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Linh vue k§ thuat dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén, trong sd cac van dé khac, polypeptit va cac ché pham ctia

n6 hitu dung dé diéu tri cac tinh trang bénh c6 lién quan dén chuyén hoa.

Tinh trang ky thuét cua sang ché

Bénh béo phi 1a bénh chu yéu dugc gy ra boi viéc hap thu qua nhiéu thirc an
cung voi tiéu hao nang lugng bi han ché va/hoic thiéu luyén tap thé chét. Bénh béo phi
lam tang kha nang phat trién nhiéu bénh khéac nhau, nhu bénh tiéu duong, bénh huyét
4p cao, bénh xo vira dong mach, bénh dong mach vanh, ching ngung thé luc ngu,
bénh gut, bénh thap khép va bénh viém khop. Hon thé nita, nguy co tir vong ¢6 lién
quan truc tiép dén bénh béo phi, nhu vi dy, chi s6 khéi co thé vuot qua 40 dan dén tudi
tho trung binh gidm hon 10 nam.

Céc thude didu tri hién nay bao gdm cic chit e ché sy thém an nhdm vao céc
nhom thu thé (vi du, CB1, 5-HTac, va NPY); cac chét diéu hoa cac ving thém an &
ving duéi ddi va cac hoat dong phan tir cua ghrelin; va cdc chét {rc ché hap thu dinh
. dudng nham vao cac lipaza. Khong may, hién nay chwa c6 mét loai thudc nao cho théy
diéu tri bénh béo phi hiéu qua ma khong gay ra cac tac dung phy, mot trong s6 cac tac
dung phu nay cé thé rat nghiém trong.

Luong glucoza trong méau cao kich thich cac té bao beta & tuyén tuy tiét insulin.
Két qué 1a insulin kich thich glucoza di vao cac co va cac té bao md, dan dén tich tu
glycogen va triglyxerit va tong hop protein. Viéc kich hoat cac thu thé insulin trén
nhiéu loai t& bao lam giam lugng glucoza tuadn hoan nhd ting st dung va hap thu
glucoza, va nho lam giam tdng hop glucoza & gan. Viéc pha huy hé théng diéu hoa nay
¢6 thé din dén bénh tiéu duong va cac hdi chimg bénh ly lién quan lam anh hudng dén
mot luong 16n va dang gia ting cua dan s0.

Céc bénh nhan mic hdi ching rdi loan chuyén hoa glucoza co thé bi ching ting
duong huyét, ting insulin huyét, va/hodc khong dung nap glucoza. Vi du vé r6i loan

ma thuong c6 lién quan dén luong glucoza va/hodc insulin bét thuong 1a khang insulin,
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trong d6 cac té bao gan, m& va co mAt kha ning dap ung vdi luong insulin binh
thuong trong mau.

Vi tinh trang phd bién va mtc do nghiém trong cia bénh béo phi, bénh tiéu
duong va cac rdi loan c¢6 lién quan dén chuyén héa va khong c6 lién quan dén chuyén
hoa, nén céc thude diéu tri ma diéu chinh, vi du, sy thém an, lugng glucoza va/hoac
insulin va ting cudng dap Gmg sinh hoc véi lugng glucoza thay dbi & bénh nhan van
con dugc quan tam.

GDF15 kiu dai, cling dugc biét dén 1a MIC-1 (xytokin tc ché dai thye bao-1)
c6 lién quan dén su didu hoa thé trong (Tsai VW, et al., PLoS One 2013; 8 (2):
e55174; US8,192,735).

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Polypeptit ¢6 trinh ti axit amin lidn k& ma it nhat 90% twong dong vdi trinh tu
axit amin cua GDF15 trudng thanh kiéu dai cua nguoi (SEQ ID NO: 1) duge dé cap.
Polypeptit theo sang ché bao gdm cac protein dot bién GDF15, GDF15 da bién doi, va
cac protein dot bién GDF15 da bién ddi. Ché phim chura cac polypeptit nay cting duogc
dé cap. Séng ché d& xuét viec sir dung cac polypeptit dugc mo ta o day, va ché phdm
chira chung, dé diéu tri hodc phong ngira cac o1 loan co lién quan dén thé trong
va/hodc cac rdi loan chuyén héa glucoza.

Nhu néu trén, polypeptit bao gdm trinh ty axit amin lién k& ma it nhit 90%
twong dong véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc dé xuét. Trinh tu axit
amin lidn k& bao gdm it nhit mot trong sd cac cdp thay thé axit amin twong ung trong
SEQ ID NO: 1 duéi day: i) DST/S va R21N; ii) R16N va HI18T/S; iii) S23N va
E25T/S; iv) L24N va D26T/S; v) S50N va F52T/S hodc F52N va A54T/S; vi) Q51N
va R53T/S hodc R53N va A55T/S; vi) S64N va HO6T/S; vii) L65N va R67T/S; viii)
S82N va N84T/S; ix) K9IN va D93T/S hodc DI3N va G95T/S; x) T94N va V96T/S
hodc V96N va LI8T/S; xi) S97N va Q99T/S; va xii) A106N va D108T/S.

Vi dy, trinh ty axit amin lién k& c6 thé bao gdm it nhét mot trong sb céc cip
thay thé axit amin tuong Gng trong SEQ ID NO: 1 dudi déay: i) DT va R21N hodac
D5S va R21N; ii) R16N va H18T hoac R16N va HI8S; iii) S23N va E25T hodc S23N
va E25S; iv) L24N va D26T hodc L24N va D26S; v) S50N va F52T; S50N va F528;
F52N va A5S4T; hogc F52N va A54S; vi) Q51N va R53T; Q51N va R53S; R53N va
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AS5T; hoic R53N va A55S; vi) S64N va H66T hoac S64N va H66S; vii) L65N va
R67T hoic L65N va R67S; viii) S82N va N84T hodc S82N va N84S; ix) K91IN va
DI93T; K9IN va D93S; DI3N va G95T; hoac DI3N va G95S; x) T94N va V96T;
T94N va V96S:; V96N va LI8T; hodc V96N va LI8S; xi) S97N va Q99T hoac S97TN
va Q99S; va xii) A106N va D108T hogc A106N va D108S.

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit c6 thé bao gbm it nhit mot trong sb
cac cap thay thé axit amin twong Ung trong SEQ ID NO: 1 du¢i déy: D5T va R21IN;
$23N va E25T/S; R53N va A55T/S; S64N va H66T/S; KOIN va DI3T/S; D93N va
G95T/S; S97N va Q99T/S; va A106N va D108T/S.

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit nay c6 thé bao gom it nhét mot trong
sd céc cap thay thé axit amin twong Gng trong SEQ ID NO: 1 du¢i day: D5T va R2IN;
D5S va R21IN: S23N va E25T; S23N va E25S; R53N va ASST; R53N va AS5S; S64N
va H66T; S64N va H66S; K9IN va D93T; K9IN va D93S; D93N va G95T; D93N va
G95S; S97N va Q99T; S97N va Q99S; A106N va D108T; va A106N va D108S.

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit nay co thé bao gdm it nhét mot trong
sd céac cap thay thé axit amin twong tmg trong SEQ ID NO: 1 dudi day: D5T va R21N;
S64N va H66T/S; K9IN va D93T/S; DI3N va GIST/S; va S97N va Q99T/S.

Theo cac phuong én khac, polypeptit nay co thé bao gdm it nhét mot trong sd
cac cap thay thé axit amin tuong tng trong SEQ ID NO: 1 dudi day: K91N va D93T
hodc K91IN va D93S; va D93N va G95T hodac D93N va G95S. Theo cac phuong an
khac, polypeptit nay co thé bao gdm cip thay thé axit amin tuong mg sau trong SEQ
ID NO: 1: K91N va D93T.

Theo cac phuong an dugc liy lam vi dy, trinh tu axit amin lién k& c6 thé it nhat
95% tuong dong véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo cac phuong an khac, trinh tu axit amin lién k& c6 thé c6 chidu dai gdm it
nhét 98 axit amin va c6 thé it nht 90% tuong ddng véi trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1, trong do6 axit amin 0 du tan cung C cua polypeptit twong Gmg voi
isoleuxin ¢ vi tri 112 trong SEQ ID NO: 1.

Theo céc phuong dn khéc, trinh tu axit amin lién k& co thé c6 chidu dai gdm it
nhét 98 axit amin va c6 thé it nhat 95% tuwong ddng véi trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1, trong d6 axit amin ¢ dau tan cung C cua polypeptit tuong Ung voi
isoleuxin & vi tri 112 trong SEQ ID NO: 1.
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Céac polypeptit dugc md ta ¢ day dugc 14y lam vi du bao gdm trinh ty axit amin
lidn k& ma c6 chidu dai gdm it nhét 98 axit amin, it nht 90% twong dong v6i trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, va ¢6 céc axit amin bi mat so véi SEQ ID NO: 1.
Vi du, cac polypeptit nay co thé c6 mot doan cut & dau tan cung N tuong tng v6i SEQ
ID NO: 1. Doan cut ndy c6 thé bao gdm 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 axit
amin hodc nhiéu hon so véi SEQ ID NO: 1, vi dy, 1 dén 14 axit amin, 3 dén 14 axit
amin, 6 dén 14 axit amin, hodc 3 dén 6 axit amin.

Trong cac truong hop nhét dinh, trinh tu axit amin lién k& ma c6 chidu dai gom
it nhat 98 axit amin, it nhat 90% tuong d6ng vdi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1, va khong bao gdm ba axit amin dAu tién ma tuwong ung voi ba axit amin dau
tién c6 & dau cudi N cua SEQ ID NO: 1, trong do6 axit amin ¢ dAu tan cung C tuong
g voi isoleuxin 6 vi tri 112 trong SEQ ID NO: 1.

Trong cac truong hop nhét dinh, trinh tu axit amin lién k& c6 chiéu dai gom it
nhét 98 axit amin, it nhit 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1, va khong bao gbm sdu axit amin d4u tién ma tuong g véi sdu axit amin dau
tién c6 mat ¢ dau cudi N cua SEQ ID NO: 1, trong do axit amin & dau tdn cung C
tuong (g vi isoleuxin & vi tri 112 trong SEQID NO: 1.

Trong cac truong hop nhét dinh, trinh ty axit amin lién k& c6 chiéu dai gom it
nhét 98 axit amin, it nhit 90% tuong ddng véi trinh tu axit amin néu trong SEQ D
NO: 1, va khong bao gdm muoi bdn axit amin du tién ma tuong tng véi muoi bbn
axit amin dau tién c6 mit & dau cudi N ctia SEQ ID NO: 1, trong do6 axit amin & dau
tan cing C tuong (mg v6i isoleuxin & vi tri 112 trong SEQ ID NO: 1.

Trong cac truong hop nhét dinh, polypeptit nay c6 thé bao gdm mdt trinh ty tin
hiéu & ddu cudi N, nhu, trinh tu tin hiéu IgK. Trinh ty tin hi¢u nay c6 thé dugc tiép
hop v6i polypeptit nay thong qua mot trinh tu lién két, trong do trinh ty lién két nay c6
thé 1a trinh tur lién két c6 thé phan cit dugc.

Ciing duogc dé cap o day la protein dung hop ma bao gdm lién ké tir dau cudi N
dén diu cubi C: polypeptit khac ngudn g6c-[(G4S)]s-GDF15; polypeptit khac ngudn
gbc-[(G4S)]5-AN3-GDF15; hodc polypeptit khac ngudn gbc-[(G4S)]s-AN6-GDF15.

Theo cac phuong an dugc 14y lam vi du, polypeptit khac ngudn gbc 6 thé 1a
albumin huyét thanh, protein lién két v6i maltoza, hodc polypeptit Fc cua globulin

mién dich. Albumin huyét thanh c6 thé 1 albumin huyét thanh cua nguoi, albumin
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huyét thanh cta ch6 hodc albumin huyét thanh ctia bo. Protein dung hgp ¢ thé bao
¢dm mot trinh tur tin hiéu & dau cudi N. Trinh ty tin hiéu ndy c6 thé 1a trinh tu tin hiéu
IgK.

Ciing dugc d& cap & day 1a phan tir axit nucleic ma hoa cac polypeptit hodc
protein dung hgp néu trén. Phan tir axit nucleic c6 thé dugc lién két chirc ning véi yéu
t6 kidm soat su biéu hién d8 kiém soét sy biéu hién cta phan tir axit nucleic ma hoa
polypeptit hodc protein dung hop in vitro hoac in vivo. VAt truyén bao gdm phan tt
axit nucleic cling dugc d& xuét. Vat truyén ndy c6 thé 1a vat truyén virut.

Theo mdt vai phuong an, sang ché d& xuét cac té bao chu hoac té bao da bién
nap biéu hién mot hodc nhiéu polypeptit néu trén.

Theo cac phuong an cu thé cta sing ché, mot hoic nhiéu polypeptit néu trén
duogc bao ché dé tao thanh dugc phém, trong d6 dugc phém nay con chira mot hodc
nhiéu chat pha lodng, chit mang hodc td dugc duge dung. Theo cac phuong an nhét
dinh, dugc phém con chira it nhat mot chét phong hodc diéu tri khac.

Ciing theo cac phuong an khac, sang ché d& xuét khang thé gin két dac hiéu voi
mdt trong so cac polypeptit ciia protein dot bién néu trén. Theo mdt vai phuong an,
khéang thé nay bao gdm ving bién ddi chudi nhe va ving bién ddi chudi ning c6 mat
trong cac polypeptit riéng biét hodc trong mdt polypeptit don. Theo cac phuong an
nhét dinh, khéng thé theo sang ché gin két vi polypeptit voi 4i luc nam trong khoang
tir 10’M-! dén 10'2M!. Ciing theo cac phuong an khac, khang thé nay gdm ving cb
dinh chudi nang cua isotyp IgG1, IgG2, 1gG3, hozc IgG4. Theo cac phuong an khac,
khang thé duoc dénh diu d& phat hién, trong khi do theo cac phuong an khac, khang
thé nay 1a Fv, scFv, Fab, F(ab'), hodc Fab'.

Séng ché ciing dé xuit ciac khang thé ma bao gom polyme khong phai
polypeptit dugc lién két cong hoa tri (vi du, polyme poly(etylen glycol)). Theo cac
phuong an khac, khang thé nay bao gdm gbe dugc lién két cong hoa tri dugc chon tu
gde lipit, gbc axit béo, gbc polysacarit, va gdc carbohydrat.

Theo mdt vai phuong 4n, khang thé nay 1a khang thé Fv chudi don (single chain
Fv — scFv), va theo mdt vai phuong an khac scFv dugc multime hoa.

Khang thé theo sang ché c6 thé 1a, nhung khong chi giéi han ¢, khang thé don
dong, khang thé da dong, hodc khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi.
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Ngoai ra, sang ché @ xuit dugc pham chtra khang thé nhu dugc mo ta trén day
dugc bao ché véi it nhat mot ta dugc, chét mang hoac chét pha lodng dugc dung. Dugc
pham nay cling co thé chira it nhat mot chét phong hodc diéu tri khac.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xuét dd chira vo tring chira mot
trong sb cac dugc phim néu trén va tily y mot hodc nhiéu thanh ph?m khac. Dé lam vi
du, nhung khong nham gi6i han, dd chira vo trung nay co thé 12 bom tiém. Theo céc
phuong 4n khac, dd chira vo tring nay la mot thanh phan cta kit; kit nay cling c6 thé
bao gbém, vi du, dd chira vo trung thir hai ma chira it nhAt mot chat phong hodc diéu tri.

Ciing dugc md ta & diy la phuong phap tbng hop céc polypeptit hodc cac
protein dung hop néu trén. Phuong phap nay co thé bao gdm nudi cdy té bao chu biéu
hién polypeptit hodc protein dung hop; va tinh ché polypeptit hodc protein dung hop
dugc biéu hién.

Sang ché con boc 1o phuong phap phong hoac diéu tri réi loan chuyén héa
glucoza ¢ dbi tugng (vi du, nguoi) bang cich cho dbi tugng nay st dung mot lugng
hitu hiéu dé diéu tri polypeptit hodc protein dung hop néu trén. Theo mdt vai phuong
phap, viéc phong hodc diéu tri lam giam glucoza trong huyét tuong & déi tuong, 1am
giam insulin trong huyét tuong & d6i tuong, lam giam thé trong va/hodc su hép thu
thirc in, hodc ting kha ning dung nap glucoza o dbi tuong. Theo cac phuong an cu
thé, r6i loan chuyén héa glucoza la bénh tiéu duong.

Phuong phap phong hodc diéu tri rbi loan thé trong & ddi tugng cling dugc boc
16. Phuong phéap nay con bao gdm viéc cho dbi tuong st dung polypeptit hodc protein
dung hgp theo sang ché, trong d6 polypeptit hodc protein dung hop dugc sir dung véi
lwong hitu hiéu dé phong hodc diéu tri rdi loan thé trong & d6i twong. Theo mot vai
phuong phap, viéc phong hoac diu tri lam giam thé trong va/hodc su hép thu thic an
& dbi tuong.

Theo mdt vai phuong an, d6i twong nay bi béo phi va/hodc bi rdi loan thé trong.

Mic du khong bi giéi han & dwong dung hodc phac @b dung lidu cu thé bat ky,
nhung theo mdt vai phuong én duong dung nay la tiém ngoai duong tiéu hoéa (vi du,

dudi da).
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M5 ta vén tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién su sap thang hang cla trinh ty axit amin cla cac protein dot bién
GDF15 dugc md ta & day vdi trinh ty axit amin cia GDF15 trudng thanh kiéu dai
(wild type-WT) ctia ngudi.

Fig.2 thé hién sy sip thang hang cla trinh tu axit amin cua cac protein dot bién
AN3-GDF15 duoc md ta & diy véi trinh ty axit amin cua GDF15 truéong thanh WT
ciia ngudi. Céc protein dot bién AN3-hGDF15 thiéu 3 axit amin dAu tién (ARN) ¢ dau
cudi N ciia hGDF15 truéng thanh.

Fig.3 thé hién hai protein dung hop (cac cu trac M1 va M2) ma bao gbm lién
K3 tir dAu cudi N dén du cudi C: trinh tw tin hi¢u IgK (chit thuong) (IgK) — trinh tu
axit amin (D25-L609) ciia albumin huyét thanh cua ngudi (HSA) — trinh tw lién két
khong phan cit duge (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)s [(G4S)]s (duoc gach dudi) — trinh tu axit
amin GDF15 trudng thanh cta nguoi (hGDF15) (in dam). Ciu tric M1 (IgK-HSA-
[(G4S)]5-hGDF15) gdbm hGDF15 truéng thanh co chidu dai ddy du, trong khi d6 céu
trac M2 (IgK-HSA-[(G4S)]5-AN3-hGDF15) gbm AN3-hGDF15, trong d6 3 axit amin
dAu tién (ARN) tuong (mg voi cac axit amin & dau cudi N cua hGDF15 truong thanh
duoc loai bo.

Fig.4 thé hién gel biéu hién SDS-PAGE dugc nhuom bang comasi, khong khir,
clia cac cau trac M1 va M2 tir mdi truong nudi ciy dong té bao 6n dinh CHOK1SV
GSKO. Déu hoa thi (*) thé hién cac phan tir bi cat cut xay ra & M1 trong qua trinh tiét
tir CHOK1SV. Viéc xac dinh bing phuong phap LC/MS céc vi tri cat giup thiét ké
dugc chu trac duogc ting cuong do 4n dinh (M2), ma mang mot doan cut gf’)m 3 axit
amin (AARN hodc AN3) & dau cudi N ciia hGDF15 truong thanh.

Fig.5 thé hién hai phan t& dung hop vo6i trinh tur axit amin cta albumin huyét
thanh ctia ngudi (D25-1609) c6 trinh tu tin hiéu IgK (chit thuong) dugc dung hop voi
diu cudi N cua trinh ty axit amin cia GDF15 truong thanh cta ngudi (in dam) nho
mot trinh tu lién két [(G4S)]s khong phan cat dugc (duge gach chén). Céu tric M3
(IgK-HSA-[(G4S)]5-AN3-hGDF15) mang mot doan cut gdm 3 axit amin (AARN) ¢
diu cudi N ciia hGDF15 trudng thanh; trong d6 chu tric M4 (IgK-HSA-[(G4S)]s-AN6-
hGDF15) mang mot doan cut gdm 6 axit amin (AARNGDH) tuong ang voi dau cudi
N ctia hGDF15 trudng thanh.
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Fig.6 thé hién téc dung 1én su hip thu thirc dn & chudt bi béo phi do ché do an
(Diet-induced obese-DIO) sau khi sir dung mot liéu don ca‘ip tinh dudi da chat dan, cac
phan tir protein dung hgp M1, M3 va M4 (40 nmol/kg). Nhu néu trong hinh V&, cac
thong sd hip thu thirc dn dugc xé4c dinh & thoi diém 24 gio sau khi dung lidu va 7 ngay
sau khi dung lidu. O mdi nhom chudt, n=8 va céc gid tri p (*, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001) dugc xac dinh bz‘ing kiém dinh T hai nhom ddc 14p so sanh cac nhom dung
lidu khéc nhau v6i nhom déi ching ding chat din & mdi thoi diém cu thé.

Fig.7 thé hién tac dung 1én thé trong & chudt DIO sau khi sir dung mot lidu don
cap tinh dudi da chit dan, cac phan tir dung hop M1, M3 va M4 (40nmol/kg). Nhu
dugc néu trong hinh v& nay, cac thong sd thé trong dugc x4c dinh & thoi diém 24 giod
sau khi dung lidu va 7 ngay sau khi dung lidu so vé6i thé trong ctia nhém trude khi
dung lidu. O mdi nhéom chudt, n=8 va cac gia tri p (*, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001) dugc xac dinh bang kiém dinh T hai nhom doc 14p so sanh cdc nhom dung
cac lidu khac nhau v6i nhom déi chung ding chét dan & mdi thoi diém xdc dinh.

Fig.8A thé hién céc trinh ty axit amin ctia cdc protein dot bién dugc mono-
glycosyl hoa va di-glycosyl héa dugc tong hop bang cach glycosyl hoa dugc lién két
v6i N & céc vi tri lién tmg (M5-M21). Céc trinh tu nay bao gbm trinh tu tin hiéu IgK
(chit thuong) duge dung hop véi dAu cudi N cia trinh ty axit amin GDF15 truong
thanh ciia nguoi (in dam). Fig.8B thé hién cac trinh tu axit nucleic ma hoa céc trinh tu
axit amin dugc thé hién trong Fig.8A. Fig.8C thé hién trinh tu axit amin cua AN3-M16
va trinh tu axit nucleic md hoa AN3-M16. Fig.8D thé hién trinh tu axit amin cia trinh
tu axit amin GDF15 truéng thanh WT cia ngudi chtra trinh ty tin hiéu IgK (IgK-
GDF15-WT) va trinh tu axit nucleic ma hoa IgK-GDF15-WT.

Fig.9 thé hién tom tit quy trinh tiét va tong hop dime, ciing v6i su cai thién do
hoa tan tuong dbi, d6i véi mdi protein dot bién GDF15 cta nguoi dugc N-glycosyl
hoéa duoc thao tac di truyén néu trong Fig.8A va dbi vi AN3-M16.

Fig.10 thé hién tac dung 1én su hap thu thic dn ¢ chudt béo phi do ché do an
(Diet-induced obese-DIO) sau khi dung mot lidu don dudi da chat dan (PBS), cac
polypeptit GDF15, M16, AN3-M16 va M17 (1mg/kg (40 nmol/Kg)).

Fig.11 thé hién tac dung Ién thé trong & chudt DIO sau khi st dung mot liéu
don dudi da chat dan (PBS), cac polypeptit GDF15, M16, AN3-M16 va M17 (Img/kg
(40 nmol/Kg)).
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MG ta chi tiét sang ché

Trudce khi cac phuong phap va ché pham theo sang ché duge md ta tiép, can
hidu ring phan md ta nay khong bi gi6i han & cac phuong én cu thé néu & day, va ciing
cAn hiéu ring thuat ngit dugc st dung & déy chi nhdm muc dich md ta cdc phuong an
cu thé, va khong duoc du dinh 12 1am gi6i han sang ché.

Néu mot khoang gia tri dugc dé xuét, thi cAn hiéu réng moi gia tri nam gitta
khoang nay, dén mot phan mudi don vi cta gi6i han dudi trir khi dwgc quy dinh khéc
rd rang, giita giéi han trén va gii han dudi cta khoang do6 va gia tri duoc néu khéc
hodc nam giita khoang da néu, dugc bao gdm béi sng ché. Cac gi6i han trén va gidi
han dudi cia cac khoang nhé hon nay c6 thé doc 1ap dugce bao gém trong cac khoang
nho hon, va cling dugc bao gdm trong séng ché, tuy theo gi¢i han dugc loai trir cu thé
bét ky trong khodng dugc néu. Néu khoang da néu bao gdm mdt hodc hai giéi han, thi
cac khoang khong bao gdm mot trong hai hodc ca hai gi6i han dugc bao gbm nay ciing
dugc bao gdm trong sang ché. Trir khi c6 quy dinh khac, tAt ca cac thuat ngir khoa hoc
va k§ thuat duoc st dung & ddy c6 nghfa gidng nhu dugc hiéu boi ngudi ¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Ciing phai luu y rang nhu dugc st dung & ddy va trong yéu cau bao ho di kem,
cac dang sb it bao gdm ca nghia s6 nhiéu trir khi c6 quy dinh khéc rd rang. Do do, vi
du, d6i voi thuat ngit “polypeptit dot bién” bao gdm mot hodc nhiéu polypeptit dot
bién, va v.v.. Cling luu y thém rang yéu ciu bao ho c6 thd dugc soan dé loai trir yéu tb
tlty y bat ky. Vi vay, cau nay dugc dy dinh 1a ding lam co sé tién dé dé sit dung trude
thuat nglt doc nhét nhu “duy nhat,” “chi” va thuat ngt twong tu c6 lién quan dén viéc
vién dan céc yéu t6 trong yéu cau bao ho, hoic st dung gidi han am.

Céc cong bd dugc ban luan ¢ day chi duge dé xuét cho phin md ta trudc ngay
ndp don sang ché. Khong c6 cong bd nao & day dugc hiéu 1 thira nhan rang sang ché
khong dugce phép dé Iui ngay cong bd nay vi phat minh truge. Ngoai ra, cac ngdy cong
bd duogc dé xuét co thé khac ngay cong bd thuc su ma co thé can duoc khéng dinh
riéng.

Dinh nghia
Thuat ngit “bénh nhan” hodc “dbi twong” dugc st dung thay thé cho nhau & day

duoc dung dé chi nguoi hodc dong vat khong phai ngudi (vi du, dong vat cd vu).
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Thuat ngit “diéu tri”, “viéc didu tri”, phuong phép diéu tri” va thuit ngir tuong
tw dugc dung dé chi khoang thoi gian tic dung (khi st dung mét chét, vi du polypeptit
hoac duoc phfim chtra polypeptit) bt d4u sau khi bénh, rdi loan hogc tinh trang bénh,
hodc triéu chiing cia ching dugc chén doan, theo d&i va tuong tu dé loai trur, lam giam,
trc ché, 1am gidm bot hodc lam thuyén gidm, tam thoi hodc hoan toan, it nhit mot trong
sb céc nguyén nhan co ban ctia bénh, r6i loan hodc tinh trang bénh lam dau dbi tugng,
hodc it nhit mét trong sb cac tridu chimg c6 lién quan dén bénh, rdi loan, tinh trang
bénh 1am dau ddi tuong. Do do, viéc didu tri bao g@)m {rc ché (tore 14, chédn sy phat trién
hodc phat trién thém cta bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh hodc céc triéu ching 14m
sang c6 lién quan) bénh hoat dong (vi du, dé lam giam luong insulin va/hodc glucoza
trong mau, dé ting kha ning dung nap glucoza sao cho gidm thiéu sy dao dong luong
glucoza, va/hoic sao cho bao vé chdng lai bénh do sy pha vo su can bang glucoza gy
ra).

Thuét ngit “cin dwoc didu tri” nhu dugc st dung & diy duoc dung dé chi su
phan doan ctia thay thudc hodc didu dudng vién khac ma déi tugng can hoic sé& c6 loi
tir phwong phap diéu tri. Su phan doan dugc dwa ra dua trén nhidu yéu t6 ma thudc linh
vuc chuyén mén ctia thay thudc hodc diéu dudng vién.

Thuét nglt “phong ngura”, “viéc phong ngra”, “su phong ngra” va thuét ngi
tuong tu dugc dung dé chi thoi gian tadc dung (khi st dung mot chét, vi du, polypeptit
hodc duge phdm chira polypeptit) dwoc bit ddu theo cach (vi dy, trude khi khéi phat
bénh, rdi loan, tinh trang bénh hodc tri¢u ching cia nod) dé phong nglra, ngén chén, i
ché hoic lam gidm, tam thoi hodc hoan toan, nguy co phat trién bénh, rdi loan, tinh
trang bénh hodc tinh trang tuong tu & d6i tuong (nhu dugc x4c dinh bdi, vi dy, khong
con céc triéu chung 1am sang) hodc tri hodn su khdi phat bénh, thuong trong trudong
hop d6i tuong mac mot bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh cu thé. Trong céac truong
hop nhét dinh, thuat ngtt nay cling dugc dung dé chi viéc lam chim su tién trién bénh,
rdi loan hoic tinh trang bénh hodc rc ché sy tién trién ctia bénh sang trang thai nguy hai
hay néi cach khac trang thai khong mong muén.

Thuét ngft “can phong ngira” nhu dugc st dung & day duoc dung dé chi sy phan
doan ctaa théy thudc hodc diéu dudng vién khac ma dbi tuong can hodc s& 6 loi tir viée
chim s6c phong ngira. Su phdn doan nay duge dua ra dua trén nhiéu yéu té thudc linh

vuc chuyén mon cua thay thudc hodc diéu dudng vién.
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Thuét nglt “lugng hitu hiéu dé didu tri” dugc dung dé chi viéc cho ddi tuong s
dung mot chit, mot minh hodc dudi dang mot phén cua duoc phém va ¢ dang lidu don
hodc & dang mot phén cua day lidu, voi luong co thé c6 tac dung d& nhan théy, tich cuc
dén tridu chiing, khia canh hodc céc dic diém bét ky cua bénh, r6i loan hodc tinh trang
bénh néu dugce st dung cho bénh nhan. Lugng hitu hiéu dé diéu tri co thé duoc xac dinh
bang cach danh gid cac tac dung sinh 1y c6 lién quan. Vi dy, trong trudng hop tinh trang
ting dudong huyét, thir nghiém Vé cai thién kha nang dung nap glucoza hodc gidm hodc
ha glucoza huyét c6 thé duogc st dung dé x4c dinh liéu luong chét dung diéu tri ¢6 hitu
hiéu d& didu tri tinh trang ting dudng huyét hay khong. Vi du, luong hitu hiéu dé diéu
tri 1a luong du dé 1am giam hodc ha luong (vi du, mirc co s&) glucoza trong huyét twong
lac doéi (fasting plasma glucoza-FPG), trong do, vi du, luong nay du dé 1am giam luong
FPG 16n hon 200mg/dl xubng dudi 200mg/dl, trong d6 lugng nay la di dé lam giam
luong FPG nim trong khoang tir 175mg/dl dén 200mg/d] xudng dudi mic ban dau,
trong d6 lugng nay du d& 1am giam luong FPG nidm trong khoang tir 150mg/dl dén
175mg/dl xubng dudi mic ban dau, trong d6 lugng nay du dé lam giam luong FPG
nim trong khoang tir 125mg/dl dén 150mg/dl xudng dudi mic ban dau, va v.v. (vi du,
lam gidm lugng FPG xubng dudi 125mg/dl, xudng dudi 120mg/dl, xubng dudi
115mg/dl, xudng duéi 110mg/dl, v.v.). Trong trudng hop lwgng HbAlc, lugng hitu hiéu
nay 1a lvong da dé lam giam hodc ha tir hon 10% xubng 9%, tir hon 9% xudng 8%, tir
hon 8% xudng 7%, tir hon 7% xubng 6%, tir hon 6% xudng 5%, va v.v.. Cu thé hon 13,
giam hodc ha 0,1%, 0,25%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9%, 1%, 1,5%, 2%, 3%,
4%, 5%, 10%, 20%, 30%, 33%, 35%, 40%, 45%, 50%, hodc nhiéu hon luong HbAlc
duoc dé xuét theo sang ché. Luong hitu hiéu dé diéu tri co thé duogc diéu chinh theo
phac dd dung lidu va phén tich chin doan tinh trang bénh cta dbi tugng va tinh trang
tuong tu.

Thuat ngir “véi luong du dé dem lai su thay d6i” ¢6 nghia 1a su chénh 1éch c6
thé nhan ra giita luong chét chi thi duogc do trude (vi du, lugng co s&) va sau khi dung
liéu phép cu thé. Chét chi thi bao gbm thong sd khach quan (vi du, luong glucoza hodc
insulin hodc su hp thu thirc in) hodc thong s6 chii quan (vi du, cdm gidc khoe manh
hoic thém an cua ddi twong).

Thuat ngit “kha nang dung nap glucoza”, nhu dugc sir dung ¢ day, duge dung aé

chi kha ning kiém soét lugng glucoza trong huyét twong va/hodc insulin trong huyét
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tuwong cuia dbi tuong khi kha ning hip thu glucoza thay d6i bat thuong. Vi dy, kha niang
dung nap glucoza bao gdm kha ning lam gidm luong glucoza trong huyét twong cta ddi
tuong trd lai mirc dugc xac dinh truée khi hip thu glucoza, trong thoi gian 120 phit.

Thuat ngit “bénh tiéu dudng” va “thude bénh tiéu duong” dwoc dung dé chi bénh
chuyén hoa carbohydrat tién trién c6 lién quan dén viéc téng hop hoic str dung insulin
khong du, thuong dugc dic trung bdi tang dudng huyét va glucoza niéu. Thuat ngit
“tién tiéu duong” va “thudc tién tiéu duong” dugc ding dé chi tinh trang trong d6 d6i
tuong khong cé cac dic diém, triu ching va déu hi€u tuvong tu thuong théy & bénh tiéu
duong, nhung c6 cac dic diém, triéu chimng va diu hiéu tvong tu ma néu khoéng duoc
diéu tri, c6 thé tién trién thanh bénh tiéu dudng. Céc tinh trang bénh nay c6 thé duogc
xéc dinh bang c4ch st dung, vi dy, xét nghiém glucoza trong huyét tuong luc d6i (FPG)
hodc xét nghiém kha nang dung nap glucoza qua duong miéng (oral glucoza tolerance
test — OGTT). Ca hai xét nghiém nay déu yéu ciu déi tuong phai nhin d6i trong it nhat
8 gitr trude khi bat ddu xét nghiém. Trong xét nghiém FPG, luong glucoza huyét cua
déituong dugc do sau khi nhin déhihéngthudng,déituonglﬂnn doi qua dém va
glucoza huyét duoc do vao bubi sdng trudce khi déi twong an. Mot dbi tuong khde manh
thuong ¢6 ndng d6 FPG nim trong khoang tir 90mg/dl dén 100mg/dl, mot dbi twong
mic “chimg tién tiéu dudong” thuong ¢ ndng d6 FPG nim trong khoang tir 100mg/dl
dén 125mg/dl, va in(f)t d6i tuong bi “bénh tiéu duong” thuong c6 lugng FPG cao hon
126mg/dl. Trong xét nghiém OGTT, glucoza huyét cua dbi tuong duoc do sau khi nhin
doi va do lai hai gio sau khi uéng dd udng giau glucoza. Hai gi¢ sau khi ubng dd ubng
giau glucoza, mot ngudi khoe manh thuong co ndng d6 glucoza huyét thép hon
140mg/dl, mot dbi twrong méc ching tién tiéu duong thuong c6 ndng do glucoza huyét
nim trong khoang tir 140mg/dl dén 199mg/dl, va mot dbi tugng mic bénh tidu duong
thuong c6 nong do glucoza huyét bang khodng 200mg/d] hodc cao hon. Trong khi cac
gid tri glucoza huyét néu trén thudc vé cac déi tuong nguoi, thi glucoza huyét binh
thuong, tang glucoza huyét vira phai va tang glucoza huyét hién nhién duoc chia theo
muc khic & cac dbi tuong chudt. Mot con chudt khée manh sau khi nhin déi bén gio
thuong c6 nong d6 FPG nim trong khoang tir 100mg/d] dén 150mg/dl, mét con chudt
bi “chimg tién tiéu duong” thudng c6 ndng d6 FPG nim trong khoang tir 175mg/dl dén
250mg/dl va mot con chudt bi “bénh tiéu duong” thuong co néng do FPG cao hon
250mg/dl.
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Thuat ngtt “khéng insulin” nhu duoc sit dung & ddy dugc dung dé chi tinh trang
bénh ma lwong insulin binh thudng khong thé tao ra dap img phén ti hogc sinh ly binh
thuong. Trong mot vai trudng hop, lugng insulin sinh ly cuc cao, duoc téng hop noi
sinh hodc dugc ding ngoai sinh, c6 thé giai quyét dugc tinh trang khéng insulin, hoan
toan hodc mdt phan, va tao ra dap Ung sinh hoc.

Thudt ngtr “hdi chimg chuyén héa” dugc ding dé chi mot nhém dic didm c6 lién
quan bao gbm, nhung khong chi giéi han &, ting insulin huyét, dung nap glucoza bt
thudng, béo phi, phan b lai m& dén bd phén co thé phia trén hodc khoang bung, huyét
ap cao, rdi loan tiéu soi huyét, va rdi loan lipit huyét duge dic trung boi triglyxerit cao,
lipoprotein ty trong cao (HDL)-cholesterol thap, va lwong cac hat lipoprotein ty trong
thdp ddm diic nhé (low density lipoprotein-LDL) cao. Cac dbi twong méc hoi ching
chuyén héa c6 nguy co phét trién bénh tidu dudng typ 2 va/hodc cac rdi loan khéc (vi
du, bénh xo vita dong mach).

Thuét ngit “rbi loan chuyén héa glucoza” bao gbm rdi loan bt ky dugc dac
trung béi mot tridu chimg 14m sang hoic mot t6 hop nhidu triéu chirng 1am sang c6 lién
quan dén luong glucoza ting va/hodc lugng insulin ting & mot dbi tuong so véi mot
nguoi khoe manh. Luong glucoza va/hodc insulin ting c6 thé thiy & cac bénh, cac rdi
loan va cac tinh trang bénh sau: ting glucoza huyét, bénh tiéu duong typ II, bénh tiéu
dudng thai ky, bénh tiéu duong typ I, khang insulin, kha nang dung nap glucoza suy
gidm, ting insulin huyét, kha ning chuyén hoa glucoza suy giam, tién tiéu duong, cac
rdi loan chuyén héa khac (nhu hoi chiing chuyén hoa, ma cling dugc dung dé chi hoi
chung X), va bénh béo phi, trong sb cac bénh khac. Polypeptit theo sang ché, va dugc
phém chura ching, ¢6 thé duoc st dung, vi du, dé dat duoc va/hodc duy tri su cin béng
glucoza ndi md, vi du, dé lam giam luong glucoza trong mau va/hodc dé lam giam
lugng insulin dén khoang thuong thdy & dbi twong khée manh.

Thuat ngft “ting glucoza huyét”, nhu dugc sir dung & day, duoc dung dé chi tinh
trang bénh trong d6 lugng glucoza tudn hoan trong mau ctia mdt dbi twong ting so voi
d6i twong khée manh. Ting glucoza huyét ¢ thé duoc chn doan bang cach sir dung
céc phuong phap da biét trong linh vuc ky thuat ndy, bao gdm do luong glucoza trong
mau khi déi nhu duge mo ta & day.

Thuat ngt “ting insulin huyét”, nhw dugc sir dung & day, dugc dung dé chi tinh

trang bénh trong d6 lwong insulin tudn hoan ting khi, dong thoi véi, luong glucoza
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huyét tang hodc binh thudng. Tang insulin huyét c6 thé 1a do tinh trang khang insulin
ma c6 lién quan dén tinh trang réi loan lipit huyét, nhu triglyxerit cao, cholesterol cao,
lipoprotein ty trong thiap (LDL) cao va lipoprotein ty trong cao (high-density
lipoprotein-HDL) thép; luong axit uric cao; hoi chimg budng trimg da nang; bénh tiéu
duong typ IT va béo phi. Tang insulin huyét c6 thé dugce chin doan khi luong insulin
trong huyét twong cao hon 2 pU/mL.

Nhu dugce st dung ¢ day, thudt nglt “roi loan thé trong” dugc dung dé chi tinh
trang bénh c6 lién quan dén thé trong qua thira va/hoic chimg thém #n ting. Nhiéu
thong s6 khac nhau duge sir dung dé xac dinh liéu mot dbi tuong cd thira can so véi d6i
trong khée manh ddi chimg hay khong, bao gdm do tudi, chidu cao, gidi tinh va tinh
trang stc khoe cta dbi tuong. Vi du, mot dbi tuong ¢6 thé duoc coi 1a thira can hodc
béo phi bang cich danh gia chi sé khdi co thé (Body Mass Index-BMI) cta dbi tugng
ndy, ma dugc tinh todn bang cach ldy can ning cia dbi tuong tinh theo kilogam chia
cho binh phuong chiéu cao ctia dbi tuong tinh theo mét vudng. Mot nguoi trudng thanh
¢6 chi s6 BMI nim trong khoang tir ~18,5kg/m? dén ~24,9kg/m? dugc coi 1a ¢ can
ning binh thuong; mot nguoi truéng thanh cé chi sé BMI nim trong khoang tir
~25kg/m? dén ~29,9kg/m? c6 thé dwgc coi la thira can (tién béo phi); va mot ngudi
trudng thanh c6 chi s6 BMI bang ~30kg/m? hodc cao hon cé thé dwoc coi 1a béo phi.
Ching thém #n tang thuong dan dén thé trong du thira. Mot vai tinh trang bénh c6 lién
quan dén chting thém #n ting, bao gdm, vi du, hdi ching n dém, ma duoc dic trung
boi chiing chan &n vio budi sdng va an nhiéu vao budi tdi thudng c6 lién quan dén
chimg mat ngu, tuy nhién c6 thé ¢6 lién quan dén tén thuong 6 ving dudi doi.

Thuit nglt “céc chét hoat héa” duge dung dé chi cac chit ma, vi du, kich thich,
lam tang, hoat hoa, tao didu kién thudn lgi, ting cudng hoat hda, lam nhay hodc diéu
hoa tang chirc ndng hodc hoat tinh cia mdt hoac nhiéu chét, vi du, polypeptit dugc sur
dung dé diéu tri hodc phong ngira rdi loan chuyén hoéa. Ngoai ra, cac chit hoat hoa bao
gdm céc chat ma hoat dong thong qua co ché hoat dong gidng nhu cac polypeptit theo
sang ché (tirc 13, cac chit ma diéu bién con dwong tin hidu giéng cic polypeptit theo
cach tuong tu vai cdch cta céac polypeptit) va c6 kha ndng gdy ra ddp ung sinh hoc
twong dwong véi (hodc 16n hon) so véi cac polypeptit. Vi du vé cac chét hoat hoa bao

gbm céc chat cht van nhu cdc hop chat phén tir nho.
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Thuat ngit “cac chét diéu bién” néi chung dugc dung dé chi cac polypeptit theo
sang ché va cic chit hoat hoa.

Thuzfif ngit “diéu bién”, “su diéu bién” va thuat ngt twong tu dugc ding dé chi
kha nang mot chét (vi du, chét hoat hoa) lam tang chtc ning hodc hoat tinh cua mot
hodc nhiéu polypeptit (hodc cac phén tir axit nucleic ma hoa chung), truc tiép hodic gian
tiép; hodc kha nang mot chét tao ra tac dung twong duong véi tac dung ctia mot hoic
nhiéu polypeptit.

Thuét ngit “polypeptit,” “peptit,” va “protein”, dugc st dung thay thé cho nhau &
day, dugc ding dé chi dang polyme ctia axit amin c¢6 chiéu dai bat ky, ma cé thé bao
gdm axit amin dugc ma héa di truyén va khong dugc ma hoa di truyén, axit amin din
xuét hodc duoc cai bién vé mdt héa hoc hodc sinh hoc, va cac polypeptit c6 khung
polypeptit duge cai bién. Thuat ngit ndy bao gbém céc protein dung hop, bao gdm,
nhung khong chi giéi han &, cac protein dung hop cé trinh tu axit amin khac ngudn gbc,
céc protein dung hop c6 céc trinh tu dan ciing loai va khac ngudn gbc, c6 hodc khong
cO cac géc methionin & diu cudi N; céc protein duoc gén dudi mién dich; va dang
twong tu. Theo cdc phuong 4n cu thé, thudt ngir ndy dugc dung dé chi dang polyme ctia
axit amin c6 chiéu dai bat ky ma bao gdm axit amin duoc ma héa di truyén. Theo céc
phuong én cu thé, thuit ngir ndy dugc dung dé chi dang polyme cta axit amin cé chiéu
dai bat ky ma bao gdm céc axit amin dugc ma héa di truyén duoc dung hop véi mot
trinh tu axit amin khac ngudn gdc. Theo cic phuong 4n cu thé, thuat nglt nay dugc
dung d chi trinh tir axit amin c6 chidu dai gbm 112 axit amin, tuy y duoc dung hop véi
trinh tw khac ngudn gdc. Theo cac phuong an cu thé, thich hop, khi duge dung dé chi
cac protein va céc phan tir duge boc 16 va duge mo td & ddy, thuat ngi “polypeptit,”
“peptit,” va “protein” dugc ding dé chi polypeptit nhu dugc mo ta & day.

Can hiéu ring ban mo ta ndy vién din dén axit amin theo ky hiéu mot chit cai
hodc ba chit cai. Pé thuan tién cho nguoi doc, ky hiéu mdt hodc ba chit céi cua axit

amin dugc thé hién dudi day:
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lGlyxin —”Gly “:J[Prolin 1|Pro
[Alanin [,Ala |D|Valin llVal
[Leuxin ”Leu H___]‘Isoleuxin HIle

[Methionin |Met lD[Xystein |E3ys
lPhenylalanin |Phe |D[Tyrosin “Iyr
ITryptophan J[Trp |D[Histidin ]His
‘Lysin HLys JD’Arginin lArg
@‘Glutamin HGln ID!&paragin ”Asn
[Axit glutamic HGIuJD@’AXit Aspartic ”Asp
[Serin ”Ser IDIThreonin ”th

Thuét ngit “bién the” duoc st dung trong ban mo ta nay bao gom céc bién thé cd ngudn

M1 =]

N | N | [ | O | S| | B |

gde trong tw nhién (vi du, cac thé tuong ddng va cic bién thé alen) va cac bién thé
khong c6 ngudn gbc trong tu nhién (vi du, duoc cai bién bing cach tai td hop). Cac bién
thé c6 ngudn gde trong tu nhién bao gdm cac thé twong ddng, tic 13, cac axit nucleic va
céc polypeptit khac nhau vé trinh tur nucleotit hodc axit amin, twong tng, tir 1oai nay
dén loai khac. Cac bién thé ¢6 ngudn gdc trong tu nhién bao gdm cac bién thé alen, tirc
1a, cac axit nucleic va cac polypeptit khac nhau vé trinh tu nucleotit hodc axit amin,
tuong tng, tir ¢4 thé nay dén ca thé khac trong cing mot loai. Cac bién thé khong cé
ngudn gbc trong twr nhién bao gdm céc axit nucleic va cac polypeptit ma c6 su thay doi
vé trinh tu nucleotit hodc axit amin, tuong ung, trong do sy thay dbi trinh tu nay la
nhéan tao, vi du su thay d6i duoc tao ra trong phong thi nghiém hodc nha may nho su
can thiép cia con ngudi (“ban tay ciia con nguoi”).

Thuit ngit “nguyén thé” hoic “kiéu dai”, ddi véi GDF15, duge dung dé chi
GDF15 c6 ngudn gdc trong tu nhién, c¢6 hoat tinh sinh hoc, ké ca céc bién thé coa
GDF15 co nguén géc trong tu nhién, c6 hoat tinh sinh hoc. Thudt ngit ndy bao g6m ca
trinh tu trudng thanh ctia GDF15 clia ngudi gém 112 axit amin (SEQ ID NO: 1).

Thudt ngir “protein dot bién” nhu duge st dung & day néi chung duge ding dé
chi cac protein tai t& hop, tirc 13, polypeptit co su thay doi nhan tao & trinh ty axit amin,
vi du, su thay ddi & trinh tu axit amin duoc tao ra trong phong thi nghiém hodc nha may
nh¢ sy can thi€p cua con nguoi (“ban tay cia con nguoi”). Céc polypeptit nay thudong
bi thay thé hodc mit mot hodc nhiéu axit amin va thuong thu dugce tir cédc gen da tach
dong ma duoc gy dot bién ngdu nhién hodc truc tiép vi tri, hodic tir cic gen tdng hop

hoan toan. Do do, “céc protein dot bién GDF15” theo sang ché bao g@)m, vi du, céc axit
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amin thay thé va/hodc axit amin bi mat (vi du, cac doan cut & dau tan cung N gém 1,2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, hodc 14 axit amin hodc nhiéu hon) so vé&i polypeptit
d6i chung, vi du, so véi GDF15 truéng thanh ctia ngudi (SEQ ID NO: 1).

Nhu duge sir dung & day dbi véi GDF15 nguyén thé cia ngudi hodic protein dot
bién GDF15, thut ngtt “dugc cai bién”, “su cai bién” va thuét nglt tvong tu duoc dung
dé chi mot hodc nhiéu thay d6i ma lam thay ddi ddc tinh cia GDF15 ciia ngudi, bién
thé GDF15 c6 ngudn gdc trong tu nhién, hoic protein dot bién GDF15, trong d6 su thay
ddi nay khong lam thay dbi trinh tu axit amin gdc cia GDF15. Dic tinh nay bao gom,
vi du, d hoa tan, thoi gian ban thai trong hé tudn hoan, d6 6n dinh, do thanh thai, kha
ning mién dich hodc kha nang gay di ing, va kha nang san xuét (vi du, chi phi va nang
sudt). “Cai bién” bao gbém cai bién héa hoc cong hoa tri khong 1am thay ddi chinh trinh
ti axit amin gdc cua polypeptit GDF15 (nguyén thé hodc protein dot bién). Cac thay
d6i dbi v6i GDF15 ciia ngudi, bién thé GDF15 c6 ngudn gbc trong tw nhién, hodc
protein dot bién GDF15 ma c6 thé dugc tién hanh bao gdm, nhung khong chi gi6i han
&, pegyl hoa (gin két cong hoa tri mot hodc nhidu phan tir polyetylen glycol (PEG),
hodc dan xuét ctia no); glycosyl hoa (vi du, N-glycosyl héa), polysialyl hoa va hesyl
hoa; dung hop protein lién két véi maltoza; dung hop albumin (vi du, dung hop HSA);
gin két v6i albumin thong qua, vi dy, mdt chudi axit béo duoc tiép hop (axyl hoa);
dung hop Fc; va dung hop véi phan tir gia PEG. Mot vai phuong 4n cu thé dé xudt cac
cai bién c6 lién quan dén polyetylen glycol, cac phuong 4n cu thé khac dé xuét cac cai
bién c6 lién quan dén albumin, va cac phuong an cu thé khac nita dé xuét cac cai bién
c6 lién quan dén glycosyl héa, hodc t6 hop ciia ching.

Céc thuat nglt “ADN”, “axit nucleic”, “phén tir axit nucleic”, “polynucleotit” va
thudt ngit twong tu duoc st dung thay thé cho nhau ¢ ddy duoc dung dé chi dang
polyme ctia cic nucleotit c6 chiéu dai bat ky, deoxyribonucleotit hodc ribonucleotit,
hoidc cic dang tuong ddng cua ching. Vi du khong giéi han vé polynucleotit bao gom
cac axit nucleic mach théng hodc mach vong, ARN thong tin (mARN), ADN bd tro
(cADN), polynucleotit tai t& hop, vét truyén, mau do, doan mdi va dang tuong tu.

Thuét ngit “mau do” duge dung dé chi doan ADN hoic ARN tuong rng véi mot
gen hodc trinh tu quan tdm, trong d6 doan nay dugc danh déu phéng xa (vi du, béng
cach gin két 2P hodc 33S) hodc v6i mot vai phan tir d& phat hién khac, nhu biotin,

digoxygenin hoic fluoresxein. Khi dudi ADN hodc ARN ¢6 cac trinh tur b6 sung s& lai,
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mau do c6 thé duoc str dung, vi du, d& danh dau mang virut, khuén lac vi khudn hoac
vach trén gel chira gen quan tdm. MAu do c6 thé 1a mot ADN da duogc tach dong hodc
c6 thé 1a dai ADN tong hop; dang miu do sau c6 thé duoc st dung dé tao ra cADN
hodc dong b gen tir protein phan 14p bang cach, vi du, gidi trinh tw mo6t lwong nhé mot
phén protein, tao ra trinh tu axit nucleic ma hoa protein, tong hop oligonucleotit mang
trinh tu d6, danh ddu phdng xa trinh tu nay va sir dung n6 lam mau do dé sang loc thu
vién cADN hodc thu vién bd gen.

