
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 89
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca
gggaaagccce ctaagctcct gatctatgect gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccgtca
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctccgat caccttcggce
caagggacac gactggagat taaa
<210> 90
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 90
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro
85 90 95
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Ile Thr Phe Gly Gln
100

<210> 91

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 91
cagagcatta gcagctat

<210> 92

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 92
Gln Ser Ile Ser Ser
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Tdng hop

<400> 93
gctgcatcc

<210> 94

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 94
Ala Ala Ser
1

<210> 95
<211> 30
<212> ADN

Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys

tao

tao

Tyr

tao

tao

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

34397

105

-119-
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<223> Téng hop

<400> 95
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc 30

<210> 96

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 96
Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

<210> 97

<211> 369

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 97

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagg ctggcaggtc cctaagactc 60
tcctgtgaag cctctggatt cacctttgat gattatggca tgcactgggt ccggcaaggt 120
ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt attagttgga atagtggtaa catagactat 180
gcggactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagac ctccctgtat 240
ctgcaaatga acagtctgaa aactgacgac acggccttgt atttctgtgce aaaagatgct 300
gtggggttta actggaacta ctttctcttt gactactggg gccagggaac cctggtcacc 360
gtctcctca 369

<210> 98

<211> 123

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 98
Glu Vval Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Gly Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Asn Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Asp Asp Thr Ala Leu Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Lys Asp Ala Val Gly Phe Asn Trp Asn Tyr Phe Leu Phe Asp Tyr
100 105 110
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Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 99

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 99
ggattcacct ttgatgatta tggc

<210> 100

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 100
Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Gly
1 5

<210> 101

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 101
attagttgga atagtggtaa cata

<210> 102

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 102
Ile Ser Trp Asn Ser Gly Asn Ile
1 5

<210> 103

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

34397
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<223> Téng hop

<400> 103

34397

gcaaaagatg ctgtggggtt taactggaac tactttctct ttgactac

Ala Lys Asp Ala Val Gly Phe Asn Trp Asn Tyr Phe Leu Phe Asp Tyr

<210> 104
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 104
1 5
<210> 105
<211> 351
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 105
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
acctgtgtag cgtctggatt caccgtcagt
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agtcgaggac
cagctcgact ttgaatactg gggccaggga
<210> 106
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 106
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Thr Cys Val Ala
20
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Val Met Phe Tyr Asp Glu Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Val
85
Ala Arg Asp Glu Gln Leu Asp Phe
100
Val Thr Val Ser Ser

10

gtggtccagc
agttatggaa
atgttttatg
tccagagaca
acggctgtgt
accctggtca

ctgggaggtc
tgcactgggt

atgaaagtaa
attccaagaa
attactgtgc
ccgtctcectce

15

cctgagactc
ccgccaggcce
aaaatattat
cacgctgtat
gagagatgaa
a

Gly
Ser
25

Pro
Lys
Asp

Glu

Glu
105

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90
Tyr
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Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Trp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Gln
Val
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gln

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Leu

48

60
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115

<210> 107

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 107
ggattcaccg tcagtagtta tgga

<210> 108

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 108
Gly Phe Thr Val Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 109

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 109
atgttttatg atgaaagtaa aaaa

<210> 110

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 110
Met Phe Tyr Asp Glu Ser Lys Lys
1 5

<210> 111

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop
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<400> 111

gcgagagatg aacagctcga ctttgaatac

34397

10

ttggtacagc
gattatgcca
attagttgga
tccagagaca
acggccttgt
gacgtctggg

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25
Pro

Gly Lys

Ser Ile Gly
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp

Asp Phe
105
Val

Tyr

Ser Ser

<210> 112
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 112
Ala Arg Asp Glu Gln Leu Asp Phe Glu Tyr
1 5
<210> 113
<211> 369
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 113
gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
tcectgtgcag cctctggatt cacctttgat
ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt
gcggactctg tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac
atggggaact gggactactt ctacggtatg
gtctcctca
<210> 114
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 114
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Asp Ile Met Gly Asn Trp
100
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
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ctggcaggtc
tgcactgggt
atagtggtag
acgccaagaa
attactgtgc
gccaagggac

Val Gln Pro

Thr Phe Asp
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Ser

Ala Leu Tyr
Met

110

Tyr Gly

cctgagactc
ccggcaagct
cataggctat
ctccctgtat
aaaagatata
cacggtcacc

Gly
15
Asp

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Asp Val

30

60

120
180
240
300
360
369



34397

115 120

<210> 115

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 115
ggattcacct ttgatgatta tgcc

<210> 116

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 116
Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala
1 5

<210> 117

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 117
attagttgga atagtggtag cata

<210> 118

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 118
Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile
1 5

<210> 119

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-125-

24

24



<400> 119
gcaaaagata taatggggaa ctgggactac ttctacggta tggacgtc

<210> 120

<211> 16

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

34397

Ala Lys Asp Ile Met Gly Asn Trp Asp Tyr Phe Tyr Gly Met Asp Val

<400> 120
1 5
<210> 121
<211> 369
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 121
gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat
ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt
gcggactctg tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac
aacgatattt tgactggtta tcctcttttt
gtctcctca
<210> 122
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 122
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met His Trp Val Arg Gln Pro
35 40
Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Asp Ile Asn Asp Ile Leu
100
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

10

ttggtacagc
gataatgcca
attagttgga
tccagagaca
acggccttgt
gattactggg

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Thr

105
Val

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp
90

Gly

Ser

-126-

Leu
Phe
Lys
Gly
Ala
75

Thr

Tyr

Ser

ctggcaggtc
tgcactgggt
atagtggaag
acgccaagaa
attactgtgc
gccagggaac

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Pro

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Leu

Leu

Pro
Asp
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Phe
110

15

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Asp

cctgagactc
ccggcaacct
cataggctat
ctccctgtat
aaaagatata
cctggtcacc

Arg
Asn
Val
Val
Tyr
80

Cys

Tyr

48

60

120
180
240
300
360
369



34397

115 120

<210> 123

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 123
ggattcacct ttgatgataa tgcc

