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(57) Sang ché dé cap dén khang thé va manh lién két khang nguyén cua khang thé lién két
v6i thy thé leptin (LEPR), va dugc pham chira khang thé nay. Theo céc phuong an nhit
dinh, sang ché bao gom khang thé va manh lién két khang nguyén cuia khang thé lién két
v6i LEPR va hoat hoa qué trinh truyén tin hiéu LEPR. Theo cac phuong an khac, sang ché
bao gdm khang thé va manh lién két khang nguyén cua khang thé lién két voi LEPR va
lam ting d6 nhay ctia LEPR véi khang nguyén. Theo mot s6 phuong an, sang ché bao gom
khang thé va manh lién két khang nguyén cua khang thé lién két voi LEPR khi c6 mat va
khong c6 mat cua leptin. Theo mot s6 phuong an, sang che bao gdm khang thé va manh
lién két khang nguyén cua khang thé gy ra qua trinh truyén tin hiéu & té bao biéu hién thé
dot bién LEPR ma c6 qué trinh truyén tin hiéu thiéu hut hodc suy giam khi c¢6 mat cua
leptin. Khang thé va manh lién két khang nguyén theo sang ché 1a hiru ich dé diéu tri
chtng r6i loan chuyén hoa lipit va cac bénh va cac rdi loan khéc lién quan dén hodc gy ra
boi su thiéu hut leptin hodc tinh khang leptin.
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Linh vuc ky thuat duwgc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé va manh lién két khéng nguyén ciia khang thé
lien két v6i thu thé leptin nguoi (human leptin receptor - LEPR), va phuong phap chan
doén va diéu tri bénh béng cach sur dung khang thé nay.
Tinh trang ky thuit cia siang ché

Leptin 1a hormon polypeptit dwoc biéu hién cht yéu boi md md va lién quan
dén su diéu hoa qua trinh trao ddi chat, can biang ning lugng va hép thu thuc an. Hoat
dong cua leptin duge trung gian boi su tuong téc voi, va su truyén tin hiéu qua, thu thé
leptin. Thu thé leptin, (con dugc goi la "LEPR," "WSX," "thu thé OB," "OB-R." va
"CD295") 1a thu thé xuyén mang don thudc ho thu thé xytokin 16p I véi mién ngoai
bao 16n (818 axit amin). Viéc thiéu hut leptin, khang leptin, va dot bién lam suy yéu
tin hiéu/thiéu hut tin hiéu LEPR, lién quan dén bénh béo phi, bénh déi duong typ 2,
bénh réi loan m& mau, ching rdi loan chuyén hoéa lipit, bénh gan nhiém md, bénh gan
nhiém m& do rugu va khéng do ruwou, chimg khang insulin ning, hdi ching
Leprechaunism/Donohue, hdi chting Rabson-Mendenhall, va cac bién ching cé lién
quan. Cac phuong phép diéu tri bénh huéng dén tinh khang leptin, chimg thiéu hut
leptin, va chimg giam leptin huyét (vi du, chimg ri loan chuyén hoa lipit) chi yéu tap
trung vao viée cung cip leptin bd sung hodc chét tuong tu leptin cho nhiing nguoi bi
bénh nay. Tuy nhién, cic phuong phap nhu vay néi chung c¢6 hiéu qua han ché, dic
biét dbi voi cac ca thé khang leptin, va thudong cé céac tac dung phu bét loi. Do do,
trong linh vuc nay can c6 phuong phép khac dé diéu tri tinh khang leptin va cac tinh

trang bénh khéc lién quan dén chung thiéu hut leptin hodc chimg giam leptin huyét,

Bén chét ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuét khang thé va manh lién két khang nguyén clia né ma lién két
v6i thu thé leptin ngudi (human leptin receptor - LEPR). Khéang thé theo séng ché la
khang thé chu vén; tic 1 lién két khang thé khédng LEPR theo sdng ché v6i LEPR dan
dén, khong ké nhitng thir khéc, hoat hoa qué trinh truyén tin hiéu thu thé leptin & té

bao. Theo mot sé phuong an, khang thé theo sdng ché khong canh tranh véi leptin daé
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lien két vi LEPR. Khéang thé theo sang ché co ich, vi du, dé bat chuée, thay thé, hodc
bd tro hoat tinh sinh hoc binh thuong cua leptin & ddi twong. Vi vdy, khang thé va
manh lién két khang nguyén theo sang ché rét c6 ich trong diéu tri cac bénh va céac roi
loan lién quan dén tinh khang leptin va chimg thiéu hut leptin.

Khéng thé theo sang ché ¢6 thé co chidu dai ddy du (vi du, khing thé IgG1 hodc
[gG4) hodc co thé chi 1a manh lién két khang nguyén (vi du, manh Fab, F(ab’), hoac
scFv), va ¢é thé duoc bién ddi dé tao ra tac dong vé mat chire nang, vi du, dé loai bd

cac chure nang tac dong du thira (Reddy et al., 2000, J. Immunol. 164:1925-1933).

Khang thé khang LEPR minh hoa theo sang ché dugc liét ké trong cic Bang 1
va 2 trong ban mo6 ta nay. Bang 1 trinh bay ma nhén dang trinh ty axit amin ctua vung
bién ddi cta chudi ning (HCVR), ving bién doi ciiachudi nhe (LCVR), viing xé4c dinh
b6 tro cta chudi nang (HCDRI, HCDR2 va HCDR3), va ving xac dinh bd tro cia
chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) ctia khang thé khang LEPR minh hoa. Bang 2
moé td ma nhan dang trinh tu axit nucleic cuia HCVR, LCVR, HCDRI, HCDR2
HCDR3, LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ciia khéng thé khiang LEPR minh hoa.

Sang ché dé xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két
dic hiéu voi LEPR, chta HCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu bat ky
trong sb céc trinh tu axit amin HCVR duoc liét ké trong Bang 1, hodc trinh tu g?m nhu
tuong tu cua nd ¢ do tuong déng vé trinh tu it nhét 12 90%, it nhét 14 95%, it nhét 1a

98% hodc it nht 1a 99%.

Sang ché cling dé xudt khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta né lién
két dic hiéu v6i LEPR, chita LCVR ¢6 trinh ty axit amin duoc chon tir trinh tu bat ky
trong s cac trinh tu axit amin LCVR dugc liét ké trong Bang 1, hodc trinh tu gin nhu
twong tu ciia n6 ¢6 do twong dong vé trinh tu it nhat 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhét Ia
98% hodc it nhat 1a 99%.

Sang ché ciing dé xuAt khang thé hodc manh lién két khdng nguyén ctia n6 lién
két dac hiéu v6i LEPR, chua cap trinh ty axit amin HCVR va LCVR (HCVR/LCVR)
chtra trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu axit amin HCVR duoc liét ké trong Bang 1
bit cap voi trinh tu bat ky trong s6 cac trinh ty axit amin LCVR dugc liét ké trong
Béang 1. Theo céc phuong an nhit dinh, sing ché dé xuit khang thé, hodc manh lién

két khang nguyén cia nd, chtra cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chtra trong
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khang thé bat ky trong sd cic khéng thé khang LEPR minh hoa dugc liét ké trong
Béang 1. Theo mot sé phuong 4n, cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR duoc chon tur
nhom bao gdm SEQ ID NO: 2/10, 18/10, 26/10, 34/10, 42/10, 50/10, 58/66, 74/66 va
82/66. ‘

Sang ché ciing dé xuat khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né lién
két dac hiéu v6i LEPR, chita CDR1 chudi ning (HCDRI1) ¢6 trinh tu axit amin dugc
chon tir trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu axit amin HCDR1 dugc liét ké trong Bang
1 hoac trinh tu gén nhu tuong tu clia n6 c6 do tuong déng vé trinh tu it nhét 1a 90%, it
nhit 12 95%, it nhat la 98% hodc it nhat 1a 99%.

Sang ché cling dé xudt khang thé hoac manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két dic hiéu v6i LEPR, chtta CDR2 chudi nang (HCDR2) ¢6 trinh ty axit amin dugc
chon tir trinh tu bt ky trong s6 cac trinh tu axit amin HCDR2 duoc liét ké trong Bang
1 hodc trinh tu gén nhu twong tu cta nd c6 do tuong déng v trinh tu it nhat 1a 90%, it

nht [a 95%, it nhit 1a 98% hodc it nhit 1a 99%.

Sang ché ciing dé xuat khang thé hodc manh lién két khdng nguyén cia né lién
két dic hiéu v6i LEPR, chtta CDR3 chudi nang (HCDR3) c¢6 trinh ty axit amin dugc
chon tir trinh tu bat ky trong s céc trinh tu axit amin HCDR3 dugc liét ké trong Bang
1 hodc trinh ty gin nhu twong fu ctia n6 ¢ do twong ddng vé trinh ty it nhét 14 90%, it
nhat 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a 99%.

Sang ché ciing dé xuat khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta né lién
két ddc hiéu voi LEPR, chira CDRI1 chudi nhe (LCDR1) ¢6 trinh tu axit amin duogc
chon tu trinh tu bét ky trong s6 céc trinh tu axit amin LCDR1 dugc liét ké trong Bang
1 hodc trinh tu gﬁn nhu twong tu cua no cé do tuong déng ve trinh tu it nhat 1a 90%, it
nhit 14 95%, it nhat 12 98% hodc it nhat 1a 99%.

Sang ché ciing dé xuat khang thé hodc manh lién két khdng nguyén cia né lién
két dic hiéu véi LEPR, chta CDR2 chudi nhe (LCDR2) ¢6 trinh ty axit amin duoc
chon tir trinh tu bat ky trong sé céc trinh ty axit amin LCDR2 dugc liét ké trong Bang
1 hodc trinh tu g?ln nhu twong tu cua no c6 do tuong déng vé trinh tu it nhét 12 90%, it
nhét 1a 95%, it nhat 12 98% hogc it nhat 1a 99%.

Sang ché ciing dé xuat khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta né lién

két diac hiéu véi LEPR, chua CDR3 chudi nhe (LCDR3) ¢6 trinh tu axit amin dugc
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chon tur trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu axit amin LCDR3 duoc liét ké trong Bang
1 hodc trinh tu gén nhu twong tu ciia nd ¢6 do tuong déng vé trinh tu it nhét 1a 90%, it
nhét 12 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a 99%.

Sang ché ciing dé xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né lién
két dic hiéu v6i LEPR, chta cdp trinh ty axit amin HCDR3 va LCDR3
(HCDR3/LCDR3) c¢6 trinh tu bét ky trong sb céc trinh tu axit amin HCDR3 dugc liét
ké trong Bang 1 bat cip vdi trinh tu bat ky trong sb cac trinh ty axit amin LCDR3
dugc liét ké trong Bang 1. Theo céc phuong an nhit dinh, sing ché dé xuét khang thé,
hodc manh lién két khang nguyén ciia n6, chtra cip trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3
duoc chira trong khang thé bat ky trong sé cac khang thé khang LEPR minh hoa dugc
liét ke trong Bang 1. Theo mot sb phuong an, cap trinh ty axit amin HCDR3/LCDR3
duogc chon tir nhoém bao g61n SEQ ID NO: 8/16, 24/16, 32/16, 40/16, 48/16, 56/16,
64/72, 80/72 va 88/72.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két dac hiéu voi LEPR, chira bo sau CDR (tirc 1a HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2, va LCDR3) duoc chuuwas trong khang thé bat ky trong s cac khang thé
khang LEPR minh hoa dugc liét ké trong Bang 1. Theo mét sé phuong an, b trinh tu
axit amin HCDRI1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3 duogc chon tur
nhém bao gom SEQ ID NO: 4, 6, 8, 12, 14, 16; 20, 22, 24, 12, 14, 16; 28, 30, 32, 12,
14, 16; 36, 38, 40, 12, 14, 16; 44, 46, 48, 12, 14, 16; 52, 54, 56, 12, 14, 16; 60, 62, 64,
68, 70, 72; 76, 78, 80, 68, 70, 72; va 84, 86, 88, 68, 70, 72.

Theo phuong 4n lién quan, sang ché dé xudt khang thé, hodc manh lién két
khang nguyén cua no6 lién két dac hiéu voi LEPR, chura bo sdu CDR (tuc [a HCDRI,
HCDR2, HCDR3, LCDRI1, LCDR2, va LCDR3) dugc chua trong cdp trinh tu axit
amin HCVR/LCVR nhu duoc x4c dinh boi khang thé bat ky trong sd cic khang thé
khang LEPR minh hoa duoc liét ké trong Bang 1. Vi du, sang ché bao gdm khang thé
hodc manh lién két khang nguyén ctia né lién két dic hiéu v6i LEPR, chira bo trinh tu
axit amin HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3 dugc chua trong
cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tor nhém bao gém SEQ ID NO: 2/10,
18/10, 26/10, 34/10, 42/10, 50/10, 58/66, 74/66 va 82/66. Phuong phép va k¥ thuat dé
xac dinh CDR trong trinh tu axit amin HCVR va LCVR da duoc biét dén trong Iinh
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vuc k¥ thudt va co thé dugc st dung dé xé4c dinh CDR trong trinh tu axit amin HCVR
va/hodc LCVR cu thé duoc dé cap trong ban md ta nay. Vi du vé quy udc co thé duge
str dung dé xédc dinh cac ranh gidi cia CDR bao gdm, vi du, dinh nghia Kabat, dinh
nghia Chothia, va dinh nghia AbM. Noi chung, dinh nghia Kabat dya trén su bién doi
cua trinh tu, dinh nghia Chothia dua trén vi tri cua cac vung cAu trac méc, va dinh
nghia AbM la sy diéu chinh gitta cac phuong phap Kabat va Chothia. Xem, vi du,
Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological Interest,” National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani et al., J. Mol. Biol. 273:927-948 (1997);
and Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-9272 (1989). Co s¢ dir liéu cong
khai ciing san ciing gitp x4c dinh trinh tu CDR trong khang the.

Sang ché ciing dé xudt phan tir axit nucleic ma hoa khang thé khang LEPR hodc
cdc manh cta no. Vi dy, sang ché dé xudt phan tir axit nucleic ma hod trinh tu bat ky
trong 6 cac trinh ty axit amin HCVR duoc liét ké trong Bang 1; theo mot sb phuong
an, phan t0 axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit duoc chon tir trinh tu bét ky
trong s6 céc trinh tu axit nucleic HCVR duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gﬁn
nhu tuong tu cuia n6 c6 do twong déng v& trinh tu it nhit 12 90%, it nhit 1a 95%, it nhét

1a 98% hodc it nhét [a 99%.

Sang ché ciing dé xudt phan tir axit nucleic ma ho4 trinh tu bat ky trong sé cac
trinh tu axit amin LCVR duogc liét ké trong Bang 1; theo mot sb phuong an, phan tu
axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit duoc chon tir trinh tu bt ky trong s cac
trinh tu axit nucleic LCVR dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gan nhu tuong tu
ctia n6 ¢6 do twong doéng vé trinh tu it nhit 1a 90%, it nhit 1a 95%, it nht 1a 98% hodc
it nhit 1a 99%.

Sang ché ciing dé xudt phén tir axit nucleic ma hod trinh tu bat ky trong s céc
trinh tu axit amin HCDR1 duoc liét ké trong Bang 1; theo mdt s phuong an, phan tur
axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit duge chon tir trinh tu bit ky trong sb cac
trinh tu axit nucleic HCDR1 dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gﬁn nhu tuong tu
cta no ¢6 do tuong ddng vé trinh tu it nhit 14 90%, it nhit 1a 95%, it nhit 1a 98% hodc
it nhét 1a 99%.

Sang ché cling dé xuét phén tir axit nucleic ma hod trinh tu bat ky trong s céc

trinh tu axit amin HCDR2 duoc liét ké trong Bang 1; theo mot s6 phuong an, phan tir
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axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit duoc chon tur trinh tu bét ky trong sb cac
trinh tu axit nucleic HCDR2 duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu g?m nhu tuong tu
ctia n6 c6 do twong ddng vé trinh tu it nhat 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc
it nhit 1a 99%.

Sang ché cling dé xudt phan tir axit nucleic ma ho4 trinh ty bét ky trong s6 cic
trinh tu axit amin HCDR3 dugc liét ké trong Bang 1; theo mot s6 phuong 4n, phan tir
axit nucleic bao gém trinh tu polynucleotit dugc chon tur trinh tu bét ky trong s6 cac
trinh tu axit nucleic HCDR3 duoc liét ké trong Bang 2, hoic trinh tu gén nhu tuong tu
cua no6 co6 do tuong déng v& trinh ty it nhét 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhét 1a 98% hoic
it nhit 12 99%.

Sang ché ciing dé xudt phan tir axit nucleic ma ho trinh tur bét ky trong s6 cac
trinh tu axit amin LCDR1 duoc liét ké trong Bang 1; theo mdt sé phuwong 4n, phan tir
axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bat ky trong sb céac
trinh tu axit nucleic LCDR1 dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tw gén nhu tuong tu
ctia n6 ¢6 do tuong ddng vé trinh tu it nhat 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhét 1a 98% hodc
it nhat 1a 99%.

Sang ché ciing dé xudt phan tir axit nucleic ma hod trinh tu bat ky trong sb cac
trinh ty axit amin LCDR2 duoc liét ké trong Bang 1; theo mot s& phuong an, phén tir
axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bt ky trong sb cac
trinh tu axit nucleic LCDR2 dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh ty g?m nhu tuong tu
ctia n6 c6 do twong dong vé trinh ty it nhét 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhat 1a 98% hoic
it nhét 12 99%.

Séng ché ciing dé xuit phan tir axit nucleic ma hod trinh tu bat ky trong sb céc
trinh tu axit amin LCDR3 duoc liét ké trong Bang 1; theo mdt sé phuong an, phan ti
axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bat ky trong sb cac
trinh tu axit nucleic LCDR3 duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gin nhu tuong tu
ctia n6 ¢6 do tuong dong vé trinh tu it nhét 1a 90%, it nhit 1a 95%, it nhét 1a 98% hodc
it nhét 1a 99%.

Sang ché cling d& xudt phan tir axit nucleic ma hoa HCVR, trong d6 HCVR
chtra b ba CDR (tic 1a HCDR1, HCDR2, HCDR3), trong dé bd trinh tu axit amin
HCDR1, HCDR2, HCDR3 nhu dugc xé4c dinh boi khang thé bat ky trong s6 cac khing
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thé khang LEPR minh hoa duoc liét ké trong Bang 1.

Sang ché ciing dé xuit phan tir axit nucleic ma hoa LCVR, trong d6 LCVR
chira bd ba CDR (tirc 1a LCDR1, LCDR2, LCDR3), trong d6 bd frinh tu axit amin
LCDRI, LCDR2, LCDR3 nhu dugc xac dinh b6i khang thé bt ky trong s6 céc khing
thé khang LEPR minh hoa duoc liét ké trong Bang 1.

Sang ché ciing d& xudt phan tir axit nucleic ma hod ca HCVR va LCVR, trong
d6 HCVR chtra trinh tu axit amin cda trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu axit amin
HCVR duoc liét ké trong Bang 1, va trong d6 LCVR chtra trinh ty axit amin cua trinh
tu bat ky trong sb céc trinh tu axit amin LCVR duoc liét ké trong Bang 1. Theo mot )
phuong an, phan t axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tur
bét ky trong sb céc trinh tu axit nucleic HCVR duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu
gin nhu tuong ty cta né c6 do trong dong vé trinh ty it nhit 1a 90%, it nhét 1a 95%, it
nhét 1a 98% hodc it nhat 1a 99%, va trinh tu polynucleotit dugc chon tu trinh tu bét ky
trong sb cac trinh ty axit nucleic LCVR duogc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gin
nhu tuong tu cua né c6 do tuong déng vé trinh ty it nhét 1a 90%, it nhat 12 95%, it nhét
1a 98% hodc it nhit 14 99%. Theo mot sé phuong 4n, theo khia canh nay ctia sing ché,
phén tir axit nucleic ma hoa HCVR va LCVR, trong d6 ca HCVR ldn LCVR déu bit
gbc tir cung mot khang thé khang LEPR dugc liét ké trong Bang 1.

Sang ché ciing dé xudt vecto biéu hién tai td hop c6 kha nang biéu hién
polypeptit bao gdm vung bién dbi ctia chudi nhe hodc chudi ning ctia khang thé khang
LEPR. Vi du, sang ché bao gdm vecto biéu hién tai t6 hop chira phén tir bit ky trong
sé cac phan tu axit nucleic néu trén, tirc 1a phén ti axit nucleic ma hoa trinh tu bat ky
trong sd céac trinh tw HCVR, LCVR, va/hodc CDR nhu duoc néu trong Bang 1. Ciing
nam trong pham vi cta sang ché 1a té bao chi ma cac vecto nay da duge dua vao, cling
nhu phuong phép tao ra khang thé hodc cac manh cua né bang cich nudi cay té bao
cht trong cac diéu kién cho phép tao ra khang thé hodc manh khang thé, va thu hoi
khang thé va manh khéng thé duoc tao ra nhu vay.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xudt dugc pham chira khang thé nguoi
tai to hop hodc manh cua n6 lién két dac hiéu véi LEPR va chit mang dugc dung.
Theo khia canh lién quan, sang ché dé xuat duoc pham la t6 hop gdm khang thé khang

LEPR va chét tri liéu thir hai. Theo mét phuong an, chat tri liéu thtr hai 1a chét bat ky
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duoc két hop mot cach c6 1oi voi khang thé khang LEPR.

Theo mdt khia canh khac nita, sing ché dé xuat phuong phap didu tri dé lam
ting cuong hodc kich thich qua trinh truyén tin hiéu LEPR bing cach sir dung khang
thé khang LEPR hodc manh lién két khang nguyén cta khéng thé theo sang ché.
Phuong phép diéu tri theo khia canh nay ctia sang ché bao gdm viéc cho ddi tuong cén
diéu tri bénh dung lugng hitu hiéu cé tac dung diéu tri cta duoc phém chtta khang thé
hodc manh lién két khang nguyén ciia khang thé theo sang ché. Réi loan duoc diéu tri
la bénh hoac tinh trang bénh bét ky ma duoc cai thién, thuyén giam, uc ché hoidc ngan
ngira bang cach kich thich hoic hoat héa qua trinh truyén tin hiéu LEPR, hodc bang
cach khéc c6 téc dung gidng hoat tinh ty nhién cia leptin in vitro hoic in vivo.

Céc phuong 4n khéc s& tré nén ro rang khi xem xét phan Mo ta chi tiét sang ché
tiép theo.

M ta vit tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién lién két vi LEPR nhi phan & nguoi véi leptin ngudi khi c6 mat
ctia ndng do khang thé khang LEPR thtr nghiém hodc phan tir ddi chung gia ting, nhu
do dugc bang ELISA (hip thu ¢ 450nm).

Céc Fig. 2A-2C minh hoa mirc do truyén tin hiéu LEPR trong té bao HEK293
biéu hién hoic LEPR dang dai (vong tron), thé dot bién LEPR thiéu hut kha ning
truyén tin hiéu (A409E, hinh vudng), hodc thé dot bién LEPR suy giam kha ning
truyén tin hiéu (P316T, hinh tam gidc). Qué trinh truyén tin hiéu LEPR duoc biéu dién
bang ty 1& pSTAT3-Y705/STATS3, do dugc bing phép do ty trong tir phuong phép
thdm tach T4y duogc tao ra tir céc té bao duoc xur 1y bing ndéng do leptin gia tang (Fig.
2A), H4H16650 (Fig. 2B), hoac H4H16679 (Fig. 2C).

Fig. 3 thé hién mtc hip thu thic dn trung binh hing ngay cta chudt thiéu hut
leptin dugc dinh lidu bang khang thé ddi ching c6 kiéu tuong duong tai 3 mg/kg, hodc
khang thé LEPR duoc chon tu H4H16650P2, H4H16679P2, H4H17319P2 hoic
H4H17321P2 ¢ 3 mg/kg.

Fig. 4 thé hién phin traim muc thay doi trung binh thé trong cua chudt dugc
dinh liéu bang khang thé isotyp d6i chimg & 3 mg/kg, hoidc khang thé LEPR dugc chon
tr H4H16650P2, H4H16679P2, H4H17319P2 hoac H4H17321P2 & 3 mg/kg.
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Fig. 5 thé hién khéi lugng chat béo trung binh ddi vé6i cic con chudt trong moi
nhém x& ly bang khéng thé dugc dinh luong bang nCT 1 ngay trudce khi (C(f)f khong
dugce ké dam) va 6 ngay sau khi xu ly bang khang thé (cot duoc ké dam) dugc biéu
dién bang gia trj trung binh + SEM.

Fig. 6 thé hién phin trim mirc thay doi thé trong cua chudt duge cho dn 30
mg/kg cia khang thé duoc chon tir H4H18482P2, H4H18487P2, H4H18492P2 hoic
nhom dbi ching isotyp.

Céc Fig. 7A-7B. Fig. 7A thé hién khdi luong chét béo cta chudt trude khi dinh
lidu bang khang thé khang LEPR H4H18482P2, H4H18487P2 hoic H4H18492P2.
Fig. 7B thé hién khdi luong chit béo ctia chudt dugc xir ly bang 30 mgkg
H4H18482P2, H4H18487P2 hodc H4H18492P2.

Fig. 8. thé hién LEPR hoat hoa cia khi dugc thir nghiém khang thé khang
LEPR (Mf) & dong té bao IMR-32/STAT3-luc/Mf LEPR.
Mo té chi tiét sang ché

Trude khi séng ché dugc mé ta, cin phai hiéu ring sang ché nay khong bi gidi
han & céc phuong phap va diéu kién thi nghiém cu thé dugc md ta, vi cac phuong phap
va diéu kién nay c6 thé thay dbi. Cling can hiéu rang thuat ngit dugc sir dung trong ban
md ta nay chi nhim muc dich mo ta cac phuong 4n cu thé va khong nhim muc dich
gidi han, vi pham vi cua sang ché nay s€ chi bi gidg1 han & céac diém yéu cau bao hod
kém theo.

Trir khi duoc chi ra theo cach khéc, tat ca cac thuét ngtt khoa hoc va k¥ thuat
duoc st dung trong ban mé ta nay c6 cung nghia nhu thudong dugc hiéu béi nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ma sang ché c6 lién quan. Nhu duoc su
dung trong ban mod ta nay, thudt ngit "khoang", khi duoc sir dung dé chi gia tri bang s6
duoc néu mot cach cu thé, c6 nghia 1a gia tri nay c6 thé thay doi so véi gid tri duge néu
khong qua 1%. Vi du, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, cum tr "khoang 100"
bao gdbm 99 va 101 va tit ca cac gia trj trong khoang nay (vi du 99,1, 99,2, 99,3, 99 4,
V.V ).

Mic du cac phuong phap va nguyén lidu bat ky tuong tw hodc tuong dwong véi

phuong phap va nguyén liéu dugc mo ta trong ban md ta nay co thé duoc sir dung
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trong thuc té hodc thi nghiém clia sang ché, cac phuwong phap va nguyén liéu duge uu
tién dugc mo ta dudi day.
Dinh nghia

Cum tir “thu thé leptin,” "LEPR," va cdc cum tir twong ty, nhu dugc sir dung
trong ban md ta nay, dung dé chi thu thé leptin ngudi, chra trinh ty axit amin néutrong
SEQ ID NO:113 (ciing xem s truy nhap UniProtKB/Swiss-Prot P48357). Céc tén
thay thé khéc cho LEPR duoc st dyng trong tai liéu khoa hoc bao gém "thy thé OB",
"OB-R," va "CD295." LEPR ciing dung dé chi "WSX" (xem, vi du, patent My sb
7,524,937). Cum tir “LEPR" bao gdm ca phan tr LEPR don phan va da phan (vi du,
nhi phan). Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, cum tr “LEPR nguoi don phan"
nghia 1a protein LEPR hodc manh ctia né khong chira hodc khong cé bét ky mién da
phan hoa nao va ton tai trong céc diéu kién binh thudng dudi dang phan tr LEPR don
1¢ ma khong c6 két ndi vat 1y truc tiép véi phan tir LEPR khac. Phan tt LEPR don
phan minh hoa Ia phan tir dugc goi trong ban mo ta nay la "hLEPR.mmh" chtra trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO:114 (xem, vi du, Vi du 3, trong ban mo ta nay).
Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, cum tir “LEPR ngudi nhi phan" nghia 1a ciu
tric bao gém hai phan tit LEPR duoc ndi véi nhau thong qua cu nbi, lién két cong
héa tri, lién két khong cOng hoa tri, hodc thong qua mién da phan hoa nhu mién khéng
thé Fc. Phan tir LEPR nhi phan minh hoa 1 phan tir dugc goi trong ban mé ta nay la
"hLEPR.mFc" chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:115 (xem, vi du, Vi du 3,
trong ban md ta nay), hodc phan tu duoc goi trong bdn md ta nay la "hLEPR.hFc"
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:116. Nhu dugc st dung trong ban md ta
ndy, cdc cum tir nhu "khang thé khang LEPR." "khang thé lién két dac hiéu véi
LEPR," "protein lién két ddc hiéu véi LEPR," va cac cum tir tuong tu, trir khi c6 quy
dinh khéc, ding dé chi phan tir lién két véi LEPR ngudi c6 chiéu dai day du, LEPR
nguoi don phan, LEPR nguoi nhi phan, hodc cac cAu trac khéc bao gém hodc chi bao

g6m mién ngoai bao LEPR.

Tét ca cac tai liéu tham khao dé cap dén protein, polypeptit va cic manh protein
trong ban mo ta nay dugc du dinh dé chi phién ban protein, polypeptit hodc cdc manh
protein tuong ung & nguoi, tror khi dugc quy dinh cu thé 1a tir loai khong phai 1a ngudi.

Do d6, cum tir “LEPR" nghia la LEPR nguoi, trir khi dugc quy dinh la tir loai khong
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phai nguoi, vi du, "LEPR chudt,” "LEPR khi," v.v.

Nhu duoc sur dung trong ban md ta nay, cum tr “LEPR biéu hién trén bé mat té
bao” nghia Ia mot hodc nhiéu protein LEPR, hoac mién ngoai bao cua nd, ma dugc
biéu hién trén bé mat cla té bao in vitro hodc in vivo, sao cho it nhét mot phﬁn cua
protein LEPR dugc tiép xtc v6i phia ngoai bao ctia mang té bao va c6 thé tiép can vdi
phan lién két véi khdng nguyén cua khang thé. "LEPR biéu hién trén bé mit té bao" c6
thé bao g&n hodc chi bao gém protein LEPR duoc biéu hién trén bé& mit cia té bao ma
biéu hién mot cach binh thudng (vi du, & trang thai nguyén thé hoac kiéu dai) protein
LEPR. Theo c4ch khac, "LEPR biéu hién trén bé mit t& bao" ¢6 thé bao gém hodac chi
bao g6m protein LEPR dugc biéu hién trén bé mat cia té bao ma khong biéu hién mot
cach binh thudng LEPR ngudi trén bé mit ctia né nhung di duge thiét ké di truyén

nhéan tao dé biéu hién LEPR trén bé mat cua no.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, cdc cum tu nhu "khing thé khang
LEPR." hodic "khang thé lién két vai thu thé leptin ngudi," bao gdm ca khang thé hoa
tri mot ¢ tinh dac hi¢u don, cling nhu khang thé dac hiéu kép bao gém nhanh thir nhét
lién két voi LEPR va nhanh tht hai lién két v6i khang nguyén tha hai (dich), trong d6
nhanh khang LEPR bao gém trinh tu bét ky trong s6 cac trinh ty HCVR/LCVR hoic

néu trong Bang 1 trong ban mo ta nay.

Thuat ng@r "khang thé", nhu dugc sir dung trong ban md ta nay, nghia la phan tir
lién két v6i khang nguyén hodc phtrc hop phén tir bat ky bao gdm it nhat mét ving xac
dinh bo tro (CDR) lién két dic hiéu hodc tuong tac vdi khang nguyén cu thé (vi du,
LEPR). Thuét ngii "khang thé" bao gdm phén ti globulin mién dich gdm bén chudi
polypeptit, hai chudi nang (H) va hai chudi nhe (L) lién két véi nhau bang céc lién két
disulfua, cling nhu cac da phan ctia chung (vi du, IgM). Mdi chudi nang bao gdm ving
bién ddi ctia chudi nang (duoc viét tit trong ban md ta nay 1a HCVR hodc Vi) va ving
hing dinh cta chudi ning. Ving hang dinh ctia chudi ning bao gdm ba mién, Cul,
Cn2 va Cp3. Mdi chudi nhe bao gdm ving bién déi cia chudi nhe (duoc viét tit trong
ban md ta nay la LCVR hodc Vi) va vung hang dinh cta chudi nhe. Viing hing dinh
cta chudi nhe bao gdm mot mién (Cr1). Cac viung Vi va Vi ¢ thé dugc chia tiép
thanh cac vung siéu bién, duoc goi la vung xac dinh bd tro (complementarity

determining region - CDR), xen k& v6i cac ving dugc bdo toan nhiéu hon, dugce goi la
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ving khung (FR). Mdi Vi va Vi gém ba CDR va bén FR, duoc sip xép tur diu amino
dén diu cacboxy theo trinh tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo
céc phuong én khéc cta sang ché, céc FR ciia khang thé khang LEPR (hodc phan lién
két voi khang nguyén cia chiing) c6 thé twong dong véi trinh tu cua dong mam &
ngudi, hodc ¢6 thé duoc bién doi tu nhién hogc nhan tao. Trinh tu lién Gng axit amin

6 thé duoc xéac dinh dua trén cac phan tich kép ctia hai hodc nhiéu CDR.

Thuét ngtr "khang thé", nhu duogc str dung trong ban mo ta nay, cling bao gdm
manh lién két khang nguyén cta phan tir khing thé hoan chinh. Céc thuét ngit "phan
lién két voi khang nguyén " ctia khang thé, "manh lién két khang nguyén" ctia khang
thé, va cac thudt ngir twong tu, nhu dugc st dung trong ban md t& ndy, bao gdm
polypeptit hodc glycoprotein bat ky ¢ trong tu nhién, thu dugc bing enzym, tong hop,
hodc duoc thiét ké di truyén ma lién két dic hiéu khang nguyén dé tao ra phiic hop.
Manh lién két khang nguyén ctia khang thé c6 thé thu dugc, vi du, tir phan tir khang
thé hoan chinh bang cach str dung cac k§ thuét chuan thich hop bat ky nhu thiy phan
protein hodc k¥ thudt di truyén téi tb hop bao gdm thao tac va biéu hién ADN ma hoa
cac mién bién doi ctia khang thé va tuy y mién hang dinh. ADN nay da biét va/hodc c6
san tur, vi du, cac nguén thuong mai, thu vién ADN (bao g61n, vi du, thu vién thé thuc
khuan-khang thé), hodc co thé dugc tong hop. ADN ¢6 thé duoc giai trinh ty va thao
tac bang hoa hoc hodc bang cach st dung k¥ thuét sinh hoc phén tir, vi du, dé sip xép
mot hodc nhiéu mién bién d6i va/hodc mién héng dinh theo cAu hinh thich hop, hoac
dé dua vao cdc ma bo ba, tao ra géc xystein, bién dbi, bd sung hodc loai bd axit amin,

V.V.

Vi du khong gi6i han vé manh lién két khang nguyén bao gom: (i) manh Fab;
(ii) manh F(ab’)2; (iii) manh Fd; (iv) manh Fv; (v) phan tir Fv (scFv) don chudi; (vi)
manh dAb; va (vii) don vi nhan dién tdi thiéu (minimal recognition unit) bao g6m cac
gbe axit amin tuong dong véi ving siéu bién cua khang thé (vi du, ving xac dinh bo
trg (CDR) dugc phan Iap nhu peptit CDR3), hodc peptit FR3-CDR3-FR4 rang budc.
Céc phan tu dugc thiét ké di truyén khéc, nhu cac khang thé dac hiéu mién, khang thé
don mién, khang thé loai bo mién, khang thé kham, khang thé ghép CDR, diabody,
triabody, tetrabody, minibody, nanobody (vi du, nanobody héa tri mot, nanobody hoa
tri hai, v.v.), thudc mién dich md dun nho (SMIP), va mién IgNAR bién d6i tir ¢4 map,

cling nam trong pham vi cta cum tir "manh lién két khang nguyén," nhu duoc st dung

13-



36820

trong ban mo ta nay.

Manh lién két khang nguyén ctia khang thé s& thuong bao gdm it nhat mot mién
bién dbi. Midn bién ddi c6 thé co kich thudc hodc thanh phdn axit amin bat ky va
thuong sé& chira it nhit mot CDR, ma g?m hodc trong khung v&i mot hodc nhiéu trinh tu
khung. Trong manh lién két khang nguyén c6 mién Vy lién quan dén mién Vi mién,
cac mién Vi va Vi o thé dugc b tri tuong ting véi mot ving khac trong céu hinh
thich hop bat ky. Vi du, ving bién dbi co thé 1 nhi phan va chra Vu-Vh, Vi-VL hodc
Vi-Vi nhi phan. Theo cach khac, manh lién két khang nguyén cua khang thé c6 thé
chira mién Vi hodc Vi, don phan.