Thuét ngit “khac ngudn gbc” dugc dung dé chi hai thanh phan ma c6 ciu tric
thu duge tlr cdc ngudn khac nhau. Vi du, trong truong hop polypeptit, polypeptit “khac
ngudn gbe” c6 thé bao gdm céc trinh tw axit amin duoc lién két chirc nang ma thu dugc
tir cdc polypeptit khac nhau (vi du, thanh phén thtr nhat 12 polypeptit tai t3 hop va thanh
phan thr hai thu duoc tur polypeptit GDF15 nguyén thé). Tuong tu, trong truong hop
polynucleotit ma héa polypeptit kham, polynucleotit “khac ngudn gdc” ¢6 thé bao gdm
céc trinh ty axit nucleic dugc lién két chic nang thu duoc tir cdc gen khac nhau (vi du,
thanh phan thtr nhit thu duoc tir axit nucleic ma hoa polypeptit theo mot phuong 4n
dugc mo ta & day va thanh phan tht hai thu duge tr axit nucleic ma hoa polypeptit vin
chuyén). Cac axit nucleic “khéc ngudn gbe” khac dugc liy 1am vi du bao gbm céc ciu
triic biéu hién trong d6 axit nucleic bao gdm trinh tw ma hoéa duoc lién két chirc nang
v6i mot yéu td didu hoa (vi du, trinh tw khoi diu) ma c6 ngudn gbe di truyén khéc vdi
nguén gdc ctia trinh tu ma hoa (vi du, dé tao ra sy bidu hién trong té bao chu quan tam,
ma c6 thé co ngudn gde di truyén khac so véi trinh tu khéi dAu, trinh tu ma héa hodc ca
hai trinh tw ndy). Vi dy, trinh ty khéi dau T7 dugc lién két chirc ning véi mot
polynucleotit ma héa polypeptit GDF15 ho#ic viing ctia nd duge cho 13 axit nucleic khac
ngudn gdc. Trong trudng hop té bao tai tb hop, thuét ngit “khac ngudn gbc” co thé duoc
dung dé chi sy c6 mit cia axit nucleic (hodc san pham gen, nhu polypeptit) ¢6 ngudn
gbe di truyén khac so véi té bao chu trong d6 c6 mat nd.

Thuat ngit “dugc lién két chirc ning” duoc dung dé chi lién két gifra cac phén tu
dé tao ra chirc ning mong mudn. Vi dy, “dugc lién két chic ndng” trong truong hop cac
axit nucleic dugc dung dé chi lién két chiic nang gitra céc trinh ty axit nucleic. Bing
cach léy vi du, trinh tu kiém soat su biéu hién axit nucleic (nhu trinh tu khéi dau, trinh
tw tin hiéu, hodic mang céc vi tri gin két véi yéu td phién ma) c6 thé duogc lién két chirc

nang v6i polynucleotit thir hai, trong d6 trinh tu kiém soat su biéu hién tac dong dén
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qué trinh phién ma va/hodc dich ma cta polynucleotit thr hai. Trong trudng hop
polypeptit, “dugc lién két chirc nang” dwoc ding dé chi lién két chirc ning gilta céc
trinh ty axit amin (vi dy, cidc vung khac nhau) dé tao ra hoat tinh dugc mod ta cia
polypeptit. .

Céc thuat ngir “dau cubi N” (hodc “ddu cudi amino™) va “diu cudi C” (hodc “diu
cudi carboxyl”) dugc sir dung & day trong trudng hop cdu truc cia polypeptit dé chi cac
dAu amino va carboxyl xa nhét ciia polypeptit, twong tng, trong khi d6 thuat ngir “dau
tan cling N” va “dau tin cing C” dugc ding dé chi cdc vi tri twong ddi trong trinh tu
axit amin ctia polypeptit hudng 1an luot vé& ddu cudi N va ddu cudi C, va c6 thé bao
gdm céc gbe & lan luot dau cudi N va dau cudi C. Cac thuit ngit “ngay dau tan cing N”
hodc “ngay dau tan ciing C” duoc dung dé chi vi tri ctia gde axit amin thir nhit so véi
gbc axit amin thi hai, trong d6 cac gbe axit amin thir nhét va tha hai dugc lién két cong
héa tri dé tao ra trinh tu axit amin lién ké.

Thuét nglt “thu dugc tu”, trong truong hop trinh tu axit amin hodc trinh tu
polynucleotit (vi dy, trinh ty axit amin “thu dugc tu” polypeptit GDF15), c¢6 nghia la
polypeptit hodc axit nucleic c6 trinh tu dua trén trinh tu ctia polypeptit hodc axit nucleic
vién din (vi du, polypeptit GDF15 c¢6 ngudn gbc trong tw nhién hodc axit nucleic ma
hoa GDF15), va khong c6 nghia la giéi han & ngudn hoic phuong phap ma protein hodc
axit nucleic dugc tao ra. Bé‘mg cach vi duy, thuit nglt “thu dugc tr” bao gé)m cac dang
tuong ddng hoic bién thé cta cc trinh tu axit amin hoiic ADN vién dan.

Trong truong hop polypeptit, thut ngit “duge phan lap” duoc dung dé chi
polypeptit quan tdm, néu c6 ngudn gbc trong tu nhién, 12 & trong mdi trudong khac véi
mdi trudng ma trong d6 néd co ngudn gbe tu nhién. Thuat ngd “phan 14p” duoc hiéu 1a
bao gdm céc polypeptit ma trong cic mau duoc lam giau dang ké polypeptit quan tdm
va/hodc trong d6 polypeptit quan tim dwoc tinh ché mot phin hodc dang k& Néu
polypeptit khong c6 ngudn gdc trong tw nhién, thi thudt ngit “phan 1ap” chi polypeptit
da duge tach ra tir mdi truong trong d6 nd duoc tao ra bang cach tong hop hodc tai tb
hop.

Thuat ngit “dwge 1am giau” c6 nghia 1a mdt miu duoc thao tac theo cach khong
tu nhién (vi du, trong phong thi nghiém, vi du, béi nha khoa hoc hodc nha 1am sang)
sao cho polypeptit quan tAm c6 mit véi a) ndng do 16n hon (vi du, 16n hon it nht 3 lan,

16n hon it nhit 4 14n, 16n hon it nhit 8 14n, 16n hon it nhit 64 1an, hodc 16n hon nita) so
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v6i ndng d¢ ciia polypeptit c6 trong mAu ban ddu, nhu m3u sinh hoc (vi dy, m3u trong
do6 polypeptit c6 ngudn gbe trong tu nhién hodc trong d6 c6 sau khi sir dung), hozc b)
ndng do 16n hon moi truong ma polypeptit ndy dugc tao ra (vi dy, nhu trong té bao vi
khudn).

Thujt ngit “hdu nhu tinh khiét” duge ding dé chi mét thanh phan (vi dy,
polypeptit) chiém hon 50% tong luong ché phdm, va thuong 16n hon 60% tong luong
polypeptit. Thong thuong hon nita, thuat ngit “hau nhu tinh khiét” duoc dung dé chi
ché phém trong d6 it nhét 75%, it nhét 85%, it nhat 90% hoic nhiéu hon téng lugng ché
pham 14 thanh phan quan tam. Trong mot vai truong hop, polypeptit s& chiém hon 90%,
hodc hon 95% tong lugng ché phim.

Thuat ngit “khang thé” (antibody-Ab) va “globulin mién djch” (immuloglobulin-
Ig) duge dung dé chi glycoprotein ¢6 cac dic diém cAu tric nhu nhau. Trong khi khang
thé ¢6 tinh dgc hiéu lién két v6i khing nguyén dic hicu, thi globulin mién dich bao gdm
ca khang thé va cac phan tir khac gibng khang thé thiéu tinh dac hiéu véi khang
nguyén. Khang thé dugc mé ta chi tiét dusi day.

Thuat ngit “khang thé don dong” dugc dung dé chi khéng thé thu duoc tir mot
quan thé khang thé hau nhu twong dong, tire 1a, mdi khang thé bao gdm trong quan thé
1a gidng nhau ngoai trir cac dot bién co ngudn gde trong tu nhién c6 thé c6 véi luong
nhd. Khéng thé don dong c6 tinh dic hiéu cao, tryc tiép nhim vao mot vi tri khéng
nguyén. Nguoc lai, cdc ché phim khang thé da dong, c6 thé bao gdém cac khang thé
khac nhau truc tiép nhim vao cac quyét dinh khang nguyén khac nhau (epitop), mdi
khéng thé don dong nhim vao mot quyét dinh trén khéng nguyén.

Trong pham vi khing thé, thuat nglt “phan 1ap” dugc dung dé chi khang thé
dugc tach ra va/hoic duogc thu hoi tir cac tap chit trong moi trudng ty nhién cda né; cc
tap chit nay bao gdm cac nguyén liéu c6 thé gy try ngai cho viéc s dung khéang thé
nay dé chin doan hoic diéu tri, va c6 thé bao gém cac enzym, cadc hocmon, va cic chit
hoa tan c6 protein hodc khong c6 protein khac.

Thuét ngit “thay thé axit amin bao toan” dugc dung dé chi viéc thay thé cac gbc
axit amin trong cac nhém sau: 1)L, I, M, V, F;2)RK;3)F, Y,H, W,R;4)G, A, T, S;
5) Q, N; va 6) D, E. Thay thé axit amin bao toan ¢6 thé bao toan hoat tinh cta protein
bang cach thay thé (cac) axit amin trong protein nay bang axit amin véi mach bén co

tinh axit, tinh bazo, dién tich, dd phan cuc hodc kich thude cia mach bén tuong tu.
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Dinh huéng thay thé, thém, hodc loai bo ¢6 thé duogc dua trén viéc sép théng hang cac
trinh tu axit amin cta céc protein bién thé khac nhau hodc cac protein tir cac loai khac

nhau.

Yéu t6 biét hoa tang trudng 15 (GDF15)

GDF15, ciing dugc biét dén 14 MIC-1 (xytokin trc ché dai thuc bao-1), PDF (yéu
t6 biét hoa tuyén tién liét), PLAB (protein tao hinh thé xuong ¢ nhau thai), NAG-1 (gen
hoat hoa thudc chéng viém khong steroit (non-steroidal anti-inflammatory drug-
NSAID)), TGF-PL, va PTGFB, la mot thanh vién thudc sidu ho yéu tb ting truéng bién
d6i B (transforming growth factor B-TGF-p). GDF15, dugc tdng hop & dang tién protein
ndi bao ¢ kich thude 62kDa ma sau d6 duoc phan cit bing proteaza gidng furin, dugc
tiét ra & dang protein dugc lién két bang lién két disulfua c¢6 kich thude 25kDa. [Vi du,
xem tai liu, Fairlie er al., J. Leukoc. Biol 65:2-5 (1999)]. mARN GDF15 dugc phat
hién théy ¢ mot vai md, bao gém gan, than, tuy, rudt két va nhau thai, va su biéu hién
GDF15 & gan c6 thé duoc didu hoa ting dang ké khi cac co quan nhu gan, thin, tim va
phdi bi ton thuwong.

Tién GDF15 1a mot polypeptit 308 axit amin (NCBI Ref. Seq.NP_004855.2) bao
gdm mot peptit tin hidu gdm 29 axit amin, mét tién viing chirc nang gém 167 axit amin,
va ving trudng thanh gdm 112 axit amin dugc cit ra tir tién ving chirc nang bdi
proteaza gidng furin. Polypeptit GDF15 gdm 308 axit amin duoc ding dé chi polypeptit
GDF15 “c6 chidu dai ddy du”; polypeptit GDF15 gém 112 axit amin (axit amin 197
dén 308 ctia GDF15 “c6 chidu dai ddy du™) 1a mot polypeptit GDF15 “truéng thanh”
(SEQ ID NO: 1). Trir khi ¢6 quy dinh khéc, thuat ngit “GDF15” dugc ding dé chi trinh
tu truéng thanh ciia ngudi gébm 112 axit amin. Ngoai ra, cac sd chi dan cua cac gbe
GDF15 cu thé duge dung dé chi trinh tu truong thanh gém 112 axit amin (tirc 13, gbc 1
la Ala (A), va géc 112 1a Ile (I); xem SEQ ID NO: 1). Luu y 13, mic du tién trinh ty axit
amin cia GDF15 du bdo ba vi tri cit, tao ra ba dang gid dinh cia GDF15 “trudong
thanh” ctia nguoi (tuce 1a, 110, 112 va 115 axit amin), thi trinh tu trudng thanh gf‘)m 112
axit amin dugc chip nhén 13 dung.

Sang ché mb ta cac gen truc giao cia GDF15, va cac dang cai bién ctia chung, tir
loai dong vat c6 via khéc, va viée st dung chung, bao gdm chudt (NP_035949), tinh

tinh (XP_524157), dudi uoi (XP_002828972), khi Rhesus (EHH29815), géu tric khéng
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16 (XP_002912774), vuon (XP_003275874), chudt lang (XP_003465238), chdn suong
(AER98997), bo (NP_001193227), lon (NP_001167527), ché (XP_541938) va tht mé
vit (Ornithorhynchus anatinus; AFV61279). Dang truéng thanh cia GDF15 clia nguoi
c6 gan 67% axit amin tuong ddng voi gen truc giao cia chudt.

B¢ thuén tién, cac phan tir GDF15 cla ngudi da bién dbi, cac bién thé GDF15
(vi dy, cdc protein dt bién), va céc protein dot bién GDF15 da bién déi duoc mb ta tir
ddy tré di noi chung duogc dung dé chi “(céc) polypeptit”. Can luu y rang bat ky mot
vién din “nguoi” di véi cac polypeptit va phén tir axit nucleic theo sdng ché khong cé
nghia 1a gi¢i han & cdch hodc ngudn ma polypeptit hodc axit nucleic thu dugc, ma con
chi trinh ty twong ting v6i trinh tu ctia polypeptit hodc phén tir axit nucleic ciia ngudi co
ngudn gbc trong tw nhién. Theo cic phuong 4n cu thé, cac phan t GDF15 cua nguoi da
bién dbi 1a cac dime dugce N-glycosyl héa. Theo cac phuwong an cu thé, cac phén tr
GDF15 cta ngudi dd bién ddi 1a cac dong dime duoc N-glycosyl hdéa. Ngoai cac
polypeptit ctia ngudi va cac phan tir axit nucleic ma héa chung, sédng ché d& xuét cac
polypeptit ¢6 lién quan dén GDF15 va cac phén tr axit nucleic twong tng tir cac loai
khac.

A. Cac polypeptit c6 cac dic tinh vat Iy mong mudn

Sang ché d& xuét, mot phan, cac polypeptit ma bao gdm trinh tu axit amin lién
ké it nhit 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoic 100% tuong ddng véi
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 (GDF15 trudng thanh cta ngudi ¢ chidu
dai 112 axit amin). Cac polypeptit nay c6 thé bao gdm mot hodc nhiéu axit amin thay
thé va/hodc mét so vé6i trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1. Theo céc phuong én
nhat dinh, ngoai céc axit amin thay thé, polypeptit theo sang ché ciing c6 thé bao gdm
cdc axit amin bi mit so véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot vai
phuong an, polypeptit theo sang ché c6 thé bao gdm céc axit amin bi mét so véi trinh tu
axit amin néu trong SEQID NO: 1.

Pé thuan tién va rd rang, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc st
dung lam trinh ty vién dan cho céc polypeptit néu ¢ déy. Do do, céc vi tri gbc axit amin
duge danh s6 & day 6 vién dan dén SEQ ID NO: 1. Trinh ty SEQ ID NO: 1 duoc thé
hién dudi day:
ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQOFRAANMHAQTKTSLEHRLKPDTVPAP
CCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCT
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Theo mot vai phuong an, polypeptit theo sang ché c6 thé bao gdm mét, hai, ba
hodc nhiéu axit amin thay thé, thém hogic mat & mot hodc nhiéu vi tri lién ung glycosyl
héa duge lién két véi N & vung ma vi tri nay khong c6 trong SEQ ID NO: 1. Vj tri lién
tng glycosyl héa duogc lién két véi N bao gdm trinh tw NXS/T, trong d6 N 12 Asn; X 1a
mot axit amin ngoai trlr prolin; sau d6 1a Ser (S) hodc Thr (D).

Vi dy vé polypeptit theo séng ché bao gdm céc polypeptit ¢c6 mét, hai, ba, bon
hodc nhiéu vi trf lién Ung glycosyl hoa (vi du, cac vi tri lién ung glycosyl héa duoc lién
két v6i N) & vi tri axit amin ma vi tri nay khong c6 trong trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, polypeptit ndy c6 thé bao gdm mot axit amin
thay thé so véi SEQ ID NO: 1 ma tao ra mot vi tri lién Gng glycosyl héa dugc lién két
v6i N & vi tri thay thé (vi du, trinh tw NGD trong SEQ ID NO: 1 ¢6 thé duoc bién déi
thanh NGT/S béi mot axit amin thay thé; vi tri thay thé dugc gach chén). Trong cac
truong hop khac, polypeptit nay c6 thé bao gdm hai axit amin thay thé so v6i SEQ ID
NO: 1 ma tao ra mot vi tri lién tmg glycosyl héa duoc lién két voi N & vi tri thay thé (vi
dy, trinh tw KTD trong SEQ ID NO: 1 ¢6 thé dugc bién dbi thanh NTT/S nho thay thé
hai axit amin; cac vi tri thay thé duoc gach chén). Theo mot vai phuong an, polypeptit
nay c6 thé bao gdm ba axit amin thay thé so vé6i SEQ ID NO: 1 ma tao ra mot vi tri lién
g glycosyl hoa duoc lién két v6i N & vi tri thay thé (vi dy, trinh ty GPG trong SEQ
ID NO: 1 ¢6 thé duoc bién ddi thanh NTT/S nhos thay thé ba axit amin; vi tri thay thé
dugc gach chén).

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit nay c6 thé bao gdm mdt hodc nhidu
axit amin bi mét so véi SEQ ID NO: 1 ma tao ra vj trf lién tng glycosyl hoa duoc lién

két v6i N ¢ vi tri bi mat. Vi du, trinh ty NGDHCPLGPGRCCRLHT trong SEQ ID NO:

1 ¢6 thé duoc bién ddi béng cach loai bd axit amin D dén H (dugc gach chan)) do do
tao ra vi trf lién ing glycosyl héa duoc lién két véi N: NGT.

Theo céc phuong an nhit dinh, polypeptit nay c6 thé bao gdm mot hoic nhidu
axit amin thém so v6i SEQ ID NO: 1 ma tao ra vj tri lién mg glycosyl hoa dugc lién
két v6i N & (cac) chd thém. Vi du vé viéc tao ra vi tri lién ung glycosyl hoa dugc lién
két v6i N bing cich thém mot axit amin bao gdm bd sung N vao trinh tw LHT trong
SEQ ID NO: 1, nh¢ d6 tao ra trinh ty LNHT, trong d6 NHT 1a vi tri lién ung glycosyl

hoa duoc lién két véi N.
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Nhu néu trén, polypeptit ndy cé thé bao gdm mot hodc nhiéu axit amin thay thé
so véi SEQ ID NO: 1 va céc axit amin thay thé nay co6 thé dugc danh sé nhu vi tri cia
axit amin tuong ung trong SEQ ID NO: 1.

Theo cic phuong an nhét dinh, polypeptit ndy c6 thé bao gbm trinh tu axit amin
lién k& ma it nhit 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% twong ddng
v6i trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 trinh tu axit amin lién k& c6 it
nhit mot trong s cac cip thay thé sau so voi axit amin tuong Ung trong SEQ ID NO: 1:

i) DS5T va R21IN hodc D5S va R21N;

ii) R16N va H18T hoac R16N va H18S;

iii) S23N va E25T hodc S23N va E25S;

iv) L24N va D26T hodc L24N va D26S;

v) SS50N va F52T;S50N va F52S; FS2N va A54T; hoac F52N va A54S;
vi) Q51N va R53T; Q51N va R53S; RS3N va A55T; hodc R53N va A55S;
vi) S64N va H66T hodc S64N va H66S;

vii) L65N va R67T hodc L65N va R67S;

viii) S82N va N84T hodc S82N va N&4S;

ix) K9IN va D93T; K9IN va D93S; D93N va G95T; hodac D93N va G95S;
X) T94N va VO6T; T94N va V96S; VO6N va LI8T; hoac VI6N va 1.98S;
xi) S97N va Q99T hodc S97N va Q99S; va

xii) A106N va D108T hodc A106N va D108S.

Vi du, cac axit amin thay thé & muc i) trén ddy, c6 nghia Ia polypeptit co
threonin (T) hodc serin (S) & vi tri axit amin twong Ung vé&i vi tri axit amin s 5 trong
SEQ ID NO:1, trong d6 trong SEQ ID NO: 1 asparat (D) ¢6 mit & vi trf axit amin s 5.
Viéc thay thé D & vi tri 5 béng T hodic S ¢6 thé dugc ky h‘iéu la D5T/S. Vi tri cua axit
amin tuong tmg trong mot polypeptit so véi SEQ ID NO: 1 ¢é thé duoc xac dinh bing
cach sép thang hang céc trinh tu axit amin.

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit nay c6 thé bao gdbm hai axit amin thay
thé (mot cdp axit amin thay thé) ma tao ra mot trinh tu lién tmg N-glycosyl héa & mot
vi tri ma trinh tu lién ung N-glycosyl hoa khong c¢6 mit trong SEQ ID NO: 1. Vi du vé
céc axit amin thay thé nay bao gom R16N va HI8T/S; K9IN va D93T/S; T94N va
V96T/S; va céc axit amin thay thé khac néu trén. R16N va HI8T/S ¢ nghia la
polypeptit c6 N & vi tri twong tng v6i vi tri 16 néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 &
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SEQ ID NO: I R ¢6 mit va polypeptit c6 T hodc S & vi tri twong ting véi vi tri 18 trong
SEQ ID NO: 1, trong d6 H 1a ¢6 mit. Vi trinh tw RXH (& vi tri 16 dén 18) trong SEQ
ID NO: 1 khéng bao gdm gbc bat ky cho trinh tu lién g glycosyl héa dugc lién két
v6i N, nén cip axit amin thay thé sé& tao ra trinh tu lién émg glycosyl hoa duge lién két
v6i N.

Theo céc phuong an khac, thay thé mot axit amin du dé tao ra trinh ty lién ing
glycosyl héa dugc lién két voi N, vi dy, vi trinh ty NGD (& vi tri 3 dén 5) c6 mit trong
SEQ ID NO: 1, nén viéc thay thé don D béng T hodc S tao ra trinh ty NGT hodc NGS,
twong wng, déu 1a trinh tu lién Gng N-glycosyl hoa.

Trong céc trudng hop nhét dinh, nhidu hon mdt trinh tu lién ung N-glycosyl héa
duoc dua vao GDF15 kiéu dai. Vi du, trinh tu axit amin ctia GDF15 kiéu dai c6 thé
duoc cai bién béng cach thay thé va/hoic loai bo dé tao ra mot, hai, ba, bdn hodc nhiéu
hon bén trinh tu lién tmg N-glycosyl hoa. Theo céc phuong 4n nhét dinh, polypeptit co6
thé bao gdm 112 axit amin lién k& c6 muc twong ddng trinh tu it nhit 12 90% so véi
trinh ty 112 axit amin cua SEQ ID NO: 1, trong d6 112 axit amin lién ké bao g?)m mot,
hai, ba, bdn hodc nhiéu hon bédn trinh ty lién ung N-glycosyl hoa, nhu, 1 dén 12, 1 dén
10, 1 dén 8, 1 dén 6, 1 dén 4, 1 dén 3, hodc 1 dén 2 trinh ty lién ng N-glycosyl hoa.

Vi du vé polypeptit c¢6 hai trinh tu lién tmg N-glycosyl héa bao gdm protein dot
bién GDF15 ¢6 T/S & vi tri 5 (so v6i SEQ ID NO: 1) va N & vi trf 21 (so véi SEQ ID
NO: 1).

Polypeptit dugc 14y 1am vi du theo sang ché bao gdm céc polypeptit c6 hai hodc
nhiéu trinh tu lién tmg glycosyl hoa dugc lién két vai N. Vi du, polypeptit ndy c6 thé
bao gdm mdt t& hop gdm hai hodc nhiéu cip thay thé dudi day:

i) D5T va R21N hodc D5S va R21N;

ii))  R16Nva H18T hoac R16N va H18S;

iii)  S23N va E25T hodc S23N va E25S;

iv) L24N va D26T hodac L24N va D26S;

V) S50N va F52T; S50N va F52S; F52N va A54T; hodc F52N va A54S;

vi)  QSINvaR53T; Q51N vaR53S; R53N va AS5T; hodc R5S3N va ASSS;

vil)  S64N va H66T; hodc S64N va H66S;

viii) L65N va R67T; hodc L65N va R67S;

ix)  S82N va N84T hodc S82N va N84S;
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X) K91IN va D93T; K9IN va D93S; D93N va G95T; hodc D93N va G95S;

xi)  T94N va VI6T; T94N va V96S; V96N va LI8T; hoic VI6N va LISS;

xii)  S97N va Q99T; hodc S97N va Q99S; va

xiii) A106N va D108T hoic A106N va D108S.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, polypeptit nay cé thé bao gdm trinh tu axit amin
lién ké it nhét 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% tuong dong véi
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 trinh tu axit amin lién k& ¢é it nhét
mdt trong sb céc cip thay thé sau so v§i axit amin twong Ung trong SEQ ID NO: 1:

i) D5T va R2IN hoac D5S va R21IN;

ii) R16N va HI8T hoac R16N va H18S;

iii) S23N va E25T ho#c S23N va E258;

iv) S50N va F52T; S50N va F52S; F52N va A54T; hodc F52N va A54S;

v) Q5INva R53T; Q51N va R53S; R53N va A55T; hoic R53N va A55S;

vi) S64N va H66T; hodc S64N va H66S;

vii) K9IN va D93T; K9IN va D93S; D93N va G95T; hodc DI3N va G95S;

viii) T94N va VI6T; T94N va V96S; V96N va LIST; hodic V96N va 1.98S;

ix) S97N va Q99T; hodc S97N va Q99S; va

X) A106N va D108T hodc A106N va D108S;

trong d6 su thay thé nay tao ra mot hoic nhidu vi tri lién Ung glycosyl hoa duoc
lién két voi N ¢6 trinh tu NXS/T, trong d6 N 1a Asn; X 1a mdt axit amin ngoai trir
prolin; sau d6 1a Ser (S) hodc Thr (T) va trong d6 mot hodic nhiéu vi tri lién Ung
glycosyl hoa dugc lién két voi N con duoc lién két véi N-glycan. Theo mét phuong 4n
khac, polypeptit nay tao thanh dime. Theo mot phwong 4n khac, polypeptit nay c6 cac
doan cut & du tan cung N va/hodc cac doan cut ¢ dau tan cung C so v6i SEQ ID NO:
1. Céc doan cut ndy c6 thé bao gdm 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 hoiic nhidu
hon 14 axit amin so véi polypeptit vién dan, vi du, SEQ ID NO: 1. Theo mot phuong an
cu thé, polypeptit nay c6 doan cut gdm ba gdc diu tién & dau tan cung N trong GDF15
(AARN hodc AN3). Theo mét phuong an khac, polypeptit c6 do hoa tan 1a it nhit
0,5mg/ml, vi dy, it nhit 1mg/ml, it nht 2mg/ml, it nhat 3mg/ml, it nht 4mg/ml, it nhit
Smg/ml, it nhat 8mg/ml, it nhat 10mg/ml, it nhét 15mg/ml, it nhit 20mg/ml, hodc it

nhit 25mg/ml, vi du do hoa tan nim trong khoang tir 0,5mg/ml dén 25mg/ml, tir
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0,5mg/ml dén 20mg/ml, tir Img/ml dén 25mg/ml, tir Img/ml dén 20mg/ml, tir 3mg/ml
dén 25mg/ml, tir 3mg/ml dén 20mg/ml, tr Smg/ml dén 25mg/ml, tir 5mg/ml dén
20mg/ml, hodc tir Smg/ml dén 18mg/ml trong dung dich dém. Trong céc truong hop
nhit dinh, polypeptit c6 do hoa tan Ia it nhét 0,5mg/ml, vi du, it nhat 1mg/ml, it nhit
2mg/ml, it nhit 3mg/ml, it nhit 4mg/ml, it nhét Smg/ml, it nhit 8mg/ml, it nhét
10mg/ml, it nhat 15Smg/ml, it nhit 20mg/ml, hodc it nhit 25mg/ml, vi du do hoa tan
nam trong khoang tur 0,5mg/ml dén 25mg/ml, tir 0,5mg/ml dén 20mg/ml, tir Img/ml
dén 25mg/ml, tr 1mg/ml dén 20mg/ml, tir 3mg/ml dén 25mg/ml, tur 3mg/ml dén
20mg/ml, tr Smg/ml dén 25mg/ml, tir 5mg/ml dén 20mg/ml, ho#c tir Smg/ml dén
18mg/ml trong dung dich dém. Dung dich dém nay c6 thé 1a dung dich dém phosphat,
dung dich dém Tris, dung dich dém HEPES, dung dich dm MOPS, dung dich dém
PIPES, hodc dung dich dém tuong tu, hodc hén hop ctia chiing. Trong céc truong hop
nhit dinh, dung dich dém nay c6 thé bao gdm dung dich nuéc mubi duge dém
phosphat. Trong cac truong hop nhit dinh, dung dich dém nay c6 thé bao gdm Tris, kali
phosphat va natri clorua. Trong mdt vai trudng hop, dung dich dém nay c6 thé bao gdm
Tris, kali phosphat, natri clorua, va axit formic. Vi dy, dung dich dém nay c6 thé bao
gdm Tris 10mM dén 100mM pH7, kali phosphat ImM dén 50mM, natri clorua 100mM
dén 200mM, va axit formic 10mS/cm dén 30mS/cm. Theo cic phuong an khac,
polypeptit ndy lam giam lugng glucoza trong mau, thé trong, va/hodc su hép thu thirc
an it nhat 10%, 20%, 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, hodc 90% so véi trude khi dung
polypeptit.

Theo cac phuong an nhat dinh, polypeptit ndy c6 thé bao gdm trinh tu axit amin
lién ké it nhit 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% twong ddng véi
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 trinh ty axit amin lién ké c6 it nhat
mot trong s cac cdp thay thé sau so véi axit amin tuong ung trong SEQ ID NO: 1:

i) D5STvaR2IN;

ii) S23N va E25T,

iii) F52N va A54T;

iv) RS3N va ASS5T;

v) S64N va H66T;

vi) K9IN va D93T;

vii) D93N va G95T;
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viii) S97N va Q99T; va

ix) A106N va D108T;

trong d6 su thay thé nay tao ra mdt hodc nhiéu vj tri lién ung glycosyl hoa duoc
lién két v6i N ¢6 trinh tw NXS/T, trong d6 N la Asn; X 13 mdt axit amin ngoai trir
prolin; sau d6 la Ser (S) hodac Thr (T) va trong d6 mot hodc nhidu vi tri lién ung
glycosyl hoa duoc lién két véi N con duoc lién két voi N-glycan. Theo mét phuong 4n
khéc, polypeptit nay tao thanh dime. Theo mot phuong 4n khac, polypeptit ndy c6 céac
doan cut & dau tan cung N va/hodc cic doan cut & diu tan cung C so v6i SEQ ID NO:
1. Céc doan cut nay co thé bao gom 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 hoic nhidu
hon 14 axit amin so v&i polypeptit vién dan, vi du, SEQ ID NO: 1. Theo mot phuong an
cu thé, polypeptit ¢6 doan cut gdm ba gbe diu tién & diu tan cung N trong GDF15
(AARN hodc AN3). Theo mot phuong 4n khéc, polypeptit c6 do hoa tan 1a it nhét
0,5mg/ml, vi du, it nhét 1mg/ml, it nhat 2mg/ml, it nht 3mg/ml, it nhit 4mg/ml, it nhét
Smg/ml, it nhit 8mg/ml, it nhét 10mg/ml, it nhit 15mg/ml, it nhit 20mg/ml, hodc it
nhét 25mg/ml, vi du d6 hoa tan nidm trong khoang tr 0,5mg/ml dén 25mg/ml, tir
0,5mg/ml dén 20mg/ml, tur Img/ml dén 25mg/ml, tir Img/ml dén 20mg/ml, tr 3mg/ml
dén 25mg/ml, tr 3mg/ml dén 20mg/ml, tr Smg/ml dén 25mg/ml, tr Smg/ml dén
20mg/ml, hodc tir Smg/ml dén 18mg/ml trong dung dich dém. Trong cac truong hop
nhit dinh, polypeptit ¢6 do hoa tan 1a it nhit 0,5mg/ml, vi du, it nhét Img/ml, it nhét
2mg/ml, it nhét 3mg/ml, it nhét 4mg/ml, it nhét Smg/ml, it nhét 8mg/ml, it nhét
10mg/ml, it nhat 15mg/ml, it nhét 20mg/ml, hodc it nhét 25mg/ml, vi du do hoa tan
nam trong khoang tir 0,5mg/ml dén 25mg/ml, tir 0,5mg/ml dén 20mg/ml, tir Img/ml
dén 25mg/ml, tr 1mg/ml dén 20mg/ml, tr 3mg/ml dén 25mg/ml, tir 3mg/ml dén
20mg/ml, tr Smg/ml dén 25mg/ml, tur Smg/ml dén 20mg/ml, hoic tir Smg/ml dén
18mg/ml trong dung dich dém. Dung dich d&m nay c6 thé 1a dung dich dém phosphat,
dung dich dém Tris, dung dich dém HEPES, dung dich dém MOPS, dung dich dém
PIPES, hodc dung dich dém tuong tw, hogc hdn hop ciia ching. Trong cac truong hop
nhét dinh, dung dich dém nay cé thé bao gdm dung dich nuéc mudi dugc dém
phosphat. Trong c4c trudong hop nhét dinh, dung dich dém nay c6 thé bao gdm Tris, kali
phosphat va natri clorua. Trong mdt vai trudng hop, dung dich dém nay c6 thé bao gdm

Tris, kali phosphat, natri clorua, va axit formic. Vi du, dung dich dém nay cé thé bao
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gdm Tris 10mM-100mM pH7, kali phosphat 1mM-50mM, natri clorua 100mM-
200mM, va axit formic 10mS/cm-30mS/cm. Theo céc phuong 4n khac, polypeptit lam
giam lugng glucoza trong mau, thé trong, va/hogic sw hip thu thire an it nhat 10%, 20%,
30%, 50%, 60%, 70%, 80%, hoic 90% so véi trude khi dung polypeptit. Theo cac
phuong 4n cu thé, polypeptit bao gdbm hodc vé co ban bao gdm: SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 hoic SEQ ID NO: 30. Theo cac phuong an
cu thé, polypeptit bao gdm hogc v& co ban bao gdm: SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83,
SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93,
SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97 hozc SEQ ID NO: 100. Theo céc phuong 4n nhét
dinh, polypeptit nay c6 thé bao gdm trinh tw axit amin lidn k& it nhét 95% tuong ddng
v0i trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, trong do trinh tu axit amin 1ién ké c6 it
nhit mot trong s céc cdp thay thé dudi day so véi axit amin twong tmg trong SEQ ID
NO: 1:

1) D5TvaR2IN;

i) S64N va H66T;

ii1) K91N va D93T;

iv) D93N va G95T; va

v) S97N va Q99T;

trong do sy thay thé nay tao ra mot hodc nhiéu vi tri lién ung glycosyl héa dugc
lién két v6i N ¢6 trinh tu NXS/T, trong d6 N 1a Asn; X 1a axit amin ngoai trr prolin;
sau do la Ser (S) hodc Thr (T) trong d6 mot hodc nhidu vi tri lién ung glycosyl héa
duoc lién két véi N con duge lién két voi N-glycan; trong d6 polypeptit ndy con tao
thanh dime; va trong d6 polypeptit nay con cé do hoa tan 1a it nhét Img/ml trong dung
dich dém.

Theo cac phuong an khac, polypeptit c6 do hoa tan 14 it nhit Smg/ml trong dung
dich dém. Dung dich dém nay c6 thé 1a dung dich dém phosphat, dung dich dém Tris,
dung dich d¢ém HEPES, dung dich d¢ém MOPS, dung dich dém PIPES, hodc dung dich
dém tuong tu, hoéé hén hop cta ching. Trong cac trudng hop nhét dinh, dung dich
dém nay c6 thé bao gdém dung dich nuéc mudi dugc dém phosphat. Trong céc trudong
hop nhét dinh, dung dich dém ndy c6 thé bao gdbm Tris, kali phosphat va natri clorua.

Trong mot vai truong hop, dung dich dém nay c6 thé bao gdm Tris, kali phosphat, natri
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clorua, va axit formic. Vi du, dung dich dém nay c6 thé bao g6m Tris 10mM dén
100mM pH7, kali phosphat ImM dén 50mM, natri clorua 100mM dén 200mM, va axit
formic 10mS/cm dén 30mS/cm. Theo cac phuong 4n khéc, polypeptit nay lam gidm
luong glucoza trong mau, thé trong, va’hodc su hép thu thtrc #n it nhét 10%, 20%, 30%,
50%, 60%, 70%, 80%, hoic 90% so véi trude khi dung polypeptit. Theo mot phuong
an khac, polypeptit c6 cac doan cut & diu tan cung N va/hodc cac doan cut & dau tan
cung C so v6i SEQ ID NO: 1. Céc doan cut ndy ¢6 thé bao gdm 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14 hodc nhiéu hon 14 axit amin so véi polypeptit vién dan, vi dy, SEQ
ID NO: 1. Theo mdt phuong 4n cu thé, polypeptit c6 doan cut bao gdbm ba gbc diu tién
& dau tan cung N trong GDF15 (AARN hoic AN3). Theo céac phuong 4n cu thé,
polypeptit bao gdm hodc vé co ban bao gdm: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17 hodc SEQ ID NO: 30. Theo céc phuong an
cu thé, polypeptit bao gdm hodc v& co ban bao gbm: SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 89,
SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 96 hoic SEQ ID NO: 100.

Theo céc phuong an nhit dinh, polypeptit ndy c¢6 thé bao gdm 112 axit amin lidn
ké ¢6 murc twong ddng trinh ty it nhat 1a 90% so véi trinh tu 112 axit amin ctia SEQ ID
NO: 1, trong d6 112 axit amin lién ké bao gém mdt, hai, ba, bdn hoic nhiéu hon bén
cdp thay thé néu trén.

Fig.1 thé hién trinh tu axit amin ctia céc polypeptit dugc 14y 1am vi du (duoc
danh s6 tir 1 dén 17) dugc mo ta trong sang ché duoc sdp thing hang vdéi trinh ty axit
amin ciia GDF15 truéng thanh kiéu dai cta nguoi (WT hGDF15; SEQ ID NO: 1).
Trong Fig.1, cac polypeptit bao gdm hai vi trf lién g dugc glycosyl hoa lién két véi N
(thé dot bién dugc danh sb 1; SEQ ID NO: 2) ciing nhu 12 céc polypeptit ma bao gdm
mot vi tri lién tng duoc glycosyl hoa lién két voi N (thé dot bién dugce dénh sé 2 dén
17; SEQ ID NO: 3 dén 18, twong tmg) dugc thé hién,

Theo céc phuong 4n nhét dinh, sang ché @& xuét dime dugc N-glycosyl cta
GDF15 di bién ddi, trong d6 dime nay bao gdm hai polypeptit dugc mé ta & day duge
lién két cong hoa trji voi nhau. Theo cdc phuong 4n cu thé, mdi polypeptit trong sb hai
polypeptit ndy bao goém trinh tu axit amin dugc chon tir: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
&SEQH)NO:&SEQHDNO:QSEQIDPKXIQSEQID}KXI&SEQHDNO:M,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 hoic SEQ ID NO: 30 hodc trinh tu axit amin khac téi
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da 5 axit amin; trong d6 cac polypeptit ndy ¢6 it nhat mot vi tri N-glycosyl hoa ma dugc
N-glycosyl hoa. Theo cac phuong an cu thé, mdi polypeptit trong sb hai polypeptit nay
bao gém trinh ty axit amin dugc chon tir: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 18 hodc SEQ ID NO: 30 hodc mot trinh tu axit amin khac tdi da 2 axit
amin; trong d6 cdc polypeptit nay cé it nhit mot vi tri N-glycosyl héa ma duogc N-
glycosyl hoa. Theo cdc phuong an cu thé, mdi polypeptit trong sé hai polypeptit nay
bao gém trinh ty axit amin dugc chon tir: SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID
NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID
NO: 96, SEQ ID NO: 97 hodc SEQ ID NO: 100 hoic mét trinh tur axit amin khac téi da
5 axit amin; trong d6 cac polypeptit bao gém it nhat mot vi tri N-glycosyl hoa ma dugc
N-glycosyl hoa. Theo cac phuong 4n cu thé, mdi polypeptit trong sb hai polypeptit nay |
bao gém trinh tu axit amin duoc chon tir: SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID
NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID
NO: 96, SEQ ID NO: 97 hodc SEQ ID NO: 100 hodc mot trinh ty axit amin khac téi da
2 axit amin; trong d6 cic polypeptit nay cé it nhit mot vi tri N-glycosyl héa ma dugc
N-glycosyl héa. Theo cac phuong én khéc, dime dugc N-glycosyl hoa cia GDF15 da
bién ddi 1a mot dong dime duoc lien két bing lien két disulfua lién chudi. Theo cdc
phuong én khac, dime dugc N-glycosyl héa cia GDF15 di bién d6i 1a mot ddng dime
¢6 hai polypeptit nhu duge mé ta & ddy, mdi polypeptit bao gdm céc trinh tu axit amin
nhu nhau, trong d6 cac polypeptit nay c6 it nhit mot vj tri N-glycosyl héa ma dugc N-
glycosyl héa.

Séang ché ciing bao gdm céc polypeptit ma 1a cac doan c6 hoat tinh (vi du, céc
trinh tu phy) ctia céc polypeptit duge mo ta trén day. Chidu dai ctia cac doan c6 hoat
tinh hofc cdc trinh tw phu c6 thé 14 tir 40 axit amin dén 111 axit amin, vi du, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 106, 109, hodc tbi da 111 axit amin.

Cac polypeptit ¢6 mirc twong ddng trinh tu xac dinh so v&i trinh tu vién dan o
mdt chiéu dai x4c dinh gdm céc axit amin lién ké (vi du, “cira s6 so sanh”). Céc phuong
phap sip thing hang cac trinh tu dé so sanh 1a da biét 16 trong linh vyc k¥ thuét nay.
Sép thing hang t6i wu céc trinh tu dé so sanh c6 thé dugc tién hanh, vi du béng thuat
todn tuong dong cuc bd clia Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), bang
thuat toan sip thing hang twong dong ciia Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443
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(1970), bang cach tra ctru phuong phép twong dong cua Pearson & Lipman, Proc. Nat'l.
Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), béng cach thuc hién béng méyvtinh cic thudt todn nay
(GAP, BESTFIT, FASTA, va TFASTA trong khdi chuong trinh phin mém Wisconsin
Genetics, Madison, Wis.), hodc bang cach sip thing hang thli cong va quan sat bing
mat thuong (vi du, xem tai lidu, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et
al., eds. 1995 ban phu luc)).

Theo mét vi du, polypeptit thich hop c6 thé bao gbdm trinh tu axit amin ¢6 it nht
khoang 75%, it nhat khoang 80%, it nhit khoang 85%, it nhit khoang 90%, it nhat
khoang 95%, it nhit khoang 98%, hodc it nhét khoang 99%, trinh tu axit amin twong
ddng véi doan dudi lien k& gdm 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 hoic ti da 112
axit amin trong SEQ ID NO: 1.

Céc doan duoc 14y 1am vi du cua cdc polypeptit dwoc mo ta & ddy bao gém céc
polypeptit ma c6 cac axit amin bi mit so v6i SEQ ID NO: 1. Vi du, cac polypeptit nay
6 thé co cac doan cut & dau tan cung N va/hodc cac doan cut & dau tan cung C so vai
SEQ ID NO: 1. C4c doan cut nay cé thé bao géln 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13,
14 hodc nhiéu hon 14 axit amin so véi polypeptit vién dén, vi du, SEQ ID NO: 1. Theo
céc phuong 4n nhat dinh, polypeptit quan tim c6 thé bao gdm mdt hoidc nhiéu axit amin
thay thé & trinh ty lién mg glycosyl héa duogc lién két véi N, nhu trinh ty duge mé ta &
day, va cac doan cut & dau tan cung N va/hodc cac doan cut & dau tan cung C so v6i
SEQ ID NO: 1.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, polypeptit c6 thé ¢ chiéu dai it nhit la 98 axit
amin va c6 muc twong dong trinh tu axit amin it nhit 1a 90% so v&i doan dudi tuong
ting gdm 98 axit amin trong SEQ ID NO: 1. Polypeptit nay cé thé khong c6 tir ba dén
mudi bon axit amin dau tién (viduy, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, hodc 14 axit amin)
¢6 mit & dau cudi N ciia SEQ ID NO: 1, trong khi d6 van ¢6 axit amin nay & dau cudi C
ctia SEQ ID NO: 1. Néi cach khéc, (cac) axit amin bj mit twong ung véi cac axit amin
& dau cudi N cia SEQ ID NO: 1.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, protein dot bién GDF15 c6 thé c6 chidu dai it
nhit 106 axit amin va c¢6 mirc twong dong trinh tu axit amin it nhit 12 90% so véi doan
dudi twong ting gdm 106 axit amin trong SEQ ID NO: 1. Protein d6t bién GDF15 ¢6 thé

khong c6 sau axit amin dau tién ¢ dau cudi N ciia SEQ ID NO: 1.
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Theo cdc phuong an nhét dinh, polypeptit c6 thé c6 chidu dai gdm it nhit 109
axit amin va c6 mirc twong ddng trinh tw axit amin it nhit 13 90% so v6i doan dudi
trong ing gébm 109 axit amin trong SEQ ID NO: 1. Protein ddt bién GDF15 c6 thé
khong c6 ba axit amin diu tién & diu cudi N cia SEQ ID NO: 1.

Polypeptit dugc 14y lam vi du theo sang ché dugc thé hién trong Fig.2. Cac
polypeptit dugc 14y 1am vi du (dwoc danh s6 tir 1 dén 17) dugc thé hién trong Fig.1 c6
chiéu dai bang chidu dai cia hGDF15 WT. Céc polypeptit dugc ldy lam vi du (duoc
danh s6 tir 18 dén 34; SEQ ID NO: 19 dén 35) dugc thé hién trong Fig.2 ¢6 chidu dai
gdm 109 axit amin vi céc polypeptit ndy bj mét ba axit amin & du tan cung N (AN3) so
v6i hGDF15 WT. Tuy nhién, khi dé cdp dén vi tri clia cdc axit amin thay thé, s gbc
duoc thé hién 1a sb gbc ma tuong tng v6i vi tri trong hGDF15 WT truéng thanh (WT;
SEQ ID NO: 1). Do d6, axit amin G & du cudi N ciia céc polypeptit duoc dung dé chi
1a gbc 4 midc du né 14 axit amin thi nhat trong trinh ty axit amin ciia polypeptit.

Nhu néu trén, cac doan polypeptit nay cé thé bao gdm mot hodc nhidu axit amin
thay thé ¢ trinh tu lién ing N-glycosyl héa so véi trinh ty ciia SEQ ID NO: 1, nhu, mot,
hai hogc nhiéu hon hai axit amin thay thé dugc mo ta & day.

Nhu néu trén va nhu duge mé ta chi tiét hon dudi day, polypeptit theo sang ché
o thé duoc cai bién nho, vi du, pegyl hoa (gén két cong hoa tri mot hoic nhiéu phan tir
polyetylen glycol (PEG), hoic din xuét cia n0); glycosyl héa (vi du, N-glycosyl hoa);
polysialyl hoa; cac phan tir dung hop albumin bao gdm albumin huyét thanh (vi du,
albumin huyét thanh cua ngudi (HSA), albumin huyét thanh cua ché, hodc albumin
huyét thanh cta bo (BSA)); gin két albumin nho, vi du, chudi axit béo duoc tiép hop
(axyl hoa); dung hop Fc; va dung hop véi phén tir gid PEG. Theo cdc phuong 4n nhét
dinh, c4c cai bién duoc tién hanh theo cach ddc hiéu vi tri. Theo cac phuong an khic,
cac phan tir cai bién bao gdm trinh ty lién két. Trinh tu lién két c6 thé tiép hop gbc cai
bién véi polypeptit.

Theo cic phuong 4n cu thé, sang ché dé xuét viéc cai bién GDF15 truong thanh
cia nguoi va cdc protein dot bién GDF15 (nhu céc polypeptit duge mo ta trén day)
bing cach tiép hop v6i albumin. Theo céc phuong an khéac, sang ché dé& xuét viec cai
bién cac polypeptit nho N-glycosyl héa hogc O-glycosyl héa. Céc dic diém cua cac
albumin va cdc thé tiép hop polypeptit cia chung (vi du, céc protein dung hop), va cac

polypeptit dugc glycosyl hoa duge mo ta thém dudi day.
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Céc cai bién cu thé dé cai bién va/hodc bét chude chire ning cia GDF15

Polypeptit c6 thé bao gdm mdt hozic nhiéu cai bién dé ting cuong dic tinh mong
mubn & mot protein dugc bao ché dé didu tri (vi du, thoi gian ban thai trong huyét
thanh), dé lam tang luong khang thé ding trong cac thu nghiém phat hién (vi du, cac
dudi epitop), dé d& dang tinh ché protein, v.v.. Céc cai bién nay bao gdm, nhung khong
chi giéi han &, pegyl héa (gin két cong hoa tri mot hodc nhidu phén tir polyetylen
glycol (PEG), hodc cic din xuét cua chung); glycosyl hoa (duge lién két véi N va 0);
polysialyl hoa; dung hop albumin; gin két véi albumin nho chudi axit béo duoc tiép
hop (axyl hoa); cac protein dung hop-Fc; va dung hgp véi phéan tir gia PEG.

Nhu néu & ddy, sang ché dé xuét cic phan tir dung hop bao gdm polypeptit
GDF15 truong thanh (vi du, GDF15 trudng thanh cia ngudi) hodc polypeptit cua
protein dot bién GDF15 (vi du, protein dot bién cia GDF15 trudng thanh cta nguoi),
trong d6 polypeptit GDF15 truéng thanh hoidc polypeptit protein dot bién GDF15 bao
g0m it nhat mot cai bién ma khong 1am thay ddi trinh tw axit amin ctia no, va trong d6
ci bién nay gitip cai thién it nhit mot dic tinh vat ly cia polypeptit hodc polypeptit clia
protein d6t bién. Theo mot phuong an, cai bién polypeptit GDF15 hodc polypeptit cta
protein dot bién GDF15 bao gém tiép hop véi albumin huyét thanh (vi du, albumin
huyét thanh ctia nguoi (HSA), albumin huyét thanh cta ché, hodc albumin huyét thanh
cta bo (BSA)). Theo mdt vai phuong an, déc tinh vat Iy nay 1a d6 hoa tan.

Theo céc phuong 4n trong d6 phan tir dung hop bao gdm polypeptit GDF15 da
bién ddi hodc protein dot bién GDF15 (nhu céc polypeptit duoc md ta trén diy), mot
trong s cac phan tir nay duoc tiép hop véi albumin, do hoa tan cta phén ti dung hop
thudng dugc cai thién so véi GDF15 clia nguoi tai to hop khong dugce dung hop. Theo
cac phuong an nhit dinh, phan tir dung hop c6 do hoa tan 14 it nhdt 1mg/ml trong dung
dich nuéc mudi duoc dém phosphat (PBS) & dd pH 7,0. Theo cac phuong an khéc,
phan tir dung hop c6 do hoa tan 14 it nhit 2mg/ml, it nht 3mg/ml, it nhit 4mg/ml, hodc
it nhit Smg/ml. Theo céc phuong an khic, phan tir dung hop ¢6 d6 hoa tan 1a it nhét
6mg/ml trong dung dich nuéc mudi duoc dém phosphat (PBS) ¢ do pH 7,0, it nhét
7mg/ml, it nhat 8mg/ml, it nhit 9mg/ml, hodc it nhit 10mg/ml. Theo céc phuong an cu
thé, phan tir dung hop c6 d6 hoa tan 16n hon 10mg/ml.

Pegyl hoa: Hiéu quéa 1am sang cta céc protein diéu tri thuong bi han ché bai thoi

gian ban thai trong huyét tuong ngin va nhay véi su thoai bién proteaza. Cac nghién
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ctru vé cac protein diéu tri khac nhau (vi du, filgrastim) da cho thdy réng cac kho khin
nay c6 thé dugc khic phuc nho cac cai bién khac nhau, bao gdm tiép hop hodc lién két
trinh tu polypeptit v6i polyme bat ky trong sé nhiéu polyme khong c6 protein, vi du,
polyetylen glycol (PEG), polypropylen glycol, hodc polyoxyalkylen (xem, vi du,
thuong nho mot gde lién két dugc lién két cong hoa tri v6i ca protein va polyme khong
c6 protein, vi dy, PEG). Céc phan tit sinh hoc dwoc tiép hop v6i PEG nay duoc thé hién
la ¢6 cac dic tinh hitu dung trong 1am sang, bao g61n dd 6n dinh nhiét va vat ly t6t hon,
kha néng bao vé chéng lai sy nhay cdm vdi su thoai bién béi enzym, d0 hoa tan ting,
thoi gian ban thai trong hé tudn hoan in vivo l4u hon va d6 thanh thai giam, kha ning
sinh mién dich va tinh khang nguyén giam, va ddc tinh giam.

PEG thich hop dé tiép hop véi trinh tu polypeptit thuong hoa tan trong nudc &
nhiét do trong phong, va c6 cong thuc chung R(O-CH»-CH>),O-R, trong d6 R 1a hydro
hoic nhom bao vé& nhu nhém alkyl hodc alkanol, va trong d6 n 12 méot sé nguyén ndm
trong khoang tir 1 dén 1000. Néu R 1a nhém bao vé, thi né thudng c6 tir 1 dén 8 nguyén
tir cacbon. PEG tiép hop véi trinh tu polypeptit c6 thé 1a mach thdng hodic mach nhénh.
Céac din xuit PEG mach nhanh, “PEG hinh sa0” va PEG nhiéu nhanh dugc mo ta trong
sang ché. Khéi luong phén tir cia PEG dugc sir dung trong sang ché khong gidi han &
mdt khoang cu thé nao, nhung theo mdt vai phuong 4n nhét dinh phén tir nay c6 khéi
lwong phan tir nam trong khoang tir 500 dén 20.000 trong khi cac phuong an khac c6
khdi lugng phéan tir nim trong khoang tir 4.000 dén 10.000.