<210> 124

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 124
Gly Phe Thr Phe Asp Asp Asn Ala
1 5

<210> 125

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 125
attagttgga atagtggaag cata

<210> 126

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 126
Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile
1 5

<210> 127

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-127-
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<400> 127

gcaaaagata taaacgatat tttgactggt tatcctcttt ttgattac
<210> 128
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 128
Ala Lys Asp Ile Asn Asp Ile Leu Thr Gly Tyr Pro Leu Phe Asp Tyr
1 5 10 15
<210> 129
<211> 378
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 129
gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtacagc ctggggggtc cctgagactc
tcctgtgcag cctctacatt cacctttgat gattttgcca tgcactgggt ccgtcaaget
ccagggaagg gtctggagtg ggtctctctt attactgggg atggtggtag cacatactat
gcagaccctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acagcaaaaa ctccctgtat
ctgcaaatga acagtctgag aactgaggac accgccttgt attactgtgt aaaagattgg
tggatagcag ctcgtccgga ctactactac tacggtatgg acgtctgggg ccaagggacc
acggtcaccg tctcctca
<210> 130
<211> 126
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 130
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Thr Phe Thr Phe Asp Asp Phe
20 25 30
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Leu Ile Thr Gly Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Pro Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Thr Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Val Lys Asp Trp Trp Ile Ala Ala Arg Pro Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Gly
100 105 110
Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

34397

-128-

48

60

120
180
240
300
360
378



115 120

<210> 131

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 131
acattcacct ttgatgattt tgcc

<210> 132

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 132
Thr Phe Thr Phe Asp Asp Phe Ala
1 5

<210> 133

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 133
attactgggg atggtggtag caca

<210> 134

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 134
Ile Thr Gly Asp Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 135

<211> 57

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

34397

-129-

125

24

24



<400> 135

34397

gtaaaagatt ggtggatagc agctcgtccg gactactact actacggtat ggacgtc

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

136
19
PRT

<220>

<223>

<400> 136

Téng hop

Trinh ty nhén tao

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

1

Met Asp Val

5

<210> 137

<211> 378

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 137

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtgg ctccttcagt

ccaggaaagg gactggaatg gattggatat

ccctcectca agagtcgagt catcatatca

aaactgaact ctgtgaccgc tgcggacacg

gggattactt ttgggggact tatcgtccct

atggtcaccg tctcttca

<210> 138

<211> 126

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 138

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5

Thr Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val
20

Phe Trp Thr Trp Ile Arg Gln Pro

35 40
Gly Tyr Leu His Tyr Ser Gly Gly
50 55

Ser Arg Val Ile Ile Ser Val Asp

65 70

Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala

85
Arg Ala Arg Ser Gly Ile Thr Phe

10

ctggtgaagc
agtcacttct
ctccattata
gtggacacgt
gccgtgtatt
ggttcttttg

cctcggagac
ggacctggat
gtgggggcac
ccaagaacca
actgtgcgag
atatctgggg

15

cctgtccatc
ccggcagccce
cagctacaac
gttctccectg
agctagatcg
ccaagggaca

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Thr

Asp

Gly

Gly
10

Gly
Gly
Ser
Ser
Thr

90
Gly

-130-

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
Ala

Leu

Val
Ser
Gly
Asn
60

Asn

Val

Ile

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Gln

Tyr

Val

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe

Tyr

Pro

Ser
15

Ser
Trp
Leu
Ser
Cys

95
Gly

Glu
His
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Ser

57

60

120
180
240
300
360
378



34397

100 105 110
Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 139
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 139
ggtggctcct tcagtagtca cttc

<210> 140

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 140
Gly Gly Ser Phe Ser Ser His Phe
1 5

<210> 141

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 141
ctccattata gtgggggcac c

<210> 142

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 142
Leu His Tyr Ser Gly Gly Thr
1 5

<210> 143

<211> 60

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223> Téng hop

<400> 143
gcgagagcta gatcggggat tacttttggg ggacttatcg tccctggttce ttttgatatc 60

<210> 14
<211> 20

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 14
Ala Arg Ala Arg Ser Gly Ile Thr Phe Gly Gly Leu Ile Val Pro Gly

1

4

PRT
Trinh ty nhén tao

4

Téng hop

Ser Phe Asp Ile

<210> 145

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 145

gaaatagttt tgacacagag tcccggcaca

ttgtcatgta gagcaagtca gtcagtctct

ccgggacagg cccctagact gctgatctac

gaccggttca gtggaagcgg aagcggaacc

ccagaggatt tcgccgttta ctattgtcaa

cagggcacga aggtagaaat caag

<210> 146

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 146

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

20

5

34397

10

ctgtcactct
agctcttatce
ggggcaagtt
gattttactt
cagtacggaa

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr

Cys

Thr
10

Ser
Gly
Gly

Leu

Gln

-132-

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr

75
Gln

ctccecgggga
tcgcctggta
ccagggccac
tgacgatttc
gcagcccgtg

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Leu
vVal
Pro
45

Asp

Ser

Gly

Ser
Ser
30

Arg
Arg
Arg

Ser

15

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser

aagagccacc
ccagcagaag
cggaatcccc
tagactggag
gacgtttggc

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

60

120
180
240
300
324



34397

85 90
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 147

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 147
cagtcagtct ctagctctta t

<210> 148

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 148
Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 149

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 149
ggggcaagt

<210> 150

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 150
Gly Ala Ser
1

<210> 151

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

-133-



34397

<220>
<223> Téng hop

<400> 151
caacagtacg gaagcagccc gtggacg 27

<210> 152

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 152
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 153
<211> 378
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 153

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtcccte 60
atttgttctg tctctggtgg ctccttcagt agtcacttct ggagttggat ccggcagccc 120
ccagggaagg gactggagtg gattgggtat gtcctttaca gtgggggcac caattacaac 180
ccctcectca agagtcgagt caccatatca gtagacacgt ccaagaatca gttcttcctg 240
aaactgagct ctgtgaccgc tgcggacacg gccgattatt actgtgcgag agctatatcg 300
gggattacgt ttgggggaat tatcgtccct ggttcttttg atatctgggg ccaagggaca 360
atggtcaccg tctcttca 378