Theo mét sb phuong 4n, manh lién két khang nguyén ctia khéng thé ¢6 thé chira
it nhat mot mién bién ddi duoc lién két cong hoa tri véi it nhit mot mién héng dinh.
Chu trac khong gi6i han vé& mién bién d6i va mién hang dinh c6 thé ¢6 trong manh lién
két khang nguyén cta khang thé theo sang ché bao gdbm: (i) Vu-Cul; (i) Vu-Cn2; (iii)
Vu-Cu3; (iv) Vu-Cul-Cu2; (v) Vu-Cul-Cu2-Ch3; (vi) Ve-Cu2-Ch3; (vii) Vu-Cy; (viil)
Vi-Cul; (ix) Vi-Cu2; (x) Vi-Cu3; (xi) Vi-Cul-Cu2; (xii) Vi-Cul-Cu2-Cy3; (xiil) Vi-
Cn2-Cu3; va (xiv) Vi-Cr. Theo cAu hinh bt ky ctia mién bién d6i va mién hang dinh,
bao gdm vi du bat ky vé cdu hinh duoc liét ké trén ddy, mién bién ddi va mién hing
dinh ¢6 thé duoc lién két truc tiép v6i nhau hodc ¢6 thé duoc lién két béng vung ban 1é
hodc vung lién két mot phan hodc hoan toan. Vung ban 1& ¢ thé bao gom it nhét 2 (vi
du, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hoac nhiéu) axit amin ma tao ra lién két linh hoat hodc ban
linh hoat gitta mién bién ddi va/hodc mién hang dinh lién k& trong mdt phan tir
polypeptit. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén cua khang thé theo sdng ché co thé
bao gém nhi phan ctung loai hodc nhi phan khéc loai (hodc cac multime khac) co cau
hinh bt ky trong s6 cac cAu hinh mién bién dbi va mién hang dinh néu trén lién két
khong cOng hda tri voi nhau va’hodc v mot hodc nhiéu mién Vg hodc Vi don phéan
(vi du, bang (cac) lién két disulfua).

Déi voi phan tir khang thé hoan chinh, manh lién két khang nguyén c6 thé la
don dac hiéu hodc da dac hiéu (vi du, ddc hi¢u kép). Manh lién két khang nguyén da
dac hiéu cua khang thé thuong chira it nhat hai mién bién dbi khac nhau, trong d6 mdi
mién bién ddi c6 kha nang lién két dac hiéu véi khang nguyén khac hodc voi quyét

dinh khang nguyén khéc trén cung mot khdng nguyén. Dang khéang thé da dac hiéu bat
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ky, bao gdm dang khang thé dac hiéu kép minh hoa dugc dé cép trong ban mo ta nay,
c6 thé pht hop dé dung trong trudng hop cua manh lién két khang nguyén cua khang
thé theo sang ché bang cach sir dung céc k§ thuét thong thuong san c6 trong linh vuc
k¥ thuat nay.

Theo mét sé phuong 4n, theo sang ché, khang thé khang LEPR theo séng ché Ia
khéng thé ngudi. Thudt ngir "khéng thé nguoi”, nhu dugc st dung trong ban md ta
nay, dugc dy dinh dé bao gdm khang thé c6 ving bién ddi va ving hang dinh co
ngudn gde tir trinh tu globulin mién dich dong man ngudi. Khang thé ngudi theo séng
ché c6 thé bao gdm gde axit amin khong duge ma héa boi trinh ty globulin mién dich
dong mam & nguoi (vi du, dot bién duge dua vao ngiu nhién hodc bang cach gay dot
bién dic hiéu vi tri in vitro hoic béng dot bién soma in vivo), vi duy, trong CDR va
trong CDR3 cu thé. Tuy nhién, thuat ngit "khang thé nguoi", nhu duogc st dung trong
ban md ta nay, khong dugc dy dinh dé bao gdbm khang thé o trinh tw CDR ¢ ngudn
géc tor dong mam cua céc loai dong vat c6 vu khéc, nhu chudt, da duge ghép vao
khung trinh tu & nguoi.

Khang thé theo sang ché co thé, theo mot sb phuong 4n, 1a khéng thé tai to hop
& nguoi. Thudt ngli "khang thé tai td hop & nguoi", nhu duoc sit dung trong ban mo ta
ndy, duoc dy dinh dé bao gdm tét ca cdc khang thé ngudi duge diéu ché, duge biéu
hién, dugc tao ra hodc dugc phén lap béng cach tai to hop, nhu khang thé duoc biéu
hién béng cach su dung vecto biéu hién tai to hop dugc chuyén nhiém vao té bao chu
(duoc md ta tiép dudi ddy), khang thé duoc phan 14p tir thu vién khang thé t6 hop, tai
t6 hop ¢ nguoi (duge mo ta tiép dudi ddy), khang thé duoc phéan lap tir dong vat (vi
du, chudt) ma chuyén gen cho cac gen globulin mién dich & ngudi (xem vi du, Taylor
et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) hodc khang thé duoc diéu ché, dugc biéu
hién, dugc tao ra hodc dugc phan lap bang cach bat ky khac bat ky bao gdm ghép
méanh trinh tu gen globulin mién dich & ngudi vao trinh tw ADN khac. Cac khang thé
tai t6 hop ¢ nguoi nhu vy ¢6 ving bién dbi va vung hang dinh c6 ngudn gde tir trinh
tu globulin mién dich dong madm ¢ ngudi. Theo mét s6 phuong 4n, tuy nhién, khang
thé tai to hop ¢ nguoi nay duoc dot bién in vitro (hodc, khi dong vat chuyén gen cho
trinh tu Ig ¢ nguoi dugce st dung, dot bién xoma in vivo) va do do trinh ty axit amin
cia cdc vung Vy va Vi cua khang thé tai to hop 14 cic trinh tw ma, mic du c6 ngudn

gdc tir va lién quan dén trinh tu dong mam ¢ nguoi, c6 thé khong ton tai trong tw nhién
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trong kho dong mam khang thé ngudi in vivo.

Sang ché bao gém khang thé c6 mot hodc nhiéu dot bién & vung ban 18, Cu2
hodc Ch3 ¢6 thé 1a diéu mong mudn, vi dy, trong viéc tao ra, dé cai thién hiéu sut
dang khang thé mong mudn.

Khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé duoc phan lap. "Khang thé dugc
phan 14p," nhu dugc st dung trong ban moé td nay, nghia la khang thé ma dugc xéc
dinh va dugc tach va/hodc dugc thu hdi tr it nht mot thanh phén cua moi truong tu
nhién cta nd. Vi du, khang thé ma dugc tach hodc 1y ra tir it nhét mot thanh phan cia
sinh vat, hodc tir md hodc té bao trong d6 khang thé c6 trong tu nhién hodc duogc tao ra
mot cach tu nhién, 1a "khang thé duoc phén 1ap" theo sdng ché. Khang thé dugc phan
1ap ciing bao gdm khéng thé in situ trong té bao tii t6 hop. Khang thé dugc phan l4ap 1a
khang thé duoc xir Iy béi it nhdt mot bude tinh ché hodc phan lap. Theo cac phuong an
nhit dinh, khang thé dugc phén 1ap c6 thé hau nhu khéng chira nguyén ligu té bao
va/hodc hoa chét khac.

Sang ché bao gdm cac bién thé cta khang thé khang LEPR duoc boc 19 trong
ban md ta nay bao gém mot hodc nhiéu su thé, chén va/hodc mit axit amin trong
khung va/hodc ving CDR ctia mién bién ddi chudi nhe va chudi ning so véi trinh tu
dong mam tuong ung ma tr d6 khang thé duoc tao ra. Cac dot bién nay cé thé duoc
x4c dinh mot cach dé dang béng cach so sanh trinh ty axit amin dugc bdc 10 trong ban
mb ta ndy vdi trinh tu dong mam sin ¢ tlr, vi du, co s¢ dit liéu trinh tu khang thé cong
khai. Sang ché bao gdm khang thé, va manh lién két khang nguyén ctia nd, c¢6 ngudn
gbc tir trinh tu bét ky trong s6 cdc trinh ty axit amin dugc boc 1 trong ban md ta nay,
trong d6 mot hodc nhiéu axit amin trong mot hoac nhiéu khung va/hoac ving CDR bi
dot bién thanh (cac) gbc tuong tng cta trinh ty dong mam ma tir d6 khang thé duoc
tao ra, hodc thanh (cac) gbc twong ung cua trinh tw dong mam khic & ngudi, hoic
thanh sy thay thé axit amin bao toan ciia (cac) gbc trong dong mam twong ting (céc
thay déi trinh tu nay duoc goi chung trong ban mo ta nay la " dot bién dong mam").
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat, bat dau voi trinh tu viing bién
dbi cua chudi nhe va chudi nang dugc dé cap trong ban mo ta nay, co thé dé dang tao
ra luong 16n khang thé va manh lién két khang nguyén chira mot hodc nhiéu dot bién

dong mam riéng [é hoac t6 hop ctua ching. Theo mot s6 phuong an, tat ca cac goc
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trong khung va/hodc CDR trong mién Vi vd/hodc VL déu bi dot bién trd lai thanh géc
duoc tim thdy trong trinh tu dong mam ban dAu ma tir d6 khang thé dugc tao ra. Theo
cac phuong an khac, chi co cac gbc nhat dinh duoc giy dot bién trg lai thanh trinh tu
dong mAm ban dau, vi du, chi ¢6 céc géc dot bién duogc tim théy trong 8 axit amin dau
tién ctia FR1 hodc trong § axit amin cudi cung cua FR4, hodc chi c6 céac géc dot bién
duoc tim théy trong CDR1, CDR2 hodc CDR3. Theo cdc phuong an khac, mot hoac
nhiéu gdc trong khung va/hodc ving CDR dugc dot bién thanh gdc tuong ting clia
trinh tu dong mam khac (trc 1a trinh tuw dong mam khac véi trinh tr dong mam ma tur
d6 khang thé ban dau duoc tao ra). Hon nita, khéng thé theo sang ché c6 thé chua to
hop bt ky ctia hai hoic nhidu dot bién dong mam trong khung va/hodc viing CDR, vi
du, trong d6 cac géc riéng 1¢é nhét dinh dugc dot bién thanh géc tuong Gng cuia trinh tu
dong mam cuy thé trong khi cic gbc nhat dinh khac khac véi trinh tu dong mam ban
dau duogc duy tri hodc dugc dot bién thanh gde tuong (g cla trinh tu dong mam khéc.
Khi thu duoc, khang thé va manh lién két khang nguyén ma chira mot hodc nhiéu dot
bién dong mam c6 thé duoc kiém tra mot cach dé dang cho mot hodc nhiéu déc tinh
mong mudn nhu, cai thién do dic hiéu lién két, tang i luc lién két, cai thién hodc tang
dic tinh sinh hoc ddi khang hodc chu véan (trong truong hop cé thé), giam tinh sinh
mién dich, v.v.. Khang thé va manh lién két khang nguyén thu dugc theo cich nay

ndm trong pham vi cda sang ché.

Sang ché bao gdm khang thé khang LEPR va manh lién két khang nguyén cta
n6 chta trinh ty axit amin ma gan nhu twong ty hodc gan gidng voi mot hodc nhiéu
trinh tu axit amin ciia mién bién d6i hoic CDR nhu duoc tim théy trong khang thé bat

ky trong s6 cac khang thé khang LEPR minh hoa duoc dé cip trong ban mb ta nay.

Déi v6i polypeptit, thudt ngi "gan nhu twong tu" hodc "vé co ban tuong tu" 6
nghia 14 hai trinh tu peptit, khi duoc sdp thing hang tuy y, nhu bang cac chuong trinh
GAP hoidc BESTFIT st dung khodng tréng mic dinh, ¢6 do tuong dong trinh tu it nht
95%, tot hon nita néu it nhit 98% hodc 99%. Tt hon 14, céc vi tri gdc khong gidng hét
khac nhau boi su thay thé axit amin bao toan. "Su thay thé axit amin bao toan" 1a su
thay thé trong d6 gbc axit amin dwoc thay thé bang gbc axit amin khéac c6 chudi bén
(nhém R) ¢6 dac tinh hdéa hoc twong tu (vi du, tinh tich dién hodc tinh ky nudc). Noi
chung, su thay thé axit amin bao toan vé co ban s& khong lam thay d6i céc tinh ning

cta protein. Trong trueong hop khi hai hodc nhiéu trinh tu axit amin khac nhau béi su
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thay thé bao toan, phén tram d§ tuong df”mg trinh tu hodc muc tuong tu co thé duoc
didu chinh hudng 1én dé hiéu chinh vé ban chét bao toan cta sy thay thé. Phuong phap
thue hién viée diéu chinh nay di duoc biét dén boi ngudi co hiéu biét trong linh vuc
k¥ thuat nay. Xem, vi du, Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331. Vi du vé
cic nhém axit amin c6 chudi bén ¢6 dic tinh hoa hoc twong tu bao gdm (1) chudi bén
béo: glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; (2) chudi bén hydroxyl béo: serin va
threonin; (3) chudi bén chta amit: asparagin va glutamin; (4) chudi bén thom:
phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; (5) chudi bén c¢ tinh bazo: lysin, arginin, va
histidin; (6) chudi bén c6 tinh axit: aspartat va glutamat, va (7) chudi bén chta luu
huynh 1a xystein va methionin. Nhém thé axit amin bao toan dugc wu tién 1a: valin-
leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-aspartat,
va asparagin-glutamin. Ngoai ra, sy thé bao toan l1a sy thay doi bit ky c6 gia tri duong
tinh trong ma trdn logarit PAM250 cida ham hgp ly duoc boc 10 trong Gonnet ef al.
(1992) Science 256: 1443-1445. Su thé "tuong ddi bao toan" 1a su thay doi bat ky c6
gia tri khong am trong tran hop 1y logarit PAM250 ctia ham hop ly.

Su twong tu vé trinh tu ddi véi cac polypeptit, ma con goi 1a do tuong ddng vé
trinh ty, thuong dugc xdc dinh béng cach str dung phﬁn mém phén tich trinh tu. Phan
mém phén tich protein ddi chiéu trinh tu twong tu bang cach st dung gid tri vé mirc
tuong tu ding cho thay thé, loai bo va bién d6i khac, bao gdm thay thé axit amin bao
toan. Vi du, phan mém GCG bao gdm cac chuong trinh nhu Gap va Bestfit c6 thé
dugc st dung véi cac thong sd miac dinh dé xac dinh tinh déng nhét trinh tu hodc do
twong dong trinh tu gitta cac polypeptit cé mdi quan hé mat thiét, nhu cac polypeptit
twong dong tir loai sinh vat khac nhau hoac giita protein kiéu dai va thé dét bién cua
n6. Xem, vi du, GCG Phién ban 6.1. Trinh tu polypeptit con duoc so sanh bang cach
str dung FASTA bing cach str dung thong sé mac dinh hodc thong sb yéu cau, chuong
trinh trong GCG Phién ban 6,1. FASTA (vi du, FASTA2 va FASTA3) tao ra thong tin
vé sap thang hang va phan tram do tuong dong trinh fy ctia cac ving tring lap tét nhat
giita trinh tu truy van va trinh tu tra cu (Pearson (2000) supra). Thuét toan khac duoc
uu tién khi so sanh trinh tu theo sang ché vé6i co s& dir lidu chira luong 16n trinh tu tur
cac sinh vat khac nhau la chuong trinh mdy tinh BLAST, dac biét la BLASTP hodc
TBLASTN, bélng cach st dung céc thong sd mac dinh. Xem, vi du, Altschul et al.
(1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 va Altschul er al. (1997) Nucleic Acids Res.
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25:3389-402.
Khéng thé khang LEPR chtta bién thé Fc

Theo céc phuong 4n nhét dinh, sing ché d& xuét khang thé khang LEPR chira
mién Fe bao gdm mot hodc nhiéu dot bién lam tang hodc lam giam khéang thé lién két
v6i thu thé FcRn, vi du, tai pH axit so v6i do pH trung tinh. Vi dy, sang ché bao gdm
khang thé khang LEPR chira dot bién trong viing Cn2 hodc ving Cu3 cua mién Fec,
trong do dot bién 1am tang 4i lyc cua mién Fc v6i FeRn trong moi truong axit (vi du,
trong hat co quan ndi bao trong dé d6 pH nim trong khoang tir 5,5 dén khoang 6,0).
Céc dot bién nay c6 thé din dén viéc lam ting chu ky bén ra huyét thanh cta khang thé
khi dugc dung cho dong vat. Vi du khong giéi han pham vi vé cic bién doi mién Fc
bao gbém, vi du, bién dbi & vi tri 250 (vi du, E hodc Q); 250 va 428 (vi du, L hoic F);
252 (vi du, L/Y/F/W hoidc T), 254 (vi du, S hodc T), va 256 (vi du, S/R/Q/E/D hoic
T); hodc bién d6i ¢ vi tri 428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hoic K) vi/hoic 434
(vi du, H/F hodc Y); hodc bién ddi & vi tri 250 va/hodc 428; hodc bién dbi & vi tri 307
hodc 308 (vi du, 308F, V308F), va 434. Theo mot phuong 4n, bién dbi niy bao gdm
bién doi 428L (vi du, M428L) va 434S (vi du, N434S): bién d6i 428L, 2591 (vi du,
V2591), va 308F (vi du, V308F); bién d6i 433K (vi du, H433K) va bién ddi 434 (vi du,
434Y); bién dbi 252, 254, va 256 (vi du, 252Y, 254T, va 256E); bién ddi 250Q va
4281 (vi du, T250Q va M428L); va bién d6i 307 va/hodc 308 (vi du, 308F hoic 308P).

Vi du, sang ché bao gdm khang thé khang LEPR chtra mién Fc chira mot hodc
nhiéu cdp hodc nhém dot bién duoc chon tir nhém bao g@)ln: 250Q va 248L (vi du,
T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T256E); 428L va
434S (vi du, M428L va N434S); va 433K va 434F (vi du, H433K va N434F). Tt ca
cac to hop c6 thé ¢ cua mién Fe dot bién trén ddy, va dot bién khéc trong mién bién
d6i cua khang thé dugc boc 16 trong ban md ta ndy, déu nam trong pham vi cua sng
ché.

Khang thé khang LEPR theo sang ché c6 thé chira mién Fe da bién doi c6 chirc
ning tac dong giam di. Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, "mién Fc da bién doi
c6 chirc ndng tac dong giam” nghia 1a vung Fc bat ky cua globulin mién dich da dugc
bién doi, gay dot bién, lam cut, v.v., so voi mién Fc kiéu dai, c6 trong tu nhién sao cho

phén tr chira Fc bién do6i giam muc nghiém trong hodc muc do cua it nhat mot hiéu
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tng duoc chon tr nhom bao gém tiéu diét té bao (vi du, ADCC va/hoic CDC), hoat
hoa bé thé, thuc bao va opsoni hoa, so voi phan tr so sanh chira phién ban ving Fc
kiéu dai, c6 trong tu nhién. Theo mot sb phuong én, "mién Fc bién ddi c6 chic nang

thc dong giam" 1a mién Fo c6 lidn két voi thy thé Fe (vi du, FeyR) giam hodc suy yéu.

Theo mdt s& phuong én, theo sang ché, mién Fc bién ddi 1a bién thé Fc IgG1
hodc bién thé Fc 1gG4 chira sy thay thé & ving ban 1&. Vi du, Fc bién déi dé dung
trong ngft canh cua sang ché c6 thé bao gdm bién thé Fc IgG1 ¢6 it nhit mot axit amin
ctia vung ban 18 Fc IgG1 dugc thay thé bing axit amin twong Ung tir viing ban 1& Fc
IgG2. Theo cach khéc, Fc bién ddi dé dung trong ngit cdnh cla séng ché c6 thé bao
gdm bién thé Fc IgG4 c6 it nhat mot axit amin ctia Fe IgG4 viing ban 1& dugc thay thé
bing axit amin twong tng tir ving ban 1& Fc IgG2. Vi du khong giéi han vé ving Fe
bién dbi c6 thé duoc str dung trong ngit canh ciia sing ché 1a nhu dugc néu trong Cong
b6 don yéu cdu cap patent My s& 2014/0243504, toan bd ndi dung cla tai liéu nay
duoc két hop vao ddy bang cich tham chiéu dén toan bd, cling nhu bat ky bién thé
turong duong chimg nang cua ving Fe da bién dbi néu trong do.

Mién Fc bién doi va viéc bién ddi Fe khic c¢6 thé duoc sir dung trong ngir canh
ctia sang ché bao gém bién dbi bét ky trong sb cac bién ddi nhu duoc thé hién trong
US 2014/0171623; US 8,697,396; US 2014/0134162; WO 2014/043361, duoc két hop
vao ddy bang cach tham chiéu dén toan bo. Cac phuong phép tao cdu tric khang thé
hoidc cac protein dung hop lién két v6i khang nguyén khac bao gdbm mién Fc bién dbi
nhu dugc mo ta trong ban md ta nay da duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat.
bac tinh sinh hoc ctua khang thé

Sang ché bao gdm khang thé va manh lién két khang nguyén cta no lién két véi
LEPR ¢ ngudi va hoat hoa qua trinh truyén tin hiéu LEPR. Khang thé nhu vay trong
ban mod ta nay con duge goi 1a "khang thé chu van." Trong pham vi clia sang ché, "su
hoat hoa qua trinh truyén tin hiéu LEPR” nghia la sy kich thich hi¢u Gng ndi bao ma
thuong 1a két qua ctia su twong tac cua leptin voi LEPR ¢ té bao biéu hién LEPR. Theo
mdt s6 phuong an, "su hoat héa qua trinh truyén tin hiéu LEPR” nghia 1 su hoat hoa
phién ma STAT3, c6 thé dugce do bang cach sir dung phuong phap bat ky ma c6 thé do
hodc xac dinh, truc tiép hodc gian tiép, hoat tinh STAT3, vi du, béng cach st dung

phién ban STAT3 gin nhén duoc biéu hién & dong té bao chi thi. Vi dy, sing ché bao
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gbm khang thé va manh lién két khang nguyén ctia né ma hoat héa qua trinh truyén tin
hiéu LEPR trong thir nghiém vé gen bdo céo trén co s¢ té bao, vi du, bang cach sir
dung dang thtr nghiém trén co s& té bao nhu dugc xac dinh trong Vi du 7 trong ban md
ta ndy, hodc thir nghiém gan nhu tuong ty. Thit nghiém vé gen bdo c4o trén co s& té
bao do su hoat héa LEPR, nhu thir nghiém dugc néu trong Vi du 7 trong ban md ta
nay, c6 thé tao ra tin hiéu c6 thé phat hién dugc dugc biéu dién béng gia tri ECso (thc
la néng do khang thé can dé tao ra muc truyén tin hiéu ntra cuc dai) va/hoac phén tram
murc truyén tin hiéu cuc dai quan sat duoc khi ¢6 mit cia leptin. Theo cac phuong 4n
nhét dinh minh hoa theo sang ché, khang thé khang LEPR dugc dé xut hoat héa qua
trinh truyén tin hiéu LEPR véi gia tri ECso nho hon khoang 12,0 nM trong tht nghiém
vé gen bdo cdo trén co sO té bao, vi du, béng cach st dung dang thr nghiém nhu dugc
xdc dinh trong Vi du 7 trong ban mé ta nay, hodc thir nghiém gan nhu twong tu. Theo
cac phuong 4n nhit dinh minh hoa theo sang ché, khang thé khang LEPR duoc dé xudt
hoat hoa quéa trinh truyén tin hiéu LEPR cé phﬁn tram muc hoat hoa cuc dai so véi
viéc truyén tin hiéu leptin 16n hon khoang 65% trong thtr nghiém vé gen bao cdo trén
co s té bao, vi du, béng cach st dung dang thir nghiém nhu dugc xac dinh trong Vi du

7 trong ban mb ta nay, hodc thir nghiém gan nhu twong tu.

Sang ché bao gdm khang thé va manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két véi
LEPR don phan ¢ ngudi véi 4i luc cao. Vi du, sang ché bao gdm khang thé khang
LEPR lién két véi LEPR don phan & ngudi (vi du, hLEPR.mmb, SEQ ID NO:114) véi
Kp nhé hon khoang 150 nM nhu duoc xéc dinh bang cong hudng plasmon bé mit tai
nhiét do 25°C hoac 37°C, vi du, béng cach str dung dang tht nghiém nhu dugc xac
dinh trong Vi du 3 trong ban mé ta nay, hodc thir nghiém gan nhu twong tu. Theo cac
phuong an nhit dinh, khang thé khang LEPR dugc dé& xuit lién két voi LEPR don
phan ¢ nguoi tai nhiét do 25°C véi Kp nhd hon khoang 150 nM, nhé hon khoang 140
nM, nho hon khoang 130 nM, nho hon khoang 120 nM, nho hon khoang 110 nM, nhd
hon khoang 100 nM, nho hon khoang 90 nM, nh6 hon khoang 80 nM, nhé hon khoang
70 nM, nho hon khoang 60 nM, nho hon khoang 50 nM, nho hon khoang 40 nM, nho
hon khoang 30 nM, nho hon khodng 20 nM, nhd hon khodng 10 nM, nh6 hon khoang
9 nM, nho hon khoang 8 nM, nhé hon khodng 7 nM, nhé hon khoang 6 nM, nhé hon
khoang 5 nM, nho hon khoang 4 nM, nho hon khoang 3 nM, nhé hon khoang 2 nM,
nh6 hon khoang 1 nM, nho hon khoang 900 pM, nhé hon khodng 800 pM, nhé hon
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khoang 700 pM, nho hon khoang 600 pM, nho hon khoang 500 pM, nhé hon khoang
400 pM, hodc nhé hon khoang 300 pM, nhu duoc xdc dinh bing cong hudng plasmon
bé& mat, vi du, béng cach st dung dang thtr nghiém nhu dugc xéac dinh trong Vi du 3
trong ban mo ta nay, hoac thtr nghiém gan nhu twong tu.

Sang ché ciing bao gdm khang thé va manh lién két khdng nguyén ctia n6 lién
két v6i LEPR don phan & nguoi (vi du, hLEPR.mmh, SEQ ID NO:114) c6 thoi gian
ban phan ly (t%4) 16n hon khoang 50 phut nhu duoc xac dinh bing coéng hudng
plasmon bé mat tai nhiét do 25°C hodc 37°C, vi duy, béng cach su dung dang thu
nghiém nhu dugc xac dinh trong Vi du 3 trong ban mo ta nay, hodc thir nghiém gin
nhu tuwong tu. Theo cdc phuong an nhat dinh, khéng thé khang LEPR duoc dé xuit lién
két v6i LEPR don phan ¢ nguoi tai nhiét do 25°C voi t”2 16n hon khoang 50 phut, 16n
hon khoang 55 phut, 16n hon khoang 60 phut, 16n hon khoang 65 phut, hodc 16n hon
ntta, nhu duoc xac dinh béng cong hudng plasmon bé& mat, vi du, béng cach st dung
dang thtr nghiém nhu dugc xéc dinh trong Vi du 3 trong ban mo ta nay, hoac thtr
nghiém gén nhu tuong tu.

Sang ché ciing bao gdm khang thé va manh lién két khang nguyén ctia né lién
két voi LEPR nhj phan & nguoi (vi duy, hLEPR.mFc, SEQ ID NO:115) vdéi ai luc cao.
Vi du, sang ché bao gdbm khéang thé khang LEPR lién két v6i LEPR nhi phan & nguoi
v6i Kp nho hon khoang 1,5 nM nhu duge xdc dinh bing cong hudng plasmon bé mit
tai nhiét do 25°C hodc 37°C, vi du, béng cach st dung dang thtr nghiém nhu dugc xac
dinh trong Vi du 3 trong ban md ta nay, hodc thir nghiém g'ﬁn nhu twong tu. Theo cac
phuong an nhét dinh, khang thé khang LEPR duoc dé xudt lién két véi LEPR nhi phan
¢ nguoi tai nhiét do 25°C voi Kp nho hon khoang 150 nM, nhé hon khoang 130 nM,
nho hon khoang 110 nM, nhé hon khoang 80 nM, nhé hon khoang 70 nM, nhé hon
khoang 60 nM, nho hon khoang 50 nM, nhé hon khoang 40 nM, nho hon khoang 30
nM, nh6 hon khoang 20 nM, hodc nh6 hon khoang 10 nM, nhu dugc xac dinh béng
cong huong plasmon bé madt, vi du, bﬁng cach st dung dang thtr nghiém nhu dugc xéac

dinh trong Vi du 3 trong ban md ta nay, hodc thir nghiém gan nhu tuong tu.

Sang ché ciing bao gdm khéang thé va manh lién két khang nguyén cua né lién
két véi LEPR nhi phan & ngudi (vi du, hLEPR.mFc, SEQ ID NO:115) vé6i thoi gian
ban phén ly (t%%) lon hon khoang 10 phut nhu duoc xdc dinh bang cong hudng
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plasmon bé mat tai nhiét do 25°C hodc 37°C, vi du, béng cach st dung dang thu
nghiém nhu duoc xdc dinh trong Vi du 3 trong ban mo ta nay, hodc thir nghiém gan
nhu tuong tu. Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé khdng LEPR duoc dé xuat lién
két v6i LEPR nhi phan & nguoi tai nhiét do 25°C voi t¥2 16n hon khoang 10, dai hon
khoang 15 phut, 16n hon khoang 20 phut, 16n hon khoang 25 phut, 16n hon khoang 30
phut, 16n hon khoang 40 phut, 16n hon khoang 50 phut, 16n hon khoang 60 phut, 16n
hon khoang 70 phut, hoac 16n hon nita, nhu dugc xac dinh bang cong hudéng plasmon
bé mat, vi du, b%mg cach str dung dang thtr nghiém nhu dugc xdc dinh trong Vi du 3

trong ban mo ta ndy, hodc thi nghiém gan nhu tuong tu.

Sang ché cling bao gdm khéang thé va manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két véi LEPR trong phirc hop véi leptin nguoi ("LEPR trong phtic hop véi leptin
ngudi" ¢ thé ciing duoc goi bing cum tir “leptin:LEPR"). Vi du, sang ché bao gom
khang thé va manh lién két khang nguyén ctia n6 c¢6 kha nang lién két v6i phtrc hop da
duoc tao ra so bd chira hLEPR va leptin ngudi. Nghia 13, theo cac phuong an nhat
dinh, su twong tac gitra khang thé khang LEPR va LEPR khong bi trc ché bai sy co
mdt cua leptin trong phtrc hop véi LEPR; tuong tu, su tuong tac gifra leptin va LEPR,
theo khia canh ndy cta sang ché, khong bi wrc ché boi sy ¢6 mat cua khang thé khang
LEPR. Dang thtr nghiém minh hoa dé xac dinh liéu khéng thé hodc ménh lién két
khéng nguyén ctia n6 co lién két véi LEPR trong phirc hop véi leptin nguoi duoc néu

trong Vi du 4 trong ban mo ta nay.

Tuong tu, sang ché ciing bao gdm khéng thé va manh lién két khang nguyén
ctia né lién két véi LEPR va khong phong bé su twong tic LEPR:leptin. Vi du, sang
ché bao gdm khang thé va manh lién két khang nguyén ctia n6 c6 kha nang lién két véi
LEPR, nho d6 tao ra phtic hop khang thé:LEPR, trong d6 phiic hop khéng thé:LEPR
thu dugc ¢ thé twong tac véi leptin dé tao ra phirc hop ba thanh phéin bao gdm khéng
thé, LEPR va leptin. Dang thir nghiém minh hoa dé xac dinh liéu khang thé hodc manh
lién két khang nguyén cta nd c¢6 kha ning lién két voi LEPR theo cach dé khong
phong bé hodc gy can trd su twong tac gitta LEPR va leptin dugc néu trong Vi du 5
trong ban mo ta nay.

Sang ché ciing bao gdm khéng thé va manh lién két khang nguyén ciia né lién

két véi LEPR biéu hién trén bé mit té bao khi c6 mat va/hodc khong c6 mit ctia leptin
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ngudi. LEPR biéu hién trén bé mit té bao nghia la LEPR hodc mot phén cuia nd (vi du,
phﬁn ngoai bao cuia LEPR) dugc biéu hién trén bé mit cia té bao, hodc & dong té bao
tu nhién hodc ¢ dong té bao da duogc thiét ké di truyén, dé khang thé hodc manh lién
két khang nguyén cuia né c¢6 kha ning lién két voi phéan tir LEPR. Theo mot s6 phuong
4n, LEPR biéu hién trén bé mat té bao bao g&n phutc hop tai td hop chtra mién ngoait
bao ctia LEPR duoc ndi véi té bao qua nhan dan hoac méu (vi du, méu GPI nhu dugc
minh hoa trong Vi du 6 trong ban mo ta nay). Theo khia canh nay cua sang ché, khang
thé duoc dé xudt co kha nang lién két voi LEPR biéu hién trén bé mit té bao khi khong
c6 mdt cua leptin, va cling c6 kha ning lién két v6i LEPR biéu hién trén bé mat té bao
khi c6 mit cta leptin (trc 1a trong cac didu kién ma leptin c¢6 kha ning lién két voi
leptin biéu hién trén bé mat té bao). Tuc la theo cac phuong an nhat dinh, su tuong tac
gitra khang thé khang LEPR va LEPR biéu hién trén bé mit té bao khong bi trc ché boi
su ¢6 mat cta leptin trong phirc hop véi LEPR biéu hién trén bé mit té bao. Khang thé
theo khia canh nay cta sang ché co kha ning tao ra phtc hop ba thanh phan trén bé
mit clia té bao bao gdm khang thé, LEPR biéu hién trén bé mat té bao va leptin. Dang
thir nghiém minh hoa dé xéc dinh liéu khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia
n6 c6 kha ning lién két voi LEPR biéu hién trén bé mat té bao khi ¢6 mat va khong cé

mat cda leptin ngudi dugce néu trong Vi du 6 trong ban mo ta nay.

Khang thé theo sang ché ¢6 thé c6 mot hodc nhiéu dic tinh sinh hoc néu trén,
hodc t6 hop bét ky ctia chtiing. Danh muc déc tinh sinh hoc ctia cic khang thé theo sang
ché khong chi gidi han & cac dic tinh duoc mo ta trén day. Ddc tinh sinh hoc khéac cia
khéng thé theo sang ché s& la hién nhién déi véi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat thong qua phin mo ta bao gdm cic Vi du.

Lap ban do quyét dinh khang nguyén va cac k¥ thuat lién quan

Sang ché cling bao gém khang thé khang LEPR bao gdm cic bién thé cta trinh
tw bat ky trong sé cac trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR duoc dé cap
trong ban mo ta nay c6 mot hodc nhiéu thay thé bao toan. Vi du, sang ché bao gom
khang thé khang LEPR c¢o trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR co, vi du,
10 hodc it hon, 8 hodc it hon, 6 hodc it hon, 4 hodc it hon, v.v. thay thé axit amin bao
toan so voi trinh tu bat ky trong sd céc trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hoic CDR

duoc néu trong Bang 1. Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé khang
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LEPR chtra bién thé trinh tu axit amin HCVR, LCVR va/hodc CDR so véi trinh tu
dugc néu trong Bang 1 (vi du, bao gbm thay thé axit amin bao toan), trong d6 khang
thé bién thé nhu vdy c6 mot hodc nhiéu chtic ning va/hodc dic tinh cua khang thé
khang LEPR minh hoa duoc dé cap trong ban md ta ndy.

Mién ngoai bao ctia LEPR & ngudi chtra mién tuong dong thu thé xytokin dau
N (CRH-1), mién gidng globulin mién dich (Ig), va mién CRH tht hai (CRH-2) dung
dé chi mién lién két leptin (LBD). (Carpenter et al. (2012) Structure 20:487-97). Hon
nita, LEPR ¢6 cung kich thude va t6 chirc clia mién ngoai bao tuong dong va tuong tu
[6n nhét voi yéu té kich thich tao cum bach cau hat (GCSF) va glycoprotein 130
(gp13). (Haniu et al. (1998) ] Biol Chem 273(44): 28691-699).