Sang ché ciing md ta cac dugce phim chira cac thé tiép hop, trong d6 PEG ¢6 céc
gia tri n khéc nhau va do d6 cdc PEG khac nhau c6 mat theo mot ty 1€ cu thé. Vi du,
mot vai duogc phém chira hdn hop céc thé tiép hop, trong d6 n=1, 2, 3 va 4. Trong mot
vai duogc pham, ty 1¢ thé tiép hop trong d6 n=1 1a nim trong khoang tir 18 dén 25%, ty
18 thé tiép hop trong d6 n=2 1a nim trong khoang tir 50 dén 66%, ty 1& thé tiép hop
trong d6 n=3 14 nam trong khoang tir 12 dén 16%, va ty 1& thé tiép hop trong d6 n=4 tbi
da 1a 5%. Cac dugc pham nay co thé duoc bao ché bing céc didu kién phan tng va cac
phwong phép tinh ché da biét trong linh vuc nay. Vi du, phuong phap sic ky trao dbi
cation c¢6 thé duoc st dung dé tach cac thé tiép hop, va sau d6 phan doan ma chira thé
tiép hop ¢ sé PEG gén két mong muédn duge xac dinh, dugc tinh ché tir cac trinh tu

protein khong cai bién va tir cac thé tiép hop ¢6 s6 PEG gan két khac.
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PEG co thé gin két vé6i polypeptit theo sang ché nhd nhém phan tng cudi.
Nhém phéan tng cubi c6 thé 14 trung gian lién két gitta cdc nhém amino hodc carboxyl
tu do ctia mdt hodc nhiéu trinh tu polypeptit va polyetylen glycol. Nhém phan tmg cudi
c6 thé duoc gin két voi doan dém polyetylen glycol ¢ chiéu dai riéng biét. Cac doan
dém PEG lam ting d6 hoa tan cta chét phan tng va thé tiép hop, lam giam thidu céc tac
dung doc va tdc dung mién dich so véi cac doan dém khong ¢6 PEG, va tao ra mot vai
Iwa chon vé cac khoang lién két chéo dic hiéu c6 loi gitta PEG va polypeptit. Cac doan
dém PEG dugc 1y lam vi du ¢6 cdc nhém phan ting bao gdm céc trinh tu lién két chéo
duoc pegyl hoa phin ing véi amin (vi dy, bis(sucxinimidyl)penta(etylenglycol) (BS-
(PEG)s)); cac trinh tu lién két chéo duoc pegyl hoa phén g véi sulthydryl (1,11-bis-
maleimidotrietylenglycol (BM(PEG)3)); cac trinh tu lién két chéo dugc pegyl hoa hai
chic ndng (NHS-PEGn-maleimit sucxinimidyl-([N-maleimidopropionamido]-etylen-
glycol)este (SM(PEG)n); n=2-24). Poan dém PEG c6 thé duoc lién két véi nhom
amino tu do. Cac doan dém PEG bao gdm N-hydroxysucxinylimit polyetylen glycol ma
c6 thé dugc diéu ché bang cach hoat hoa este axit sucxinic ctia polyetylen glycol véi N-
hydroxysucxinylimit. Polyetylen glycol da hoat héa khdc ma c6 thé dugc gin két véi
nhém amino tu do 1a 2,4-bis(O-metoxypolyetylenglycol)-6-clo-s-triazin dugc diéu ché
bang cach cho polyetylen glycol monometyl ete phadn Ung v&i xyanuric clorua.
Polyetylen glycol di hoat héa khac ma duoc gin két v6i nhém carboxyl tu do bao gdm
polyoxyetylendiamin.

Viée tiép hop mot hodc nhiéu trinh tw polypeptit theo sang ché véi PEG c6 doan
dém c6 thé duge tién hanh bang nhidu phuong phap thong thuong khac nhau. Vi du,
phan tng tiép hop nay c6 thé dugc tién hanh trong dung dich & do pH ndm trong
khoang tu 5 dén 10, & nhiét do ndm trong khoang tur 4°C dén nhiét do trong phong,
trong khoang thoi gian tir 30 phiit dén 20 gid, trong d6 ty 1& mol gitra chit phan tng vdi
protein nam trong khoang tir 4:1 dén 30:1. Cac diéu kién phan tng c6 thé duoc chon dé
huéng phan tng vé phia c6 muc thay thé mong mudn chiém wu thé. Néi chung, nhiét
do thap, do pH thip (vi du, do pH=5), va thoi gian phan tng ngin ¢6 xu hudng lam
giam s6 PEG gén két, trong khi d6 nhiét do cao, dd pH tir trung tinh dén cao (vi du, do
pH>7), va thoi gian phan ting dai c6 xu huéng lam tang sé PEG gin két. Nhidu phuong

phap khac nhau da biét trong linh vuc nay c6 thé dugc sir dung dé két thic phan tmg.

-37-



34811

Theo mdt vai phuong 4n phan ting nay duge két thiic bing cach axit hoa hdn hop phéan
ung va dong bang & nhiét do, vi dy, -20°C.

Séng ché ciing dé xudt viéc sir dung céc phan tir gia PEG. Céc phan tt gia PEG
tai to hop duoc phat trién ma vn giit duge cac thudc tinh ciia PEG (vi duy, thoi gian ban
thai trong huyét thanh ting) dong thoi van tao ra duoc mot vai dic tinh c6 loi khéc.
Bing cach 1ay vi du, cac chudi polypeptit don gian (bao gdm, vi dy, Ala, Glu, Gly, Pro,
Ser va Thr) c6 thé tao ra cdu hinh md rong twong tu v6i PEG c6 thé duoc téng hop
bang cach tai td hop da duge dung hop véi duge chit peptit hodc protein quan tdm (vi
du, cong nghé XTEN clia Amunix; Mountain View, CA). Piéu nay tranh duogc budc
tiép hop khéc trong qua trinh san xudt. Hon thé nita, cac cong nghé sinh hoc phan tir ¢
sin cho phép kiém soat thanh phin mach bén ciia cac chudi polypeptit, cho phép tbi uu
héa céc dic tinh sinh mién dich va bao ché.

Glycosyl héa: Theo cac muc dich ciia sing ché, thuat ngit “glycosyl héa” c6
nghia rong dugc dung dé chi quy trinh gin két cac glycan véi protein, lipit hodc cac
phan tir hitu co khac bing enzym. Viéc sir dung thuét ngit “glycosyl héa” theo séang ché
thuong dugc du dinh c6 nghia 13 thém hoic loai bo mot hodc nhiéu géc carbohydrat
(hodc loai bo vi tri glycosyl hoa co ban hodc loai bé qué trinh glycosyl hoa bing
phuong phép héa hoc va/hodc enzym), va/hodc thém mot hodc nhiéu vi tri glycosyl hoa
ma c6 thé ¢ hodc khong co trong trinh tw nguyén thé. Ngoai ra, thuat ngit ndy con bao
gdm cac thay ddi dinh tinh vé qua trinh glycosyl héa ciia cac protein nguyén thé c6 lién
quan dén su thay doi ban chét va ty 18 ctia cac gde carbohydrat khac nhau c6 mit.

Glycosyl hoa c6 thé tac dong manh dén cac dic tinh vét Iy cta protein va cling
c6 thé quan trong ddi v6i do on dinh, su tiét, va sw khu tri trong té bao cta protein. Qua
thue, glycosyl héa céc polypeptit clia protein dot bién GDF15 duge md ta & ddy giup
cdi thién co loi cac dac tinh vat ly cua chung. Bﬁng cach lay vi du, nhung khong chi
gidi han &, do hoa tan cia cac protein dot bién GDF15 ¢6 thé duoc cai thién bang cach
glycosyl hoa, va viéc cai thién nhu vay co thé 1a quan trong (xem cédc vi du). Céc
polypeptit cia protein dot bién GDF15 duge glycosyl hoa duge md ta & day c6 dd hoa
tan cao hon so véi GDF15 kiéu dai, ma khong duoc glycosyl héa. Theo cac phuong an
nhét dinh, cac protein dot bién GDF15 dugc glycosyl hoa duge mé ta & day co do hoa
tan 14 it nhét 0,5mg/ml, vi dy, it nhAt Img/ml, it nhét 2mg/ml, it nhét 3mg/ml, it nhét
4dmg/ml, it nhét Smg/ml, it nhét 8mg/ml, it nhét 10mg/ml, it nhét 15mg/ml, it nhét
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20mg/ml, hoic it nhét 25mg/ml, vi du d6 hoa tan nim trong khoang tir 0,5mg/ml dén
25mg/ml, tr 0,5mg/ml dén 20mg/ml, tr Img/ml dén 25mg/ml, tr Img/ml dén
20mg/ml, tir 3mg/ml dén 25mg/ml, tir 3mg/ml dén 20mg/ml, tir 5mg/ml dén 25mg/ml,
tr Smg/ml dén 20mg/ml, hogc tr 5Smg/ml dén 18mg/ml trong dung dich dém. Trong cac
truong hop nhét dinh, céc protein dot bién GDF15 duoc glycosyl hoa duge mé ta & ddy
¢6 the c6 dd hoa tan I it nhit 0,5me/ml, vi du, it nhét Img/ml, it nhat 2mg/ml, it nhat
3mg/ml, it nhat 4mg/ml, it nhét Smg/ml, it nhét 8mg/ml, it nhét 10mg/ml, it nht
15mg/ml, it nhét 20mg/ml, hoic it nht 25mg/ml, vi du d6 hoa tan nim trong khoang tir
0,5mg/ml dén 25mg/ml, tir 0,5mg/ml dén 20mg/ml, tr Img/ml dén 25mg/ml, tir
Img/ml dén 20mg/ml, tUr 3mg/ml dén 25mg/ml, tr 3mg/ml dén 20mg/ml, tir Smg/ml
dén 25mg/ml, tr Smg/ml dén 20mg/ml, hodc tir Smg/ml dén 18mg/ml trong dung dich
dém. Dung dich dém nay c6 thé 1a dung dich dém phosphat, dung dich dém Tris, dung
dich dém HEPES, dung dich dém MOPS, dung dich dém PIPES, hoic dung dich dém
tuong tu, hodc hon hop cia chung. Trong cic trudng hop nhit dinh, dung dich dém nay
¢6 thé bao gdm dung dich nuéc mudi duoc dém phosphat. Trong cdc truong hop nhét
dinh, dung dich dém nay c6 thé bao gdm Tris, kali phosphat va natri clorua. Trong mot
vai truong hop, dung dich dém nay cé thé bao g6m Tris, kali phosphat, natri clorua, va
axit formic. Vi du, dung dich dém nay c6 thé bao gdm Tris 10mM dén 100mM pH7,
kali phosphat ImM dén 50mM, natri clorua 100mM dén 200mM, va axit formic
10mS/cm dén 30mS/cm.

Céc polypeptit cta protein dot bién GDF15 duoc glycosyl héa duge mo ta & day
1a tét hon so véi polypeptit GDF15 trudng thanh kiéu dai. Cac polypeptit cua protein
dot bién GDF15 duoc glycosyl hoa nay cé dic tinh tot hon so véi polypeptit GDF15
trudng thanh kiéu dai bao gdm nhung khong chi gi¢i han & mot hodic nhidu déc tinh
sau: hiéu suét trong moi trudng nudi céy té bao cao hon, su tao thanh dime tét hon, do
hoa tan tét hon, va kha nang gdy mién dich gidm. Sy cai thién d6 hoa tan duoc thé hién
boi cic protein dot bién GDF15 d4 bién ddi ndy c6 thé, vi du, lam cho qué trinh bao ché
ché phim thich hop hon dé ding 1am thuéc so véi cac protein dot bién GDF15/GDF15
khong dugc glycosyl héa. Cac polypeptit clia protein dot bién GDF15/GDF15 duoc
glycosyl héa ciing ¢6 thé c¢6 d6 dn dinh cao hon. Hon thé nita, cdc polypeptit c6 thé cai

thién mot hoic nhiéu dédc tinh dugc dong hoc, nhu thoi gian ban thai.
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Viée bd sung céac vi tri glycosyl hoa ¢ thé dugce thuc hién bang cach thay ddi
trinh ty axit amin nhu dugc mo ta trén ddy. Sy thay dbi polypeptit nay c6 thé duge tién
hanh bang cach thém hodc thay thé, mot hodc nhidu gdc serin hodc threonin (ddi véi
céc vi tri glycosyl hoa dugc lién két véi O) hodc cac gbe asparagin (d6i voi cac vi tri
glycosyl héa dugce lién két voi N). Céc cu tric cua cac oligosacarit dugc lién két véi N
va duge lién két véi O va cac gbe dudng duoc tim thdy & mdi loai c6 thé khac nhau.
Mot loai duong ma thuong duge tim thdy & ca hai oligosacarit nay la axit N-axetylneu-
raminic (dudi ddy dugc diing dé chi 1a axit sialic). Axit sialic thudong 1a gbc cudi cua ca
oligosacarit duoc lién két voi N va duoc lién két véi O va, vi dién tich 4m cia nod, co
thé tao ra cac dic tinh axit cho glycoprotein. Theo mét phuong 4n cu thé, sang ché dé
xuét cach tao ra va str dung cac bién thé N-glycosyl hoa nhu duge mé ta trén day.

Mot phuong phép khéc 1am ting s gbc carbohydrat trén polypeptit 1a lién két
héa hoc hodc enzym céc glycozit véi polypeptit.

Cac té bao trimg chudt dong Trung Qudc (Chinese Hamster Ovary-CHO) thiéu
hut dihydrofolat reductaza (dihydrofolate reductase-DHFR) 13 céc té bao chi thudong
duge st dung dé téng hop cac glycoprotein téi td hop. Cac té bao nay khong biéu hién
enzym beta-galactosit alpha-2,6-sialyltransferaza va do d6 khong bd sung axit sialic
trong lién két alpha-2,6 vao céc oligosacarit duoc lién két N cua cac glycoprotein dugc
téng hop trong céc t& bao nay.

Polysialyl hoa: Sang ché con boc 10 viée st dung phuong phap polysialyl hoa,
tiép hop céc peptit va céc protein véi axit polysialic (polysialic acid-“PSA™) dugc lién
két a-(2—8) d& thoai bién sinh hoc ¢ ngudn gdc trong ty nhién dé cai thién do 6n dinh
va cac dac tinh dugc dong hoc in vivo clia ching. PSA 1a mot polyme tu nhién khong
ddc, dé thoai bién sinh hoc, rat wa nudc, c6 khéi lugng phén tir biéu kién cao trong méu
ma lam ting thoi gian ban thai trong huyét thanh ciia nd. Ngoai ra, polysialyl hoa mot
nhém céc peptit va protein didu tri dAn dén lam giam dang ké sy phén giai protein, duy
tri duoc hoat tinh in vivo, va 1am giam kha ning sinh mién dich va tinh khéng nguyén
(vi du, xem tai lidu: G. Gregoriadis et al., Int. J. Pharmaceutics 300(1-2):125-30). Béi
v6i cac cai bién véi cac thé tiép hop khéc (vi du, PEG), c6 rt nhiéu k¥ thuat khac nhau
dé polysialyl hoa ddc hiéu vi tri (vi dy, xem tai liéu, T. Lindhout et al, PNAS
108(18)7397-7402 (2011)).
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Cac protein dung hop. Sang ché dé xuét cic protein dung hop ciia GDF15 trudng
thanh kiéu dai (vi du, GDF15 ctia nguoi), cling nhu 13 cac protein dung hgp cda
polypeptit theo sang ché (vi du, cac phan tir GDF15 cua ngudi da bién dbi, cac protein
dot bién cua GDF15 cta ngudi, cic protein dot bién GDF15 da bién dbi, va cac dang
twong tw). C4c protein dung hop nay thudng bao gdm polypeptit khong phai GDF15 (vi
du, albumin (vi du, HSA) hodc doan cia nd: viung gén két voi albumin (albumin
binding domain — ABD); polypeptit Fc; ving gin két v6i maltoza (maltose binding
domain — MBD), ma c6 thé dugc dung dé chi & day 1a “phan dung hop”, dugc tiép hop
v6i polypeptit GDF15 kiéu dai hodc polypeptit theo sang ché & ddu cudi N hodc dau
cudi C ctia né. Tuy y, phn dung hop nay c6 thé duoc tiép hop voi GDF15 kiéu dai
hodc polypeptit nhe polypeptit lién két. Polypeptit lién két nay c6 thé tuy y 1a trinh tu
lién két phéan cat duoe, vi du, trinh tu lién két phén cit duge nhd enzym. Vi du vé céc
phan dung hop dugc md ta dudi day.

Dung hop albumin: Phan dung hop thich hop dé tiép hop bao gdm céc albumin
nhu albumin huyét thanh ctia ngudi (HSA), albumin huyét thanh cta cho, va albumin
huyét thanh cia bo (BSA).

HSA truéng thanh, mot polypeptit 585 axit amin (~67 kDa) c6 thoi gian ban thai
trong huyét thanh ~20 ngay, vé co ban ¢6 vai trd duy tri 4p suat mau thAm théu thé keo,
do pH trong mau, va van chuyén va phan phdi nhiéu phdi tir ndi sinh va ngoai sinh.
Protein nay c6 ba ving twong dong vé céu triic (cac vung I, IT va IIT), gin nhu déu c6
cAu hinh xo&n alpha, va c6 do 6n dinh cao nhd 17 cu ndi disulfua. Ba vling gén két voi
duoc chit chu yéu cta albumin duge bd tri trén mdi trong sb ba ving nay trong cac
vung phu IB, ITA va IIIA.

Qua trinh tong hop albumin dién ra & gan, ma tao ra san phdm preproalbumin so
chp c6 doi séng ngan. Do d6, HSA c6 chidu dai day di gdbm mot peptit tin hiéu c6 18
axit amin sau d6 1a mot tién ving chirc nang gdm 6 axit amin; peptit c6 24 gbc axit
amin nay co thé duoc goi 1a tién vung chirc ndng c6 trinh ty tin hiéu. HSA c6 thé duogc
biéu hién va duoc tiét ra béng cach su dung peptit tin hi€u ndi sinh ctia n6 duédi dang
tién ving chirc nang c6 trinh ty tin hidu. Theo cach khac, HSA c6 thé dwoc biéu hién va
duoc tiét ra bang cach st dung peptit tin hidu IgK duge dung hop véi HSA trudng
thanh. Preproalbumin dugc phan cit nhanh nho déng dich ma trong mang ludi ndi chét

& dau cudi amino ctia nd dé tao ra proalbumin, tién polypeptit gdm 609 axit amin on
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dinh. Sau d6, proalbumin di qua thé Golgi, tai ddy né duoc chuyén hoa thanh albumin
truong thanh c6 585 axit amin nhd phéan cit ¢ dau tan cung amino phu thudc vao furin.
Trtr khi duge quy dinh theo cach khéc, “albumin” hogc “albumin truéng thanh” dugc
dung dé chi HSA.

Trinh tu axit amin géc, ciu tric va chitc nang cua albumin dugc bdo toan cao
qua céc loai, nhu 12 céc qua trinh tong hop va tiét albumin. Céc protein albumin huyét
thanh twong duong voi HSA duoc tim thdy &, vi du, khi cynomolgus, bo, cho, tho va
chudt. Trong sb cac loai khong phai nguoi, albumin huyét thanh cta bo (BSA) 1a
albumin c6 ciu triic twong tw nhat véi HSA [vi du, xem tai liéu, Kosa et al., J Pharm
Sci. 96(11):3117-24 (thang 11 ndm 2007)]. Séng ché d& xuét viéc sir dung albumin tir
cac loai khong phai ngudi, bao gém, nhung khong chi gidi han &, cac albumin néu trén,
dung dé, vi du, dung hop véi polypeptit GDF15. Theo cac phuong an nhat dinh, loai
khong phai nguoi nay 1a bo. Theo cac phuong an khac, loai khong phai ngudi nay 1a
khi cynomolgus.

Theo sang ché, albumin c6 thé duoc tiép hop v6i phan tir dugc chat (vi du,
polypeptit duoc md tad & day) & dau cudi carboxyl, diu cudi amino, ca ddu cubi
carboxyl va amino, hodc & trong (vi dy, xem patent My sé USP 5,876,969 va USP
7,056,701). Ngoai ra, sang ché d& xuét cic protein dung hop albumin bao gém nhiéu
hon mdt phan tir duge chét twong ddng (vi du, nhiéu phan it protein dot bién GDF15)
hoiic khac ngudn gbe (vi du, phan ttr protein dot bién GDF15 va chit chéng tidu dudng
riéng).

Trong céc thé tiép hop HSA — polypeptit dugc mo ta bdi sang ché, nhiéu dang
albumin ¢6 thé dugc st dung, nhu cac bién thé HSA, nhu, cdc doan. Cac dang nay
thuong c6 mot hodc nhiéu hoat tinh albumin mong mubn. Theo céc phuong an khac,
sang ché dé xuit cac protein dung hop bao gdm phén tir dugc chit polypeptit dugc
dung hop truc tiép hodc gian tiép v6i albumin, doan albumin, va bién thé albumin, v.v.,
trong do protein dung hop c6 do 6n dinh trong huyét tuong cao hon so véi phén tir dugc
chit khong dugc dung hop va/hodc protein dung hop van giit duoc hoat tinh diéu tri ctia
phan tir duge chit khong duoc dung hop. Theo mot vai phuong an, dung hop gian tiép
dugc thye hién nho trinh tu lién két, nhu trinh tu lién két peptit hodc phién ban cai bién

cua no.
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HSA c6 thé duoc tiép hop thong qua mot trinh tw lién két véi polypeptit dugc
md ta & day dé tao ra protein dung hop. Vi du vé cac trinh tu lién két thich hop duoc
mo ta & ddy. Mot vai phuong an dé xuét trinh tu lién két peptit ¢é, vi du, bdn dén ba
muoi axit amin.

Theo cac phuong én trong d6 protein dung hop bao gdm trinh tu lién két, trinh tu
lién két nay cé thé 1a trinh tu lién két khéng phéan cat dugc. Vi du, theo mot phuong an
sang ché mo ta phan tt dung hop trong d6 tién trinh tu axit amin ctia HSA hodc HSA
truong thanh dugc dung hop véi du cudi N cia GDF15 truéng thanh cia ngudi hoic
trinh ty axit amin ctia protein dot bién GDF15 nho mot trinh tu lién két (G4S)3 khong
phan cit duoc.

Theo cac phuong 4n khac, trong d6 protein dung hop bao gbm trinh tu lién két,
trinh tu lién két nay c6 thé 1a trinh tu lién két phén cét duoc. Vi du, sang ché mo ta phén
tor dung hop trong do tién trinh tu axit amin ciia HSA hodc trinh tu axit amin cia HSA
truéng thanh dugc dung hop véi dau cudi N cia GDF15 trudng thanh ctia ngudi hodc
trinh ty axit amin cta protein dot bién GDF15 dugc dé cép ¢ day thong qua trinh tu lién
két phan cit duogc-yéu t6 (G4S), Xa nhay véi proteaza.

Céu trac cla cdc phan tir HSA-trinh tw lién két phan cét duoc-GDF15 trudng
thanh ti t& hop /protein dot bién GDF15, cling nhu 13 ciu tric cta cac phan tr dung
hop GDF15 truéng thanh tai to hop/protein dot bién GDF15-trinh ty lién két phan cét
dugc-HSA, c6 thé dugc sir dung dé dé dang danh gia, vi dy, d6 hoa tan va x4c dinh hiéu
qud in vivo ciia GDF15/protein dot bién GDF15. Theo céc phuong an nay,
GDF15/protein dot bién GDF15 c6 thé dugc cit tir chaperon HSA nhd phan cit noi bao
hodc nhd phan cét enzym in vitro. Theo mdt vai phuong én, phan cit duoc thuc hién
bang cach phan ct trinh ty lién két phan cit dugc nhd phan gidi protein st dung
proteaza ton tai bat ky. Theo cdc phuong an khac, cac protein dot bién GDF15 cling ¢o
thé duoc tao ra dudi dang cac thé dung hop khong chira HSA bang cach cho peptit tin
hi¢u dung hop véi cac polypeptit duoc dé cap & day.

Phén cit ndi bao c6 thé duoc tién hanh nho enzym, vi dy, furin hodc caspaza. Té
bao chit biéu hién protein dung hop c6 thé biéu hién mot luong nhé céc enzym ndi sinh
ndy, ma c6 thé phan cit mot phan céc phén tr dung hop ndi bao; do do, mot vai
polypeptit duoc tiét ra tir té bao ma khong duge tiép hop véi HSA, trong khi d6 mot vai

polypeptit dugc tiét ra & dang céc phén tir dung hop chira HSA. Céc phuong 4n theo
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sang ché mo ta viéc sir dung céc ciu truc dung hop chira furin khac nhau. Vi du, céc
cdu tric ¢6 thé duoc thiét ké dé bao gdm trinh ty RGRR (SEQ ID NO: 36), RKRKKR
(SEQ ID NO: 37), RKKR (SEQ ID NO: 38), hoic RRRKKR (SEQ ID NO: 39). Cac
cu tric nay c6 thé c6 cdu tric chung sau: Igk-HSA-(G4S)s-trinh ty furin-hGDF15.

Sang ché cling dé xuét cach phén cit ngoai bao (vi du, phan cit ex vivo) nhd d6
phan tir dung hop duoge tiét ra tir t& bao, dugc tinh ché, sau do duoc phan cit (vi du,
bang cach st dung, vi du, trinh tu lién két nhay-phan giai protein yéu t6 Xa hoic
enterokinaza). Can hiéu rang viéc phan cét c6 thé tach toan bo phuc hop HSA-trinh tu
lién két khoi polypeptit (vi du, GDF15 truéng thanh hodc protein dot bién GDF15),
hoac mot ph?m phtrc hop HSA-trinh tu lién két.

Nhu dugc mo ta trén day, viéc dung hop albumin v6i mot hodc nhidu polypeptit
theo séng ché ¢ thé, vi du, duoc thuc hién bing cach thao tac di truyén, sao cho ADN
ma héa HSA, hoic doan ciia nd, duoc lién két véi ADN ma hoa mdt hodc nhiéu trinh tu
polypeptit. Sau d6, té bao chu thich hop ¢ thé dugc bién nap hodc duge chuyén nhidm
cac trinh ty nucleotit duge dung hop & dang, vi dy, plasmit thich hop, dé biéu hién
polypeptit dung hop. Su biéu hién nay c6 thé dugc thuc hién in vitro tir, vi du, té bao
khong nhéan hoidc té bao ¢6 nhan dién hinh, hoac in vivo tur, vi du, sinh vat chuyén gen.
Theo mdt vai phuong an ciia séng ché, su biéu hién protein dung hop duoc thuc hién
trong cac dong té bao cua dong vat co vu, vi du, cac dong té bao CHO. Bién nap duogc
st dung rong rai ¢ ddy duoc dung dé chi sy thay ddi di truyén cua té bao thu duge tir su
hép thu truc tiép, su két hop va biéu hién vat liéu di truyén ngoai sinh (ADN ngoai
sinh) tir moi trudng xung quanh ctia nd va tiép nhan thong qua (cac) mang té bao. Su
bién nap xay ra tu nhién & mot vai loai vi khuan, nhung né ciing c¢6 thé chiu tac dong
boi phuong phép nhan tao & céac té bao khac.

Ngoai ra, chinh albumin cé thé dugc cai bién dé kéo dai thoi gian ban thai trong
hé tudn hoan. Viéc dung hop albumin di bién ddi véi mot hodc nhiu polypeptit theo
sang ché c6 thé dat dugc bang cach thao téc di truyén/cac k¥ thuat tai td hop duwoc md
ta trén day hodc bang cach tiép hop hoa hoc; phéan tir dung hop thu duogc cé thoi gian
ban thai dai hon so véi thoi gian ban thai cia cdc phan t dung hgp cé albumin khong
duoc cai bién (vi dy, xem cong bd don qubc té sé W02011/051489).

Céc nén cong nghé da biét ro hién nay dé dung hop di truyén va tiép hop hoa hoc

cac polypeptit (vi du, cac polypeptit dugc mo ta & day) va albumin tai to hop. Bing
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cach ldy vi du, nén cong nghé ALBUFUSE® flex (Novozymes Biopharma A/S;
Denmark) c6 thé dugc st dung dé thuc hién dung hop di truyén mét hoic nhiéu phan tu
albumin tai t6 hop véi mét hodc nhidu polypeptit, nh d6 tao ra cADN lién k& ma héa
(céc) polypeptit va (cic) albumin dé tao ra mét protein tuong dong. Nén nay co thé
duoc st dung véi, vi du, cac hé biéu hién ndm men va té bao chu cua dong vat co va.
Bing cach lay vi du khic, nén RECOMBUMIN® Flex (Novozymes Biopharma A/S;
Denmark) c6 thé duoc str dung dé tién hanh tiép hop hoa hoc polypeptit theo sang ché
v6i albumin tai td hop, ma khong can tao dan xudt thém albumin. Mic du tiép hop c6
thé duoc tién hanh & mot vai gbe axit amin (vi du, lysin va tyrosin), nhung thiol tu do &
Cys34 1a mdt lva chon chung do tinh dac hiéu vi tri tao ra san phém cudi tuong déng
hon.

Céac phuong phap gin két véi albumin khic: mot vai phwong phép gin két
albumin da dugc phét trién nhu 12 cac phuong phép thay thé dé dung hop truc tiép, bao
gbm gin két v6i albumin nho chudi axit béo da tiép hop (axyl hoa). Do albumin huyét
thanh 12 mot protein van chuyén céc axit béo, nén cac phdi tir tw nhién nay c6 hoat tinh
gin két voi albumin da duoc sir dung dé kéo dai thoi gian ban thai ciia céc protein diéu
tri nhé. Vi duy, insulin determir (LEVEMIR), mét duoc chét da duoc thong qua dé diéu
tri bénh tiéu dudong, bao gdm mdt chudi myristyl dugc tiép hop véi insulin da bién dbi
di truyén, tao ra chit twong tu insulin tac dung kéo dai.

Sang ché con dé xuét céc protein dung hop ma bao gdm trinh tu polypeptit cia
ving gan két véi albumin (albumin binding domain-ABD) va trinh tu ctia mot hoic
nhiéu polypeptit dwoc mé ta & day. Trinh tu polypeptit ABD bét ky duoc md ta & day
hodc trong tai liéu tham khao c6 thé 1a mot thanh phan cta céc protein dung hop. Céc
thanh phén cta cac protein dung hop c6 thé tiiy y duoc lién két cong hoa tri nhd trinh tu
lién két, nhu céc trinh tu lién két dugc md ta & ddy. Theo mot vai phwong an clia sdng
ché, céc protein dung hop bao gdm trinh tu polypeptit ABD nhu 1a gbc ¢ dau tan cing
N va céc polypeptit duoc md ta & ddy nhu 1a gbe & dau tan cing C.

Sang ché con d& xuét cic protein dung hop bao gdm maot doan ciia polypeptit
gin két v6i albumin, doan niay vé co ban van gin két v6i albumin; hodc multime ctia
cac polypeptit gin két voi albumin hodc cac doan cua chung bao gdm it nhét hai

polypeptit gan két v6i albumin hodc cac doan ctia chiing lam cac don vi monome.
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Khong giéi han & ly thuyét bat ky, dugc cho rang céac polypeptit dugc mé ta &
day gan két voi trinh tur polypeptit ABD, nhd' d6 cang héa dugc céc polypeptit & dbi
tuong dan dén 1am tang thoi gian téc dung & dbi tuong.

Dé ban luan chung vé ABD va cic cong nghé c6 lién quan, xem cac cong bd don
quoc t& s& WO 2012/050923, WO 2012/050930, WO 2012/004384 va WO
2009/016043.

Cac protein dung hgp véi protein lién két v6i maltoza hodc cac doan ctia no:
Sang ché con dé xuét cac protein dung hop ma bao goém protein lién két v6i maltoza
(maltose binding protein-MBP), hodc doan cua né, va trinh tu axit amin cia mot hoic
nhiéu polypeptit dugc md ta & ddy. Theo mot vai phuong 4n, doan MBP bao gbm vung
gin két v6i maltoza (maltose binding domain-MBD). MBP bit ky, hoic doan ciia no,
hogc trinh tu polypeptit MBD duoc mé ta & déy hodc da biét trong linh vuc nay cé thé
12 mot thanh phan cta cac protein dung hop theo sang ché. C4c thanh phan cua protein
dung hop c6 thé tuy y duogc lién két cong hoa tri nho trinh tu lién két, nhu cac trinh tu
lién két duoc mo ta & déy. Theo mét vai phwong an cua sang ché, cac protein dung hop
bao gom MBP, hoic doan cua nd, hodc trinh ty polypeptit MBD nhu 14 gbc & du tan
cung N va cdc polypeptit dugc mo ta & day nhu 1a gbc & dau tan cung C.

Sang ché con dé xuit cac protein dung hop bao gébm mét doan ctia polypeptit
MBP hodc MBD, doan nay hau nhu van gitt duoc hoat tinh gin két voéi maltoza; hodc
multime ctia céc polypeptit gin két voi maltoza, hodc cac doan cla chung (vi du,
multime ciia MBD) bao gdm it nhét hai polypeptit gin két véi maltoza, hodc cac doan
cta ching, nhu 1a cac don vi monome (vi du, hai hodc nhiéu polypeptit MBD).

Dé ban luan chung vé MBP va MBD va céc cong nghé c6 lién quan, vi du xem
tai li€u, Kapust et al. (1999) Protein Sci 8(8):1668-74.

Cac protein dung hop Fec. Sang ché con dé xudt cac protein dung hop ma bao
gém polypeptit Fc hodc doan cta né, va trinh tu axit amin cia mdt hodc nhiéu
polypeptit duoc md ta & day (vi du, céc phén tr GDF15 ctia ngudi, cac phan tt GDF15
clia nguoi da bién ddi, cac protein dot bién GDF15, va cac protein dot bién GDF15 da
bién db1). Trinh tw polypeptit Fc bt ky dugc md ta & diy ho#c da biét trong linh vuc
ndy c6 thé 1a mot thanh phan cta protein dung hop theo sdng ché. Céc thanh phan cia
cac protein dung hop c6 thé tiry y duoc lién két cOng héa tri nho trinh ty lién két, nhu

cac trinh tu lién két duge mo ta & ddy. Theo mot vai phuong an theo sdng ché, cac

-46-



34811

protein dung hop bao gdm trinh tu polypeptit Fc nhu 1a gbc & ddu tin cung N va cic
polypeptit duge mo ta & day nhu 1a gbe & dau tan cing C.

Sang ché con dé xuét cac phan dung hop polypeptit Fc, va cac protein dung hgp
bao gdm cac phin nay, trong d6 phan dung hop polypeptit Fc dugc cai bién 1a mot phan
clia cip Fc mang dién tich. Thuat ngit “phén cua cip Fc mang dién tich” dugc ding dé
chi (i) trinh tw Fc "mang dién tich &m" (tiy ¥ thiéu viing ban 18) va bao gbm dot bién
cdp mang dién tich hodc (ii) trinh tu Fc "mang dién tich duong" (tiy y thiéu ving ban
18) va bao gdm dot bién cip mang dién tich. Cac thuat ngir "mang dién tich dwong "va
"mang dién tich 4am" duge st dung trong ban mo ta nay nhdm mo ta ban chat cua cac
dot bién cip dién tich trong céc trinh ti Fc, va khong c¢6 nghia 1a toan bd trinh tu hodc
cAu tric can c6 dién tich 4m hodc dwong. Cac trinh tu axit amin Fc mang dién tich thich
hop dé dung trong cac ciu tric polypeptit (vi du, protein dot bién GDF15, céc protein
dot bién GDF15 da bién déi) theo sang ché dugc mo ta trong, vi du cong bd don quéc té
s6 WO 2013/113008.

Vi du vé Fe mang dién tich duong (“Fc(+)”) bao géln Fc bi dot bién axit aspartic
thanh lysin (E356K) va dot bién axit glutamic thanh lysin (D399K) ctia trinh tu Fc thiéu
vung ban 18. Vi du vé Fc mang dién tich am (“Fc(-)”) bao gém Fc ¢6 hai dot bién lysin
thanh aspartat (K392D, K409D) trong trinh tu Fc thiéu ving ban 1&. Lysin ¢ ddu tdn
cing C (K477) ciing ¢6 thé tiy ¥ duoc loai bo. Néu protein dung hop Fe(+)polypeptit
(vi du, protein dung hop Fe(+)protein dot bién GDF15) va protein dung hop Fe(-
YPolypeptit (vi du, protein dung hgp Fe(-)protein dot bién GDF15) dwoc 0 cliing nhau,
thi céac géc aspartat lién két voi cac géc lysin nho luc tinh dién, tao diéu kién cho su tao
thanh cac di dime Fc gilta cac trinh tv Fe(+) va Fc(-) cua cac protein dung hop
polypeptit GDF15.

Sang ché con dé xudt cac cdu triic dugc ky hiéu 14 cac cdu trac "ban" hodc "ban
Fc", bao gdm hai trinh tu Fc duogc lién két ndi tiép béi trinh tu lién két ma ndi ddu cubi
N ctia trinh tu Fe thir nhat véi d4u cubdi C cta trinh tu Fc thu hai. Theo mdt vai phuong
an, monome bao gdm trinh tu polypeptit (vi du, GDF15 truong thanh da bién d6i hodc
protein dot bién GDF15) duoc lién két vé6i trinh tw Fe thir nhat boi mot trinh tu lién két
thtr nhdt ma ndi dau cudi N clia trinh tw GDF15 vé6i dau cudi C clia trinh ty Fe thir nhét,
trong d¢ trinh ty Fe tht nhat duoc lién két véi trinh ty Fe thit hai boi mot trinh ty lién

két th hai ma noi dau cudi N cia trinh tu Fc tht nhat vi dau cudi C cia trinh tu Fe
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thir hai. Cac trinh tu Fc thir nhat va thir hai ciing dugc lién két bdi céc ving ban 18 Fe,
Hai monome nay lién két dé tao thanh dime trong d6 cdc monome duogc lién két nho
lién két disulfua noi chudi gitra hai trinh tu polypeptit. Vi du vé cac polypeptit ban Fc
thich hop dé ding véi cac protein dot bién GDF15 theo sang ché xem cong bd don qubc
té s6 WO 2013/113008.

Sang ché con dé xuat cac protein dung hop c6 multime cta cic polypeptit Fc,
hodc cdc doan cua chiing, bao g6m mot phé‘ln cua cdp Fc mang dién tich (vi dy, multime
cua Fe).

Tiep hop voi céc phan tir khac: Céc thanh phan va phan tir thich hop khic dé tiép
hop bao gf‘)m, vi du, thyroglobulin; giai doc t6 ubn van; gidi doc td bach hiu; axit
polyamino nhu poly(D-lysin:axit D-glutamic); céc polypeptit VP6 cta virut rota;
hemaglutinin ctia virut ciim, nucleoprotein ctia virut cim; xyanin huyét ctia con sao sao
¢6 15 khoa (Keyhole Limpet Hemocyanin-KLH); va protein 18i cta virut viém gan B va
khang nguyén bé mat; hodc td hop bat ky ctia cc thanh phan néu trén.

Do d6, sang ché dé xuét su tiép hop mot hodc nhiéu thanh phan hodc phan tir
khéc & dau cudi N va/hodc ddu cudi C clia trinh tu polypeptit, nhu protein khac (vi du,
protein c6 trinh tu axit amin khac nguén gdc véi protein cua déi tuong), hodc phan tir
chit mang. Do dé, trinh tu polypeptit dugc lay lam vi du c6 thé duge dé xuit & dang thé
tiép hop voi phan tir hodc thanh phan khac.

a thé tiép hop ¢6 thé tao ra trinh tu polypeptit ma van giir duoc
hoat tinh v6i chirc ning hozc hoat tinh bd sung hodc bd trg cua phéan tr thir hai. Vi du,
trinh tu polypeptit c6 thé duoc tiép hop véi mot phan tir, vi du, dé 1am ting do hoa tan,
thoi gian bdo qudn, in vivo hodc thoi gian ban thai trong han dung hodc d6 6n dinh, 1am
gidm khéa ndng sinh mién dich, giai phong cham hodc c6 kidm soat in vivo, v.v.. Cac
chire ning hodc hoat tinh khic bao gdm thé tiép hop ma lam gidm ddc tinh so véi trinh
tu polypeptit khong duoc tiép hop, thé tiép hop ma nhim vao loai té bao hodc co quan
hi¢u qua hon so véi trinh tu polypeptit khong duge tiép hop, hodc dugc chét dé chéng
lai thém nguyén nhén hodc céc tic dung c6 lién quan dén bénh hoic rdi loan nhu néu &
day (vi dy, bénh tiéu duong).

Polypeptit c6 thé ciing duoc tiép hop v6i céc dai phan tir duge chuyén héa cham,
16n nhu protein; polysacarit, nhu sepharoza, agaroza, xenluloza, cac hat xenluloza; axit

amin dang polyme nhu axit polyglutamic, polylysin; cac copolyme axit amin; cac hat
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virut da bat hoat; cac doc t6 vi khudn da bit hoat nhu giai doc t6 tir cac phan ttr doc td

| bach hau, udn van, ta, doc td bach cdu; vi khuin da bat hoat; va céac t& bao nhanh. Céc
dang tiép hop nay, néu mudn, c6 thé dugc sir dung dé tao ra cac khang thé chéng lai
polypeptit theo sang ché.

Cac thanh phan va cac phan tir du tuyén khac dé tiép hop bao gdm céc phén t
thich hop dé phan tach hodc tinh ché. Céac vi du khong gidi han cu thé bao gém cac
phan tu gén két, nhu biotin (cap gén két dac hiéu biotin-avidin), khang thé, thu thé, phéi
tit, lectin, hodc phan tr ma bao gdm gia thé ran, bao géms vi duy, cac hat nhua hodc
polystyren, dia hodc hat, hat tir, que thit, va mang.

Céc phuong phap tinh ché nhu sic ky trao dbi cation c6 thé duoc st dung dé
tach cac thé tiép hop nho su chénh 1éch dién tich, céc phuong phap nay tach cac thé tiép
hop mot cach hiéu qua thanh cac phan tr co khdi lugng khac nhau. Vi du, c6t trao dbi
cation c6 thé duge nap va sau do ria bing natri axetat ~20mM, pH ~4, va sau d6 giai
hip bang NaCl gradien tuyén tinh (OM dén 0,5M) duoc dém & do pH nim trong khoang
tir 3 dén 5,5, vi du & do pH ~4,5. Lugng céc phén doan thu dugc bang sic ky trao dbi
cation c¢6 thé duge xac dinh bang khéi luong phéan t& st dung cac phuong phap thong
thuong, vi du, do phd khéi, SDS-PAGE, hoic cac phuong phap da biét khac dé tach cac
thue thé phan ti theo khéi luong.

Cac cai bién khac: Sang ché dé xuit viéc sir dung cac cai bién khac, hién da biét
hodc dugc phat trién trong twong lai, ciia cac polypeptit dé cai thién mot hodc nhiéu dic
tinh. Mot phuong phép nhu vy dé kéo dai thoi gian ban thai trong hé tudn hoan, lam
ting do 6n dinh, 1am giam sy thanh thai, hodc thay dbi kha ning sinh mién dich hoic
tinh khang nguyén cia polypeptit theo sang ché bao gdm cai bién cdc trinh tu
polypeptit bing cach hesyl hoa, ma sir dung cac din xudt hydroxyetyl tinh bot duoc lién
két voi cic phan tir khac dé cai bién céc dic tinh ciia phan tir. Cac khia canh khac nhau
cia phuong phdp hesyl héa duge md ti trong don yéu cau cip patent My sb
2007/0134197 va 2006/0258607.

Sang ché dé xuét cac phan tir dung hop bao gdm SUMO lam dudi dung hop
(LifeSensors, Inc.; Malvern, PA). Dung hop polypeptit duge mo ta & dady voi SUMO c6
thé tao ra mot vai tac dung co loi 1én polypeptit, bao gdm ting cuong su biéu hién, cai
thién do hoa tan, vi/hoic hd tro su phat trién cac phuong phép tinh ché. Cac SUMO

proteaza nhén dién cau truc bac ba cia SUMO va phén cat protein dung hop ¢ dau cudi
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C ctia SUMO, do d6 giai phong polypeptit duge mo ta & diy voi axit amin & dau tan
cung N mong mudn.

Céac trinh tur lién két: Bat ky thanh phan va phan tir néu trén duoc sir dung dé cai
bién cac trinh tu polypeptit theo sang ché c¢6 thé tiy ¥ duogce tiép hop thong qua trinh tu
lién két. Cac trinh ty lién két thich hop bao gdm “céc trinh tur lién két linh dong” ma
thudng c6 chidu dai du dé cho phép su dich chuyén nao do giita céc trinh tu polypeptit
da bién ddi va cac thanh phan va cac phén tir dugc lién két. Cac phan tir lién két c6 thd
c6 chidu dai gdm 6 dén 50 nguyén tir. Céc phén tir lién két cling c6 thé 13, vi du, cac
oligome aryl axetylen, etylen glycol c¢6 tir 2 d&én 10 don vi monome, diamin, diaxit, axit
amin, hodc hdn hop ctia ching. Cac trinh tu lién két thich hop ¢6 thé d& dang dugc chon
va c6 thé ¢6 chidu dai thich hop bat ky, nhu 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 10 dén 20, 20
dén 30, 30 dén 50 axit amin.

Cac trinh tu lién két linh dong duoc 1y 1am vi du bao gdm céc polyme glyxin
(G)n, polyme glyxin-alanin, polyme alanin-serin, polyme glyxin-serin (vi du, (GmSo)n,
(GSGGS)n, (GinSeGimn, (GmSoGmSoGm)n, (GSGGSm)n, (GSGSmG)n va (GGGSm)n, va td
hop cua chiing, trong dé mdi m, n, va o ddc lap duoc chon tir mot sb nguyén trong sb it
nhét cic s6 nguyén tir 1 dén 20, vi dy, 1 dén 18, 2 dén 16, 3 dén 14, 4 dén 12, 5 dén 10,
1,2,3,4,5,6,7, 8 9 hodc 10), va cac trinh tu lién két linh dong khéc. Cac polyme
glyxin va glyxin-serin khong dugc tao ciu tric mot cach twong dbi, va do d6 co thé
duoc ding lam lién két trung gian gitta cac thanh phan. Cac trinh ty lién két linh dong
duoc ldy 1am vi du bao gébm, nhung khong chi gidi han & GGSG, GGSGG, GSGSG,
GSGGG, GGGSG, va GSSSG.

Céc trinh tu lién két linh dong khac bao gdm céc polyme glyxin (G)a hodc cac
polyme glyxin-serin (vi du, (GS)n, (GSGGS),, (GGGS), va (GGGGS),, trong d6 n=1
dén 50, vidu, 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 10 dén 20, 20 dén 30, 30 dén 50). Céc trinh tu
lién két linh déng duoc 14y lam vi du bao gdm, nhung khong chi giéi han & GGGS
(SEQ ID NO: 40), GGGGS (SEQ ID NO: 41), GGSG (SEQ ID NO: 42), GGSGG
(SEQ ID NO: 43), GSGSG (SEQ ID NO: 44), GSGGG (SEQ ID NO: 45), GGGSG
(SEQ ID NO: 46), va GSSSG (SEQ ID NO: 47). Multime (viduy, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9,
10, 10 dén 20, 20 dén 30, hodic 30 dén 50) ctia cac trinh tu lién két nay c6 thé dugc lién
két voi nhau dé tao ra cac trinh tu lién két linh dong duge ding dé tiép hop trinh tu axit

amin khac nguon goc véi cac polypeptit duge mo ta & day. Nhu duge mo ta & day, trinh
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tu axit amin khac nguén géc co thé 1a mot trinh tu tin hiéu va/hoic phén dung hgp, nhu,
mbunﬁn,Hhﬂluch,védangtuongtu.

Vi du vé cac trinh tu lién két bao gém, vi du, (GGGGS),, trong d6 n 12 mot sb
nguyén nam trong khoang tir 1 dén 10 (vidu,n=1,2,3,4,5,6,7,8, 9, hodc 10);
GGGSGGGSIEGR (SEQ ID NO: 48); GGGGG (SEQ ID NO: 49); EGGGS (SEQ ID
NO: 50).

Trong mot vai truong hop, trinh tu lién két c6 thé 13 trinh tu lién két phan cit
duoc, vi du, trinh tu lién két phan cét duoc nho enzym. Trong céc trudng hop khac,
trinh tu lién két c6 thé 1a trinh tu lién két khong phan cit duoc, vi du, trinh tu lién két
ma khong duogc phén cit bang enzym trong cic diéu kién sinh ly thong thuong in vivo.

Vi du, trinh tu lién két phan cét duoc nho phén giai protein c6 thé bao g0m Vi tri
phén cét metalloproteinaza chit nén (matrix metalloproteinase — MMP) vi du, vi tri
phan cit cia MMP duoc chon tir collagenaza-1, -2, va -3 (MMP-1, -8, va -13),
gelatinaza A va B (MMP-2 va -9), stromelysin 1, 2, va 3 (MMP-3, -10, va -11),
matrilysin (MMP-7), va metalloproteinaza mang (MT1-MMP va MT2-MMP). Trinh tu
phén cdt ciia MMP-9 14 Pro-X-X-Hy (trong d6, X 1a gbe tiy ¥; Hy, gbc ki nuée) (SEQ
ID NO: 51), vi dy, Pro-X-X-Hy-(Ser/Thr) (SEQ ID NO: 52), vi du, Pro-Leu/GIn-Gly-
Met-Thr-Ser (SEQ ID NO: 53) hoic Pro-Leu/GIn-Gly-Met-Thr (SEQ ID NO: 54). Mot
vi du khéc vé& vj tri phan cit proteaza 1a vi tri phan cét chat hoat héa plasminogen, vi du,
vi tri phan cét chit hoat héa plasminogen loai urokinaza (urokinase-type plasminogen
activator — uPA) hodc chét hoat hoa plasminogen mo (tissue plasminogen activator —
tPA). Vi du cu thé v& céc trinh tu phan cit cia uPA va tPA bao gém cac trinh tu chira
Val-Gly-Arg. Mot vi du khéc 14 vi tr phén cit thrombin, vi du, CGLVPAGSGP (SEQ
ID NO: 55). Céc trinh ty lién két thich hop khac ¢6 cdc vi tri phan cit proteaza bao gdm
céc trinh tu lién két c6 mot hogc nhiéu trinh ty axit amin sau 1) SLLKSRMVPNFN
(SEQ ID NO: 56) hoiac SLLIARRMPNFN (SEQ ID NO: 57), dugc phan cit béi
cMMmﬁnB;SKLVQASASGVN(SEQIDPKI58)hﬁcSSYLKASDAPDN(SEQID
NO: 59), duogc phan cit bdi proteaza virut Epstein-Barr; RPKPQQFFGLMN (SEQ ID
NO: 60) dugc phéan cit boi MMP-3 (stromelysin); SLRPLALWRSFN (SEQ ID NO:
61) duge phan cit béi MMP-7 (matrilysin); SPQGIAGQRNFN (SEQ ID NO: 62) duoc
phan cat béi MMP-9; DVDERDVRGFASFL (SEQ ID NO: 63) duoc phan cit béi
MMP gidng thermolysin; SLPLGLWAPNFN (SEQ ID NO: 64) dugc phan cit béi
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metalloproteinaza chit nén 2 (MMP-2); SLLIFRSWANFN (SEQ ID NO: 65) duoc
phan cit boi cathespin L; SGVVIATVIVIT (SEQ ID NO: 66) dugc phan cit boi
cathepsin  D; SLGPQGIWGQFN (SEQ ID NO: 67) dugc phin cit boi
metalloproteinaza chét nén 1 (MMP-1); KKSPGRVVGGSV (SEQ ID NO: 68) dugc
phan cit béi chat hoat héa plasminogen loai urokinaza; PQGLLGAPGILG (SEQ ID
NO: 69) duoc phan cit bsi metalloproteinaza chit nén mang typ 1 (membrane type 1
matrix metalloproteinase — MT — MMP); HGPEGLRVGFYESDVMGRGHARLVHV-
EEPHT (SEQ ID NO: 70) duoc phan cit boi stromelysin 3 (hodac MMP-11),
thermolysin, collagenaza nguyén bao soi va stromelysin-1; GPQGLAGQRGIV (SEQ
ID NO: 71) dugc phan cét bési metalloproteinaza chét nén 13 (colagenaza-3); GGSGQ-
RGRKALE (SEQ ID NO: 72) dugc phan cit bdi cht hoat hoa plasminogen loai mo
(tissue-type plasminogen activator — tPA); SLSALLSSDIFN (SEQ ID NO: 73) dugc
phan cit bi khang nguyén dic hidu tuyén tién liét cta nguoi; SLPRFKIIGGFN (SEQ
ID NO: 74) dugc phan cit boi kallikrein (hK3); SLLGIAVPGNFN (SEQ ID NO: 75)
dugc phan cit boi elastaza bach cAu trung tinh; vi FFKNIVTPRTPP (SEQ ID NO: 76)
dugc phan cit boi calpain (proteaza trung tinh dugc hoat hoa béi canxi).

Fig.3 thé hién trinh ty axit amin cta hai protein dung hop M1 (SEQ ID NO: 77)
va M2 (SEQ ID NO: 78) duge m6 ta & day. Protein dung hop M1 bao gdm lién k& tir
dau cudi N dén ddu cudi C, trinh ty tin higu IgK (chit in thuong) dugc dung hop véi
trinh tu axit amin HSA dugc dung hop véi trinh tu lién két (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser);
(dugc gach chéan) véi ddu cudi N ciia GDF15 truong thanh cta nguoi (in dam). Protein
dung hop M2 bao gom lién ké tir diu cudi N dén diu cuéi C, trinh tu tin hiéu IgK (chit
in thuong) duoc dung hop véi trinh tur axit amin HSA dugce dung hop véi trinh tu lién
két (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)s (duoc gach chan) véi diu cudi N ctia GDF15 truéng thanh
cua nguoi (in ddm) bi mat 3-axit amin (AARN).

Fig.5 thé hién trinh tu axit amin cta hai protein dung hgp M3 (SEQ ID NO: 79)
va M4 (SEQ ID NO: 80) duge md ta ¢ ddy. Protein dung hop M3 bao gdm lién k& tir
dau cudi N dén diu cubi C, trinh tu tin hiéu IgK (chit thuong) duoc dung hop véi trinh
tu axit amin ciia HSA dugc dung hop véi trinh tu lién két (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)s
(dugc gach chén) véi ddu cubi N cua trinh tu axit amin ctia GDF15 truéng thanh cia

nguoi (in ddm) bi mat 3-axit amin (duoc ky hiéu la AARN hoidc AN3). Protein dung
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hop M4 bao gdm lién ké tir dau cudi N dén diu cubi C, trinh tu tin hiéu IgK (chit in
thuong) duge dung hop véi trinh tu axit amin HSA duoc dung hop v6i trinh tu lién két
(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)s (dugc gach chan) véi dau cudi N cua trinh tu axit amin cia
GDF15 truéng thanh cta ngudi (in dim) bao gdm doan cut 6 axit amin (AARNGDH)
50 v6i ddu cudi N ctia hGDF15 truéng thanh.