<210> 154
<211> 126
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 154

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

Thr Leu Ser Leu Ile Cys Ser Val Ser Gly Gly Ser Phe Ser Ser His

20 25 30
Phe Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Tyr Val Leu Tyr Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe Leu
65 70 75 80

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

85 90 95
Arg Ala Ile Ser Gly Ile Thr Phe Gly Gly Ile Ile Val Pro Gly Ser

-134-



34397

100 105 110
Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 155
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 155
ggtggctcct tcagtagtca cttc

<210> 156

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 156
Gly Gly Ser Phe Ser Ser His Phe
1 5

<210> 157

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 157
gtcctttaca gtgggggcac ¢

<210> 158

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 158
Val Leu Tyr Ser Gly Gly Thr
1 5

<210> 159

<211> 60

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223> Tbéng

<400> 159

hop

34397

gcgagagcta tatcggggat tacgtttggg ggaattatcg tccctggttc ttttgatatc 60

<210> 160
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

Ala Arg Ala Ile Ser Gly Ile Thr Phe Gly Gly Ile Ile Val Pro Gly

<220>
<223> Téng hop
<400> 160
1 5
Ser Phe Asp Ile
20
<210> 161
<211> 378
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tbéng hogp
<400> 161
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga
acctgcactg tctctggtgg ctccttcagt
ccagggaagg gactggagtg gattggatat
ccctcectca agagtcgagt ctccatgtcea
aaattgagct ctgtgaccgc tgcggacacg
gggataacgt ttacgggtat tatcgtccct
atggtcaccg tctcttca
<210> 162
<211> 126
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 162
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20
Phe Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Gly Tyr Ile Leu Tyr Thr Gly Gly
50 55
Ser Arg Val Ser Met Ser Val Gly
65 70

Pro
Ser
25

Pro

Thr

Thr

10

ctggtgaagc
agtcacttct
atcttataca
gtgggcacgt
gccgtatatt
ggctcttttg

Gly
10
Gly

Leu
Gly
Gly Lys
Ser Phe

Ser Lys

75
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cctcggagac
ggagctggat
ctgggggcac
ccaagaacca
actgtgcgag
atatctgggg

Val Lys

Ser Phe
30
Leu
45
Pro

Gly

Asn
60

Asn Gln

Pro

Ser

Glu

Ser

Phe

15

cctgtccecte
ccggcagccce
cagcttcaac
gttctccctg
agctagatcg
ccaagggaca

Ser Glu
15
Ser His

Trp Ile

Leu Lys

Leu
80

Ser

60

120
180
240
300
360
378



Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr

85

34397

90

Arg Ala Arg Ser Gly Ile Thr Phe Thr Gly Ile Ile Val

100

105

Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser

115 120

<210> 163

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 163
ggtggctcct tcagtagtca cttc

<210> 164

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 164
Gly Gly Ser Phe Ser Ser His Phe
1 5

<210> 165

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 165
atcttataca ctgggggcac cC

<210> 166

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 166

Ile Leu Tyr Thr Gly Gly Thr
1 5

<210> 167

<211> 60

-137-

125

Tyr Cys Ala
95

Pro Gly Ser

110

Ser

24

21



<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng

<400> 167

hop

34397

gcgagagcta gatcggggat aacgtttacg ggtattatcg tccctggete ttttgatatc 60

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

168
20
PRT

<220>
<223> Tbéng

<400> 168

hop

Trinh ty nhdn tao

Ala Arg Ala Arg Ser Gly Ile Thr Phe Thr Gly Ile Ile Val Pro Gly

1

5

Ser Phe Asp Ile

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

169
378
ADN

<220>
<223> Tbng
<400> 169

caggtgcagc
acttgttctg
ccagggaagyg
ccctcecectcea
aaactgactt
gggattacgt
atggtcaccg

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

170
126
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 170

Gln Val Gln

1

Thr Leu Ser

Phe Trp Ser

35

Gly Tyr Ile

20

hop

tgcaggagtc
tctctggtygg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc
ttgggggaat
tctcttca