Thuét ngit "quyét dinh khang nguyén” ding dé chi quyét dinh tinh khéng
nguyén ma twong tac vai vi tri lién két khang nguyén dic hiéu trong viing bién doi cua
khang thé phan tir da biét nhu paratop. Mot Khang nguyén co thé c¢6 nhidu hon mot
quyét dinh khang nguyén. Do d6, khang thé khac nhau c6 thé lién két v6i cac ving
khéot nhau trén khang nguyén va cé thé c6 hiéu qua sinh hoc khac nhau. Quyét dinh
khéng nguyén c6 thé c6 chu truc bac mot hodc bac ba. Quyét dinh khang nguyén cé
cAu tric bac ba duoc tao ra béng cach dat lién ké vé mat khong gian cdc axit amin tu
cac doan khac nhau cua chudi polypeptit thang. Quyét dinh khang nguyén cé cau tric
bac mot 1a quyét dinh khang nguyén duoc tao ra bang ca gdc axit amin lién ké trong
chudi polypeptit. Trong mét sd truong hop nhét dinh, quyét dinh khang nguyén c6 thé

bao gdm céc gde sacarit, nhom phosphoryl, hodc nhém sulfonyl trén khang nguyén.

Sang ché bao gém khang thé khang LEPR tuong tac v6i mot hodc nhidu quyét
dinh khang nguyén dugc tim thiy trong axit amin M1-D839 ctia LEPR & ngudi (SEQ
ID NO: 113). Nhu duogc thé hién trong Vi du 11, 201 peptit tir LEPR & ngudi ¢6 kha
nang hép thu dotéri vao hoa chat giam mot cach dang ké khi dugc lién két v6i khing
thé H4H16650P2. Peptit twong ung véi axit amin 162-169 (axit amin LYVLPEVL cta
LEPR ¢ nguoi, SEQ ID NO: 113) va 170-191 (axit amin EDSPLVPQKGSF cua LEPR
¢ nguoi, SEQ ID NO: 113) c6 tdc do dotéri hda cham hon khi duoc lién két voi
H4H16650P2, cho thdy ring khang thé nay lién két it nhat hai quyét dinh khang
nguyén LEPR ¢ nguoi ¢6 trinh tv LYVLPEVL hodc EDSPLVPQKGSF (axit amin
162-169 hoac 170-191, tuong Gn, trong SEQ ID NO: 113).
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Quyét dinh khang nguyén ma khéng thé theo sang ché lién két véi no c6 thé bao
odm trinh tu chudi lién tiép don ctia 3 hogc nhiéu (vi du, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hoac nhiéu) axit amin cua protein LEPR. Ngoai ra, quyét
dinh khang nguyén c6 thé bao g0m céc axit amin khong lién tiép (hodc trinh tu axit
amin) cia LEPR. Theo mdt s6 phuong 4n, quyét dinh khang nguyén dugc dit trén
hodc gan mién lién két leptin ctia LEPR. Theo céc phuong 4n khac, quyét dinh khang
nguyén duge dat & ving khac voi mién lién két leptin ctia LEPR, vi dy, & vi tri trén bé
mit ctia LEPR ma tai d6 khang thé, khi dwoc lién két v6i quyét dinh khéng nguyén,
khong can tré leptin lién két voi LEPR.

Céc ky thut da biét dbi voi nguoi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuat nay c6 thé duge st dung dé xac dinh axit amin trong quyét dinh khang nguyén
duoc nhan dién béi khang thé cu thé. Vi du vé cic k¥ thuat bao gdm, vi du, phan tich
dot bién quét alanin, phan ﬁch tham tach peptit, va phan tich phan tach peptit. Ngoai
ra, cdc phuong phap nhu cit quyét dinh khang nguyén, chiét quyét dinh khang nguyén
va bién doi hoa hoc khang nguyén cé thé duoc dung (Tomer, 2000, Protein Science
9:487-496). Phuong phap khac c¢6 thé duoc st dung dé xdc dinh axit amin trong
polypeptit ma khang thé twong tic voi né 1a phuong phap trao doi hydro/dotéri dugc
phat hién bang khéi phd. N6i chung, phuong phép trao dbi hydro/dotéri bao gdm budc
danh ddu protein dang quan tdm bang doteri, sau do lién két khang thé véi protein da
d4nh dau bang doteri. Tiép theo, phtic hop protein/khang thé duoc chuyén vao nude dé
thuc hién qua trinh trao dbi hydro-doteri ¢ tat ca cac gbc ngoai trir gbe duge bao vé
boi khang thé (ma van duoc danh dau bang doteri). Sau qua trinh phan ly cta khang
thé, protein dich dugc x{r Iy bang phén cit proteaza va phan tich khdi phd, nhd d6 hién
thi cac gbc duoc déanh ddu bang doteri ma twong tng véi axit amin cu thé ma khang
thé tuong tic. Xem, vi du, Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267(2):252-259;
Engen and Smith (2001) Anal. Chem. 73:256A-265A. Phan tich tinh thé hoc tia X cia
khang thé trong phtrc hop v6i khang nguyén cia né ciing c6 thé duoc sit dung dé xcs

dinh axit amin trong polypeptit ma khang thé tuong tac.

Sang ché con bao gébm khang thé khang LEPR lién két v6i cing mot quyét dinh
khéng nguyén nhu khang thé bét ky trong s6 céc vi cu cu thé vé khang thé dugc mo ta
trong ban mé ta nay (vi du, khang thé chira trinh tu bét ky trong sb céc trinh tu axit

amin nhu dugc néu trong Bang 1 trong ban md ta nay). Tuong tu, sdng ché con bao
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¢dm khang thé khang LEPR ma canh tranh dé lien két voi LEPR c6 khang thé bit ky
trong s cac vi du cu thé vé khang thé duogc mo ta trong ban md ta nay (vi du, khang
thé chtra trinh tu axit amin bat ky trong sb céc trinh tu axit amin nhw dugc néu trong
Bang 1 trong ban mo ta nay).

C6 thé xdc dinh dugc lidu khang thé c6 thé lién két véi cing mot quyét dinh
khang nguyén nhu, hodc canh tranh dé lién két voi, khang thé khang LEPR tham chiéu
bang cach st dung céc phuong phép thong thuong da biét trong linh vuc k¥ thuét nay
va duoc minh hoa trong ban md ta nay. Vi du, dé x4c dinh xem khéng thé thur nghiém
lien két voi cung mot quyét dinh khang nguyén nhu khéang thé khang LEPR tham
chiéu theo sang ché, khang thé tham chiéu duoc cho phép lién két v6i protein LEPR.
Sau do, kha ning lién két cua khang thé thir nghiém véi phan tir LEPR dugc xac dinh.
Néu khang thé thtr nghiém c6 thé lién két véi LEPR sau khi lién két bao hoa véi khéng
thé khang LEPR tham chiéu, c6 thé két luan dugc riang khang thé thir nghiém lién két
v6i quyét dinh khang nguyén khac ngoai khéng thé khang LEPR tham chiéu. Mat
khéc, néu khang thé thir nghiém khong thé lién két véi phan tr LEPR sau khi lién két
bdo hoa voi khang thé khang LEPR tham chiéu, thi khang thé thtr nghiém c6 thé lién
két voi cing mot quyét dinh khéang nguyén nhu quyét dinh khang nguyén dugc lién két
boi khang thé khang LEPR tham chiéu theo sang ché. Sau do, thir nghiém thong
thuong bo sung (vi du, gay dot bién peptit va phan tich tinh lién két) c6 thé duoc thuc
hién dé x4c dinh liéu viéc khong quan sat théy su lién két cta khéang thé thu nghiém la
do lién két vai cung mot quyét dinh khang nguyén nhu khang thé tham chiéu hodc néu
su phong bé vé mat khong gian (hodc hién tuong khic) giy ra viéc khong quan sat
thdy su lién két. Cac thtr nghiém dang nay c6 thé duoc thuc hién bang cach sir dung
ELISA, RIA, Biacore, dém té bao theo dong chay hodc thir nghiém lién két khang thé
dinh tinh-dinh luong bét ky khac san c6 trong linh vuc. Theo cdc phuong 4n nhét dinh
theo sang ché, hai khang thé lién két véi ciing mot (hodc tring khép) quyét dinh khang
nguyén néu, vi du, vuot qua 1, 5, 10, 20 hodc 100 lan ctia mot khang thé e ché lién
két khang thé kia it nhét 1a 50% nhung tot hon 1a 75%, 90% hodc tham chi 1a 99% nhu
dugc xac dinh trong thu nghiém lién két canh tranh (xem, vi du, Junghans et al.,
Cancer Res. 1990:50:1495-1502). Ngoai ra, hai khang thé duoc coi 1a lién két vé6i cuing
mot quyét dinh khang nguyén néu gan nhu tat ca cac dot bién axit amin trong khéng

nguyén ma lam giam hodc ngan chan viéc lién két ctia ,ppyk khang thé, lam gidm hodc
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ngan chan viéc lién két cua khang thé kia. Hai khéng thé duoc coi 1a ¢6 "quyét dinh
khang nguyén trung khép" néu chi ¢6 cdc nhom nho cia dot bién axit amin lam giam
hoac ngén chan viéc lién két ctia mot khang thé, lam giam hodc ngdn chan viéc lién két
cta khang thé kia.

Dé xac dinh xem khang thé canh tranh dé lién két (hodc canh tranh chéo dé lién
két) voi khang thé khang LEPR tham chiéu, phuong phép lién két duoc mo ta trén day
duoc thuc hién theo hai huéng: theo huéng thtr nhat, khang thé tham chiéu dugc cho
lien két voi protein LEPR trong diu kién bdo hoa, sau d6 xic dinh viéc lién két clia
khang thé thir nghiém vé6i phan tt LEPR. Theo huéng thir hai, khang thé thr nghiém
duoc cho lién két v6i phan t LEPR trong diéu kién bao hoa, sau d6 xac dinh viéc lién
két ctia khang thé tham chiéu v6i phan tt LEPR. Néu, trong ca hai huéng nay, chi c6
khang thé thtr nhit (bdo hoa) c6 kha ning lién két v6i phan tir LEPR, thi két luén duoc
ring khang thé thir nghiém va khang thé tham chiéu canh tranh dé lién két vi LEPR.
Nhu duoc hiéu boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay, khang
thé ma canh tranh dé lién két v6i khang thé tham chiéu c6 thé khong nhit thiét phai
lién két voi cung mot quyét dinh khang nguyén nhu khang thé tham chiéu, nhung c6
thé phong bé vé& miat khong gian dbi v6i viée lién két ctia khang thé tham chiéu bing
cach lién két quyét dinh khang nguyén tring khop hodc lién ké.

Diéu ché khang thé nguoi

Khang thé khang LEPR theo sang ché c¢6 thé 1a khang thé ngudi hoan chinh.
Cac phuong phép tao ra khang thé don dong, bao gdm khang thé don dong & ngudi
hoanchinh da duoc biét dén trong linh vuc k§ thuét nay. Bit ky phuong phap da biét
nao déu c6 thé duoc sir dung theo sang ché dé tao ra khang thé ngudi lién két dic hidu
v6i LEPR 6 nguoi.

Béng cach st dung k¥ thuat VELOCIMMUNE™, vi du, hodc phuong phap
tuong tu bat ky da biét khac dé tao ra khang thé don dong hoan chinh & ngudi, khang
thé kham i luc cao véi LEPR dugc phan lap ban diu c6 ving bién ddi & ngudi va
ving hing dinh cua chudt. Nhu trong phan thir nghiém dudi day, khang thé dugc xéac
dinh dédc tinh va chon cho dic tinh mong mudn bao gém ai luc, hoat tinh phong bé
phdi tir, do chon loc, quyét dinh khang nguyén, v.v. Néu can, ving hang dinh cia

chudt duoc thay thé bang ving hang dinh & nguoi mong mubn, vi du, IgG1 hoic [gG4
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kidu dai hodc dugc bién dbi, dé tao ra khang thé khang LEPR hoan chinh ¢ nguoi.
Mic du vung héng dinh duoc chon c6 thé thay dbi theo muc dich cu thé, lién két véi
khang nguyén &i lyc cao va dac tinh dic hiéu dich la do ving bién dbi tao ra. Trong
céc truong hop nhét dinh, khéng thé khang LEPR hoan chinh & nguoi duge phan 1ap
truc tiép tir té bao B duong tinh v6i khang nguyén.

Tuong duong sinh hoc

Khang thé khang LEPR va manh khéng thé theo sang ché bao gém protein c6
trinh tu axit amin thay ddi so véi protein c6 trinh tw axit amin ctia khdng thé dugc mo
ta nhung gitt dugc kha ning lién két voi LEPR & nguoi. Bién thé khang thé va manh
khang thé nay chira mot hodc nhiéu su thém, mat, hoic thay thé axit amin so véi trinh
tu b me, nhung ¢é hoat tinh sinh hoc gén nhu tuong duong v6i hoat tinh sinh hoc cta
khang thé duoc md ta. Twong tu, trinh tu ADN ma hoa khang thé khing LEPR theo
sang ché bao g61n trinh tu chira mot hoac nhiéu su thém, mét, hoic thay thé nucleotit
so véi trinh ty theo sang ché, nhung ma héa khang thé khang LEPR hoic manh khang
thé gn nhu twong duong sinh hoc voi khang thé khang LEPR hodc méanh khang thé
theo sdng ché. Vi du vé cdc bién thé axit amin va trinh tw ADN nhu vay duoc mo ta
trén day.

Hai protein lién két véi khang nguyén, hodc khang thé, dugc xem 1a tuong
duong sinh hoc néu, vi du, chung tuong duong vé mat duoc dung hodc thay thé vé lan
nhau vé mat dugc dung ma tbe do va mirc do hép thu khong c6 su khic nhau dang ké
khi dugc dung & cung lidu lugng mol trong céc diéu kién thu nghiém tuong tu, hoac
liéu don hodc da liéu. Mot sb khang thé s& dugc xem 1a tvong duong hoic thay thé 1an
nhau vé mit duoc dung néu chung tuong duong vé mirc do hap thu nhung khac nhau
vé toe do hip thu va c¢6 thé duoc xem la tuong duong sinh hoc vi nhirng khac biét vé
toe do hép thu la do ¢6 chu dich va dugc tao ra trong qué trinh danh déu, khong can
thiét phai duy tri dugc néng d6 thudc hitu hiéu trong co thé ddi voi, vi du, viéc st
dung man tinh, va dugc xem la khong khac nhau dang ké vé mat duoc dung dbi voi

san pham thuoc cu thé dugc nghién cuu.

Theo mdt phuong 4n, hai protein lién két v6i khdng nguyén la tuong dwong
sinh hoc néu khong c6 su khéc nhau dang ké vé mat 1am sang dbi v6i do an toan, do

tinh khiét va hiéu luc cta ching.
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Theo mot phuong an, hai protein lién két v6i khang nguyén la tuong duong
sinh hoc néu bénh nhan c6 thé thayddi mot hodc nhiéu lan gitra san pham tham chiéu
va san pham sinh hoc ma khong lam ting nguy co cua céc tac dung bat loi, bao gém su
thay doi dédng ké v& mit 1dm sang trong tinh sinh mién dich, hodc gidm huyé qua, so

vGi liéu phap tri liéu lién tuc ma khong thyc hién su thay dbi trén day.

Theo mot phuong 4n, hai protein lién két voi khang nguyén la twong duong
sinh hoc néu ching déu tac dong bang co ché chung hoic cac co ché tac dong dbi véi
didu kién hodc céc diéu kién st dung, trong pham vi ma cac co ché nhu vay dugc biét
dén.

Tinh tuong duong sinh hoc ¢6 thé dugc ching minh bing cac phuong phép in
vivo va in vitro. Cac phuong phap xac dinh tuong duong sinh hoc bao gbm, vi du, (a)
thir nghiém in vivo & nguoi hodac dong vat c6 v khac, trong dé néng do cua khang thé
hodc chét chuyén hoa ctia n6 dugce xac dinh trong mau, huyét tuong, huyét thanh, hodc
dich sinh hoc khac dudi dang ham theo thoi gian; (b) tht nghiém in vifro ma tuong
ing voi va dugce cho la phu hgp vaéi dir ligu do sinh kha dung in vivo & nguoi; (c) thu
nghiém in vivo & ngudi hodc dong vét ¢6 va khac trong dé tac dung dugc ly cip tinh
thich hop cua khang thé (hodc dich cua no) duoc xac dinh dudi dang ham theo thoi
gian; va (d) trong thir nghiém [4m sang dé kiém soat nham x4c dinh tinh an toan, hiéu

luc, hodc do sinh kha dung hodc tinh twong duong sinh hoc ctia khang thé.

Céc bién thé tuong duong sinh hoc cta khang thé khang LEPR theo séng ché c6
thé dugc tao cdu truc bang cach, vi du, thay thé gbc hodc trinh tu khac nhau hoic loai
bo cac gde trinh tu két thic hodc trinh tu bén trong khong can cho hoat tinh sinh hoc.
Vi du, géc xystein khong can thiét dbi véi hoat tinh sinh hoc c6 thé duoc loai bo hoac
dugc thay thé béng axit amin khac dé ngan ngua su tao thanh cac cdu ndi disulfua
trong phan t& khong thich hop hodc khong can thiét do qua trinh phuc hdi dic tinh.
Trong céc trudong hop khéc, khang thé tuong duwong sinh hoc ¢6 thé bao gdm céc bién
thé khang thé khang LEPR chta nhimng thay ddi vé& axit amin, ma bién doi dac tinh
glycosyl hoa cia khang thé, vi du, cic dot bién ngan ngira hodc loai bo qua trinh
glycosyl hoa.

Tinh chon Ioc loai va tinh phan ing chéo loai

Theo céc phuong an nhét dinh, sdng ché dé xuat khang thé khang LEPR lién
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két voi LEPR & nguoi chir khong phai véi LEPR cua cac loai khéc. Sang ché ciing bao
gdm khang thé khéang LEPR lién két v6i LEPR & ngudi va voi LEPR ciia mot hoac
nhiéu loai khong phai ngudi. Vi du, khang thé khang LEPR theo sang ché c6 thé lién
két véi LEPR & ngudi va c6 thé lién két hodic khong lién két, trong trudng hop ¢6 thé,
v6i mot hodc nhiéu LEPR cta chuot nhét, chudt déng, chudt lang, chugt hamster,
chudt nhdy, lon, méo, cho, tho, dé, ctru, bo, ngua, lac da, khi duodi dai Cynomolgus, khi
dudi séc, khi ndu An Do hodc tinh tinh. Theo cac phuong an nhét dinh theo séng ché,
khéng thé khang LEPR duoc dé xuat lién két ddc hiéu véi LEPR & nguoi va LEPR cua
khi dudi dai Cynomolgus (vi du, khi duoi dai Macaca fascicularis). Khang thé khing
LEPR khéc theo sang ché lién két véi LEPR & nguoi nhung khong lién két, hodc chi
lién két yéu, voi LEPR cua khi dudi dai Cynomolgus.

Khang thé da dic hiéu

Khang thé theo sang ché co thé 1a khang thé don dic hiéu hodc da dic hiéu (vi
du, dic hiéu kép). Khang thé da dic hiéu c6 thé dac hiéu déi véi cac quyét dinh khéng
nguyén khic nhau cta mot polypeptit dich hodc c6 thé chia mién lién két khang
nguyén dic hidu v6i nhiéu hon mét polypeptit dich. Xem, vi du, Tutt et al., 1991, J
Immunol. 147:60-69; Kufer et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244. Khéng thé
khéang LEPR theo sang ché c6 thé duoc lién két véi hodc ddng biéu hién v6i phan tir
chirc nang khéc, vi du, peptit hodc protein khac. Vi du, khang thé hodc manh ciia né ¢6
thé duoc lién két vé mat chuc nang (vi du, béng lién hgp hda hoc, dung hop gen, lién
két khong cong hoa tri hoac béng cach khac) véi mot hodc nhiéu phan tir khac, nhu
khang thé hodc manh khang thé khac, dé tao ra khang thé dic hiéu kép hodc da dac
hiéu c6 tinh dac hiéu lién két thu cép.

Sang ché bao gom khang thé dic hiéu kép trong d6 mot nhanh cua globulin
mién dich lién két voi LEPR & ngudi, va nhanh kia ctia globulin mién dich dic hiéu
cho khang nguyén thir cip. Nhanh lién két voi LEPR c6 thé chira trinh tu bt ky trong
s6 cac trinh tu axit amin HCVR/LCVR hoidc CDR nhu dugce néu trong Bang 1 trong
ban mo ta nay.

Vi du vé dang khang thé dic hiéu kép c6 thé duoc sir dung trong pham vi ctia
sang ché bao gdm viée st dung mién Cp3 globulin mién dich (Ig) thir nhit va mién

Cn3 Ig thir hai, trong d6 mién Cy3 Ig thi nhét va thir hai khac nhau béi it nhat mot axit
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amin, va trong do it nhat mot sai khac vé axit amin lam giam sy lién két cua khang thé
dac hiéu kép vai Protein A so voi khang thé dic hiéu kép khong c6 su sai khac ve axit
amin nay. Theo mdt phuong 4n, mién Cu3 Ig thir nhit lién két v6i Protein A va mién
Cn3 Ig thu hai chtra dot bién lam giam hodc ngan chan sy lién két v&i Protein A nhu
bién dbi HOSR (bing cach danh sé IMGT exon; H435R bang cach ddnh s6 EU). Cu3
thtr hai c¢6 thé con chita bién ddi Y96F (bang cch danh s& IMGT; Y436F bing cach
danh s6 EU). Céc bién déi khac nira c6 thé duoc dugce tim thiy trong Cu3 thir hai bao
odm: D16E, L18M, N44S, K52N, V57M, va V82I (bing cach danh sé IMGT; D356E,
1.358M, N384S, K392N, V397M, va V422l bing cach danh s6 EU) trong truong hop
ciia khéng thé IgG1; N44S, K52N, va V82I (IMGT; N384S, K392N, va V4221 bing
cach danh s6 EU) trong truong hop cta khang thé IgG2; va QI5R, N44S, K52N,
V57M, R69K, E79Q, va V82I (bing cich danh sé IMGT; Q355R, N384S, K392N,
V397M, R409K, E419Q, va V422I bang cach danh sé EU) trong truong hop cua
khéng thé IgG4. Cac bién dbi vé dang khang thé dac hidu kép dugc mo ta trén day déu

nam trong pham vi ciia sang che.

Vi du khac vé dang dac hiéu kép khac co thé duge st dung trong pham vi cua
sadng ché bao gém, nhung khong chi gidi han ¢, vi du, dang dac hi¢u kép diabody hoac
trén co s& scFv, dung hop IgG-scFv, mién bién doi kép (DVD)-Ig, Quadroma, bim
vao 16 (knobs-into-holes), chudi nhe thong thudng (vi du, chudi nhe thong thudng bim
vao 10, v.v.), CrossMab, CrossFab, (SEED)body, ving khéa kéo leuxin, Duobody,
IgG1/1gG2, Fab (DAF)-IgG tac dong kép, va dang dac hiéu kép Mab? (xem, vi du,
Klein et al. 2012, mAbs 4:6, 1-11, va céc tai liéu tham khao duoc vién dan trong ban
mo ta nay, dé xem xét céc dang néu trén). Khang thé dic hiéu kép co thé con duge tao
chu trac béng cach su dung su lién hgp peptit/axit nucleic, vi duy, trong d6 axit amin
khong co trong tu nhién véi kha nang phan ing hda hoc truc giao dugc st dung dé tao
ra thé lién hop khang thé-oligonucleotit dac hidu vi trf ma sau do c6 thé tu lap vao
trong phitc hop pha phén véi thanh phan, héa tri va hinh thai hoc xac dinh. (xem, vi

du, Kazane et al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4, 2012]).
Duoc phém tri liéu va str dung

Sang ché dé xudt dugc phdm chua khéng thé khang LEPR hodc manh lién két

khang nguyén cta n6 theo sang ché. Duoc phim theo sang ché duge bao ché véi chét
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mang, ta dugc, va cac chét khéc thich hop giup lam cai thién sy chuyén van, sy phan
phéi, dd dung nap va cac yéu tb tuong tu. RAt nhiéu dugc phém thich hop cé thé duoc
tim thay trong cong thirc bao ché da biét ddi v6i tat ca cic nha hoa dugce: Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Cac duoc pham nay
bao g@)m, vi du, dang bot, bdt nhéo, thubc ma, dang thach, sap, dau, lipit, chit dan
thuc chtra lipit (cation hodc anion) (nhu LIPOFECTIN™, Life Technologies,
Carlsbad, CA), thé lién hop ADN, bot nhdo hap thu khan, nhii twong dau-trong-nudc
va nude-trong-dau, nhil twong cacbovac (polyetylen glycol ¢ khéi luong phan tir khac
nhau), gel ban ran, va hdn hop ban rin chia cacbovac. Cling xem Powell et al.

"Compendium of excipients for parenteral formulations" PDA (1998) J Pharm Sci

Technol 52:238-311.

Lidu luong khang thé duoc dung cho bénh nhan ¢6 thé thay ddi tuy thude vao
do tudi va kich thuée cua bénh nhan, bénh can diéu tri, tinh trang bénh, duong ding,
va cac yéu té tuong tu. Lidu lvong duge vu tién thudng duoc tinh toan theo thé trong
hodc dién tich bé mat co thé. O bénh nhan truong thanh, thuan loi néu dung trong tinh
mach khang thé theo sédng ché thudong ¢ lieu don nim trong khoang tir 0,01 dén
khoang 20 mg/kg thé trong, t6t hon nita 1a nam trong khoang tir 0,02 dén khoang 7,
0,03 dén khoang 5, hoidc khoang 0,05 dén khoang 3 mg/kg thé trong. Tuy thudc vao
murc nghiém trong ctia tinh trang bénh, tdn sudt su rdunjg va thoi gian didu tri ¢6 thé
duoc diéu chinh. Lidu hiru hiéu va phac dd dung khéng thé khang LEPR c6 thé duoc
xac dinh theo kinh nghiém; vi du, tién trién cta bénh nhan co thé duoc theo doi béng
cach danh gid theo dinh ky, va liéu lugng duoc diéu chinh theo d6. Ngoai ra, viéc xac
dinh khoang lidu lugng cho cac loai khac nhau c6 thé duoc thyc hién bing cach su
dung cac phuong phap da biét trong linh vuc ky thuat nay (vi du, Mordenti ef al.,
1991, Pharmaceut. Res. 8:1351).

Hé phan phdi da biét va c6 thé duoc sir dung dé ding dugc pham theo sang ché,
vi du, bao trong liposom, vi hat, vi nang, té bao tai td hop c6 kha nang biéu hién virut
dot bién, nhap bao qua trung gian thu thé (xem, vi du, Wu et al., 1987, J. Biol. Chem.
262:4429-4432). Céc phuong phap dua duoc phdm vio co thé bao gdm, nhung khong
chi gidi han 0, trong da, trong co, trong bung, trong tinh mach, du¢i da, trong mii, trén
mang clng, va qua dudng miéng. Dugc pham c6 thé dugc dua vao co thé bang duong

dung thong thuong bat ky, vi du, bang cich truyén hodc tiém nhanh mot lidu, bang
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cach hép thu qua I6p biéu bi hodc niém mac da (vi du, niém mac miéng, niém mac truc
trang va rudt, v.v.) va c6 thé duoc dung cung v6i cac hoat chét sinh hoc khac. Viéc
dung c6 thé 1a 14 toan than hodc tai chd.

Duogc phim theo séng ché c6 thé dugc phan phdi dudi da hodc trong tinh mach
bang Ong tiém va kim tiém tiéu chudn. Ngoai ra, déi voi viéc phan phéi dudi da, thié
bi phan phdi dang but ¢ sin c6 thé d& dang ung dung dé phan phdi dugc pham theo
sang ché. Thiét bi phan phéi dang but nay ¢ thé tai str dung hodc ding mot 1an. Thiét
bi phan phdi dang but tai sir dung thudng ding hop chira 6 thé thay thé dé chtra dugc
phdm trong d6. Khi tat ca duge pham trong hop chira nay da dung hét va hop nay rong,
thi hop chira rong nay cé thé vt bé mot cach dé dang va dugc thay thé bang hop mai
chira duoc phiam. Thiét bi phan phdi dang but co thé duoc tai sir dung. Thiét bi phén
phéi dang but dung maot 1an thi khong ¢ hop thay thé. Thay vao do, thiét bi phan phdi
dang but dung mét 1in duoc nap san dwoc phdm trong ngin chira ciia thiét bi. Khi

ngan chira hét duoc pham thi toan bd dung cu nay bi virt bo.

Nhiéu thiét bi phan phdi dang but va tiém tu dong tai sir dung dwoc ding dé
phan phdi dudi da dugc phdm theo sang ché. Vi du vé cac thiét phan phéi nhu vay bao
o0m, nhung khong chi gi6i han ¢, but AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc.,
Woodstock, Anh), but DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Thuy
S¥), but HUMALOG MIX 75/25™, but HUMALOG™, but HUMALIN 70/30™ (Eli
Lilly and Co., Indianapolis, An &), NOVOPEN™ I, II va III (Novo Nordisk,
Copenhagen, Pan Mach), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Pan
Mach), but BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, M¥), OPTIPEN™,
OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis,
Frankfurt, Duc), 1a tén ctia mot s it thiét bi phan phdi. Vi du vé thiét bi phan phdi
dang but dung mot lan duoc ding dé phan phdi duéi da duoc pham theo sang ché bao
g0m, nhung khong chi gi¢i han ¢, but SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis), FLEXPEN™
(Novo Nordisk), va KWIKPEN™ (Eli Lilly), dung cu tiém ty dong SURECLICK™
(Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Drc), EPIPEN
(Dey, L.P.), va but HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park IL), 14 tén ctia mot s it
thiét bi phan phoi.

Trong cac trudong hop nhét dinh, duge phim c6 thé dugc phan phdi trong hé
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giai phong co kiém soat. Theo mot phuong an, bom c6 thé duoc str dung (xem Langer,
néu trén; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201). Theo phuong an khac,
vét lidu polyme c6 thé duge st dung; xem, Medical Applications of Controlled
Release, Langer and Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca Raton, Florida. Theo phuong
an khéc nita, hé giai phong co kiém sodt c6 thé dwgc diat & vi trf 1an can véi dich cua
duoc phém, do do chi cAn mot phén cta liéu toan than (xem, vi du, Goodson, 1984, in
Medical Applications of Controlled Release, néu trén, vol. 2, pp. 115-138). Cac hé giai
phong c6 kiém soat khac dwoc thdo luan trong bai bédo cta Langer, 1990, Science
249:1527-1533.

Cac duoc phém tiém c6 thé bao g61n dang lidu dé tiém tinh mach, duéi da,
trong da va trong co, truyén nhé giot, v.v. Cac dugc pham tiém nay c6 thé dugc bao
ché bing céc phuong phap da biét cong khai. Vi du, cac duoc phim tiém c6 thé duge
bao ché, vi du, béng cach hoa tan, tao huyén phu hodc nhil héa khang thé hoic mudi
cta n6 duge md ta trén ddy trong méi truong nude vo tring hodc moi trudong dau dugce
str dung thong thuong dé tiém. Moi trudong nude dé tiém bao gdm, vi du, dung dich
nude mudi sinh 1y, dung dich ding truong chta glucoza va cic chat bo trg khac, v.v.,
c6 thé duoc st dung két hop véi chit 1am tan thich hop nhu rugu (vi dy, etanol), rugu
da chuc (vi du, propylen glycol, polyetylen glycol), chit hoat dong bé mit khong ion
[vi du, polysorbate 80, san pham cong HCO-50 (polyoxyetylen (50 mol) cta diu thiu
dau hydro hoa)], v.v. Mbi truong dau c6 thé st dung bao goém, vi du, dau vimg, diu
dau tuong, v.v., c¢6 thé dugc st dung két hop véi chét lam tan nhu benzyl benzoat,
ruou benzylic, v.v. Tét hon 14, duoc phém tiém duoc bao ché dugc nap vao 6ng thube
tiém thich hop.

Thuén loi néu, duge pham dé dung theo duong miéng hodc ngoai dudng tiéu
hoéa dugc mo ta trén day duoc bao ché thanh cac dang lidu trong lidu don vi duge lam
thich hop voéi liéu chtra thanh ph?m hoat tinh. Dang lidu lugng nay & dang liéu don vi
bao gém, vi du, vién nén, thude vién, vién nang, thudc tiém (éng thube tiém), vién
thudc dan, v.v. luong khing thé trén day thuong co6 mit voi luong trong khoang tir 5
dén khoang 500 mg cho moi dang lidu & dang liéu don vi; dac biét 1a dang tiém, tbt
hon 1a khang thé néu trén c¢6 mit véi luong trong khodng tir 5 dén khoang 100 mg va

trong khoang tir 10 dén khoang 250 mg déi véi céc dang lidu lugng khac.
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St dung khéang thé dé tri lidu

Séng ché dé cap dén cac phuong phap bao gdm buée cho dbi tuong can didu tri
dung duoc phim didu tri chira khang thé khing LEPR (vi du, khéng thé khang LEPR
bao gém trinh tu bét ky trong sb cac trinh ty HCVR/LCVR hodc CDR nhu duoc néu
trong Bang 1 trong ban mo td nay). Dugc pham diéu tri nay c6 thé chira khang thé bat
ky trong sb céc khang thé khang LEPR duoc dé cap trong ban mo ta ndy, hodc manh

lien két khang nguyén ciia né, va chit mang dugc dung hoidc chét pha loang.

Khéng thé theo sdng ché c6 hiéu qua, khong ké nhiing thtr khac, trong diéu tri,
ngan ngtra va’hodc lam thuyén giam bénh hodc rdi loan bat ky lién quan dén hodc do
chung thiéu hut leptin, chimg khang leptin, ching gidm leptin huyét, hodc bang cach
khéc gay ra c6 thé duoc diéu tri bing cach kich thich hodc hoat héa qua trinh truyén tin
hiéu LEPR hoéc ¢6 tic dung giéng hoat tinh tu nhién cta leptin in vitro hodc in vivo.
Vi dy, khang thé va manh lién két khang nguyén cia né theo sang ché co6 hiéu qua
trong diéu tri tinh trang r6i loan chuyén hoa lipit. Vi du vé tinh trang rdi loan chuyén
hoa lipit duoc diéu tri bing khang thé va manh lién két khang nguyén theo sang ché
bao gdm, vi du, chung réi loan chuyén hoa lipit tong quat bam sinh, chtng réi loan
chuyén hoa lipit tong quat mic phai, chimg r6i loan chuyén hoa lipit mot phan c¢6 yéu
t6 di truyén, chung rdi loan chuyén hoéa lipit mot phan mic phai, chimg rdi loan
chuyén hoéa lipit 6 bung, ching mat m& cuc bd duéi da, chimg réi loan chuyén héa

lipit cuc bo, va chung ri loan chuyén hoa lipit lién quan dén HIV.

Sang ché ciing bao gdm khang thé khang LEPR va manh lién két khang nguyén
clia n6 ¢6 hiéu qua trong viéc khoi phuc qua trinh truyén tin hiéu leptin dén té bao, mo
va co quan biéu hién mdt hodc nhiéu dot bién LEPR lién quan dén bénh béo phi. Vi
du, cac thé dot bién LEPR nhét dinh da duoc x4c dinh 1a khong c6 kha nang truyén tin
hidu hodc truyén tin hiéu véi mirc suy giam khi ¢ mit ciia leptin va lién quan dén
bénh béo phi va cac rdi loan c6 lién quan. Nhu duge sir dung trong ban mo ta nay, thé
dot bién LEPR khong ¢6 kha ning truyén tin hiéu khi c6 mit ctia leptin duge goi la
“thé dot bién LEPR thiéu hut kha nang truyén tin hiéu.” Dot bién LEPR thiéu hut kha
ning truyén tin hiéu minh hoa la LEPR-A409E (Farooqi et al., 2007, N Engl J Med
356(3): 237-247). Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, thé dot bién LEPR c¢6 kha

nang truyén tin hiéu giam khi c6 mat cta leptin (so v6i LEPR dang dai) dugc goi 1a
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“thé dot bién LEPR suy gidm kha ning truyén tin hidu.” Dot bién LEPR suy gidm kha
nang truyén tin hiéu minh hoa 1a LEPR-P316T (Mazen et al., 2011, Mol Genet Metab
102:461-464). Do d6, sang ché bao gdbm khang thé khang LEPR va manh lién két
khang nguyén ctiia n6 co hiéu qua trong diéu tri, ngin nglra va/hodc lam thuyén giam
cac bénh va cac rdi loan gdy ra bdi hodc lién quan dén mot hodc nhiéu thé dot bién
LEPR thiéu hut kha nang truyén tin hiéu (vi du, A409E) va/hodc suy giam kha nang
truyén tin hiéu (vi du, P316T). |

Khang thé khang LEPR va manh lién két khdng nguyén cia no theo sdng ché
cling cé hiéu qua diéu tri hoic ngidn nglra mot hodc nhiéu bénh hoidc rdi loan duoc
chon tir nhom bao gém bénh béo phi, hoi chiing trao ddi chét, chtiing them an do ché
d6 an udng, bénh vo kinh dudi dbi chic nang, bénh dai duong typ 1, bénh dai duong
typ 2, khang insulin, ching khang insulin nang bao gdm chung khang insulin nang do
dot bién thu thé insulin, ching khéng insulin ning khong phai do dot bién thy thé
insulin, chimg khang insulin ning gy ra béi su dot bién cac con dudng truyén tin hiéu
bén dudi hodc gdy ra boi cac nguyén nhan khac, bénh gan nhiém m& do rugu va khong
do ruou, bénh Alzheimer, ching thiéu hut leptin, ching khang leptin, chtmg rdi loan

chuyén hoa lipit, hoi ching Leprechaunism/Donohue, hoi chirng Rabson-Mendenhall.