Sang ché con d& xudt cac trinh tu axit nucleic tai t6 hop ma hoa céc trinh tu, cac
polypeptit va cac dime duge mo ta & ddy. Theo céc phuong an nhét dinh, axit nucleic
tai to hop ma héa polypeptit c6 trinh tu axit amin lién k& it nhat 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% tuong déng vOi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1, trong d6 trinh ty axit amin lién k& c6 it nhit mot trong sb cac cap thay thé sau so
V0i axit amin twong Ung trong SEQ ID NO: 1:

1) D5T vaR2IN hoac D35S va R21N;

i) R16N va HI8T hoac R16N va H18S;

1ii) S23N va E25T hodc S23N va E25S;

1v) S50N va F52T; S50N va F52S; F52N va A54T; hoic F52N va A54S;

v) Q51N va R53T; Q51N va R53S; R53N va A55T; hodc R53N va A55S;

vi) S64N va H66T; hodc S64N va H66S;

vii) K9IN va D93T; K9IN va D93S; D93N va G95T; hoic DI3N va G95S;

viii) T94N va V96T; T94N va V96S; V96N va LIS8T; hodc VI6N va LI8S;

ix) S97N va Q99T; hodc S97N va Q99S; va

x) A106N va D108T hodc A106N va D108S;

trong d6 su thay thé nay tao ra mot hodc nhiéu vi trf lién Ung glycosyl hoa dugc
lién két voi N ¢o trinh tu NXS/T, trong d6 N la Asn; X 1a axit amin ngoai trir prolin;
sau d6 la Ser (S) hodc Thr (T) va trong d6 mdt hodc nhiéu vj tri lién ung glycosyl héa
dugc lien két v6i N néu duoc bidu hién con duoc lién két vai N-glycan. Theo mdt
phuong an khéc, axit nucleic tai tb hop ma héa polypeptit ma néu duge bidu hién tao
thanh dime. Theo mot phuong én khdc, axit nucleic tai té hop ma héa polypeptit co cac
doan cut ¢ dau tan cung N va/hoic cac doan cut & diu tan cung C so véi SEQ ID NO:
1. Céc doan cut nay c6 thé bao gém 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 hodc nhidu
hon mudi bdn axit amin so véi polypeptit vién dan, vi du, SEQ ID NO: 1. Theo mot

phuong 4n cu thé, axit nucleic tai tb hop ma hoa polypeptit ¢ doan cut gdm ba gbe dau

-53-



34811

tién & dau tan cung N trong GDF15 (AARN hoic AN3). Theo cac phuong 4n cu thé,
sang ché dé xuét phén tit axit nucleic t4i t6 hop ma hoa polypeptit bao gém trinh tu axit
amin dugc chon tir: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18
hodc SEQ ID NO: 30 hodc mot trinh tuw axit amin khac t6i da 5 axit amin; trong do
polypeptit nay néu duoc biéu hién bao gbm it nhét mot vi tri N-glycosyl hoa ma dugc
N-glycosyl héa. Theo céc phuong 4n cu thé, sang ché dé xuét phén tr axit nucleic tai tb
hop mé hoa polypeptit bao gdm trinh tu axit amin duge chon tir: SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 hodc SEQ ID NO: 30 hoic mdt trinh tu axit
amin khic t6i da 2 axit amin: trong d6 polypeptit nay néu duoc bidu hién bao gdm it
nhit mot vi tri N-glycosyl héa ma dugc N-glycosyl héa. Theo cac phuong 4n cu thé,
axit nucleic t4i t6 hop ma héa polypeptit bao gbm trinh ty axit amin duogc chon tir: SEQ
ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 89, SEQ
ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97 hodc SEQ ID NO: 100
hodc mot trinh ty axit amin khac ti da 5 axit amin; trong d6 polypeptit nay néu duoc
biéu hién bao gdm it nhat mot vi tri N-glycosyl héa dugc N-glycosyl hoa. Theo cac
phuong 4an cu thé, axit nucleic tai té hop ma héa polypeptit bao gdm trinh tw axit amin
duoc chon tir: SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88,
SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97
hodc SEQ ID NO: 100 hoic mot trinh ty axit amin khéac téi da 2 axit amin; trong do6
polypeptit nay néu duge biéu hién bao gdm it nhat mot vi tri N-glycosyl héa dugc N-
glycosyl hoa. Sang ché con dé xuit phuong phép tao ra déng dime dugc N-glycosyl hoa
ciia GDF15 d4 bién dbi bao gdém budc biéu hién axit nucleic tai td hop néu trén trong té
bao ctia dong vat c6 v, vi du té bao CHO. Séng ché con dé& xuit d@)ng dime dugc N-
glycosyl hoa ciia GDF15 da bién ddi duoc téng hop bing phuong phéap néu trén.

Ngoai céc trinh ty axit amin va céc trinh tu axit nucleic cu thé néu & day, sang
ché con d& xuét cac polypeptit va cac axit nucleic ¢6 cac trinh tu it nhit 80%, it nhat
85%, it nhat 90%, hodc it nhat 95% tuong déng V01 céac trinh ty axit amin va axit
nucleic nay. Thudt ngit “twong dong” hoidc ty 1& “twong dong,” trong pham vi hai hoic

nhiéu trinh tu polynucleotit, hodc hai hodc nhiéu trinh tu axit amin, dugc dung dé chi
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hai hogc nhiéu trinh tu hodc trinh tu con giéng nhau hodc ¢ ty 1& theo Iy thuyét cac gbe
axit amin hodc céc nucleotit giéng nhau (vi duy, it nhit 80%, it nhét 85%, it nhat 90%,
hoic it nhit 95% tuong dong & vung xac dinh), néu so sanh va sap thing hang tuong
tng toi da & ving x4c dinh. Sdng ché dic biét dé xuét cac polypeptit cé céc trinh tu axit
amin ma it nhat 80%, it nhét 85%, it nhdt 90%, it nhét 95%, it nhit 96%, it nhat 97%, it
nhét 98%, hodc it nhat 99% tuong déng v& trinh tu vdi trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 2 dén 35 hoac 77 dén 97.

Phuwong phap téng hop cac polypeptit

Polypeptit theo sang ché c6 thé dugc téng hop bang phuong phép thich hop bét

ky, bao gom céc phuong phap téi tb hop va khong tai t& hop (vi du, téng hop hoa hoc).
A. Téng hop héa hoc

Néu mot polypeptit dugc téng hop hoa hoc, thi qué trinh tong hop nay c6 thé
tién hanh & pha 16ng hodc pha rén. Tdong hop peptit & pha rin (Solid-phase peptide
synthesis-SPPS) cho phép két hop cac axit amin khong tu nhién va/hoic cai bién khung
peptit/protein. Cdc dang SPPS khéc nhau, nhu Fmoc va Boc, 13 ¢6 sin dé téng hop
polypeptit theo sang ché. Chi tiét vé qué trinh tong hop héa hoc 1a da biét trong linh vuc
nay (vi du, Ganesan A. 2006 Mini Rev. Med. Chem. 6: 3-10; va Camarero J. A. et al.,
2005 Protein Pept Lett. 12: 723-8).

Téng hop peptit & pha ran c¢6 thé duge tién hanh nhu duoc mo ta dudi day. Cac
nhém chirc . (Na) va cdc mach bén phan tng bat ky duoc bdo vé bang céc nhém khong
bén v6i axit hodc cc nhom khong bén véi bazo. Céc nhém bao vé nay 6n dinh trong
cac dicu kién dé lién két cac lién két amit nhung c6 thé duge phan cit d& dang ma
khong 1am anh huéng dén chudi peptit tao thanh. Cdc nhom bao vé thich hop cho nhém
chirc o-amino bao gdm, nhung khéong chi gi6i han &, cdc nhom sau: t-butyloxycarbonyl
(Boc), benzyloxycarbonyl (Z), o-chlorbenzyloxycarbonyl, bi-phenylisopropyloxycarbo-
nyl, tert-amyloxycarbonyl (Amoc), o,0-dimetyl-3,5-dimetoxy-benzyloxycarbonyl, o-
nitrosulfenyl, 2-xyano-t-butoxy-carbonyl, 9-fluorenylmetoxycarbonyl (Fmoc), 1-(4,4-
dimetyl-2,6-dioxocylohex-1-yliden)etyl (Dde) va nhém tuong tu.

Cac nhom béo vé mach bén thich hop bao gdm, nhung khong chi gii han o:
axetyl, alyl (All), alyloxycarbonyl (Alloc), benzyl (Bzl), benzyloxycarbonyl (Z), t-
butyloxycarbonyl (Boc), benzyloxymetyl (Bom), o-bromobenzyloxycarbonyl, t-butyl

-55-



34811

(tBu), t-butyldimetylsilyl, 2-clobenzyl, 2-clobenzyloxycarbonyl (2-CIZ), 2,6-diclobenz-
yl, xyclohexyl, xyclopentyl, 1-(4,4-dimetyl-2,6-dioxoxyclohex-1-yliden)etyl (Dde), iso-
propyl, 4-metoxy-2,3-6-trimetylbenzylsulfonyl (Mtr), 2,3,5,7,8-pentametylchroman-6-
sulfonyl (Pmc), pivalyl, tetrahydropyran-2-yl, tosyl (Tos), 2,4,6-trimetoxybenzyl,
trimetylsilyl va trityl (Trt).

Theo phuong phép tong hop & pha rén, axit amin & ddu tdn cing C dugc lién két
v6i vat liéu mang thich hop. Céc vat liéu mang thich hop 1a cac vat liéu ma tro dbi véi
c4c chat phan g va céc diéu kién phan ung di vé6i cac phén (g phan cit va ngung tu
timg budc cua quy trinh tong hop va khong hoa tan trong méi truong phan tng duge st
dung. Vi du v& cic vat lieu mang sin c6 trén thi truong bao gdm céc copolyme
styren/divinylbenzen ma da dugc cai bién bang céc nhém phén ng va/hodc polyetylen
glycol; copolyme styren/divinylbenzen dugc clometyl hoéa; copolyme styren/divinyl-
benzen dugc hydroxymetyl hoa hodc duge aminometyl héa va vat liéu tuong tu.
Polystyren (1%)-divinylbenzen hodc TentaGel® duoc din xuit véi rugu 4-benzyloxy-
benzylic (neo Wang) hodc 2-clotrityl clorua cé thé dugc st dung néu duoc du dinh dé
diéu ché axit peptidic. Trong truong hop peptit amit, polystyren (1%) divinylbenzen
hodc TentaGel® duoc tao din xudt véi axit 5-(4'-aminomety1)-3',5'-dimetoxyphenoxy)-
valeric (neo PAL) hodc nhom p-(2,4-dimetoxyphenyl-amino metyl)-phenoxy (neo amit
Rink) c6 thé duoc st dung.

Lién két v6i vat liu mang dang polyme c6 thé dugc thuc hién bang cach cho
axit amin duoc bdo vé Fmoc ¢ du tan cung C phan ting v6i vat liéu mang c6 b sung
chét hoat héa trong etanol, axetonitril, N,N-dimetylformamit (DMF), diclometan,
tetrahydrofuran, N-metylpyrolidon hodc cic dung mdi tuong tu & nhiét do trong phong
hoac nhiét d cao (vi du, nhiét do nim trong khoéng tir 40°C dén 60°C) va thoi gian
phan tng, vi du nim trong khodng tir 2 dén 72 gio.

Viéc lién két axit amin dugc bdo vé Na (vi duy, axit amin Fmoc) véi neo PAL,
Wang hodc Rink c6 thé, vi du, dugc tién hanh véi su trg gitp cua chét lién két nhu
N,N'-dixyclohexylcarbodiimit (DCC), N,N'-diisopropylcarbodiimit (DIC) hoic céc
carbodiimit  khéc, 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametyluroni  tetrafloborat
(TBTU) hodc cac mubdi uroni Khéc, o-axyl-ure, benzotriazol-1-yl-Tris-pyrolidino-
phosphoni hexaflophosphat (PyBOP) hoic ciac mudi phosphoni khac, N-hydroxy-

sucxinimit, cac N-hydroxyimit khic hodc céc oxim khi ¢6 mat hodc ké ca khong c6 mit
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1-hydroxybenzotriazol hodc 1-hydroxy-7-azabenzotriazol, vi du, vd&i su trg gitip cua
TBTU c6 bd sung hydroxybenzotriazol (HOBt), ¢ hodc khdng bd sung bazo nhu, vi
du, diisopropyletylamin (DIEA), trietylamin hodc N-metylmorpholin, vi dy, diisoprop-
yletylamin v&i thoi gian phan tmg ndm trong khoang tir 2 dén 72 gitr (vi du, 3 gio néu
lwong axit amin hodc chat lién két vuot qua tir 1,5 dén 3 14n, vi du, vuot quéa 2 1an va &
nhiét o ndm trong khoang tir 10°C dén 50°C, vi du, 25°C trong dung moi nhu dimetyl-
formamit, N-metylpyrolidon hodc diclometan, vi du, dimetylformamit).

Thay vi chit lién két, ciing c6 thé st dung este hoat dong (vi du, pentaflophenyl,
p-nitrophenyl hodc chét twong tw), anhydrit déi ximg ciia No-Fmoc-axit amin, clorua
axit ciia nd hodc florua axit trong céc didu kién dugc mo ta trén day.

Axit amin dugc bao vé Na (vi dy, axit amin Fmoc) ¢ thé duge lién két voi nhua
2-clotrityl trong diclometan c¢6 bd sung DIEA véi thoi gian phan tmg nim trong khodng
tir 10 dén 120 phut, vi dy, 20 phut, nhung khong chi gii han & sir dung dung moi nay
va bazo nay.

Viée lién két lién tuc axit amin dugc bao vé c6 thé dugc tién hanh theo céc
phuong phép thong thudng trong tong hop peptit, thuong trong thiét bi tng hop peptit
tu dong. Sau khi phan cit nhom bao vé Na-Fmoc cua axit amin duogc lién két trén pha
rin bang cach xtr 1y bang, vi du, piperidin (10% dén 50%) trong dimetylformamit trong
thoi gian tir 5 dén 20 phut, vi du, 2 x 2 phut v6i 50% piperidin trong DMF va 1 x 15
phut véi 20% piperidin trong DMF, axit amin dugc bao vé tiép theo véi luong vuot qua
tir 3 dén 10 1an, vi du vuot qua 10 lan, duoc lién két véi axit amin trudce trong dung moi
tro, khong chira nuéc, phan cuc nhu diclometan, DMF hodc hon hop hai dung méi nay
va ¢ nhiét dd nam trong khoang tir 10°C dén 50°C, vi du & nhiét do 25°C. Céc chit
phan tGng néu trén dé lién két axit amin No-Fmoc thir nhit v6i neo PAL, Wang hoic
Rink 14 thich hop 1am chat lién két. Cac este hoat dong ctia axit amin duoc bao vé, hodc
clorua hodc florua hodc anhydrit déi xtng cta chung ciing c¢6 thé dugc sir dung lam cac
chét lién két khac.

Két thic qua trinh tong hop trén pha rin, peptit ndy dugc phan cét tir vat lidu
mang déng thoi phén cit cac nhom bao vé & mach bén. Phén cit co thé duge tién hanh
béng axit trifloaxetic hodc moi truong axit manh khac cé bd sung chét téy tap voi luong
nam trong khoang tir 5% dén 20% thé tich/thé tich nhu dimetylsulfua, etylmetylsulfua,

thioanisol, thiocresol, m-cresol, anisol etandithiol, phenol hodc nudc, vi du, 15% thé
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tich/thé tich dimetylsulfua/etandithiol/m-cresol 1:1:1, trong khoang thoi gian tir 0,5 dén
3 gi0, vi du, 2 gio. Céc peptit c6 cidc mach bén duoc bao vé dé‘ly da duoc tao ra béng
cach phan cit neo 2-clotrityl bang axit axetic bang/trifloetanol/diclometan 2:2:6. Peptit
dugc bdo vé o thé duge tinh ché bang sic ky trén silicagel. Néu peptit duoc lién két
v6i pha rdn nhd neo Wang va néu no duge du dinh dé tao ra peptit dugc alkylamit hoa
& dau tan cung C, thi sy phan cit nay c6 thé duoc tién hanh bang cach phén hiy amin
bing alkylamin hodc floalkylamin. Phan hty amin dugc tién hanh & nhiét d6 nam trong
khoang tir -10°C dén 50°C (vi dy, khoang 25°C), thoi gian phan tng nim trong khoang
tr 12 dén 24 gitr (vi du, khoang 18 gi%y). Ngoai ra, peptit c6 thé duoc phan cit khoi vat
liéu mang béng cach este hoa lai, vi du béng metanol.

Dung dich axit dugc tao thanh c6 thé dugc trdn véi ete lanh hodc n-hexan véi
luong 16n hon gip 3 dén 20 14n, vi du dietyl ete v6i lugng 16n hon gip 10 1an dé két tua
peptit va nho d6 tich duoc cac chit tay tap va phéan cit cac nhém béo v€ con lai trong
ete. Quy trinh tinh ché khac c¢6 thé duoc tién hanh bang cach két tua lai peptit mot vai
14n tor axit axetic bang. Chét két tua thu duoc c6 thé dugc cho vao trong nudce, hoic tert-
butanol hozc hén hop cua hai dung moi nay, vi du hdn hop tert-butanol/nuéc co ty 1€
1:1, va duoc séy lanh

Peptit thu duge c6 thé duoge tinh ché bing cac phuong phép sic ky khéc nhau,
bao gém phuong phap sic ky trao ddi ion qua nhya bazo yéu & dang axetat; sic ky hap
phu ky nuéce trén céc copolyme polystyren/divinylbenzen khong dugce tao din xudt (vi
dy, Amberlite® XAD); sic ky hép phu trén silicagel; sdc ky trao dbi ion, vi du, trén
carboxymetyl xenluloza; sic ky phan bé, vi du trén Sephadex® G-25; sic ky phan b
nguoc dong; hodc sic ky 16ng hi€u ning cao (high pressure liquid chromatography-
HPLC) vi du HPLC pha déo trén céc pha octyl hoic octadexylsilylsilica (ODS).

B. Téng hop nho téi t6 hop

Néu polypeptit duge téng hop bing cach sir dung céc ky thut tai to hop, thi
polypeptit c6 thé duge tong hop duéi dang protein ndi bao hodc dudi dang protein dwge
tiét, bing cach su dung cu trac thich hop bt ky va té bao cha thich hop bat ky, co thé
1a té bao khong nhéan hodc té bao nhan thuc, nhu té bao chu vi khuin (vi duy, E. coli)
hoic ndm men, tuong ung. Céc vi du khac vé céc té bao ¢6 nhan thuc c6 thé duogc st
dung lam té bao chu bao gdm céc té bao con triung, t& bao cla dong vat co vu, va/hoic

té bao thuc vat. Néu céc té bao chu cia dong vat c6 v duge st dung, thi chiing ¢o thé
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bao gom céc té bao ciia ngudi (vi du, cac té bao HelLa, 293, H9 va Jurkat); cac té bao
cua chudt (vi du, cac té bao NIH3T3, L, va cac té bao C127); céc té bao cua dong vat
linh trudng (vi dy, Cos 1, Cos 7 va CV1) va cdc té bao cta chudt ddng (vi du, t& bao
trimg chudt déng Trung Quéc (Chinese hamster ovary-CHO)). Theo cac phuong 4n cu
thé, polypeptit duge tong hop trong té bao CHO. Theo cac phuong an khéc, polypeptit
duoc tong hop trong té bao ndm men va theo céc phuong én cu thé c6 thé 1a té bao nim
men dugc thao tac di truyén dé tao ra céac glycoprotein ¢6 cdc N-glycan giéng dong vat
co V.

Nhiéu hé vt truyén chu thich hop dé biéu hién polypeptit cé thé duoc sir dung
theo cdc quy trinh chudn da biét trong linh vyc ky thudt nay. Vi du xem tai liu,
Sambrook et al., 1989 Current Protocols in Molecular Biology Cold Spring Harbor
Press, New York; va Ausubel et al. 1995 Current Protocols in Molecular Biology, Eds.
Wiley va Sons. Cac phuong phdp dua nguyén liéu di truyén vao té bao chi bao gdm céc
phwong phap, vi du, bién nap, xung dién, tiép hop, phuong phép ding canxi phosphat
va phuong phap tuong tw. Phuong phép van chuyén c¢6 thé duoc chon dé tao ra su biéu
hién 6n dinh axit nucleic ma hoa polypeptit dugc dwa vao. Axit nucleic ma hoéa
polypeptit c6 thé dugce dé xuét & dang yéu té episom di truyén (vi du, plasmit) hodc ¢
thé dugc két hop vao bd gen. Nhiu vat truyén thich hop dung d tdng hop polypeptit
quan tam 14 sén c6 trén thi truong.

Céc vat truyén c6 thé duge duy tri ngoai nhiém séic thé trong t& bao chu hoic ¢6
thé duoc két hop vao bd gen ctia té bao chu. Vat truyén biéu hién cung cép cic trinh tu
didu hoa phién ma va dich ma va c6 thé cung cép cho su biéu hién co dinh va dé& cam
ting néu vung ma héa duogc lién két chuc ning dudi su kiém soat phi€n mi cua ving
khéi dau phién ma, va ving két thic dich ma va phién ma. Noi chung, cic trinh tu diéu
hoa phién ma va dich ma c6 thé bao gbm, nhung khong chi gii han &, c4c trinh tu khéi
dau, Vi tri gén két ribosom, céc trinh tu khéi dau va két thuc phién ma, céc trinh tu khoi
dau va két thuc dich ma, va céc trinh ty tang cudng hodc trinh tu hoat héa. Céc trinh tu
khoi dau ¢6 thé 1a trinh tu co ban hogc d& cam tng, va c6 thé 14 trinh tu khéi diu co
dinh manh (vi du, T7).

Céc ciu tric bidu hién thuong c6 cac vi tri gi6i han thich hgp niam ¢ gan trinh tu
khoi dau dé cai céc trinh tur axit nucleic ma hoa céc protein quan tdm. Chi thi chon loc

hoat dong trong t€ bao chu biéu hién c6 thé c6 mat dé dé dang chon loc céc t€ bao mang
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vat truyén. Ngoai ra, cAu truc bidu hién c6 thé bao gém cac yéu t6 khac. Vi duy, vat
truyén bicu hién c6 thé c6 mot hodc hai hé tai ban, do d6 cho phép n6 duoc duy tri
trong té bao sinh vat, vi du, trong té€ bao dong vat c6 v hodc t& bao con trung dé biéu
hién va trong t& bao chu khong nhan dé tich dong va khuéch dai. Ngoai ra, cdu tric
biéu hién c6 thé mang gen chi thi chon loc dé cho phép chon loc cac té bao chu da bién
nap. Cac gen chon loc 1a dd biét rd trong linh vuc nay va s& thay ddi theo thé bao chu
dugc st dung.

Phan 14p va tinh ché protein c6 thé dugc thuc hién theo cac phuong phéap da biét
trong linh vuc nay. Vi du, protein c6 thé duoc phan 14p tir dich phan giai té bao dugc
bién ddi di truyén dé biéu hién protein mot cach co dinh va/ho#c nhéd cam tng, hoic tir
hdn hop phan tmg tong hop bang cach tinh ché ai luc midn dich, ma thudng bao gdm
cho mau nay tiép xic véi khang thé khang protein, rira dé loai bo nguyén lidu khong
gin két ddc hiéu, va giai hdp protein gin két dic hiéu. Protein phan 1ap c6 thé con dugce
tinh ché bing cac phuong phép thdm tach va phuong phép khac thuong dugce st dung
trong cac phuong phap tinh ché protein. Theo mot phuong 4n, protein nay ¢6 thé duoc
phan 1ap bang cach sir dung cac phuong phép sdc ky chelat kim loai. Cac protein nay co
thé bao gdm céc cai bién dé d& dang phan lap.

Céc polypeptit c6 thé duoc tong hop & dang phan 1ap hodc gan nhu tinh khiét (vi
du, khong chtra cic polypeptit khac). Cac polypeptit c6 thé c6 mit trong ché phim ma
dugc lam giau polypeptit ndy so v6i cac thanh phan khéc c¢6 mit trong d6 (vi du, cac
polypeptit khac hodc cdc thanh phan té bao chi khéc). Vi du, polypeptit da tinh ché c6
thé dugc tao ra sao cho polypeptit ¢ mit trong ché phdm ma hau nhu khéng chia cac
protein dugc biéu hién khac, vi du véi luong nhé hon 90%, nho hon 60%, nhd hon
50%, nho hon 40%, nhdé hon 30%, nho hon 20%, nhd hon 10%, nhd hon 5%, hodc nhd

hon 1%, ctia ché pham chtra cac protein dugce biéu hién khéc.

Céc khang thé

Sang ché dé xudt cac khang thé, ké ca cac khang thé phan lap ma gin két dic
hiéu véi polypeptit hodc protein dung hop theo sang ché. Thuat ngir “khang thé” bao
gdm khang thé don dong nguyén ven, khang thé da dong, khang thé da dic hiéu (vi du,
khang thé dic hiéu kép) duge tao thanh tir it nhat hai khang thé nguyén ven, va céc

doan gin két khang thé bao gébm Fab va F(ab)2, mién 1a chung gin két ddc hiéu vdi
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polypeptit hodc protein dung hop theo sang ché. Pon vi cdu tric cia nguyén khang thé
co ban bao gdm tetrame, va mdi tetrame bao gdm hai cdp chudi polypeptit gidng nhau,
moi cdp ¢ mot chudi “nhe” (khoang 25 kDa) va mét chudi “nang” (khoang 50kDa dén
70 kDa). Phan ddu tdn cling amino ciia mdi chudi bao gdm ving bién déi co tir 100 dén
110 axit amin hodc nhiéu hon chu yéu ¢6 vai trd nhan dién khang nguyén. Nguoc lai,
phan ddu tan cung carboxy ctia mdi chudi xac dinh mot ving ¢b dinh v& co ban ¢6 chirc
nang hi¢u Gmg. Céc chudi nhe ctia ngudi duoc phén loai la kappa va lambda, trong khi
do céac chudi nang cua nguoi dugc phan loai 1a mu, delta, gamma, alpha, hodc epsilon,
va xdc dinh isotyp cua khang thé nhu IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE, tuong tng. Cac doan
gin két duoc tao ra bdi cac ky thuat ADN téi t6 hop, hodc bang cach phan cit héa hoc
hodc bing enzym cac khang thé nguyén ven. Cac doan gin két bao gém Fab, Fab',
F(ab'), Fv, va cac khang thé chudi don.

MOi chudi ning c6 mot ving bién dbi (variable domain-VH) & mot dau sau d6 1a
s6 ving ¢6 dinh. M3i chudi nhe c6 mét viing bién ddi & mot diu (VL) va mét ving ¢
dinh & ddu con lai; viing ¢d dinh cua chudi nhe dugc sip thing hang vé6i ving ¢b dinh
thir nhét ctia chudi ning, va ving bién ddi cta chudi nhe duoc sap thing hang véi vung
bién ddi cua chudi ning. Trong cic chudi ning va nhe, cic vung bién dbi va c¢b dinh
dugc lién két v6i nhau béi vung "J" ¢6 khoang 12 axit amin ho#c nhiéu hon, trong d6
chudi ning ciing bao gdm vung "D" c6 khoang hon 10 axit amin. Cac chudi khang thé
déu c6 céu truc chung gidng nhau g6m céc vung khung (framework region — FR) tuong
ddi duge bao toan duoc lién két boi ba viing siéu bién, cling dugc goi 1a “ving quyét
dinh b6 sung” hodc “CDR”. Céc CDR tir hai chudi cia mdi cdp duogc sip thing hang
boi cic ving khung, nhd do gin két duoc véi epitop dic hiéu. Tur dau tan cing N dén
dau tan cung C, ca chudi nidng va chudi nhe bao gém cac vung FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3 va FR4.

Khéng thé nguyén ven ¢6 hai vj tri gin két va, trir cac khang thé dic hiéu kép
hodc ¢6 chire nang kép, thi hai vi tri gén két 1a giéng nhau. Khang thé dac hiéu kép hoic
c6 chirc nang kép 1a mot khang thé lai nhan tao c6 hai cdp chudi ning/chudi nhe khac
nhau va hai vi tri gén két khac nhau. Céc khéng thé dic hiéu kép c6 thé duoc tao ra boi
nhiéu phuong phép bao gdm dung hop céc té bao lai hodc lién két cac doan Fab.

Nhu néu trén, cac doan gin két c6 thé duoc tao ra bang cach phan cét céc khéang

thé nguyén ven bing enzym hodc bang phuong phéap hoa hoc. Phan cét céc khang thé
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bing enzym papain tao ra hai doan gin két khéng nguyén gidng nhau, cling duoc biét
dén 1a cc doan “Fab”, va doan “Fc” khéng c6 hoat tinh gan két véi khang nguyén.
Phan cit khéng thé bing enzym pepsin tao ra doan F(ab'), trong d6 hai nhénh ciia phéin
tir khéng thé van duoc lién két va bao gdm hai vi tri gin két véi khéng nguyén. Doan
F(ab'); c6 kha nang lién két chéo vai khéng nguyén.

Nhu duge st dung ¢ day, thuat ngit “Fab” duoc dung dé chi doan khang thé ma
bao gbm cac vung VH va VL ciing nhu 1a viing ¢ dinh ctia chudi nhe va ving CH1 cua
chudi ning.

Néu duoc sir dung ¢ day, thuat ngit “Fv” duoc dung dé chi doan téi thidu cia
khéng thé ma van con ca vi tri gin két voi khéng nguyén va vi tri nhan dién khang
nguyén. O céc phén tor ¢6 hai chudi Fv, thi viing nay bao gdm mot dime co mat ving
bién ddi chudi ning va mot ving bién ddi chudi nhe duoc lién két khong cong hoa tri.
O cac phén tr ¢6 mdt chudi Fv, mot ving bién dbi chudi ning va mot ving bién ddi
chudi nhe c6 thé dugc lien két cong hoa tri boi trinh ty lién két peptit linh dong sao cho
cac chudi ning va nhe c6 thé lién két v6i nhau theo kiu cdu trac “dime” tuong tu voi
cdu tric & cdc phan tir ¢6 hai chudi Fv. Trong cdu hinh nay ba CDR ctia mdi ving bién
doi twong tac voi nhau dé xéc dinh vi tri gan két voi khang nguyén trén bé mat cua
dime VH-VL. Trong khi d6 sdu CDR, néi chung, tao ra tinh dic hiéu gan két véi khang
nguyén cho khang thé, thdm chi mot ving bién ddi (hoac mot ntra Fv chi bao gém ba
CDR dac hi¢u v6i khang nguyén) c¢6 kha nang nhan dién va lién két véi khang nguyén.

Néu duoc st dung & ddy, thuat nglt “ving quyét dinh bd sung” hodc “CDR”
dugc dung dé chi cac phén ctia thu thé mién dich tiép xtic voi phdi tir dic hiéu va quyét
dinh tinh dac hiéu cua no.

Thuét nglt “ving siéu bién” duoc dung dé chi cac gbe axit amin ca khang thé
ma gin két voi khang nguyén. Vung siéu bién thuong bao gdm cac gbc axit amin tir
CDR va/hoic céc gc tir “vong siéu bién”.

Nhu duoc st dung & déy, thuét ngit “epitop” duoc dung dé chi cac vj tri gin két
cho cdc khang thé trén cac khang nguyén protein. Céc quyét dinh epitop thuong bao
g61n cdc nhom c¢6 hoat tinh héa hoc trén bé mdt cua cdc phan tr nhu axit amin hodc cac
mach bén cuia dudng, cling nhu 1 cic dic tinh tich dién va cu trac ba chiéu ddc hiéu.
Khang thé dugc cho la gan két voi khéng nguyén néu hang sb phan ly <1uM, < 100nM,

hodc < 10nM. Hing s6 can bing (“Kp”) tang c6 nghia la ai luc gitra epitop va khang thé

-62-



34811

nho, trong khi d6 hiang sb can bing giam c6 nghia 13 4i lyc gitra epitop va khang thé
16n. Khang thé c6 Kp “khong 16n hon” mot lwong nhét dinh c6 nghia 1a khang thé nay
€ gén két voi epitop v6i Kp nhét dinh hodc 16n hon. Trong khi Kp thé hién cac dac tinh
gén két cua epitop va khang thé, thi thudt nglt “hiéu luc” thé hién hiéu qua cua chinh
khang thé ddi vai chuc nang cta khéang thé. Khong nhit thiét phai c6 mdi twong quan
gifta hang sb céan bang va hiéu luc, vi thé vi du, Kp twong dbi thip khong ty déng co
nghia Ia hiéu luc cao.

Thudt ngit “gan két chon loc” di voi khang thé khong co nghia Ia khang thé chi
gin két v6i mot chat, ma con ¢6 nghia 1a Kp cita khang thé véi chit thir nhit 12 nhé hon
Kp cua khéng thé véi chit tht hai. Khéng thé ma chi gin két véi mot epitop chi gin két
v6i mot epitop dé.

Néu duge dung cho ngudi, cac khang thé ma bao gbm cac viing ¢ dinh va/hoic
bién dbi cua loai gam nhdm (tire 13, chudt nhat hodc chudt céng) ddi khi c6 lién quan
dén sy thanh thai nhanh khoi co thé hodc su tao ra dap tng mién dich béi co thé chéng
lai khang thé nay. P& tréanh st dung cac khang thé co ngudn gbc tir loai gim nhém,
khéng thé day du cta ngudi c6 thé duoc tao ra nho két hop chirc ning ctia khang thé
clia ngudi vao loai gim nhidm sao cho loai gim nham tao ra khang thé cua nguoi day
du. Trir khi dugce quy dinh cu thé & déy, thuat ngit khang thé “cia ngudi” va “dy du
clia nguoi” ¢ thé duogc si dung thay thé cho nhau. Thuat ngit “ddy du cia nguoi” co
thé hitu dung khi phén biét cac khang thé chi mot phan c6 ngudn gbe tur nguoi voi cac
khéng thé ma hoan toan hoic day du tix ngudi. Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh
vue nay hiéu duogc cac phuong phép khac nhau dé tao ra cac khang thé dy du cua
nguoi.

Dé nhim vao cac dap tmg khang thé khang chudt cua nguoi cé thé co, khang thé
kham hodc mat khac duoc 1am tuong thich véi nguoi ¢ thé dugc str dung. Cac khéang
thé kham co ving ¢b dinh cta ngudi va ving bién ddi cua chudt, va vi thé, co thé quan
sét thdy cac dap Gmg khéng thé khang kham cua nguodi ¢ mot vai bénh nhan. Do dé,
thich hop 14 tao ra céc khang thé cua ngudi diy da chéng lai cac enzym multime dé
tranh céc dap ung cla khang thé khang chudt ctia nguoi hodc dap Gmg clia khang thé
khang kham ctia nguoi.

Cé4c khang thé don dong day du cia ngudi c6 thé duge téng hqp, vi du, bang

céch tao ra cac dong té bao lai bang cac ky thuat da biét déi voi nguoi c¢é hiéu biét trung
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binh trong linh vuc k§ thuat nay. Céc phuong phép téng hop khéc ¢6 lién quan dén viée
st dung cac trinh tu ma hoa céc khang thé cu thé dé bién nap vao té bao chu thich hop
clia dong vét c6 v, nhu t€ bao CHO. Bién nap ¢ thé bing phuong phap da biét bit ky
dé dua céc polynucleotit vao t€ bao chi, bao gdm vi du, bao g0i polynucleotit trong
virut (hodc trong vét truyén virut) va truyén virut (hogc vat truyén) vao té bao chu hoac
céc quy trinh chuyén nhiém da biét trong linh vyc k§ thuat nay. Céc phwong phép dua
céc polynucleotit khac ngudn gbe vao té bao cua dong vat c6 va la da biét 1o trong linh
vuce ndy va bao gdm chuyén nhidm qua trung gian dextran, két tua bing canxi phosphat,
chuyén nhiém qua trung gian polybren, dung hop té bao tran, xung dién, bao nang (cac)
polynucleotit trong liposom, va vi tiém truc tiép ADN vao nhan. Céc dong té bao cua
dong vat ¢6 va sén ¢ dung 1am té bao chu dé bidu hién 13 da biét rd trong linh vuc nay
va bao gom, nhung khong chi giéi han &, cac té bao CHO, céac té bao HeLa, va cic té
bao caxindm té bao gan cua nguoi.

Céc khang thé c6 thé duge str dung dé phat hién polypeptit theo sang ché. Vi duy,
céc khéng thé co thé duoc st dung lam chat chén doan bing cach phat hién luong cua
mot hodc nhiéu polypeptit theo sang ché & dbi tuong, va so sanh lugng da phat hién véi
luong dbi chimg chuin hodc v6i lugng co so & dbi tuong dugc xac dinh trude (vi du,
trude khi bi bénh bt ky).

Mot phuong an khéc, sang ché boc 10 cach str dung mot hoic nhiéu khang thé
vung chie nang ctia nguoi (domain antibody-dAb). Cac dAb la cac don vi gin két chirc
nang nho nht ctia céc khang thé ciia ngudi (IgG) va ¢6 cac dic tinh do én dinh va do
hoa tan tit. Cong ngh¢ tao ra (cac) dAb tiép hop véi HSA (nho d6 tao ra “AlbudAb”;
xem vi du patent chau Au sé, EP1517921B, cong bé don quéc t& s6 W02005/118642
va W0O2006/051288) va phan tir quan tdm (vi du, trinh tu polypeptit theo sang ché).
Cac AlbudAb thuong nho hon va dé san xuét hon trong hé biéu hién vi sinh vat, nhu vi
khuin hodc nim men, so vGi cac cong nghé hién nay duoc dung dé kéo dai thoi gian
ban thai trong huyét thanh cta cac polypeptit. Vi HSA ¢6 thoi gian ban thai khoang ba
tudn, nén phén tir duoc tiép hop thu dugc cai thién duoc thoi gian bdn thai ctia phan ti

quan tdm. St dung cong nghé dAb ciing c¢6 thé 1am tang hi€u qud cda phan tir quan tam.

St dung dé phong ngtra va diéu tri
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Sang ché boc 16 phuong phap phong hodc didu tri céc bénh chuyén hoa hodc
bénh c6 lién quan dén chuyén héa, nhu, bénh béo phi va cac rdi loan thé trong khac,
tang glucoza huyét, tang insulin huyét, khong dung nap glucoza, va rdi loan chuyén hoa
glucoza, bang cach st dung céc polypeptit, hodc ché phim chira ching, nhu dugc mo ta
& day. Cic phuong phap nay ciing ¢6 thé c6 tac dung tét dén mot hodc nhiéu triéu
ching c6 lién quan dén bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh nho, vi dy, lam gidm muc
do nang hoac tan sudt cia triéu ching. Theo cdc phuong an cu thé, sang ché d& xuét
phuong phap diéu tri réi loan thé trong hodc rdi loan chuyén héa glucoza bang céch sir
dung céc polypeptit, dime dugc N-glycosyl hoa hoic ché phim chira chung. Theo
phuong 4n cu thé, sang ché md ta phuong phap lam giam hép thu thirc dn hodc lam
giam thé trong bang cach str dung cac polypeptit, dime dugc N-glycosyl héa hodc ché
phém chita chung. Sang ché con bdc 10 cach st dung céc trinh tu néu trén, céc
polypeptit, dime dugc N-glycosyl héa hodc ché phdm chua ching dé san xuét thube dé
diéu tri tinh trang bénh dugc chon tir bénh chuyén héa hodc bénh c6 lién quan dén
chuyén hoa, nhu, bénh béo phi va céc rdi loan thé trong khéc, ting glucoza huyét, tang
insulin huyét, khéng dung nap glucoza, va rdi loan chuyén héa glucoza. Sang ché con
boc 10 cach st dung cdc trinh tu néu trén, cac polypeptit, dime dugc N-glycosyl hoa
hodc ché phidm chta ching dé san xuét thubc ding dé didu trj rdi loan chuyén hoa
glucoza hoac rdi loan thé trong. Sang ché con boc 16 cach st dung céc trinh tu néu trén,
céc polypeptit, dime dugc N-glycosyl héa hodc ché pham chira chung dé san xuét thude
dung dé lam giam sw hip thu thire an hodc giam thé trong.

Pé xac dinh liéu mot dbi tugng co phai la dbi tuong du tuyén dé diéu tri hodc
phong ngira rdi loan thé trong khong (vi du, béo phi) bang cac phwong phap duoc dé
Xuit & ddy, cac thong sb nhu, nhung khong chi gidi han &, can bénh hoc va mirc tinh
trang bénh cua dbi tuong (vi du, cach so sanh thura can & dbi tuong voi dbi tugng khée
manh vién dan) can duoc danh gid. Vi du, nguoi trudng thanh c6 BMI nim trong
khoang tir ~25kg/m?* dén ~29,9kg/m? ¢6 thé duoc coi 14 thira can (tién béo phi), trong
khi d6 ngudi trudng thanh c6 BMI ~30kg/m? hodc cao hon ¢6 thé duge coi 1a béo phi.
Nhu duge ban luan & ddy, cac polypeptit theo sang ché c¢6 thé co tac dung trc ché su
thém an, vi du, 1am gidm sy thém an dén dén lam giam thé trong.

Pé xac dinh liéu mot dbi tugng c6 phai la dbi tuong du tuyén dé didu tri hoac

phong ngira ching ting glucoza huyét, ting insulin huyét, khong dung nap glucoza,
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va/hoidc rdi loan glucoza bang cac phuong phéap dugc boc 16 trong ban mo ta nay, cac
phuong phap chin doan khéc nhau da biét trong linh vuc nay c6 thé duoc st dung. Céc
phuong phép nay bao gém céc phuong phap dugec mo ta ¢ day (vi dy, danh gia glucoza
trong huyét twong luc doi (FPG) va tha nghiém dung nap glucoza qua duong miéng
(oral glucoza tolerance test-oGTT)).

Céc polypeptit va cac protein dung hop duoc dé xuét theo sang ché, néu dugc
dung cho dbi tuong dé phong hoic diéu tri céc bénh chuyén hoa hoic cac bénh c6 lién
quan dén chuyén hoa, nhu bénh béo phi va céc rdi loan thé trong khéc, tang glucoza
huyét, tang insulin huyét, khong dung nap glucoza, réi loan chuyén héa glucoza, c6 thé
dan dén lam giam luong glucoza trong mau, giam thé trong, va/hoic gidm su hip thu
thirc an.

Theo cac phwong 4n nhét dinh, céac polypeptit va céc protein dung hgp duge mo
ta & day co thé lam giam lugng glucoza trong méu, giam thé trong, va/hodc gidm su hap
thu thirc n it nhat 5% so v6i muc khong dung cic polypeptit hodc cic protein dung
hop. Vi du, cac polypeptit va céc protein dung hop dugc mé ta & day co thé lam giam
luong glucoza trong mau, thé trong, va/hodc su hép thu thirc an it nhat 10%, 20%, 30%,

50%, 60%, 70%, 80%, hodic 90% so véi trudce khi bit diu didu tri hosic phong ngira.

Duoc phim

Polypeptit theo sang ché c6 thé & dang ché phdm thich hop dé dung cho dbi
tuong. No6i chung, cac ché pham nay 1a “dugc phdm” chira mot hodc nhiéu polypeptit
va mdt hodc nhiéu chét pha loang, chét mang hodc td duge dugc dung hodc sinh Iy
dung. Theo cac phuong 4n nhat dinh, cac polypeptit c6 mit véi luong hitu hiéu dé diéu
tri. Duoc pham c6 thé duoc su dung trong cdc phuong phap theo sang ché; do do, vi du,
cic duoc pham c6 thé duoc st dung ex vivo hodc in vivo cho d6i tugng dé thuc hién cac
phuong phép phong ngira va diéu tri va st dung dugc mo ta ¢ day.

Dugc pham theo sang ché c6 thé duoc bao ché twong thich véi phuong phéap du
dinh hodc duong dung; cdc dudong dung duoc lay lam vi du duoc néu & day. Ngoai ra,
cac duoc phém c6 thé duoc dung két hop céc hoat chét hodc hop chét diéu tr1 khéc (vi
du, chat ha glucoza) nhu duge mo ta & day dé phong ngira hodc diéu tri bénh, rbi loan

va cdc tinh trang bénh nhu dugc mo ta béi sang ché.
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Dugc pham nay thuong chira mot lugng hitu hiéu cia it nhat mot trong sb cac
polypeptit dugc md té bodi sdng ché va mot hodc nhidu chit bao ché dugc dung hodc
sinh 1y dung. Cac chit pha loang, chit mang hodc td duge duge dung hogc sinh ly dung
thich hop, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac chit chng oxy hoa (vi du, axit
ascorbic va natri bisulfat), cac chat bao quan (vi dy, rugu benzylic, metyl paraben, etyl
hodc n-propyl, p-hydroxybenzoat), chit nhii hoa, chét tao hdn dich, chét phan tan, dung
mdi, chat phu gia, chit don, chat tay, dung dich dém, chit dan, chit pha loang, va/hoic
td dugc. Vi du, chat dan thich hop co thé 1a dung dich nudc mudi sinh ly hodc dung
dich nuéc mudi duoc dém xitrat, c6 thé duoc bd sung cac nguyén liéu khac phé bién &
duoc pham diing ngoai duong tiéu hoa. Dung dich nuéc mubdi duge dém trung tinh hodc
dung dich nudc mubi duoe trdn v6i albumin huyét thanh con 1 cac chit dan duoc léy
1am vi du. Nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay dé dang biét dugc
nhiéu dung dich dém ma c6 thé dugc ding trong cac duoc phdm va cac dang lidu. Cac
dung dich dém dién hinh bao gbém, nhung khong chi gi¢i han &, axit yéu dugc dung,
bazo yéu hoic hon hgp cda chiing. Theo mdt vi du, cac thanh phén dém c6 thé 1a cac
nguyén li€u hoa tan trong nudc nhu axit phosphoric, axit tartric, axit lactic, axit
sucxinic, axit xitric, axit axetic, axit ascorbic, axit aspartic, axit glutamic, va cac mudi
ctia chiing. Céc chét dém chép nhan duoc bao gf“)m, vi du, dung dich dém Tris, N-(2-
hydroxyetyl)piperazin-N'-(axit 2-etansulfonic) (HEPES), axit 2-(N-morpholino)etan-
sulfonic (MES), mudi natri ctia axit 2-(N-Morpholino)etanesulfonic (MES), axit 3-(N-
morpholino)propansulfonic (MOPS), va axit N-Tris[hydroxymetyl]metyl-3-amino-
propansulfonic (TAPS).

Sau khi dugc pham da duogc bao ché, duoc phdm nay c6 thé duoc bdo quan trong
lo v6 tring ¢ dang dung dich, hon dich, gel, nhii tvong, chét rén, hodc bot duoc khir
nude hodc duge dong kho. Céc duge phdm nay c6 thé duoc bao quén & dang sin c6 dé
dung, dang dong khd can hoan nguyén trude khi dung, dang 16ng cin pha loang trudce
khi dung, hodc dang duoc chép nhan khac. Theo mot vai phuong an, duoc phém duoc
dé xuét trong dd chua dung mot lan (vi du, lo dung mot lan, ampun, bom tiém, hoic
dung cu tiém tu dong (twong tu véi, vi du EpiPen®)), trong khi do dd chira dung nhiéu
lan (vi du, lo dung nhiéu Ién) duoc dé xuét theo cac phuong 4n khac. Thiét bi phén phéi
thude bt ky co thé duoc dung dé phéan phéi cac polypeptit, bao gdm céc dung cu céy

(vi du, bom c6 the cdy duoc) va hé ong thong, ca hai loai nay da biét ro dbi voi nguoi
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c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay. Céc thude tiém du trit, ma thuong dugc dung
dudi da hodc trong tinh mach, cling c6 thé duge ding dé giai phong cac polypeptit dugce
md ta & ddy trong mot khodng thoi gian xac dinh. Cac thude tiém du trit thudng trén co
s& chit ran hodc dau va thuong chta it nhit mot trong sb cac thanh phin bao ché néu &
ddy. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay da quen véi cac duoc
phdm c6 thé c6 va st dung cac thude tiém du tri.

Duoc phém c6 thé & dang hdn dich chira dau hodc chtra nuéce c6 thé tiém duoc
vo tring. Hon dich nay c6 thé duge bao ché theo giai phap k§ thuat da biét nhe sir dung
céc chat gy rd hodc chat Iam 4m va chét tao hdn dich thich hop néu & day. Ché phim
tiém dugc vo trung ciing c6 thé 12 dung dich hodc hdn dich tiém duge vo trung trong
chit pha loang hodc dung moi khong doc ding duoc ngoai dudng ti€u hoa, vi dy, nhu
dung dich trong 1,3-butan diol. Cac chat pha lodng, dung méi va mdi truong phén tan
chép nhén duogc ¢ thé duoc st dung bao g@)ln nude, dung dich Ringer, dung dich natri
clorua ddng truong, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) hodc dung dich nudc
mubi duoc dém phosphat (PBS), etanol, polyol (vi du, glyxerol, propylen glycol, va
polyetylen glycol 16ng), va hdn hop thich hop cta chiing. Ngoai ra, dau khong bay hoi
v trung thuong duoc dung lam dung mdi hodc mdi truong tao hdn dich. Pbi véi muc
dich nay dau trong khong bay hoi c6 thé dugc sir dung chira mono- hodc diglyxerit tong
hop. Hon thé nita, cac axit béo nhu axit oleic ¢6 thé duoc dung dé san xuét thudc tiém.
Béng cach dua chit lam chim hép thu vao (vi du, nhdm monostearat hodc gelatin) c6
thé dat duoc su héip thu kéo dai & ché phém tiém cu thé.

Duoc pham chira hoat chat (vi du, polypeptit theo sang ché) c6 thé & dang thich
hop dung qua dudong miéng, vi du, ¢ dang vién nén, vién nang, vién ngdm dep, vién
hinh thoi, hdn dich chira nudc hodc chira dau, bot hodc cdm dé phén tan, nhil tuong,
vién nang cirng hodc mém, hodc siro, dung dich, cac hat nhé hodc cdn ngot. Duoc phém
duoc du dinh dung qua duong miéng c6 thé duoc bao ché theo phuong phap bat ky da
biét trong linh vuc nay dé san xuat duoc phém, va duogc phém nay c6 thé chira mot hoic
nhiéu chit nhu, vi du, chét lam ngot, chét diéu vi, cht tao mau va chit bao quan dé tao
ra duoc phdm d& chip nhan va thich hop. Vién nén, vién nang va dang tuong tu chira
hoat chat ciing véi cic ta duge duge dung khong ddc thich hop dé bao ché vién nén.
Céc ta dugc nay co thé 1a, vi du, chit pha lodng, nhu canxi cacbonat, natri cacbonat,

lactoza, canxi phosphat hodc natri phosphat; chit tao hat va chat gay ra, vi du, tinh bot
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ngod, hodc axit alginic; chét lién két, vi du tinh bot, gelatin hoic acaxia, va chét lam
tron, vi du magie stearat, axit stearic hoic bot talc.

Vién nén, vién nang va dang tuong tu thich hop dé dung qua dudng miéng c6 thé
khong dugc bao hoic duoc bao béng cac ky thuat da biét dé lam chdm su phén ra va su
hép thu & duong da day rudt va nho do tao ra tac dung kéo dai. Vi du, nguyén liéu lam
tré thoi gian nhu glyxeryl monostearat hodc glyxeryl distearat ¢ thé duoc sir dung. Cac
dang dugc pham nay cling c6 thé duoc bao bang céc k§ thuat da biét trong Iinh vuc nay
d tao thanh c4c vién nén thAm thiu dung trong diéu trj dé giéi phéng c6 kiém soat. Céc
chét khic bao gém cac hat thoai bién sinh hoc hodc tuong thich sinh hoc hodc chét
polyme nhu polyeste, axit polyamin, hydrogel, polyvinyl pyrolidon, polyanhydrit, axit
polyglycolic, etylen-vinylaxetat, metylxenluloza, carboxymetylxenluloza, protamin
sulfat, hodc copolyme lactit/glycolit, copolyme polylactit/glycolit, hodc copolyme etyl-
envinylaxetat dé kiém soat su phan phdi duoc phim duoc dung. Vi duy, chét ding qua
dudng miéng c6 thé duge biy trong cac vi nang dugc bao ché bang céac ky thudt tu giot
hoic polyme héa bé mat phan gi6i, nho s dung hydroxymetylxenluloza hodc cac vi
nang gelatin hodc vi nang poly (metylmetacrolat), twong mg, hodc trong hé phan phdi
thudc dang keo. Hé phén tan dang keo bao gdm cac phtrc hop dai phén tir, nang nano,
tiéu céu, vi hat, va hé trén co s6 lipit, ké c& nhil tuong dau trong nudc, mixen, mixen
két hop, va liposom. Cac phuong phép bao ché liposom duoc mo ta trong, vi du, patent
My 56 4,235,871, 4,501,728, va 4,837,028. Céc phuong phép bao ché cac duoc pham
néu trén 1a da biét déi véi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay.

Céc ché phdm dung qua dudong miéng cling c6 thé duoc thé hién & dang vién
nang gelatin cliing trong d6 hoat chét duoc tron voi chét pha loang ran tro, vi du, canxi
cacbonat, canxi phosphat, kaolin hodc xenluloza vi tinh thé, hodc & dang vién nang
gelatin mém trong d6 hoat chét dugc tron véi nudc hodc moi trudng dau, vi du dau lac,
parafin 16ng, hodc dau oliu.