hop

5

Trinh ty nhdn tao

gggcccagga
ctccttcagt

gattggatat
caccatatca
tgcggacacg
gatcgtcccet

Trinh ty nhan tao

Leu Gln Glu Ser Gly

Leu Thr Cys Ser Val

20

Trp Ile Arg Gln Pro

40

His Tyr Ser Gly Gly

Pro
Ser
25

Pro

Thr

10

ctggtgaagc
agtcacttct
atccattaca
gtagacacgt
gccgattatt
ggttcttttg

10
Gly Gly

Gly Lys

Asn Tyr

-138-

Gly Leu

cttcggagac
ggagctggat
gtgggggcac
ccaagaacca
actgtgcgag
atgtctgggg

Val Lys

Ser Phe
30
Leu
45
Pro

Gly

Asn

Pro

Ser

Glu

Ser

15

cctgtccecctce
ccggcagccce
caattacaac
gttctccctt
agctatatcg
cgaagggaca

Ser Glu
15

Ser His
Trp Ile

Leu Lys

60

120
180
240
300
360
378



50
Ser Arg Val
65
Lys Leu Thr

Arg Ala Ile
Phe Asp Val

115

<210> 171
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh

<220>

Thr
Ser
Ser

100
Trp

Ile
Val
85

Gly

Gly

tu nhén

<223> Téng hop

<400> 171

Ser
70

Thr
Ile

Glu

tao

55

Val Asp Thr Ser Lys Asn
Ala Ala Asp Thr Ala Asp
Thr Phe Gly Gly Met Ile

Gly Thr Met Val Thr Val

120

ggtggctcct tcagtagtca cttc

<210> 172
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 172

Gly Gly Ser Phe Ser Ser His Phe

1

<210> 173
<211> 21
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 173

atccattaca gtgggggcac c

<210> 174
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 174

Ile His Tyr Ser Gly Gly Thr

1

5

34397

90

105

-139-

75

60

Gln
Tyr
Val

Ser
125

Phe
Tyr
Pro

110
Ser

Ser Leu
80

Cys Ala

95

Gly Ser

24

21



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

175
60
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 175

hop

Trinh ty nhén tao

34397

gcgagagcta tatcggggat tacgtttggg ggaatgatcg tccctggttc ttttgatgtc 60

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

176
20
PRT

<220>
<223> Tbéng

<400> 176

hop

Trinh ty nhdn tao

Ala Arg Ala Ile Ser Gly Ile Thr Phe Gly Gly Met Ile Val Pro Gly

1

5

Ser Phe Asp Val

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

177
378
ADN

<220>
<223> Tdng
<400> 177

caggtgcagc
acctgcactg
ccaggaaagg
ccctecectcea
aaactgacct
gggattacgt
atggtcaccg

<210> 178
<211> 126
<212> PRT

20

hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc
ttgggggagt
tctcttca

Trinh ty nhdn tao

gggcccagga
caccttcagt

gattggatat
caccatatca
tgcggacacg
tatcgtccct

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng

<400> 178

hop

10

ctggtgaagc
agtcacttct
atcttttaca
atagacacgt
gccgtgtatt
ggttcttttg

cttcggagac
ggagctggat
ctgggggcac
ccaagaacca
actgtgcgag
atatctgggg

15

cctgtccectce
ccggcagccc
caaccacaac
gttctccctg
agctagatcg
ccaagggaca

Gln Val 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 Gly Thr Phe Ser Ser His

20

25

-140-

30

60

120
180
240
300
360
378



Phe Tr

p Ser
35

Gly Tyr Ile

50
Ser Ar
65
Lys Le

Arg Al

Phe As

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

<220>
<223>

<400>

g Val
u Thr
a Arg
p Ile

115

179
24
ADN
Trinh

Trp
Phe
Thr
Ser
Ser

100
Trp

Ile
Tyr
Ile
Val
85

Gly

Gly

tu nhéan

Téng hop

179

Arg
Thr
Ser
70

Thr
Ile

Gln

tao

Gln Pro
40
Gly Gly
Ile Asp
Ala Ala
Thr Phe

Gly Thr
120

ggtggcacct tcagtagtca cttc

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

<220>
<223>

<400>

180
8
PRT

Trinh ty nhan tao

Tdng hop

180

Gly Gly Thr Phe Ser Ser His Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

181
21
ADN

5

Trinh tu nhan tao

Tdng hop

181

atcttttaca ctgggggcac c

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

<220>
<223>

<400>

182
7
PRT

Trinh tu nhén tao

Téng hop

182

34397

Pro Gly Lys
Thr Asn His

Thr Ser Lys
75
Asp Thr Ala
90
Gly Gly Val
105
Met Val Thr

-141-

Gly
Asn
60

Asn
Val
Ile

Val

Leu
45

Pro
Gln
Tyr

Val

Ser
125

Glu
Ser
Phe
Tyr
Pro

110
Ser

Trp
Leu
Ser
Cys

95
Gly

Ile
Lys
Leu
80

Ala

Ser

24

21



Ile Phe Tyr Thr Gly Gly Thr

1

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

183
60
ADN

<220>

<223>

<400> 183

5

Tng hop

Trinh ty nhdn tao

34397

gcgagagcta gatcggggat tacgtttggg ggagttatcg tcectggttce ttttgatatc 60

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

184
20
PRT

<220>
<223> Tbng

<400> 184

hop

Trinh ty nhan tao

Ala Arg Ala Arg Ser Gly Ile Thr Phe Gly Gly Val Ile Val Pro Gly

1

5

Ser Phe Asp Ile

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

185
378
ADN

<220>
<223> Tbéng
<400> 185

caggtgcagc
acctgcactg
ccagggaggyg
ccctecttcea
aaactgagct
gggataacgt
atggtcaccg

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

186
126
PRT

<220>

<223> Tdng

<400> 186

20

hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggaatg
agagtcgagt
ctgtgaccgc
ttgggggagt
tctcttca

hop

Trinh ty nhan tao

gggcccagga
ctccttcagce

gattggatat
caccatgtca
tgcggacacyg
tctcgtcecect

Trinh tyu nhdn tao

10

ctggtgaaac
agtcacttct
atctattaca
gtagacacgt
gccgtgtttt
ggttcttttg

cttcggagac
ggaactggat
gtgggggcac
ccaagaacca
actgtgcgag
atatttgggg

15

cctgtccctce
ccggcagtcc
caactataac
gttctccctg
agctagatcg
ccaagggaca

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

-142-

60

120
180
240
300
360
378



Thr
Phe
Gly
Ser
65

Lys

Arg

Phe

Leu Ser

Trp Asn
35

Tyr Ile

50

Arg Val

Leu Ser
Ala Arg

Asp Ile
115

<210> 187
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh

<220>

<223>

<400> 187
ggtggctcct tcagcagtca cttc

<210> 188
<211> 8
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 188
Gly Gly Ser Phe Ser Ser His Phe

1

<210> 189
<211> 21
<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 189
atctattaca gtgggggcac c