Trong pham vi cac phuong phap didu tri duge dé cip trong ban md ta nay,
khang thé khang LEPR c6 thé duoc dung lam don tri lidu (tGc 1a dudi dang tac nhan tri
liéu duy nhét) hodc két hop véi mdt hoac nhiéu chét tri liéu bd sung (vi du vé cac tac

nhan nay duoge md ta & phan khac trong ban md ta nay).
Liéu phép tri licu két hop va dugc phém

Sang ché bao gdm duoc phdm va ché phim diéu tri chtra khéng thé bat ky trong
s6 cac khang thé khang LEPR duoc dé cp trong ban mé ta nay két hop véi mot hodc
nhiéu thanh phan hoat tinh bd sung ¢6 tac dung diéu tri bénh, va cic phuong phép diéu

tri bao gdm budc cho déi tugng can diéu tri bénh dung cdc hdn hop nhu vay.

Khéng thé khang LEPR theo séng ché c¢6 thé duge dugc tao ra dong thoi véi
va/hoac dugce dung két hop véi mot hodc nhiéu thanh phf?m hoat tinh bd sung co tac
dung diéu tri bénh, nhu, vi du, duoc phém duoc ké don dé diéu tri bénh béo phi, ching
tang cholesterol huyét, chimg tang lipit huyét, bénh dai duong typ 2, bénh dai duong

typ 1, chimg mat kiém soat bénh béo phi, chirmg v sinh, v.v. Vi dy vé céc thanh phin
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hoat tinh ¢6 tac dung diéu tri cdc bénh bd sung bao gdm, vi du, leptin tai td hop &
ngudi (vi du, metreleptin [MYALEPT]), chét e ché PCSK9 (vi du, khang thé khang
PCSK9 [alirocumab, evolocumab, bococizumab, lodelcizumab, ralpancizumab, v.v.]),
statin (atorvastatin, rosuvastatin, cerivastatin, pitavastatin, fluvastatin, simvastatin,
lovastatin, pravastatin, v.v.), ezetimib, insulin, bién thé insulin, chét kich thich su tiét
insulin, metformin, sulfonylure, chét trc ché chit dong chuyén van natri glucoza 2
(SGLT2) (vi du, dapaglifozin, canaglifozin, empagliflozin, v.v.), chét chu van/chét
twong tu GLP-1 (vi du, extendin-4, exenatit, liraglutit, lixisenatit, albiglutit, dulaglutit,
v.v.), chit e ché glucagon (GCG) (vi du, khang thé khang GCG), chat tic ché thu thé
glucagon (GCGR) (vi du, khang thé khang GCGR, chét déi khdang GCGR phan tit nho,
oligonucleotit ddi nghia dic hiéu GCGR, aptame khang GCGR [vi dy, Spiegelme],
v.v.), chit tc ché protein giéng angiopoietin (ANGPTL) (vi du, khéng thé khang
ANGPTL3, khang thé khiang ANGPTL4, khing thé khang ANGPTLS, v.v.),
Phentermine, Orlistat, Topiramat, Bupropion, Topiramat/Phentermine,
Bupropion/Naltrexon, Bupropion/Zonisamit, Pramlintit/Metrelepin, Lorcaserin,

Cetilistat, Tesofensin, Velneperit, v.v.

Cac thanh phén hoat tinh bd sung co tdc dung diéu tri bénh, vi du, chit bt ky
trong s cac chat néu trén hodc cdc din xudt ctia chung, ¢ thé duoc dung ngay trude
khi, dong thoi véi, hodc ngay sau khi ding khang thé khang LEPR theo sing ché;
(nhim muc dich ciia sang ché, phac dd diung nhu vay duoc xem 1a viée dung khang thé
khang LEPR "két hop v6i" thanh phin hoat tinh c6 tac dung diéu tri bénh b sung).
Sang ché bao gom duoc phdm chua khang thé khang LEPR theo sédng ché duoc bao
ché déng thoi véi mot hodc nhiéu thanh phén hoat tinh cé tac dung diéu tri bénh bd
sung nhu duoc dé cap trong ban mo ta nay.

Phac db ding

Theo cac phuong 4n nhét dinh theo sang ché, cic lidu cta khang thé khang
LEPR (hodc duoc phdm chta t6 hop gom khéng thé khang LEPR va hoat chét c6 tac
dung diéu tri bd sung trong 36 cac hoat chét tri liéu bd sung bét ky duoc dé cap trong
ban md ta nay) cé thé duoc dung cho ddi tuong trong thoi gian didu tri xac dinh.
Phuong phép theo khia canh nay cta sang ché bao gb6m budc cho dbi tugng sir dung

lién tiép céc liéu khang thé khang LEPR theo sang ché. Nhu duoc str dung trong ban
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md ta ndy, "sit dung lién tiép" c6 nghia 12 mdi lidu khang thé khang LEPR dugc dung
cho dbi tugng O nhiéu thoi diém khéac nhau, vi du, vao cic ngdy khac nhau dugc tach
riéng bang khoang thoi gian xac dinh trude (vi du, gid, ngay, tudn hodc thang). Sang
ché dé cap dén céc phuong phép bao g6m budc cho bénh nhin ding lidu don dau tién
cia khang thé khang LEPR, tiép theo 1a mot hodic nhidu lidu thir hai cta khing thé
khang LEPR, va tuy ¥ sau d6 1a mot hoac nhidu lidu thtr ba cia khing thé khang
LEPR.

Céc thuat ngtr "liéu thir nhat," "liéu thi hai," va "liéu thi ba,” ding dé chi trinh
tu theo thoi gian cta viée ding khang thé khang LEPR theo séng ché. Do do, "liéu thir
nhat" 1a lidu luong duoc dung & thoi diém bit dau phac dd diéu tri (con dugc goi 1a
"iéu co s6," "lidu nap," "lidu bat dau," va cac dang tuong tu); “lidu thtr hai" 14 liéu
dugc dung sau liéu tha nhét; va “liéu tha ba" 1a lidu duoc dung sau liéu thir hai. Liéu
tht nhét, thir hai, va tht ba c6 thé déu chira cing mot lwong khéng thé khdng LEPR,
nhung thudng c6 thé khac nhau vé tin sudt st dung. Tuy nhién, theo mét sé phuong
an, lugng khang thé khang LEPR c6 mat trong lidu ther nhit, thé hai va/hodc thir ba
thay dbi khac nhau (vi du, duoc diéu chinh ting 1én hodc giam di sao cho thich hop)
trong subt qué trinh diéu tri. Theo mot sb phuong 4n, hai hodc nhiéu (vi du, 2, 3, 4,
hodc 5) liéu duoc dung & thoi diém bat dau phac do didu tri dudi dang "lidu nap”, tiép

theo 1a liéu tiép theo su rdungj trén co s tn sudt it hon (vi du, "liéu luong duy tri").
St dung khang thé trong chan dodn va phén tich

Khang thé khang LEPR theo sang ché ciing c6 thé duoc st dung dé phat hién
va/hoac do LEPR hoic té bao biéu hién LEPR trong mau, vi du, nhdm muc dich chin
doan. Vi du, khang thé khang LEPR, hodc manh cta no, co thé duoc st dung dé chan
dodn bénh hodc tinh trang bénh dugc dic trung boi biéu hién bat thudong (vi du, biéu
hién qua muc, biéu hién dudi murc, khong biéu hién, v.v.) cua LEPR. Vi du vé thu
nghiém chan doan LEPR c6 thé bao g@m, vi du, cho mau, thu dugc tir bénh nhén, tiép
xuc v6i khang thé khang LEPR theo sang ché, trong d6 khang thé khang LEPR duoc
danh déu béng chit danh ddu co thé phét hién dugc hodc phén tir bao cdo.Ngoai ra,
khang thé khang LEPR khéng dugc ddnh dau c6 thé duoc st dung chan doan két hop
vo1 khang thé thu hai duoc tu dugce danh dau theo cach phat hién dugc. Chét danh dau

hodc phan tir bao cdo c6 thé phat hién dugc co thé 1a dong vi phéng xa, nhu *H, 1C,
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32p_ 358, hodc '°I; gbc huynh quang hodc quang hoa nhu fluoresxein isothioxyanat,
hodc rhodamin; hoic enzym nhu alkalin phosphataza, beta-galactosidaza, horseradish
peroxidaza, hodc luciferaza. Vi du vé tht nghiém cu thé co thé duoc st dung dé phat
hién hodc x4c dinh LEPR trong mau bao gém thur nghiém hép thu mién dich lién két
enzym (ELISA), tht nghiém mién dich phong xa (RIA), tht nghiém phén loai té bao
hoat héa huynh quang (FACS), va k¥ thuat ghi hinh cit 1op phét positron (PET).

Céc mau ¢6 thé duoc st dung trong thir nghiém chén doan LEPR theo sang ché
bao gdm méau md hodc dich 16ng bét ky thu dugc tir bénh nhan chia luong c6 thé phat
hién duogc cua protein LEPR, hodc cac manh cua no, trong cac diéu kién binh thuong
va bénh ly. No6i chung, luong LEPR trong mau cu thé thu dugc tir bénh nhin khée
manh (vi du, bénh nhan khong bi méc bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén muc
hoic hoat tinh LEPR bét thuong) sé duoc xac dinh dé thiét 1ap duong co so, hodc tidu
chuin cta lugng LEPR. Sau d6, dudng co sé ctia lwong LEPR dugc so sanh véi lugng
LEPR xéac dinh dugc trong céc mau thu duge tir céc ca thé nghi ngo méc bénh hodc
tinh trang bénh lién quan dén LEPR.

Vi dy thue hién siang ché

Céc vi du sau duoc dua ra nhim cung cép cho ngudi ¢é hiéu biét trung binh
trong linh vuc ky thut nay v6i phin boc 16 va mo ta hoan chinh vé phuong phap bao
ché va st dung duoc phdm va phuong phap theo sang ché, va khong du dinh gidi han
pham vi ¢ nhitng gi ma cac tic gia sdng ché dé cép trong sang ché cua ho. Céc nd luc
da duoc thuc hién dé dam bao tinh chinh xac vé cac con sd dugce st dung (vi du: 36
lugng, nhiét do, v.v.) nhung sai sb thuc nghiém va d¢ l1éch la khong thé tranh duoc.
Trir khi ¢6 quy dinh khac, phan 12 phan theo khéi Ivong, khéi lwong phan tir 1a khi
lugng phan tu trung binh, nhié¢t do la nhiét do Celsius, va ap suat 1a & hoac gén ap sut
khi quyén.

Vi du 1. Tao ra protein lién két khang nguyén lién két ddc hiéu véi thu thé leptin
(LEPR)

Khang thé khang LEPR thu duoc bang cach tao mién dich chuot
VELOCIMMUNE® (tttc 1a chudt da duoc thiét ké di truyén chita AND ma hoa cho
ving bién dbi cua chudi nhe kappa va chudi ning ctia globulin mién dich nguoi) véi

chit sinh mién dich chtra mién ngoai bao ctiia LEPR. Pap ting mién dich ctia khang thé
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duoc quan sat bang thir nghiém mién dich ddc hiéu LEPR. Bing cach st dung cac k¥

thuét dugc mo ta trén day, khang thé khang LEPR ¢ nguoi hoan chinh duoc phan lép

va tinh sach.

Cac ddc tinh sinh hoc nhét dinh cua khang thé khang LEPR minh hoa dugc tao

ra biang phuong phap ctia vi du nay dugc mo ta chi tiét hon trong cac vi du duoc néu

dudi day.

Vi du 2. Trinh tu axit amin va axit nucleic cua vung bién doi cua chuoi nhe va chudi

nang

Bang 1 md t4 ma nhén dang trinh ty axit amin cta vung bién doi ciia chuoi nhe

va chudi nang va CDR cua khang thé khang LEPR dugc chon theo sang ché. Cac ma

nhan dang trinh ty axit nucleic twong ing dugc mo ta trong Bang 2.

Bang 1: Ma nhén dang trinh ty axit amin

SEQ ID NO:
Tén khang thé | HCVR | HCDRI | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
H4H16650P2 2 4 6 8 10 12 14 16
H4H16679P2 18 20 22 24 10 12 14 16
H4H17319P2 26 28 30 32 10 12 14 16
H4H17321P2 34 36 38 40 10 12 14 16
H4H18417P2 42 44 46 48 10 12 14 16
H4H18438P2 50 52 54 56 10 12 14 16
H4H18445P2 58 60 62 64 10 12 14 16
H4H18446P2 66 68 70 72 10 12 14 16
H4H18449P2 74 76 78 80 10 12 14 16
H4H18482P2 82 84 86 88 90 92 94 96
H4H18487P2 98 100 102 104 90 92 94 96
H4H18492P2 106 108 110 112 90 92 94 96
Bang 2: Ma nhan dang trinh ty axit nucleic
SEQ ID NO:
Tén khang thé | HCVR | HCDRI1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
H4H16650P2 1 3 5 7 9 11 13 15
H4H16679P2 17 19 21 23 9 11 13 15
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SEQ ID NO:
Tén khang thé | HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
H4H17319P2 25 27 29 31 9 11 13 15
H4H17321P2 33 35 37 39 9 11 13 15
H4H18417P2 41 43 45 47 9 11 13 15
H4H18438P2 49 51 53 55 9 11 13 15
H4H18445P2 57 59 61 63 9 11 13 15
H4H18446P2 65 67 69 71 9 11 13 15
H4H18449P2 73 75 77 79 9 11 13 15
H4H18482P2 &1 83 &5 &7 &9 91 93 95
H4H18487P2 97 99 101 103 89 91 93 95
H4H18492P2 105 107 109 111 89 91 93 95

Trong ban md ta nay, khang thé thuong duoc goi theo danh phap sau: tién t6 Fe
(vi du, "H4H," "HIM," "H2M,” v.v.), tiép theo la sé nhan dang (vi du, "16650,"
"16679,” v.v.), tiép theo 1a hau t& "P" hodc "N". Do dé, theo danh phép nay, khang thé
6 thé duoc goi trong ban mo ta nay la Ia, vi du, "H4H16650P2," "H4H16679P2,” v.v.
Tién t& Fe trong ki hiéu khang thé dugc st dung trong ban mé ta nay (H4H, HIM va
H2M) ding dé chi kiéu twong duong ctia ving Fe cu thé cua khang thé. Vi du, khang
thé "H4H" ¢6 Fc IgG4 ¢ nguoi, trong khi d6 khang thé "HIM" ¢6 Fc IgG1 cta chudt,
(tit ca ving bién ddi 1a & nguoi hoan chinh duoc thé hién bang chir 'H' thir nhit trong
ky hiéu khang thé). Nhu duoc hiéu béi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§
thuat nay, khang thé c¢6 kiéu tuong duong ctia ving Fc cu thé ¢6 thé duoc chuyén ddi
thanh khang thé c6 kiéu tuong dwong ctia viing Fc khac (vi du, khang thé ¢6 Fc IgG1l
ctia chudt ¢6 thé duoc chuyén doi thanh khang thé c6 IgG4 & nguoi, v.v.), nhung trong
truong hop bat ky, mién bién ddi (bao gdbm CDR) — dugc thé hién bang s nhén dang
trong cic Bang 1 va 2 — s& giit nguyén khong doi, va cac dac tinh lién két duoc cho 1a

gidng nhau hodc gan nhu twong tu bat ké ban chat cua mién Fc.

“MAD so sanh” nhu duge st dung trong phan Vi du thuc hién sang ché ding dé
chi Fab9F8 dugc md ta trong Fazeli ef al. (2006) J Immunol Methods 312:190-200 va
Carpenter et al. (2012) Structure 20(3):487-97.
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Vi du 3: Ai luc lién két thu dugce tir cong hudng plasmon bé mat va héng ) dong hoc
ctia khang thé don dong khang LEPR & ngudi

Gi4 tri hing s6 phan ly can bang (Gié tri Kp) dé LEPR lién két v6i khang thé
don dong khang LEPR tinh sach dugc xéc dinh béng cach str dung cam bién sinh hoc
cong huong plasmon bé mit thoi gian thuc st dung thiét bi Biacore 4000. T4t ca cc
nghién ctu lién két duogc thue hién trong 10mM HEPES, 150mM NaCl, 3mM EDTA,
va 0,05% thé tich/thé tich chat hoat dong bé mit Tween-20, dung dich dém xu ly pH
7,4 (HBS-ET) & 25°C va 37°C. Tru6c tién, bé mat bé mit cam bién sinh hoc Biacore
duoc tao dan xudt bang cach bét cip amin voi khang thé don dong & chudt khang Fc
nguoi (GE, # BR-1008-39) dé bit giir khang thé don dong khdng LEPR. C4c nghién
ctru lién két duoc thuc hién trén cac chit phan tng LEPR sau: mién ngoai bao LEPR &
ngudi dugc biéu hién bang nhan dan myc-myc-hexahistidin dau C (hLEPR.mmh; SEQ
ID NO: 114), mién ngoai bao LEPR ciia khi dudi dai Macaca fascicularis duge biéu
hién bang nhin dan myc-myc-hexahistidin dau C (mfLEPR.mmh; SEQ ID NO: 117),
mién ngoai bao LEPR & ngudi duoc biéu hién béng nhan dén Fc IgG2a dau C cua
chuét (hLEPR.mFc; SEQ ID NO: 115), mién ngoai bao LEPR cta chudt dugc biéu
hién bing nhan dan myc-myc-hexahistidin dau C (mLEPR.mmh; SEQ ID NO: 118) va
mién ngoai biao LEPR ciia chudt cong dwoc biéu hién bing nhan dan myc-myc-
hexahistidin diu C (rLEPR.mmh; SEQ ID NO: 119). Nong d6 khéac nhau cta chit
phan ting LEPR déu tién dugc tao ra trong dung dich dém xt Iy HBS-ET (100nM —
3,7nM; pha lodng lién tiép 3 lan) va dugc phun 1én bé mit bi chiém gitr béi khang thé
don dong khang LEPR bi bat giit khang Fc nguoi trong 4 phut ¢ tbe do dong 1a
30pL/phut, trong khi su phan ly cia khang thé don dong da lién két chat phan tng
LEPR duoc quan sat trong 10 phit trong dung dich dém xu ly HBS-ET. Hang sb tdc
do lién két dong hoc (ks) va phén ly dong hoc (ks) duoc xac dinh bang cich diéu chinh
sensorgram lién két thoi gian thuc thanh kiéu lién két 1:1 ¢6 giéi han truyén chit bang
cach st dung phin mém diéu chinh duong cong Scrubber 2,0c. Hang s can bang phan
ly lién két (Kp) va thoi gian ban phén Iy (t%4) duoc tinh toan tir hing sb tdc do dong
hoc theo phuong trinh sau:

kd In (2
Kp (M) = ka , va t¥ (phat) = 60 . kd

Thong ) déng hoc lién két v&i hLEPR.mmh, mfLEPR.MMH hoic
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hLEPR.mFc, lién két voi khang thé don dong khang LEPR khac theo séng ché tai

25°C va 37°C duoc trinh bay trong cic Bang 3 dén 8.

Bang 3: Thong sb dong hoc lién két cta lién két hLEPR-MMH

v6i khang thé don dong LEPR & 25°C.

| 100nM
mADb d.trf_)’c bt gﬁlﬁj}:}g &ﬁg%&i ka ka Kp t‘/%

gitt (RU) lien Két (1/Ms) (1/s) (M) (phut)

(RU)

H4H16650P2 | 167 +0,3 51 2,81E+04 | 2,23E-04 | 7,93E-09 | 52
H4H16679P2 | 192+ 0,7 39 2,34E+04 | 2,46E-04 | 1,05E-08 47
H4H18417P2 | 163+0,4 28 6,14E+04 | 7,90E-03 | 1,29E-07 | 1,5
H4H18438P2 | 166+ 0,4 22 3,00E+04 | 2,26E-03 | 7,54E-08 | 5.1
H4H18445P2 | 194+ 1,1 45 4,42E+04 | 4,78E-03 | 1,08E-07 | 24
H4H18446P2 | 163 +2.4 16 1,81E+04 | 9,51E-04 | 5,25E-08 12
H4H18449P2 | 176+ 1,3 54 2,91E+04 | 2,35E-04 | 8,08E-09 49
H4H18482P2 | 163 +0,4 47 6,31E+04 | 6,77E-03 | 1,07E-07 | 1,7
H4H18487P2 | 190+ 1,2 42 4,73E+04 | 7,03E-03 | 1,48E-07 1,6
H4H18492P2 | 167 3,1 87 8,10E+04 | 8,98E-04 | 1,11E-08 | 13
H4H17319P2 | 200+ 0,4 36 2,61E+04 | 5,29E-04 | 2,03E-08 | 22
H4H17321P2 | 221+0,5 32 2,36E+04 | 1,96E-04 | 831E-09 | 359
chg?fgbiiiiyp 171+ 0,4 4 NB* NB* NB* | NB*

*NB chi ra ring mic lién két trong diéu kién thtr nghiém hién tai khong quan

sat duoc.

Béang 4: Thong s6 dong hoc lién két cia lién két hLEPR-MMH v6i khang thé

don dong LEPR & 37°C.
| 100nM

mAb duogc bt M~u’ ¢ bat hLEPR_N ka ka Kp ths

it gl mAb | MMH A |\ | ) M) | (phtt)
& (RU) lién két p
(RU)
H4H16650P2 | 210+2.5 77 | 4.85E+04 | 9,58E-04 | 1.98E-08 | 12
H4H16679P2 | 239 +2 61 | 3.84E+04 | 8.42E-04 | 2.19E-08 | 14
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) 100nM

mAb duge bi gs;}ﬁ e & ka Kp s

gilt (RU) lidn Két (1/Ms) (1/s) M) (phut)

(RU)

H4H18417P2 | 206+ 3,2 22 | 7,70E+04 | 1,80E-02 | 2,33E-07 | 0.6
HA4H18438P2 | 206 + 2.4 32 | 3.38E+04 | 5,76E-03 | 1,70E-07 | 2.0
HAH18445P2 | 234 =2 38 | 5,13E+04 | 1,68E-02 | 3.26E-07 | 07
HAH18446P2 | 188 + 3.4 21 | 212E+04 | 2,56E-03 | 121E-07 | 4.5
H4H18449P2 | 206+ 2,1 73 | 3,94E+04 | 8,15E-04 | 2,07E-08 | 14
H4TT18482P2 | 188+ 0,8 38 | 9,53E+04 | 1,93E-02 | 2,03E-07 | 0.6
H4H18487P2 | 219+ 1.7 30 | 6,51E+04 | 1,86B-02 | 2,86E-07 | 0.6
H4H18492P2 | 192422 93 | 1,I7E+05 | 4,18E-03 | 3,50E-08 | 2.8
H4H17319P2 | 264 =03 44 | 3,54E+04 | 341E-03 | 9,63E-08 | 34
H4H17321P2 | 290+ 0,4 61 | 2.95E+04 | 438E-04 | 1,48E-08 | 26
Ch?rf;iiiiyp 1934 1.5 6 NB* NB* NB* | NB*

*NB chi ra rang murc lién két trong diéu kién thtr nghiém hién tai khong quan

sat duorc.

Béang 5: Thong sé dong hoc lién két cia mfLEPR.MMH lién két voi

khang thé don dong LEPR & 25°C.

.| Miuc bt 100nM

mAD duogc bat i mfLEP.M ka ka Kp %)
oty glz"R‘g‘;“b MH dalien | (I/Ms) | (1/s) (M) | (phao)

két (RU)
HAH16650P2 | 166 + 0,6 93 6,02E+04 | 1,37E-04 | 2,27E-09 | 84
HAH16679P2 | 191+0,7 66 437E+04 | 1,41E-04 | 322E-09 | 82
HAH18417P2 | 162+0,3 33 8,83E+04 | 1,23E-02 | 1,39E-07 | 0,9
HAH18438P2 | 166 + 0,6 5 IC* IC* IC* IC*
HAH18445P2 | 193 +0,6 58 5,00E+04 | 4,86E-03 | 824E-08 | 2.4
HAH18446P2 | 163 2.8 23 1,93E+04 | 1,12B-03 | 5,83B-08 | 10
HAH18449P2 | 175+0,5 6 IC* IC* IC* Ic*
HAH18482P2 | 163 +0.,8 63 1,01E+05 | 6,74E-03 | 6,66E-08 | 1.7
HAH18487P2 | 189+ 0.5 59 7,37E+04 | 6,79E-03 | 9.21E-08 | 1,7
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Mic bat | L00nM
mAb duoc bat 5 mAb mfLEP.M ka ka Kb tl2
gt g‘?ﬁ’[}) MH da lien | (1/Ms) (1/s) (M) | (phut)
két (RU)
HAH18492P2 | 165+ 2,4 52 1,10E+05 | 1,20E-02 | 1,10E-07 | 1,0
HAH17319P2 | 213 +0.5 83 4,00E+04 | 4,63E-04 | 1,16E-08 | 25
H4H17321P2 | 236+ 0,4 75 3,26E+04 | 1,33E-04 | 4,07E-09 | 87
MADAOL 17y L o4 0 NB* NB* NB* | NB*

chung isotyp

*NB chi ra ring muc lién két trong diéu kién thir nghiém hién tai khong quan

sat duoc.

*IC chi ra ring muc lién két quan sat duoc va khong thé diéu chinh duoc dir

licu lién két thoi gian thuc trong diéu kién thir nghiém hién tai.

Bang 6: Thong s6 dong hoc lién két cia mfLEPR.MMH lién két v6i khang thé

don dong LEPR ¢ 37°C.
nAb duge bt | Muc bt 1nf1L()§§¥M ka ka Kp v
ot glg{g)“b MHdilien | (IMs) | (1/5) (M) | (phut)
két (RU)
H4H16650P2 | 204+ 1,7 134 | 1,22E+05 | 7.00E-04 | 5,76E-09 | 16
H4HI16679P2 | 232+ 1,1 104 | 649E+04 | 6,776-04 | 1,04E-08 | 17
H4H18417P2 | 202+ 1.3 238 122E+05 | 2,63E-02 | 2,17E-07 | 0.4
HA4H18438P2 | 203+ 1,3 7 Ic* 1c* Icx | 1c*
HAH18445P2 | 232£0.9 48 7.17E+04 | 1,90E-02 | 2,64E-07 | 0.6
HAH18446P2 | 188 +2.9 30 | 2,53E+04 | 3,54E-03 | 140E-07 | 33
HAHI18449P2 | 202 1 6 Ic* 1C* Icx | Ic*
H4H18482P2 | 187+ 1,2 5 152E+05 | 2,04E-02 | 134E-07 | 0.6
HAH18487P2 | 216+0,7 44 LLIOE+05 | 1,95B-02 | 1,78E-07 | 0.6
HAH18492P2 | 191+ 1.4 34 | 2.34E+05 | 3,94E-02 | 1,69E-07 | 03
HAHI17319P2 | 274 + 0,5 13 | 539F+04 | 324E-03 | 6,01E-08 | 3.6
HAH17321P2 | 304 £0.7 143 | 4.97E+04 | 2.57E-04 | 5,18E-00 | 45
Chl\lf@biiiiy o | 101 I NB* NB* NB* | NB*

*NB chi ra rang mic lién két trong diéu kién thtr nghiém hién tai khong quan
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*IC chi ra rang muc lién két quan sat duoc va khong thé diéu chinh dugc dir

liéu lién két thoi gian thuc trong diéu kién thir nghiém hién tai.

Bang 7: Thong sb dong hoc lien két cta hLEPR.mFc lien két véi

khang thé don dong LEPR & 25°C.

.| Mirc bét 100nM
mAD dugc bat o hLEPR-mFc ka ka Kp t2
gt gl&‘gf)\b dalienkét | (IMs) | (I/s) M) | (pht)
(RU)

HAH16650P2 | 165+ 0,2 102 | 1,OGE+05 | 8,32E-05 | 7,85E-10 | 139
HAH16679P2 | 190+ 1,2 78 5.84E+04 | 9,68E-05 | 1,66E-09 | 119
HAH18417P2 | 162+ 0.6 90 1 40E+05 | 5.63E-04 | 4,04E-09 | 21
HAH18438P2 | 165+ 1,2 51 S,19E+04 | 2,44E-04 | 4.70E-09 | 47
HAH18445P2 | 192+ 0.4 76 [ 22E+05 | 4,92E-04 | 4,03E-09 | 23
HAH18446P2 | 162+2.8 20 3.20E+04 | 2,08E-04 | 6.48E-09 | 56
HAH18449P2 | 174+ 0,6 116 | 7.056+04 | 6,82E-05 | 9,64E-10 | 169
HAH18482P2 | 162£0.5 88 1 44E+05 | 4.91E-04 | 342E-00 | 24
HAH18487P2 | 188 % 0.6 85 1,06E+05 | 6,03E-04 | 5,70E-09 | 19
HAH18492P2 | 166+ 3,2 120 | 227E+05 | 1,39E-04 | 6,13E-10 | 83
H4H17319P2 | 200+ 0,5 69 477E+04 | 1,64B-04 | 3.45E-09 | 170
H4H17321P2 | 221+0.4 65 4,10E+04 | 8,93E-05 | 2,18E-09 | 129

MADb doi 56 4 07 2 NB* NB* NB* | NB*

ching isotyp

*NB chi ra ring muc lién két trong diéu kién thir nghiém hién tai khong quan

sat duoc.

Bang 8: Thong sb dong hoc lién két cia hLEPR.mFc lién két voi

khang thé don dong LEPR & 37°C.

| Miebae | 000N
mAb duge bat | 0| hLEPR- ka ka Kb t
giit & (RU) | MFedalien | (1/Ms) (1/s) (M) | (phut)
két (RU)
H4H16650P2 | 199+ 1,9 145 1,57E+05 | 2,80E-04 | 1,79E-09 | 41
HAH16679P2 | 229+2.3 116 1,21E+05 | 3,10E-04 | 2,56E-09 | 37
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Mirc bit 100nM
mAb duoc bt & oAb hLEPR- ka ka Kb tl5
oiit el (R‘U) mFe dalién | (1/Ms) (1/s) (M) | (phat)
két (RU)
H4H18417P2 | 199 = 1,1 111 1,85E+05 | 1,05E-03 | 5,64E-09 | 11
HAH18438P2 | 199 + 0,6 82 7,02E+04 | 5,98E-04 | 8,53E-09 | 19
H4H18445P2 | 22942 104 1,56E+05 | 6,08E-04 | 3,89E-09 | 19
HAH18446P2 | 186 2,5 34 427E+04 | 5,48E-04 | 1,28E-08 | 21
HAH18449P2 | 198 + 1,6 148 1,33E+05 | 1,68E-04 | 1,26B-09 | 69
HAH18482P2 | 185+ 1,3 109 1,89E+05 | 7,26B-04 | 3,84E-09 | 16
H4H18487P2 | 215+ 1,5 99 1,23E+05 | 6,06E-04 | 4,93E-09 | 19
HAH18492P2 | 189+ 1,8 160 4,33E+05 | 5,00E-04 | 1,16E-09 | 23
H4H17319P2 | 262 +0,5 100 8,51E+04 | 6,52E-04 | 7,66E-09 | 18
HAH17321P2 | 289 + 0,4 110 5,536+04 | 1,74E-04 | 3,15B-09 | 66
MAb Ao g6 40,8 1 NB* NB* NB* | NB*
chung isotyp

*NB chi ra rang muc lién két trong diéu kién thir nghiém hién tai khong quan

sat duoc.

() 25°C, khing thé don dong khang LEPR d lién két v6i hLEPR-MMH véi gid

tri Kp nam trong khoang tir 7,93nM dén 148nM, nhu duoc trinh bay trong Bang 5. O
37°C, khang thé don dong khang LEPR lién két v6i hLEPR-MMH véi gié tri Kp nam
trong khoang tir 14,8nM dén 326nM, nhu dugc trinh bay trong Béang 4.

Muoi trong sé 12 khang thé don dong khang LEPR theo séng ché da lién két
v6i mfLEPRMMH. O 25°C, khang thé don dong khang LEPR lién két véi
mfLEPR.MMH véi gid tri Kp nam trong khoang tir 2,27nM dén 139nM, nhu duoc
trinh bay trong Bang 7. O 37°C, khang thé don dong khang LEPR lién két voi
mfLEPR.MMH véi gid tri Kp nidm trong khoang tir 5,18nM dén 264nM, nhu duoc
trinh bay trong Bang 8.

O 25°C, khang thé don dong khang LEPR lién két v6i hLEPR-mFc véi gi tri
Kp ndm trong khoang tr 613pM dén 5,7nM, nhu duoc trinh bay trong Bang 7. O
37°C, khang thé don dong khéng LEPR lién két voi hLEPR-mFc véi gia tri Kp nim
trong khoang tir 1,16nM dén 12,8nM, nhu dugc trinh bay trong Bang 8.
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Khong ¢6 khang thé don dong khang LEPR nao trong s6 cac khang thé don
dong khéng LEPR theo sang ché lién két v6i mLEPR.MMH hodc rLEPR.MMH &
25°C hodc & 37°C (dit liéu khong dugc thé hién).

Vi du 4. Khéng thé khang LEPR theo sang ché lién két v6i LEPR khi c6 mit cla lién
két Leptin: LEPR

Su phong bé khang thé khang LEPR tranh khoi lién két véi LEPR nho leptin
ngudi duoc danh gia bang cach st dung thiét bi cam bién sinh hoc cong hudng
plasmon bé& mat thoi gian thyc trén thiét bi Biacore T200. Toan bo nghién ctru dugc
thuc hién trong 10mM HEPES pH 7.4, 150mM NaCl, 3mM EDTA, va 0,05% thé
tich/thé tich chét hoat dong bé mit Tween-20 (Dung dich dém xi Iy HBS-ET) & 25°C.
Trude tién, bé mat cam bién Biacore CM5 duoc tao dan xuét béng cach bit cdp amin
leptin ngudi (R&D Systems, # 398-LP) sir dung hoa hoc bé mat EDC/NHS tiéu chuan.
Phuc hop ctia LEPR ¢ ngudi va leptin ngudi, dugc tao ra bang cach phun 20nM mién
ngoai bao LEPR & ngudi dugc biéu hién biang nhan dan myc-myc-hexahistidin dau C
(hLEPR-MMH; SEQ ID NO: xx), Ién b& mit cam bién Biacore dugc c¢b dinh leptin
nguoi tai te do dong 1a 10pL/phut hodc 25uL/phut trong 4 phut, dé dat duoc dap ung
lién két xap xi 200RU. Dé danh gia liéu khang thé lién két v6i hLEPR-MMH c6 bi
phong bé bai leptin nguoi hay khong, 200nM khang thé don dong khang LEPR duoc
phun 1én phirc hgp hLEPR-MMH:leptin nguoi di dugc tao ra trude do, tai tbe do dong
1a S0uL/phit hodc 25uL/phit trong 4 - 5 phut. Tét ca cic khang thé khdng LEPR theo
sang ché lién két véi phtc hop ctia hLEPR-MMH va leptin nguoi (“Leptin:LEPR”)
véi cuong do tin hidu gﬁn tuong tu va quan sat théy lién két, duoc biéu dién theo RU,
dugc béo cdo trong Bang 9. Két qua nay chi ra ring leptin ngudi khong phong bé lién

két ctia hLEPR-MMH khéang thé khang LEPR dugc thir nghiém.
Bang 9: Lién két cua khang thé don dong khang LEPR véi tién phirc hop ciia
hLEPR-MMH va leptin nguoi.