Hon dich chira nuéce chia céc nguyén liéu cé hoat tinh cing véi cdc ta dugc
thich hop d¢ bao ché ching. Céc ta dugc nay ¢6 thé 1a chit tao hén dich, vi du natri
carboxymetylxenluloza, metylxenluloza, hydroxy-propylmetylxenluloza, natri alginat,
polyvinyl-pyrolidon, gom tragacan va gdm acacia; chat giy phén tan hodc chat lam am,
vi du phosphatit c6 ngudén goc trong tu nhién (vi du, lexithin), hodc cdc sin phim

ngung tu cua alkylen oxit va axit béo (vi du, polyoxy-etylen stearat), hodc cac san pham
gung y polyoxy
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ngung tu cua etylen oxit véi rugu béo mach dai (vi du, ddi véi heptadecaetylenoxyx-
etanol), hodc céc san phim ngung tu cla etylen oxit v6i este riéng phan thu duoc tir cac
axit béo va hexitol (vi du, polyoxyetylen sorbitol monooleat), hodc cac san phim ngung
tu cua etylen oxit vé6i este riéng phan thu duge tir axit béo va hexitol anhydrit (vi du,
polyetylen sorbitan monooleat). Cac hdn dich chtra nudc cling ¢6 thé chira mot hodc
nhiéu chét bao quan.

Cac hon dich chaa diu c6 thé duoc bao ché béng cach tao hén dich hoat chét
trong dau thuc vat, vi du dau lac, dau oliu, dau ving hodc dau dira, hodc trong dau
khoéng nhu parafin 1éng. Céc hdn dich chira diu ¢6 thé chira chét lam ddc, vi du sap
ong, parafin rin hogc ruou xetylic. Cac chit lam ngot nhu c4c chét néu trén, va cac chét
diéu vi c6 thé dugc bd sung dé tao ra ché pham ding qua duong miéng c6 thé chép
nhan duogc.

Bot va cém dé& phan tan thich hop dé bao ché hdn dich chira nudc bang cach bd
sung nude dé tao ra hdn hop dugc chét véi chit gdy phén tan hodc chét 1am im, chét
tao hon dich va mdt hodc nhiéu chit bao quan. Céac chét gdy phén tan hoic lam 4m va
cht tao hdn dich thich hop duoc lay 1am vi du & day.

Dugc pham theo sang ché con c6 thé & dang nhii twrong dau trong nudc. Pha dau
c6 thé 1a diu thue vat, vi du dau oliu hoic dau lac, hodc dau khoéng, vi dy, parafin 16ng,
hodc hon hop ciia chung. C4c chét tao nhi twong thich hop c6 thé 14 gém c6 ngudn gbc
trong tw nhi€n, vi du, gdm acacia hodc gém tragacan; phosphatit c6 ngudn gbc trong tu
nhién, vi du, ddu twong, lecithin, va este hodc este riéng phén thu dugc tir axit béo;
hexitol anhydrit, vi du, sorbitan monooleat; va cic san phim ngung tu cua cac este
riéng phan vgi etylen oxit, vi dy, polyoxyetylen sorbitan monooleat.

Céc ché phim cling ¢6 thé bao gdm chat mang dé bao vé ché pham tranh khoi su
thodi bién hodc bai tiét nhanh ra khoi co thé, nhu ché pham giai phong co kiém soat,
bao gom miéng cdy, liposom, hydrogel, tién dugc chét va hé phéan phbi duoc vi bao
nang. Vi du, nguyén li¢u lam tré thoi gian nhu glyxeryl monostearat hodc glyxeryl
stearat mot minh, hodc két hop v6i sap ¢ thé duoc st dung.

Sang ché boc 16 cach st dung céc polypeptit & dang thudc dan dé dung dugc
chit qua duong truc trang. Thude dan c6 thé duge bao ché bang cach tron duoc chét véi
ta dugce khong gdy kich tmg thich hgp ma & dang rin ¢ nhiét do thong thuong nhung &

dang 16ng ¢ nhiét do truc trang va vi thé s& tan chay trong truc trang dé giai phong dugce

-70-



34811

chat. Cac nguyén liéu nhu vay bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, bo cacao va
polyetylen glycol.

Céc polypeptit dugc dé xuét theo sang ché c6 thé & dang dugc phidm thich hop
khéc bét ky (vi dy, dang xit & miii hodc dang xdng hit) hién da biét hodc dugc phat trién
trong tuong lai.

Nong do cua polypeptit hodc doan cta n6 trong ché phdm c6 thé khac nhau
nhicu (vi dy, tir it hon 0,1%, thuong bing hofc it nhat khoang 2% dén 20% dén 50%
ho#ic cao hon theo khbi luong) va chu yéu thuong dugc chon dua trén thé tich chat
l6ng, dd nhot va cac yéu té trén co sé dbi tuong theo, vi du, cach dung cu thé duoc
chon.

Sang ché ciing boc 10 cach sir dung cong nghé phan phdi du trit cia Nano
Precision Medical (Nano Precision Medical; Emeryville, CA). Cong nghé nay st dung
mang ng nano titan oxit ma c6 téc dd giai phong bac khong cac dai phan tir, nhu cac
chit diéu trj protein va peptit. Mang tuong thich sinh hoc duogc gitr trong miéng céy
dudi da, nho ma c6 sw phan phdi ¢ tde do 6n dinh, trong thoi gian dai (vi du, t6i da mot
ndm) c4c dai phan tir diéu tri. Cong nghé nay hién nay dugc xem xét dé phan phdi cac
chit chii van GLP-1 dé diéu tri bénh tiéu dudng typ II. Theo c4c phuong 4n nhit dinh,
(céc) polypeptit duoc mo ta & ddy c6 thé 1a ché pham c6 mang. Vi duy, polypeptit nay c6
thé duogc tdm vao mang hodc quanh mang. Mang nay c6 thé cé dang dia, 6ng hodc hinh
cau. Theo céc phuong 4n nhét dinh, ong nay co thé 1a 6ng nano hodc hinh cdu c6 thé 1a
hinh cdu nano.

Theo mot vai phuong an, cic polypeptit duoc mé ta & dy co thé dugc sir dung
cho dbi tuong biang cach sir dung hé phan phéi trén co thé ma c6 thé dugc dinh 1én
bénh nhéan va ¢6 the phan phdi mot lidu tién dinh polypeptit cho bénh nhan. Hé phan
phéi trén co thé duge ldy 1am vi du bao gdm, miéng dan hoic bom. Trong céc truong
hop nhét dinh, hé phan phdi trén co thé nhu cac thiét bi tiém trén co thé duoc ding dé
phan phoi Neulasta® c6 thé duoc ding dé phan phdi cac polypeptit duge md ta & day.
Theo céc phuong an khéc, bom thim thdu, nhu bom thidm thiu céy duoc (vi du, bom
DUROS® hoic bom thdm théu ALZET®) c6 thé duoc dung dé phan phdi polypeptit

duoc mo ta ¢ ddy cho nguoi bénh.
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Buong dung

Sang ché boc 16 cach sir dung cac polypeptit dugc mé ta, va ché phim chira
ching, theo cdch thich hop bét ky. Cc duong ding thich hop bao gdm ngoai duong
tiéu hoa (vi dy, trong bép, tinh mach, dudi da (vi du, tiém hoac céy), trong mang bung,
trong bé nio, trong khép, trong mang bung, trong nio (trong nhu md) va trong mach
ndo), qua dudng miéng, trong mili, am dao, dudi ludi, trong mat, truc trang, khu tri (v
du, qua da), dudi ludi va xong hit.

Céc thude tiém du trit, ma thudng duge dung duéi da hodc trong bép, cling c6
thé dugc dung dé giai phéng cac polypeptit dugec mo td & day trong mot khoang thoi
gian x4c dinh. Cac thudc tiém du trit thuong trén co s rin hodc diu va thudng chura it
nhit mot trong s céc thanh phan bao ché néu & day. Ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc ky thudt nay da biét cac ché phdm c6 thé co va sir dung cac thubc tiém
du trit.

D6i voi cac khang thé, theo mot phuong én duoc liy lam vi du khang thé hoic
doan khang thé theo sang ché dugc bao quan ¢ ndng do 10mg/ml trong dung dich nudc
mudi chira nude ding truong vo tring dé tiém & nhiét do 4°C va duoc pha lodng trong
100ml hodc 200ml natri clorua 0,9% trude khi tiém cho dbi tugng. Khang thé duoc
dung bang cach truyén tinh mach trong khoang thoi gian 1 gio' & liéu ndm trong khoang
tir 0,2mg/kg dén 10mg/kg. Theo céc phuong an khac, khang thé duoc dung bang cach
truyén tinh mach trong khoang thoi gian tir 15 phut dén 2 gio. Cling theo cac phuong an
khac, cach thic st dung la tiém nhanh dudi da.

Sang ché boc 16 cac phuong phap ma trong dé polypeptit hoic khang thé hoic
doan khang thé theo sang ché dugc dung cho dbi twong it nhit hai 1dn mot ngay, it nhat
mot 1an mot ngdy, it nhat 48 gio mot lan, it nhat 72 gio mot 1an, it nhdt mot 1dn mot
tu?m, it nhat hai tudn mot lan, it nhat mat thang mot lan, it nhat hai thang mat 14n, hodc

it nhat ba thiang mot lan, hodc it hon.

Liéu phép két hop

Sang ché boc 10 cach st dung céc polypeptit két hop véi mot hodc nhidu chét
diéu tri c6 hoat tinh khac hodic cac phuong thurc phong hodc diéu tri khac. Theo liéu
phép két hop nay, cac hoat chat khac nhau thuong c6 co ché tic dung khac nhau. Liéu

phap két hop nhu vay c6 thé dic biét ¢6 loi nho cho phép gidm lidu ctia mot hodc nhiéu
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chét, nho do lam giam hodc loai bé dugc céc tdc dung bét loi ¢6 lién quan dén mot hodc
nhiéu chét nay; ngoai ra, liéu phap két hop nay c6 thé ¢o tac dung diéu tri hodc phong
ngﬁalﬁ@adénglélbénh,ﬂﬁloanhoacthﬂluangbénhccsb.

Thudt ngir “két hop” duge st dung trong ban md t4 nay c6 nghia la bao gdbm cac
chét diéu tri ma co6 thé duoc dung riéng, vi du, dugc bao ché riéng dé dung riéng (vi du,
nhu c6 thé duge cung cép trong kit), va cac chit didu tri ndy c6 thé duge ding cing
nhau trong mot ché pham (tire 13, “ddng ché phdm”).

Theo céc phuong 4n nhét dinh, cac polypeptit dugc dung hodc str dung lién tiép,
vi dy, trong d6 mdt chit duoc dung trudc mdt hoac nhiéu chat khéc. Theo céc phuong
an khac, cic polypeptit duge ding dong thoi, vi du, trong d6 hai hodc nhiéu chat dugc
ding & hoac gan nhu cing mot thoi diém; hai hodc nhiéu chit ¢6 thé c6 mat trong hai
hodc nhiéu ché phdm riéng biét hodc duge két hop trong mot ché pham (tire 13, dong
ché pham). B4t ké 1a hai hodc nhiéu chit duoc dung lién tiép hay ddng thoi, thi chung
déjduoccoiEtduqcdﬁngkéthqptheocé01nu0(ﬁchcﬁaséngché

Polypeptit theo sang ché c6 thé duge diung cing véi cac chit khac hitu dung dé
diéu tri, phong ngtra, tic ché hodc lam thuyén giam bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh
néu & day, ké ca cdc chit ma thuong duge dung cho céc déi tuong bi béo phi, rdi loan
an ubng, ting glucoza huyét, tang insulin huyét, khong dung nap glucoza, va céc rbi
loan chuyén hoa glucoza khac.

Sang ché dé& xuat liéu phap két hop nhiéu chit (va cac nhom cta chung), bao
gébm 1) insulin, chit gia insulin va cac chat ma kich thich tiét insulin, bao gdm
sulfonylure (vi du, clopropamit, tolazamit, axetohexamit, tolbutamit, glyburit,
glimepirit, glipizit) va meglitinit (vi du, mitiglinit, repaglinit (PRANDIN) va nateglinit
(STARLIX)); 2) diguanua (vi dy, metformin (GLUCOPHAGE), va mudi duoc dung
ctia n6, cu thé 1a, metformin hydroclorua, va céc ché phdm giai phong kéo dai ctia no,
nhu Glumetza™, Fortamet™, va GlucophageXR™) va cac chét khac ma tac dong nho
thuc ddy st dung glucoza, giam tong hop glucoza & gan va/hodc giam su tong hop
glucoza & rudt; 3) cac chat we ché alpha-glucosidaza (vi du, acarboza, vogliboza va
miglitol) va céc chét khdc ma lam cham tiéu hoa carbohydrat va do d6 hap thu & rudt va
giam su tang glucoza huyét sau bita #n; 4) thiazolidindion (vi du, rosiglitazon
(AVANDIA), troglitazon (REZULIN), pioglitazon (ACTOS), glipizit, balaglitazon,
rivoglitazon. netoglitazon, AMG 131, MBX2044, mitoglitazon, lobeglitazon, IDR-105,
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troglitazon, englitazon, ciglitazon, adaglitazon, darglitazon ting cudng hoat dong cua
insulin (vi du, bang cach gay nhay cam insulin) bao gdm insulin, va céc chat gia insulin
(vi du, insulin degludec, insulin glargin, insulin lispro, insulin detemir, insulin glulisin
va céc ché pham x6ng hit chira chung), do d6 thuc diy viée st dung glucoza ¢ cidc mod
ngoai bién; 5) cic peptit giéng glucagon bao gdbm cac chit tc ché DPP-IV (vi du,
alogliptin, omarigliptin, linagliptin, vildagliptin (GALVUS) va sitagliptin (JANUVIA))
va peptit gibng glucagon-1 (GLP-1) va chat cht vin GLP-1 va chét tuong tu (vi du,
exenatit (BYETTA va ITCA 650 (bom thdm thiu dugc dat dudi da dé phan phdi chit
tuong tu exenatit trong khoang thoi gian 12 thang; Intarcia, Boston, MA)) va chét chu
van thu thé GLP-1 (vi du, dulaglutit, semaglutit, albiglutit, exenatit, liraglutit,
lixisenatit, taspoglutit, CJC-1131, va BIM-51077, bao gém céc ché phim dung trong
mfii, qua da va ding mot 1dn mot tudn chta chiing); 6) va c4c chit twong ty khang DPP-
IV (chét gia incretin), chét chii van PPAR gama, chit chii vin PPAR alpha nhu cc dan
xuét axit fenofibric (vi du, gemfibrozil, clofibrat, xiprofibrat, fenofibrat, bezafibrat), cic
chit chu van PPAR tic dung kép (vi du, ZYH2, ZYHI, GFT505, chiglitazar,
muraglitazar, aleglitazar, sodelglitazar, va naveglitazar), chit chu van PPAR tic dung
riéng, chit trc ché PTP1B (vi du, ISIS-113715 va TTP814), cac chit trc ché SGLT (vi
du, ASP1941, SGLT-3, empagliflozin, dapaglifiozin, canagliflozin, BI-10773, PF-
04971729, remogloflozin, TS-071, tofogliflozin, ipragliflozin, va LX-4211), c4c chét
kich thich bai tiét insulin, chét e ché enzym chuyén héa angiotensin (vi du, alacepril,
benazepril, captopril, ceronapril, cilazapril, delapril, enalapril, enalaprilat, fosinopril,
imidapril, lisinopril, moveltipril, perindopril, quinapril, ramipril, spirapril, temocapril,
hodc trandolapril), chat ddi khang thu thé angiotensin I (vi du, losartan trc 13,
COZAAR®, valsartan, candesartan, olmesartan, telmesartan va bat ky duogc chét nao
trong s6 cac duoc chat nay dugc dung két hop véi hydroclothiazit nhu HYZAAR®)
hodc cac duge chit chéng cao huyét ap khac nhu LCZ 696, chét chu van RXR, chét e
ché glycogen synthaza kinaza-3, cac chét diéu bién mién dich, cac chit huy giao cam,
cac dugc chat phong bé giai phéng adrenalin beta (vi du, propranolol, atenolol,
bisoprolol, carvedilol, metoprolol, hodc metoprolol tartat), cic duge chat phong bé giai
phong adrenalin alpha (vi du, doxazocin, prazocin hodc alpha metyldopa) céc chit chi

van giai phong adrenalin alpha trung wong, cdc chdt giin mach ngoai vi (vi du
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hydralazin); chét chu van thu thé tiét adrenalon beta-3, chét tc ché 11beta-HSD1, chét
tic ché endopeptidaza trung wong (vi du, thiorphan va phosphoramidon), chit di khang
aldosteron, chit wrc ché aldosteron synthaza, chét ¢rc ché renin (vi du, cac dan xuét ure
clia di- va tri-peptit (xem patent M¥ s6 5,116,835), axit amin va dan xuét (patent M§ s6
5,095,119 va 5,104,869), cac chudi axit amin duoc lién két bang lién két khong peptit
(patent My sd 5,114,937), céc din xuit di- va tri-peptit (patent My sb 5,106,835),
peptidyl amino diol (patent M¥ sé 5,063,208 va 4,845,079) va peptidyl beta-aminoaxyl
aminodiol carbamat (patent My s& 5,089,471); ca nhiéu chat tuong tu peptit khac nhu
dugc mo ta trong patent My sb 5,071,837; 5,064,965; 5,063,207; 5,036,054 5,036,053;
5,034,512 va 4,894,437, va céac chét e ché renin phén t& nho (bao gém diol sulfonamit
va sulfinyl (patent My s& 5,098,924), cic dan xuit N-morpholino (patent My sb
5,055,466), rugu N-heteroxyclic (patent M§ s 4,885,292) va pyrolimidazolon (patent
My s6 5,075,451); ca cac dan xuét pepstatin (patent M§ sb 4,980,283) va céc din xuit
flo va clo ctia cac peptit chira staton (patent M§ sé 5,066,643), enalkrein, RO 42-5892,
A 65317, CP 80794, ES 1005, ES 8891, SQ 34017, aliskiren (2(S),4(S),5(S),7(S)-N-(2-
carbamoyl-2-metylpropyl)-5-amino-4-hydroxy-2,7-diisopropyl-8-[4-metoxy-3-(3-meto-
Xypropoxy)-phenyl]-octanamit hemifumarat) SPP600, SPP630 va SPP635), chit dbi
khang thu thé endothelin, chét wc ché phosphodiesteraza-5 (vi du, sildenafil, tadalfil va
vardenafil), cdc chat gdy gidn mach, chét chen kénh canxi (vi du, amlodipin, nifedipin,
veraparmil, diltiazem, gallopamil, niludipin, nimodipin, nicardipin), chit hoat héa kénh
kali (vi du, nicorandil, pinacidil, cromakalim, minoxidil, aprilkalim, loprazolam), chét
ha lipit vi dy, céac chét trc ché HMG-CoA reductaza nhu simvastatin va lovastatin ma
dugc ban trén thi truong dudi tén ZOCOR® va MEVACOR® & dang tién dugc chét
lacton va c6 chirc ning nhu 14 cic chat tic ché sau khi dung, va mudi dugce dung cua céc
chit trc ché dihydroxy axit vong mé HMG-CoA reductaza nhu atorvastatin (cu thé 1a
mudi canxi duoc ban duéi tén LIPITOR®), rosuvastatin (cu thé 12 mudi canxi dugc ban
dudi tén CRESTOR®), pravastatin (cu thé 14 mudi natri duoc ban dudi tén
PRAVACHOL®), cerivastatin, va fluvastatin (cu thé 12 mudi natri dugc ban dudi tén
LESCOL®); chét tic ché hip thu cholesterol nhu ezetimibe (ZETIA®) va ezetimibe két
hop v6i chét ha lipit khac nhu chit e ché HMG-CoA reductaza néu trén va cu thé 13
v6i simvastatin (VYTORIN®) hoic véi atorvastatin canxi; duge chét 1am tang HDL (vi

du, niaxin va chat chd van thu thé axit nicotinic, va cadc dang giai phéng c6 kiém soét
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hodc kéo dai ctiia chung, va’/hodc véi chit tc ché HMG-CoA reductaza; chit chu van
thu thé niaxin nhu acipimox va acifran, cling nhu Ia chit chu vin mot phén thu thé
niaxin; chit dbi khang thu thé glucagon (vi du, MK-3577, MK-0893, LY-2409021 va
KT6-971); cac chit chelat héa axit mat (vi du, colestilan, colestimit, colesevalam
hydroclorua, colestipol, cholestyramin, va cdc din xuit dialkylaminoalkyl ctia dextran
lién két chéo), cac chit e ché axyl CoA:cholesterol axyltransferaza, (vi du, avasimibe);
cac chét dugce du dinh dung dé diéu tri cac tinh trang viém, nhu aspirin, céc chét chéng
viém khong steroit hodc NSAID, glucocorticoit, va cac chét trc ché xyclooxygenaza-2
hoac COX-2 chon loc; céc chéit hoat hoa glucokinaza (GKA) (vi du, AZD6370); céac
chit e ché 11p-hydroxysteroit dehydrogenaza typ 1, (vi du, nhu cic chit dugc md ta
trong patent M§ sb 6,730,690, va LY-2523199); cac chit wc ché CETP (vi du,
anaxetrapib, evaxetrapib, va torxetrapib); cac chét trc ché fructoza 1,6-bisphosphataza,
(vi du, nhu céac chit dugc md ta trong patent M¥ sb 6,054,587; 6,110,903; 6,284,748;
6,399,782; va 6,489,476); cac chét (e ché axetyl CoA carboxylaza-1 hodc 2 (ACC1
hodc ACC2); cac chat tc ché PCSK9; cac chit chu vin mot phén GPR-40; chit diéu
bién SCD; chét rc ché axit béo synthaza; chit dong ding amylin va amylin (vi du,
pramlintit); bao gbm cac dang mudi duoc dung ciia cic hoat chit trén day c6 thé co vé
mat héa hoc.

Ngoai ra, sang ché dé xuét liéu phap két hop véi cac chat va cac phuwong phép
thiic ddy viéc giam can, nhu cac chét kich thich su chuyén hoa hozc 1am giam su thém
an, va thay dbi ché d6 an va/hodc ché do tap luyén dé thic déy viéc giam can.

Polypeptit theo sang ché co thé dugce str dung két hop v6i mot hodc nhiéu chit
khéc theo cach thich hop bat ky trong nhiéu truong hop. Theo mot phuong an, diéu tri
bang it nhit mot hoat chét va it nhit mét polypeptit theo séng ché duoc duy tri qua mot
khoang thoi gian. Theo mdt phwong an khac, didu tri bing it nhat mot hoat chat dugc
giam hodc dugc gidn doan (vi duy, néu d6i tuong on dinh), trong khi do diéu tri béng
(cac) polypeptit theo sang ché duogc duy tri & phac d6 dung lidu khong doi. Theo mot
phuong an khac, diéu trj bing it nht mot hoat chit duge giam hogc duge gian doan (vi
du, néu déi tuong 6n dinh), trong khi do6 didu tri bang (cac) polypeptit theo sing ché
dugc giam (vi dy, lidu thdp hon, tdn sudt ding lidu it hon hodc phac dd diéu tri ngin
hon). Theo mot phuong an khac, didu tri bang it nhAt mot hoat chat duoc giam hodc

duge gian doan (vi du, néu ddi tugng én dinh), va didu tri bing (cac) polypeptit séng
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ché duoc tang (vi du, lidu cao hon, tin suét dung lidu nhiéu hon hoic phéc dd diéu tri
dai hon). Theo céc phwong an khac, diéu tri bang it nhit mot hoat chit duoc duy tri va
diéu tri bang (cac) polypeptit theo sang ché dugc giam hodc duge gian doan (vi du, lidu
giam, tdn suit dung lidu it hon hodc phac db diu tri ngén hon). Theo céc phuong 4n
khac, diéu trji bang it nhit mot hoat chit va didu tri bing (c4c) polypeptit theo sang ché
dugc gidm hodc dugc gidn doan (vi du, lidu thép hon, tAn suét dung lidu it hon hodc

phac @b diéu tri ngan hon).

Liéu ding

Polypeptit theo sang ché ¢ thé duoc ding cho dbi twong véi luong tuy thude
vao, vi du, muc dich dung (vi du, mic d¢ tiéu tan bénh mong muén); dd tudi, can ning,
gi6i tinh, va tinh trang sirc khde va thé chit ctia d6i twong duogc didu tri; ban chét cua
polypeptit, va/hodc ché phim duoc ding; dudng dung; va ban chit ctia bénh, rdi loan,
tinh trang bénh hodc triéu ching cta chung (vi du, mic d6 ning cuia rdi loan
glucoza/insulin va giai doan cua rdi loan). Phac dd liéu dung cling c6 thé cin xem xét
dén su ton tai, ban chit va mic do cta céc tac dung phu bét ky c6 lién quan dén (cac)
chét duoc dung. Luong lidu hitu hidu va phéc dd lidu dung co thé dé dang dugc x4c
dinh tlr, vi dy, cac thr nghiém vé d6 an toan va thang lidu, céac nghién cuu in vivo (vi
du, cac mau dong vat), va cac phuong phap khac da biét ddi v6i nguoi ¢ hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay.

N6i chung, cic thong s lidu dung chi ra rang luong liéu it hon luong ma gy
doc khong hdi phuc cho dbi twong (tuc 13, lidu dung nap t6i da, “MTD”) va khong it
hon luong can dé thu duoc tac dung dang ké & ddi tuong. Céc lwong nay duge xic dinh
nho, vi du cac thong sb duoc dong hoc va dugce luc hoc c6 lién quan dén su hép thu, su
phan bd, su chuyén héa va thai trir (“ADME”), ¢ tinh dén duong dung va cac yéu td
khéc.

Liéu hitu hiéu (effective dose — ED) 1a lidu hodc luong clia mot chit ma tao ra
dap tmg didu tri hodc tac dung mong mudn & vi tri ndo d6 cta ddi tuqhg st dung no.
Thuét nglt “luong hitu hiéu trung binh” hodc ED50 ctuia mot chat 12 liéu hodc luong cua
mot chit ma tao ra dép tung didu tri hodc tac dung mong mudbn & 50% quan thé dugc str
dung. Mic di ED50 thudong duoc ding nhu 1a s6 do muc dd tic dung mong mubn thich

hop ciia chit, nhung day 1a liéu ma khong nhét thiét thdy thudc 14m sang thiy ring can
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phai xem xét dén tit ca cac yéu td ¢ lién quan. Do d6, trong mot vai truong hop luong
hitu hiéu 16n hon EDS50 tinh todn, trong céc truong hop khéc lugng hitu hiéu nhéd hon
ED50 tinh toan, va trong cac truong hop khac lwong hitu hidu 13 bang ED50 tinh toan.

Ngoai ra, lidu hitu hidu cia (cac) polypeptit theo sang ché c¢6 thé 1a luong ma,
néu dugc ding mot hodc nhiéu lidu cho dbi tuong, tao ra két qua mong mudn so vé6i dbi
tuong khoe manh. Vi dy, lidu hitu hidu c6 thé 12 liéu ma néu duoc dung cho dbi trong
c¢6 lwong insulin trong huyét twong va/hoic glucoza trong huyét twong cao c6 thé dat
duoc mirc giam mong mudn it nhat khoang 10%, it nhit khoang 20%, it nhit khoang
25%, it nhit khoang 30%, it nhit khoing 40%, it nhit khoang 50%, it nhit khoang
60%, it nhit khoang 70%, it nhit khoang 80%, hoic hon 80% so v&i dbi tuong khoe
manh.

Luong lidu thich hop thuong nam trong khoang tir 0,001mg/kg dén 100mg/kg
thé trong cia bénh nhan mdi ngay, lidu nay cé thé dugc ding & dang mot hodc nhiéu
liu. Theo mét vai phwong 4n, luong lidu s& nim trong khoang tir 0,01mg/kg dén
25mg/kg mdi ngay, va theo cac phuong 4n khac nim trong khoang tir 0,05mg/kg dén
10mg/kg mdi ngay. Lugng lidu thich hop c6 thé nim trong khoang tir 0,01mg/kg dén
25mg/kg mdi ngay, nim trong khoang tir 0,05mg/kg dén 10mg/kg mdi ngay, hodc nim
trong khoang tir 0,1mg/kg dén 5mg/kg mdi ngay. Trong khoang nay, liéu niy c6 thé
nim trong khoang tir 0,005mg/kg dén 0,05mg/kg, tir 0,05mg/kg dén 0,5mg/kg hoic tir
0,5mg/kg dén 5,0mg/kg mdi ngay.

Pé dung mot chat qua dudong miéng, thi cdc dugc phim c6 thé dugc bao ché &
dang vién nén, vién nang va dang tuong tu chira hoat chat v6i luong nam trong khoang
tir 1,0 dén 1000 miligam, cu thé 14 1,0, 3,0, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0,
150,0, 200,0, 250,0, 300,0, 400,0, 500,0, 600,0, 750,0, 800,0, 900,0, va 1000,0 miligam
hoat chit. (Céc) polypeptit c6 thé dugce ding theo phac dd, vi du, tir 1 dén 4 1An mbi
ngdy, va thuong 12 mot 1an hodc hai 1an mdi ngay.

Liéu dung cia (cac) polypeptit theo séng ché c6 thé dugc lap lai & tan sudt tﬁich
hop, ma c6 thé nam trong khoang mot 1An mot ngay dén ba thang mot lan, tuy thudce
vao cic thong s duge dong hoc clia (cac) polypeptit (vi dy, thoi gian ban thai) va dap
tng duogc lyc hoc (vi du, khoang thoi gian tdc dung diéu trj cta (cac) polypeptit). Theo
mot vai phuong an, lidu dung thudong duoc lap lai tir mot 1An mot tudn dén ba thang mot

1an. Theo cac phuong 4n khac, (cac) polypeptit duge dung thich hgp mot thang mot lan.
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Theo céc phwong 4n nhét dinh, liéu dung cua (cac) polypeptit dugc mo ta duoc
chira trong “dang liéu don vi”. Thuét ngit “dang liéu don vi” dugc dung dé chi cac don
vi riéng ré€, mdi don vi chira mot luong tién dinh (céc) polypeptit theo sang ché, mot
minh hodc két hop v6i mét hodc nhiéu chit khac, du dé tao ra tdc dung mong mudn.
Cén hiéu rang céc thong sb cua dang lidu don vi s& tiiy thudc vao chét cu thé va tac

dung dat duoc.

Kit

Sang ché con dé xuat kit chira (cac) polypeptit dugc mo ta, va duoc phdm chira
ching. Kit nay thuong & dang cdu trac vét Iy gdm nhidu thanh phan khac nhau, nhu
dugc mo ta dudi day, va co thé duoc st dung, vi du, dé thuc hién cac phuong phép
duoc mo ta trén ddy (vi du, cho dbi tuong cn gidm can st dung (céc) polypeptit).

Kit c6 thé chira mot hodic nhidu polypeptit duge mo ta & day (duge dé xudt trong,
vi du, dd chua v tring), ma c6 thé & dang duoc pham thich hop dé dung cho dbi
tugng. (Céc) polypeptit c6 thé duge dé& xuit & dang c6 sin dé ding hodc & dang can, vi
dy, hoan nguyén hoic pha loang truéc khi ding. Néu (céc) polypeptit & dang cin dugc
hoan nguyén boi ngudi ding, thi kit c6 thé ciing bao gdm cac dung dich dém, ta dugc
dugc dung, va dung dich tuong tu, dugc dong goi cung hodc riéng vai (cac) polypeptit.
Néu liéu phap két hop dugc dé cap, thi kit ndy c6 thé chira mot vai chit riéng r& hoic
ching c6 thé duge bao gdm trong kit. Mdi thanh phan cta kit ¢6 thé duoc dung trong
dd chira riéng va tt ca cic dd chtra nay c6 thé nim trong mot goi don. Kit theo sang
ché 6 thé duoc thiét ké cho cac tinh trang bénh can dé gilt cac thanh phén trong d6 mot
céch thich hop (vi du, gitt lanh hodc ddng lanh).

Kit ¢6 thé ¢6 nhan hoic hodc to huéng dan st dung chtra thong tin xac dinh cho
cac thanh phén trong d6 va hudng dan st dung (vi du, céc thong s6 liéu dung, dugc hoc
lam sang cua (céc) hoat chét, ké ca co ché tac dung, dugc dong hoc va dugc luc hoc,
céc tac dung bat loi, chéng chi dinh, v.v..). Nhan hodc t& hudng din st dung c¢6 thé bao
gdm thong tin cta nha san xuit nhu sé 16 va han dung. Nhan hodc to huéng dan sir
dung c6 thé 13, vi du dugc dua vao trong céu truc vt ly chira cac thanh ph?m, duoc dé
riéng trong ciu trac vat ly, hodc dén vao thanh phan cta kit (vi du, ampun, 6ng hodc

10). Céc huéng dan duoc léy lam vi du bao gém c4c huéng dan lam gidm hodc ha luong
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glucoza trong mau, diéu tri ching ting glucoza huyét, didu tri bénh tiéu dudng, v.v.
bing cac chét didu bién duoc mé ta, va duge pham chira ching.

Nhan hodc t& huéng dan sit dung c6 thé con bao gdm, hodc duge dua vao vat ghi
doc duoc bﬁng may tinh, nhu dia (vi du, dia cing, thé, dia nh¢), dia quang nhu CD-
hodc DVD-ROM/RAM, DVD, MP3, bang tlr, hodc vat ghi luvu trit dién nhu RAM va
ROM hoic thiét bi ghép ctia vat ghi luu trit quang/tlr tinh nay, vat ghi FLASH hodc thé
nhé. Theo mot vai phuong 4n, hudng dan hién nay khong dugce bao gdm trong kit, ma

cac thiét bi d€ 1ay dugc cdc hudng dan tir nguon tir xa, vi du qua internet, dugc dé xuat.

Vi du thuc hién sang ché

Céc vi du duéi day dugc dé& cap nham cung cép cho ngudi co hidu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat nay mot ban mo ta ddy di vé cach tién hanh va st dung
sang ché, va khong duoc du dinh 1a 1am gi6i han pham vi ctia sang ché ciing khong
dugc dy dinh 1 cc thitr nghiém dudi ddy 1a tit ca hodc cac thir nghiém duy nhét duge
tién hanh. Céc nd luc dugc tién hanh nhim dam bao do chinh x4c dbi véi cac sb dugc
st dung (vi du, luwong, nhiét do, v.v.), tuy nhién mdt vai sai s6 thir nghiém va do 1éch
can dugc tinh dén.

Trir khi duge quy dinh theo cach khéc, cac phan 13 cac phén theo khéi lugng,
khéi lugng phan tir 1a khdi lwong phén tir trung binh, nhiét do 1a do C (°C), va 4p suét 1a
& hodc gan ap sudt khi quyén. Céc thuat ngit viét tat chudn dugc st dung, bao gbm cac
thuét nglt sau: bp = cdp bazo (s); kb = kilobazo; pl = picolit; s hodc sec = gidy; min =
phut; h hodc hr = gi¢; aa = axit amin; kb = kilobazo; nt = nucleotit; ng = nanogam; pg =
microgam; mg = miligam; g = gam; kg = kilogam; dl hogc dL. = dexilit; ul hodc pL =
microlit; ml hogc mL = mililit; 1 hodc L = lit; uM = micromol; mM = milimol; M =
mol; kDa = kilodalton; i.m. = trong bap; i.p. = trong mang bung; s.c. = dudi da; bid =
hai 1dn mot ngay; HPLC = sic ky 16ng hiéu ning cao; BW = thé trong; U = don vi; ns=
khong c6 y nghia théng ké; PG = glucoza trong huyét twrong lic d6i; FPI = insulin trong
huyét twong luc d6i; ITT = thir nghiém dung nap insulin; PTT = thr nghiém dung nap
pyruvat; oGTT = thir nghiém dung nap glucoza qua dudong miéng; GSIS = tiét insulin
dugec kich thich béi glucoza; PBS = dung dich nudc mubi dugc dém phosphat; PCR =
phan tng chudi polymeaza; NHS = N-hydroxysucxinimit; DMEM = moi truong Eagle

duoc cai bién ciia Dulbeco; GC = ban sao bd gen; EDTA = axit etylendiamintetraaxetic.
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Vit liéu va phuong phép

Céac phuong phép va vt liéu sau dugce st dung trong cac vi du dudi day:

Dong vat. Chudt duc C57BL/6J béo phi do ché do #n (Diet-induced obese —
DIO) (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) dugc duy tri ché do an giau md
(D12492, Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ) chira 60kcal% chét béo, 20kcal%
protein va 20kcal% carbohydrat trong khoang thoi gian tir 12 tudn dén 20 tudn. T4t ca
cac nghién ctru trén dong vat da dugc iy ban st dung va cham so6c dong vat NGM
thong qua. Chudt C57BL/6J DIO biéu hién kiéu béo phi giéng nhu nguoi, trong d6 tinh
trang béo phi duoc cho 1a do hip thu qué nhiéu calo. Chudt C57BL/6J 1a chudt dé béo
phi trong d6 dugc thong béo 13 ting can, ciing nhu 14 ting insulin huyét va doi khi quan
sat thdy ting glucoza huyét. Gidng nay 14 gidng dugc sir dung phd bién nhit dé lam
mau béo phi do ché d6 an. (Nilsson C., et al., Acta Pharmacologica Sinica (2012) 33:
173-181).

Céc trinh tu axit amin va axit nucleic. S6 truy cdp ngan hang gen sé BC000529.2
néu cho cADN ctiia ORF mi héa cic bién thé GDF15 ctia ngudi, va sb truy cip ngén
hang gen NP_004855.2 néu cho trinh tu axit amin dugc ma hoa bdi cADN. cADN cua
albumin huyét thanh cta nguoi hién dai duge mua tir Origene (SC319937), sé ding ky
ngan hang gen NM_000477.3, NP_000468).

Yéu t6 Kozak va trinh ty peptit tin hiéu IgK ctia nguoi (5>CACCATGGACATG-
AGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTACTCTGGCTCCGAGGTGCC-
AGATGT3’) (SEQ ID NO: 98) dugc cai vao vat truyén pTT5 (National Research
Council Canada) gitta vi tri Pmel va EcoRI. Trong khi ca hai vi tri gi6i han dugc loai,
thi vi tri Agel duoc tao ra dé tach dong trong khung. Pé tao ra céu tric hIgk-GDF15,
ADN GDF15 dugc khuéch dai béng PCR béng cach st dung doan moi xudi: 5°-CTCC-
GAGGTGCCAGATGTGCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGG 3” (SEQID
NO: 102) va doan mdi nguoc: 5’-CCTCGAGCGGCCGCTAGCTCATATGCAGTGG-
CAGTCTTTGGCTAACAA 3> (SEQ ID NO: 99) va hén hgp PCR Sapphire
(Clontech). San phim PCR dugc tinh ché bang gel (kit chiét tach gel Qiagen) va dugc
tach dong trong pTT5-hIgK (duoc tuyén tinh héa bing Agel/HindIIl) nhd ky thuat
dung hop (Clontech). Dé tao ra cdu tric higK-HSA-trinh tu lién két-GDF15, HSA-trinh
tu lién két va GDF15 duoc khuéch dai bang PCR riéng r& nhd cac doan mdi thich hop.
Sau khi tinh ché bang gel, hai doan PCR va vat truyén pTTS5 tuyén tinh dugc ghép bing
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cach sir dung hdn hop ghép gbc Gibson. Cac té bao dang sao hoic NEB 50 dugc bién
nap bang cac phan tmg dung hop va Gibson tuong tng, duoc ciy trén dia thach-LB
chtta carbenixilin va U qua dém & nhiét do 37°C. Cac khuén lac don duge léy ra va
dugc phén tich béng cach giai trinh tu. ADN tur cac khuén lac duong tinh dugc tinh ché
(ADN-Maxi-prep, Qiagen), trinh tw ddy dii dugc xac dinh va duoc dung dé chuyén
nhidm vio cic té bao dong vat c¢6 vii dé bidu hién protein tai t& hop.

Dé tao ra céac protein dot bién dic hiéu, tién hanh giy dot bién truc tiép vi tri
bing kit QuikChange Lightning (Agilent) va cac doan mdi thich hop.

Su biéu hién nhét thoi. T4t ca cac protein dot bién GDF15 duoc chuyén nhiém
nhét thoi trong cac té bao Expi 293F (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Céc té
bao thudong duoc cdy chuyén trong mdi trudong biéu hién Expi (Invitrogen) va dugc duy
tri du6i dang moi trudng nudi cdy hdn dich trong céc binh lic c6 kich thude khac nhau.
Théng thudng, cac té bao dugc cdy chuyén & mat do té bao bing 5e5 té bao sdng sét/ml
va dugc nudi cdy trong 3 ngay trude khi cdy chuyén. Cac binh duge gift trong ti i CO2
duge 1am 4m & nhiét d6 37°C va 5% luong CO». Cac té bao dugc nudi cdy trén bé thiét
bi lic New Brunswick (New Brunswick Scientific Company, Edison, NJ) & tdc dd lic
bang 120 vong/phut.

Tién hanh chuyén nhidm khi mét d6 t& bao trong mdi trudng nudi cdy dat toi
2,5e6 té bao séng s6t/ml & mirc d sdng sét 16n hon 95%. Thong thuong, dbi véi 50ml
dich chuyén nhiém, 2,5e6 té bao/ml X 50ml té bao dugc cdy vao trong binh lic ¢ dung
tich 250ml trong 42,5ml thé tich nudi cdy. 50pug ADN plasmit bao gém vat truyén biéu
hién mang gen quan tdm dugc pha lodng trudce trong 2,5ml méi trudng huyét thanh da
khir OPTI-MEM (Invitrogen). Cung lic d6 tac nhdn chuyén nhim Expifectamin
(Invitrogen), 2,67 lan thé tich (ctia lwrong ADN plasmit) ciing duoc pha lodng trong
2,5ml méi trudong huyét thanh da khir OPTI-MEM. Sau khi 0 trong thoi gian 5 phut &
nhiét d trong phong, tac nhan chuyén nhiém da pha lodng dugc bd sung tir tir vao
ADN plasmit da pha loang dé tao thanh phtrc hop kha bién chuyén nhim. Sau khi u
trong 20 phit & nhiét d trong phong, Sml phtic hop chuyén nhidm dwoc bd sung vio
42,5ml méi truong nudi cdy té bao. Sau do, cac té bao da chuyén nhiém duogc dit trong
ti G CO, dd lam 4m trén thiét bi lic xoay tron & tde do 120 vong/phut. 24 gior sau khi
chuyén nhiém, méi truong chuyén nhiém dugc nap 250 ul dung dich gen ting cuong 1

(Invitrogen) va 2,5ml dung dich gen ting cuong 2 (Invitrogen). Sau d6, mdi trudng
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nudi cdy nay dwoc dat lai vao trong ta 0 CO, da 1am 4m trén thiét bi lic xoay tron. 6
ngdy dén 7 ngay sau chuyén nhidm, mai trudng nudi cdy dugc thu hoach bing cach ly
tam & toc d6 3000 vong/phut trong thoi gian 30 phut trude khi duge loc qua mang loc
c6 kich thude 16 loc bang 0,2pum (Nalgene). Sau d6, cic miu duogc phén tich sy biéu
hién trén gel nhudm coomassie.

Su biéu hién t& bao CHO 6n dinh. Céc protein dot bién GDF15 dwoc biéu hién
én dinh tir hé GS Xceed™ véi dong té bao chi CHOK 1SV GS-KO duge dya trén hé
biéu hién da c6 tir lau ctia Lonza cho cac té bao CHOK1SV. Hé GS Xceed cho phép cac
dong té bao bidu hién cao dugc tao ra 1a thich hop dé san xuit cGMP. Hé nay bao gdbm
té bao chat CHOK 1SV GS-KO mang cGMP, vit truyén biéu hién GS, cic quy trinh ddy
@i dé nudi cy té bao, chuyén nhidm, chon loc va sang loc cac dong té bao, va cac quy
trinh tong hop v8 (mdi trudng va nguyén liéu nap). Dé phat trién cac dong té bao cho
cac protein dot bién GDF15, trudc hét nén tun thu cac khuyén cdo dugc goi y tir nha
san xuit dé tao ra dong t& bao khong dugc tach dong. Sau d6, cac dong té bao khong
dugc tach dong dugc tach dong trong mdi trudng pha lodng gidi han dé phan lap cac
dong té bao don biéu hién cao.

Tinh ché protein tai t6 hgp GDF15. Cac phan tir dung hop HSA-GDF15 duoc
tinh ché tir moi trudong nudi cdy bing cach bat giit nho 4i luc v6i xanh sepharoza hodc
bt gitt nho trao dbi ion. O ca hai truong hop, cac phan tir dung hop HSA-GDF15 dugc
giai hdp bang gradien ctia mudi thich hop/céc diéu kién pH thich hop dé giai hap va
phén tach t6i wu khoi cic tap chét protein té bao chi. Sau do, tat ca cdc phan tir dung
hop HSA-GDF15 dugc tinh ché tiép bang cach str dung cot GE Healthcare Superdex
200 (26/60) st dung 1X PBS lam dung dich dém chay. C4c phén t& dung hop dugc tinh
ché dugc xac dinh dic diém tiép va dugc khing dinh trinh tw bing LC/MS (Agilent
6500-series Q-TOF), duoc khéng dinh do phan tan don nhd HPLC loc gel (Agilent
1200-HPLC) va gel SDS-PAGE (khtr va khong khir) c6 nhuom coomassie va/hodc bac.
Péi véi cac thir nghiém in vivo, ndi doc té duge khing dinh 12 nhd hon SEU/mg dé tiém
dudi da.

Protein dot bién glycosyl héa GDF15 dugc tinh ché tir méi trudng nudi cdy bing
cach bit giit nho trao d6i ion. Trong tht ca cac truong hop, cac protein dot bién GDF15
duoc giai hip bang cach sir dung gradien clia mubi/dd pH thich hop dé giai hap va phan

tach tdi wu khoi céc tap chat protein té bao chu. Sau do, tit ca cac protein dot bién
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GDF15 dugc tinh ché tiép bang cach st dung GE HiTrap Phenyl HP & d6 pH 8,0 nho
gradien tuyén tinh gidm ctia amoni sulfat. Cac phan doan dugc danh gid va dugc tap
hop dua trén do tinh khiét va cac dic tinh glycosyl héa nho su chuyén dich gel trén cac
gel SDS-PAGE khong khit. Sau d6, cdc nhém cudi cia mbi protein dot bién GDF15
con duge x4c dinh dic diém tiép va dugc khing dinh trinh tu/glycan (+/- PNGase F,
NEB Cat. #P0704S) bing LC/MS (Agilent 6500-series Q-TOF), dugc khing dinh su
phén tan don nho loc Gel-HPLC (Agilent 1200-HPLC) va gel SDS-PAGE (khéng khir
va khtr) nhd nhudm coomassie va‘hodc bac. Tit ca cac protein dot bién GDF15 dugc
bao ché trong natri axetat 10mM do pH 4,0.

Danh gia do hoa tan ctia cac protein dot bién GDF15 cta ngudi. Céc protein dot
bién duge tham tach vao axit formic 0,01% (thé tich/thé tich) (pH 2,0) va dugc cb bang
cach st dung mang loc siéu ly tdm Amicon dugc lam tir cac nitroxenluloza tai tao
10.000 NMWL (UFC901096), trong mét vai trudng hop ¢6 néng do 16n hon 10mg/ml.
Nbéng d6 ban dau ctia mdi protein d6t bién dwoc xac dinh nhd hip thu & budce song
280nm va dinh luat Beer (hé s6 tit = 14400, khdi lugng phan tir = 12.287Da). Sau do,
mdi protein dot bién dugc pha lodng tudn tw gdp doi lai vao axit formic 0,01% va 90ul
mdi dung dich pha lodng duoc bd sung vao dia loai 96 18. 10ul 10X PBS (chira Tris
0,5M d6 pH 7,0) duge bo sung vao mdi 16 va do pH duoc khing dinh 13 7. Sau khi 0 &
nhiét d¢ trong phong qua dém kém lic, do duc duoc do & budce séng 370nm. Diém thay
d6i ma tai d6 do duc bat diu xuét hién dugc chip nhan 12 do hoa tan téi da cia mdi
protein dot bién. Céac protein dot bién dugc chia thanh ndm nhém tuy theo mac do duc
cla nd: < 0,2mg/ml = +; > 0,2mg/ml = ++; > 0,Smg/ml = +++; > 1,0mg/ml = ++++; >

5,0mg/ml = +++++.

Vi du 1: Thao tc di truyén phan tir dung hop HSA-GDF15 di dugc lam 6n dinh

Su biéu hién cdu trac M1 da cho thdy cac thach thic tong hop trong dong té bao
6n dinh CHOK1SV GSKO (Fig.4). Viéc cit dang ké phan tir dung hop dang dime
HSA-GDF15 da dugc quan sat thdy trong mdi truong nudi cdy té bao. Cac phén tir bi
cdt duoc phan lap nho sic ky trao ddi ion va/hodc sic ky twong tac ky nude va/hoic loc
gel dé thu duge mot ngudn phan tir dwoc lam giau dé phan tich dic diém tiép. Sau khi
phén tich LC/MS trén Agilent 6500-series Q-TOF, cac vi tri cit rd rang la ¢ dau cubi C
ctia phan tir dung hop HSA, trinh tu lién két, va & dau cudi N ctia GDF15. Céc phén tir
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chinh tir cau trac M1 dugc xdc dinh nhu sau (trinh tu lién két = dwoc gach chén,
GDF15 = in dam):

Phan t¢ 1 (SEQ ID NO:103):
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCT
VATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAP
ELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEF
AEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPS
LAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPL
VEEPQNLIKQONCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVV

LNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVEL
VKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVA

Phan tir 2 (SEQ ID NO:104):
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCT
VATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAP
ELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEF
AEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPS
LAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPL
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVV
LNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVEL
VKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALG

Phan t& 3 (SEQ ID NO:105):
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCT
VATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETIARRHPYFYAP
ELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEF
AEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPS
LAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPL
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVV
LNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVEL
VKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLG

Luu y rang phan tir 3 bao gdm trinh tu axit amin ctia albumin huyét thanh truéng
thanh ctia ngudi va mot (thir nhat) axit amin cua trinh tu lién két. Phan tir 1 va 2 thiéu
tém axit amin cubi va mot axit amin cudi & ddu cudi C cua trinh tu axit amin cta
albumin huyét thanh trudng thanh ctia nguoi.

Phan tr 4 (SEQ ID NO:106):
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCT
VATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAP

ELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEF
AEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPS
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LAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPL
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVV
LNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCEFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVEL
VKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGGGSGGGGSGGGGSAR

Phan t 5 (SEQ ID NO:107):

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCT

VATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAP
ELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEF
AEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPS
LAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPL
VEEPONLIKQNCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVV
LNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVEL
VKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGGGSGGGGSGGGGSARN

Dé giam thiéu va didu chinh van dé cit dugc quan sat & gin ving trinh tu lién
két ctia phén ttr dung hop, chu triac M2 dugc thiét ké twong duong véi cdu triac M1, tuy
nhién ¢6 doan cut gdm ba gbc dau tién & dau tan cing N trong GDF15 (AARN hoic
AN3) (Fig.3). Ciu tric M2 duoc 1am 6n dinh thu duoc néu duoc biéu hién trong dong
té bao én dinh CHOK 1SV GSKO, di cho thiy cic van dé cit ti thiéu nhu duoc quan
sat & M1 khi so sanh moi truong c6 diéu kién cho mdi cdu tric duoc biéu hién. Fig.4
thé hién su cit dang ké duogc quan sat & M1 va do 4n dinh cta cdu trac M2.

Dua trén su ting cuong do 6n dinh duoc quan sat ¢ ciu trac M2, thao tac di
truyén tiép duge thuc hién ddi voi chilu dai trinh tu lién két t6i uvu va kha nang cit.
Chiéu dai trinh tu lién két tdi vu cua [(G4S)]s dugc dat duoc va co lién quan dén cac
doan mit & dau tan cing N ctia GDF15 g6m 3 géc (M3 — AARN hodc AN3) hodc 6 géc
(M4 — AARNGDH hodc AN6) (xem Fig.5).

Vi du 2: Tac dung cua cac phéan tir dung hop HSA — GDF15 duogc ting cudng do 6n
dinh dén thé trong va su hép thu thire dn & mau chudt DIO

Tac dung cta phéan tir dung hop duoc dung dudi da bao gdm HSA téi t6 hop
dugc dung hop véi GDF15 cia nguoi tai t6 hop dén thé trong va su hép thu thirc an
duoc danh gid sau 7 ngay st dung. Noi tom lai, cdc protein dung hop M1 (Fig.3), M3
va M4 (Fig.5) duoc dung, & lidu 4nmol/kg, 12nmol/kg va 40nmol/kg, dudi dang tiém
tinh mach nhanh duéi da (10ml/kg) cho chudt DIO c6 can ndng khoang 38¢g dén 40g.
Sau khi dung ddi chimg chét din hodc protein dung hop, thé trong va su hap thu thirc
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an duoc kiém tra & thoi diém 24 gio va 7 ngay sau khi dung lidu dé kiém tra hiéu qua.
Céc két qua thu duge & chudt DIO ding lidu 40nmol/kg dugc thé hién trong cac Fig.6
va7.

Nhu dugc thé hién trong Fig.6, viéc ding protein dung hop & liéu 40nmol/kg
(4nmol/kg va 12nmol/kg khong dugc thé hién) da cai thién déng ké viéc giam hip thu
thtrc an. O mdi nhém chudt, n = 8 va cac gia tri p (*, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001,
ns=khéng dang ké) duoc xac dinh bang kiém dinh T student hai nhém ddc I4p so sanh
sw hap thu thirc &n & cac ndng dd khac nhau v6i nhom ddi chimg ding chét dan & mbi
thoi diém cuy thé.

Tham khao Fig.6, 24 gid (1 ngiy) sau khi dung protein dung hop so véi ddi
chimg chit d4n da din dén lam giam sy hip thu thirc an nhu sau (chét din = 2,8g +/-
0,13g): nhom lidu 4nmol/kg (M1 = 1,9g +/- 0,25g, **; M3 = 1,8g +/- 0,18g, ***; M4 =
1,8g +/- 0,10g, ***), nhém lidu 12nmol/kg (M1 = 1,5g +/- 0,19g, ***; M3 = 1,9g +/-
0,16g, ***, M4 = 1,7g +/- 0,12g, ***), va nhém lidu 40nmol/kg M1 = 1,3g +/- 0,11g,
k*% M3 = 1,8g +/- 0,06g, ***; M4 = 1,5g +/- 0,15g, ***). 7 ngay sau khi ding cic
phén tir dung hop so véi ddi chung chit ddn da dan dén lam gidm sy hip thu thtc in
nhu sau (chét dan = 2,7g +/- 0,09g): nhém lidu 4nmol/kg (M1 = 2,0 +/- 0,18g,**; M3 =
2,5g +/- 0,08g, ns; M4 = 2,5g +/- 0,09g, ns), nhom lidu 12nmol’kg (M1 = 2,0g +/-
0,20g, **; M3 = 22g +/- 0,17g, *; M4 = 2,4g +/- 0,28g, ns) va nhom lidu 40nmol/kg
(M1 =1,7g +/- 0,14g, ***; M3 =2,4g +/- 0,25g, ns; M4 = 2,2g +/- 0,24g, ns).