<210> 190
<211> 7

<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

Leu
20

Trp
Tyr
Thr
Ser
Ser

100
Trp

Thr
Ile
Tyr
Met
Val
85

Gly

Gly

ty nhén

Téng hop

Tng hop

Tdng hop

5

Cys
Arg
Ser
Ser
70

Thr

Ile

Gln

tao

Trinh ty nhan tao

Trinh tyu nhdn tao

Thr
Gln
Gly
55

Val
Ala

Thr

Gly

Val
Ser
40

Gly
Asp
Ala

Phe

Thr
120

34397

Ser
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Gly

105
Met

10
Gly

Gly
Asn
Ser
Thr
90

Gly

vVal

-143-

Gly
Arg
Tyr
Lys
75

Ala

Val

Thr

Ser
Gly
Asn
60

Asn
vVal

Leu

Val

Phe
Leu
45

Pro
Gln
Phe

vVal

Ser
125

Ser
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Pro

110
Ser

15
Ser

Trp
Phe
Ser
Cys

95
Gly

His
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Ser

24

21



<223> Tdng hop

<400> 190

Ile Tyr Tyr Ser Gly Gly Thr

1

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

191
60
ADN

<220>

<223>

<400> 191

5

Téng hop

Trinh ty nhén tao

34397

gcgagagcta gatcggggat aacgtttggg ggagttctcg tccctggttc ttttgatatt 60

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

192
20
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 192

hop

Trinh tu nhén tao

Ala Arg Ala Arg Ser Gly Ile Thr Phe Gly Gly Val Leu Val Pro Gly

1

5

Ser Phe Asp Ile

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

193
378
ADN

<220>
<223> Tbng
<400> 193

caggtgcagc
acctgcactg
ccaggaaagg
ccctcecececteg
aaactgaact
gggattactt
atggtcaccg

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

194
126
PRT

<220>

<223> Tbéng

20

hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc
ttgggggact
tctcttca

hop

Trinh ty nhén tao

gggcccagga
ctccttcagt

gattgggtat
caccatatca
tgcggacacg
tatcgtccect

Trinh ty nhén tao

10

ctggtgaagc
agtcacttct
atctattaca
gtagacacgt
gccgtttatt
ggttcttttg

-144-

cttcggagac
ggagctggat
gtgggggcac
ccaagaacca
actgtgcgag
atatctgggg

15

cctgtccectce
ccggcagcecce
ccactacaac
gttctccctg
agctagatcg
ccaagggaca

60

120
180
240
300
360
378



<400> 194

Gln Val
1
Thr Leu

Phe Trp

Gly Tyr
50

Ser Arg

65

Lys Leu

Arg Ala

Phe Asp

Gln
Ser
Ser
35

Ile
Val
Asn

Arg

Ile
115

<210> 195

<211> 24

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Tyr
Thr
Ser
Ser

100
Trp

<223> Téng hop

<400> 195
ggtggctcct tcagtagtca cttc

<210> 196

<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 196
Gly Gly Ser Phe Ser Ser His Phe

1

<210> 197

<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh tyg nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 197
atctattaca gtgggggcac c

<210> 198

<211> 7

<212> PRT

Gln
Thr
Ile
Tyr
Ile
Val
85

Gly

Gly

5

Glu
Cys
Arg
Ser
Ser
70

Thr

Ile

Gln

tao

Ser
Thr
Gln
Gly
Val
Ala
Thr

Gly

Gly
Val
Pro
40

Gly
Asp
Ala

Phe

Thr
120

34397

Pro Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Thr His
Thr Ser
Asp Thr
90
Gly Gly

105
Met Val

-145-

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Leu

Thr

Val
Ser
Gly
Asn
60

Asn
Val

Ile

Val

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Gln
Tyr

Val

Ser
125

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Pro

110
Ser

Ser
15

Ser
Trp
Leu
Ser
Cys

95
Gly

Glu
His
Ile
Glu
Leu
80

Ala

Ser

24

21



<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 198

Ile Tyr Tyr Ser Gly Gly Thr

1

<210> 199
<211> 60

<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 199

5

Téng hop

Trinh ty nhén tao

34397

gcgagagcta gatcggggat tacttttggg ggacttatcg tccctggttce ttttgatatc 60

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

200
20
PRT

<220>
<223>

<400> 200

Téng hop

Trinh ty nhén tao

Ala Arg Ala Arg Ser Gly Ile Thr Phe Gly Gly Leu Ile Val Pro Gly

1

5

Ser Phe Asp Tle

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

201
375
ADN

<220>
<223> Tbng
<400> 201

cgggtgcaac
tcctgcaggg
actggacaag
acacagaagt
atggagctga
ttactatggt
gtcaccgtct

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

202
125
PRT

20

hop

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
tcgggaagtt
cctca

Trinh ty nhdn tao

tgggtctgag
catcttcacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgaggac
attagggtac

Trinh ty nhdn tao

10

gtgaagaagc
agttatgata
atgaacccta
accaggaaca
acggccgtgt
ggtatggacg

-146-

ctggggcctc
tcaattgggt
ataatggtaa
cctccataag
attactgtgc
tctggggcca

15

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacagcctat
cacagcctac
gagaaaggga
agggaccacg

60

120
180
240
300
360
375



<220>
<223> Téng hop

<400> 202
Arg Val Gln

1
Ser

Asp
Gly
Gln
65

Met

Ala

Asp

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

vVal
Ile
Trp
50

Gly
Glu

Arg

Val

<220>

<223>

<400>

Lys
Asn
35

Met
Arg
Leu

Lys

Trp
115

203
24
ADN
Trinh

203

Leu
Val
20

Trp
Asn
Val
Ser
Gly

100
Gly

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Leu

Gln

ti nhén

Téng hop

Gln
Cys
Arg
Asn
Met
70

Leu

Leu

Gly

tao

Ser
Arg
Gln
Asn
55

Thr
Arg

Trp

Thr

ggatacatct tcaccagtta tgat

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

204

PRT
Trinh tu nhdn tao

204

Téng hop

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser

Phe

Thr
120

Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Tyr Asp

1

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

<220>

<223>

<400>

205
24

ADN
Trinh ty nhén tao

205

Téng hop

5

atgaacccta ataatggtaa caca

34397

Ser Glu
10

Ser Gly

25

Thr Gly

Asn Thr
Asn Thr
Glu Asp
90
Gly Lys

105
Val Thr

-147-

Val
Tyr
Gln
Ala
Ser
75

Thr

Leu

Val

Lys
Ile
Gly
Tyr
60

Ile
Ala

Leu

Ser

Lys
Phe
Leu
45

Thr
Ser
Val

Gly

Ser
125

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Tyr
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gly