Khéng thé hLEPR-MMH da lién két (RU) | 200" m(‘f‘{%‘)ia lién ket
H4H16650P2 196 81
H4H16679P2 195 90
H4H17319P2 196 92
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Vi du 5. ELISA phong bé thu thé leptin ngudi

Pébi voi ELISA, leptin nguoi (hLeptin; R&D Systems, # 398-LP-01M) duoc
phti & ndng do 1a 5 pg/mL trong PBS trén dia vi chuin do 96 giéng qua dém & 4°C.
Céc vi tri lién két khong dic hiéu sau d6 duoc phong bé béng cach st dung dung dich
0,5% (khdi luong/thé tich) chira BSA trong PBS. M6t lugng khong doi 10nM chta
mién phan ngoai bao cta protein LEPR ma dugc biéu hién boi nhan dan Fe déu C o
ngudi (hLEPR.hFc; SEQ ID NO: 116) dugc chuan do bing khang thé khang LEPR,
protein hLeptin, hodc khang thé isotyp déi chimg ndm trong khoang tir 8,5pM dén
500nM trong dich pha lodng lién tiép. Sau d6, cac phirc hgp khang thé-protein hoic
protein-protein nay dugc u trong 1,5 gio tai nhiét do trong phong (room temperature -
RT). Sau do, cac phirc hop duge chuyén vao céc dia vi chun d¢ dugc phu hLeptin va
duoc U trong 2 gid & RT, cic giéng nay duoc rira, va hLEPR.hFc lién két véi dia dugc
phat hién bang khang thé da dong khang IgG & nguoi duoc lién hop véi peroxidaza cli
cai ngua (Jackson ImmunoResearch Inc, #109-035-098). Cac mau duogc phét trién
bang dung dich TMB (BD Biosciences, #555214; co chat A va B dugc tron véi ty 16
1:1 theo huéng din ctia nha san xudt) dé tao ra phan ung do mau va sau dé dugc trung

hoa bang axit sulfuric 1M trude khi do do hip thu ¢ 450nm trén dia doc Victor X5.

Viéc phan tich dit liéu dugc thuc hién b?mg cach sir dung mo hinh lidu luong-
dap tmg sigma trong phan mém Prism™ (GraphPad). Phan trim phong bé & ndng do
t6i da cua khang thé thtr nghiém duoc tinh toan lam chét chi thi vé kha ning ctia khang
thé dé phong bé lién két cia 10nM hLEPR.hFc véi leptin ngudi trén dia. Trong tinh
todn ndy, tin hiéu lién két cia 10nM hLEPR.hFc khi khong c¢6 mat khang thé duoc
dung dé chi muc lién két 100% hodc mic phong bé 0%; va tin hiéu co s& mot minh
dung dich dém khi khong ¢6 mat hLEPR.hFc dugc dung dé chi muc lién két 0% hoac
murc phong bé 100%. D liéu phong bé ¢ ndng do khang thé 500nM duoc tong két
trong Bang 10.

Nhu dugc trinh bay trong Bang 10, da chung minh dugc khong c¢6 khéng thé
khéng LEPR nao theo sang ché ¢ mirc phong bé lién két >28% ctia hLEPR.hFc véi bé
mit duge phu hLeptin. Tuy nhién, khang thé so sanh va hLeptin, lam ddi ching
duong, c6 thé phong bé duoc 99% muc lién két ctia hLEPR.hFc v6i bé mat duoc phu

hLeptin. Da chimg minh duoc rang khéng thé isotyp ddi ching khong c6 mirc phong
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bé do duge & cac ndng do 1én dén 500nM.

Bang 10: Phong bé lién két cua ELISA hLEPR.hFc v6i hLeptin bdi khang thé

khang LEPR
Miic phong bé 500nM Ab ctia 10nM
Khéng thé hLEPR.hFc lién két véi hLeptin
(% murc phong bé)
HA4H18487P2 5
H4H18417P2 16
H4H18482P2 25
H4H18492P2 -3
H4H18445P2 28
H4H18446P2 -5
H4H18449P2 8
H4H18438P2 15
H4H16650P2 -7
H4H16679P2 7
H4H173319P2 9
H4H173321P2 6
Céc mau ddi ching
Khang thé isotyp dbi chung -3
Leptin nguoi 99
Khang thé ddi ching 99
IgG2a Isotyp ddi chimg cua chudt 32

Vi du 6. Muc lién két té bao bang cich phan tich FACS véi té bao gin
HEK?293/Mycx2-hLepR(ecto)-GPI

Thu thé leptin, LEPR, la thu thé xuyén mang don thudc ho thu thé xytokin 16p I
(Tartaglia et al. (1997) J Biol Chem 7:272(10):6093-6). LEPR c¢ thé lién két voi
Leptin, protein duoc biéu hién phan 16n boi md co md c6 lién quan dén qua trinh didu
hoa mirc hip thu thic an va qua trinh trao ddi chit (Friedman et al (2014) J
Endocrinol 223(1):T1-8).

Dé danh gid lién két té bao boi khang thé khang LEPR, cac dong té bao 6n dinh
HEK293 duoc tao ra. Mot dong té bao, dudi diy duoc goi 1a HEK293/hLEPR-GPI, da
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biéu hién 6n dinh mién ngoai bao ctia LEPR & nguoi (axit amin 22-839 ¢6 sd truy
nhap # P48357 (SEQ ID NO:113), Isoform B) v6i nhin dan myc-myc dau N va trinh
ti peptit ddu C tir carboxypeptidaza M & nguoi tac dong dén viéc bd sung GPI
(Glycosylphosphatidylinositol) (Deddish et al. (1990) J. Biological Chemistry
265:25:15083-89) dé protein c6 thé dugc gén GPI v6i mang. Dong té bao HEK293
khéc duge tao ra dé bidu hién 6n dinh LEPR & nguoi ¢6 chidu dai day du (axit amin 1-
1165 ¢6 sb truy nhap # P48357(SEQ ID NO:113), Isoform B) cung véi gen chi thi
luciferaza (Stat3-luciferaza, Stat3-luc, SA Bioscience, #CLS-6028L), va dudi day
duge goi 1a HEK293/Stat3-luc/hLEPR-FL. Té bao HEK293 chi c6 gen chi thi Stat3-
luciferaza (HEK293/Stat3-luc) cling dugc tao ra du¢i dang dong té bao do6i ching.

Péi v6i viee phan tich FACS, t& bao HEK293 me va cic t& bao
HEK293/hLEPR-GPI dugc phan tach va dat vao cac dia 96 giéng day hinh chit V &
ndng do 5 x 103 té bao/giéng trong PBS chita 2% FBS (dung dich dém FACS). Dé thtr
nghiém vé kha ning ctia khang thé khang hLEPR dé lién két voi té bao dudi tac dong
cta su ¢6 mat cta leptin, dung dich dém FACS c6 hodc khong c6 1uM leptin nguoi
(R&D Systems, # 398-LP) duoc i véi cic té bao nay trong 30 phut ¢ 4°C, tiép theo la
bd sung khang thé khiang LEPR hodc khang thé déi chimg & 10nM trong dung dich
dém FACS. Sau d6, cac té bao nay duoc u trong 30 phut & 4°C, tiép theo 1a rira va sau
d6 G voi 16pg/mL khang thé thir hai duoc lién hop Alexa Fluor®-647 (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., # 109-547-003) trong 30 phut & 4°C. Tiép theo,
céc té bao nay dugc c¢d dinh bang cach st dung BD CytoFix™ (Becton Dickinson, #
554655), duogc loc, va phén tich trén may dém té bao dong chay HyperCyt (Beckman
Coulter). Cac dbi ching mot minh khang thé thu hai va khong nhudém duogc thu
nghiém vé tat ca cac dong té bao. Céc két qua nay dugc phén tich bing cich sir dung
phan mém ForeCyt (IntelliCyt) va FlowJo phién ban 10 dé xac dinh gi4 tri trung binh
hinh hoc ctia su phat huynh quang déi véi cac té bao con song. Sau do, gia tri trung
binh hinh hoc cua su phét huynh quang cho mdi mau dugc chuin héa thanh gi tri
trung binh hinh hoc ciia cac té bao khong nhudm dé thu duoc sy lién két tvong dbi cho
mdi diéu kién dugc goi 1a “ty 18 lién két”, va céc ty 1¢ lién két nay duoc ghi lai véi mdi
khéng thé thir nghiém.

Nhu duoc trinh bay trong Bang 11, da ching minh dugc 9 khéang thé khang

LEPR theo sang ché dugc tht nghiém & 10nM lién két véi cic té bao
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HEK293/hLEPR-GPI véi ty 1é lién két ndm trong khoang tir 824 dén 3374 lan khi
khong c6 Leptin. Khang thé khang LEPR ciing di lién két khi c6 mit cta 1uM Leptin
voi ty 18 lien két 1a 398 va 4184 lan. Nhu dugc trinh bay trong Bang 11, da ching
minh duoc khang thé ddi chung dugc thir nghiém & 10nM lién két véi cac té bao
HEK293/hLEPR-GPI véi ty 16 lién két 1a 2349 1an khi khong c¢6 Leptin nhung c6 mirc
lien két v6i cac & bao kém hon dang ké khi c6 mat 1pM Leptin v6i ty 1€ lién két 1a
112. Pa chtng minh dugc khang thé khang LEPR khong c6 su lién két dang ké bit ky
voi té bao HEK293 me ¢ cac ty 1€ lién két khi c6 mat va khong c6 mat 1pM Leptin
nam trong khoang tir 1 dén 9 l1dn. P4 ching minh dugc cdc mau khang thé isotyp dbi
chimg va khang thé thu hai riéng 1é ciing khong c6 su lién két dang ké véi hodc dong
té bao khi ¢6 mat hodc khong c6 mat leptin, vai ty 1é lién két nim trong khoang tir 1
dén 6 lan.

Nhu duoc trinh bay trong Bang 12, da chimg minh duwoc bén khang thé theo
sang ché dugc thir nghiém & 70nM khi khong c¢6 mit leptin lién két véi cac té bao
HEK293/hLEPR-GPI vdi ty 16 lién két nam trong khoang tir 707 dén 1131 lan va voi
céc té bao HEK293/Stat3-luc/hLEPR-FL vdi ty 18 lién két nam trong khoang tir 42 dén
51. Da chung minh dugc khang thé khang LEPR khong c6 bat ky su lién két déng ké
bat ky vai té bao HEK293/Stat3-luc vai ty 1é lién két ndm trong khoang tir 1 dén 8 lan.
Pa ching minh duoc cdc mau khang thé isotyp doi chung va cac mau khang thé thu
hai don 1¢ ciing khong lién két ding ké vai dong té bao bat ky trong s cac dong té bao

duoc thir nghiém, véi ty 1é lién két nam trong khoang tir 1 dén 2 lan.
Béang 11: Lién két cia 10nM khang thé khang LEPR v6i HEK293/hLEPR-GPI
va té bao bd me HEK293 +/- 1uM leptin ngudi

Ty 1€ lién két:
Chuan hoa mau chua dugc nhudm ctia moi dong té bao

Khong co Leptin bo 1uM Leptin
sung ,
Loai khang thé
o HEK293 | HEK293/ | HEK29 | HEK293/ | oW <Mne e
Khang the £ %
bo me | hLEPR-GPI | 3 bo me | hLEPR-GPI
H4H16650P2 5 2420 4 3124 Chét chu vén
H4H16679P2 5 2058 8 2223 Chét chu vén
H4H18417P2 1 1835 2 2604 Chét tiém ning
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Ty 1€ lién két:
Chuan hoa mau chua dugc nhudém ciia moi dong té bao

Khong c6 Leptin bo 1uM Leptin Loai khang thé
sung
H4H18438P2 2 1486 3 2414 Chét tiém ning
H4H18445P2 2 2016 3 2488 Chét tiém nang
H4H18449P2 5 3374 9 3113 Chét tiém nang
H4H18482P2 1 1966 3 2704 Chét tiém nang
H4H18487P2 1 2422 3 2670 Chat tiém ning
H4H18492P2 3 2603 7 4184 Chét tiém nang
Chét so sanh 6 2349 3 112 N/A
Kh%%gi g;ijfgtyp I 6 2 4 N/A
Khéng thé thir hai { 3 5 3 N/A
don 1¢
Chua dugc nhudém 1 1 1 1 N/A

* Phan loai cta khang thé 1a “Chéit chu van” hodc “Chat tiém nang” dua trén

mot phan céc két qua quan sat duogc trong Vi du 7 va 8 trong ban mé ta nay.

Bang 12: Lién két ctia 70nM khéng thé khang LEPR véi HEK293/hLEPR-GPI,

HEK?293/Stat3-hLEPR-FL, va té bao b6 me HEK293/Stat3-luc

Ty 18 lién két:

Chuan héa mau chua duoc nhudm ctia moi

dong té bao

Loai khang thé

) 2 HEK?293/ | HEK293/ | HEK293/Stat3-luc
Khéng thé
Stat3-luc | hLEPR-GPI hLEPR-FL
H4H16650P2 6 707 42 Chét chu van
H4H16679P2 8 1078 51 Chét chu van
H4H17319P2 7 1131 47 Chét cht van
H4H17321P2 7 1126 46 Chét chu van
Khan;g_ the, isotyp 5 5 5
doi1 ching
Khéng thé thu hai
) 1 1 1
don 1¢é
| Chua duoc nhudom 1 1 1

Vi du 7. Khéang thé khang LEPR theo sang ché hoat hoa qua trinh tao tin hiéu LEPR
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khi c6 mat hoac khéng c6 mit leptin

Thir nghiém sinh hoc dugc phat trién dé phat hién sy hoat hoa phién ma STAT3
thong qua hoat hoa LEPR béng cach st dung dong té bao chi thi biéu hién 6n dinh
LEPR & nguoi co chidu dai ddy du (hLEPR; axit amin 1 dén 1165 ¢6 s truy nhap
NP 002294,2) cung v6i gen chi thi luciferaza (STAT3-Luc; Qiagen, # CLS-6028L)
trong dong t& bao IMR-32, dong té bao u nguyén bao than kinh & nguoi. Dong té bao
4n dinh thu duoc, duoc goi 1a IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR, dugc phan lép va duy tri
trong moi truong MEM-Earl duoc b6 sung 10% FBS, NEAA, lug/mL Puromyxin,
100ug/mL Hygromyxin B va penixilin/Streptomyxin/L-Glutamin (Moi truong hoan
chinh).

Thu nghiém sinh hoc thu dugc dugc st dung dé do hiéu qué cua khang thé
khang LEPR theo sang ché ddi véi qua trinh truyén tin hiéu LEPR khi c6 mit hoic
khong c¢6 mat leptin. Déi voi thir nghiém sinh hoc, té bao IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR
duoc dit vao dia & mat do 1a 20.000 té bao/ IOOul/giéng dbi véi loai 96 giéng trong moi
truong ddy du, va ngay tiép theo dugc thay thé bang thé tich moi truong Opti-MEM
thich hop duoc bd sung 1% BSA va 0,1% FBS (dung dich dém thir nghiém) trong 30
phat. Bé do hiéu quéa cta khang thé theo sang ché khi khong c¢6 mit leptin, khang thé
khang LEPR hodc khang thé isotyp déi chung va leptin ngudi (hLeptin; R&D
Systems, #398-LP) duogc pha loang lién tiép nia log dén cac ndng do cubi nim trong
khoang tir 100nM dén 300fM trong dung dich dém thtr nghiém, ma duoc thém vao cdc

té bao nay va tiép theo 1a duoc 1 qua dém & 37°C trong 5% COa.

Pé do hiéu quéa ctia khang thé theo sang ché khi c6 mit leptin, ndng d6 cb dinh
cta leptin nguoi & 200pM trong dung dich dém thir nghiém dugc thém vao céc té bao
nay, tiép theo 12 bd sung ngay khang thé khang LEPR hodc khang thé isotyp doi chiing
ma dugc pha lodng lién tiép nmira log dén céc nong do cudi nam trong khoang tur
100nM dén 300fM. Méu nay duoc G trong qua dém & 37°C trong 5% CO,. Tiép theo,
chit phan ung cOneGlo (Promega, # E6051) duoc thém vao cdc miu va hoat tinh
luciferaza duoc do trén thiét bi doc dia Envision Multilable (Perkin Elmer) theo kiéu
phat quang. Gia trj thiét bi anh sang tuong déi (relative light unit - RLU) thu duogc va
cac két qua nay dugc phan tich bang céch st dung dang hdi quy phi tuyén tinh bang

phan mém GraphPad Prism (GraphPad). Gia tri RLU tbi da thu duoc tir ddp Gng lidu
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lugng hLeptin duoc xac dinh 1a muc hoat hoa 100% trong tht nghiém IMR-
32/STAT3-Luc/hLEPR.

Nhu duoc trinh bay trong Bang 13, trong nghién ctru 1, da ching minh duoc
rang khi khong c6 mit ctia hLeptin, tAt ca cac khang thé khang LEPR dugc thir nghiém
kich thich yéu té bao IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR véi gid tri ECsp nim trong khoang
tir 134pM dén 11,9nM va muc hoat hoa tdi da ndm trong khoang tir 5% dén 13% lan
luot trong tng voi mire hoat hoa téi da thu duge tir dap ing lidu luong hLeptin. Trong
nghién ctu 2, khi khong cé mat cua hLeptin, da chimg minh duoc rang 4 khang thé
khang LEPR dugc thir nghiém kich thich té bao IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR voéi gid
tri ECso ndm trong khodng tir 61,9pM dén 206,9pM va mic hoat hoa t6i da nam trong
khoéng tir 65% dén 68% lan lugt tuong Gmg véi mic hoat hoa tbi da thu duogc tir dap
tng lidu luong hLeptin. Trong nghién ctu 1, khi ¢6 mat ctia 200pM hLeptin, da chiing
minh dugc ring tit ca cac khang thé khang LEPR duogc thir nghiém kich thich té bao
IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR véi gia tri ECso ndm trong khoang tir 20,2pM dén 523pM
va muc hoat hoa téi da nam trong khoang tir 66% dén 107% lan luot tuong tng voi
murc hoat hoa t6i da thu duogc tir dép tng lidu lugng hLeptin. Do céc khang thé nay
lam gia ting qué trinh truyén tin hiéu LEPR do leptin gdy ra, cac khang thé nay duoc
phan loai thanh “chét tiém ning”, nhu duoc x4c dinh trong ban md ta nay. Trong
nghién ctu 2, khi c6 mat ctia 200pM hLeptin, dd ching minh duoc rang 4 khang thé
khéang LEPR dugc thtr nghiém kich thich té bao IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR véi gia
tri ECso nam trong khoang tir 51,9pM dén 257,3pM v6i murc hoat hoa t6i da nam trong
khoang tr 76% dén 88% la muc hoat hoa tdi da thu dwoc tir dap ung liéu luong
hLeptin. Qua trinh truyén tin hidu LEPR khong duoc gia ting ddng ké boi cac khang
thé nay khi c6 mat cta leptin. Pa chimg minh duogc ring khong co khang thé isotyp doi
ching nao kich thich & mic do duge bit ky té bao IMR-32/STAT3-Luc/hLEPR trong

thir nghiém bat ky trong s6 cac thi nghiém nay.

Bang 13: Hoat héa hLEPR boi khang thé khang LEPR

IMR-32/LEPR khi khong cé IMR-32/LEPR khi ¢6 mat
mat leptin nguoi 200pM leptin nguoi
, 0 o 0 o
Khéng thé ECsy (M) | 7° “}t‘gahoat ECso (M) | 7 m}?(;’ahoat
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Nghién ctru 1

H4H18445P2 1,19E-08 5 4,10E-10 97
H4H18446P2 3,73E-10 6 3,42E-11 68
H4H18449P2 2,12E-10 13 5,23E-11 66
H4H18438P2 1,49E-09 5 2,02E-11 76
H4H18482P2 2,69E-10 7 1,69E-10 94
H4H18487P2 8,01E-10 6 4,10E-10 107
H4H18492P2 1,34E-10 5 2,74E-11 94
H4H18417P2 1,53E-10 5 5,23E-10 87
Nghién ctru 2
H4H16650P2 6,19E-11 68 5,19E-11 88
H4H16679P2 8,62E-11 65 7,37E-11 88
H4H17319P2 1,867E-10 68 1,914E-10 76
H4H17321P2 2,069E-10 66 2,573E-10 76

Vi du 8. Khang thé khang LEPR theo sang ché hoat hoa qua trinh truyén tin hiéu ¢ té
bao biéu hién céac thé dot bién LEPR thiéu hut kha nang truyén tin hiéu hodc suy giam
kha nang truyén tin hiéu

Thé dot bién LEPR da duoc nhén dién ¢6 qud trinh truyén tin hiéu gy ra béi
leptin bi thiéu hut hodc suy giam va lién quan dén bénh béo phi khai phét sém. Vi du,
LEPR-A409E Ia protein LEPR dot bién gy ra su thiéu hut kha nang truyén tin hiéu
khéng bién nap cac tin hiéu leptin vao STAT3; thé dot bién A409E duoc nhan dién
ban dau 14 nguyén nhan don gen cua bénh béo phi khdi phat sém. (Farooqi et al.,
2007, N Engl J Med 356(3): 237-247). Ciing di cho thdy LEPR-P316T la protein
LEPR dot bién gay suy giam kha nang truyén tin hiéu c6 lién quan dén bénh béo phi

khot phat sém. (Mazen et al., 2011, Mol Genet Metab 102:461-464).

Trong vi du ndy, kha ning ctia khang thé khang LEPR theo sang ché trong viéc
kich thich qué trinh truyén tin hiéu LEPR & cac dong té bao biéu hién thé dot bién
LEPR thiéu hut kha nang truyén tin hi€éu hodc suy giam kha nang truyén tin hiéu duoc
danh gia. Cu thé, cac dong té bao chi thi (HEK293) dugc cdu tric biéu hién LEPR
dang dai, LEPR-A409E (thiéu hut kha nang truyén tin hiéu) hodc LEPR-P316T (suy

giam kha nang truyén tin hiéu). Céc té bao duge xir Iy chi bang ta duoc, leptin tai to
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hop ¢ nguoi, IgG d6i chimg, hodc khang thé cht van khang LEPR theo sang ché
(H4H16650 hoic H4H16679), va mic truyén tin hi¢u LEPR (dugc do bang phuong
phap do thAm tach TAy su biéu hién ciia pSTAT3-Y705 so véi su biéu hién cia
STAT3) dugc xac dinh.

Da cho thdy khéng thé chu van khang LEPR theo sang ché (H4H16650 va
H4H16679) trong céac thir nghiém nay kich thich qué trinh truyén tin hiéu LEPR & té
bao biéu hién thé dot bién LEPR-A409E hodc thé dot bién LEPR-P316T (dugc do
bang su biéu hién ciia STAT3) theo cach phu thudc lidu luong (Fig. 2, Bang B va C).
Nguoc lai, viée xir Iy bang leptin chi gdy ra qud trinh truyén tin hiéu khiém ton & té
bao biéu hién thé dot bién LEPR-P316T, va khong ¢ qua trinh truyén tin hiéu & té bao
biéu hién thé dot bién LEPR-A409E. (Fig. 2, Bang A). Ngoai ra, khong do dugc qua
trinh truyén tin hiéu LEPR & dong té bao bat ky trong s6 cac dong té bao duoc xtr ly
bang ta duoc hoic khang thé IgG dbi chung (dit liéu khong duoc thé hién). Céc thé dot
bién LEPR thiéu hut kha ning truyén tin hiéu hodc suy giam kha nang truyén tin hiéu
khac dugc thtr nghiém trong thir nghiém nay nhung khong dugc hoat héa boi thé dot
bién khang LEPR (di liéu khong dugc thé hién), cho thay rdng hiéu quéa ctru hd niy c6

thé 1 hiéu qua phu thudc thé dot bién.

Céc két qua nay cta vi du nay chi ra rang khang thé chu van khang LEPR theo
sang ché ¢6 thé hitu ich dé diéu tri céc bénh va cac rbi loan (vi du, bénh béo phi khdi
phat sém) ma gay ra boi hodc lién quan dén cac thé dot bién LEPR thiéu hut kha ning
truyén tin hiéu hodc suy giam kha nang truyén tin hiéu nhit dinh (vi du, LEPR-P316T
hodc LEPR-A409E).

Vi du 9: Su canh tranh chéo bat tir (Octet) gifra cac khang thé don dong khang LEPR
khac nhau.

Su canh tranh lién két gitra panen gdm céc khang thé don dong khang LEPR
khac nhau dugc xac dinh béng cach st dung thtr nghiém do giao thoa 16p sinh hoc,
khong dan nhan, thoi gian thuc trén tAm cam bién sinh hoc Octet HTX (Pall ForteBio
Corp.). Toan bo thu nghiém dugc thuc hién ¢ 25°C trong dung dich dém chtra 10mM
HEPES, 150mM NaCl, 3mM EDTA, va 0,05% thé tich/thé tich chat hoat dong bé mit
Tween-20, 1mg/mL. BSA, pH7.4 (HBS-EBT) vé1 dia dang lac & tbec do 1000

vong/phut. Dé danh gia liéu hai khang thé c6 thé canh tranh véi khing thé kia dé lién
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két v6i cac quyét dinh khang nguyén twong (ng cia chung trén LEPR tai td hop ©
ngudi duge biu hién bang nhan ddn myc-myc-hexahistidin dau C (hLEPR.mmh; SEQ
ID NO: 114), khoang 0,25nm hoac 0,34nM hLEPR-MMH duoc bét gilr trudc tién trén
cac dau thiét bi cam bién sinh hoc Octet duoc pht khang thé khang penta-His
(Fortebio Inc, # 18-5122) bang cach nhiing cac dau thiét bi cam bién sinh hoc nay
trong 5 phut frong cac giéng chira 20ug/mL hLEPR-MMH. Sau do, cac dau thiét bi
cam bién sinh hoc da bat gitr khang nguyén dugc bao hoa bang khang thé don dong
khéang LEPR thtr nhat (dudi day dugc goi 1a mAb-1) bing cach nhung vao cac giéng
chita 50pg/mL dung dich mAb-1 trong 210 gidy. Tiép theo, dau thiét bi cam bién sinh
hoc duoce nhing vao cac giéng chira 50pg/mL dung dich khang thé don dong khang
LEPR tht hai (dudi day dugce goi 1a mAb-2) trong 150 gidy. Pau thiét bi cim bién
sinh hoc dugc ria trong dung dich dém HBS-EBT & gitta mdi bude cua thir nghiém.
Thoi gian thue dap tng lién két duge theo dai trong sudt toan bd qua trinh thir nghiém
va dap ung lién két & cudi mdi bude duge ghi lai. Pép ting ctia mAb-2 lién két vé6i
hLEPR-MMH da tao phuc so bo véi mAb-1 dugc so sanh va ddc tinh canh
tranh/khong canh tranh ctia khang thé don dong khang LEPR khac nhau duoc xéac dinh
nhu dugc trinh bay trong Bang 14 va Bang 15.

Béang 14: Canh tranh chéo giita cac khang thé don dong khang LEPR

Khang thé thir nhdt (mAb-1) lién | Pa cho thdy khang thé tht hai
két véi hLEPR-MMH duoc bit gilt | (mAb-2) canh tranh v§i mAb-1
H4H18417P2
H4H18492P2
H4H18438P2
H4H18492P2
H4H18417P2
H4H18438P2
H4H18492P2
H4H18438P2
H4H18417P2
H4H16650P2 H4H16679P2
H4H16679P2 H4H16650P2
H4H18482P2
H4H18445P2 H4H18487P2
H4H18446P2
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Khéng thé thir nhat (mAb-1) lién | 4 cho thdy khang thé thir hai
két voi hLEPR-MMH duoc bt giit | (mAb-2) canh tranh v6i mAb-1
H4H18482P2
H4H18446P2 H4H18487P2
H4H18445P2
H4H18445P2
H4H18482P2
H4H18487P2
H4H18445P2
H4H18487P2
H4H18482P2
H4H18449P2 Khong
Khéng thé dbi chung Khong

Bang 15: Canh tranh chéo gitra cac khang thé don dong khang LEPR

mADb-2 canh tranh
vOi mADb-1

mAb-1

H4H17321P2
H4H17319P2 H4H16650P2
H4H16679P2
H4H17319P2
H4H17321P2 H4H16650P2
H4H16679P2
H4H17319P2
H4H16650P2 H4HI17321P2
H4H16679P2
H4H17319P2
H4H16679P2 H4H17321P2
H4H16650P2

Vi du 10: Hidu qua in vivo cta khang thé chu van LEPR H4H16650P2, H4H16679P2,
H4H17319P2 va H4H17321P2 & md hinh chudt thiéu hut leptin c6 thé gdy cam tng.

Hiéu qua cta bén khang thé chii van khang LEPR dic hiéu theo sing ché,

H4H16650P2, H4H16679P2, H4H17319P2, va H4H17321P2 dbi v6i muc hép thu
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thirc &n, thé trong va tinh trang béo phi dugc xdc dinh trong mo hinh chudt thiéu hut
leptin c6 thé gdy cam @ng da dugc thao tic di truyén LEPR!™" biu hién thy thé
leptin gém trinh tu mién ngoai bao LEPR & nguoi ¢ vi tri cua trinh tu mién ngoai bao
LEPR cua chudt. M6 hinh thiéu hut leptin dwgc gy ra béi qua trinh phin phéi ADN
theo thiy dong Iuc (hydrodynamic DNA delivery - HDD) cta plasmit ma hoa mién
ngoai bao LEPR dugc dan nhén hFc cua chudt (trong ban md td nay dung dé chi
mLEPR hFc hodc “Bdy leptin”; SEQ ID NO: 120). By leptin khi dugc biéu hién dugc
tiét va lién két leptin tudn hoan. Sau khi HDD 50 ug cdu trac ADN ma ho4 bay leptin,
cdc con chudt c6 murc tiéu thy thirc dn ting va tinh trang béo phi va thé trong ciing gia
tang.

Muc hép thu thirc dn co ban hang ngay duoc do gitta cac ngay 7 va 4 trude khi
dung bay leptin (céc ngay -7 va -4). Vao ngay 0, 35 con chudt duc LEPR" 13 dén
17 tudin tudi duoc dua thanh céng vao HDD bing bay leptin. Vao céc ngay 6 va 13 sau
khi HDD, lugng mau chay sau héc mit duoc thu gom va thanh phan ctia co thé chudt
¢6 tinh trang béo phi duoc dinh lugng bang uCT. Vao ngay 7 sau khi HDD, cac con
chudt duoc phan ngau nhién vao cidc nhém 5-7 con chudt trén co s& phén tram thé
trong thay ddi tir ngay 0. M&i nhom duoc tiép nhén thube bang cach tiém dudi da don
lidu khang thé isotyp déi chimg ¢ 3 mg/kg, H4H16650P2 & 3 mg/kg, H4H16679P2 & 3
mg/kg, H4H17319P2 ¢ 3 mg/kg, hoic H4H17321 ¢ 3 mg/kg. Khang thé isotyp dbi
ching da khong lién két protein da biét bat ky cua chudt. Do muc hap thu thirc an va
thé trong cua mdi con chudt trong thoi gian nghién ctu. Fig. 3 tong két muc hip thu
thirc an trung binh hing ngay ctia mdi nhém xtr ly. Trong Fig. 3, duong nét dut thé
hién muc hap thu thirc dn trung binh co ban trude khi tiém HDD. Phan trim mic thay
ddi thé trong tir ngay 0 dugc tinh toan cho mdi con chudt & mdi thoi diém. Fig. 4 tong
két phan traim muc thay dbi trung binh thé trong ctia cac con chudt trong mdi nhém
duoc xtr ly bang khang thé. Fig. 5 tong két khoi luong chit béo trung binh ciia céc con
chudt trong mdi nhom xur ly bang khang thé dugc dinh lugng bang uCT 1 ngay trudc
khi xt 1y bing khang thé va 6 ngay sau khi xtr Iy bang khang thé. Tét ca cic két qua

duoc biéu dién bing gi4 tri trung binh + SEM.

Nhu duge thé hién trong céc Fig. 3 va 4, sau khi HDD bang biy leptin, da quan
st duoc sy gia tang tuong tu vé murc hap thu thic n va phan tram muc thay doi thé

trong gitta caic nhém chudt trude khi xtr ly biang khang thé. Nhu duoc thé hién trong
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Fig. 3, cac con chudt duge xir ly biang khang thé H4H16650P2 hodc H4H16679P2 & 3
mg/kg c6 su giam dang ké vé muc hip thu thuc dn bit diu & mot ngay sau khi xi ly
bang khang thé (ngay 8 sau khi HDD) va & céc thoi diém tiép theo do dugc so véi cac
con chudt duge tiém khang thé isotyp ddi chting. Cac con chudt duge xu ly bang
khang thé H4H17319P2 hodc H4H17321P2 & 3 mg/kg c6 su gidm déng ké vé mirc hap
thu thite #n & thoi diém 2 ngay sau khi xtr Iy bang khang thé (ngay 9 sau khi HDD) va
& cac thoi diém do duogc tiép theo khac so véi cac con chudt dugc tiém khéng thé
isotyp dbi chung. Nhu duge thé hién trong Fig. 4, cic con chudt dugc xt ly bang
khang thé H4H16650P2 ¢ 3 mg/kg c¢6 muc thay d6i phan tram thé trong giam mot
cach dang ké mot ngay sau khi xu ly bang khang thé (ngay 8 sau khi HDD) va & cac
thoi diém khac tiép theo do dugc so vdi cac con chudt dugce ti€ém khang thé isotyp dbi
chimg. Mot ngay sau khi xir Iy bang khang thé, vao ngdy 8, cic con chudt dugc xir 1y
bang nhém déi chimg isotyp ¢ mirc ting thé trong 1a 21,16 + 1,27% tir ngay 0, trong
khi do céc con chudt dugce xir Iy bang H4H16650P2 ¢o murc ting thé trong 1a 15,57 +
0.9% tir ngay 0. Cac con chudt dugc xt Iy biang khang thé H4H16679P2,
H4H17319P2 hodc H4H17321P2 & 3 mg/kg ¢6 muc thay ddi phan tram thé trong giam
mot cach dang ké hai ngay sau khi xt ly bang khang thé (ngay 9 sau khi HDD) va &
cac thoi diém khéc tiép theo do dugc so véi cac con chudt duoc tiém khang thé isotyp
déi chirmg. Vao ngay 9, muc thay déi % thé trong tir ngay 0 la 23,18 + 1,22, 13,17 +
1,05, 12,95 £ 1,26, 15,98 £ 1,78 va 15,83 + 2,01 dbi voi cac con chudt dugc xu ly lan
luot bang nhém dbi chung isotyp, H4H16650P2, H4H16679P2, HAH17319P2, hoic
H4H17321P2. Nhu duoc thé hién trong Fig. 5, da ching minh dugc cac con chudt
duoc xur Iy bang khang thé isotyp ddi ching ¢ 3 mg/kg ¢6 mirc ting thé trong cua
chudt dang ké 6 ngay sau khi xtr Iy bang khang thé (ngay 13 sau khi HDD) so véi 1
ngay trude khi xir Iy bang khang thé (ngay 6 sau khi HDD). Cac con chudt dugc xir ly
bang khang thé H4H16650P2, H4H16679P2, H4H17319P2, hoic H4H17321P2 & 3
mg/kg khong c¢6 khéi lwong md sau khi xir ly bang khang thé so véi xtr 1y so bd bing
khang thé. Sau 6 ngay xur Iy (ngay 13 sau khi HDD), da chimg minh duoc ring cic con
chudt duoc xtr Iy bang khang thé H4H16650P2, H4H16679P2 hodc H4H17319P2 & 3
mg/kg c6 mirc giam thé trong ctia chudt dang ké so vdi cac con chudt duge xi Iy bang

khéng thé isotyp doi chimg & 3 mg/kg.

Vi du 11: Lap ban do quyét dinh khdng nguyén vé lién két cia H4H16650P2 véi thy
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thé leptin nguoi (NLEPR.mmh) bing céch trao ddi hydro doteri.

Céc thtr nghiém dugc thuc hién dé xéac dinh cac géc axit amin cua hLEPR.mmh
(axit amin M1-D839 c¢ trinh tu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 114) ma
H4H16650P2 twong tic. Nhim muc dich nay, viéc 1ap ban dd quyét dinh khang
nguyén bing cach trao doi H/D véi quang phd khéi duoc thuc hién. Phan mo ta chung
vé phuong phap trao déi H/D duoc néu trong, vi du, Ehring (1999) Analytical
Biochemistry 267(2):252-259; va Engen and Smith (2001) Anal. Chem. 73:256A-
265A.

Tién trinh thir nghiém: Cac thtr nghiém HDX-MS dugc thuc hién trén nén tich
hop Waters HDX/MS, bao gom hé Leaptec HDX PAL dé dan nhan doteri, Waters
Acquity M-Class (Quan ly dung méi phu tro - Auxiliary solvent manager)) dé phan
gidi va tai miu, Waters Acquity M-Class (Quan Iy dung moi pBinary - pBinary
solvent manager) déi v6i gradient c6t phan tich, va thiét bi quang phd khéi Synapt G2-
Si dé do khdi lugng peptit hé tiéu hoa.