Nhu dugc thé hién trong Fig.7, viéc dung cic phan t& dung hop & lidu
40nmol/kg (4nmol/kg va 12nmol/kg khong duoc thé hién) da din dén lam giam dang
ké thé trong. O mdi nhom chudt, n = 8 va céc gia tri p (*, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001, ns=khong dang ké) duoc xac dinh boi kiém dinh T student hai nhém ddc 1ap
so sanh su hip thu thirc an & cdc nong do khic nhau véi nhém d6i chung ding chét din
& mdi thoi diém cu thé,

Tham khao Fig.7, & thoi diém truéc khi ding liéu (ngay=0) cac phan tir dung
hop so v6i dbi chimg chét din, thé trong dudi ddy da dugc ghi lai (chit din = 39,0g +/-
0,92g): nhém lidu 4nmol/kg (M1 = 39,2¢g +/- 0,66g; M3 = 39,4g +/- 0,91g; M4 = 39,3g
+/- 0,77g), nhém lidu 12nmol/kg (M1 = 39,4g +/- 0,78g; M3 = 39,3g +/- 1,09g; M4 =
39,3g +/- 0,81g), va nhom lidu 40nmol/kg (M1 = 39,2g +/- 0,64g; M3 = 39,2g +/-
0,68g; M4 = 38,9g +/-0,60g). 24 gio (ngay=1) sau khi dung cdc phan tir dung hop so
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v6i dbi chimg chét dan, thé trong dudi day dwoc ghi lai (% mirc gidm = mirc chénh 1éch
delta so véi trong luong nhom trude khi dung lidu). Chét din = +0,3g +/- 0,11g,
+0,6%), nhom lidu 4nmol/kg (M1 = -0,6g +/- 0,21g, -1,5%, ***; M3 = -0,6g +/- 0,17g,
-1,6%, ***; M4 = -0,9g +/- 0,13g, -2,4%, ***), nhom lidu 12nmol/kg (M1 = -0,9g +/-
0,11g, -2,3%, ***; M3 = -0,7g +/- 0,18g, -1,6%, ***; M4 = -0,6g +/- 0,16g, -1,7%,
#5%) v nhom lidu 40nmol/kg (M1 = -1,0g +/- 0,14g, -2,5%, ***; M3 = -0,6g +/-
0,09¢g, -1,5%, ***; M4 = -0,8g +/-0,22g, -2,1%, ***). 7 ngay sau khi dung c4c phén tir
protein dung hop so véi d6i ching chét dan, thé trong dudi ddy dugc ghi lai (% mirc
giam = muc chénh 1éch delta so véi trong luong nhém trude khi dung liéu). Chéit dan =
+1,2g +/- 0,25g, +3,1%), nhém lidu 4nmol/kg (M1 = -1,3g +/- 0,30g, -3,3%, ***; M3 =
-1,1g +/- 0,32g, -2,8%, ***; M4 = -2,0g +/- 0,29g, -5,0%, ***), nhém lidu 12nmol/kg
(M1 = -1,8g +/- 0,34g, -4,7%, ***, M3 = -1,4g +/- 0,43g, -3,6%, ***; M4 = -1,5g +/-
0,32g, -3,7%, ***), va nhom lidu 40nmol/kg (M1 = -2,6g +/- 0,28g, -6,7%, ***; M3 = -
2,1g +/-0,28g, -5,4%, ***; M4 = -2,6g +/-0,31g, -6,7%, ***).

S liéu trén Fig.6 va Fig.7 chimg to rang cac phan tir dung hop HSA véi su t6i
vu hoéa trinh tu lién két va cac doan cut & dAu tan cung N ctia GDF15 1a c6 hoat tinh, va
céac phén tir dung hop nay la mot cach tiép can kha thi dé ting cuong cic dic tinh c6 loi

nhét dinh ctia cac phan tir GDF15.

Vi du 3: Céac protein dot bién GDF15 cta nguoi voi cac déc tinh vat ly dugc cai thién
B6 dit liéu trong vi du 3 dé cap dén cac gidi han vé d6 hoa tan c6 lién quan dén
tinh ki nuéc va tinh wa nude & bé mit von c6 & GDF15 trudng thanh clia nguoi. Ngoai
ra, tic dung dén do hoa tan cua (cac) vi tri lién Ung glycosyl hoa dugc lién két voi N
dua vao doc trinh ty cia GDF15 trudng thanh cia nguoi duoc danh gia. Pé thuén tién
cho viéc danh giéa cac dac diém biéu hién; cac dic tinh glycosyl hoa va dd hoa tan cua
cac protein dot bién GDF15 cta nguoi tai td hop, trudng thanh, déu duoc cAu trac dudi
dang céc protein dot bién trudng thanh duge dung hop véi trinh tu peptit tin hi¢u IgK
va duoc thé hién & Fig.8A. 17 protein dot bién GDF15 (dugc ky hiéu 1a MS dén M21;
twong ung SEQ ID NO: 81 dén 97) duoc tao ra. P6i voi M16, phién ban dugce loai bo
dAu tn cung N: protein dot bién AN3-M16 duge tao ra va do hoa tan cta n6 dugce xac
dinh. Protein dot bién M5 gOm hai vi tri lién tmg glysosyl hoa dugc lién két voi N duoc

dwa vao nhé thay thé D & vi tri 5 trong GDF15 wt (SEQ ID NO: 1) bang T va nh¢ thay
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thé R & vi tri 21 trong GDF15 wt (SEQ ID NO: 1) bing N. O céc protein dot bién M6-
M21, mdt vi tri lién g glycosyl hoa dugc lién két véi N duoc dua vao (xem Fig.8A).
Can luu y rang mic d cac protein ddt bién bao gdm trinh tu tin hiéu IgK & dau cudi N
nhim muc dich chi vi tri thay thé, nhung cac gbe duge danh sd nhu vi tri gbc twong tng
¢ SEQ ID NO: 1. Do d6, vi du, mac du T ¢6 mat & vi tri 27 trong protein dot bién M35,
nhung né duge chi 1a vi tri 5, vi vi tri ctia gbe D tuong ung trong SEQ ID NO: 1 1a 5.

Cac danh gid do hoa tan duoc tién hanh trén céac protein dot bién (trong axit
Formic 0,01%) thong qua mot hdn hop g(‘“)m 10X PBS + Tris 0,5M pH 7,0, mt dung
dich dém nghiém ngit ma cac cai thién vé do hoa tan cua protein dot bién c6 thé duogc
danh gid so v6i GDF-15 trudng thanh cia nguoi.

Danh gia do hoa tan dugc xac dinh dua trén phd hap thu & budc séng 280nm nhd
quy ludt Beer dugc tinh toan biang hé s§ tit (GDF15 truéng thanh clia nguodi =
14.400/monome) va khéi luong phén t& (GDF15 truéng thanh cia nguoi =
12.278Da/monome).

Trude khi duge danh gid do hoa tan, mdi protein dot bién N-Glycan da thao tac
di truyén néu trong Fig.8A va protein dot bién AN3-M16 dugc danh gid ca vé kha nang
tiét nhu mot dong dime GDF15 gip nép trong moi truong nudi cdy mo cia dong vt co
vii va vé su chiém giit vi tri N-glycan. Nhu néu trong Fig.9, mudi bén trong sb mudi
tam protein dot bién dugc glycosyl héa dugce tiét ra dudi dang déng dime GDF15 gép
nép, trong khi d6 M8, M10, M14 va M15 khong tao ra dime va duogc biéu hién dudi
dang két tu. Toan bd mudi bdn protein dot bién glycosyl héa dugc biéu hién ma duoc
tiét ra & dang ddng dime dugc danh gid sau d6 béi LC/MS va su chuyén dich trén gel
SDS-PAGE dé x4c dinh su chiém gilt cdc nhom N-Glycan trén vi tri lién ing sau khi
tinh ché tir mdi trudng c6 didu kién. O tat ca mudi bdn trudong hop, céc protein dot bién
duoc biéu hién déu c6 mirc do chiém gift cao va mdt tdp con duoc phan tich vé su cai
thién cac dac tinh vat Iy nhu d6 hoa tan.

Céc protein dot bién GDF15 N-Glycan duge thao tac di truyén ma déu duoc tiét
ra & dang dong dime va ¢6 muc chiém gitr glycan cao trong vi tri lién tmg duogc kiém
tra vé su cai thién d6 hoa tan so voi GDF15 truéng thanh cia nguoi. Piém thay d6i ma
tai d6 do duc bat dau xuit hién duoc chip nhan 1a do hoa tan tdi da cho mdi protein dot
bién. Cac protein dot bién duge phan loai vao mot trong sé nam nhom tuy thudc vao

mirc hoa tan cua ching: < 0,2mg/ml = +; > 0,2mg/ml = ++; > 0,5mg/ml = +++; >
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1,0mg/ml = ++++; > 5,0mg/ml = +++++, mdi protein dot bién GDF15 N-glycan ma
dugc danh gia thé hién do hoa tan t6t hon so véi GDF15 trudng thanh ciia ngudi: M5:
tH+, MT7: +++, M11: +++, M12: A+, M13: ++++, M16: +++++, AN3-M16: +++++,

MI17: +++++, M20: ++++, M21: +++,

Vi du 4: Tac dung clia c4c protein dot bién M16, AN3-M16 va M17 1én su hip thu thirc
in & mau chudt DIO

Téc dung ctia cic glycoprotein dot bién ding dudi da 1én su hép thu thic dn
dugc danh gia. Glycoprotein dot bién M16 (SEQ ID NO: 92) va M17 (SEQ ID NO: 93)
dugc md ta trong vi du 3 trén day. Glycoprotein dot bién duoc ky hiéu 1a AN3-M16
cling dugc danh gia. Trinh tu cta glycoprotein dot bién AN3-M16 dugc d& xuit nhu
dudi day:

mdmrvpagllgllliwlrgarcGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWYVLSP
REVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLI
QONTTTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO: 100)

Can luu ¥ ring cac polypeptit duoc sir dung cho chudt khdng bao gdm trinh tir
tin hiéu IgK (mdmrvpaqllgllllwlrgarc, SEQ ID NO: 101) nhu trinh ty tin hiéu IgK duoc
cét ra tir polypeptit dugc tiét ra bai peptidaza tin hidu dugc biéu hién bdi cac té bao (céc
té bao 293).

Tham khao Fig.10, viéc ding dudi da mot lidu don 1,0mg/kg (40 nmol/Kg) chit
din PBS, GDF15 trudng thanh clia ngudi hodc protein dot bién N-glycan duoc tién
hanh cho chudt DIO duc 17 tudn tudi (n = 9). Su hép thu thic an (gam/chudt) sau 24
gio ding duéi da dugc kiém tra. Cac gid tri P dwoc xac dinh bang kiém dinh T student
hai nhém ddc 1ap so v6i nhém ddi chimg ding chét dan (PBS).

Nhu duge thé hién trong Fig.10, viéc st dung glycoprotein dot bién din dén lam
giam sy hép thu thuc dn. O mdi nhém chuot, cac gia tri p (¥, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001) duogc xac dinh bang kiém dinh T student hai nhém doc 14p so sanh nhém hép
thu thirc an v6i nhom ddi chimg dung chit din. GDF15 kiéu dai ciing lam giam sy hip

thu thtre an.
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Vi du 5: Tac dung cua cac protein dot bién M16, AN3-M16 va M17 dén thé trong &
mau chudt DIO

Téc dung cla céc glycoprotein dot bién ding dudi da dén thé trong dugc danh
gia. Cho chudt dyc DIO 17 tuan tudi (n = 9) str dung dudi da mot lidu don 1,0mg/kg
(40nmol/kg) chit ddn PBS, GDF15 trudng thanh clia nguoi hodc protein dot bién N-
glycan (M16, M17, va AN3-M16). Kiém tra thé trong sau 24 gi dung dudi da. Céc gid
tri p duoc x4c dinh bang kiém dinh T student hai nhém déc 1ap so véi nhom ddi chimg
dung chit dan (PBS).

Viéc st dung glycoprotein dot bién din dén lam giam thé trong (Fig.11). O mdi
nhém chudt, céc gia tri p (¥, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001) dugc xic dinh bing
kiém dinh T student hai nhém doc 1ap so sanh nhém hap thu thic dn véi nhom dbi

ching dung chat din. GDF15 kiéu dai cling 1am giam thé trong.

Danh muc trinh tu di kém duoc thé hién dudi dang tép tin text
Danh muc trinh tu di kém duoc thé hién dudi dang tép tin text, “NGMB-
139WO_SeqList.txt” duogc tao ra vao ngay 22/07/2015 va c6 kich thude 133 KB. Noi

dung ctia file text nay duoc dwa vao ddy bang cach vién dan toan bo.

Vién din chéo dén cac don c6 lién quan
Pon nay yéu ciu bao hd quyén uwu tién cua chudi don tam thoi My sb
62/031,063, ndp ngay 30/07/2014 va chudi don tam thoi My sé 62/195,908 nop ngay

23/7/2015, céc don nay dugc dua vao day béng cach vién dan.

Céc phuong 4n cu thé theo sang ché dugc md ta & ddy, ké ca phuong 4n t6t nhat
da biét ddi véi cac tac gia sang ché dé thuc hién sang ché. Bing cach doc ngudi co hidu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thut nay c6 thé hiéu duoc phan mb ta, cac phuong an
thay dbi ctia cac phuong 4n duoc boc 16 trén déy, va hi vong rang ngudi co hidu biét
trung binh trong linh vuce k¥ thuat nay c6 thé sir dung céc phuong an thay ddi nay khi
can. Do d6, sang ché duoc du dinh 1a duoc thuc hién chtr khong phai 1a duge mo ta cu
thé & ddy, va sang ché bao gdbm céc phuong 4n thay ddi va cac phuong an tuong duong
clia ddi twong duge néu trong yéu cau bao ho di kém dudi su cho phép bai luit 4p dung.

Hon thé nita, sdng ché cling bao gdm ca phuong an t6 hop cac khia canh néu trén & tat
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ca cac dang thay ddi c6 thé c6 cua chung trir khi duoc quy dinh theo c4ch khéac hodc
duge pht nhan 6 rang theo cach khac trong phan mé ta.

Tt ca cac cong bd, cac don patent, cac sb truy cap va cac sd vién din khac néu
trong ban md ta ndy dugc dwa vao diy bing cich vién dan nhu 1a mdi cong bé, hoic

don patent duoc néu riéng va cu thé dugc dwa vao ddy bang cach vién dan.
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YEU CAU BAO HQ

1. Polypeptit chita trinh tu axit amin lién k& ma Ia twong ddng it nhat 90% véi trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 1,

trong d6 polypeptit ndy chira it nhit mot trong sb cac cdp thay thé axit amin twong Ung
trong SEQ ID NO: 1 duéi day:

(a) K9IN va D93T/S hoic

(b) D93N va G95T/S
trong d6 polypeptit ndy 13 pht hop dé dung trong viéc diéu tri hodic ngin ngira bénh vé chuyén

héa, bénh kém theo rdi loan chuyén hoa, roi loan can ning hoic réi loan chuyén hoa glucoza.

2. Polypeptit theo diém 1, trong d6 trinh tu axit amin lidn k& 1a tuong ddng it nhat 95%
V4i trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1.

3. Polypeptit theo diém 1, trong d6 trinh tw axit amin lién k& 13 tuong dong it nhit 97%
v6i trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1.

4. Polypeptit theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong do trinh tu polypeptit nay
chita céc thay thé K9IN va D93T/S ciia axit amin twong tmg & SEQ ID NO: 1.

5. Polypeptit theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 trinh tu polypeptit

thiéu ba axit amin ddu tién c6 mit & dau tan cung N ciia SEQ ID NO: 1.

6. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit ndy thiéu sdu axit amin du tién c6 mat 3
dAu tan cing N cta SEQ ID NO: 1.

7. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit nay thiéu muoi bdn axit amin diu tién c6

mit & dau tan cing N cua SEQ ID NO: 1.

8. Polypeptit theo diém bt ky trong s& céc diém 1 dén 5, trong d6 polypeptit nay chira
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 30.

9. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit nay chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:
30.
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10.  Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit ndy chura trinh tur axit amin bét ky trong
s cac SEQ ID NO: 13, 14 va 31.

11.  Polypeptit theo didm bAt ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 polypeptit nay
duoc dung hgp vai polypeptit khac loai.

12.  Polypeptit theo diém 11, trong d6 polypeptit khac loai 1a albumin huyét thanh,
protein lién két v4i maltoza, hodc polypeptit Fc cia globulin mién dich, va trong do
polypeptit khac loai dugc dung hop voi d4u tan cung N ctia polypeptit hodc d4u tan cung C
cua polypeptit.

13.  Dime chura polypeptit theo diém bAt ky trong sb cic diém néu trén.

14.  Dime theo diém 13, trong d6 dime nay 1a (a) homodime va/hodc (b) dugc N-

glycosyl hoa.

15. Pime theo diém 13, trong d6 dime nay 1a dime cai bién dd duoc N-glycosyl hoa
bing GDF 15N, trong d6 dime cai bién da dugc N-glycosyl hoa bang GDF15N 1a homodime
¢ hai polypeptit ma mbi polypeptit c6 cing cac trinh ty axit amin, trong do polypeptit nay

chira it nhat 1a mot vi tri N-glycosyl hoa ma duge N-glycosyl hoa.

16. Dime theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 13 dén 15, trong d6 dime nay déu chira

hai polypeptit mdi polypeptit chira trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO: 30.

17. Dime dugc N-glycosyl hoa chira hai polypeptit d& duoc két hop cdng hoa tri véi
nhau, trong dé6 mdi polypeptit trong s6 hai polypeptit nay déu chura trinh tu axit amin néu &

SEQ ID NO: 30.

18.  DPime dugc N-glycosyl héa chira hai polypeptit d& dugc két hop cong hoa tri véi
nhau, trong d6 mdi polypeptit trong s6 hai polypeptit nay déu chi chtra trinh ty axit amin

néu & SEQ ID NO: 30.

19.  Phan tir axit nucleic ma héa polypeptit theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén

12 hodc dime theo diém bat ky trong sb cic diém tir 13 dén 18.

-94-



34811

20. Vit truyén chira phan tir axit nucleic theo diém 19, trong d6 phén tir axit nucleic nay
lién két khi hoat dong voi yéu t6 kidm soét bidu hién ma gdy ra su biéu hién cta phan tir axit

nucleic nay in vitro hoic in vivo.
21. Vit truyén theo diém 20, trong d6 vat truyén ndy chura vt truyén virut.

22.  Té bao chi ma biéu hién polypeptit theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 12

hogc dime theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 13 dén 18.

23.  Duogc phim chira polypeptit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 12 hodc dime
theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 13 dén 18, va chét pha long, chit mang hoic t4 duoc

dugc dung.

24. Vit chira v6 triing chita duoc phdm theo diém 23.

25.  Phuong phap tao ra polypeptit theo diém bat ky trong s§ cac diém tir 1 dén 12 hodc
dime theo diém bét ky trong sb cac didm tir 13 dén 18, phuong phép nay bao gdm cac budc:

nudi cdy té bao chu biéu hién polypeptit hodc dime nay; va

tinh ché polypeptit hodc dime da duoc bidu hién.
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Fig. 1

Céc thé dot bién glycosyl hoa (duoc danh s6 1-17; SEQ ID NO: 2-18) duoc sap thing hang véi
GDF15 kiéu dai (SEQ ID NO: 1)

1 10 20 30 40 50

| | I | | |

WT ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

1 ARNGTHCPLGPGRCCRLHTVNASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

2 ARNGDHCPLGPGRCCNLTTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

3 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRANLTDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

4 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASNETLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

5 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPNQTRAANMHAQ 60

6 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSNFTAANMHAQ 60

7 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQNRTANMHAQ 60

8 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQOVTMCIGACPSQFNATNMHAQ 60

9 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

10 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

11 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

12 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

13 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

14 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

15 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

16 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

17 ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

61 70 80 90 100 110
| | | | | |

WT IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:1)

1 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:2)

2 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:3)

3 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:4)

4 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:5)

5 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:6)

6 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:7)

7 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:8)

8 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:9)

9 IKTNLTRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:10)
10 IKTSNHTLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:11)
11 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPANYTPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:12)
12 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQNTTTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:13)
13 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTNTTVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:14)
14 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDNGTSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:15)
15 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGNSTQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:16)
16 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVNLTTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:17)
17 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLNKTCHCI (SEQ ID NO:18)
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Céc thé dot bién AN3 glycosyl héa (dugc danh sb 18-34; SEQ ID NO: 19-35) dwoc sép thing
hang v6i GDF15 kiéu dai (SEQ ID NO: 1)

1 10 20 30 40 50

| | | i | |
WT ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
18 GTHCPLGPGRCCRLHTVNASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
19 GDHCPLGPGRCCNLTTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
20 GDHCPLGPGRCCRLHTVRANLTDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
21 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASNETLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
22 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPNQTRAANMHAQ 60
23 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSNEFTAANMHAQ 60
24 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQNRTANMHAQ 60
25 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFNATNMHAQ 60
26 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
27 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
28 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
29 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
30 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
31 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
32 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
33 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60
34 GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ 60

61 70 80 90 100 110

| | | | l l

WT IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
18 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
19 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
20 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
21 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
22 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
23 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
24 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
25 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
26 IKTNLTRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
27 IKTSNHTLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
28 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPANYTPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
29 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQNTTTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
30 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTNTTVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
31 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDNGTSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
32 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGNSTQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
33 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVNLTTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID NO:
34 IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLNKTCHCI (SEQ ID NO:
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Fig. 3

Protein dung hop M1: trinh tu tin hiéu IgK (chit in thuong) duoc dung hop véi trinh tu axit amin
ctia HSA dwoc dung hop véi trinh tu lién két [(Glys-Ser)]s (dwoc gach chan) véi dau cudi N cia
GDF15 truong thanh cua nguoi (in dam) (SEQ ID NO: 77)

mdmrvpagllgllllwlrgarcDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEE
TFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGER
AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEK
SHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAA
ADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKH
PEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLS
EKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGGGSGGGG
SGGGGSARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLS PREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPD
TVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

Protein dung hgp M2: trinh ty tin hiéu IgK (chit in thuong) dugc dung hgp véi trinh tir axit amin
cta HSA dugc dung hop véi trinh tur lién két [(Glys-Ser)]s (duoc gach chan) véi dau cudi N ctia
GDF15 truéng thanh cia ngudi (in ddm) bi mat 3 axit amin (AARN) (SEQ ID NO: 78)

mdmrvpagllgllllwlrgarcDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEE
TFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGER
AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEK
SHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAA
ADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQONLIKQNCELFEQLGEYKFQONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKH
PEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLS
EKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGGGSGGGG
SGGGGSGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVP
APCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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Fig. 4

Cau trdc: M2 M1

hGDF15

180 kDa

115 kDs —hGDF15

82 kDa
64kDa
49 kDa

37 kDa —  Cac phan ti bij cat

26 kDa
19 kDa
15 kDa

EkDa
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Fig. 5

Protein dung hop M3: trinh tu tin hiéu IgK (in thuong) dugc dung hop véi trinh tu axit amin cta
HAS duogc dung hop véi trinh tu lién két [(Glys-Ser)]s (dugc gach chan) véi dau cudi N ctia trinh
tu axit amin caa GDF15 trudng thanh cta ngudi (in ddm) bi mét 3 axit amin (dugc ky hidu la
AARN hoac AN3) (SEQ ID NO: 79)

mdmrvpagllgllllwlrgarcDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEE
TFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQOKFGER
AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEK
SHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAA
ADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKH
PEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLS
EKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTS
LHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQOTYDDLLAKDCHCI

Protein dung hop - M4: trinh tu tin hiéu IgK (in thuong) dugc dung hop véi trinh tu axit amin
ctia HAS duoc dung hop vdi trinh tu lién két [(Glys-Ser)]s (dwoc gach chan) véi dau cudi N cua
trinh tw axit amin ctia GDF15 trudng thanh cta ngudi (in ¢4m) bi mét 6 axit amin (duge ky hiéu
la AARNGDH hoac AN6) (SEQ ID NO: 80)

mdmrvpagllgllllwlrgarcDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEE
TFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGER
AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEK
SHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAA
ADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKH
PEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLS
EKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHR
LKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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B 2

Thoi gian (ngay)

ns

W'Chit dan
@ M1 [{HSA-3{G45)-hGDF15) 40rmol/ kg
0O M3 (H5A-5{G45)-DN3-hGDF 15) 4Gnmol kg

O M4 [HSA-5{G45)-DNE-hGDF15) 46rmol kg

®Chat dan

B M1 (H5A-3{G45)-hGDF15) 46nmol kg

Thoi gian (ngay)
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Fig. 8A

Céc protein d6t bién glycosyl hoa hGDF15 bao gdm trinh tu tin hiéu IgK (chit in thuong) dugc
dung hop v6i ddu cudi N cia trinh ty axit amin cuia GDF15 truéng thanh cia ngudi (in dam)

M5 - (SEQ ID NO: 81)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGTHCPLGPGRCCRLHTVNASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCT

M6 - (SEQ ID NO: 82)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCNLTTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M7 - (SEQ ID NO: 83)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRANLTDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M8 - (SEQ ID NO: 84)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHC PLGPGRCCRLHTVRASNETLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M9 - (SEQ ID NO: 85)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PNQTRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M10 - (SEQ ID NO: 86)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSNFTAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M11 - (SEQ ID NO: 87)
mdmrvpaqgllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQNRTANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M12 - (SEQ ID NO: 88)
mdmrvpaqgllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFNATNMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M13 - (SEQ ID NO: 89)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTNLTRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M14 - (SEQ ID NO: 90)

mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSNHTLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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Fig. 8A (tiép)

M15 - (SEQ ID NO: 91)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPANYTPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M16 - (SEQ ID NO: 92)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQNTTTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

M17 - (SEQ ID NO: 93)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTNTTVSLQTYDDLLAKDCHCI

M18 - (SEQ ID NO: 94)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDNGTSLQTYDDLLAKDCHCI

M19 - (SEQ ID NO: 95)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGNSTQTYDDLLAKDCHCI

M20 - (SEQ ID NO: 96)
mdmrvpaqllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVNLTTYDDLLAKDCHCI

M21 - (SEQ ID NO: 97)
mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLNKTCHCI
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Fig. 8B

Céc trinh tu axit nucleic ma héa cac protein dot bién glycosyl héa hGDF15 bao gém trinh ty tin
higu IgK dwoc dung hop véi dau cudi N cua trinh tw axit amin cia GDF15 trudng thanh cua
ngudi (nhu dugce thé hién trong Fig.8A).

Cac trinh tu axit nucleic ma hoa M5

atggacatgagggtccccgctcagctcecctggggcectectgectactctggecteccgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGACTCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCAA
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGALCGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 108)

Céc trinh tu axit nucleic ma hoéa M6

atggacatgagggtccccgctcagctcecctggggectecctgectactctggecteccgaggtgeccagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCAATCTGACCACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 109)

Cac trinh tu axit nucleic ma hoéa M7

atggacatgagggtccccgctcagcectcecctggggetecctgctactcectggectccgaggtgceccagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGAACCTGACGGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 110)
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Fig. 8B (tiép)
Cac trinh tu axit nucleic ma hoa M8

atggacatgagggtccccgctcagcectcecctggggctcecctgctactcectggctceccgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGAATGAAACCCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQIDNO: 111)

Céc trinh tu axit nucleic ma hoa M9

atggacatgagggtccccgctcagcetectggggctectgetactctggecteccgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAACCAGACCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQIDNO: 112)

Céc trinh tu axit nucleic ma héa M10

atggacatgagggtccccgctcagctcecctggggctectgectactctggetecgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCAACTTCACGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQIDNO: 113)

Cac trinh tu axit nucleic ma héa M11

atggacatgagggtccccgctcagctectggggectecctgectactcectggectccgaggtgeccagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGAACCGGACGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQIDNO: 114)
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Fig. 8B (tiép)

Céc trinh ty axit nucleic ma héa M12
atggacatgagggtccccgctcagctcecctggggcectectgcectactcectggectecgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCAACGCGACGAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 115)

Céc trinh ty axit nucleic ma héa M13
atggacatgagggtccccgctcagctcecctggggetectgectactcectggecteccgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCARACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
ACCTGACGCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 116)

Céc trinh ty axit nucleic ma hoa M14
atggacatgagggtccccgctcagctcectggggectectgectactctggeteccgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCARAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCAACCACACCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATA (SEQIDNO: 117)

Céc trinh ty axit nucleic ma héa M15

atggacatgagggtccccgctcagcectcecctggggctecctgetactectggecteccgaggtgeccagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAACTACACTCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 118)
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Fig. 8B (tiép)

Cac trinh tu axit nucleic ma hoa M16
atggacatgagggtccccgctcagcetcecctggggectectgectactcectggectceccgaggtgeccagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAACACCACCACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQIDNO: 119)

Céc trinh tu axit nucleic ma héa M17

atggacatgagggtccccgctcagcectcecctggggetcectgetactectggecteccgaggtgceccagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCAACACCACGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 120)

Céc trinh tu axit nucleic ma hoa M18

atggacatgagggtccccgctcagcectcctggggctecctgctactctggecteccgaggtgeccagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACAACGGGACGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 121)

Céc trinh tu axit nucleic ma héa M19

atggacatgagggtccccgctcagctcctggggcectectgectactcectggectccgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAARAAGACCGACACCGGGAACTCGACCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 122)
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Fig. 8B (tiép)

Céc trinh tu axit nucleic ma héa M20

atggacatgagggtccccgctcagctcecctggggctecctgectactectggecteccgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGAACCTCACGACCTATGATGACTTGTTAGCC

AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 123)

Céac trinh tu axit nucleic ma héa M21

atggacatgagggtccccgctcagctcctggggetecctgectactcectggcteccgaggtgecagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCGCGCGTC
GCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACCATGTGCATCGGC
GCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGAGCCTGCACCGCCTGAAGC
CCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGGTGCTCATTCAAAAGACCGA
CACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAAACAAAACCTGCCACTGCATATGA (SEQID
NO: 124)
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Fig. 8C

Trinh tyu axit amin AN3-M16 (trinh ty tin hiéu IgK (chit in thuong) dugc dung hop véi dau cubi
N cua GDF15 truong thanh cua ngudi (In dam)

mdmrvpagllgllllwlrgarcGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQ
FRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQONTTTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID
NO: 100)

Trinh tu axit nucleic ma hoa AN3-M16

atggacatgagggtccccgctcagctcctggggetectgectactcectggectccgaggtgecagat
gt GGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCGCGCGTCGCT
GGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACCATGTGCATC
GGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGAGCCTGCACC
GCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGGTGCT
CATTCAAAACACCACCACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCCAAAGACTGC
CACTGCATATGA (SEQID NO: 125)

Fig. 8D

Trinh tu axit amin ctia GDF15 truong thanh kiéu dai ctia ngudi duge dung hop véi trinh tu tin
hiéu IgK & dau cudi N (IgK-WT-GDF15)

mdmrvpagllgllllwlrgarcARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCI GAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ
ID NO: 126)

Axit nucleic ma héa [gK-WT-GDF15

atggacatgagggtccccgctcagctcecctggggectecctgetactctggectccgaggtgeccagat
gt GCGCGCAACGGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCG
CGCGTCGCTGGRAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACC
ATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGA
GCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCC
CATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCC
AAAGACTGCCACTGCATATGA (SEQID NO: 127)
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Fig. 9

Panh gia sw tao thanh dime protein ddt bién ciia GDF15 ciia nguwoi, sw chiém giir vi tri N-
Glycan va d¢ hoa tan

M3 nhin dang
protein dot bién| Dime | N-Glyc [Piém thay dbi d6 hoa tan
hGDF15 co - ++
M5 co co 4+
M6 co co Khong duwoc tién hanh
M7 co co 4+
M8 KHONG | KHONG | Khong duoc tién hanh
M9 co co Khong duoc tién hanh
M10 KHONG | KHONG | Khéng duoc tién hanh
M11 co co +H+
M12 co co +
M13 co co ++++
M14 KHONG | KHONG | Khéng duoc tién hanh
M15 KHONG | KHONG | Khong dugc tién hanh
M16 co co 4
AN3-M16 co co HHH++
M17 co co +++++
M18 co co Khong duoc tién hanh
M19 co co Khong duoc tién hanh
M20 co co 4
M21 co co +H+
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<210> 1
<211> 112
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
<400> 1

Ala Arg Asn Gly Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg
1 5 10 15

Leu His Thr vVal Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp
20 25 30

Val Leu Ser Pro Arg Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys
35 40 45

Pro Ser Gln Phe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser
50 55 60

Leu His Arg Leu Lys Pro Asp Thr val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro
65 70 75 80

Ala Ser Tyr Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Val
85 90 95

Ser Leu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile
100 105 110
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©<210> 2

<211>_ 112
<212> PRT

<213>: Trinh tuy

<220> :
.<223> trinh tu

o <400> 2

1 .

Leu His Thr Val
‘ 20

Val Leu Ser Pro
- 35

Pro Ser Gln Phe
©. 50

~ Leu His Arg Leu
65

Ala Ser Tyr Asn

Ser Leu Gln Thr

Ala Arg Asn Gly

nhédn tao .

polypeptit tdéng
Thr His Cy$ Pro
Asn Ala Ser Leu

Arg Glu Val Gln
40

Arg Ala Ala Asn
55.

Lys Pro Asp Thr
70

Pro Met Val Leu

85

Tyr Asp Asp Leu

100 |
<210> 3
211> 112
<212> PRT

'<213> - Trinh tu

<220> _
'<223> trinh tu

<400> 3
Ala Arg Asn Gly
1 :

Leu Thr Thr Val
: 20

nhdn tao

polypeptit téng

Asp His Cys Pro
5

Arg Ala Ser Leu

34811

hop

Leu.

Glu
25

Val

Met

Val

Ile

Leu
105

hop

Leu’

Gly Pro

Asp Leu

Thr Met

His Ala

Pro Ala

75

Gln Lys
90

Ala Lys

10

Gly

Cys

Gln

60

Prq

Thr

Asp

Arg
Trp
Ile
45

Ile
Cys
Asp

Cys

Cys Cys
15

Ala Asp

30

Gly Ala

Lys Thr

Cys Val

Thr Gly

95

His Cys
110

15

Arg

Trp

Cys

Ser

Pro

80

Val

Ile

Gly Pro Gly Arg Cys Cys Asn

Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp

25

2
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Val

Pro

Leu
65

Ala'

Ser

Leu

Ser
50

His

Ser

Leu

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

<220>
<223>

<400>

1

.Leu
Va;
Pro
Leu

“65

Ala

His

Leu

Ser

50

His

Ser

Ser
35

‘Gln
Arg
Tyr
Gln

4
112
PRT

Pro

Phe

Leu

Asn

Thr
100

Trinh tu

trinh tu

4

Aia Arg Asn

Thr
Ser
35

Gln

Arg

Tyr

Gly

vVal
20.

Pro

Phe

Leu

Asn

Arg
Arg
.Lys
Pro

85

Tyr

Glu

Ala

Pro

70

Met

Asp

Val

Ala

55

Asp

Val

Asp

nhédn tao

Gln
40

Asn
Thr

Leu

Leu

polypeptit tdng

Asp

Arg

Arg

Arg

Lys

Pro
85

His

Ala

Glu

Ala

Pro

70

Met

Cys Pro

Asn

Val

Ala
55

Asp

Val

Leu
Gln
40

Asn

Thr

Leu

34811

Val»Thr
Met His
Val Pro
Ile Gln

90

Leu Ala
105

hop

Leu Gly

10

Thr Asp

25

Val Thr
Met His
Val Pro

Ile Gln
90

-114-

Met

Ala

Ala

75

Lys

Lys

Pro

Leu

Met

Ala

Ala
75

Lys

Cys

Gln
60

Pro

Thr

Asp

Gly
Gly
Cys
Gln
60

Pro

Thr

Tle

45

Ile

Cys

Asp

Cys

Arg

Trp

Ile

45

Ile

Cys

Asp

Gly

Lys

Cys

Thr

His

110

Cys

Ala

30

Gly

Lys

Cys

Thr

Ala

Thr

Val

Gly
95

Cys

Cys
15

Asp

Ala

Thr

Val

Gly

Cys

Ser

Pro

80

Val

Ile

Arg

Trp

Cys

Ser

Prd

80

Val
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Ser Leu Gln ThrITyr Asp Asp Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile
100 105 110

<210> 5

<211>. 112
<212>. PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> ' _
<223> trinh tu polypeptit tdng hop

<400> 5
“Ala Arg Asn Gly Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg -
1T - 5 10 _ 15

Leu His Thr Val Arg Ala Ser Asn Glu Thr Leu Gly Trp Ala Asp Trp
20 25 30 :

Val Leu Ser.Pro Arg Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys
' 35 40 . : : 45

Pro Ser Gln Phe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser
© 50 55 60

- Leu His Arg Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro
65 o 70 ' 75 ' 80

Ala‘Ser'Tyr Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly val
85 - 90 95

Ser Leu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile

100 - 105 110
<210> 6
<211> " 112
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> v
© <223> trinh tuy polypeptit téng hop

<400> 6
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“ Ala Arg Asn Gly Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg

- Leu His Thr Val Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp
20 ' 25 30

. Val Leu Ser Pro Arg Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys
' 35 . 40 . 45

Pro Asn Gln Thr Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser
- 50 ' 55 60 '

Leu His Arg Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro
65 ,' 70 . 75 80

 Ala Ser'Tyr Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Val
' - 85 _ 90 95

Ser Leu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile

100 105 - 110
<210> 7
<211> 112
<212> .PRT

<213> Trinh ty nhan tao

1<220>
<223> trinh tu polypeptit tdng hop

<400> 7

Ala Afg'Asn Gly Asp His Cyé Pro Leu Gly Pro Gly irg Cys Cys Arg
-1 -5 _ 10 : : 15

Leu His Thr Val Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp
: 20 25 30

" Val Leu  -Ser Pro Arg Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys
35 40 ' ’ 45

Pro Ser Asn Phe Thr Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser
50 55 60
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Leu His Arg Leu
65 :

Ala Ser Tyr Asn

Ser Leu Gln Thr

100

<210> 8

<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tiz
<220> :
<223> trinh tu
<400> - 8

Ala Arg Asn Gly

1 .

Leu His Thr Val

‘ - 20
»Val'Leu-Ser Pro
"~ Pro Ser Gln Asn

50

Leu His ‘Arg Leu

65

Ala Ser'Tyr Asn
Ser Leu Gln Thr
‘ : - 100
'<210> 9

<211> 112
.<212> PRT
' <213> Trinh tu

Lys Pro Asp Thr
70

Pro Met Val Leu
85

34811

Val

Ile

Pro Ala Pro Cys Cys

Gln
90

Tyr Asp Asp Leu‘Leu Ala

nhan tao

polypeptit tdng

Asp His Pro

5

Cys

Arg Ala Ser Leu

Glu Val Gln

- 40

Arg

Ala
55

Arg Thr Asn

Pro Thr

70

Lys Asp

vPro Met Val Leu

85

Tyr Asp Asp Leu

nhdn tao

105

Leu

Glu

25

Val

Met

Val

Ile

Leu
105

Gly

10

Asp

Thr

His

Pro

Gln
90

Ala

75

Lys Thr Asp Thr

‘Lys Asp Cys His

110

Pro Gly Arg Cys

Ala
30

Leu Gly Trp

Ile
45

Met Cys Gly

Ala Gln Ile

60

Lys

Ala Pro
75

Cys Cys

Lys Thr Asp Thr

‘His
110

Lys Asp Cys
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Val Pro
80

Gly

Val
95 ’

Cys Ile

Cys
15

Arg

Asp Trp

Ala Cys

Thr Ser

Val Pro
80

Gly val

95

Cys Ile



220>

' <223> . trinh ty polypeptit tdng

<400> 9

Ala'Argf
1

Leu His
Val.Leu

‘Pro Ser
~ 50

Leu His
65

~Ala Ser

Ser Leu

Asn
Thr
Ser
35

Gln

Arg

Tyr

"Gln

<210> 10
<211> 112
. <212> 'PRT-
<213> Trinh tu

<220>

Gly

Val

20

Pro

Phe

‘Leu

Asn

Asp
5

Arg
Arg
Asn

Lys

Pro

- 85

Thr
100

. <223> " trinh tu

<400> 10
Ala Arg Asn Gly

1

Leu His Thr Val

20

Val Leu Ser Pro

35

Tyr

nhan tao

His

Ala

Glu

Ala

Pro

70

Met

Asp

Cys
Ser
Val
Thr
55

Asp

Val

Asp

Pro
Leu
Gln
40

Asn
Thr
Leu

Leu

- polypeptit téng

Aép His Cys Pro

5

Arg Ala Ser Leu

Arg Glu Val Gln

40

34811

‘Leu

Glu
25

Val

Met

Val

Ile

Leu
105

hop

Leu

Glu

25

Val

Gly Pro Gly
10

Asp Leu Gly
Thr Met Cys

His Ala Gln
60

Pro Ala Pro
75

Gln Lys Thr

90

Ala Lys Asp

'Gly Pro Gly
10

Asp Leu Gly

Thr Met Cys
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Arg
Trp
Ile
45

Ile
Cys

Asp

Cys

Arg

Trp

Cys

Ala

30

Gly

Lys

Cys

Thr

His
110

Cys

Ala
30

Cys Arg
15

Asp Trp
Ala Cys
Thr Ser

Val Pro
80

Gly Vval
95

Cys Ile

Cys Arg
15

Asp Trp

Ile Gly Ala Cys

45



Pro-Ser Gln Phe
- 50

Leu Thr Arg Leu

65 )

. Ala Ser Tyr Asn

IVSer Leu‘Gln Thr

100
<210> 11
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220> - o
<223> . trinh tu
<400>

11
Ala Arg Asn Gly

val
20

Leu His Thr

Ser Pro

35

Val Leﬁ’

'Ser Gln

50

Pro

Asn Thr

65

His Leu

‘Ala Ser Tyf Asn

Thr
100

Ser Leu Gln

Phe

Arg Ala Ala Asn
55

Lys Pro Asp Thr
70

Pro Met Val Leu
85

Tyr Asp Asp Leﬁ

nhdn tao

polypeptit tdng

Asp His Cys Pro

Arg Ala Ser Leu

Glu Val Gln

40

Arg

Ala Ala

55

Arg Asn

Pro Thr

70

Lys Asp

Pro Met Val

85

Tyr Asp Asp Leu

Leu

34811

Met”

Val

Ile

Leu
105

His

Pro

Gln
90

Ala

hop -

Leu

Glu
25

Val

Met

Val

Ile

Leu
105

Gly

Asp

Thr

His

Pro

Gln

90

Ala

Ala

Ala

75

Lys

Lys

Pro

Leu

Met

Ala

Ala

75

Lys

Lys
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Gln
60

Pro

Thr

Asp

Gly

Gly

Cys
Gln
60

Pro

Thr

Asp

Ile
Cys
Asp

Cys

Arg
Trp
Ile
45

Ile

Cys

Asp

Cys

Lys

Cys

Thr

His
110

Cys
Ala
30

Gly
Lys
Cys

Thr

His
110

Thr

Val

Gly

Cys

Cys

15

Asp

Ala

Thr

Val

Gly

Cys

Asn
Pro
80

Val

Ile

Arg
Trp
Cys
Ser
Pro
80

Val

Ile



<210>
$<211>
<212>
<213> -

<2205
<223>

<400>

12

S112

PRT

Trinh tu

trinh tu

12

34811

nhdn tao

polypeptit téng hop

~ Ala Arg Asn Gly Asp His Cys Pro Leu

1 .

" Leu His

Val Leu

Pro -Ser

Thr

Ser
35 .

Gln

50

Leu His
65

Ala Asn

Ser Leu

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

Y <220>
<223>

<400>

Arg

Tyr

Gln

13

S112

PRT

Val

20

Pro

Phe

Leu

Thr

Thr
100

Trinh tuy

trinh tu

13

Ala Arg'Asn Gly

1

.5

Arg Ala Ser Leu Glu
25

Arg Glu Val Gln Val

40

Arg Ala Ala Asn Met
55 '

Lys Pro Asp Thr Val
' 70 :

Pro Met Val Leu Ile
85

Tyr Asp Asp Leu Leu
105

nhan tao

polypeptit téng hop

Gly Pro

-10

Asp Leu

Thr Met

His Ala

Pro Ala
75

Gln Lys
90

Ala Lys

Gly

Gly

Cys
Gln
60

Pro

Thr

Asp

Arg

Trp
Ile
45

Ile
Cys

Asp

Cys

Cys

Ala

30

Gly

Lys

Cys

Thr

His
110

Cys
15

Asp

Ala

Thr

Val

Gly

95

Cys

Arg

Trp

Cys.

Ser

Pro

80

Val

Ile

Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg

5

10
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Leu.His Thr

"Val Leu Ser

35

" Pro Ser Gln

50

Leu His Arg

65

Val

Leu His Thr
20 .
Val Leu Ser Pro
35
Pro Ser Gln Phe
50.
Leu His Arg Leu
65
Ala Ser Tyr Asn
.Ser Leu Gln Thr
100
<210> 14
<211> 112
<212> PRT"
<213> Trinh ty
<220> .
<223> trinh tu
<400> 14
Ala Arg Asn Gly
1 .

Val

20

Pro

Phe

Leu

Arg Ala Ser Leu

Arg Glu Vval Gln
40

-Arg Ala Ala Asn

55

Lys Pro Asp Thr
70

Pro Met Val Leu
85

Tyr Asp Asp Leu

nhan tao

polypeptit tdng

Asp His Cys Pro
5

Arg Ala Ser Leu

Arg Glu Val Gln
40

Arg Ala Ala Asn
55

iys Pro Asp Thr
70

34811

Glu

25

Val

Met

Val

Ile

Leu
105

hop

Leu

Glu

25

Val

Met

Val

Asp

Thr

His

Pro

Gln
90

Ala

Gly
10

Asp

Thr

His

Pro

Leu

Met

Ala

Ala
75

Asn.

Lys

Pro

Leu

Met

‘Ala

Ala
75
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Gly
Cys
Gln
60

Pro

Thr

Asp

Gly
Gly
Cys
G1n
60

Pro

Trp

Ile

45

Ile

Cys

Thr

Cys

Arg

Trp

Ile

45

Ile

Cys

Ala

30

Gly

Lys

Cys

Thr

His
110

Cys

Ala

30

Gly

Lys

Cys

Asp

Ala

Thr

Val

Gly

Cys‘

Cys
15

Asp

Ala

Thr

Val

Trp

Cys

Ser

Pro

80 °

Val

Ile

Arg

Trp

Cys

Ser

Pro.
80
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Ala Ser Tyr Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asn Thr Thr val
85 90 95

SerILeu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile

100 105 110
<210> 15
<211> 112
<212> - PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> -

<223> trinh tu polypeptit tdng hop

<4005 15

Ala Arg Asn Gly Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg
1 5 10 ' 15

Leu His Thr Val’Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp
20 25 30

HVal Leu Ser Pro Arg Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys
- 35 40 - 45

'hPrO’Sér Gln Phe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln 'Ile Lys Thr Ser
50° . 55 60

Leu'His Arg Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro
65 : 70 ‘ 75 : 80

Ala Ser Tyr Asn.Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Asn Gly Thr
‘ 85 90 : 95

Ser Leu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile

100 105 110
<210> 16
<211> 112
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> v . : .
<223> trinh tu polypeptit tdng hop
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<400> 16
»AlarArg'ASn_Gly Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg
L _ : -5 . 10 . 15

Leu His Thr Val Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp'Trp‘
S 20 ' 25 ' ' 30

Val Leu Ser Pro'Arg’Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys
35 40 45

Pro_Ser Gln Phe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser’
50 _ 55 60

‘Leu His Arg Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro
65 - - 70 75 80

Ala Ser Tyr'Asn'Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Asn
’ ' 85 ' 90 : 95

Ser Thr Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Ala Lys Asp'Cys His Cys Ile
' 100 ' 105 ' 110

<210> 17
<211> 112
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220> :
. <223> -trinh tu polypeptit tédng hop

<400> 17
. Ala Arg Asn Gly Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg
1 ’ 5 C 10 ' 15

Leu His Thr Val Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp
20 25 30

;Val Leu Ser Pro Arg Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys
35 . : 40 © 45 '

Pro Ser Gln Phe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser
50 : 55 60
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Leu His Arg Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro
65 70 - 75 80

Ala Ser Tyr Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Val
85 90 95

-.Asn Leu'Thr Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile

100 105 110
- <210> 18
<211> 112
.<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220> ,
<223> trinh ty polypeptit tdng hop.

<400> 18
Ala Arg Asn Gly Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg
1 - : -5 10 15

Leu His Thr Val Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp
o 20 25 - 30

vVal Leu‘Ser_Pro Arg Glu Val Gln Val Thr Met Cys'Ile Gly Ala Cys
- - 35 ' - 40 45

Pro Ser'GlniPhe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser
' 50 55 ' 60

Leu His Arg Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro
65 , 70 75 - 80

Ala Ser Tyr Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Val
85 90 95

Ser Leu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Asn Lys Thr Cys His Cys Ile
o ' 100 105 : 110

<210> 19
<211> 109
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Val Arg Ala

Ser
20

nhan tao

polypeptit tdng

Pro

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

85

Leu

Leu

Glu

Val

Met

Val

70

Ile

Leu

Gly
Asp
Thr
His
55

Pro

Gln

Ala

nhan tao

Pro

Leu

Met

40

Ala

Ala

Lys

Lys

trinh ty polypeptit téng

Pro Leu Gly Pro

<212> PRT |
<213> Trinh tu
<220> :
<223>  trinh tu

. <400> 19

~Gly Thr His Cys
1 : :
Val Asn Ala Ser
' 20
Pro Arg Glu Val

35
_ Phe Arg Ala Ala
50

~Leu Lys Pro Asp

" 65 :
Asn Pro'Met Val
Thr Tyr Asp Asp
S 100
<210> 20
<211> 109
<212> PRT

. <213> ‘Trinh tuy
<220>
<223>

" <4005 20
Gly Asp His Cyé
1 o

5

"Leu Glu Asp Leu

34811

hop

Gly

Gly

Cys

Gln

Pro

Thr

Asp
105

hop

Arg

10

Trp

Ile

Ile

Cys

Asp

Cys

Cys
Ala
Giy
s
Cys
75

Thr

His

Cys

Asp

Ala

Thr

60

val

Gly

Cys

Arg
Trp
Cys
45

Ser
Pro

Val

Ile

Leu

Val

30

Pro

Leu

Ala

Ser

His

15

Leu

Ser

His

Ser

Leu
95

Thr
Ser
Gln
Arg
Tyr

80

Gln

Gly Arg Cys Cys Asn Leu Thr Thr

10

15

Gly Trp Ala Asp Trp Val Leu Ser

25
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Pro Arg Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys Pro Ser Gln
35 ‘ 40 ' 45

Phe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser Leu His Arg
50 - 55 60

Leu Lys Prb.Asp Thr Val Pro Ala Pro'Cys Cys Val Pro Ala Ser Tyr
65 ' ‘ : 70 75 80

Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Val Ser Leu Gln
' ’ 85 90 95

Thr TyriAsp»Asp_Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile
: 100 ’ 105 ’

<210> 21

<211> 109
<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220> . o
<223> trinh tu polypeptit tdng hop

<400> 21
Gly Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg Leu His Thr
1 ' : 5 : 10 15

Val Arg Ala Asn Leu Thr Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp Val Leu Ser
' 20 25 30

Pro Arg-Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys Pro Ser Gln.
35 40 - 45

Phe Arg'Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser Leu His Arg
50 55 60

Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro Ala Ser Tyr
65 70 75 80

‘Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Val Ser Leu Gln
' : 85 90 95
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Thr Tyr Asp Asp

<210> 22
<211> 109
<212> - PRT

100

<213> Trinh tuy

§ 220>

Leu Leu Ala Lys

nhdn tao

'<223> trinh ty polypeptit tdng

{400> 22
' Gly Asp His
1 :

Val Arg Ala

Pro Arg Glu
35+

Phe Arg Ala
50

65

.Asn Pro Met

Thr Tyr Asp

©.<210> 23
<211> 109 -
<212>  PRT

Leu Lys-Pro

Cys

Ser
20

Val

Ala

Asp
vVal

Asp

Pro Leu Gly Pro

Asn

Gln

Asn

Thr

Leu

85

Leu

100

<213>  Trinh tu

<220>

<223> trinh tu

- <400> 23
Gly Asp’His
1

Cys

nhén tao

Glu

Val

Met

Val

70

Ile

Leu

Thr
Thr
His
Pro

Gln

Ala

Leu

Met

40

Ala

Ala

Lys

Lys

34811

Asp Cys His Cys Ile

105

hop

Gly Arg
Gly Trp
25

Cys Ile
Gln Ile
xPro Cys
Thr'Asp

90

Asp Cys
105

‘polypeptit tdng hop

Cys

Ala

Gly

Lys

Cys

Thr

His

Cys Arg

Asp Trp

Ala Cys
45

Thr Ser
60
Vai Pro

Gly Vval

Cys Ile

Leu

Val
30

Pro

Leu

Ala’

Ser

His

15

Leu

Ser

His

Ser

Leu
95

Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr .

80

Gln

~Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg Leu His Thr

5

10
16

-127-
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fVal ArgvAla

Pro Arg Glu
: 35

Thr Arg Ala

Leu Lys Pro
65

ASn Pro Met
Thr Tyr Asp

<210> 24
<211> 109
©<212> PRT
<213>

<2205
<223>

<400> 24
Gly Asp His

1

‘Val Arg,Ala

Pro Arg Glu
35,

Phe Thr Ala
50

, Leu‘LyS’Pro
65

Ser
20.

vVal

Ala

Asp

Vél

Asp
100

Trinh ty

trinh'tu

Cys

Ser
20

Val:

Ala

Asp

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

85

Leu

Glu

val

Met

Val

70

Ile

Leu

Asp
Thr
His
55

Pro

Gln

Ala

nhan tao

Leu

Met

40

Ala

Ala

Lys

Lys

polypeptit téng

Pro

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

Glu

Val

Met

val
70

Giy

Asp

Pro

Leu

Thr Met

40

His Ala

55

Pro Ala

34811

Gly Trp
25

Cys Ile
Gln Ile

Pro Cys

Thr Asp
90

Asp Cys

105

hop

Gly Arg
10

Gly Trp

25

Cys Ile
Gln'Ile

Pro Cys

-128-

Ala

Gly

Lys

Cys

Thr

His

Cys

Ala

Gly

Lys

Cys
75

Asp
Ala
.Thr
60

Val

Gly

Cys

Cys
Asp
Ala
Thr

60

Val

Trp
Cys
45

Ser

Pro

Val

Ile

Arg

Trp

Cys

45

Ser

Pro

val
30

Pro
Leu

Ala

Ser

Leu
Val
30

Pro

Leu

Ala

Leu

Asn

His

Ser

Leu
95

His

15

Leu

Ser

His

Ser

Ser
Gln
Arg»
Tyf
80

Gln

Thr

Ser_

Asn

Arg

Tyr
80



Asn  Pro
Thr Tyr

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
$<223>

<400>

Gly’Asp
1

Val Arg

Pro Arg

Asn Arg

Leu Lys
65 -

Asn.Prb
- Thr Tyr

. <210>°
<211>
<212>
<213>

- <220>

Met Val

Asp Asp
100

25
109
PRT

-Trinh tu

trinh tuy

25

‘His Cys

Ala Ser
.20

Glu Vval
35 '

Thr Ala
Pro Asp
Met Val

‘Asp Asp
. 100

26 -
109
PRT .
Trinh tu

Leu Ile Gln Lys
85

Leu Leu Ala Lys

nhdn tao

polypeptit tdng

Pro Leu Gly Pro

Leu Glu Asp Leu

Gln vVal Thr Met
40

Asn Met His Ala
55

Thr Val Pro Ala
70

Leu Ile Gln Lys

85

Leu Leu Ala Lys

nhén tao

34811

Thr Asp Thr Gly Val Ser Leu Gln
90

Asp Cys His Cys Ile

105

hop

Gly Arg Cys Cys
10

Gly Trp Ala Asp

25

Cys Ile Gly Ala

Gln Ile Lys Thr
’ ' 60 .

Pro Cys Cys Val

75

Thr Asp Thr Gly

Asp Cys His Cys

105

-129-

Arg

Trp

Cys

Ser

Pro

Val

Ile

Leu

Val

30

Pro

Leu

Ala

Ser

95

His
15

Leu
Ser
His
Ser

Leu
95

Thr

Ser.

Gln

Arg

Tyr

80

Gln



<223> trinh tu
<400> . 26

Gly Asp His Cys
B 1 -

' Val Arg Ala Ser

20

Pro Arg Glu Val

35

AsnvAla Thr
50

Phe

Leu Lys Pro Asp

65

Asn Pro-Met Vai

Thr
: 100

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

27
109
. PRT :
Trinh tu

<220> S
<223>  trinh ty

<400> " 27
Gly Asp

His Cys
1 -

Val Arg Ala Ser
20

Pro Arg Glu Vval
35

‘Tyr Asp Asp

polypeptit tdéng

Pro Leu Gly Pro

Leu Glu Asp Leu

Thr Met

40

Gln Val

His Ala

55

Asn Met

Val
70

Thr Bro Ala

Leu Ile Gln

85

Lys

Leu Leu Ala Lys

nhan tao

polypeptit téng

Pro Leu Gly Pro
5.

Leu Glu Asp Leu

Gln Val Thr Met
40

34811

hop

Gly

Gly

25 -

Cys

Gln

Pro

Thr

Asp
105

hop

Gly

Gly.

25

Cys

Arg
10

Cys Cys

Trp Ala Asp

Ile Gly Ala

Thr
60

Ile Lys

Cys Cys Val

75

Asp Thr Gly

90

Cys His Cys

Arg Cys Cys
10

Trp Ala Asp

Ile Gly ala

-130-

Arg Leu

‘Pro Ala

His Thr

15

Trp Val Leu Ser

30

Cys Pro Ser Gln

45

Ser Leu His Arg

Ser Tyr

80

Val Ser Leu Gln

95

Ile

Arg Leu His Thr
15

Trp Val Leu Ser
30

Cys Pro Ser Gln
45



34811

Phe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Asn Leu Thr Arg
50 : 55 60

" Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro Ala Ser Tyr
65 } 70 . 75 80

Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Val Ser Leu Gln
85 . 90 95

Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile
' . 100 105

<210> 28
<211> 109 .
 <212>  PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223>» trinh tu. polypeptit tdng hop

<400> 28
Gly Asp His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg Leu His Thr
1 ’

val Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp Val Leu Ser
. 20 _ 25 o 30

Pro Arg Glu Val Gln Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys Pro Ser Gln
35 40 . 45

Phe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser Asn His Thr
50 ’ 55 60

Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys Cys Val Pro Ala Ser Tyr
65 . , 70 75 80

Asn Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Val Ser Leu Gln
: 85 ' 90 95

Thr Tyr Asp Aép Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile
: 100 : 105

-131-



34811

<210> 29

©<211> 109

<212> PRT .

<213>  Trinh tu nhan tao

<220> | | |
<223> trinh tu polypeptit tdng hop

<400> 29
Gly‘Asp'His Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg Leu His Thr
1 . ) ~10 15

~7Val Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp-AlaAAsp Trp Val Leu. Ser
’ 20 25 - 30

Pro Arg Glu,Val’GIn Val Thr Met Cys Ile Gly Ala Cys Pro Ser Gln
35 40 45

Phe Arg Ala Ala Asn Met His Ala Gln Ile Lys Thr Ser Leu His Arg
: 50 - . 55 60

“Leu Lys Pro Asp Thr Val Pro Ala Pro Cys CYS Val Pro Ala Asn Tyr
65 ' _ - 70 : 75 ‘ 80

Thr Pro Met Val Leu Ile Gln Lys Thr Asp Thr Gly Val Ser Leu Gln
' 85 90 : 95

Thr Tyr Asp,Asp Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile
‘ - 100 105

<210> 30 .

<211> 109

<212> - PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220> v :
<223> - trinh ty polypeptit tdng hop

<400> 30
" Gly Asvais Cys Pro Leu Gly Pro Gly Arg Cys Cys Arg Leu His Thr
T 5 : "10 15

Val Arg Ala Ser Leu Glu Asp Leu Gly Trp Ala Asp Trp Val Leu Ser
- 20 25 30

-132-



Pro Arg Glu
.35

Phe Arg Ala
50

Leu Lys Pro
65

Asn Pro Mét
"Thr Tyr‘Asp

<210> 31

<211> 109
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

. <400> 31
Giy Asp His
1

Val Arg Ala

' Pro Arg Glu
- 35

Phe Arg’AIa

50

Leu Lys Pro

'Asn Pro Met

vVal

Ala

Asp

val

Asp

100

Trinh tu

trinh tu

.Cyé

Ser
20

val

Ala‘

‘Asp

val

Gln

Asn

Thr

Leu

85

Leu

Val
Met
val
70

Ile

Leu

Thr
His
55

Pro

Gln

Ala

nhdn tao

Met

40

Ala

Ala

Asn

Lys

polypeptit téng

Pro
Leu
Gln
Asn
Thr

Leu
85

Leu

Glu

Val

Met

Val

70 -

Ile

Gly
Asp
Thr
His
55

Pro

Gln

Pro

Leu

Met

40

Ala

Ala

Lys

34811

Cys

Gln

Pro

Thr Thr Thr

Asp
105

hop

Gly

Gly

25

Cys
Gln
Pro

Thr

Ile

Ile

Cys

90

Cys

Arg
10

Trp
Ile
Ile

Cys

Asn
90

-133-

Gly
Lys
Cys

75

His

Cys

Ala

Gly

Lys

Cys

75

Thr

Ala

‘Thr

60

val

Gly

Cys

Cys

Asp

Ala

Thr

60

Val

Thr

Cys
45

Ser

Pro

Val

Ile

Arg

Trp

Cys

Ser

Pro

Val

Pro

Leu

Ala

Ser

Leu

Val

30

Pro

Leu

Ala

Ser

Ser

His-

Ser

Leu
95

His

15

Leu

Ser

His

Ser

Leﬁ
95

Gln

Arg

Tyr.

80

Gln

Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr

80

Gln



Thr Tyr Asp. Asp

1 <210>
L.<211>
C<212>
<213>

<220>
- <223>

<400>
- Gly Asp
1

Val Arg
Pro Arg

-Phe Arg
50

- Leu Lys
65

Asn'Pro
vThr Tyr

<210> .
<211>.
<212>
"<213>

220>
<223>

<400>

32

© 109

PRT

32

His

Ala

100

“trinh tu

Cys

Ser

20

.Glu'
- 35

vAla
Pro
bMef
.Asp

33
109
PRT

Trinh tg nhén tao

Val

Ala

Asp

Val

Asp
100

34811

Leu Leu Ala Lys Asp Cys His Cys Ile

Trinh ty nhén tao

polypeptit téng

Pro
5

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu
85

Leu

Leu

Glu

Val

Met

Val

70

Ile

Leu

Gly

Asp

Thr

His

55

Pro

Gln

Ala

Pro

Leu

Met

40 -

Ala

Ala

Lys

Lys

105

hop

Gly Arg
10

Gly Trp
25

Cys Ile

Gln Ile

Pro. Cys

Thr Asp
90

Asp Cys
105

trinh ty polypeptit tdng hop

33

-134-

Cys

Ala

Gly

Lys

Cys

75

Asn

His

Cys
Asp
Ala

Thr

60

Val

Gly

Cys

Arg

Trp

Cys

45

Ser

Pro

Thr

Ile

Leu

Val
30

Pro

Leu

Ala

Ser

His.

15

Leu

Ser

His

Ser

Leu
95

Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr
80

Gln



Gly Asp

Val Arg

- Pro Arg

Phe Arg

Leu Lys
65

_Asn Pro

Thr Tyr

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

©<220>
<223>

<4005

Gly‘ASp

~ Val Arg
Pro Arg

Phe Arg
50

His Cys Pro Leu Gly Pro

Ala Ser Leu Glu Asp Leu
20 '

Glu Val Gln val Thr Met
35, ' 40

Ala Ala Asn Met His Ala
’ 55

Pro Asp Thr Val Pro Ala

70

Met Val Leu Ile Gln Lys
85 '

Asp Asp Leu Leu Ala Lys
100

34

109

PRT

Trinh tyu nhén tao

trinh ty polypeptit tdng
34

His Cys Pro Leu Gly Pro

5

Ala Ser Leu Glu Asp Leu
20

Glu Val Gln Val Thr Met
35 40

Ala Ala Asn Met His Ala
55

34811

Gly

Gly

25

Cys

Gln

Pro

Thr

Asp
105

“hop

Gly

Gly

Arg
10

Cys

Trp Ala

Ile

Ile

Cys

Asp

90

Cys

Arg
10

Gly

Lys
Cys
75

Thr

His

Cys

Trp Ala

25 .

Cys

Gln

Ile

Ile

-135-

Gly

Lys

Cys

Asp

Ala

Thr
60
Val

Gly

Cys

Cys

Asp

Ala

Thr
60

Arg

Trp
Cys
45

Ser
Pro

Asn

Ile

Arg
Trp
Cys
45

Ser

Leu

Val

30

Pro

Leu

Ala

Ser

Leu

Val

30

Pro

Leu

His Thr
15

Leu Ser
Ser Gln
His Arg

Ser Tyr
80

Thr Gln
95 -

His Thr
15
Leu Ser

Ser- Gln

His Arg



65

Leu Lys Pro Asp

Asn Pro Met Val

Thr Tyr Asp Asp

100
<210> 35
<211> 109
<212> . PRT :

- <213> Trinh tuy
<220> .
<223> trinh tu
<400> 35
Gly Asp His Cys
1

2 Val Arg Ala Ser

' C 20

" Pro Arg Glu Val
' 35
Phe Arg Ala Ala

50

“Leu Lys Pro Asp
65 ’

Asn Pro Met Val
Thr Tyr Asp Asp
: 100

<210> 36
<211> 4
<212> PRT

-+ <213> Trinh tu

34811

Thr Val Pro Ala Pro

70

Leu Ile Gln Lys Thr

85

Leu Leu Ala Lys Asp

nhan tao

polypept

Pro Leu

Leu Glu

Gln Val

Asn Met

Thr Val
70

Leu Ile

85

Leu Leu

nhén tao

it'téng
Gly Pro
Asp Leu
Thr Met
40
His Ala
55
Pro Ala

Gln Lys

Asn Lys

105

hop

Gly

25

Cys

Gln

Pro

Thr

Thr

. 105

Cys Cys Val Pro Ala Ser Tyr

75

80

Asp Thr Gly Val Asn Leu Thr

90

Cys His Cys Ile

Arg Cys

10

Trp Ala

Ile Gly

Ile Lys

Cys Cys
75

Asp Thr

Cys His

-136-

Cys
Asp
Ala
Thr
60

Val

Gly

Cys

Arg

Trp

Cys
45

Ser

Pro

Val

Ile

Leu
Val
30

Pro
Leu
Ala

Ser

95

His

15

Leu

Ser

His

Ser

Leu
95

Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr

80

Gln



<220>
<223> trinh tu

<400> 36

34811

polypeptit tdng hop

.Arg Gly Arg Arg‘

1

<210> 37
<211> 6
<212> PRT

<213>  Trinh tu

<220>
<223> - trinh tu

©.<400> 37
Arg Lys Arg Lys

1

©<210> 38

211> 4
<212> PRT

<213> Trinh tu

©<220> .
<223> trinh tu

<400> 38

1
<210> 39

211> 6
<212> . PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> - trinh tu

<400> 39
Arg Arg Arg Lys

1

<210> 40
211> 4

nhé&n tao

polypeptit tdng hop

Lys Arg
ﬁhén tao

polypeptit téng hop

Arg Lys Lys Arg

nhdn tao-

polypeptit téng hop

Lys Arg

5

-137-



<212>
<2135

<220>
_<223>

<400>

1

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

<220>
<223>

<400>
1

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

<220>
<223>.

<400>

1

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

<220>
<223>

<400>

1

PRT
Trinh tu
trinh tu

40

41
:
PRT

Trinh tu

trinh tu

41

Gly Gly Gly Gly

42

4

PRT
Trinh tu

trinh tu

42

43

5
PRT

- Trinh tu

trinh tu

43

Gly Gly Ser Gly

34811

nhén tao

polypeptit tdng hop

Gly Gly Gly ‘Ser .

nhadn tao-

polypeptit tdéng hop

Ser

nhé&n tao

polypeptit téng hop

bGly_GIY'Ser Gly . .

nhén tao

polypeptit tdéng hop

Gly

-138-



<210>
<211>

<212> .

<213>

<220>
<223>,

<400>

44

5

PRT
Trinh tu

trinh tu

44

Gly Ser Gly Ser

1

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

<220>
<223>

'<400>

45

5
PRT

" Trinh tu

trinh’tu

45

Gly-Ser Gly Gly

1

1 <210>
<211>
<212>
1 <213>

1<220>
1<223>

<400>

46
5
PRT

Trinh tu

trinh tu

46

Gly Gly. Gly Ser

1

<210> -

<211>

S.<212>
©<213>

<220>

<223>

<400>

47 .
5
PRT

Trinh tu

trinh tu

47

‘Gly Ser Ser Ser

o1

34811

nhdn tao

polypeptit tdéng hop

Gly

nhan tao

polypeptit tdng hop

Gly
5 .

nhén tao

polypeptit tdng hop

Gly

nhan tao

polypeptit téng hop

Gly

-139-



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

<220>
<223>

<400>

48
12
PRT

Trinh tu

trinh tu

>48_

Gly Gly Gly Ser

1

<210>

<211>

. <212>°
<213>

<220>
<223>

<400>

" Gly G
1 .

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

<220>
<2235

<400>

1

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

<220>
<223>

<220>

49 -

5

PRT
Trinh tu

trinh tu

49

ly Gly Gly

50
5
PRT

Trinh tu

trinh tu

50

Giu Gly Gly Gly

51

PRT
Trinh tu

trinh tu

34811

nhé&n tao

polypeptit téng hop

Gly Gly Gly Ser Ile

5

nhadn tao

polypeptit téng hop

Gly

nhén tao

polypeptit tdng hop

Ser
5

nhdn tao

polypeptit tdng hop

Glu Gly Arg

10

-140-
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<221> PAC DPIEM KHAC

- <222>  (2)..(3)

<223>  axit amin & vi tri nay cé thé la axit amin bit ky
<220>

<221> DPAC PIEM KHAC

<222>  (4)..(4)

©.<223> axit amin & vi tri nay cé thé 1la axit amin ki nudc

<400> 51

Pro Xaa Xaa .Xaa

1

<210> 52
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

$<220> o .
<223> trinh tu polypeptit téng hop

<220>

<221> DAC DIEM KHAC

1<222> - (2)..(3) " :

<223>  axit amin & vi tri nay cé thé 13 axit amin bat ky

1<220> .

<221> PAC DPIEM KHAC

<222>  (4)..(4) |

'<223> axit amin & vi tri nay cé thé axit amin ki nuéc bit ky

- <220>

<221> PDAC DPIEM KHAC

<222> (5)..(5).

<223> axit amin & vi tri nay cé thé la Ser hodc Thr

<400> 52

Pro Xaa Xaa Xaa Xaa

1 ] 5
'<210> 53

<211> 6

<212> PRT

<213> " Trinh tu nhdn tao

<220> ]
1 <223> trinh ty polypeptit toéng hop
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+.<220>

<221> PAC PIEM KHAC

<2225 (2).:(2) |

<223> axit amin & vi tri ndy cé thé& 1la Leu hoic Gln

" <400> 53

Pro Xaa Gly Met Thr Ser

1 5
<210> 54

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220> _
<223> trinh tu polypeptit téng hop

<2205

<221> DAC PIEM KHAC

<2225 (2)..(2) |

<223> axit-amin & vi tri ndy cé th& 13 Leu hodc Gln

©<400> 54

Pro Xaa Gly Met Thr

1 , 5
<210> 55
<211> 10~
<212>  PRT

<213} Trinh tu nhan tao

<220> :
<223> trinh ty polypeptit téng hop

<400> - 55

‘Cys Gly'Leu.Val Pro Ala Gly Ser Gly Pro

1 5 10
<210> 56

211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> trinh tu polypeptit tdng hop

<400> 56
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ServLeu Leu Lys Ser Arg Met Val Pro Asn Phe Asn

T 5 10
<210> 57

L <211> 12
<212>  PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> o
<223> trinh ty polypeptit tdng hop

<4005 57

Ser Leu Leu Ile Ala Arg Arg Met Pro Asn Phe Asn

1 S5 . 10
<210> 58
<211> 12

© <212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> trinh ty polypeptit téng hop

<400> 58

Ser Lys Leu Val Gln Ala Ser Ala Ser Gly Val Asn

1 , 5 10
$210> 59

<211> . 12

© <212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220> |
<223> trinh ty polypeptit tdng hop

<400> 59

“Ser Ser Tyf Leu Lys Ala Ser Asp Ala Pro Asp Asn

1 5 10
<210> 60

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> :
<223> " trinh tu polypeptit tdng hop
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<400> 60

Arg Pro Lys Pro Gln Gln Phe Phe Gly Leu Met Asn
-1 :

5 10
<210> 61
S <211> 7 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhadn tao

<220> :
<223> trinh ty polypeptit tdéng hop

<400> 61

Ser Leu Arg Pro Leu Ala Leu Trp Arg‘Ser_Phe_Asn

1 : 5 ‘10
<210> 62

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<2205 .
<223> trinh ty polypeptit. tdng hop

.<400> 62

Ser Pro Gln Gly Ile Ala Gly Gln Arg Asn Phe Asn
1 5 : 10

<210> 63

<211> 14

<212> - PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> .
<223> trinh tu polypeptit tdng hop

<400> 63

vASpvval Asp Glu Arg Asp Val Arg Gly Phe Ala Ser Phe Leu
1 : ' 5 : 10 .

<210> 64

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
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34811

<220> . - S
<223> trinh tu polypeptit téng hop

<400> - 64

Ser Leu Pro Leu Gly Leu Trp Ala Pro Asn Phe Asn

1 ’ 5 : : 10
<210> 65

<211> 12
<212> PRT .

<213> Trinh ty nhadn tao

<220> :
. <223> trinh tu polypeptit tdng hop

<400> - 65

Ser Leu Leu Ile Phe Arg Ser Trp Ala Asn Phe Asn

1 i 5 ' 10
{210> 66

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tw nhén tao

<220> . o
<223> trinh ty polypeptit tdng hop

<400> 66

Ser Gly Val Val Ile Ala Thr Val Ile Val Ile Thr

1 _ 5 : 10
<210> 67

<211> " 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> trinh tu polypeptit tdng hop

<400> 67

Ser Leu Gly Pro Gln Gly Ile Trp Gly Gln Phe Asn

1 5 10
<210> - 68
<211> 12

<212>  PRT
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34811

<213> Trinh tu nhan tao

<220> S
<223> trinh ty polypeptit tdng hop -

<400> o8

Lys Lys Ser Pro Gly Arg Val Val Gly Gly Ser Val

1 5 10
<210> 69

<211> 12

<212> PRT

-<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> trinh tu polypeptit tdng hop

1<400> 69

- Pro Gln Gly Leu Leu Gly Ala Pro Gly Ile Leu Gly

1 5 10
<210> 70
<211> 31

©'<212> . PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>. - <
© <223> trinh ty polypeptit-tdng hop

'<400> 70
~ His Gly Pro Glu Gly Leu Arg Val Gly Phe Tyr Glu Ser Asp Val Met
1 C 5 ' 10 15

Gly Arg Gly His Ala Arg Leu Val His Val Glu Glu Pro His Thr

20 25 A 30
<210> 71
211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> - trinh ty polypeptit tdng hop

<400> 71

Gly Pro Gln Gly Leu Ala Gly Gln Arg Gly Ile Val
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<210>-. 72

L<211> 12

<212> PRT

-<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> trinh tuy polypeptit tdng hop
400> 72 '

- Gly‘Gly1Sér Gly Gln Arg Gly Arg Lys Ala Leu Glu
1 | 5 10

<210> 73

<211> 12

'<212> - PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> .- - .
© <223> trinh ty polypeptit-tdng hop

<400> 73

~Ser Leu Ser Ala Leu Leu Ser Ser Asp Ile Phe Asn
1 ' 5 ' 10

<210> 74
<211> 12 .
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao

<220> i
- <223> trinh ty polypeptit téng hop

<400> "~ 74

Ser Leu Pro Arg Phe Lys Ile Ile Gly Gly Phe Asn

1 5 10
<210> 75

<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

. <220> _
<223> trinh ty polypeptit tdng hop

<400> 75
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Ser Leu Leu Gly
l N "

<210> 76
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> ‘trinh tu

<400> 76
PhevPhe Lys Asn

1

<210> 77

<211> 734
<212> PRT

<213> Trinh ty

<2205 ,
<223> - trinh tu

<400> 77
Met Asp Met Arg

1

Leu Arg‘Gly_Aia
: v 20

Phe Lys Asp Leu
‘ 35

“Phe Ala Gln Tyr.

50

Val Asn Glu Val
65

“'Ala Glu Asn Cys

* Cys Thr Val Ala

34811

Ile Ala Val Pro Gly Asn Phe Asn

5

nhé&n tao

polypeptit téng hop

10

Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro Pro

5v

nhan tao

polypeptit téng

Val
5

Arg
Gly
Leu
Tﬁr
Asp

85

Thr

Pro

Cys

Glu

Gln

Glu

70

Lys

Leu

Ala

Asp

Glu

Gln

55

Phe

Ser

Arg

Gln
Ala
Asn
40

Cys
Ala

Leu

Glu

10

hop

Leu

His

25

Phe

Pro

Lys

His

Thr

Leu Gly
10

Lys Ser

Lys Ala

Phe Glu

Thr Cys

75

Thr Leu
90

Tyr Gly

-148-

Leu Leu Leu

Glu Val Ala
30

Leu Val Leu
45

Asp His Val
60
Val Ala Asp

Phe Gly Asp

Glu Met Ala

Leu
15

His

Ile

Lys

Glu

Lys

95

Asp

Trp

Arg

Ala -

Leu

Ser

80

Leu

Cys



Cys
Asp

Met

Ala

Asp
130.

Cys.

145

Leu

Leu-

. Ala
Asp
Leu
225
. Leu
Val
L'éu
Asn

Leu
,305_

Tyr

Phe
Ala
Glu
210
Gln

Ser

Thr

Glu

.Lys

115

Asn

. Thr

Glu

Phe

100

Gln

Pro

Ala

Ile

Ala

Glu

Asn

Phe

Ala
165

Lys

180 -

Asp

Lys

195

Gly

Lys
Gln

Asp

Lys

Phe

Arg

Leu

260

Cys

- 275

Glnv
.290"

Leu

Asp

Glu

"Ala

Ser

Lys

Ala

Ala

Gly

Phe

245

Thr

Asp

Ile

Ser

Pro

Leu

His

. 150

Arg

Arg

Ala

Ser

Glu

230

Pro

Lys

Asp

Ser

His
310

Glu

Pro

135

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ser

215

Arg

Lys

Val

Arg

Ser

295

Cys

Arg

34811

105

Asn

120

Arg

Asn

His

Lys

Leu

200

Ala

Ala
Ala
His
Ala
280

Lys

Ile

Leu

Glu

Pro

Ala
185

VLeu

Lys

Phe

Glu

Thr

265

Asp

Leu

Ala.

Glu

Val

Glu

Tyr

170

Ala
Pro
Gln
Lys
Phe
250
Glu
Leu

Lys

Glu

Cys
Arg
Thr
155
Phe
Phe

Lys

Arg

Phe

Pro

Leu
125

.Glu

140 .

Ph.e

Tyr

Thr

Leu

Leu

220

Ala

235

Ala

Cys

Ala

Glu

Val
315

-149-

Trp

Glu

Cys

Lys

Cys

300

Glu

Leu
Ala
Glu
Asp
205
Lys
Ala
Val
His
Tyr
285

Cys

Asn

110

Gln

Val

Lys

Pro

Cys

190

Glu

Cys

Val

Ser

Gly

270

Ile

Glu

Asp

His

Asp

Lys

Glu

175

Cys

Leu

Ala

Ala

Lys

255

Asp

Cys

Lys

Glu

Lys
Val
Tyr
160

Leu

Gln

Arg

Ser

Arg

240

Leu

Leu

Glu

Pro

Met
320



Pro

Val

: Lveu

Leu

Ala

Ala

Cys

Tyr

Arg'

370

Ala

385

Pro
Phe
Tyr

Ser

Ala

465

Gln
Lvys
Leu

'Phe

Leu

Glu

Thr
Arg
450
Lys

Leu

Cys

Glu

Thr

Asp
Lys
Glu
355

Leu

Asp

vVal

Gln
Lyé
435

Asn

Arg

Cys

Cys

Val
515

Phe

Leu

Pro

. 325

Asn
340

Tyr

Ala

Pro

Glu

Leu

420

Lys

Leu

Met

vVal
Thr
500

Asp

His

Tyr
Ala
Lys
His
Glu
405
Gly
Val
Gly
Pro
Leu
485
Glu

Glu

Ala

Ser

Ala

Arg

Thr

Glu

390

Pro

Glu

Pro

Lys

Cys

470

His

Ser

Thr

Asp

Leﬁ
Glu
Arg
Tyr
375
Cys
Gln
Tyr
Gln
Val
455
Ala
Glu
Leu

Tyr

Ile

Ala

Ala

His

360

Glu

Tyr

Asn

Lys

Val

440

Gly

Glu

Lys

Val

Val

520

Cys

34811

Ala

Lys

345

Pro

Thr

Ala

Leu

Phe:

425

Ser

Ser

Asp

Thr

Asn

505

Pro

Thr

Asp

330

Asp

Asp

Thr

Lys

Ile

410

Gln

Thr

Lys

Tyr

Pro

490

Arg

Lys

Leu

-150-

Phe
vVal
Tyr
Leu
Val
395
Lys
Asn
Pro
Cys
Leu
475
Va‘l
Arg

Glu

Ser

Val

Phe

Ser

Glu
380
Phe
Gln
Ala
Thr
Cys
460

Ser

Ser.

Pro

Phe

Glu

Glu

Leu

vVal

365

Lys

Asp

Asn

Leu

Leu
445

Lys

val

Asp

Cys

Asn

525

Lys

Ser

Gly

350

Val

Cys

Glu

Cys

Leu

430

Val

His

Val

Arg

Phe

510

Ala

Glu

Lys
335
Met
Leu
Cys
Phe
Glu
415
val
Glu
Pro
Leu
val
495
Ser

Glu

Arg

Asp

Phe

Leu

Ala
Lys
400
Leu
Arg
Val
Glu
Asn
480
Thr
Ala

Thr

Gln



Ile

530

Lys

545 -

Ala
Val
Glu
Gly
Asn
625
Thr

Ser

Glﬂ

Arg

Tyr
705

Gln

Thr

Glu

Gly

Gly

610"

Gly

val

Pro

Phe

Leu

690

Asn

Thr

- <210>
<211> 731
<212> PRT

Lys

‘Lys

Lys
Lys
595
Gly
Asp
Arg

Arg

Arg

675

Lys

Pro

Tyr

78

Gln

Glu

Cys.

580

Lys
Ser
His
Ala
Glu
660
Ala

Pro

Met

'Asp

Thr
Gln
565
Cys
Leu
Gly
Cys
Ser
645
Val
Ala
Asp

Val

Asp
725

Ala

550

Leu

Lys

Val

Gly

Pro

630

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

710

Leu

535

Leu

Lys

Ala

Ala

Gly

615

Leu

Glu

Val

Met

Val

695

Ile

Leu

Val
Ala
Asp
Ala
600
Gly
Gly
Asp
Thr
His
680
Pro

Gln

Ala

34811

Glu

Val

Asp

585

Ser

Ser

Pro

Leu

Met

665

Ala

Ala

Lys

Lys

Leu Val
555

Met Asp
570

LYs‘Glu
Gln Ala
Gly Gly
Gly Arg
635
Gly Trp
650
Cys Ile
Gln Ile

Pro Cys

Thr Asp
715

Asp Cys’

730

-151-

540

Lys

Asp

Thr

Ala.

Gly

620

Cys
Ala
Gly
Lys
Cys
700

Thr

His

His

Phe

Cys

Leu
605
Gly

Cys

Asp

Ala

Thr
685

Val

Gly

Cys

Lys

Ala

Phe

590

Gly

Ser

Arg

Trp

Cys

670

Ser

Pro

Val

Ile

Pro
Ala
575
Ala

Leu

Ala

Leu

Val

655

Pro

Leu

Ala

Ser

Lys
560
Phe
Glu
Gly
Arg
His
640
Leu
Ser
His

Ser

Leu
720



<213>

<220>
<223>"

<400}

1

Leu

Phe

'Phe

" Val
65

~Ala

. Cys

Cys
Asp
Met
145

Leu

Leu.

Arg

Lys

Ala
50

Asn
Glu
Thr

Ala

Asp

Cys'

Tyr

Phe

Trinh tu

trinh,tu

78

Met Asp Met

Gly
Asp
35
Gln
Glu
Asn

val

Lys
115

Asﬁ-
130 )

Thr

Glu

Phe

Arg
Ala

20

Leu

Tyr

‘Val

Cys

nhan tao

polypeptit tdng

Val Pro
5

Arg Cys

‘Gly Glu

Leu Gln

Thr Glu
70

Asp Lys

. 85

Ala
100
Gln
Prb

Ala

Ile

Thr Leu

Glu Pro

Asn Leu

Phe His
' 150

Ala Arg

" 165

Ala
180

Lys Arg

Ala
Asp
Glu
Gln
55

Phe
Ser
Arg
Glu
Pro
135
Asp

Arg

Tyr

Gln
Ala
Asn
40

Cys
Ala
Leu
Glu
Arg
120
Arg
Asn

His

Lys

34811

hop

-Leu

His

25

Phe
Pro
Lys
His
Thr
105
Asn
Leu
Glu

Pro

Ala
185

Leu
10
Lys
Lys
Phe
Thr
Thr
90
Tyr
Glu
Val
Glu
Tyr
170

Ala

-152-

Gly

Ser

Ala

Glu

Cys
75

Leu

Gly

Cys

Arg

Thr

155

Phe

'Phe

Leu

Glu

Leu

Asp

Val

Phé

Glu
Phe
Pro
140
Phe

Tyr

Thr

Leu

vVal

Val

45

His

Ala

Gly

Met

Leu

125

Glu

Leu

Ala

Glu

Leu

Ala

30

Leu

Val

Asp

Asp

Ala

110

Gln

Val

Lys

Pro

Cys
190

Leu

15

His

Ile

Lys

Glu

Lys
95

Asp

His

Asp

Lys

Glu

175

Cys

Trp
Arg
Ala

Leu

Ser
80
Leu
Cys
Lys
Val
Tyr
160

Leu

Gln



- Ala

Asp
Leu
225
bﬂéu
Val

- Leu

Asn

Leu’

“395
:Pio
a1
Leu
Leu
Ala

385

Pro

Cys

Ala

Asp

195

Glu

-210

Gln

Ser

Thr

Glu

Gln

290

Leu

Ala

Tyr
Arg
370

Ala

Leu

Gly

Lys

Gln

Asp
Cys
275
Asp

Glu

Asp

'Lys

Glu
355

Leu

Asp

Val

Lys
Lys
Phe
é?g

Leu
260

Ala

Ser

Lys

Leu

Asn
340

Tyr

Ala

Pro

Glu

Ala

Ala

Gly

Phe

245

Thr

Asp

Ile

Ser

Pro
325

Tyr

Ala

Lys

His

Glu

Ala
Ser
Glu
230
Pro
Lys
Asp

Ser

His
310
Ser
Ala
Arg

Thr

Glu
390

Pro

Cys

Ser

215

Arg

Lys

Val

Arg

Ser
295

Cys

Leu

Glu

Arg

Tyr

375

Cys

Gln

Leu

200

Ala
Ala
Ala
His
Ala
280
Lys
Ile
Ala
Ala
His
360
Glu

Tyr

Asn

34811

Leu

Lys

Phe

Glu

Thr

265

Asp

Léu

Ala

Ala

‘Lys

345

Pro

Thr

Ala

Leu

Pro Lys

Gln Arg

Lys Ala
235

Phe Ala

250

Qlu Cys
Leu Ala
'Lys‘Glu
Glu Val

315
Asp Phe
330
Asp Val
Asp Tyr
Thr Leu
Lys Val

395

Ile Lys

-153-

Leu

Leu

220

Trp

Glu

Cys

Lys

Cys

300

Glu
val
Phe
Ser
Glu
380

Phe

Gln

Asp

205

Lys

Ala

Val

His

Tyr

285

Cys

Asn

Glu

Leu

Val
365

Lys

Asp

Asn

Glu
Cys
Val
Ser
Gly
27Q
Ile
Glu
Asp
Ser
Gly

350

Val

Cys

Glu

Cys

Leu

Ala

Ala

Lys

255

Asp

Cys

Lys

Glu

Lys

335

Met

Leu

Cys

Phe

Glu

Arg

Ser

Arg

240

Leu

Leu

Glu

Pro

Met
320

Asp

Phe

Leu

Ala

Lys

400

Leu



Phe
Tyr
Ser

"Ala

465

Gln
' Lys
" Leu

Phe

Ile
545

Ala
val
» Glu

Gly

Glu
Thr
Arg
450
Lys

Leu

Cys

Glu

Thr

530

Lys

Thr

Glu

Gly

Gly
610

Gln

Leu

420

Lys

435

Asn

Arg

Cys

Cys

Val

515

Phe
Ly%
Lys
Lys
Lys

595

Gly

Lys

Leu

Met

Val

Thr

-500

Asp

His

Gln.

Glu

‘Cys

580

Lys

Ser

405

Gly

Val

Gly

Pro

Leu

485

Glu

Glu

Ala

Thr

Gln

565

Cys

Leu

Gly

Glu

Pro

Lys

Cys

470

His

Sef

Thr

Asp

Ala

550

Leu

Lys

Val

Gly

Tyr
G’ll.'l
Val
455
Ala
Glg
Leu
Tyr
Ile

535

Leu

Lys

Ala

Ala

Gly
615

Lys

Val

440

Gly

Glu

Lys

Val

Val

520

Cys

Val

Ala

Asp

Ala

34811

Phe

425

Ser

Ser

Asp

Thr

Asn

505

Pro

Thr

Glu

Val

Asp

585

Ser

600

Gly

Ser

410

Gln
Thr
Lys
Tyr
Pro
490
Arg
Lys
Leu
Leu
Met
570
Lys
Gln

Gly

-154-

Asn

Pro

Cys

Leu

475

Val

Arg

Glu

Ser

Val

555

Asp

Glu

Ala

Gly

Ala

Thr

Cys

460

Ser

Ser

Pro

Phe

Glu

540

Lys

Asp

Thr

Ala

Gly
620

Leu
Leu
445
Lys
Val
Asp
Cys
‘Asn
525
Lys
His
Phe
Cys
Leu

605

Gly

Leu
430
Val
His
Val

Arg

Phe
510
Ala
Glu
Lys
Ala
Phe
590

Gly

Ser

415

Val
Glu
Pro
Leu

val
495

Ser
Glu
oo
Pro
Ala

575

Ala

Leu

Gly

Argv
Val
Glu
Asn
480
Thr
Ala
Thr
Gln
Lys
560
Phe
Glu

Gly

Asp



His Pro Leu

625

~ Ala Ser Leu Glu

: Glu Val Gln Val

660

Ala Ala Asn Met
' 675

Asp Thr Val
690

Pro

-Met Ile

705

Val Leu

Asp Asp Leu

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

79

741

PRT
Trinh tu

<220> ‘
<223> - trinh tuy

<400> - 79

‘Met Asp Met Arg
1 -

Leu Arg Gly Ala

20

Phe Lys Asp Leu
35

Phe Ala Gln Tyr
50

Leu

Pro Gly

630

Gly Arg

Asp Leu Gly Trp

645

Thr Met Cys Ile

Ala Ile

680

His

Ala Pro

695

Pro Cys

Gln Lys Thr

710

Ala
725

Lys Asp Cys

hhén tao

polypeptit tdéng

Val Pro Ala Gln
5

Arg Cys Asp Ala

Gly Glu Glu Asn
40

Leu Gln Gln Cys
55

Asp

34811

Cys

Ala

Gly

665

Lys

Cys

Thr

His.

hop

Leu

His

Cys
Asp
650
Ala
Thr
Val
Gly

Cys
730

Leu
10

Lys

25

Phe

Pro

Lys

Phe

-155-

Arg Leu His Thr

635

Trp Val Leu Ser

Gln
670

CYs Pro Ser

His
685

Ser Leu Arg

Ala
700

Pro Ser Tyr

vVal
715

Ser Leu Gln

Ile

Val

Pro

655

Phe

Leu

Asn

Thr

Arg
640
Arg
Arg.
Lys

Pro

Tyr
720

Gly Leu Leu Leu Leu Trp

Ser Glu Val Ala
30

Ala Leu Val Leu
45

Glu Asp His Val
60

15

His

Ile

Lys

Arg

Ala

Leu



Val
- 65

Ala
Cys
Cys

Asp

Met

Asn

Glu

Thr

Ala

Glu

Asn

Val

Val

Cys

Ala

- 100

Lys

© 115

Asp
130

Cys

145

Leu

. Leu

Ala

Asp

Tyr

‘Phe.

Ala

‘Glu

© 210

Leu
225

- Leu

. Val

Leu.

Gln

Ser

Thr

Glu

Asn

Thr

Glu’

Phe
Asp
195

Gly

Lys

Gln
Asp

Cys

Glr_1

Pro

Ala

Ile

Ala
'180.

Lys

Lys

Phe
Arg
Leu
260

Ala

Thr
Asp
85

Thr
Glu
Asn
Phe
Ala
165
Lys

Ala

Ala

Gly

-Phe

245

Th];

Asp

Glu

70

Lys

Leu

Pro

Leu

His

150

Arg

Arg

Ala

Ser

Glu

230

Pro

Lys

Asp

Phe

Ser

Arg

Glu

Pro

135

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ser

215

Arg

Lys

Val

Arg

Ala

Leu

Glu-

Arg

34811

Lys

His

Thr

105

Asn

120

Arg
Asn
His
Lys
Leu
200
Ala
Ala
Ala
Hivsv

Ala

Leu

Glu

Pro

Ala

185

Leu

Lys

Phe

Glu

Thr
265

Asp

Thr

Thr

90

Tyr

Glu

Val

Glu

Tyr

Cys

15

Leu

Gly

Cys

Arg

Thr

155

Phe

170

Ala
Pro
Gln
Lys
Phe
250

Glu

Leu

Phe
Lys
Arg
Ala
235
Ala

Cys

Ala

-156-

vVal

Phe

Glu

Phe

Pro

140

Phe

Tyr

Thr

Leﬁ

Leu

Ala
Gly
Met
Leu
125
Glu

Leu

Ala

‘Glu

Asp

- 205

Lys

220

Trp
Glu

Cys

Lys’

Ala

Val

His

Tyr

Asp

Asp

Ala

110

Gln

Val

Lys

Pro

Cys

190

Glu

Cys

Val

Ser

Gly
270

Ile

Glu
Lys
95

Asp
His
Asp
Lys
Glu
175
Cys
Leu
Ala
Ala
Lys
255

Asp

Cys

Ser

80

Leu

Cys

Lys

Val

Tyr

160

Leu

Gln

Arg

Ser

Arg

240

Leu

Leu

Glu



Asn

Gln

290

Leu
305
Pro
Val
"Leu

Leu

~Ala

Leu
Ala
Cys
Tyi

Arg

370

Ala

385

"Prq
Phe
Tyr

_Sér

| Ala

465

Gln

Leu
Glu

Thr

275

Asp

‘Glu

Asp

Lys

Glu

355

Leu

Asp

‘Val

Gln

Lys 

Ser

Lys

Leu

Asn -

340

Tyr

‘Ala

Pro

Glu

Leu

420

Lys

435

Arg

450
Lys

Leu

Asn

‘Arg

'Cys

Leu

Met

Val

Ile
Ser
Pro
325
Tyr
Ala
Lys

His

Glu
405

Gly

Val

Gly

Pro

Leu

485

Ser

His

310

Ser

Ala

Arg

Thr

Glu

390

Pro

Glu

Pro

Lys

Cys

470

His

Ser
295
Cys
Leu
Glu
Arg
Tyr
375
Cys
Gln
Tyr

Gln

Val
455

Ala

Glu

280

Lys
Ile
Ala
Ala
His
360
Glu
Tyr
Asn
Lys
Val
440
Gly
Glu

Lys

34811

Leu Lys
Ala Glu

Ala Asp
330

Lys Asp
345

Pro Asp
Thr Thr
Ala.Lys
Leu Ile

410

Phe Gln
425

Ser Thr

Ser Lys

Asp Tyr

Thr.Prob

490

-157-

Glu
Val
315
Phe
Val
Tyr
Leu
vVal
395
Lys
Asn
Pro
Cys
Leu

475

Val

Cys

285

Cys

300 |

Glu

Val

Phe

Ser

Glu
380

Phé

Gln
Ala
Thr
cys
460

Ser

Ser

Asn

Glu

Leu

Val

365

Lys

Asp

Asn

Leu

Leu

445

Lys

Val

Asp

Glu
Asp
Ser
Gly
350
Val
Cys
Glu
Cys
Leu
430
Val
His
Val

Arg

Lys

Glu

Lys

335

Met

Leu

Cys

Phe

Glu

415

Val

Glu

Pro

Leu

Val
495

Pro
Met
320
Asp
Phe
Leu

Ala

Lys
400
Leu
Arg
Val
Glu
Asn
480

Thr



Lys

- Leu

Phe

Cys

Glu

Thr

- 530

Ile
545

-Ala

Val-

Glu
Gly
ley
625
Gly
Gly
Cys

Gln

Pro

»LYs

Thr

Glu

Gly

Gly
610

Gly

Arg

Trp
Ile
Ile
690

Cys

Cys Thr Glu

Val

515

Phe

Lys

Lys

Lys

Lys
595

Glyv

Ser

Cys

Ala

Gly

500

Asp

‘His

"Gln

Glu

Cys

580

Lys

Ser

_ley

Cys

Asp.

660

Ala

675

Lyé

Cys

Thr

Val

Glu

Ala

Thr
Gln
565

Cys

Leu

Gly

Arg

645

Trp

Cys

Ser

Pro

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

Tyr

Ile
535

Leu

550

Leu

Lys

Val

Gly

Gly

630

Leu

Val

Pro

Leu

Ala

Lys
Ala
Ala
Gly
615
Gly
His
Leu
Ser
His
695

Ser

Val
Val
520
Cys
Val
Ala
Asp
Ala
600
Gly
Ser
Thr
Ser
Gln
680

Arg

Tyr

34811

Asn
505

Pro

Thr

“Glu

Val

Asp.

585

Ser

Ser

Gly

Val

Pro
665
Phe

Leu

Asn

Arg Arg
Lys Glu
Leu Ser

Leu Val.
555

Met Asp
570 '
Lys Glu
‘Gln Ala
Gly Gly
Asp His
635
Arg Ala
650
Arg Glu
Arg Ala

Lys Pro

Pro Met

-158-

Pro

Phe

Glu

540

Lys

Asp

Thr

Ala

Gly
620

Cys

Ser

Val
Ala
Asp
700

Val

Cys

Asn

525

Lys

His

Phe

Cys

Leu
605

Gly

Pro

Leu

Gln

Asn

685

Thr

Leu

Phe
510

Ala

Glu

Lys

Ala

Phe

590

Gly

Ser

Leu

Glu

Val

670

Met

Val

Ile

Ser

Glu

Arg

Pro

Ala

575

Ala

Leu

Gly

Gly

Aspv

655

Thr

His

Pro

Gln

Ala
Thr
GlnA
Lys
560
Phe
Glu
Gly
Gly
Pro
640
Leu
Met
Ala

Ala

Lys



705

- Thr Asp Thr Gly

Asp Cys His Cys

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

<2205
<223>

<400>

Met Asp
1

~Leu Arg
‘Phe Lys

Phe Ala
50

Val Asn
65 :

-Ala Glu

. Cys Thr

© Cys. Ala

Asp Aspv

80

738

PRT

740

Trinh tu

trinh tu

80

Me?
Gly
-Asp
Gln
6lu
Asn
Vél
Lys
115

Asn

‘Arg

Ala
20 -

Leu

Tyr

Val
Cys
Ala
100

Gln

Pro

710

34811

715

720

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

725

Ile

nhan tao

polypeptit téng

Val Pro Ala Gln
5

Arg Cys Asp Ala

Gly Glu Glu Asn
40

Leu Gln Gln Cys
55

Thr Glu Phe Ala
70

Asp Lys Ser Leu
85

Thr Leu Arg Glu

Glu Pro Glu Arg
120

Asn Leu Pro Arg

hop

Leu

His

25

Phe

Pro

Lys

His

Thr

105

Asn

Leu

730

Leu
10

Lys
Lys
Phe
Thr
Thr
90

Tyr
Glu

Val

-150-

Gly

Ser

Ala

Glu

Cys

75

Leu

Gly

Cys

Arg

Leu

Glu

Leu

Asp

60

Val

Phe

Glu

Phe

Pro

Leu

Val

Val

- 45

His

Ala

Gly

Met

Leu
125

Glu

Leu

Ala

30

Leu

Val

Asp

Asp

Ala

110

Gln

Val

735

Leu

15

His

Ile

Lys

Glu

Lys

Asp

His

Asp

Trp

Arg

Ala

Leu

Ser

80

Leu

Cys

Lys

Val



130

Met Cys
145 ’
Leu Tyr
Leu- Phe

- Ala Ala

; Asp Glu

210

Leu. Gln
225

Leu Ser
Val Thr
.Qeu Glﬁ
-Asn.Gin

290

- Leu Leu
305

- Pro Ala

Val Cys

Lys
: - 340

-Thr

Glu
Phe

Asp

195

Gly
Lys
Gln
Asp
Cys

275

Asp

Glu

Asp

Ala

Ile

Ala

Phe

Ala
165

Lys

180

Lys

Lys

Phe

Arg

Leu
260

‘Ala

Ser

Lys

Leu

ASI’I

Ala

Ala

Gly

Phe

245

Thr

Asp

Tle

Ser

Pro
325

.Tyr

His

150

Arg

Arg

Ala

Ser

Glu

230

Pro

Lys

Asp

Ser

His

310

Ser

Ala

135

Asp
Arg
Tyr
Cys
Ser
215
Arg
Lys
Val
Arg
Ser
295
Cys

Leu

Glu

Asn
His
Lys
Leu
200
Ala
Ala
Ala
His
Ala
280
Lys
Ile

Ala

Ala

34811

Glu

Pro

Ala

185

Leu

Lys

Phe

Glu

Thr

265

Asp

Leu

Ala

Ala

Lys
345

Glu
Tyr
170
Ala
Pro
Gln
Lys

Phe
250

Glu
Leu
Lys
Glu
Asp

330

Asp

Thr
155
Phe
Phe
Lys
Arg
Ala
235

Ala
Cys
Ala

Glu

140

Phe

Tyr

Thr

Leu

Leu
220

Trp

Glu

Cys

Lys

Cys

© 300

Val
315

Phe

Val

-160-

Glu

Val

Phe

Leu

Ala

Glu

Asp
205

Lys

Ala

val

His

Tyr

285

Cys

Asn

Glu

Leu

Lys

Pro

Cys

190

Glu

Cys

Val

Ser

Gly

270

Ile

Glu

Asp

Ser

Gly
350

Lys

Glu

175

Cys

Leu

Ala

Ala

Lys

255

Asp

Cys

Lys

Glu

Lys

335

Met

Tyr

160

Leu

Gln

Arg

Ser

Arg

240

Leu

Leu

Glu

Pro

Met

320

Asp

Phe



- Leu

Leu

Ala

385

Pro
 Phe
Tyr
Ser
Ala
465
Gln
- Lys
Leu
: -Phe
Ile

545

- Ala

Tyr

Glu

- 355

VArg

370

Ala

Leu

Glu

T'hr

Arg

450

Lys

Leu

Cys

Glu

Thr
530

vLy.'s

Thr

Leu

Asp.

Val

Gln

‘Lys

435

Asn

Arg

Cys

Cys
Val
515

Phe

Lys

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glg

Leu

420

Lys

Leu

Met

Val

Thr

500

Asp

His

Gln

Glu

Ala

Lys

His
Glu
405
Gly

Val

Gly

Pro

Leu

485

Glu

Glu

Ala

Thr

Gln

Arg

Thr

Glu

390

Pro

Glu

Pro

Lys

Cys

470

His

Ser

Thr

Asp

Ala

550

Leu

Arg
Tyr
375
Cys
Gln
Tyr

Gln

Val
455
Ala
Glu
Leu
Tyr
Ile
535

Leu

Lys

His
360
Glu
Tyr
Asn

Lys

Val
440
Gly
Glu
Lys
Val
Val
520
Cys

Val

Ala

34811

Pro

Thr

Ala

Leu

Phe

425

Ser

Ser

Asp

Thr

Asn

505

Pro

Thr

Glu

Val

Asp
Thr
Lys
Ile
410
Gln
Thr
Lys

Tyr

Pro
490

Arg

Lys

Leu

Leu

Met

-161-

Tyr
Leu
Val
395
Lys

Asn

Pro
Cys
Leu
475
val
Arg
Glu
Ser
Val

555

Asp

Ser

Glu

380

Phe

Gln

Ala

Thr

Cys

460

Ser

Ser

Pro

Phe

Glu

540

Lys

Asp

Val
365
Lys
Asp
Asn

Leu

Leu
445
Lys
Val
Asp
Cys
Asn
525

Lys

His

Phe

Val

Cys

Glu

Cys

Leu

430

Val

His

Val

Arg

Phe

510

Ala

Glu

Lys

Ala

Leu

Cys

Phe

Glu

415

Val

Glu

Pro

Leu

Val

495

Ser

Glu

Arg

Pro

Ala

Leu

Ala

Lys

400

Leu

Arg

Val

Glu

Asn

480

Thr

Ala

Thr

Gln

Lys

560

Phe



val
Vgiu
‘Gly
Gly
625

:7Cys

* Asp

Ala’

~ Thr

Val

705

Gly

Cys

34811

565

Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp Asp

580 _ 585

GlY”Lys Lys Leu Val Ala Ala Ser
595 ' 600

Gly Gly Ser'Gly Gly Gly Gly Ser
610 » 615

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Cys
. 630

Arg Leu His Thr val Arg Ala Ser
: - 645 ‘

Trp Val Leu Ser Pro Arg Glu Val
' 660 665

Cys Pro Ser Gln Phe Arg Ala Ala
675 680

Ser Leu His Arg Leu Lys Pro Asp
690 . _ 695

Pro Ala Ser Tyr Asn Pro Met Val

710

val Ser Leﬁ Gln Thr Tyr Asp Asp
725

Ile

<210> 81
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> trinh ty polypeptit téng hop

-162-

570
Lys

Gln

Gly

Pro

Leu

650

Gln

Asn

Thr

Leu

Leu
730

Glu

Ala
Gly
Leu
635
Glu

Val

Met

Val

Ile
715

Leu

Thr

Ala

Gly

Cys

Leu

605

Gly

620 .

Gly

Asp

Thr

His

Pro

700

Gln

Ala

Pro

Leu

Met

'Ala

685

Ala

Lys

Lys

Phe

590

Gly

Ser

Gly

Gly

Cys

670

Gln

Pro

Thr

Asp

575

Ala

Leu

Gly

Arg

Trp

655

Ile

Ile

Cys

Asp

Cys
735

Glu

Gly

Gly

Cys

640 -

Ala

Gly

Lys

Cys

Thr

720

His



- <400>

'~ Met Asp
1 .