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Met

24

24



<210> 206
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tbng

<400> 206

hop

Trinh ty nhan tao

Met Asn Pro Asn Asn Gly Asn Thr

1

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

207
54
ADN

<220>

<223>

<400> 207

5

Téng hop

Trinh ty nhédn tao

34397

gcgagaaagg gattactatg gttcgggaag ttattagggt acggtatgga cgtc

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

208
18
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 208

hop

Trinh ty nhan tao

Ala Arg Lys Gly Leu Leu Trp Phe Gly Lys Leu Leu Gly Tyr Gly Met

1
Asp Val

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

209
324
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 209

gaaattgtgt
ctctectgca
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca

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

5

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta
aggtggaaat

Trinh ty nhdn tao

tccaggcacc
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaa

10

ctgtctttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta

-148-

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctcaccttg

15

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggc

60

120
180
240
300
324



<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 210

Glu Ile
1
Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser

65

Pro Glu

Trp Thr

Val
Ala
Ala
35

Gly
Gly

Asp

Phe

<210> 211

<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén

<220>

Leu
Thr
20

Trp
Ala
Ser

Phe

Gly
100

<223> Téng hop

<400> 211
cagagtgtta gcagcagcta c

<210> 212

<211> 7

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 212
Gln Ser Val Ser Ser Ser

1

<210> 213

<211> 9

<212> RADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 213
ggtgcatcc

<210> 214

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gln

5

tao

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
70

Val

Gly

tao

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp

Tyr

Thr

Tyr

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe

Tyr

Lys

34397

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr

Cys

Val
105

Thr
10
Ser

Gly
Gly
Leu
Gln

90
Glu

-149-

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Gln

Ile

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Tle

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



<211> 3

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

PRT
Trinh ty nhdn tao

214

Gly Ala Ser

1

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

<220>

<223>

<400>

215
27

ADN
Trinh ty nhdn tao

215

Téng hop

Téng hop

cagcagtatg gtagctcacc ttggacg

<210> 216
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén
<220>
<223> Téng hop
<400> 216
Gln Gln Tyr Gly Ser
1 5
<210> 217
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén
<220>
<223> Téng hop
<400> 217
Glu Val Gln Val Leu
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Ala Met Thr Trp Val
35
Ser Ala Ile Ser Gly
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Lys Asp Gly Ala

tao

34397

Ser Pro Trp Thr

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Trp

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Lys

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Met

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Ser

Asp
10

Gly
Gly
Ala
Asn
Asp

90
Gly

-150-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Leu

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Asp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Val

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Trp

Gly
15

Ala
Trp
Ser

Val

Tyr
95
Gly

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gln

27



100
Gly Thr Thr Val Ile
115

<210> 218

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan

<220>
<223> Tdng hop

<400> 218
Gly Phe Thr Phe Ser
1 5

<210> 219

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 219
Ile Ser Gly Ser Gly
1 5

<210> 220

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 220
Ala Lys Asp Gly Ala
1 5

<210> 221
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Tdng hop

<400> 221
Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Arg Val Thr Ile
20
Leu Ala Trp Tyr Gln
35

34397

105 110
Val Ser Ser
120

tao

Ala Tyr Ala

tao

Gly Ser Ala

tao

Trp Lys Met Ser Gly Leu Asp Val
10

tao

Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10 15
Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asp Tyr
25 30
Gln Lys Pro Gly Lys Ile Pro Arg Leu Leu Ile
40 45

-151-



Tyr Thr Thr Ser

50
Ser Gl
65

y Ser Gly

Glu Asp Val Ala

Thr Phe Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>

100

222
6
PRT

Thr
Thr
Thr

85
Gly

Trinh tu nhén

Téng hop

222

Gln Asp Ile Ser Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

223
3
PRT

5

Trinh tuy nhén

Téng hop

223

Thr Thr Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

224
9
PRT

Leu

Asp
70
Tyr

Thr

tao

Tyr

tao

Trinh ty nhan tao

Tdng hop

224

Gln Ser
55

Phe Thr
Tyr Cys

Lys Val

34397

Gly Val
Leu Thr

Gln Lys

90
Glu Ile
105

Gln Lys Tyr Asp Ser Ala Pro Leu Thr

1

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

<400>

225
109
PRT

5

Homo sapiens

225

Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Ser Arg Phe Arg Gly
60
Ser Ser Leu Gln Pro
80
Asp Ser Ala Pro Leu
95

Asp Phe Gly Leu Asp Cys Asp Glu His Ser Thr Glu Ser Arg Cys Cys

1

5

10

15

Arg Tyr Pro Leu Thr Val Asp Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp Ile

20

25

-152-

30



Ile
Phe
Asn
65

Pro

Lys

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

<400>

Ala
Val
50

Pro

Ile

Ile

Pro
35

Phe
Arg

Asn

Pro

226
426
PRT
Homo sapiens

226

Met Pro Leu

1
Ile

Pro
Asn
Met
65

Ala
Glu
Met
Ser
Ser
145
Val
Gln
Glu
Lys
Ser
225
Arg
Leu
Gly
His
His

305
Cys

vVal
Asp
Ser
50

Leu
Ala
Asn
Asn
Gly
130
Asp
Pro
Gln
Glu
Val
210
Ser
Ile
Gly
Gly
Arg
290
Arg

Cys

Arg
Cys
35

Gln
His
Leu
Gly
Glu
115
Thr
Leu
Lys
Gln
Val
195
Val
Ile
Ala
Lys
Gly

275
Pro

Arg

Lys

Lys
Leu
Gly
Met

Ala
100

Leu
Ser
20

Pro
Pro
Leu
Leu
Tyr
100
Leu
Ala
Ser
Ala
Lys
180
Gly
Asp
Gln
Cys
Lys
260
Glu
Phe
Arg