Dung dich dan nhan dugc diéu ché trong 10 mM dung dich dém PBS trong
D20 & pD 7.0 (twong duong véi pH 6,6). Pé dan nhan doteri, 3,8 ul. hLEPR.mmh (8
pmol/uL) hodc hLEPR.mmh duoc trén so bd véi khang thé véi ty 1é phan tir gam 2:1
dugc 1 véi 56,2 pl. dung dich dan nhan D20 & céc thoi diém khéc nhau (vi du, mau
d6i ching khong duoc dén nhan doteri = 0 gidy, duoc ddn nhan trong 1 phat va 20
phit). Qua trinh dotéri hoa dugc lam lanh dot ngdt bang cach chuyén 50 pL miu vao
50 puL dung dich Iam lanh dot ng6t da dugc lam lanh so bd (0,2 M TCEP, 6 M
guanidin clorua trong 100 mM dung dich dém phosphat, pH 2,5) va mau da tron duoc
i ¢ 1,0°C trong hai phut. Sau do, mau da dugc lam lanh dot ngdt duoc bom vao
Waters HDX Manager dé phén cit truc tuyén bing pepsin/proteaza XIII. Peptit da
phén cit duoc bat gift vao tién cot ACQUITY UPLC BEH C18 1,7-um, 2,1 x 5 mm
VanGuard ¢ 0°C va rtra gidi ra khoi cot phan tich ACQUITY UPLC BEH C18 1,7-pm,
1,0 x 50 mm trong thoi gian tach gradien 9 phut 5%-40% B (pha dong A: axit formic
0,1% trong nudc, pha dong B: 0,1% axit formic trong axetonitril). Thiét bi quang phd
khdi duge dit & dién ap hinh nén 37 V, thoi gian quét 1a 0,5 gidy, va khoang khéi
lugng/dién tich 1a 50-1700 Th. |

Pé nhén dién peptit tr LEPR ¢ nguoi, dit liéu LC-MSE tur mau khong duogc dan
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nhan doteri dugc xa ly va tra cuu vé co sé dit liéu bao géln LEPR & nguoi, pepsin, va
céc trinh tu ngau nhién cta chung nho phin mém Waters ProteinLynx Global Server
(PLGS). Peptit da nhan dién duoc nhdp vao phin mém DynamX va dugc loc bang hai
tidu chi: 1) san pham t5i thidu cho mdi axit amin: 0,2, va 2) ngudng tép tin sao chép: 3.
sau do, phﬁn mém DynamX xdc dinh mot cach tu dong murc hép thu doteri ctia mdi
peptit trén co so thoi gian luu gilt va do chinh xac khéi lugng cao (<10ppm) qua nhiéu
thoi diém v6i 3 ban sao & mdi thoi diém.

Két qua: Bang cach str dung cot pepsin/proteaza XIII truc tuyén ngdu hop véi
viée thu thap di liu MSE, tong s6 201 peptit tir LEPR & ngudi duge nhan dién bing
sao chép khi khong c6 mat hodc c6 mat cua khang thé, chiém 70% dd bao phu trinh tu.
Nam peptit c6 mirc hap thu dotéri héa giam mot cach dang ké (gié tri delta trong tim >
0,4 dalton véi gia tri p < 0,05) khi duoc lién két voi H4H16650P2 nhur dugce trinh bay
trong Bang 16. Khéi luong peptit da ghi lai twong Gng véi gia tri trung binh ctia khéi
lugng MH+ trong tam tur ba ban sao. Cac peptit nay, twong tng véi axit amin 162-169
(axit amin LYVLPEVL cua LEPR ¢ nguoi; SEQ ID NO: 113), va véi axit amin 170-
181 (axit amin EDSPLVPQKGSF ciia LEPR & ngudi; SEQ ID NO: 113), ¢6 tde dod
dotéri hoéa thap hon khi dugc lién két v6i H4H16650P2. Cac gbc da nhan dién nay
cling tuong tng véi cac gbe axit 162-169 va 170-181 ctua LEPR & ngudi nhu duge xac

dinh boi muc tra ctru Uniprot P48357 (SEQ ID NO. 113; thu thé leptin nguoi).

Bang 16: Peptit ctia thu thé leptin ngudi ¢6 mirc bao vé dang ké khi lién két voi

khang thé H4H16650P2
Goc Dotéri hoa 1 phut Dotéri hoa 20 phit
hLEPR.mmh | hLEPR.mmh A hLEPR.mmh | hLEPR.mmh A
+ +
H4H16650P2 H4H16650P2
162-169 | 949,03+£0,03 | 947,99+0,02 |-1,04 |949,23+0,02 | 948,16+0,02 | -1,03
163-169 | 835,82+0,03 | 834,79+0,02 |-1,03 | 836,03+0,02 | 834,94+0,02 | -1,08
170-181 | 1310,02+0,05 | 1309,12+0,03 | -0,89 | 1309,77+0,02 | 1309,38+0,02 | -0,39

Vidu 12: Thtr nghiém hi¢u qua in vivo cua khang thé tiém nang LEPR & cac con chudt

LEPR duogc lam tuong thich véi nguoi.
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Hiéu qua cua ba chét tiém ning khéng thé khang LEPR dic hiéu theo sang ché,
H4H18482P2, HAH18487P2 va H4H18492P2, ddi v6i thé trong va tinh trang béo phi
duoc xédc dinh & chudt duge thao tac di truyén da duoc nudi riéng biét LEPR™H biéu
hién thu thé leptin gém trinh ty mién ngoai bao LEPR & ngudi ¢ vi trf cta trinh ty

mién ngoai bao LEPR cua chudt (mLEPR.hFc, SEQ ID NO: 120).

Vao ngay -19, thanh phén ctia co thé chudt mic tinh trang béo phi dugc dinh
luong bang pCT. Vao ngay 0, 48 con chudt cai LEPR™tir 14 dén 16 tuan tudi dugc
sdp xép ngau nhién vao 4 nhom gdém 12 con chudt trén co so thé trong cua chiing. Vao
ngay 0 va 11, cac con chudt tir mdi nhom duge tiép nhan don lidu khang thé isotyp déi
chimg ¢ 30 mg/kg, H4H18482P2 ¢ 30 mg/kg, H4H18487P2 & 30 mg/kg hodc
H4H18492P2 & 30 mg/kg bing cach tiém dudi da. Khang thé isotyp dbi ching khong
lién két protein da biét bat ky ctia chudt. Thé trong cia mdi con chudt dugc do trong
thoi gian nghién ctu. Phan trim muc thay doi thé trong tir ngay 0 duoc tinh toan cho
mdi con chudt & mdi thoi diém. Fig. 6 tong két phan trim muc thay doi trung binh thé
trong cua céc con chudt trong mdi nhom xu ly. Fig. 6 tong két khdi lwong chat béo
trung binh cua cdc con chudt trong mdi nhom xir Iy bang khang thé dugc dinh luwong
bang uCT 19 ngay trude khi xir ly bang khang thé va 11 ngay sau khi xir Iy bang

khang thé. Tét ca cac két qua duoc biéu dién bang gia tri trung binh + SEM.

Nhu duoc thé hién trong Fig. 6, viée giam phéan trdim muc thay doi thé trong
quan sat dugc sau khi dinh liéu bang LEPR chat tiém ning khang thé, chir khong phai
1a khang thé isotyp ddi chimg. Nhu dugc thé hién trong Fig. 6, céc con chudt dugc xi
ly bang H4H18482P2 ¢ 30 mg/kg c6 phan tram thé trong gidm mot cach dang ké bat
dau hai ngay sau khi xir 1y (ngay 2), va & cac thoi diém khéc so vé6i cac con chudt duoc
tiém khang thé isotyp dbi ching. Cac con chudt duoc xir Iy bang H4H18487P2 & 30
mg/kg c6 phan tram thé trong giam mot cach dang ké bat ddu ¢ ngay 2 va & cac thoi
diém khéc so v6i cdc con chudt duge tiém khang thé isotyp ddi chimg. Cac con chudt
duoc xtr Iy bang H4H18492P2 ¢ 30 mg/kg co phan tram thé trong giam mot cach déng
ké vao ngay 4, 5 va 17 nhung khong phai & cac thoi diém khac so véi cac con chudt
duoc tiém khang thé isotyp ddi ching. Cac con chudt duge xir ly bang H4H18482P2 &
30 mg/kg c6 phan tram thé trong giam mot cach dang ké bit diu & ngdy 6 va vao ngay
tiép theo nhung khong phai vao ngay 7, 14 va 17, so v6i céc con chudt duoc tiém

H4H18492P2. Cac con chudt duoc xir Iy bing H4H18487P2 & 30 mg/kg c6 phén tram
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thé trong giam mot cich dang ké bt diu & ngay 3 va & céc thoi diém khac, nhung

khong phai vao ngay 4 va 5, so vdi cac con chudt dugc tiém H4H18492P2.

Nhu duoc thé hién trong Fig. 7A, khong c6 su sai khac vé thé trong ctia chudt
gilta cdc nhom trude khi xtr ly (ngay -19). Nhu duoc thé hién trong Fig. 7B, c4c con
chudt duoc xt Iy bing khang thé H4H18482 va H4H18487, chtt khong phai la
H4H18492, ¢ 30 mg/kg c6 muc gidm dang ké thé trong cuia chudt vé mat thong ké 17

ngay sau khi xu ly (ngay 12) so véi khang thé isotyp ddi chimg.

Sang ché khong giéi han & pham vi cac phuong 4n cuy thé dugc dé cap trong ban
md ta ndy. Thuc vdy, ngoai cac bién dbi dugc dé cap trong ban mo ta ndy, véi phan
md ta trén day va céc hinh v& kém theo thi cc bién doi khac nhau theo sdng ché s& 1a
hién nhién ddi voi ngudi c¢o hiéu biét trong linh vuc ky thuat ndy. Céc bién d6i nhu
véy duoc du dinh ndm trong pham vi ctia cac diém yéu ciu bao ho kém theo.

Vi du 13: Hiéu qua cta khang thé khang LEPR theo sang ché dbi v6i qua trinh truyén
tin hi€u LEPR cua khi

Pé danh gid qua trinh hoat hoa phién ma cta thu thé leptin ctia khi, dong té bao
n dinh duoc phat trién. Cac té bao IMR-32 (ATCC u nguyén bao than kinh & nguoi -
human Neuroblastoma ATCC) duoc tao ra dé biéu hién 6n dinh mién ngoai bao cua
LEPR cta khi dudi dai Macaca fascicularis (MfLEPR; axit amin 22 dén 837 c6 sb
truy nhdp XP_005543194.1 v&i threonin & vi tri 827 duoc thay ddi thanh alanin) dung
hop véi mién xuyén mang va bao tuong ciia LEPR & ngudi (WLEPR; axit amin 840
dén 1165 ¢6 s6 truy nhap NP 002294.2) cing véi gen chi thi luciferaza (STAT3-Luc;
SABiosciences, # CLS-6028L). Dong té bao thu duoc, sau day duoc goi la IMR-
32/STAT3-Luc/MfLEPR duoc phan ldp va duy tri trong mdéi truong MEM-Earl dugc
b6 sung 10% FBS, NEAA, lug/mL Puromyxin, 100ug/mL Hygromyxin B va
penixilin/Streptomyxin/L-Glutamin.

Thtr nghiém sinh hoc dugc thuc hién dé do hiéu qua ciia khang thé khang LEPR
theo sang ché dbi v6i qua trinh truyén tin hiéu LEPR cta khi khi khong c¢6 mit clia
leptin. D4i véi thir nghiém sinh hoc, cac té bao IMR-32/STAT3-Luc/MfLEPR duoc
dit vao dia & mat do 10.000 té bao/giéng trong dia 96 giéng trong FBS 0,1% trong
Optimem v6i penixilin/Streptomyxin (dung dich dém thtr nghiém) va dugc i qua dém

& 37°C trong COz 5%. Ngay tiép theo, leptin ngudi (hLeptin), khéng thé khang LEPR
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hodc khang thé isotyp d6i chiing dugc pha lodng lién tiép tir 50nM dén 0,8pM trong
dung dich dém thtr nghiém (cong voi mau chi chtra dung dich dém khong chira phén tu
thtr nghiém) va dugc thém vao cac té bao nay. Sau 5,5 gi& & 37°C trong CO, 5%, hoat
tinh luciferaza dugc do bing chét phan tng OneGlo™ (Promega, # E6031) va thiét bi
doc dia nhiéu nhan dan Victor™ X (Perkin Elmer). Cac két qua nay dugc phan tich
bang cach sir dung sy hdi quy phi tuyén tinh (logistic 4 thong s6) bang phan mém
Prism™6 (GraphPad) dé thu dugc gia tri ECso. Phin trdim mérc hoat héa khang thé
duoc tinh toén 1a khoang RLU tdi da dat duoc bing khang thé so v6i phan trim muc

hoat hoa khéng thé c6 khoang RLU tdi da dat duoc bang hLeptin.

Nhu duge trinh bay trong Bang 17, khi khong ¢6 mat hLeptin, da cho thay tat
ca cac khang thé khang LEPR dugc thtr nghiém hoat hda qua trinh truyén tin hiéu
LEPR cua khi ¢ cac té bao IMR-32/STAT3-Luc/mfLEPR véi gia tri ECso nim trong
khoang tir 266pM dén 368pM va murc hoat héa t&i da nim trong khoang tr 76% dén
82% khi muc hoat hoa 100% thu duoc bang hLeptin. hLeptin di hoat hoa véi gia trj -
ECso bang 333pM. Pa khong chung minh duoc khang thé isotyp dbi ching kich thich
cac té bao IMR-32/STAT3-Luc/mfLEPR & mirc do duoc bat ky.

Bang 17: Qua trinh hoat ha LEPR cua khi dudi dai Macaca fascicularis bang

khang thé khang LEPR
Leptin hodc khang thé ECs0 (M) % hoat hoa
Leptin nguoi 3,33E-11 100
H4H16650P2 2,66E-10 82
H4H16679P2 2,49E-10 80
H4H17319P2 3,65E-10 76
H4H17321P2 3,68E-10 78
Khéng thé isotyp ddi chimg Khong hoat hoa Khong hoat héa

Vi du 14: Quyét dinh khang nguyén lién két v6i mién ngoai bao ctia LEPR & ngudi co
chiéu dai diy du bang cach st dung tin hiéu Luminex MFI

Dé xac dinh quyét dinh khang nguyén ctia LEPR & ngudi ma khang thé khing
LEPR theo sang ché lién két, phan tich trén co s phép dém té bao theo dong chay

Luminex FLEXMAP (FM3DD, LuminexCorp) dugc st dung dé xac dinh dac diém su
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tuong tac cua khang thé khang LEPR v&i mién protein LEPR tai td hop & nguoi. Péi
v6i thtr nghiém nay, khodng 3 triéu vi cdu carboxyl hoa Microplex® (Luminex, Cat#
LC1000A) dugc rira, tao xody va nghién bing song am trong NaPOy4 0,1 M, pH 6,2
(dung dich dém hoat hoa) va sau do ly tm dé loai bo dich ndi bé mat. Vi ciu duoc tai
tao huyén phu trong 120 pL dung dich dém hoat héa va cdc nhom carboxylat (-
COOH) dugc hoat hoa bing cach bd sung 15 pL 50 mg/mL N-hydroxysucxinimit
(NHS, Thermo Scientific, Cat# 24500) tiép theo 1a bd sung 15 uL 50 mg/mL 1-etyl-3-
[3-nhi phantylaminopropyl]carbodiimit (EDC, ThermoScientific, Cat# 22980) ¢ 25°C.
Sau 10 phut, do pH cta dung dich phan ing duoc gidm dén 5,0 bang cach bd sung 600
ul 50 mM MES, pH 5 (dung dich dém lién hop), va vi cAu nay dugc tao xody, va ly
tAm dé loai bo dich ndi bé mat. Céc giot di duge hoat héa duoc tron ngay véi 500 plL
20 pg/mL khang thé khang myc don dong v6i IgG ctia chudt hodc IgG & nguoi, trong
dung dich dém ngiu hop va duoc 1 trong hai gio & 25°C. Phan tng ngau hop duoc lam
lanh dot ngdt bang cach bo sung 50 pL 1M Tris-HCI, pH 8,0 va vi cau dugc tao xody
manh, ly tAm, va dugc rira bdn lan bang 1 mL DPBS, dé loai bo protein khong ngau

hop va cic thanh phan phan tng khac.

Protein LEPR duoc biéu hién tam thoi, bao gdm mién ngoai bao LEPR & nguoi
duoc biéu hién bang nhan dan myc-myc hexahistidin ddu C (LEPR-MMH ¢ nguoi,
SEQ ID NO: 113), CRHI LEPR & ngudi (D1) duge biéu hién bang nhan din myc-myc
hexahistidin dau C (CRHI LEPR(D1)-MMH & nguoi, axit amin 1-208 c6 trinh tu
dugc thé hién trong SEQ ID NO: 113 v6i nhan dan myc-myc hexahistidin, axit amin
209-236), mién CRHI LEPR ¢ ngudi (D1,D2) dugc biéu hién bing nhan dén myc-
myc hexahistidin dau C (CRHI LEPR (D1,D2)-MMH ¢ nguoi, axit amin 1-318 cd
trinh ty dugc thé hién trong SEQ ID NO: 113 véi nhan ddn myc-myc hexahistidin, axit
amin 319-346), mién CRH1 LEPR-Ig & nguoi (D1,D2,D3) duoc biéu hién bing nhan
dan myc-myc hexahistidin dau C (CRHI1 LEPR (D1,D2,D3)-MMH & nguoi, axit amin
1-278 ¢6 trinh tu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 113 véi nhan dan myc-myc
hexahistidin, axit amin 279-306), mién CRH1 LEPR-Ig (D2,D3) & ngudi duge biéu
hién bang nhin dén myc-myc hexahistidin dau C (CRHI LEPR-Ig (D2,D3)-MMH &
ngudi, axit amin 1-198 ¢6 trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 113 véi nhan dan
myc-myc hexahistidin, axit amin 199-226), mién LEPR Ig (D3) & ngudi duge biéu
hién bang nhan dan myc-myc hexahistidin dau C (LEPR Ig (D3)-MMH & nguoi, axit
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amin 1-88 ¢6 trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 113 v6i nhan ddn myc-myc
hexahistidin, axit amin 89-116), mién LEPR CRH2 & ngudi dugc biéu hién bang nhan
dan myc-myc hexahistidin dau C (LEPR CRH2-MMH ¢ ngudi, axit amin 1-207 c6
trinh ty dugc thé hién trong SEQ ID NO: 113 véi nhan dan myc-myc-hexahistidin, axit
amin 208-235), mién FNIII LEPR & nguoi duoc biéu hién bang nhin dan myc-myc
hexahistidin dau C (FNIII-MMH LEPR & ngui, axit amin 1-204 c6 trinh tu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 113 véi nhian dan myc-myc hexahistidin, axit amin 205-232),
va mién Ig-CRH2-FNIII LEPR & nguoi duoc biéu hién bing nhin dan myc-myc
hexahistidin dau C (LEPR Ig-CRH2-FNIII-MMH & ngudi, axit amin 1-510 ¢6 trinh tu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 113 v6i nhidn dan myc-myc-hexahistidin, axit amin
511-538), duogc tao huyén phu trong méi trudng CHO-S-SFM II khong chira huyét
thanh (Thermo Fisher, Cat # 31033020) va sau d6 dugc gan sach bing cach ly tam.
Luong nhé vi ciu v6i khang thé don dong khang myc ¢b dinh, duogc tao ra nhu duoc
mb ta trén day, duoc bd sung riéng r& vao 1 mL mdi dich ndi bé mit protein trong s6
cac dich ndi bé mat protein nay. Vi cu duoc tron nhe, U trong hai gio ¢ 25°C, dugc
rira hai lan bang 1 mL DBPS, ly tdm dé loai bé dich ndi bé mat va tai tao huyén phu
cubi cing trong 1 mL dung dich dém DPBS. 48 uL vi cau lién hop IgG khang myc tix
cac phan tng riéng r& voi LEPR & ngudi ¢6 chiu dai day du va véi mdi protein ciia
mién LEPR & nguoi duge rat ra va dugc trdn cung nhau trong 3,6 mL. PBS +

20mg/mL BSA+0,05% natri azit (dung dich dém phong bé).

Tir bé da tron ndy, 75 uL vi cau duoc dat vao mdi giéng trén dia loc 96 giéng
(Millipore, s6 danh muc MSBVN1250) va dugc tron véi 25 uL khang thé don dong
LEPR khang nguoi riéng 1€ (0,5 hodc 5 pg/mL), dugc a trong hai gio ¢ 25°C va sau do
duoc rira hai 1an bang 200 L DPBS véi Tween 20 0,05% (dung dich dém rtra). Bé do
va dinh lwong luong khang thé khang LEPR da lién két véi cac vi cdu riéng ré&, hodc
100 pL 2,5 pg/mL kappa khang ngudi F(ab’)2 dé lién hop R-Phycoerythrin (Southern
Biotech, Cat# 2063-09) trong dung dich dém phong bé hodc 100 uL 1,25 pg/mL IgG
khang chudt dé manh R-Phycoerythrin AffiniPure F(ab’)2, manh dédc hi¢u F(ab')2
(Jackson Immunoresearch, s& danh muc: 115-116-072) trong dung dich dém phong bé,
duoc bo sung va dugc i trong 30 phut & 25°C. Sau 30 phat, cdc mau dugc rira hai lan
bang 200 pL dung dich dém rira va tai tao huyén pht trong 150 pL dung dich dém rira.
Mat do phat huynh quang trung binh (MFI) cua vi cau dugc do trong thiét bi phan tich
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Luminex.
Béang 18: Tin hiéu Luminex MFI ctia khang thé khang LEPR lién két v6i mién
ngoai bao cua LEPR ¢ ngudi co chiéu dai ddy du dugc bt gift bang nhan dan myc va

mién LEPR & nguoi da phan 1ap
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Két qua vé phan tich trén co s& Luminex dugc néu trong Bang 18. Cuong do tin
hiéu Luminex MFI chi ra ring 12 khang thé khang LEPR theo sang ché da lién két vai
mién ngoai bao LEPR & nguoi hoan chinh. Khéang thé khang LEPR H4H18417P2,
H4H18438P2, va HAH18492P2, da lién két véi quyét dinh khang nguyén trong mién
CRH1 D2 ctia LEPR & nguoi. Khang thé khang LEPR H4H18449P2, H4H16650P va
H4H16679P, da lién két voi quyét dinh khang nguyén trong mién CRHI(D1-2) cta
LEPR & nguoi. Khang thé khang LEPR MAD so sénh, da lién két v6i quyét dinh khang
nguyén trong CRH2 mién ctia LEPR ¢ ngudi. Khang thé khang LEPR H4H18445P2
da lien két v6i quyét dinh khang nguyén trong mién FNIII ctia LEPR & nguoi. Khang
thé khdng LEPR H4H18446P2, HAH18482P2 va H4H18487P2, da lién két véi quyét
dinh khang nguyén trong mién Ig-CRH2-FNIII ctia LEPR & nguoi.
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YEU CAU BAO HO

l. Khang thé duoc phan lap hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két v6i thu thé leptin ngudi (LEPR) bao gdm:

ving xdc dinh bd trg (CDR) chudi nhe ctia viing bién doi chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10; va

CDR chudi ning cta ving bién doi chudi ning chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 26 hoac SEQ ID NO: 34.

2. Khang thé duogc phan lap hoic manh lién két khang nguyén ctia né lién
két v6i thu thé leptin nguoi (LEPR) bao gom:

ving bién d6i chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 10; va

ving bién doi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 26 hodc SEQ ID NO: 34.

3. Khang thé duoc phéan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két v6i thu thé leptin ngudi (LEPR) bao gdm ving bién ddi chudi nhe chta trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO: 10; va ving bién d6i chudi nang chua trinh tu axit

amin néu trong SEQ ID NO: 2.

4. Khang thé hoic méanh lién két khdng nguyén ctia né theo diém 3, la
khang thé.
5. Khéang thé theo diém 4, trong d6 viung bién ddi chudi niang duge lién két

v6i mién hing dinh chudi ning IgG1 ciia nguoi va viing bién doi chudi nhe duge lién
két v6i mién hiang dinh chudi nhe kappa ctia nguoi.

6. Khang thé theo diém 4, trong d6 ving bién d6i chudi niang duoc lién két
v6i mién hing dinh chudi ning IgG4 ctia ngudi va ving bién doi chudi nhe duoc lién
két vi mién hang dinh chudi nhe kappa ctia nguoi.

7. Khang thé duoc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cia né lién
két véi thy thé leptin ngudi (LEPR) bao gbm ving bién do6i chudi nhe chia trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 10; va vung bién d6i chudi nang chua trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 26.

&. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 7, 1a
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khang thé.

9. Khang thé theo diém 8, trong d6 ving bién ddi chudi nang dugc lién két
v&i mién hr?lng dinh chudi ning IgG1 ctia ngudi va vang bién dbi chudi nhe duoc lién
két v6i mién hang dinh chudi nhe kappa cta nguoi.

10. Khang thé theo diém 8, trong d6 ving bién dbi chudi ning duoc lién két
v6i mién hing dinh chudi nang IgG4 cua ngudi va ving bién ddi chudi nhe dugc lién
két v6i mién hing dinh chudi nhe kappa ctia ngudi.

11.  Khang thé duoc phan lap hoic manh lién két khang nguyén cua no lién
két v6i thu thé leptin ngudi (LEPR) bao gdm ving bién d6i chudi nhe chwra trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO: 10; va vung bién d6i chudi ning chta trinh tu axit
amin nhu trong SEQ 1D NO: 34.

12.  Khéng thé hoic méanh lién két khang nguyén cia né theo diém 11, 1a
khéng thé.

13.  Khang thé theo diém 12, trong d6 vung bién ddi chudi ning dugc lién
két v6i mién hing dinh chudi ning IgG1 cua ngudi va ving bién ddi chudi nhe dugc
lién két vi mién hang dinh chudi nhe kappa ctia nguoi.

14.  Khang thé theo diém 12, trong d6 ving bién doi chudi ning duoc lién
két v6i mién hing dinh chudi ning IgG4 ctia ngudi va ving bién ddi chudi nhe duogc
lién két voi mién hing dinh chudi nhe kappa ctia nguoi.

15.  Duogc phim chtra khang thé theo diém 4 va chat mang duoc dung hodc
chit pha lodng.

16.  Duoc phim chta khang thé theo diém 8 va chit mang dugc dung hoac
chit pha loang.

17.  Duoc phim chira khéng thé theo diém 12 va chit mang duoc dung hodc
chit pha lodng.

18. Khang thé theo diém 4, trong d6 khang thé nay duoc két hop véi mot
hodc nhiéu thanh phan hoat tinh tri lidu bd sung.

19.  Khéng thé theo diém 8, trong d6 khéng thé nay duoc két hop véi mot

hodic nhiéu thanh phﬁn hoat tinh trj liéu bd sung.
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20.  Khéng thé theo diém 12, trong d6 khéng thé nay duoc két hop véi mot
hodac nhiéu thanh ph?m hoat tinh tr1 li€u bd sung.

21.  Thiét bi phan phdi dang but chira dugc pham theo diém 15.

22, Thiét bi phan phéi dang but chtra dugc phém theo diém 16.

23.  Thiét bi phan phdi dang but chita dugc pham theo diém 17.

24.  Khéng thé theo diém 4, trong d6 khang thé nay dugc két hop véi leptin
nguoi  tai td hop, alirocumab, evolocumab, bococizumab, lodelcizumab,
ralpancizumab, atorvastatin, rosuvastatin, cerivastatin, pitavastatin, fluvastatin,
simvastatin, lovastatin, pravastatin, ezetimib, insulin, metformin, dapaglifozin,
canaglifozin, empagliflozin, extendin-4, exenatit, liraglutit, lixisenatit, albiglutit,
dulaglutit, khang thé khang GCG, khéng thé khang GCGR, khing thé khang
ANGPTL3, khang thé khang ANGPTL4, khang thé khdng ANGPTLS, phentermin,
orlistat, topiramat, bupropion, topiramat va phentermine, bupropion va naltrexon,

bupropion va zonisamit, pramlintit va metrelepin, lorcaserin, cetilistat, tesofensin hodc

velneperit.

25.  Khang thé theo diém 8, trong d6 khang thé nay dugc két hop véi leptin
nguoi  tai lté hop, alirocumab, evolocumab, bococizumab, lodelcizumab,
ralpancizumab, atorvastatin, rosuvastatin, cerivastatin, pitavastatin, fluvastatin,
simvastatin, lovastatin, pravastatin, ezetimib, insulin, metformin, dapaglifozin,
canaglifozin, empagliflozin, extendin-4, exenatit, liraglutit, lixisenatit, albiglutit,
dulaglutit, khang thé khang GCG, khing thé khiang GCGR, khang thé khang
ANGPTL3, khéng thé khang ANGPTL4, khang thé khang ANGPTLS, phentermine,
orlistat, topiramat, bupropion, topiramat va phentermine, bupropion va naltrexon,

bupropion va zonisamit, pramlintit va metrelepin, lorcaserin, cetilistat, tesofensin hodc
velneperit.

26.  Khéng thé theo diém 12, trong d6 khang thé nay duoc két hop véi leptin
nguoi  tai t6 hop, alirocumab, evolocumab, bococizumab, lodelcizumab,
ralpancizumab, atorvastatin, rosuvastatin, cerivastatin, pitavastatin, fluvastatin,
simvastatin, lovastatin, pravastatin, ezetimib, insulin, metformin, dapaglifozin,
canaglifozin, empagliflozin, extendin-4, exenatit, liraglutit, lixisenatit, albiglutit,

dulaglutit, khang thé khang GCG, khing thé khang GCGR, khang thé khéng
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ANGPTL3, khang thé khang ANGPTL4, khang thé khang ANGPTLS, phentermine,
orlistat, topiramat, bupropion, topiramat va phentermine, bupropion va naltrexon,

bupropion va zonisamit, pramlintit va metrelepin, lorcaserin, cetilistat, tesofensin hoac
velneperit.

27.  Khang thé theo diém 4, trong d6 khang thé nay la khang thé dic hiéu
kép.

28.  Khiang thé theo diém 8, trong d6 khang thé nay la khing thé dac hiéu kép,

29.  Khang thé theo diém 12, trong d6 khang thé nay 1a khéng thé dic hiéu
kép.
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DANH MUC TRINH TV

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> KHANG THE plijee PHAN LAP LIEN KET VOI THY THE LEPTIN NGUOI VA DUGQC
PHAM CHA KHANG THE NAY

<130> 10178W001

<150>
<151>

62/240,021
2015-10-12

<150>
<151>

62/359,757
2016-07-08

<150>
<151>

62/375,495
2016-08-16

<150>
<151>

62/393,143
2016-09-12

<160> 120

<170> FastSEQ cho hé diéu hanh Windows phién ban 4.0
<210> 1

<211> 357

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 1

60

caggtgcagc
tcctgtgtag
ccaggcaagg
gaagactccg
ctgcaaatga
tgggattact

<210> 2

<211> 119
<212> PRT
<213>

<220>

<223> Téng

<400> 2

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggaatg
ttaagggtcg
acagcctgag
ggtatctcga

hop

tggggeagsc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agtcgacgac
tctctggggc

Trinh tu nhan tao

gtggtccagc
tccgatgcca
atttattatg
tccagagaca
acggctgtat
cgtggcaccc

ctgggaagtc
tgtactgggt
atggaaatta
attcccagaa
atttctgtgc
tggtcactgt

cctgagactc
ccgccaggcet
tcaatactat
cacgctggat
gcgtctcaac
ctcctca

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

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Asp

20

25

30

Ala Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35

40

-77-
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Ala Val Ile Tyr Tyr Asp Gly Asn Tyr Gln Tyr Tyr Glu Asp Ser Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Gln Asn Thr Leu Asp
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Val Asp Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Leu Asn Trp Asp Tyr Trp Tyr Leu Asp Leu Trp Gly Arg Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 3
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 3
ggattcacct tcagttccga tgcc

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 4 :
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Asp Ala
1 5

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 5
atttattatg atggaaatta tcaa

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 6
Ile Tyr Tyr Asp Gly Asn Tyr Gln
1 5

-78-



<21e> 7
<211> 36
<212> ADN

36820

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 7

hop

gcgegtctca actgggatta ctggtatctc gatctce

<210> 8
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong

<400> 8

hop

Ala Arg Leu Asn Trp Asp Tyr Trp Tyr Leu Asp Leu

1

<210> 9

<211> 324
<212> ADN
<213>

<220>
<223> Téng
<400> 9

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacac

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

10
108
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 10

Asp Ile Gln Met Thr

1

Asp Arg Val Thr Ile

Leu Asn Trp Tyr Gln

35

Tyr Ala Ala Ser Ser

50

Trinh tu nhan

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
gactggagat

hop

5

20

Gln

Thr

Gln

Leu

Trinh ty nhan tao

tccatcctcc
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaa

tao

Ser Pro

40

55

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

Ser Ser Leu
10

Cys Arg Ala Ser Gln

25

Lys Pro Gly Lys Ala

Gln Ser Gly Val Pro

-79-

ctgtaggaga cagagtcacc
attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccgtca
ccatcagcag tctgcaacct
cccctecgat caccttceggce

Ser Ala Ser Val Gly
15

Ser Ile Ser Ser Tyr

30

Pro Lys Leu
45

Ser Arg Phe

60

Leu Ile

Ser Gly

36

60

120
180
240
300
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Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro
85 90 95
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 11
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 11
cagagcatta gcagctat

<210> 12

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 12 ‘
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 13
gctgcatcc

<210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 14
Ala Ala Ser
1

<210> 15

<211> 30
<212> ADN

-80-
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<213> Trinh ty nhan tao .