Leu Arg

81

Met

Gly

..Pro Gly Arg

Leu‘Gly

Met Cys

65

“Ala Gin

Ala Pro

Lys Thr

‘Lys Asp.

130

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

<220>
<223>

<400>

1

35

Trp

Ile
Cys

Asp

115

Cys

82
134
PRT

Ile

Arg'

Ala
20

Cys

‘Ala

Gly

Lyé

Cyé

Thr

His

Trinh tu

trinh tu

82

Met Asp Met Arg

Leu Arg Gly Ala

Val
Arg
Cys
Asp
ala

Thr
85

Val
100

Gly

Cys

nhén tao

Pro

Cys

Arg

Trp

Cys

70

Ser

Pro

Val

Ala

Ala

Leu

Val

55

Pro

Leu

Ala

Ser

Ile

Gln
Arg
His
40

Leu
Ser
His

Ser

Leu
120

34811

Leu

Asn

25

Thr

Ser

VGln

Arg

Tyr
105

Gln

polypeptit téng hop

Leu Gly Leu Leu Leu
10

Gly Thr His Cys Pro
30

Val Asn Ala Ser Leu
45

Pro Arg Glu Val Gln
60

Phe Arg Ala Ala Asn
75

Leu Lys Pro Aép Thr
90

Asn Pro Met Val Leu
110

Thr Tyr Asp Asp Leu
125

Leu
15

Leu
Glu
Val
Met
Val
95

Ile

Leu

Trp

Gly

Asp

Thr

His

80

Pro .

Gln

Ala

Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

5

10

15

Arg Cys Ala Arg Asn Gly Asp His Cys Pro Leu Gly

-163-



Pro Gly.

Leu Gly

50

Met Cysf

65

Ala Gln
Ala.Pro
| Lys Thr

" Lys Asp
130

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

<220>
<223>

<400>

1

Arg
35

Trp
Ile

Ile

Cys

Asp
115

Cys

83
134

PRT

20

Cys

Ala

Gly
Lys
Cys

Thr

His

Trinh tu

trinh tu

83

- Met Asp Met Arg

. Leu Arg Gly Ala

20

Pro Gly Arg Cys

35

Leu Gly Trp Ala

Cys Asn Leu

Asp Trp Val
55

Ala Cys Pro

Thr Ser Leu
85

Val Pro Ala

100 .

Gly Val Ser

Cys Ile

nhén tao

Thr

40

Leu

Ser

His

Ser

Leu

120

polypeptit téng

Val Pro Ala
5

Gln

Arg Cys Ala Arg

Cys Arg Leu

Asp Trp Val

His
40

Leu

34811

25

Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr

105

Gln

hop

Leu

Asn
25

Thr

Ser

Val Arg Ala

Pro Arg Glu
60

Phe Arg Ala
75

Leu Lys Pro
90

Asn Pro Met

Thr Tyr Asp

Leu Gly Leu
10
Gly Asp His

Val Arg Ala

Pro Arg Glu

-164-

Ser
45

Val

Ala

Asp

Val

Asp
125

30

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

110

Leu

Glu

Val

Met

val
95

Ile

Leu

Asp
Thr
His
80
Pro

Gln

Ala

Leu Leu Leu Trp

pys

Asn
45

val

Pro
30

Leu

Gln

15

Leu

Thr

Val

Gly

Asp

Thr



AMet_
65
Ala
Ala

-.Lys

.. Lys

<210

50

Cys-Ile

Gln Ile

Pro Cys

Thr Asp

Gly

Lys

Cys

Ala

Thr
85

Val

100

Thr

115

Asp Cys
130

> 84

- <211> 134

<212
<213

<220
<223

<400
Met
1

Leu

Pro

Leu

Met
65

Ala

> PRT

> Trinh tu'

>

> 84

Asp Met

Arg Gly

Gly'Arg

35

Gly Trp

Cys Ile

Gln Ile

‘His

> trinh tu

Arg

Ala
20

Cys

Ala

Gly

Lys

Gly

Cys

Cys
70

Pro

Ser

34811

Gln

Ser Leu His Arg

Pro

Val

Ile

Ala

Ser

nhan tao

60

Phe Arg Ala
75

Leu Lys Pro
90

Ser Tyr Asn Pro Met

Leu
120

polypeptit tdng

Val

Arg

Cys

Asp

Ala

Thr

Pro

Cys

Arg

Trp

Cys

70

Ser

Ala
Alé
Leu
Val
55.

Pro

Leu

Gln

Arg

His

40

Leu

Ser

His

105

Gln

hop

Leu

Asn
25

‘Thr

Ser

Gln

Arg

Thr Tyr Asp

Leu Gly Leu
10

Gly Asp His

Val Arg Ala

Pro Arg Glu
60-

Phe Arg Ala
75

Leu Lys Pro

-165-

Ala

Asp

Val

Asp
125

Leu

‘Cys

Ser
45
Val

Ala

Asp

Asn

Thr

Leu

110

Leu

Leu

Pro

30

Asn

Gln

Asn

Thr

Met

Val
95

Ile

His
80

Pro

Gln

Leu Ala

Leu
15

Leu

Glu

val

Met

Val

Trp

Gly

Thr

Thr

His

80

Pro



Ala Pro Cys Cys

100

'Lys Thr Asp Thr

Lys Asp Cys His

130

<210>
<211>
" <212>

<213>

<220>
$<223>

<400>

1
_Leu
Pro
Leu
Met
65

. Ala
Ala

Lys

Arg

Gly

Gly

50

Cyé
Gln

Pro

Thr

115

85 -

134

PRT

Trinh tu.

trinh tu

85

Met Asp Met

Gly

Arg
- 35

Trp
Ile
Ile
Cys

Asp

"Arg

Ala

20

Cyé‘

Ala

Gly

Lys

Cys

100

Thf

85

34811

90

95

Val Pro Ala Ser Tyr Asn Pro Met Val Leu Ile Gln

105

110

Gly Val Ser Leu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Alé
120

Cys Ile

nhan tao

polypeptit tdéng hop

Val Pro

Arg Cys

Cys Arg

Asp Trp

Ala Cys

70

Thr Ser
85

Val Pro

Gly Val

Ala

Ala

Leu

Val

55

Pro

Leu

Ala

Ser

Gln
Arg
His
40

Leu
Asn
His
Ser

Leu

Leu

Asn
25

‘Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr

105

Gln

Leu Gly
10

Gly Asp
Val Arg
Pro Arg
Thr Arg

75

Leu Lys
90

Asn Pro

Thr Tyr

-166-

Leu

His

Ala

Glu

60

Ala

Pro

Met

Asp

125

Leu

Cys

Ser

45

Val

Ala

Asp

Val

Asp

Leu

Pro

30

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

110

Leu

Leu
15

Leu

Glu

Val

Met

Val

95 -

Ile

Leu

Trp

Gly

Asp

Thr

His

80

Pro

Gln

Ala



(115

ﬁys Asp Cys

130
-<210> .86
<211> 134
<212> PRT
- <213>
<220>
<223>
<400> 86

Met Asp Met
1

Leu Arg Gly.

Pro Gly Arg

Leu Gly Trp

65

Ala Gln Ile
. Ala Pro Cys

'Lys Thr-Asp
115

Lys Asp Cys
130

<210> 87

MetFCys Ile

His

Arg

Ala
20

Cys

Ala

Gly
Lys

Cys

100

Thr

His’

Cys

Val

Arg

Cys

Asp

Ala

Thr

85

Val
Gly

Cys

Ile

Pro

Cys

Arg

Trp

Cys

70

Ser

Pro

Val

Ile

Trinh tu nhén tao

Ala

Ala

Leu

Val

55

Pro

Leu

Ala

Ser

34811

120

trinh ty polypeptit tdng hop

Gln Leu

Arg Asn
25

His Thr
40

Leu Ser

Ser Asn

His Arg

Ser Tyr
© 105

Leu Gln
120

Leu

10

Gly

Val

Pro

Phe

Leu
90

Asn

Thr

-167-

Gly

Asp

Arg

Arg

‘Thr

75

Lys

Pro

Tyr

Leu

His

Ala

Glu
60

Ala

Pro

Met

Asp

125

Leu

Cys

Ser

45

Val

Ala

Asp

Val

Asp

- 125

Leu

Pro

30

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu
110

Leu

Leu
15
Leu

Glu

Val

Met

Val
95

Ile

Leu

Trp -
Gly
Asp
Thr
His
80

Pro

Gln

Ala



<211>
<212>

L <213>

<220>

<223>

<400> -

134
PRT

Trinh tu

87

Met Asp Met

1 N

Leu

Pro

- Leu

Met

Arg

Gly1

Gly

Cys

Ala

Ala

Lys

Lys

Gln

Pro

Thr,

Asp

- 130

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

<2205
<223> -

: <400> -

Gly
Arg
35

‘Trp
Ile

Ile

Cys

Asp
115

Cys

88
134
PRT

trinh tu

Arg
Ala
20

Cys

Ala

Gly

Lys

Cys
100

Thr

His:

nhé&n tao

polypeptit tdng

Val Pro
5

Arg Cys
Cyé Arg
Asp Trp
Ala Cys
70

Thr Ser
85
Val Pro

Gly Vval

Cys Ile

Ala
Ala
Leu
Val
55

Pro
Leu
Ala

Ser

Trinh tuy nhan tao

Gln

Arg

His

40

Leu

Ser

His

Ser

Leu

34811

hop

Leu

Asn

25

Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr

105

Gln

120 -

trinh tu polypeptit téng hop

88

Leu Gly
10

Gly Asp

Val Arg

Pro Arg

Asn 'Arg
75

Leu Lys
90

Asn Pro

Thr Tyr

-168-

Leu

His

Ala

Glu
60

‘Thr

Pro

Met

Asp

Leu

Cys

Ser

45

Val

Ala

Asp

.Val‘

Asp

- 125

Leu

Pro

30

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

110

Leu

Leu

15

Leu

Glu

Val

Met:

Val
95

Ile

Leu

Trp

Gly

Asp

Thr

His

80

Pro

Gln

Ala



Met Asp Met
Leu Arg Gly

Pro Gly Arg
- 35

_Leu Gly Trp

50 -
Met Cys Ile
65 v
Ala Gln Ile

Ala‘Pro Cys

:Lys Thr.Asp

Arg

Ala
20

Cys

Ala

Gly

Lys

‘Cys
100

Thr

~115

Lys Asp Cys
: 130

<210> - 89

<211> 134

<212> PRT
<213>

F<220> .
{223>‘

<4005 . 89
Met Asp Met

-1

Leu Arg Gly

His

Trinh tu

trinh tu

Arg

Ala

20

Val

Arg

Cys

Asp

Ala

Thr
85
Val

Gly

Cys

nhan tao

polypeptit tdng

Pro

Cys

Arg

Trp

Cys

70

Ser

Pro

Val

Ile

Ala

Ala

Leu

Val

55

Pro

Leu

Ala

Ser

Gln

Arg

His

40

Leu

Ser

His

Ser'

34811

Leu Leu
10

Asn Gly
25

Thr Val

Ser Pro

Gln Phe

Arg Leu
90

Tyr Asn

- 105

Leu
120 .

Val Pro Ala Gln

5

Gln Thr

hop

Gly

Asp

Arg

Arg

‘Asn

75

Lys

Pro

Tyr

Leu
His
Ala
Gluv

60

Ala

Pro

Met

Asp

Leu

Cys

‘Ser

45

Val

Thr

Asp

Val

Asp
125

Leu

Pro

30

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

110

Leu

Leu

15

Leu

Glu

val

Met

Val
95

Ile

Leu

Trp
Gly
Asp
Thr
His
80

Pro

Gln

Ala

Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

10

15

Arg Cys Ala Arg Asn Gly Asp His Cys Pro Leu Gly

25

-169-

30



Arg Cys

.'Pro Gly
e 35

Leu Gly Ala

50

Trp

Met Ile

.65

Gly

Ala Gln Ile Lys

Pro Cys Cys

Ala
' 100

-Lys Thr Asp

Thr
115 -

Lys Asp

130

Cys His

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

90 -
134

PRT .
Trinh tu

<220> ,
1 <223> trinh tu

<400> 90
* Met Asp Met Arg
1

- Leu Arg Gly Ala
' 20

Pro Gly Arg Cys
35

Leu Gly Trp

Ala
50 '

His
40

Cys Arg Leu

Val
55

Asp Trp Leu

Ala Cys Ser

Pro
70

Thr
85

Asn Leu Thr

Val Pro Ala Ser

Leu
. 120

Gly Val Ser

Cys Ile

nhén tao

polypeptit tdng

Val Pro Ala Gln
5

Arg Cys Ala Arg

Cys Arg Leu His
' 40

Asp Trp Val Leu
55

.Ser

34811

Thr Val Arg Ala

Glu
60

Pro Arg

Gln Phe Arg Ala

75

Leu Pro

90

Arg Lys

Tyr Asn Pro Met

105

Gln Thr Tyr Asp

hop

Leu Leu Gly Leu
10

Asn Gly Asp His
25

Thr Val Arg Ala

Ser Pro Arg Glu
60

-170-

Ser

45

Val

Ala

Asp

Val

Asp
125

Leu

Cys

Ser
45

Val

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu
110

Leu

Glu

Val

Met

Val

95

Ile

Leu

Asp

Thr

His

80

Pro .

Gln

Ala

Leu Leu Trp

15

Pro Leu Gly

30

Leu Glu Asp

Gln Val Thr



Met Cys

65 -

Ala Gln
'Ala Ero
Lys Thr

Lys Asp
130

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

<220>
<223>

<400>
Met Asp

1

Leu Arg

Pro Gly

Ala Gln

Ile
Ile
Cyé
Asp
115

Cys

91
134
PRT

Gly
Lys
Cys
100

Thr

His

Trinh»tﬁ

trinh tu

91~

Met

Gly

Ile

'Arg

Ala
20

Cyé

Ala

- Gly

Lys

Ala Cys Pro
70

Thr Ser Asn
85
Val Pro Ala

Gly Val Ser

Cys Ile

nhén tao

Ser

His

Ser

Leu
120

polypeptit tdng

Val Pro Ala
Arg Cys Ala
Cys Arg Leu

Asp Trp Val
55

Ala Cys Pro
70

Thr Ser Leu
85

Gln
Arg
His
40

Leu

Ser

His

34811

Gln Phe Arg Ala

Thr

_Tyr

105

Gln

hop

Leu

Asn

25

Thr

Ser

Gln

Arg

75

Leu Lys Pro

90

Asn Pro Met

Ala

Asp

Val

Thr Tyr Asp Asp

Leu
10

Gly
Val
Pro
Phe
Leu

90

-171-

Giy

Asp

Arg

Arg

Arg
75

Lys

Leu

His

Ala

Glu

60

Ala

Pro

125

Leu
Cys
Ser
45

Val

Ala

Asp

Asn Met His

80

Thr Val Pro

95

Leu Ile Gln

110

Leu Leu Ala

Leu

Pro

30

Leu

Gin

Asn

Thr

Leu
15

Leu
Glu
Val

Met

Val
95

Trp

Gly

Asp

Thr

His

80

Pro



'Ala Pro Cyé

Lys Thr Asp Thr

115

34811

Cys Val Pro Ala Asn Tyr Thr Pro Met Val Leu Ile Gln
110

100

~Lys Asp Cys His Cys

130

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
- <223>

<400>

1
Leu
- Pro
Leu
Met
65

‘ Ala

"~ Ala

Asn

Arg

Gly

Gly

92
134.
PRT

Ile

Trinhrtu nhdn tao

120

105

trinh ty polypeptit tdng hop

92

Met Asp Met

Gly

Arg
35

Trp

50 -

Cys

Gln.

Pro

Thr

Ile

Ile
Cys

Thr
115

‘Arg Val

Ala Arg
20 '

Cys Cys

Ala Asp

Gly Ala

Lys Thr
85

Cys Val
100

Thr Gly

Pro

Cys

Arg

Trp

Cys

70

Ser

Pro

Val

Ala

Ala

Leu

Val

55

Pro

Leﬁ

Ala

Ser

Gln

Arg

His

40

Leu

Ser

His

Ser

Leu
120

Leu

Asn

25

Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr

105

Gln

Leu Gly
10

Gly Asp
Val Arg
Pro Arg

Phe Arg
75

Leu Lys
90 :

Asn Pro

Thr Tyr

_172_

Leu
His
Ala
Glu
60

Ala
Pro

Met

Asp

125

Leu

Cys

Ser

45

Val

Ala

Asp

Val

Asp
125

Leu

Pro

30

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

110

Leu

Leu
15

Leu
Glu
Val
Met
Val
95

Ile

Leu

' Gly Val Ser Leu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Ala

Trp

Gly

Asp

Thr

His

80

Pro

Gln

Ala



Lys Asp Cys His

130

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

<220>
<223>

<400>
Met Asp

-1

Leu Arg
Pro Gly

Leu Gly
50

Met Cys
65

" Ala Gln
Ala Pro
Lys Thr

Lys Asp
130

<210> -
- <211>
<212>-

93
134
PRT

Cys

Ile

Trinh tu nhan tao

trinh ty polypeptit téng

93

Met
Gly

Arg
35

Trp

'Ilé
Ile
 Cys
Asn
‘115

Cys

94
134

Arg

Ala
20

Cys

Ala

Gly

Lys

Cys
100

Thr

His

PRT = -

Val

Arg

Cys

Asp

‘Ala

Thr
85

Val

Thr

Cys

Pro

Cys

Arg

Trp

Cys

70

Ser

Pro

Val

Ile

Ala
Ala
Leu
Val
55

Pro
Leu

Ala

Ser

Gln

Arg

His

40

Leu

Ser

His

Ser

Leu
120

34811

hop

Leu

Asn

25

Thr

Sef

Gln

Arg

Tyr
105

Gln

Leu Gly
10

Gly Asp
Val Arg

Pro Arg

Phe Arg
75

Leu Lys
90 :

Asn Pro

Thf_Tyr

-173-

Leu

His

Ala

Glu

60

Ala

Pro

Met

Asp

Leu

Cys

Ser

45

Val

Ala

ASp

Val

Asp
125

Leu

Pro

30

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu

110

Leu

Leu

15

Leu

Glu

Val

Met

Val

95

Ile

Leu

Trp

.Gly

Asp

Thr

His

80

Pro

Gln

Ala



<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tu nhén tao

94

Met Asp Met

1 .

‘Leu Arg.

Pro Gly

Leu Gly
50

- Met Cys
65

, Ala Gln

Ala Pro
Lys Thr

Lys Asp
130

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

<220>
<223>

<400>

Gly

Arg

Trp

Ile
Ile
Cyé
Asp
115
Cys

95
134
PRT

Axg

Ala
20

Cys

Ala

Gly

Lys

Cys
100

Ash

His

Trinh tu

trinh tu

95

Met Asp Met Arg

val

Arg
Cys
Asp
Ala
Thr
85

Val

Gly

Cys

Pro

Cys

Arg

Trp

Cys

70

Ser

Pro

Thr

Ile

Ala
Ala
Leu
vVal
55

Pro
Leg

Ala

Ser

nhdn tao

trinh tu polypeptit tdng

Gln

Arg

His

40

Leu

Ser

His

Ser

Leu
120

34811

hop

Leu

Asn

25

Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr

105

Gln

polypeptit tdng hop

Leu

10

Gly

Val

Pro

Phe

Leu
90

Asn

Thr

Gly

Asp

Arg

Arg

Arg

75

Lys

Pro

Tyr

Leu

His

Ala

Glu

60

Ala

Pro

Met

Asp

Leu
Cys
Ser
45

Val

Ala

Asp

Val

Asp
125

Leu

Pro

30

Leu

Gln

Asn

Thr

Leu
110

Leu

Leu
15

Leu
Glu
Val
Met
Val
95

Ile

Leu

Trp

Gly

Asp

Thr

His

80

Pro

Gln

Ala .

'Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

174



:Leu Arg Gly
Pro Gly Arg

Leu Gly Trp
50 -

Met Cys Ile
.65 '

Ala Gln Ile
Ala -Pro Cys
“Lys Thr Asp

115

Lys Asp Cys

130
<210> 96
<211> . 134
<212> PRT

Ala
20

Cys

Ala

ley

Lys

Cys
100

Thr

His

<213> . Trinh tu

'<220>

"<223> - trinh tu

 <400> 96

Met -Asp Met
1 .

Leu Arg Gly

. Pro Gly Arg

Arg

Ala
20 -

Cys

Arg
Cys
Asp
Ala

Thr
85
Val

Gly

Cys

Cys

Arg

Trp

Cys

70

Ser

Pro

Asn

Ile

Ala

Leu

Val

55

Pro

Leu

Ala

Ser

nhé&n tao

Arg
His
40

Leu
Ser
His

Ser

Thr
120

polypeptit téng

Val Pro Ala Gln

5

Arg Cys Ala Arg

Cys Arg Leu His

34811

Asn
25

Thr

Ser

Gln

Arg

Tyr

105

Gln

hop

10

Gly Asp His Cys Pro
30

Val Arg Ala Ser Leu
45

Pro Arg Glu Val Gln
60

Phe Arg Ala Ala Asn
75

Leu Lys Pro Asp Thr
90

Asn Pro Met Val Leu
110

Thr Tyr Asp Asp Leu
125

15

Leu

Glu

Val

Met

Val

95

Ile

Leu

Gly

Asp

Thr

His

80

Pro

Gln

Ala

Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

10

15

Asn Gly Asp His Cys Pro Leu Gly

25

30

Thr Val Arg Ala Ser Leu Glu Asp

-175-



- 35

Leu Gly Trp Ala

50

Met Cys
65

Ala Glh

-Ala Pro

Lys Thr

Lys Asp
130

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

©<220>
<223>

<400>
. Met Asp
1 .

Leu Arg
Pro Gly
Leu Gly
' 50

Met Cys

Ile Gly
Ile Lys

Cys Cys
’ 100

Asp Thr
115 -

Cys His

97

- 134

PRT
Trinh tuy

trinh tu
97

Met Arg

Gly Ala
20

Arg Cys
35

Trp Ala

Ile Gly

40
Asp Trp Val Leu

55

Ala Cys Pro Ser
70

Thr Ser Leu His
85

Val Pro Ala Ser

Gly Val Asn Leu
120

Cys Ile

nhén tao

polypeptit téng

Val Pro Ala Gln

-5

Arg Cys Ala Arg

Cys Arg Leu His
40

Asp Trp Val Leu
55

Ala Cys Pro Ser

34811

Ser

Gln

Arg

Tyr

105

Thr

hop

Leu

Asn

25

Thr

Ser

Gln

Pro .Arg Glu
' 60

Phe Arg Ala

Leu Lys Pro
90

Asn Pro Met

Thr Tyr Asp

Leu Gly Leu
10

Gly Asp His

Val Arg Ala

Pro Arg Glu
60

Phe Arg Ala

-176-

45

Val

Ala

‘Asp

Val

Asp
125

Leu
Cys
Ser
45

Val

Ala

Gln

Asn

Thr

Leu

110

Leu

Leu

Pro

30

Leu

Gln

Asn

Val

Met

Val

95

Ile

Leu

Leu
15

Leu

Glu

Val

Met

Thr

His
80

Pro

Gln

Ala

Trp

Gly

Asp

Thr

His



65

Ala Gln

"Ala Pro

34811

70 75 80 -

Ile Lys Thr Ser Leu His Arg Leu Lys Pro Asp -Thr Val Pro
' 85 90 ‘ : 95

Cys Cys Val Pro Ala Ser Tyr Asn Pro Met Val Leu Ile Gln
100 . 105 : 110

Lys Thr Asp Thr Gly Val Ser Leu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu Leu Asn

Lys Thr
130

<210>
2 <211>
<212>
<213>

. <220>
<223>

<400>
caccatg
- 60

tgccaga
70

<210>.
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

v <400>.
‘cctcgag
~48

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

<220>

115 120 125

Cys His Cys Ile
98

70

ADN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu polynucleotit tdng hgp

98

gac atgagggtcc ccgctcagct.cctggggctc ctgctactct ggctccgagg

tgt

99.
48

" ADN

Trinh tu nhén tao
Trinh tu polynucleotit téng hop

99 _ oo .
cgg ccgctagctc atatgcagtg gcagtctttg gctaacaa

100

131

PRT
Trinh tu nhén tao

-177-



'<223> - trinh tu polypeptit tdng

- <400>
Met Asp
1

Leu Arg

~Cys Cys

~ Ala Asp

Gly Ala
65

Lys Thr
Cys Val
Thr Gly

' His Cys
130

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

<220>
<223>

<400>

100

Met
Gly
-Arg
35
Trp
Cys
Ser
Pro

Val
1l5'

Ile‘

101

22

PRT

Arg

Ala

20 -

Leu

Val

Pro

Léu

Ala

Val
Aré
His
Leu
Ser
His
85

Ser

100 -

Ser

Leu

Pro

Cys

Thr

Ser

Gln
70

Arg

Tyr

Gln

Ala

Gly

Val

Pro

55"

Phe

Leu

Asn

Thr

Trinh ty nhdn tao

Gln

Asp

Arg

40

Arg

Arg

Lys

Pro

Tyr
120

34811

hop

Leu

His
25

Ala

Glu

Ala

Pro

Met
105

Asp

Leu Gly
10

Cys Pro

Ser Leu

Val Gln

Ala Asn

75

Asp Thr
90

Val Leu

Asp Leu

trinh ty polypeptit tdng hop

101

“Met Asp Met Arg

1.

Leu
Leu
Glu
Val
60
Met.
Val
Ile

Leu

Leu
Gly
Asp
45

Thr
His
Pro
Gln

Ala
125

Leu

Pro

30

Leu

Met

Ala

Ala

Asn

110

Lys

Leu

15

Gly

Gly

Cys

Gln

Pro

95

Thr

Asp

Trp
Arg
Trp
Ile
Ile
80

Cys

Thr

Cys

Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

5

10

-178-

15



34811

Leu Arg Gly Ala Arg Cys

20
<210> 102
©<211> 48
<212> ADN

<213>  Trinh ty nhan tao

<220> _ o .
<223> Trinh tuy polynucleotit tdéng hop

<400> 102

ctccgaggtg ccagatgtge gcgcaacggg gaccactgtc cgctcggg
- 48 - ‘ .

<210> 103

<211> 577
<212> 'PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
'<223> polypeptit tdng hop

<400> . 103
Asp Ala His Lys Ser Glu Val Ala His Arg Phe Lys‘Asp Leu Gly Glu

1 : 5 o 10 : 15

Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu Ile Ala Phe Ala Gln Tyr Leu Gln
' 20 25 o 30

Gln Cys Pro Phe Glu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu
. 35 40 - 45

Phe Ala Lys Thr Cys Val Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys
50 : 55 60

Ser Leu His Thr Leu Phe Gly Asp Lys Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu
65 ' : 70 ' ' 75 ‘ 80

Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp Cys Cys Ala ‘Lys Gln Glu Pro
’ 85 90 95

Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu
100 105 110

-179-



Pro

Asp

Ar g

Arg

Asn.
_130

His

145

TYr
Cys
Ser
Arg

Lys

225.

Val
Arg
. Ser
" vas

Leu

305

Glu

~Lys

Leu
Ala
Ala
210
Ala
His
A.l'a
Lys
Ile
290

Ala

Ala

Leu

115

Glu

Pro

Ala

Leu

Lys

195

Phe

Glu

Thr

'Asp ’

Leu

275

Ala

Ala

Lys

Val

Glu
Tyr
Ala
Pro
1}8 0

Gln

Lys

Phe

Glu

Leu

260

Lys

Glu

Asp

Asp

Arg

Thr

Phe

Phe

165

Lys
Arg
Ala
Ala
Cys
245
Ala
Glu
Val

Phe

Val

Pro
Phe
Tyr
150
Thr
Leu
Leu
Trp
Glu
230
Cys
Lys
Cys
Glu
Val
310

Phe

Glu
Leu
135
Ala
Glu
Asp

Lys

Ala

Val

120

Lys

Pro

Cys

Glu

34811

Asp

Lys

Glu

Cys

Leu

185

Cys
200

Val

215

Val
His
Tyf
Cys
Asn
295

Glu

Leu

Ser

Gly

Ile

Glu

Ala

Ala

Lys

Asp

Cys
265

Lys

280 .

Asp

Ser

Gly

Glu

LYs

Met

Val

Tyr

Leu

Gln

170

Arg

Ser

Arg

Leu

Leu

250

Glu

Pro

Met

Asp

Phe

Met

Leu

Leu

155

Ala

Asp

Leu

Leu

Val

235

Leu

Asn

Leu

Pro

Val

315

Leu

-180-

Cys

Tyr

140

Phe

Ala

Glu

Gln

Ser

220

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala
300

Cys

Tyr

Thr

125

Glu

Phe

Asp

Gly

Lys

205

Gln

Asp

Cys

Asp

Glu

285

Asp

Lys

Glu

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

190

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

270

Lys

Leu

Asn

Tyr

Phe

Ala

Lys

Ala

175

Ala

Gly

Phe

Thr

Asp

255

Ile

Ser_

Pro

Tyr

Ala

His

Arg

Arg

160

Ala

Ser

Glu

Pro

Lys

240

Asp

Ser

His

Ser

Ala

320

Arg



- Arg
Tyr
Cys
‘Gln
385
Tyr
Gln
~Val

Ala

Glu

His

Glu

Tyr

370

Asn
Lys'
Val
Gly
Glu

450

Lys

465

Leu
Tyr
Ile

_Leu

Val
Val
Cys

Val

530

Pro

Thr
355

Ala

Leu
Phe
Sgr
Ser
435
Asp
Thr
Asn
Pro

Thr

515

Glu

Asp
340
Thr
Lys
Ile

Gln

Thr
420

Lys

Tyrv

Pro

Arg

Lys

325

Tyr

Leu

Val
Lys
Asn
405

Pro
Cys
Leu
Val
Arg

485

Glu

500 .

Leu

Leu‘

Ser

Val

Ser
Glu
Phe
Gln
390
Ala
Thr
Cys
Ser
Ser
470
Pro
Phe

Glu

Lys

Val
Lys
Asp
375
Asn
Leu
Leu
Lys
Val
455
Asp
Cys
Asn

Lys

His
535

Val
Cys
360
Glu
Cys
Leu

Val

His

34811

Leu

345

Cys

Phe

Glu

Val

Glu
425

Pro

440

Val

Arg

Phe

Ala

Glu

520

Lys

Leu

Val

Ser

Glu
505

Arg

Pro

330

Leu
Ala
Lys
Leu
Arg
410
Val
Glu
Asn
Thr
Ala
490
Thr

Gln

Lys

-181-

Leu
Ala
Pro
Ph_e
395
Tyr
Ser
Ala
Gln
Lys
475
Leu
Phe

Ile

Ala

Arg

Ala

Leu

Leu

Asp
365

Val

380

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

Gln

Lys

Asn

Arg
445

Cj/s

460 -

Cys

Glu
Thr
Lys

Thr
540

Cys
Val
Phe
Lys
525

Tys

Ala

350

Pro

Glu

Leu

Lys

Leu

430

Met

Val

Thr

Asp

His

510

Gln

Glu

335
Lys

His

Glu

Gly

Val

415

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

495

Ala

Thr

Gln

Thr
Glu»

Pro
Glu
400
Pro
Lys
Cys
His
Ser
480
Thr
Asp

Ala

Leu



34811

. Lys Ala Val Met Asp Asp Phe Ala Ala Phe Val Glu Lys Cys Cys Lys

545

550

555

560

:'Ala'ASp Asp;ﬁys,Glu Thr Cys Phé Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu Val

Trinh ty nhén tao

565

polypeptit téng hop

Ala
<210> 104
. <211> 584
<212> = PRT:
<213>
<220>
<223>
<400> 104
Asp>ALa-His
1 .
Glu Ash“Phe
“Gln Cys Pro
35
Phe Ala Lys
+ 50
“Ser Leu His
.65
© Arg Giu Thr
- Glu Arg Asn
Prd Arg Leu
' 115

Lys

Lys

20

Phe'

Thr

Thr

'Tyf

Glu
100
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Ala Ala

Lys Pro

-192-

Ala

Glu

Gln

Ser
220
Thr
Glu

Gln

Leu

Ala

300

Cys

Tyr

Arg

Ala

Leu

Asp

Gly

Lys

205

Gln

Asp

Cys

Asp

Glu
285

Asp

Lys

Glu

Leu

Asp
365

Val

Lys

Lys

190

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

270

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala
350

Pro

Glu

Ala
175
Ala
Gly
Phe
Thr
Asp
255

Ile

Ser

Pro

Tyr

Ala

335

Lys

His

Glu

Ala
Ser
Glu
Pro
Lys
240
Asp
Ser
His
Ser
Ala
320
Arg
Thr

Glu

Pro



“ Gln
385
Tyr
Gln
Val
‘Ala
Glu
465
Leu
. Tyr
Ile

Leu

Lys

- 545

Ala

 Ala

370

Asn
Lys
Val
oy

Glu

450

‘Lys

Val

Val

cys

Leu

Phe

Ser

Ser

Ile

Gln

‘Thr
420

Lys

435 .-

Asp
Thr
Asn
Pro

Thr

© 515

vVal

530

Ala

Asp

Ala

Glu

Val

ASp

Serv

Tyr

Pro

Arg

Lys

500

'I;eu

Le'u

Met

Lys

Gln

580

Lys

Asn

405

Pro

Cys

Leu

vVal

Arg
485

Glu

Ser

Val

Asp

Glu

565

Ala

Gln

390

Ala

Thr

Cys

Ser

Ser

470

Pro

Phe

Glu

Lys

Asp

550

Thr

Ala

375

Asn

Leu

Leu

Lys

Val

455

Asp
Cys
Asn
L‘ys
His
53_5
Phe

Cys

Leu

Cys

Leu

Val

His

440

Val

Arg

Phe

Ala

Glu

520

Lys

Ala

Phe

Gly

34811

Glu
vVal
Glu
425

Pro

Leu

Val

Ser

Glu
505

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu
585

Leu
Arg’
410
Val
Glu
Asn

Thr

Ala
490

Thr

Gln

Lys

Phe

Glu

570

Gly

380

Phe
395
Tyr
Ser
Ala
Gln
Lys
475
Leu
vPhe
Ile
Ala
Val
555

Glu

Gly

-193-

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

460.

Cys

Glu

Thr

Lys

Thr:

540

Glu

Gly

Gly

Gln
Lys
Asn

Arg

445

Cys

Cys

Val

Phe

Lys
525

Lys

Lys

Lys

Gly

Leu

Lys

Leu
430

Met

Val

Thr

Asp

His

510

Gln

Glu

Cys

Lys

Ser
590

Gly
Val
415
Gly
Pro
Leu
Glu
Glu
495
Ala
Thr
Gln
Cys
Leu

575

Gly

Glu

400

Pro

Lys.

Cys

His

Ser

480

Thr

Asp

Ala

Leu

Lys

560

Val

Gly



34811

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Arg Asn

595
<210> 108
<211> 405
<212> ADN
<213>.
<220>
<223>
<400> 108
atggacatga
60
agatgtgcgc
120 '
acggtcaacg
180
gtgcaagtga
240
§cgcagatcé
300 -
gtgcccgceca
360
cagacctatg
405
<210> 109
<211> 405
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 109

60

gggtccecege
gcaécgggac

cgtcgctgga

ccatgtgcat

agacgagcct
gctacaatcc

atgacttgtt

600

Trinh tu nhan tao

Oligonucleotit tdng hop

tcagctcctg
tcactgtccg
agacctgggc
cggcgegtge
gcaccgcctg
catgétgctc

agccaaagac

Trinh tu nhén tao

Oligonucleotit tdng hogp

gggctcctge
ctecgggcceceg
tgggccgatt
ccgagccagt
aagcccgaca
attcaaaaga

tgccactgca

tactctggcect
chgtﬁgctg
gggtgctgtc
tcegggegge
cggtgccagce
cchCaccgg

tatga

ccgaggtgcec
ccgtctgcac
gccacgggag
aaacatgcéc
gcecctgetge

ggtgtcgctc

atggacatga gggtccccge tcagctcctg gggctcctgc'tactctggct ccgaggtgcece

‘agatgtgcgc gcaacgggga ccactgtccg ctcgggcccg ggcgttgctg caatctgacc

120

acggtccgceg cgtcgctgga agacctgggce tgggcégatt gggtgctgtc gccacgggag

180

-194-



gtgcaagtga

ccatgtgcat cggcgcgtge
240 C ' .
'gégcagatca agacgagcct gcaccgcectg
300 '
gtgcccgcca gctacaatcc catggtgctc
360
cagacctatg atgacttgtt agccaaagac
405
<210> 110
<211> 405
<212> ADN
<213> 'Trinh ty nhan tao
<220> :
<223> Oligonucleotit tdng hop
<400> 110
atggacatga gggtccccge tcagctcctg
60
égatgtgcgc gcaacgggga ccactgtccg
120 ' '
acggtccgeg cgaacctgac ggacctgggce
180
gtgcaagtga ccatgtgcat cggcgcgtgce
240
gcgcagatca agacgagcct gcaccgcctg
300
gthCCgcca gctacaatcc catggtgctc
360 : :
cagacétatg atgacttgtt agccéaagac
405 -
<210> 111
<211> 405
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220> » _
<223> Oligonucleotit tdng hop
<400> 111

34811

ccgagccagt
aagcccgaca
attcaaaaga

tgccactgca

gggctcctgce
ctcggécccg
tgggccgatt
ccgagccagt
aagcccgaca
attcaaaaga

tgccactgca

-195-

tccgggcggc
cggtgccagc
ccgacaccgg

tatga’

tactctggct
ggcgttgctg
gggtgetgte
tcegggegge
cggtgccagce
ccgacaccgg

tatda

aaacatgcac

gccctgcetge

ggtgtcgctc

ccgaggtgcec

ccgtctgceac

gccacgggag

aaacatgcac

gccetgetge

ggtgtcgctce



atggacatga

60
agatgtgcgce
120
acggthgcg
180

-~ .gtgcaagtga
240
-gcgdagatca
300
-gtgcceccgeca
360

- cagacctatg
405

<210> 112
<211> - 405
<212> ADN
<213>
<220>

1<223>
<400> 112
atggacatga
60 :
agatgtgcgc
120 :
acggtccgcg
180
gtgcaagtga
240 '
gcgcagatca
300
gtgcccgeca
360
cagacctatg
405

<210> 113

gggtcceccge
gcaacgggga

cgtcgaatga

ccatgtgcat

agacgagcct

gctacaatcc

atgacttgtt

gggtcceccge
gcaacgggga
cgtcgctgga
ccafgtgcat
agacgagcct
gctacaatcc

atgacttgtt

tcagctcétg
ccactgtccg
aaccctgggce
cggcgcgtgce

gcaccgcctg

catggtgctc

agccaaagac

Trinh ty nhan tao

-Oligonucleotit téng hop

tcagctcctg

ccactgtcceg

agacctgggc
cggcgcgtgce
gcaccgcctg
catggtgctce

agccaaagac

34811

gggctcctge
ctcgggcecg
tgggccgatt
ccgagccagt
aagcccgaca

attcaaaaga

tgccactgca

-gggctcctge

ctcgggcccg
tgggccgatt
ccgaadqaga
aagcccgaca
attcaaaaga

tgccactgca

-196-

tactctggct

ggcgttgctg

gggtgctgtc

tcecgggegge

cggtgccagce

ccgacaccgg

tatga

tactctggcet
ggcgttgctg
gggtgctgtc
ccecgggegge
cggtgccagc
ccgacaccgg

tatga

ccgaggtgcece
ccgtctgcecac

gccacgggag

aaacatgcac
gccctgetge

ggtgtcgcete

ccgaggtgcecce
ccgtctgcac
gccacgggag
aaacatgcac
gccctgetge

ggtgtcgctc



goﬁucleotit
‘gggfccccgc
gcaécgggga
‘cgtcgctgga
cdatétgcat
agaggagcct
gcta;aatcc

atgacttgtt

gggtccccgc
gcéacgggga
cgtégctgga
ccatgtgcat

agacgagcct

<211> 405
<212> ADN--
<213>
<220>
<223>° 0li
<400> 113
atggacatga
60
agatgtgcgc
120
acggtccgceg
180
gtgcaagtga
240
gcgcagatca
300
.gtgccqgccé
360
-cagacctatg
405

<210> 114
<211> 405
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 114
‘atggacatga
60
agatgtgcgce
120 .
acggtcegeg
180
gtgcaagtga
240
gcgcagatca
300

"Trinh tyu nhan tao

téng_hqp
tcagctcctg
ccactgtbcg
agacctgggc
cggcgegtge
gcaccgcctg
catggtgctc,

agccaaagac

Trinh ty nhan tao

Oligoﬁucleotit téng. hop

tcagctcctg
ccactgtccg -
agacctgggg
cggcgcgtge

gcaccgcctg

34811

gggCtCCtgé
ctcgggcecg
tgggccgatt
ccgagcaact

aagcccgaca

attcaaaaga

tgccactgcea

gggctcctge
ctcgggeceg
tgggccgatt
ccgagccaga

aagcccgaca

-197-

taétctggct
ggcgttgcetg
gggtgctgte
tcacggcgge
cggtgccagce
ccgacaccgg

tatga

tactctggcet
ggcgttgctg
gggtgctgte
accggacggc

cggtgccage

ccgaggtgcecc
ccgtctgcac
gccacgggag
aaacatgcac
gccqtgctgc

ggtgtcgctce

ccgaggtgcc
ccgtctgceac
gccacgggag
aaacatgcac

gccctgcetge



120

“gtgcccgeca gctacaatce catggtgcetce
360 : :
cagacctatg atgacttgtt agccaaagac
405
<210> 115
<211> 405
<212} ADN :
<213> Trinh tu nhén tao
<220> . _

'<223> Oligonucleotit tdng hop
<400> 115 -
atggacatga gggtccccge tcagctcctg-
'agatgtgcgc gcaécgggga ccactgtccg
120 . .
acggtccgcg cgtcgctgga agacctgggce
180 ) :
gtgcaagtga ccatgtgcat cggcgcegtge
240 ’ »
gcgcagatcé agacgagcct gcaccgcctg
300 R
gtgcccgeca-gectacaatece catggtgete
360
cagacctatg atgacttgtt agccaaagac
405 o '
<210> 116
<211> 405 .
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop
<400> 116 ,
atggacatga gggtccccgce tcagctcctg
60 >
!agatgthgc gcaacgggga ccactgtccg

34811

attcaaaaga ccgacaccgg ggtgtcgctc

tgccactgca

gggctéctgc
ctcgggcccg
tgggccgatt
ccgagccagt
aagcccgaca

attcaaaaga

tgccactgca

tatga

tacfcﬁggct
ggcgttgctg
gggtgctgtce
tcaacgcgac
cggtgccage
ccgacaccgg

tatga-

ccgaggtgcec

ccgtctgceac

gccacgggag

gaacatgcac

gccctgetge

ggtgtcgcectce

gggctcctge tactctggect ccgaggtgcec

ctcgggcecg ggcgttgetg ccgtctgceac

-198-



402

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

118
405
ADN

<220>
<223>

cgtcgctgga

‘cagacctatg atgacttgtt

acggtccgeg agacctgggc
180

gtgcaagtga ccatgtgcat cggcgcgtgce
240

gcgcagatéa agacgaacct gacgcgcctg
300

gtgccégcca gctacaatcc catggtgctc
360

cégacctatg atgacttgtt agccaaagac
405

<210> 117

<211> 402

<212> ADN

<213> ' Trinh tu nhan tao

<220> .

<223> 0Oligonucleotit tdng hop
<400> 117

atggacatga gggtccccgc tcagctcctg
60

agatgtgcgce gcaanggga ccactgtccg
120 :

acggtccgeg cgtcgetgga agacctggge
180 :

gtgcaagtga ccatgtgcat cggcgegtge
240

gcgcagatca agacgagcaa ccacaccctg
300 ’

gtgcccgeca gctacaatcc catggtgctc
360

agccaaagac

Trinh ty nhan tao

Oligonucleotit tdéng hop

34811

tgggccgatt

ccgagccagt

aagcccgaca

attcaaaaga

tgccactgca

gggctcctgce
ctcgggcécg
tgggcggatt
ccgagccagt
aagcccgaca
attcaaaaga

tgccactgca

-199-

gggtgctgtc
tccgggegge
cggtgccggc
ccgacaccgg

tatga

tactctggcet
ggcagttgctg
gggtgctgte

tcecgggegge

‘cggtgccage

ccgacaccgg

gccacgggag

aaacatgcac
gccctgetge

ggtgtcgctc

ccgaggtgece
ccgtctgcac
gccacgggag
aaacatgcac
gccctgetge

ggtgtcgctc



tcagctcctg

ccactgtccg
agacctgggc
cggcgcgtgce
gcaccgcctg
éatggtgctc

agccaaagac

téng hop

tcagctcctg
ccactgtccg
agécctggéc
cggcgcgtge
gcacégcctg
catggtgctc

agccaaagac

<400> - 118 .
atggacatga gggtccccgce
60 '

agatgtgégc gcaacgggga
120

acggtccgeg cgtcgctgga
180

gtgcaagtga ccatgtgcat
240

gcgcagatca agacgagcct
300

gtgcccgceca actacactcc
360

cagacctatg atgacttgtt
405 :

<210> 119

<211> 405

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220> R
<223> Oligonucleotit
<400> 119

atggacatga gggtccccge
60

agatgtgcgc gcaacgggga
120 ’

écggtécgcg cgtcgctgga
180

gtgcaagtga ccatgtgcat
240

gcgcagatca agacgagcct
300 :
gtgccecgeca gectacaatce
360

cagacctatg atgacttgtt
405

34811

gggctcctge

ctcgggceccg
tgggccgatt
ccgagccagt
aagcccgaca
attcaaaaga

tgccactgca

gggctcctgce
ctcgggcécg
tgggccgatt
ccgagccagﬁ
aagcccgaca
attcaaaaca

tgccactgca

-200-

tactctggcet
ggcgttgctg
gggtggtgtc
tcegggegge
cggtgccagc
ccgacaccgg

tatga

tactctggct
ggcgttgctg
gggtgctgte
tcecgggegge
cggtgccagc
ccaccaccgg

tatga

ccgaggtgcc
ccgtétgcac
gccacgggag
aaacatgcac
gccctgcﬁgc

ggtgtcgcectce

ccgaggtgcc
ccgtctgcac
gccacgggag
aaacatgcac
gccctgctge

ggtgtcgctc



<210> 120
- <211> 405
<212> ADN
<213>  Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop
<400> 120 :
atggacatga gggtccccgce tcagctcctg
60 e
agaﬁgﬁgcgc gcaacgggga ccactgtccg
120
aéggtccgcg cgtcgetgga agacctggge
180 '
gtgcaagtga ccatgtgcat cggcgcgtgce
240
gcgcagatca agacgagcct gcaccgcctg
300
gtgccegeca gcectacaatce catggtgcete
360 '
‘cagacctatg atgacttgtt agccaaagac
405 -
<210>. 121
'<211> 405
<212> - ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220> _ '
<223> Oligonucleotit tdng hop
<400> 121 .
atggacatga gggtcccecge tcagctcctg
60 :
agatgtgcgc gcaacgggga ccactgtccg
120 :
acggtccgcg cgtcgctgga agacctgggce
180 :
gtgcaagtga ccatgtgcat cggcgegtge
240 ’

34811

gggctcctge
ctecgggcccg
tgggcggatﬁ
ccgagccagt
aagcccgaca
attcaaagga

tgccactgca

gggctcctge
ctcgggcceceg
tgggccgatt

ccgagccagt

-201-

tactctggct
ggcgttgcetg
gggtgctgte
tccgggegge
qggtgccagc
ccaacaccac

tatga

tactctggct
ggcgttgctg
gggtgctgtc

tcecgggegge

ccgaggtgce
ccgtetgeac

gccacgggag
aaacatgcac
gccctgetge

ggtgtcgctc

ccgaggtgcece
ccgtctgeac
gccacgggag

aaacatgcac



gcgcagatca
.-300

gtgcccgecea
360

34811

agacgagcct gcaccgcctg aagcccgaca cggtgccage gccctgctge

gctacaatcc catggtgctc attcaaaaga ccgacaacgg gacgtcgctc

' cagaCCtatg atgacttgtt agccaaagac tgccactgca tatga

atggacatga gggtccccgce tcagctcctg ggg

60

405
- <210> 122
<211> 405
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220> . ' v
<223> Oligonucleotit tdng hop
<400> 122
atggacatga gggtcccege tcagctectg
.60 ' ‘ :
agatgtgcgc gcaacgggga ccactgtccg
-120 .
' acggtécgcg cgtcgctgga agacétgggc
-180 .
gtgcaagtga ccatgtgcat cggcgcgtgce
240 - .
gcgcagétca agacgagcct gcaccgcctg
300
gtgéccgcca'gctacaatcc catggtgctc
360
cagacctatg atgacttgtt agccaaagac
405
<210> 123
<211>'. 405
- <212>. ADN
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Oligonucleotit téng hop
<400> 123

gggctcctgc
ctcgggccgg-
tgggccgatt
ccgégccagt
aagcccgaca
attcaaéaga

tgccactgceca

-202-

tactctggct
ggcgttgctg
gggtgctgte
tccgggcggc
cggtgccagce
ccgacaccgg

tatga

ccgaggtgce

ccgtcetgceac

gccacgggag

aaacatgcac

gccctgetge

gaactcgacc

ctcctge tactctgget ccgaggtgec



<213>‘

‘agatgtgcgc gcaacgggga ccactgtccg
120
- acggtccgeg cgtcgétgga agacctgggc
180
gtgcaagtga ccatgtgcat cggcgcgtgce
© 240 :
gcgcagatca agacgagcct gcaccgcectg
300 :
_ gtgcccgcca gctacaatcc catggtgctc
360 .
acgacctatg atgacttgtt agccaaagac
1<210> 124
<211> 405
<212> ADN
' <213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop
<400> 124
atggacatga gggtccccge tcagctcectg
60 : :
-agatgtgcgc gcaacgggga ccactgtccg
120 o .
acggtcegeg cgtcgectgga agacctggge
~180 - ' ’
:gtgcaagtga ccatgtgcat cggcgcgtge
240
gcgcagatca agacgagcct gcaccgcectg
300 '
gtgcccgceca -gctacaatcc catggtgcetc
360 - .
cagacctatg atgacttgtt aaacaaaacc
405
. <210> 125
<211> 396
<212> ADN .~
Trinh ty nhan tao .

34811

ctcgggcccg
tgggccgatt
ccgagccagt
aagcccgaca

attcaaaaga

tgccactgeca

gggctcctge

ctcgggcccg

tgggccgatt.

ccgagccagt
aagcccgaca
attcaaaaga

tgccactgca

-203-

ggcgttgetg
gggtgctgtc
tccggécggc
cggtgccagc
ccgacaccgg

tatga.

tactctggct
ggcgttgctg
gggtgctgtc
tccgggegge
cggﬁgccagc
ccgacaccgg

tatga

ccgtctgcecac

gccacgggag

aaacatgcac
gccctgcectgce

ggtgaacctc

ccgaggtgcc
ccgtctgeac
gccacgggag
aaacatgcac
gccctgetge

ggtgtcgctc



<220>

34811

<223> Oligonucieqtit téng hop
<400> 125
-.atggacatga gggtccccgce tcagctcctg gggctcctge
60 '
agatgtgggg accactgtcc gctcgggqcc_gggcgttgct
120 '
-gcgtecgectgg aagacctggg ctgggccgat tgggtgetgt
180 S . .
. accatgtgca tcggcgcgtg cccgagccag ttccgggcegg
240 '
aagacgagcc tgcaccgcct gaagcccgac acggtgccag
300
agctacaatc ccatggtgct cattcaaaac accaccaccg
360 '
gatgacttgt tagccaaaga ctgccactgc atatga
396 :
<210> . 126
- <211>. 134
<212> PRT
"<213> . Trinh ty nhén tao
<220> :
<223> polypeptit tdng hop
<400> 126
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly
1 5 10
Leu Arg Gly Ala Arg Cys Ala Arg Asn Gly Asp
20 25
Pro Gly Arg Cys Cys Arg Leu His Thr Val Arg
~ - 35 40
‘Leu Gly Trp Ala Asp Trp Val Leu Ser Pro Arg
50 55 ) '
Met Cys Ile Gly Ala Cys Pro Ser Gln Phe Arg

-204-

tactctggct
gccgtetgea
cgccacggga
caaacatgca
cgccctgctg

gggtgtcgcet

ccgaggtgcc
cacggtccgce
ggtgcaagtg
cgcgcagatc
cgtgccegece

ccagacctat

Leu Leu Leu Leu Trp

His Cys

30

Ala
45

Glu
60

Val

Ala

15

Pro Leu Gly.

Ser Leu Glu Asp

Gln Val Thr

Ala Asn Met His



65

Ala Gln Ile Lys

" Ala Pro

Lys Thr Asp Thr

Cys

70

85

Cys
100

Thr Ser Leu His

Val Pro Ala Ser

115 120
Lys Asp Cys_His Cys Ile
~ 130
<210> 127
<211> " 405
' <212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220> :
- <223> Oligonucleotit tdng hop
<400> 127
atggacatga gggtccccgc tcagctcecectg
- 60 :
agatgtgcgce gcaacgggga ccactgtccg
120 ‘
acggtccgeg cgtcgctgga agacctggge
=180 v
gtgcaagtga,CCatgtgcat cggcgcegtgce
240 ' .
gcgcagatca agacgagcct gcaccgectg
300 .
gtgcccgeca gctacaatcce catggtgctd
360 .
cagacctatg atgacttgtt agccaaagac
405

34811

75

Arg Leu Lys
90

Tyr Asn Pro
105

gggctcctgce
ctcgggcccg

tgggccgatt

ccgagccagt.

aagcccgaca
attcaaaaga

tgécactgca

-205-

Pro Asp Thr

Met Val Leu
110

Gly Val Ser Leu Gln Thr Tyr Asp Asp Leu

125

tactctggct

ggcgttgcetg

gggtgctgte

tcecgggegge

cggfgccagc

ccgacaccgg

tatga

80

Val Pro
95

Ile Gln

Leu Ala

ccgaggtgece
ccgtcetgceac
gccacgggag
aaacatgcac
gccctgcetge

ggtgtcgcectce