Lys

Arg
Gln
Ser
Leu

85
Met

Trp
5

Ser
Ser
Glu
Lys
Asn
85

Val
Met
Arg
Val
Asn
165
His
Leu
Ala
Arg
Glu
245
Lys
Gly
Leu

Arg

Gln

Tyr
Lys
Ala
70

Tyr

Val

Leu
Pro
Cys
Met
Lys
70

Ala
Glu
Glu
Lys
Val
150
Arg
Pro
Lys
Arg
Leu
230
Gln
Lys
Gly
Met
Arg

310
Phe

Lys
Tyr
55

Gly
Phe

val

Arg
Thr
Ala
Val
55

Arg
Tle
Ile
Gln
Thr
135
Glu
Thr
Gln
Gly
Lys
215
Leu
Cys
Lys
Ala
Leu
295
Gly

Phe

Ala
40

Pro
Pro

Asn

Asp

Gly
Pro
Leu
40

Glu
Pro
Arg
Glu
Thr
120
Leu
Arg
Arg
Gly
Glu
200
Ser
Asp
Gln
Glu
Gly
280
Gln

Leu

Val

34397

Asn
His
Cys
Gly

Arg
105

Phe
Gly
25

Ala
Ala
Asp
Lys
Asp
105
Ser
His
Ala
Thr
Ser
185
Arg
Thr
Gln
Glu
Glu
265
Ala
Ala
Glu

Ser

Tyr
Thr
Cys
Lys

90
Cys

Leu
10

Ser
Ala
Val
Val
Leu
90

Asp
Glu
Phe
Glu
Lys
170
Leu
Ser
Trp
Gly
Ser
250
Glu
Asp
Arg
Cys

Phe

-153-

Cys
His
Thr
75

Glu

Gly

Leu
Glu
Leu
Lys
Thr
75

His
Ile
Ile
Glu
vVal
155
Val
Asp
Glu
His
Lys
235
Gly
Gly
Glu
Gln
Asp

315
Lys

Ser
Leu
60

Pro

Gln

Cys

Ala
Gly
Pro
Lys
60

Gln
Val
Gly
Ile
Ile
140
Trp
Thr
Thr
Leu
Val
220
Ser
Ala
Glu
Glu
Ser
300
Gly

Asp

Gly
45

Val
Thr
Ile

Ser

Ser
His
Lys
45

His
Pro
Gly
Arg
Thr
125
Ser
Leu
Ile
Gly
Leu
205
Phe
Ser
Ser
Gly
Lys
285
Glu
Lys

Ile

Glu
His
Lys

Ile

Cys
Ser
30

Asp
Ile
Val
Lys
Arg
110
Phe
Lys
Phe
Arg
Glu
190
Leu
Pro
Leu
Leu
Lys
270
Glu
Asp

Val

Gly

Cys
Gln
Met

Tyr
95

Trp
15

Ala
Val
Leu
Pro
Val
95

Ala
Ala
Glu
Leu
Leu
175
Glu
Ser
Val
Asp
Val
255
Lys
Gln
His
Asn

Trp

Glu
Ala
Ser

80
Gly

Ile
Ala
Pro
Asn
Lys
Gly
Glu
Glu
Gly
Lys
160
Phe
Ala
Glu
Ser
val
240
Leu
Lys
Ser
Pro
Ile

320
Asn



Asp
Glu
His
Ala
385
Met

Asn

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

Trp
Cys
Ser
370
Asn

Leu

Met

<220>

<223>

<400>

Ile
Pro
355
Thr
Leu

Tyr

Ile

227
340
PRT
Trinh

227

Glu Ala Glu

1
Glu

Lys
Glu
Arg
65

Cys
Ala
Gly
Gly
Met
145
His
val
Tyr
Gly
Ile
225

vVal

Ser

Arg
Arg
Leu
50

Gln
Cys
Gly
Asp
Gly
130
Ile
Glu
His
Arg
Lys
210
Glu

Tyr

Leu

Thr
Leu
35

vVal
Glu
Glu
Gly
Lys
115
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
195
Glu
Lys

Thr

Thr

Ile
340
Ser
Val
Lys

Tyr

Val
420

325
Ala

His
Ile
Ser
Asp

405
Glu

tu nhén

Téng hop

Thr
Asn
20

His
Lys
Cys
Gly
Pro
100
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
180
Val
Tyr
Thr

Leu

Cys
260

Arg
Gln
Cys
Lys
vVal
Asn
85

Glu
His
Val
Thr
Glu
165
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro

245
Leu

Pro
Ile
Asn
Cys
390
Asp

Glu

tao

Glu
Ser
Tyr
Gly
Ala
70

Phe
Val
Thr
Phe
Pro
150
Val
Thr
Val
Cys
Ser
230

Pro

Val

Ser
Ala
His
375
Cys
Gly

Cys

Cys
Gly
Ala
Cys
55

Thr
Cys
Thr
Cys
Leu
135
Glu
Lys
Lys

Leu

Lys
215
Lys

Ser

Lys

Gly
Gly
360
Tyr
Val
Gln

Gly

Ile
Leu
Ser
40

Trp
Glu
Asn
Tyr
Pro
120
Phe
val
Phe
Pro
Thr
200
vVal
Ala

Arg

Gly

34397

Tyr
345
Thr
Arg
Pro

Asn

Cys
425

Tyr
Glu
25

Trp
Leu
Glu
Glu
Glu
105
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
185
Val
Ser
Lys

Asp

Phe
265

330
His

Ser
Met
Thr
Ile

410
Ser

Tyr
10

Arg
Ala
Asp
Asn
Arg
Pro
Cys
Pro
Cys
Trp
170
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu

250
Tyr

-154-

Ala
Gly
Arg
Lys

395
Ile

Asn
Cys
Asn
Asp
Pro
75

Phe
Pro
Pro
Lys
Val
155
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
235