<220>
<223> Téng

<400> 15

hop

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

<210> 16
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 16

hop

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

<210> 17
<211> 357
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 17

caggtgcagc
tcctgtacag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatgg
tggaactact

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

18
119
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 18
Gln Val Gln
1
Ser

Leu Arg

Ala Met Tyr
35
Val Ile
50

Gly

Ser

Lys
65
Leu

Arg

Gln Met

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtsy
tgaagggccg
acagcctgag
ggtacttcga

ty nhan

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Tyr Tyr

Phe Thr

Asp Ser

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile

70
Leu

cggeegegagec
caccttcagt

ggtgtcagtt
attcaccatc
agccgaggac
tttctggggc

tao

Ser Gly

Thr Ala

Gln Ala
: 40
Gly Ser
55
Ser Arg

Arg Ala

10

gtggtccagc
agttatgcca
atatactatg
tccagagaca
acggctgtct
cgtggcaccc

Gly Gly Val

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Tyr Lys Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp

-81-

ctgggaggtc
tgtactgggt

atggaagtta
attccaagaa
attactgtgc
tggtcactgt

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagttataac
ctcctca

Gly
15
Ser

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Cys

30

60

120
180
240
300
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85 90 95
Ala Ser Tyr Asn Trp Asn Tyr Trp Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Arg Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 19
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 19
ggattcacct tcagtagtta tgcc

<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 20
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 21
atatactatg atggaagtta taaa

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 22
Ile Tyr Tyr Asp Gly Ser Tyr Lys
1 5

<210> 23

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-82-
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<220>
<223> Téng

<400> 23

hop

36820

gcgagttata actggaacta ctggtacttc gatttc

<210> 24
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 24

hop

Ala Ser Tyr Asn Trp Asn Tyr Trp Tyr Phe Asp Phe

1

<210> 25
<211> 357
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng

<400> 25

caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
atagactccg
ctgcaaatga
tgggattact

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

26
119
PRT
Trinh

<220>

<223> Téng
<400> 26

Gln Val
1

Ser Leu

Gln
Arg
Ala Met Tyr
35

Ala Val Leu

50

Lys Gly
65

Leu Gln

Arg

Met

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
gcagcctgeg
ggtacttcga

tu nhan

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Tyr Ser

Phe Thr

Ser
85

Ser

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile

70
Leu

tggggegaagce
caccttcagt
ggtggctgtt
attcaccatc
agccgacgac
tctectggggce

tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Thr
40
Gly Ser
55
Ser Arg

Arg Ala

10

gtggtccagc
acatatgcca
ttatactctg
tccagagaca
tcggctctat
cgtggcaccc

Ser Val
10

Gly

Gly
Ser Phe
25

Pro Gly Lys

Asn Lys Tyr

Thr Ser
75
Ser

Asp

Asp Asp

90

-83-

ctgggaggtc
tgtactgggt

atggaagtaa
cttccacgaa
attactgtgc
tggtcactgt

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45
Ile

Gly

Tyr
60
Thr

Asp

Asn Thr

Ala Leu Tyr

cctgagactc
ccgccagact
taaatactat
cactctgtat
gcgtctcaac
ctcctca

Gly
15
Thr

Arg
Tyr
Val
Ser Val
Leu Tyr

Tyr
95

Cys

36

60

120
180
240
300
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Ala Arg Leu Asn Trp Asp Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 27

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng haop

<400> 27
ggattcacct-tcagtacata tgcc

<210> 28

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 28
Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Ala
1 5

<210> 29
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 29
ttatactctg atggaagtaa taaa

<210> 30

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 30
Leu Tyr Ser Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 31
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

24
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<220>
<223> Téng

<400> 31

hop

36820

gcgegtctca actgggatta ctggtacttc gatctce

<210> 32
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 32

hop

Ala Arg Leu Asn Trp Asp Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu

1

<210> 33
<211> 357
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong

<400> 33

caggtgcagc
tcctgtgaag
ccaggcaagg
gaagactccg
ttgcaaatga
tggaaccact

<210> 34
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Téng

<400> 34

Gln Val

1

Ser

Gln

Leu Arg

Ala Met Tyr
35
Val Ile
50

Gly

Ser

Lys
65
Leu

Arg

Gln Met

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtyg
tgaagggeceg
acagcctgag
ggtacttcga

ty nhan ta

hop

Leu Val Gl

Leu Ser
20

Trp

Cy

Val Ar

Tyr His As

Phe Thr Il
70
Ser Le

85

Asn

tgggggaggc
cagcagcagt
ggtgtcagtt
attcaccatc
agccgaggac
tgtctgggsc

o

u Ser Gly

s Glu Ala

Gln Ala
40

Ser

g

Gly
55
Ala

p

e Arg

u Arg Ala

10

gtggtccagc
gacaatgcca
atatatcatg
gccagagaca
acggctgtat
cgtggcaccc

Gly Gly Val

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Tyr Lys Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp

90

-85-

ctgggaggtc
tgtactgggt

atggaagtta
attccaagaa
attactgtgc
tggtcactgt

Val Gln Pro
Ser
30

Glu

Ser Ser
Leu
45
Glu

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctttat
gaggtataac
ctcctca

Gly
15
Asp

Arg
Asn

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

36

60

120
180
240
300
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Ala Arg Tyr Asn Trp Asn His Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Arg Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 35
ggattcagca gcagtgacaa tgcc

<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

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

<210> 37
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 37
atatatcatg atggaagtta taaa

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 38
Ile Tyr His Asp Gly Ser Tyr Lys
1 5

<210> 39
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
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<220>
<223> Tong

<400> 39

hop

36820

gcgaggtata actggaacca ctggtacttc gatgtc

<210> 40
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

ctgggaggtc
tgcactgggt
acgaaagtaa
attccaagaa
attactgtgc
agggaaccct

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Asp

Lys Asn Ala

<220>
<223> Téng hop
<400> 40
Ala Arg Tyr Asn Trp Asn His Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10
<210> 41
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
220>
<223> Téng hop
<400> 41
caggtgcage tggtggagtc tgggggagge gtggtccage
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt acctatggea
ccaggcaagg ggctggagtg ggtgtcagtt atatcatatg
gcagactccg tgaagggccg attcaccatt tctagagaca
ttacaaatga acagcctgag aaatgaggac acggctgtgt
ccttttggat tggttaccgg atggttcgac ccctggggcec
tcctcea
<210> 42
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 42
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Val Ile Ser Tyr Asp Glu Ser Asn Lys Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
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cctgagactc
ccgccaggcet
taagtactat
cgecgectgtat
gagagatcgg
ggtcaccgtc

Gly
15
Thr Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

36

60

120
180
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Asn Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Arg Asp Arg Pro Phe Gly Leu Val Thr Gly Trp Phe Asp Pro Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 43
ggattcacct tcagtaccta tggc

<210> 44

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hagp

<400> 44
Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Gly
1 5

<210> 45

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 45
atatcatatg acgaaagtaa taag

<210> 46

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 46
Ile Ser Tyr Asp Glu Ser Asn Lys
1 5

-88-
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<210> 47
<211> 45
<212> ADN

36820

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 47

hop

gcgagagatc ggecttttgg attggttacc ggatggttcg acccc

<210> 48
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 48

hop

Ala Arg Asp Arg Pro Phe Gly Leu Val Thr Gly Trp Phe Asp Pro

1

<210> 49
<211> 360
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng

<400> 49

caggtgcagc
tcctgtgecag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tatagtggct

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

50
120
PRT

<220>
<223> Tong

<400> 50

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagty
tgaagggccg
acagcctgag
acctctactt

hop

tgggggagsc
cagtttcaat

ggtgacaatt
attcaccatc
agccgaggac
tgactactgg

Trinh tu nhan tao

10

gtggtccagc
acctatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt
ggccagggaa

ctgggaggtc
tgcactgggt

atggaagtat
attccaagaa
attattgtgc
ccctggtcac

15

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagaggtgga
cgtctcctca

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

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Asn Thr Tyr

20

25

30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Léu Glu Trp Val

35

40

-890-
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Thr Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Ile Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Tyr Ser Gly Tyr Leu Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 ‘ 120
<210> 51
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 51
ggattcagtt tcaataccta tggc

<210> 52

<211> 8

<212> PRT )
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

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

<210> 53
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 53
atatggtatg atggaagtat taaa

<210> 54

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 54

-90-
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Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Ile Lys
1 5

<210> 55

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 55
gcgagaggtg gatatagtgg ctacctctac tttgactac 39

<210> 56

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 56
Ala Arg Gly Gly Tyr Ser Gly Tyr Leu Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 57
<211> 372
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 57

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaage cttcacagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcage agcggtggtg actactggag ctggatccge 120
cagctcccag ggaagggect ggagtggatt gggtacatct attacagtgg gagcgectac 180
tataatccgt ccctcaagag tcgaggtacc atatcaatag acacgtctaa gaaccagttc 240
tccctgaage tgacctctgt gactgecgeg gacacggecg tatatttctg tgtgaaatta 300
cgatttttgg agtggttctt ggggggctgg ttcggecccct ggggccaggg aaccctggtc 360
accgtctcct ca 372

<210> 58

<211> 124

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 58
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

-01-
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Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val

20

Gly Asp Tyr Trp Ser Trp Ile Arg

35 40

Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser

50

55

Leu Lys Ser Arg Gly Thr Ile Ser

65

70

Ser Leu Lys Leu Thr Ser Val Thr

85

Cys Val Lys Leu Arg Phe Leu Glu

100

Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

115 120

59
30
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hop

59

ggtggctcca tcagcagegg tggtgactac

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

<220>
<223>

<400>

60
10
PRT
Trinh ty nhan tao

Tong hop

60

Ser
25

Gln
Gly
Ile
Ala
Trp

105
Thr

Gly
Leu
Ser
Asp
Ala
90

Phe

Val

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly Gly Asp Tyr

1

<210>
<211>
212>
<213>

220>
<223>

<400>

5

61
21
ADN
Trinh ty nhan tao

Téng hop

61

atctattaca gtgggagcge ¢

<210>
<211>
212>
<213>

62

7

PRT

Trinh tu nhan tao

10

-02-

Gly
Pro
Ala
Thr
75

Asp

Leu

Ser

Ser
Gly
Tyr
60

Ser
Thr
Gly

Ser

Ile
Lys
45

Tyr
Lys
Ala

Gly

Ser
30

Gly
Asn
Asn

Val

Trp
110

Ser
Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Phe

Gly
Glu
Ser
Phe
80

Phe

Gly

30

21



<220>

<223> Téng hgp

<400> 62

36820

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Ala

1

<210> 63
<211> 48
<212> ADN

5

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 63

hop

gtgaaattac gatttttgga gtggttcttg gggggetggt tcggceccc

<210> 64
<211> 16
<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 64

hop

Val Lys Leu Arg Phe Leu Glu Trp Phe Leu Gly Gly Trp Phe Gly Pro

1

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

65
351
ADN

<220>
<223> Tong

<400> 65

gaggtgcagc
tcctgtgeag
ccagggaags
tcaaactccg
ctgcgaatga
tggaacttcg

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

66
117
PRT

220>

<223> Téng

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gcctggaatg
tgaaggeccg
acagtgtgag
tggacgactg

hop

Trinh tuv nhan tao

tgggggagsc
cacctttagc

ggtctcagcet
gttcaccatc
agccgaggac
gggccaggga

Trinh tu nhan tao

10

ttggtacagc
aactatggca
attactggtg
tccagagaca
acggccgtat
accacggtca

-03-

cgggggegtc
tgacctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
ccgtcectectce

15

cctgagactc
ccgeccaggcet
cacatactac
cacggtgtat
gaaatataag
a

48

60

120
180
240
300
351



<400> 66

Glu
1
Ser
Gly
Ser
Lys
65
Leu

Ala

Val

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Arg
Lys

Thr

<210> 67

<211>

<212> AD

<213>

<220>

<223>

<400> 67
ggattcacct ttagcaacta tggc

<210> 68
<211> 8

<212>
<213>

220>

<223>

<400> 68
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly

1

<210> 69

<211>
<212>
<213>

220>

223>

<400> 69
attactggtg gtggtggtag caca

Gln
Arg
Thr
35

Ile
Arg
Met

Tyr

Val
115

24

N

PRT
Trinh tu nhan tao

24
ADN
Trinh tu nhan tao

<210> 70
<211> 8

Leu
Leu
20

Trp
Thr
Phe
Asn
Lys

100
Ser

Téng hop

Tong hagp

Tong hop

Val
Ser
Val
Gly
Thr
Ser
85

Trp

Ser

5

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Val

Asn

Trinh ty nhan tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Phe

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Val

36820

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Asp
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Asp

-94-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Trp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ser
Asn

Val

Gln

Pro
Ser
30

Glu
Asn
Thr
Tyr

Gly
110

Gly
15

Asn
Trp
Ser
Val
Tyr

95
Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

24

24
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 70
Ile Thr Gly Gly Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 71

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 71
gcgaaatata agtggaactt cgtggacgac 30

<210> 72
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 72
Ala Lys Tyr Lys Trp Asn Phe Val Asp Asp
1 5 10

<210> 73

<211> 360

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 73

gaggtgcage tggtggagtc tgggggagge ttggtacage ctgggggstc cctgagactc 60
tcctgtgttg cctctggatt caccttcaat aaatacgaca tgcactgggt ccgecaaact 120
actggaaaag gtctagagtg ggtctcaggt attgatactg atggtgacac atactatcca 180
ggctccgtga agggecgatt caccatctcc agagaaaatg ccgagaactc cctgtatctt 240
caaatgaacg gcctgagagt cggggacacg gctgtgtatt actgtgcaag atggecttgg 300
agtggtttct atggtgcttt tgatatctgg ggccaaggga caatggtcac cgtctcttca 360

<210> 74
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

-05-



<220>
<223> Téng hgp

<400> 74
Glu Val Gln

1
Ser

Asp
Ser
Gly
65

Gln
Arg

Gly

Leu
Met
Gly
50

Arg
Met
Trp

Thr

<210> 75
<211> 24
<212> AD
<213> Tr

<220>

<223>

<400> 75
ggattcacct tcaataaata cgac

<210> 76
<211> 8
<212> PR

<213>

<220>

<223>

<400> 76
Gly Phe Thr Phe Asn Lys Tyr Asp

1

<210> 77
<211> 21
<212> AD

<213>

220>

<223>

<400> 77

Arg
His
35

Ile
Phe
Asn

Pro

Met
115

N
inh

T

N

Leu
Leu
20

Trp
Asp
Thr
Gly
Trp

100
Val

Val
Ser
Val
Thr
Ile
Leu
85

Ser

Thr

ty nhan

Téng hop

Tong hop

Téng hop

5

Glu
Cys
Arg
Asp
Ser
70

Arg

Gly

Val

tao

Trinh tu nhan tao

Trinh tu nhan tao

Ser
Val
Gln
Gly
55

Arg
Val
Phe

Ser

Gly
Ala
Thr
40

Asp
Glu
Gly
Tyr

Ser
120

Gly
Ser
25

Thr
Thr
Asn

Asp

Gly
105

36820

Gly
10

Gly
Gly
Tyr
Ala
Thr

90
Ala

-06-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Glu
75

Ala

Phe

Val
Thr
Gly
Pro
60

Asn

Val

Asp

Gln
Phe
Leu
45

Gly
Ser

Tyr

Ile

Pro
Asn
30

Glu
Ser
Leu

Tyr

Trp
110

Gly
15

Lys
Trp
Val
Tyr
Cys

95
Gly

Gly
Tyr
Val
Lys
Leu
80

Ala

Gln

24



36820

attgatactg atggtgacac a 21

<210> 78

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hgp

<400> 78
Ile Asp Thr Asp Gly Asp Thr
1 5

<210> 79

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Toéng hgp

<400> 79 .
gcaagatggc cttggagtgg tttctatggt gettttgata tc 42

<210> 80
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hgp

<400> 80
Ala Arg Trp Pro Trp Ser Gly Phe Tyr Gly Ala Phe Asp Ile
1 5 10

<210> 81
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 81

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaage cttcacagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcage agtggtaatt actactggaa ctggatccgc 120
caacagccag gagagggcct ggagtggatt gcttacatct atcacaatgg ggtcaccaac 180
ttcaatccgt ccctcaagag tcgacttact atatcagtag acacgtctaa gactcagttc 240
tccctgaagt tgaggtctgt gactgecgeg gacacggecg tttattactg tgegagatca 300
ggcagctggt tcgagaactg gtacttcgat ctctggggec gtggeaccct ggtcactgtc 360
tcctca 366
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<210> 82
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 82
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly
20 25 30
Asn Tyr Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Gln Pro Gly Glu Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Ile Ala Tyr Ile Tyr His Asn Gly Val Thr Asn Phe Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Thr Gln Phe
65 70 75 80
Ser Leu Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg Ser Gly Ser Trp Phe Glu Asn Trp Tyr Phe Asp Leu Trp
100 105 110
Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 83

<211> 30

<212> ADN ,
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 83
ggtggctcca tcagcagtgg taattactac

<210> 84
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 84 '
Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly Asn Tyr Tyr
1 5 10

<210> 85

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

-08-
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220>
<223> Téng hop

<400> 85
atctatcaca atggggtcac c » 21

<210> 86

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 86
Ile Tyr His Asn Gly Val Thr
1 5

<210> 87
<211> 42
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 87
gcgagatcag gcagctggtt cgagaactgg tacttcgatc tc 42

<210> 88

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 88
Ala Arg Ser Gly Ser Trp Phe Glu Asn Trp Tyr Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 89

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 89

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcctgea gggecagtca gagtgttage agcagctact tagcctggta ccagcagaaa 120
cctggeccagg ctcccagget cctcatctat ggtgecatcca gcagggecac tggeatccca 180
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag 240

-90-
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cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcaccttg gacgttcgge 3600
caagggacca aggtggaaat caaa 324

<210> 90
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

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

<210> 91
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 91
cagagtgtta gcagcagcta ¢ 21

<210> 92

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 92
Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> ADN

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

<400> 93
ggtgcatcc 9

<210> 94

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 94
Gly Ala Ser
1

<210> 95

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 95
cagcagtatg gtagctcacc ttggacg 27

<210> 96

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 96
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 97
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 97

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaage cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt aattcctact ggagctggat ccggcagecc 120
ccagggaagg gactggagtg gattggatat gtctattccc gtgggaacac caagtacaac 180
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ccctccctca cgagtcgagt caccatgtca tttgacacgt ccaagaacca gttctccctg 240
aaactgaggt ctgtgaccgc cgcagacacg geegtgtatt actgtgcgag aagcagcagc 300
tggtacgagg actggtactt cgatctctgg ggccgtggea ccctggteac tgtctcctca 360

<210> 98

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 98
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Asn Ser
20 25 30
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Tyr Val Tyr Ser Arg Gly Asn Thr Lys Tyr Asn Pro Ser Leu Thr
50 55 60
Ser Arg Val Thr Met Ser Phe Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Ser Ser Ser Trp Tyr Glu Asp Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 99

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hgp

<400> 99 _
ggtggctcca tcagtaattc ctac 24

<210> 100

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 100
Gly Gly Ser Ile Ser Asn Ser Tyr
1 5
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<210> 101

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 101
gtctattccc gtgggaacac ¢

<210> 102

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 102
Val Tyr Ser Arg Gly Asn Thr
1 5

<210> 103
<211> 42
<212> ADN
<213> Trinh tuv nhan tao

220>
<223> Téng hgp

<400> 103
gcgagaagca gcagctggta cgaggactgg tacttcgatc tc

<210> 104
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 104
Ala Arg Ser Ser Ser Trp Tyr Glu Asp Trp Tyr Phe Asp Leu
1 5 , 10

<210> 105
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp
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<400> 105

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcaggg ctgtttaage cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcgatg tctatggtgg gtccttcaga ggttattatt ggagttggat ccgccageccc 120
ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcagttata gtggtttcac caattacaac 180
ccgtccctca agagtcgagt catcatatca atagatacgt ccaagaacca gttctccctg 240
aagatgagct ctgtgaccgc cgcggacacg getgtttatt actgtgegag agttacctat 300
ggttatggga cctttgatta ttggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctca 354

<210> 106
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 106
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Phe Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Asp Val Tyr Gly Gly Ser Phe Arg Gly Tyr
20 25 . 30
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Glu Ile Ser Tyr Ser Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Val Ile Ile Ser Ile Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Met Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Val Thr Tyr Gly Tyr Gly Thr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 107
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 107
ggtgggtcct tcagaggtta ttat 24

<210> 108

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 108
Gly Gly Ser Phe Arg Gly Tyr Tyr
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<210> 109

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 109
atcagttata gtggtttcac c

<210> 110

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 110
Ile Ser Tyr Ser Gly Phe Thr
1 5

<210> 111
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> Téng hagp

<400> 111
gcgagagtta cctatggtta tgggaccttt gattat

<210> 112
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 112

Ala Arg Val Thr Tyr Gly Tyr Gly Thr Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 113
<211> 1165
<212> PRT
<213> Trinh tuv nhan tao

-105-
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<220>
<223> hLEPR Accession No P48357

<400> 113
Met Ile Cys Gln Lys Phe Cys Val Val Leu Leu His Trp Glu Phe Ile
1 5 10 15
Tyr Val Ile Thr Ala Phe Asn Leu Ser Tyr Pro Ile Thr Pro Trp Arg
20 25 30
Phe Lys Leu Ser Cys Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr Asp Tyr Phe Leu
35 40 45
Leu Pro Ala Gly Leu Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser Asn Gly His Tyr
50 55 60
Glu Thr Ala Val Glu Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly Thr His Phe Ser
65 70 75 80
Asn Leu Ser Lys Thr Thr Phe His Cys Cys Phe Arg Ser Glu Gln Asp
85 : 90 95
Arg Asn Cys Ser Leu Cys Ala Asp Asn Ile Glu Gly Lys Thr Phe Val
100 105 - 110
Ser Thr Val Asn Ser Leu Val Phe Gln Gln Ile Asp Ala Asn Trp Asn
115 120 125
Ile Gln Cys Trp Leu Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe Ile Cys Tyr Val
130 135 140
Glu Ser Leu Phe Lys Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn Tyr Lys Val His
145 150 155 160
Leu Leu Tyr Val Leu Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser Pro Leu Val Pro
165 170 175
Gln Lys Gly Ser Phe Gln Met Val His Cys Asn Cys Ser Val His Glu
180 185 190
Cys Cys Glu Cys Leu Val Pro Val Pro Thr Ala Lys Leu Asn Asp Thr
195 200 205
Leu Leu Met Cys Leu Lys Ile Thr Ser Gly Gly Val Ile Phe Gln Ser
210 215 220
Pro Leu Met Ser Val Gln Pro Ile Asn Met Val Lys Pro Asp Pro Pro
225 230 235 4 240
Leu Gly Leu His Met Glu Ile Thr Asp Asp Gly Asn Leu Lys Ile Ser
245 250 255
Trp Ser Ser Pro Pro Leu Val Pro Phe Pro Leu Gln Tyr Gln Val Lys
260 265 270
Tyr Ser Glu Asn Ser Thr Thr Val Ile Arg Glu Ala Asp Lys Ile Val
275 280 285
Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val Asp Ser Ile Leu Pro Gly Ser Ser Tyr
290 295 300
Glu Val Gln Val Arg Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro Gly Ile Trp Ser
305 310 315 320
Asp Trp Ser Thr Pro Arg Val Phe Thr Thr Gln Asp Val Ile Tyr Phe
325 330 335
Pro Pro Lys Ile Leu Thr Ser Val Gly Ser Asn Val Ser Phe His Cys
340 345 350
Ile Tyr Lys Lys Glu Asn Lys Ile Val Pro Ser Lys Glu Ile Val Trp
355 360 365
Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys Ile Pro Gln Ser Gln Tyr Asp Val Val
370 375 380
Ser Asp His Val Ser Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu Asn Glu Thr Lys
385 390 395 400
Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu His
405 410 415
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Glu Cys His His Arg Tyr Ala Glu Leu Tyr Val Ile Asp Val Asn Ile
420 425 430
Asn Ile Ser Cys Glu Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys Met Thr Cys Arg
435 440 445
Trp Ser Thr Ser Thr Ile Gln Ser Leu Ala Glu Ser Thr Leu Gln Leu
450 455 460
Arg Tyr His Arg Ser Ser Leu Tyr Cys Ser Asp Ile Pro Ser Ile His
465 470 475 480
Pro Ile Ser Glu Pro Lys Asp Cys Tyr Leu Gln Ser Asp Gly Phe Tyr
485 490 495
Glu Cys Ile Phe Gln Pro Ile Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp
500 505 510
Ile Arg Ile Asn His Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys
515 520 525
Val Leu Pro Asp Ser Val Val Lys Pro Leu Pro Pro Ser Ser Val Lys
530 535 540
Ala Glu Ile Thr Ile Asn Ile Gly Leu Leu Lys Ile Ser Trp Glu Lys
545 550 555 560
Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn Leu Gln Phe Gln Ile Arg Tyr Gly Leu
565 570 575
Ser Gly Lys Glu Val Gln Trp Lys Met Tyr Glu Val Tyr Asp Ala Lys
580 . 585 590
Ser Lys Ser Val Ser Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys Ala Val Tyr Ala
595 600 605
Val Gln Val Arg Cys Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly Tyr Trp Ser Asn
610 615 620
Trp Ser Asn Pro Ala Tyr Thr Val Val Met Asp Ile Lys Val Pro Met
625 630 635 640
Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg Ile Ile Asn Gly Asp Thr Met Lys Lys
645 650 655
Glu Lys Asn Val Thr Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met Lys Asn Asp Ser
660 665 670
Leu Cys Ser Val Gln Arg Tyr Val Ile Asn His His Thr Ser Cys Asn
675 680 685
Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val Gly Asn His Thr Lys Phe Thr Phe Leu
690 695 700
Trp Thr Glu Gln Ala His Thr Val Thr Val Leu Ala Ile Asn Ser Ile
705 710 715 720
Gly Ala Ser Val Ala Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser Trp Pro Met Ser
725 730 735
Lys Val Asn Ile Val Gln Ser Leu Ser Ala Tyr Pro Leu Asn Ser Ser
740 745 750
Cys Val Ile Val Ser Trp Ile Leu Ser Pro Ser Asp Tyr Lys Leu Met
755 760 765
Tyr Phe Ile Ile Glu Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp Gly Glu Ile Lys
770 775 780
Trp Leu Arg Ile Ser Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr Ile His Asp His
785 790 795 800
Phe Ile Pro Ile Glu Lys Tyr Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Ile Phe Met
805 810 815
Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys Ile Ile Asn Ser Phe Thr Gln Asp Asp
820 825 830
Ile Glu Lys His Gln Ser Asp Ala Gly Leu Tyr Val Ile Val Pro Val
835 840 845
Ile Ile Ser Ser Ser Ile Leu Leu Leu Gly Thr Leu Leu Ile Ser His
850 855 860
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Gln Arg
865
Cys Ser

His Leu
Leu Glu

Lys Asn
930

Thr Thr

945

Ser Val

Glu Ser
Ser Lys

Val Thr
1010

Ser Asn

1025

Asp Gln

Leu Asp
Asp Lys

Glu Ser
1090

Pro Ala

1105

Ser His

Thr Phe

His Lys

<210> 11
<211> 84
<212> PR

Met
Trp
Phe
Pro
915
Lys
Asp
Asn
Gln
Pro
995
Lys
Ser
His

Glu

Lys
Ala
Ile
9500
Glu
Asp
Leu
Phe
Arg
980
Ser
Cys
Ser

Pro

Leu
1060

Lys
Gln
885
Lys
Thr
Glu
Glu
Ser
965
Gln
Glu
Phe
Trp
Asn

1045
Leu

Lys Ser Ile

1075

Gly
Pro
Phe
Ala

Ile

1155

4
6
T

Val
Cys

Val

Leu

Leu

Glu
1125

Leu
870
Gly
His
Ile
Met

Lys

Phe
Leu
Thr
Ser
Met

935
Gly

950 .

Glu

Pro

Thr

Ser

Ala
Phe
Gly

Ser
1015

Trp
Asn
Ala
Glu
920
Pro
Ser
Glu

Val

Glu

36820

Glu
Phe
Ser
905
Asp
Thr
Val
Gly
Lys

985
Glu

1000

Lys

Glu Ile Glu

1030

Ile Ile Ser

Lys Leu Glu

Tyr Tyr Leu
1080
Leu Thr Asp

1095

Phe Thr Asp

1110

Asn Asn Ile

Ser Tyr Met Pro Gln

1140

Met Glu Asn Lys Met
1160

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> hLEPR.mmh
aa 1-818:

<400> 11

4

Asn
Ala
Pro
Gly
1065
Gly
Lys

Ile

Asn

Asp
Gln
890
Val
Ile
Thr
Cys
Thr
970
Tyr
Gln
Ser
Gln
His
1050
Asn
Val
Ser

Arg

Leu
1130

Val Pro Asn
875
Lys Pro Glu

Thr Cys Gly

Ser Val Asp
925
Val Val Ser
940
Ile Ser Asp
955
Glu Val Thr

Ala Thr Leu

Gly Leu Ile
1005
Pro Leu Lys
1020
Ala Phe Phe
1035
Leu Thr Phe

Phe Pro Glu

Thr Ser Ile
1085
Arg Val Ser
1100
Val Leu Gln
1115
Gly Thr Ser

Phe Gln Thr Cys Ser

1145

Cys Asp Leu Thr Val

F22-D839 cua P48357
aa 819-846: nhan gan myc-myc-hexahistidin

Phe Asn Leu Ser Tyr Pro Ile Thr

1

5

Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr Asp

20

Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser Asn

Pro Trp Arg Phe

Tyr Phe Leu Leu

25

Gly His Tyr Glu

10

-108-

1165

Pro
Thr
Pro
910
Thr
Leu
Gln
Tyr
Ile
990
Asn
Asp
Ile
Ser
Glu
1070
Lys
Cys
Asp

Ser

Thr
1150

30

Lys Asn
880

Phe Glu

895

Leu Leu

Ser Trp
Leu Ser

Phe Asn
960

Glu Asp

975

Ser Asn

Ser Ser
Ser Phe

Leu Ser
1040
Glu Gly
1055
Asn Asn

Lys Arg
Pro Phe

Ser Cys
1120
Lys Lys
1135
Gln Thr

Lys Leu Ser Cys

15

Pro Ala Gly Leu

Thr Ala Val Glu
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35 40 45
Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly Thr His Phe Ser Asn Leu Ser Lys Thr
50 55 60
Thr Phe His Cys Cys Phe Arg Ser Glu Gln Asp Arg Asn Cys Ser Leu
65 70 75 80
Cys Ala Asp Asn Ile Glu Gly Lys Thr Phe Val Ser Thr Val Asn Ser
85 90 95
Leu Val Phe Gln Gln Ile Asp Ala Asn Trp Asn Ile Gln Cys Trp Leu
100 105 110
Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe Ile Cys Tyr Val Glu Ser Leu Phe Lys
115 120 125
Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn Tyr Lys Val His Leu Leu Tyr Val Leu
130 135 140
Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser Pro Leu Val Pro Gln Lys Gly Ser Phe
145 150 155 160
Gln Met Val His Cys Asn Cys Ser Val His Glu Cys Cys Glu Cys Leu
165 170 _ 175
Val Pro Val Pro Thr Ala Lys Leu Asn Asp Thr Leu Leu Met Cys Leu
180 185 190
Lys Ile Thr Ser Gly Gly Val Ile Phe Gln Ser Pro Leu Met Ser Val
195 200 205
Gln Pro Ile Asn Met Val Lys Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu His Met
210 215 220
Glu Ile Thr Asp Asp Gly Asn Leu Lys Ile Ser Trp Ser Ser Pro Pro
225 230 235 240
Leu Val Pro Phe Pro Leu Gln Tyr Gln Val Lys Tyr Ser Glu Asn Ser
245 250 255
Thr Thr Val Ile Arg Glu Ala Asp Lys Ile Val Ser Ala Thr Ser Leu
260 265 270
Leu Val Asp Ser Ile Leu Pro Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gln Val Arg
275 280 285
Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro Gly Ile Trp Ser Asp Trp Ser Thr Pro
290 295 300
Arg Val Phe Thr Thr Gln Asp Val Ile Tyr Phe Pro Pro Lys Ile Leu
305 310 315 320
Thr Ser Val Gly Ser Asn Val Ser Phe His Cys Ile Tyr Lys Lys Glu
325 330 335
Asn Lys Ile Val Pro Ser Lys Glu Ile Val Trp Trp Met Asn Leu Ala
340 345 350
Glu Lys Ile Pro Gln Ser Gln Tyr Asp Val Val Ser Asp His Val Ser
355 360 ' 365
Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu Asn Glu Thr Lys Pro Arg Gly Lys Phe
370 375 380
Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu His Glu Cys His His Arg
385 390 395 400
Tyr Ala Glu Leu Tyr Val Ile Asp Val Asn Ile Asn Ile Ser Cys Glu
405 410 415
Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys Met Thr Cys Arg Trp Ser Thr Ser Thr
420 . 425 430
Ile Gln Ser Leu Ala Glu Ser Thr Leu Gln Leu Arg Tyr His Arg Ser
435 440 445
Ser Leu Tyr Cys Ser Asp Ile Pro Ser Ile His Pro Ile Ser Glu Pro
450 455 460
Lys Asp Cys Tyr Leu Gln Ser Asp Gly Phe Tyr Glu Cys Ile Phe Gln
465 470 475 480
Pro Ile Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp Ile Arg Ile Asn His
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485 490 495
Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser
500 505 510
Val Val Lys Pro Leu Pro Pro Ser Ser Val Lys Ala Glu Ile Thr Ile
515 520 525
Asn Ile Gly Leu Leu Lys Ile Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu
530 535 540
Asn Asn Leu Gln Phe Gln Ile Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Val
545 550 ° 555 560
Gln Trp Lys Met Tyr Glu Val Tyr Asp Ala Lys Ser Lys Ser Val Ser
565 570 575
Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys Ala Val Tyr Ala Val Gln Val Arg Cys
580 585 590
Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Asn Pro Ala
595 600 605
Tyr Thr Val Val Met Asp Ile Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe
610 615 620
Trp Arg Ile Ile Asn Gly Asp Thr Met Lys Lys Glu Lys Asn Val Thr
625 630 635 640
Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Gln
645 650 655
Arg Tyr Val Ile Asn His His Thr Ser Cys Asn Gly Thr Trp Ser Glu
660 665 670
Asp Val Gly Asn His Thr Lys Phe Thr Phe Leu Trp Thr Glu Gln Ala
675 _ 680 685
His Thr Val Thr Val Leu Ala Ile Asn Ser Ile Gly Ala Ser Val Ala
690 695 700 -
Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser Trp Pro Met Ser Lys Val Asn Ile Val
705 710 715 720
Gln Ser Leu Ser Ala Tyr Pro Leu Asn Ser Ser Cys Val Ile Val Ser
725 730 735
Trp Ile Leu Ser Pro Ser Asp Tyr Lys Leu Met Tyr Phe Ile Ile Glu
740 745 750
Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp Gly Glu Ile Lys Trp Leu Arg Ile Ser
755 760 765
Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr Ile His Asp His Phe Ile Pro Ile Glu
770 775 780
Lys Tyr Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Ile Phe Met Glu Gly Val Gly Lys
785 790 795 800
Pro Lys Ile Ile Asn Ser Phe Thr Gln Asp Asp Ile Glu Lys His Gln
805 810 815
Ser Asp Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Gly Gly Glu Gln
820 825 830
Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu His His His His His His
835 840 845

<210> 115
<211> 1051
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> hLEPR.mFc
aa 1-818: F22-D839 cUa P48357
aa 819-1051: IgG2a chudt nha (E98-K330 cua P01863)
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<400> 115
Phe Asn Leu Ser Tyr Pro Ile Thr Pro Trp
1 5 10
Met Pro Pro Asn Ser Thr Tyr Asp Tyr Phe
20 25
Ser Lys Asn Thr Ser Asn Ser Asn Gly His
35 40
Pro Lys Phe Asn Ser Ser Gly Thr His Phe
50 55
Thr Phe His Cys Cys Phe Arg Ser Glu Gln
65 70
Cys Ala Asp Asn Ile Glu Gly Lys Thr Phe
85 90
Leu Val Phe Gln Gln Ile Asp Ala Asn Trp
100 105
Lys Gly Asp Leu Lys Leu Phe Ile Cys Tyr
115 120
Asn Leu Phe Arg Asn Tyr Asn Tyr Lys Val
130 135
Pro Glu Val Leu Glu Asp Ser Pro Leu Val
145 150
Gln Met Val His Cys Asn Cys Ser Val His
165 170
Val Pro Val Pro Thr Ala Lys Leu Asn Asp
180 185
Lys Ile Thr Ser Gly Gly Val Ile Phe Gln
195 200
Gln Pro Ile Asn Met Val Lys Pro Asp Pro
210 215
Glu Ile Thr Asp Asp Gly Asn Leu Lys Ile
225 230
Leu Val Pro Phe Pro Leu Gln Tyr Gln Val
245 250
Thr Thr Val Ile Arg Glu Ala Asp Lys Ile
260 265
Leu Val Asp Ser Ile Leu Pro Gly Ser Ser
275 280
Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro Gly Ile Trp
290 295
Arg Val Phe Thr Thr Gln Asp Val Ile Tyr
305 310
Thr Ser Val Gly Ser Asn Val Ser Phe His
325 330
Asn Lys Ile Val Pro Ser Lys Glu Ile Val
340 ' 345
Glu Lys Ile Pro Gln Ser Gln Tyr Asp Val
355 360
Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu Asn Glu Thr
370 375
Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu
385 390
Tyr Ala Glu Leu Tyr Val Ile Asp Val Asn
405 410
Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys Met Thr Cys
420 425

-111-

Arg
Leu
Tyr
Ser
Asp
75

Val
Asn
Val
His
Pro
155
Glu
Thr
Ser
Pro
Ser
235
Lys
Val
Tyr
Ser
Phe
315
Cys
Trp
Val
Lys
His
395
Ile

Arg

Phe
Leu
Glu
Asn
60

Arg
Ser
Ile
Glu
Leu
140
Gln
Cys
Leu
Pro
Leu
220
Trp
Tyr
Ser
Glu
Asp
300
Pro
Ile
Trp
Ser
Pro
380
Glu

Asn

Trp

Lys
Pro
Thr
45

Leu
Asn
Thr
Gln
Ser
125
Leu
Lys
Cys
Leu
Leu
205
Gly
Ser
Ser
Ala
Val
285
Trp
Pro
Tyr
Met
Asp
365
Arg
Cys
Ile

Ser

Leu
Ala
30

Ala
Ser
Cys
Val
Cys
110
Leu
Tyr
Gly
Glu
Met
190
Met
Leu
Ser
Glu
Thr
270
Gln
Ser
Lys
Lys
Asn
350
His
Gly
His
Ser

Thr
430

Ser
15

Gly
Val
Lys
Ser
Asn
95

Trp
Phe
Val
Ser
Cys
175
Cys
Ser
His
Pro
Asn
255
Ser
Val
Thr
Ile
Lys
335
Leu
Val
Lys
His
Cys

415
Ser

Cys
Leu
Glu
Thr
Leu
80

Ser
Leu
Lys
Leu
Phe
160
Leu
Leu
Val
Met
Pro
240
Ser
Leu
Arg
Pro
Leu
320
Glu
Ala
Ser
Phe
Arg
400
Glu

Thr
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Ile Gln Ser Leu Ala Glu Ser Thr Leu Gln Leu Arg Tyr His Arg Ser
435 440 445
Ser Leu Tyr Cys Ser Asp Ile Pro Ser Ile His Pro Ile Ser Glu Pro
450 455 460 .
Lys Asp Cys Tyr Leu Gln Ser Asp Gly Phe Tyr Glu Cys Ile Phe Gln
465 470 475 480
Pro Ile Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp Ile Arg Ile Asn His
485 490 495
Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser
500 505 510
Val val Lys Pro Leu Pro Pro Ser Ser Val Lys Ala Glu Ile Thr Ile
515 520 525
Asn Ile Gly Leu Leu Lys Ile Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu
530 535 540
Asn Asn Leu Gln Phe Gln Ile Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Val
545 550 555 560
Gln Trp Lys Met Tyr Glu Val Tyr Asp Ala Lys Ser Lys Ser Val Ser
565 570 575
Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys Ala Val Tyr Ala Val Gln Val Arg Cys
580 585 590
Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Asn Pro Ala
595 600 605
Tyr Thr Val Val Met Asp Ile Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe
610 615 620
Trp Arg Ile Ile Asn Gly Asp Thr Met Lys Lys Glu Lys Asn Val Thr
625 630 635 640
Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Gln
645 650 655
Arg Tyr Val Ile Asn His His Thr Ser Cys Asn Gly Thr Trp Ser Glu
660 665 670
Asp Val Gly Asn His Thr Lys Phe Thr Phe Leu Trp Thr Glu Gln Ala
675 680 685
His Thr Val Thr Val Leu Ala Ile Asn Ser Ile Gly Ala Ser Val Ala
690 695 700
Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser Trp Pro Met Ser Lys Val Asn Ile Val
705 710 - 715 720
Gln Ser Leu Ser Ala Tyr Pro Leu Asn Ser Ser Cys Val Ile Val Ser
725 730 735
Trp Ile Leu Ser Pro Ser Asp Tyr Lys Leu Met Tyr Phe Ile Ile Glu
740 745 750
Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp Gly Glu Ile Lys Trp Leu Arg Ile Ser
755 760 765
Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr Ile His Asp His Phe Ile Pro Ile Glu
770 775 780
Lys Tyr Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Ile Phe Met Glu Gly Val Gly Lys
785 790 795 800
Pro Lys Ile Ile Asn Ser Phe Thr Gln Asp Asp Ile Glu Lys His Gln
805 810 815
Ser Asp Glu Pro Arg Gly Pro Thr Ile Lys Pro Cys Pro Pro Cys Lys
820 825 830
Cys Pro Ala Pro Asn Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
835 , 840 845
Pro Lys Ile Lys Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Ser Pro Ile Val Thr
850 855 860 -
Cys Val Val Val Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gln Ile Ser
865 870 875 880
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Trp
Arg
Gln
Asn
Gly
945
Glu
Met
Leu

Phe

Asn

1025

Phe
Glu
His
Lys
930
Ser
Met
Pro

Asn

Met

1010

Ser

Val
Asp
Gln
915
Asp
Val
Thr
Glu
Tyr
995
Tyr

Tyr

Thr Thr Lys

<216>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

116
1045
PRT
Trinh

Asn
Tyr
900
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
980
Lys
Ser

Ser

Ser

36820

Asn Val Glu Val His

885

Asn Ser Thr Leu Arg
905

Trp Met Ser Gly Lys

920
Pro Ala Pro Ile Glu
935
Ala Pro Gln Val Tyr
950

Lys Gln Val Thr Leu

965

Ile Tyr Val Glu Trp
985

Asn Thr Glu Pro Val

1000
Lys Leu Arg Val Glu
1015
Cys Ser Val Val His
1030
Phe Ser Arg Thr Pro
1045

ty nhan tao

hLEPR.hFc

aa 1-818:
aa 819-1045: nhan gan IgGl nguoi (D104-K330 cla P@1857)

116

F22-D839 cla P48357

Phe Asn Leu Ser Tyr Pro Ile Thr Pro

1
Met

Ser
Pro
Thr
65

Cys
Leu
Lys
Asn
Pro

145
Gln

Pro
Lys
Lys
50

Phe
Ala
Val
Gly
Leu
130
Glu

Met

Pro
Asn
35

Phe
His
Asp
Phe
Asp
115
Phe
Val

Val

Asn
20

Thr
Asn
Cys
Asn
Gln
100
Leu
Arg

Leu

His

5

Ser Thr Tyr Asp Tyr
25

Ser Asn Ser Asn Gly

40
Ser Ser Gly Thr His
55
Cys Phe Arg Ser Glu
70

Ile Glu Gly Lys Thr

85

Gln Ile Asp Ala Asn
105

Lys Leu Phe Ile Cys

120
Asn Tyr Asn Tyr Lys
135
Glu Asp Ser Pro Leu
150
Cys Asn Cys Ser Val

Thr Ala Gln Thr Gln Thr His

890 895

Val Val Ser Ala Leu Pro Ile

910
Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn
925
Arg Thr Ile Ser Lys Pro Lys
940

Val Leu Pro Pro Pro Glu Glu
955 960

Thr Cys Met Val Thr Asp Phe

970 975

Thr Asn Asn Gly Lys Thr Glu

990
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr
1005
Lys Lys Asn Trp Val Glu Arg
1020

Glu Gly Leu His Asn His His
1035 1040

Gly Lys

1050

Trp Arg Phe Lys Leu Ser Cys

10 15

Phe Leu Leu Pro Ala Gly Leu

30
His Tyr Glu Thr Ala Val Glu
45
Phe Ser Asn Leu Ser Lys Thr
60

Gln Asp Arg Asn Cys Ser Leu
75 80

Phe Val Ser Thr Val Asn Ser

90 95

Trp Asn Ile Gln Cys Trp Leu

110
Tyr Val Glu Ser Leu Phe Lys
125
Val His Leu Leu Tyr Val Leu
140

Val Pro Gln Lys Gly Ser Phe
155 160

His Glu Cys Cys Glu Cys Leu
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165 170 175
Val Pro Val Pro Thr Ala Lys Leu Asn Asp Thr Leu Leu Met Cys Leu
180 - 185 190
Lys Ile Thr Ser Gly Gly Val Ile Phe Gln Ser Pro Leu Met Ser Val
195 200 205
Gln Pro Ile Asn Met Val Lys Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu His Met
210 215 220
Glu Ile Thr Asp Asp Gly Asn Leu Lys Ile Ser Trp Ser Ser Pro Pro
225 230 235 240
Leu Val Pro Phe Pro Leu Gln Tyr Gln Val Lys Tyr Ser Glu Asn Ser
245 250 255
Thr Thr Val Ile Arg Glu Ala Asp Lys Ile Val Ser Ala Thr Ser Leu
. 260 265 270
Leu Val Asp Ser Ile Leu Pro Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gln Val Arg
275 . 280 285
Gly Lys Arg Leu Asp Gly Pro Gly Ile Trp Ser Asp Trp Ser Thr Pro
290 295 300
Arg Val Phe Thr Thr Gln Asp Val Ile Tyr Phe Pro Pro Lys Ile Leu
305 310 315 320
Thr Ser Val Gly Ser Asn Val Ser Phe His Cys Ile Tyr Lys Lys Glu
325 330 335
Asn Lys Ile Val Pro Ser Lys Glu Ile Val Trp Trp Met Asn Leu Ala
340 345 350
Glu Lys Ile Pro Gln Ser Gln Tyr Asp Val Val Ser Asp His Val Ser
355 360 365
Lys Val Thr Phe Phe Asn Leu Asn Glu Thr Lys Pro Arg Gly Lys Phe
370 375 380
Thr Tyr Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu His Glu Cys His His Arg
385 390 395 400
Tyr Ala Glu Leu Tyr Val Ile Asp Val Asn Ile Asn Ile Ser Cys Glu
405 410 415
Thr Asp Gly Tyr Leu Thr Lys Met Thr Cys Arg Trp Ser Thr Ser Thr
420 425 430
Ile Gln Ser Leu Ala Glu Ser Thr Leu Gln Leu Arg Tyr His Arg Ser
435 440 445
Ser Leu Tyr Cys Ser Asp Ile Pro Ser Ile His Pro Ile Ser Glu Pro
450 455 460
Lys Asp Cys Tyr Leu Gln Ser Asp Gly Phe Tyr Glu Cys Ile Phe Gln
465 470 475 480
Pro Ile Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp Ile Arg Ile Asn His
485 490 495
Ser Leu Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser
500 505 510
Val Val Lys Pro Leu Pro Pro Ser Ser Val Lys Ala Glu Ile Thr Ile
515 520 525
Asn Ile Gly Leu Leu Lys Ile Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu
530 535 540
Asn Asn Leu Gln Phe Gln Ile Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Val
545 550 555 560
Gln Trp Lys Met Tyr Glu Val Tyr Asp Ala Lys Ser Lys Ser Val Ser
565 570 575
Leu Pro Val Pro Asp Leu Cys Ala Val Tyr Ala Val Gln Val Arg Cys
580 585 590
Lys Arg Leu Asp Gly Leu Gly Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Asn Pro Ala
595 600 605
Tyr Thr Val Val Met Asp Ile Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe
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610 615 620
Trp Arg Ile Ile Asn Gly Asp Thr Met Lys Lys Glu Lys Asn Val Thr
625 630 635 640
Leu Leu Trp Lys Pro Leu Met Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Gln
645 650 655
Arg Tyr Val Ile Asn His His Thr Ser Cys Asn Gly Thr Trp Ser Glu
660 665 670
Asp Val Gly Asn His Thr Lys Phe Thr Phe Leu Trp Thr Glu Gln Ala
675" 680 685
His Thr Val Thr Val Leu Ala Ile Asn Ser Ile Gly Ala Ser Val Ala
690 695 700
Asn Phe Asn Leu Thr Phe Ser Trp Pro Met Ser Lys Val Asn Ile Val
705 710 ‘ 715 720
Gln Ser Leu Ser Ala Tyr Pro Leu Asn Ser Ser Cys Val Ile Val Ser
725 730 735
Trp Ile Leu Ser Pro Ser Asp Tyr Lys Leu Met Tyr Phe Ile Ile Glu
740 745 750
Trp Lys Asn Leu Asn Glu Asp Gly Glu Ile Lys Trp Leu Arg Ile Ser
755 760 765
Ser Ser Val Lys Lys Tyr Tyr Ile His Asp His Phe Ile Pro Ile Glu
770 775 780
Lys Tyr Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Ile Phe Met Glu Gly Val Gly Lys
785 790 795 800
Pro Lys Ile Ile Asn Ser Phe Thr Gln Asp Asp Ile Glu Lys His Gln
805 810 815
Ser Asp Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu
820 825 830
Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
835 840 845
Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
850 855 860
Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
865 870 875 880
Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
885 890 895
Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
900 905 910
Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
915 920 925
Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
930 935 940
Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln
945 950 955 ‘ 960
Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
965 970 975
Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
980 985 990
Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
995 1000 1005
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
1010 1015 1020
Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
1025 1030 1035 1040
Leu Ser Pro Gly Lys
1045
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

117
844
PRT
Trinh tu nhan tao

MFLEPR . mmh

36820

aa 1-816: F22-D837 khi dudi dai Macaca fascicularis vdi
su thay thé T827A tu XP_005543194.1
aa 817-844: nhan gan myc-myc-hexahistidin

117

Phe Asn Leu

1

Met Pro Pro

Ser
Phe
His
65

Asp
Phe
Asp
Phe
Val
145
Val
Val
Thr
Ile
Thr
225
Pro
Val
Asp
Arg
Phe
305
Val

Ile

Lys
Asn
50

Cys
Asn
Gln
Leu
Lys
130
Leu
His
Pro
Ser
Asn
210
Asp
Phe
Ile
Gly
Leu
290
Thr
Gly

Val

Asn
35

Ser
Cys
Ile
Gln
Lys
115
Asn
Glu
Cys
Thr
Gly
195
Met
Asp
Pro
Arg
Ile
275
Asp
Thr

Ser

Ser

Ser
Asn
20

Thr
Ser
Phe
Glu
Met
100
Leu
Tyr
Asp
Asn
Ala
180
Gly
Val
Gly
Leu
Glu
260
Leu
Gly
Gln

Asn

Ser

Tyr
5

Ser
Ser
Asp
Arg
Gly
85

Gly
Phe
Lys
Ser
Cys
165
Lys
Val
Lys
Asn
Gln
245
Ala
Pro
Pro
Asp
Val

325
Lys

Pro
Thr
Asn
Thr
Ser
70

Lys
Ala
Ile
His
Pro
150
Ser
Leu
Ile
Pro
Leu
230
Tyr
Asp
Gly
Gly
Val
310

Ser

Lys

Ile
Tyr
Leu
His
55

Glu
Thr
Asn
Cys
Lys
135
Leu
Val
Asn
Phe
Asp
215
Lys
Glu
Lys
Ser
Ile
295
Ile
Phe

Ile

Thr
Asp
Asn
40

Phe
Gln
Phe
Trp
Tyr
120
Val
Val
His
Asp
Gln
200
Pro
Ile
Val
Ile
Ser
280
Trp
Tyr
His

Val

Pro
Tyr
25

Gly
Ser
Asp
Val
Asn
105
Val
His
Pro
Glu
Thr
185
Ser
Pro
Ser
Lys
Val
265
Tyr
Ser
Phe
Cys

Trp

Trp Arg Phe

10
Phe

His
Asn
Arg
Ser
90

Ile
Glu
Leu
Gln
Arg
170
Leu
Pro
Leu
Trp
Tyr
250
Ser
Glu
Asp
Pro
Ile

330
Trp
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Leu
Tyr
Leu
Asn
75

Thr
Gln
Ser
Leu
Lys
155
Cys
Leu
Leu
Gly
Ser
235
Ser
Ala
Val
Trp
Pro
315
Tyr

Met

Leu
Glu
Ser
60

Cys
Val
Cys
Leu
Tyr
140
Gly
Glu
Met
Met
Leu
220
Ser
Glu
Thr
Gln
Ser
300
Lys
Lys

Asn

Lys
Pﬁo
Thr
45

Lys
Ser
Asn
Trp
Phe
125
Val
Ser
Cys
Cys
Ser
205
Arg
Pro
Asn
Ser
Val
285
Thr
Ile

Asn

Leu

Leu
Ala
30

Ala
Thr
Leu
Ser
Leu
110
Lys
Leu
Phe
Leu
Leu
190
Val
Met
Pro
Ser
Leu
270
Arg
Pro
Leu

Glu

Ala

Ser
15

Gly
Val
Thr
Cys
Ser
95

Lys
Asn
Pro
Gln
Val
175
Lys
Gln
Glu
Leu
Thr
255
Leu
Gly
His
Thr
Asn

335
Glu

Cys
Leu
Glu
Phe
Ala
80

Val
Gly
Pro
Glu
Met
160
Pro
Ile
Pro
Ile
Val
240
Thr
Val
Lys
Val
Ser
320
Lys

Lys
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340 345 350
Ile Pro Gln Ser Gln Tyr Asp Val Val Ser Asp His Val Ser Lys Val
355 360 365
Thr Phe Phe Asn Leu Asn Glu Thr Lys Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr
370 375 380
Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu His Glu Cys His His Arg Tyr Ala
385 390 395 ' 400
Glu Leu Tyr Val Ile Asp Val Asn Ile Asn Ile Ser Cys Glu Thr Asp
405 410 415
Gly His Leu Thr Lys Met Thr Cys Arg Trp Ser Thr Asn Thr Ile Gln
420 425 430
Ser Leu Ala Gly Ser Thr Leu Gln Leu Arg Tyr Arg Arg Ser Ser Leu
435 440 445
Tyr Cys Phe Asp Ile Pro Ser Ile His Pro Ile Ser Lys Pro Lys Asp
450 455 460
Cys Tyr Leu Gln Ser Asp Gly Phe Tyr Glu Cys Val Phe Gln Pro Ile
465 470 475 480
Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp Ile Arg Ile Asn His Pro Leu
485 490 495
Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser Val Val
500 505 510
Lys Pro Leu Pro Pro Ser Ser Val Lys Ala Glu Ile Ile Lys Asn Ile
515 520 525
Gly Leu Leu Lys Ile Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn
530 535 540
Leu Gln Phe Gln Ile Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Ile Gln Trp
545 550 555 560
Lys Met Tyr Asp Val Tyr Asp Ala Lys Ser Lys Ser Val Ser Leu Pro
565 570 575
Val Pro Asp Phe Cys Ala Val Tyr Ala Val Gln Val Arg Cys Lys Arg
580 585 590
Ser Asp Gly Leu Gly Leu Trp Ser Asn Trp Ser Asn Pro Ala Tyr Thr
595 600 605
Val Val Met Asp Ile Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg
610 615 620
Ile Ile Asn Gly Asp Thr Met Lys Lys Glu Lys Asn Val Thr Leu Leu
625 630 635 ’ 640
Trp Lys Pro Leu Met Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Gln Arg Tyr
645 650 655
Val Ile Asn His His Thr Ser Cys Asn Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val
660 665 670
Gly Asn His Thr Lys Phe Thr Phe Leu Trp Thr Glu Gln Ala His Thr
675 680 685
Val Thr Val Leu Ala Ile Asn Ser Ile Gly Ala Ser Val Ala Asn Phe
690 695 700
Asn Leu Thr Phe Ser Trp Pro Met Ser Lys Val Asn Ile Val Gln Ser
705 710 715 720
Leu Ser Ala Tyr Pro Leu Asn Ser Ser Cys Val Ile Leu Ser Trp Ile
725 730 735
Leu Ser Pro Ser Asp Tyr Lys Leu Met Tyr Phe Ile Ile Glu Trp Lys
740 745 750
Asn Leu Asn Glu Asp Gly Glu Ile Lys Trp Leu Arg Ile Ser Ser Ser
755 760 765
Val Lys Lys Tyr Tyr Ile His Asp His Phe Ile Pro Ile Glu Lys Tyr
770 775 780
Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Ile Phe Met Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys
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785 790 795 800
Ile Ile Asn Ser Phe Ala Gln Asp Asn Thr Glu Lys His Gln Asn Asp
805 810 815
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Gly Gly Glu Gln Lys Leu
820 825 830
Ile Ser Glu Glu Asp Leu His His His His His His
835 840

<210> 118

<211> 846

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> mLEPR.mmh
aa 1-818: LEPR chudt nha (L22-G839 cla NP_666258.2)
aa 817-846: nhan gan myc-myc-hexahistidin

<400> 118
Leu Asn Leu Ala Tyr Pro Ile Ser Pro Trp Lys Phe Lys Leu Phe Cys
1 5 10 15
Gly Pro Pro Asn Thr Thr Asp Asp Ser Phe Leu Ser Pro Ala Gly Ala
20 _ 25 30
Pro Asn Asn Ala Ser Ala Leu Lys Gly Ala Ser Glu Ala Ile Val Glu
35 40 45
Ala Lys Phe Asn Ser Ser Gly Ile Tyr Val Pro Glu Leu Ser Lys Thr
50 55 60
Val Phe His Cys Cys Phe Gly Asn Glu Gln Gly Gln Asn Cys Ser Ala
65 70 75 80
Leu Thr Asp Asn Thr Glu Gly Lys Thr Leu Ala Ser Val Val Lys Ala
85 90 95
Ser Val Phe Arg Gln Leu Gly Val Asn Trp Asp Ile Glu Cys Trp Met
100 105 110
Lys Gly Asp Leu Thr Leu Phe Ile Cys His Met Glu Pro Leu Pro Lys
115 120 125
Asn Pro Phe Lys Asn Tyr Asp Ser Lys Val His Leu Leu Tyr Asp Leu
130 135 140
Pro Glu Val Ile Asp Asp Ser Pro Leu Pro Pro Leu Lys Asp Ser Phe
145 150 155 160
Gln Thr Val Gln Cys Asn Cys Ser Leu Arg Gly Cys Glu Cys His Val
165 170 _ 175
Pro Val Pro Arg Ala Lys Leu Asn Tyr Ala Leu Leu Met Tyr Leu Glu
180 185 190
Ile Thr Ser Ala Gly Val Ser Phe Gln Ser Pro Leu Met Ser Leu Gln
195 200 205
Pro Met Leu Val Val Lys Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu His Met Glu
210 215 220
Val Thr Asp Asp Gly Asn Leu Lys Ile Ser Trp Asp Ser Gln Thr Met
225 230 235 240
Ala Pro Phe Pro Leu Gln Tyr Gln Val Lys Tyr Leu Glu Asn Ser Thr
245 250 255
Ile Val Arg Glu Ala Ala Glu Ile Val Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val
260 265 270
Asp Ser Val Leu Pro Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gln Val Arg Ser Lys
275 280 285

-118-



36820

Arg Leu Asp Gly Ser Gly Val Trp Ser Asp Trp Ser Ser Pro Gln Val
290 295 300
Phe Thr Thr Gln Asp Val Val Tyr Phe Pro Pro Lys Ile Leu Thr Ser
305 310 315 320
Val Gly Ser Asn Ala Ser Phe His Cys Ile Tyr Lys Asn Glu Asn Gln
325 330 335
Ile Ile Ser Ser Lys Gln Ile Val Trp Trp Arg Asn Leu Ala Glu Lys
340 345 350
Ile Pro Glu Ile Gln Tyr Ser Ile Val Ser Asp Arg Val Ser Lys Val
355 360 365
Thr Phe Ser Asn Leu Lys Ala Thr Arg Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr
370 375 380
Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu Gln Ala Cys His His Arg Tyr Ala
385 390 395 400
Glu Leu Tyr Val Ile Asp Val Asn Ile Asn Ile Ser Cys Glu Thr Asp
405 410 . 415
Gly Tyr Leu Thr Lys Met Thr Cys Arg Trp Ser Pro Ser Thr Ile Gln
420 425 430
Ser Leu Val Gly Ser Thr Val Gln Leu Arg Tyr His Arg Arg Ser Leu
435 440 445
Tyr Cys Pro Asp Ser Pro Ser Ile His Pro Thr Ser Glu Pro Lys Asn
450 455 460
Cys Val Leu Gln Arg Asp Gly Phe Tyr Glu Cys Val Phe Gln Pro Ile
465 470 475 480
Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp Ile Arg Ile Asn His Ser Leu
485 490 495
Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser Val Val
500 505 510
Lys Pro Leu Pro Pro Ser Asn Val Lys Ala Glu Ile Thr Val Asn Thr
515 520 525
Gly Leu Leu Lys Val Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn
530 535 540
Leu Gln Phe Gln Ile Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Ile Gln Trp
545 550 555 560
Lys Thr His Glu Val Phe Asp Ala Lys Ser Lys Ser Ala Ser Leu Leu
565 570 575
Val Ser Asp Leu Cys Ala Val Tyr Val Val Gln Val Arg Cys Arg Arg
580 585 590
Leu Asp Gly Leu Gly Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Ser Pro Ala Tyr Thr
595 600 605
Leu Val Met Asp Val Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg
610 615 620
Lys Met Asp Gly Asp Val Thr Lys Lys Glu Arg Asn Val Thr Leu Leu
625 630 635 640
Trp Lys Pro Leu Thr Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Arg Arg Tyr
645 650 655
Val Val Lys His Arg Thr Ala His Asn Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val
660 : 665 670
Gly Asn Arg Thr Asn Leu Thr Phe Leu Trp Thr Glu Pro Ala His Thr
675 680 685
Val Thr Val Leu Ala Val Asn Ser Leu Gly Ala Ser Leu Val Asn Phe
690 695 700
Asn Leu Thr Phe Ser Trp Pro Met Ser Lys Val Ser Ala Val Glu Ser
705 710 715 720
Leu Ser Ala Tyr Pro Leu Ser Ser Ser Cys Val Ile Leu Ser Trp Thr
725 730 735
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Leu Ser Pro Asp Asp Tyr Ser Leu Leu Tyr Leu Val Ile Glu Trp Lys
740 745 750
Ile Leu Asn Glu Asp Asp Gly Met Lys Trp Leu Arg Ile Pro Ser Asn
755 760 765
Val Lys Lys Phe Tyr Ile His Asp Asn Phe Ile Pro Ile Glu Lys Tyr
770 775 780
Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Val Phe Met Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys
785 790 795 : 800
Ile Ile Asn Gly Phe Thr Lys Asp Ala Ile Asp Lys Gln Gln Asn Asp
805 810 815
Ala Gly Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Gly Gly Glu Gln
820 825 830
Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu His His His His His His
835 840 845

<210> 119
<211> 846
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> rLEPR.mmh :
aa 1-818: LEPR chudt céng (L22-G839 cla NP_036728.1)
aa 819-846: nhan gan myc-myc-hexahistidin

<400> 119
Leu Asn Leu Ala Tyr Pro Thr Ser Pro Trp Arg Phe Lys Leu Phe Cys
1 5 10 15
Ala Pro Pro Ser Thr Thr Asp Asp Ser Phe Leu Ser Pro Ala Gly Val
20 25 30
Pro Asn Asn Thr Ser Ser Leu Lys Gly Ala Ser Glu Ala Leu Val Glu
35 40 45
Ala Lys Phe Asn Ser Thr Gly Ile Tyr Val Ser Glu Leu Ser Lys Thr
50 55 60
Ile Phe His Cys Cys Phe Gly Asn Glu Gln Gly Gln Asn Cys Ser Ala
65 70 75 80
Leu Thr Gly Asn Thr Glu Gly Lys Thr Leu Ala Ser Val Val Lys Pro
85 90 95
Leu Val Phe Arg Gln Leu Gly Val Asn Trp Asp Ile Glu Cys Trp Met
100 105 - 11e
Lys Gly Asp Leu Thr Leu Phe Ile Cys His Met Glu Pro Leu Leu Lys
115 120 125
Asn Pro Phe Lys Asn Tyr Asp Ser Lys Val His Leu Leu Tyr Asp Leu
130 135 140
Pro Glu Val Ile Asp Asp Leu Pro Leu Pro Pro Leu Lys Asp Ser Phe
145 150 155 160
Gln Thr Vval Gln Cys Asn Cys Ser Val Arg Glu Cys Glu Cys His Val
165 170 - 175
Pro Val Pro Arg Ala Lys Val Asn Tyr Ala Leu Leu Met Tyr Leu Glu
180 185 190
Ile Thr Ser Ala Gly Val Ser Phe Gln Ser Pro Leu Met Ser Leu Gln
195 200 205
Pro Met Leu Val Val Lys Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu Arg Met Glu
210 215 220
Val Thr Asp Asp Gly Asn Leu Lys Ile Ser Trp Asp Ser Gln Thr Lys
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225 230 235 240
Ala Pro Phe Pro Leu Gln Tyr Gln Val Lys Tyr Leu Glu Asn Ser Thr
245 250 255
Ile Val Arg Glu Ala Ala Glu Ile Val Ser Asp Thr Ser Leu Leu Val
260 265 270
Asp Ser Val Leu Pro Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gln Val Arg Ser Lys
275 280 285
Arg Leu Asp Gly Ser Gly Val Trp Ser Asp Trp Ser Leu Pro Gln Leu
290 295 300
Phe Thr Thr Gln Asp Val Met Tyr Phe Pro Pro Lys Ile Leu Thr Ser
305 310 - 315 320
Val Gly Ser Asn Ala Ser Phe Cys Cys Ile Tyr Lys Asn Glu Asn Gln
325 330 335
Thr Ile Ser Ser Lys Gln Ile Val Trp Trp Met Asn Leu Ala Glu Lys
340 345 350
Ile Pro Glu Thr Gln Tyr Asn Thr Val Ser Asp His Ile Ser Lys Val
355 360 365
Thr Phe Ser Asn Leu Lys Ala Thr Arg Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr
370 375 380
Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu Gln Ala Cys His His Arg Tyr Ala
385 390 395 400
Glu Leu Tyr Val Ile Asp Val Asn Ile Asn Ile Ser Cys Glu Thr Asp
405 410 415
Gly Tyr Leu Thr Lys Met Thr Cys Arg Trp Ser Pro Ser Thr Ile Gln
420 425 430
Ser Leu Val Gly Ser Thr Val Gln Leu Arg Tyr His Arg Arg Ser Leu
435 A 440 445
Tyr Cys Pro Asp Asn Pro Ser Ile Arg Pro Thr Ser Glu Leu Lys Asn
450 455 460 -
Cys Val Leu Gln Thr Asp Gly Phe Tyr Glu Cys Val Phe Gln Pro Ile
465 470 475 430
Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp Ile Arg Ile Asn His Ser Leu
485 490 495
Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser Val Val
500 505 510
Lys Pro Leu Pro Pro Ser Asn Val Lys Ala Glu Ile Thr Ile Asn Thr
515 520 525
Gly Leu Leu Lys Val Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn
530 535 540
Leu Gln Phe Gln Ile Arg Tyr Gly Leu Asn Gly Lys Glu Ile Gln Trp
545 550 555 560
Lys Thr His Glu Val Phe Asp Ala Lys Ser Lys Ser Ala Ser Leu Pro
565 570 575
Val Ser Asp Leu Cys Ala Val Tyr Val Val Gln Val Arg Cys Arg Arg
580 ' 585 590
Leu Asp Gly Leu Gly Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Ser Pro Ala Tyr Thr
595 600 605
Leu Val Met Asp Val Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg
610 615 620
Ile Met Asp Gly Asp Ile Thr Lys Lys Glu Arg Asn Val Thr Leu Leu
625 630 635 640
Trp Lys Pro Leu Met Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Arg Arg Tyr
645 650 655
Val Val Lys His Arg Thr Ala His Asn Gly Thr Trp Ser Gln Asp Val
660 665 670
Gly Asn Gln Thr Asn Leu Thr Phe Leu Trp Ala Glu Ser Ala His Thr
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675 680 685
Val Thr Val Leu Ala Ile Asn Ser Ile Gly Ala Ser Leu Val Asn Phe
690 695 700
Asn Leu Thr Phe Ser Trp Pro Met Ser Lys Val Asn Ala Val Gln Ser
705 710 715 720
Leu Ser Ala Tyr Pro Leu Ser Ser Ser Cys Val Ile Leu Ser Trp Thr
725 730 735
Leu Ser Pro Asn Asp Tyr Ser Leu Leu Tyr Leu Val Ile Glu Trp Lys
740 745 750
Asn Leu Asn Asp Asp Asp Gly Met Lys Trp Leu Arg Ile Pro Ser Asn
755 760 765
Val Asn Lys Tyr Tyr Ile His Asp Asn Phe Ile Pro Ile Glu Lys Tyr
770 775 : 780
Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Val Phe Met Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys
785 790 795 800
Ile Ile Asn Gly Phe Thr Lys Asp Asp Ile Ala Lys Gln Gln Asn Asp
805 810 815
Ala Gly Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Gly Gly Glu Gln
820 . 825 830
Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu His His His His His His
835 840 845

<210> 120
<211> 1045
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> mLEPR.hFc
aa 1-818: LEPR chudt nha (L22-G839 cua NP_666258.2)
aa 819-1045: nhin gan IgGl ngudi (D104-K330@ cla PO1857)

<400> 120
Leu Asn Leu Ala Tyr Pro Ile Ser Pro Trp Lys Phe Lys Leu Phe Cys
1 5 : 10 15
Gly Pro Pro Asn Thr Thr Asp Asp Ser Phe Leu Ser Pro Ala Gly Ala
20 25 30
Pro Asn Asn Ala Ser Ala Leu Lys Gly Ala Ser Glu Ala Ile Val Glu
35 40 45
Ala Lys Phe Asn Ser Ser Gly Ile Tyr Val Pro Glu Leu Ser Lys Thr
50 55 60

Val Phe His Cys Cys Phe Gly Asn Glu Gln Gly Gln Asn Cys Ser Ala

65 70 75 80

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

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

100 105 110
Lys Gly Asp Leu Thr Leu Phe Ile Cys His Met Glu Pro Leu Pro Lys
115 120 125
Asn Pro Phe Lys Asn Tyr Asp Ser Lys Val His Leu Leu Tyr Asp Leu
130 135 140

Pro Glu Val Ile Asp Asp Ser Pro Leu Pro Pro Leu Lys Asp Ser Phe

145 150 155 . 160

Gln Thr Val Gln Cys Asn Cys Ser Leu Arg Gly Cys Glu Cys His Val
165 170 175
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Pro Val Pro Arg Ala Lys Leu Asn Tyr Ala Leu Leu Met Tyr Leu Glu
180 185 190
Ile Thr Ser Ala Gly Val Ser Phe Gln Ser Pro Leu Met Ser Leu Gln
195 200 205
Pro Met Leu Val Val Lys Pro Asp Pro Pro Leu Gly Leu His Met Glu
210 215 220
Val Thr Asp Asp Gly Asn Leu Lys Ile Ser Trp Asp Ser Gln Thr Met
225 230 - 235 240
Ala Pro Phe Pro Leu Gln Tyr Gln Val Lys Tyr Leu Glu Asn Ser Thr
245 250 ' 255
Ile Val Arg Glu Ala Ala Glu Ile Val Ser Ala Thr Ser Leu Leu Val
260 265 270
Asp Ser Val Leu Pro Gly Ser Ser Tyr Glu Val Gln Val Arg Ser Lys
275 280 285
Arg Leu Asp Gly Ser Gly Val Trp Ser Asp Trp Ser Ser Pro Gln Val
290 295 300
Phe Thr Thr Gln Asp Val Val Tyr Phe Pro Pro Lys Ile Leu Thr Ser
305 310 315 320
Val Gly Ser Asn Ala Ser Phe His Cys Ile Tyr Lys Asn Glu Asn Gln
325 330 335
Ile Ile Ser Ser Lys Gln Ile Val Trp Trp Arg Asn Leu Ala Glu Lys
340 345 350
Ile Pro Glu Ile Gln Tyr Ser Ile Val Ser Asp Arg Val Ser Lys Val
355 360 365
Thr Phe Ser Asn Leu Lys Ala Thr Arg Pro Arg Gly Lys Phe Thr Tyr
370 375 380
Asp Ala Val Tyr Cys Cys Asn Glu Gln Ala Cys His His Arg Tyr Ala
385 390 395 400
Glu Leu Tyr Val Ile Asp Val Asn Ile Asn Ile Ser Cys Glu Thr Asp
405 410 415
Gly Tyr Leu Thr Lys Met Thr Cys Arg Trp Ser Pro Ser Thr Ile Gln
420 425 430
Ser Leu Val Gly Ser Thr Val Gln Leu Arg Tyr His Arg Arg Ser Leu
435 440 445
Tyr Cys Pro Asp Ser Pro Ser Ile His Pro Thr Ser Glu Pro Lys Asn
450 455 460
Cys Val Leu Gln Arg Asp Gly Phe Tyr Glu Cys Val Phe Gln Pro Ile
465 470 475 480
Phe Leu Leu Ser Gly Tyr Thr Met Trp Ile Arg Ile Asn His Ser Leu
485 490 495
Gly Ser Leu Asp Ser Pro Pro Thr Cys Val Leu Pro Asp Ser Val Val
500 505 510
Lys Pro Leu Pro Pro Ser Asn Val Lys Ala Glu Ile Thr Val Asn Thr
515 520 525
Gly Leu Leu Lys Val Ser Trp Glu Lys Pro Val Phe Pro Glu Asn Asn
530 535 540
Leu Gln Phe Gln Ile Arg Tyr Gly Leu Ser Gly Lys Glu Ile Gln Trp
545 550 555 560
Lys Thr His Glu Val Phe Asp Ala Lys Ser Lys Ser Ala Ser Leu Leu
565 570 575
Val Ser Asp Leu Cys Ala Val Tyr Val Val Gln Val Arg Cys Arg Arg
580 585 590
Leu Asp Gly Leu Gly Tyr Trp Ser Asn Trp Ser Ser Pro Ala Tyr Thr
595 600 605
Leu Val Met Asp Val Lys Val Pro Met Arg Gly Pro Glu Phe Trp Arg
610 615 620
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Lys Met Asp Gly Asp Val Thr Lys Lys Glu Arg Asn Val Thr Leu Leu
625 630 635 640
Trp Lys Pro Leu Thr Lys Asn Asp Ser Leu Cys Ser Val Arg Arg Tyr
645 650 655
Val Val Lys His Arg Thr Ala His Asn Gly Thr Trp Ser Glu Asp Val
660 665 670
Gly Asn Arg Thr Asn Leu Thr Phe Leu Trp Thr Glu Pro Ala His Thr
675 680 685
Val Thr Val Leu Ala Val Asn Ser Leu Gly Ala Ser Leu Val Asn Phe
690 695 700
Asn Leu Thr Phe Ser Trp Pro Met Ser Lys Val Ser Ala Val Glu Ser
705 710 715 720
Leu Ser Ala Tyr Pro Leu Ser Ser Ser Cys Val Ile Leu Ser Trp Thr
725 ' 730 735
Leu Ser Pro Asp Asp Tyr Ser Leu Leu Tyr Leu Val Ile Glu Trp Lys
740 745 750
Ile Leu Asn Glu Asp Asp Gly Met Lys Trp Leu Arg Ile Pro Ser Asn
755 760 765
Val Lys Lys Phe Tyr Ile His Asp Asn Phe Ile Pro Ile Glu Lys Tyr
770 775 780
Gln Phe Ser Leu Tyr Pro Val Phe Met Glu Gly Val Gly Lys Pro Lys
785 790 795 800
Ile Ile Asn Gly Phe Thr Lys Asp Ala Ile Asp Lys Gln Gln Asn Asp
805 810 815
Ala Gly Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu
820 825 830
Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
835 840 845
Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
850 855 860
Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
865 870 875 ' 880
Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
885 890 895
Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
900 905 910
Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
915 920 925
Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
930 935 940
Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln
945 950 955 960
Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
965 970 975
Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
980 985 990
Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
995 1000 1005
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
1010 1015 1020
Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
1025 1030 1035 1040
Leu Ser Pro Gly Lys
1045
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