Leu

Pro

Asn
Ser
Gly
380

Leu

Lys

Ala
Glu
Ser
Phe
60

Gln
Thr
Pro
Ala
Pro
140
Val
Val
Gln
Gln
Ala
220
Pro

Thr

Ser

Tyr
Ser
365
His
Arg

Lys

Asn
Gly
Ser
45

Asn
Val
His
Thr
Pro
125
Lys
vVal
Asp
Tyr
Asp
205
Leu
Arg
Lys

Asp

Cys
350
Leu
Ser

Pro

Asp

Trp
Glu
30

Gly
Cys
Tyr
Leu
Ala
110
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
190
Trp
Pro
Glu

Asn

Ile
270

335
Glu

Ser
Pro
Met

Ile
415

Glu
15

Gln
Thr
Tyr
Phe
Pro
95

Pro
Leu
Thr
Val
Val
175
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln

255
Ala

Gly
Phe
Phe
Ser

400
Gln

Leu
Asp
Ile
Asp
Cys
80

Glu
Ser
Leu
Leu
Ser
160
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
240

vVal

Val



Glu
Pro
vVal
305
Met

Ser

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

<400>

Met
1

Leu
Pro
Gly
Glu
65

His
Ala
Gly
His
Ser
145
Phe
Ser
Ser
Gly
Gly
225
Arg
Glu
Arg
Ile

Arg
305

Trp
Val
290
Asp
His

Pro

Asp
Ala
Pro
Gly
50

Glu
Ile
Val
Lys
Ala
130
Phe
Phe
Leu
Arg
Asp
210
Trp
Gly
Leu
Pro
Arg

290
Gln

Glu
275
Leu
Lys
Glu

Gly

228
407
PRT
Homo Sapiens

228

Gly
Ala
Thr
35

Ser
Leu
Leu
Pro
Val
115
Ser
Ala
Ile
Trp
Arg
195
Arg
His
Glu
Ala
Phe
275
Lys

Gln

Ser
Asp
Ser
Ala

Lys
340

Leu
Gly
20

Pro
Gln
Gly
Ser
Lys
100
Arg
Pro
Glu
Ser
Leu
180
Lys
Trp
Thr
Arg
val

260
Val

Arg

Phe

Asn
Ser
Arg

Leu
325

Pro
Trp
Ala
Asp
Arg
Arg
85

Ala
Glu
Gly
Thr
Asn
165
Tyr
Val
Asn
Phe
Arg
245
vVal
Val

Gly

Phe

Gly
Asp
Trp

310
His

Gly
Leu
Ala
Thr
Val
70

Leu
Ala
Asp
Ala
Asp
150
Glu
Leu
Arg
Met
Pro
230
Leu
Pro
Val

Leu

Ile
310

Gln
Gly
295
Gln

Asn

Arg
Gly
Gln
Cys
55

Asp
Gln
Met
Gly
Asp
135
Gly
Gly
Lys
Val
Val
215
Leu
Asn
Val
Gln
Glu

295
Asp

Pro
280
Ser
Gln

His

Ala
Pro
Pro
40

Thr
Gly
Met
Val
Arg
120
Gly
Leu
Asn
Leu
Lys
200
Glu
Thr
Leu
Phe
Ala
280
Cys

Phe

34397

Glu
Phe
Gly

Tyr

Leu
Glu
25

Pro
Ser
Asp
Arg
Thr
105
Val
Gln
Ala
Gln
Leu
185
Val
Lys
Glu
Asp
Val
265
Arg
Asp

Arg

Asn
Phe
Asn

Thr
330

Gly
10

Ala
Pro
Cys
Phe
Gly
90

Ala
Glu
Glu
Ser
Asn
170
Pro
Tyr
Arg
Ala
Val
250
Asp
Leu

Gly

Leu

-155-

Asn
Leu
Val

315
Gln

Ala
Trp
Pro
Gly
Leu
75

Arg
Leu
Ile
Arg
Ser
155
Leu
Tyr
Phe
Val
Ile
235
Gln
Pro
Gly

Arg

Ile
315

Tyr
Tyr
300
Phe

Lys

Ala
Gly
Pro
Gly
Glu
Pro
Arg
Pro
vVal
140
Arg
Phe
Val
Gln
Asp
220
Gln
Cys
Gly

Asp

Thr
300
Gly

Lys
285
Ser

Ser

Ser

Cys
Ser
Pro
45

Phe
Ala
Asn
Lys
His
125
Ser
Val
Val
Leu
Glu
205
Leu
Ala
Asp
Glu
Ser
285

Asn

Trp

Thr
Lys
Cys

Leu

Leu
Pro
30

Gly
Arg
Val
Ile
Leu
110
Leu
Glu
Arg
Val
Glu
190
Gln
Lys
Leu
Ser
Glu
270
Arg

Leu

Asn

Thr
Leu
Ser

Ser
335

Leu
15

Thr
Ser
Arg
Lys
Thr
95

His
Asp
Ile
Leu
Gln
175
Lys
Gly
Arg
Phe
Cys
255
Ser
His
Cys

Asp

Pro
Thr
Val

320
Leu

Leu
Pro
Pro
Pro
Arg
His
Ala
Gly
Ile
Tyr
160
Ala
Gly
His
Ser
Glu
240
Gln
His
Arg
Cys

Trp
320



Ile
Pro
Ala
Asn
Phe

385
vVal

Ile
Ala
vVal
Ser
370

Asp

Glu

Ala
Tyr
Val
355
Cys
Asp

Glu

Pro
Leu
340
Asn
Cys
Glu

Cys

Thr
325
Ala
Gln
Ile
Tyr

Gly
405

Ser
Gly
Tyr
Pro
Asn

390
Cys

Tyr
Val
Arg
Thr
375

Ile

Ala

Tyr
Pro
Met
360
Lys

Val

34397

Gly Asn
330

Gly Ser

345

Arg Gly

Leu Ser

Lys Arg

-156-

Tyr
Ala
Leu
Thr

Asp
395

Cys
Ser
Asn
Met

380
val

Glu
Ser
Pro
365

Ser

Pro

Gly
Phe
350
Gly
Met

Asn

Ser
335
His
Thr

Leu

Met

Cys
Thr
val
Tyr

Ile
400





