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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén cac hop chat neuregulin (NRG) 4 va cic phuong phap didu
tri bang cac hop chit NRG4. Céc hop chit NRG4 theo sang ché t6t hon 1 c6 su lién két
hitu hiéu véi thyu thé yéu té ting trudong biéu bi (HER) 4 cua ngudi, va hoat tinh hiru
hiéu lién quan dén su lién két d6. Cac hop chit NRG4 duoc wu tién c6 thé 1a hiru ich dé
cai thién chirc ning tim va/hodc diéu tri cac bénh trong d6 su lién két HER4 va hoat tinh
thu dugce déng mot vai trd dang chu ¥, nhu chimg suy tim (heart failure-HF), bao gdm
HF c6 giam phan suat tong méu (HFrEF).

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

C6 nhu cu y té chua dugce dap ung vé cac phwong phép diéu tri méi va cai tién
cho HF. Céc liéu phap hién c6 nhim lam chdm su tién trién ctia bénh va cai thién cac
triéu chimg, ddng thoi dwa vao nhimg thay ddi huyét dong hoc dé lam giam khéi lugng
cong viéc cua tim bi suy. Céc liéu phéap nay bao gdm céc tac nhan nham: (a) giam nhip
tim, chang han nhu thudc chen beta va ivabradine; (b) giam huyét 4p, chang han nhu
thudc e ché enzym chuyén hoa angiotensin (ACE), thudc chen thu thé angiotensin IT
(ARB), thudc dbi khang thu thé mineralocorticoid (MRA), va sacubitril/valsartan
(ENTRESTO®); va/hoic (c) didu tri hodc ngan ngira qué tai thé tich, chang han nhu
thudc loi tiéu va MRA. Tuy nhién, nhitng phwong phap diéu tri nay khong truc tiép diéu
tri tim va c¢6 nhirng han ché thuc té, chéng han nhu yéu cAu chudn d6 lidu va theo doi ha
huyét 4p. Ngoai ra, ngay c khi c6 nhitng lwa chon diéu tri hién c6 nay, tat ca bénh nhan
HF, ngay ca nhitng nguoi ¢ triéu chimg nhe déu c6 nguy co tir vong cao. Vi du, xem
Ahmed A, A propensity matched study of New York Heart Association class and natural
history end points in heart failure, AM. J. CARDIOL. 2007;99(4):549-553. Do d0, céac
phwong phép didu tri HF méi va cai tién 1a can thiét.

Céac nd luc nghién ciru va phét trién dé xac dinh cac lua chon diéu tri méi da duoc
thuc hién. Vi du, WO2014/187342 md ta viéc ngdn ngura, diéu trj hodc tri hodn HF thong
qua viéc gidi phong kéo dai NRG, dugc chi ra 1a bao gdbm NRG1, NRG2, NRG3 va
NRG4. Cong bb nay ciing mé ta nghién ctru 1am sang duoc tién hanh véi muc dich sir

dung kéo dai NRG-1 & bénh nhan suy tim man tinh.
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Tuy nhién, nhu cAu van con ddi véi cac lua chon diéu tri voi hiéu qua duoc cai
thién va giam nguy co ddc tinh so voi cac liéu phéap hién co. Cén c6 cac liéu phép cai
thién két qua lau dai, bao gom tang ty 1& song sot va giam ty 1& nhap vién. Ciing can c6
céc liéu phap cai thién chirc nang tim, v6i kha nang thay dbi hodc dao nguoc bénh, thong
qua cac co ché khac ngoai thay d6i huyét dong luc. Ciing can c6 cac lidu phap dung nap
t6t hon, dic biét 1a didu tri & nhitng bénh nhan ¢6 bénh kém theo nhu ha huyét 4p, ha
kali mau va réi loan chtrc ning than. Ciing can c6 cac liéu phép cai thién chét lugng
cudc sébng (QOL) & nhitng bénh nhan mic bénh giai doan ning. Séng ché nhiam dap g
mdt hodc nhiéu nhu cdu quan trong chua dwoc dép (mg nay.

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Do do, sang ché dé xuét cac hop chdt NRG4 c¢6 hoat tinh lién quan dén su lién
két chon loc voi HER4. Cac hop chat NRG4 theo séng ché c6 it @én khong c6 su lién
két véi HER3, dAn dén giam nguy co doc tinh va/hodc cac van dé vé kha nang dung nap
lién quan dén HER3,

Sang ché cling mo ta cac phwong phép st dung cac hop chit NRG4 dé diéu tri
hodc ngan ngira CVD va céc tinh trang lién quan, bao gbm cu thé 1a HF. Cé4c hop chét
NRG4 duoc uu tién va cac phuong phap theo sang ché 1am giam nguy co tir vong lién
quan dén CV hodc nhép vién lién quan dén HF, giam nguy co nhdi mau co tim (MI)
hodc dot quy, gidm x4c suét can dén thiét bi hd trg thét trai (LVAD) hoic céy ghép tim,
cai thién chlrc ndng va cAu trac tim, va/hodc cai thién cac triéu ching va han ché thé
chit lién quan dén HF, din dén cai thién QoL. Cac hop chit va phuong phap NRG4
dugc vu tién co thé duoc st dung két hop véi tieu chuin chim séc (SoC) ma khong can
chuén d6 hoic theo doi, va khong lam ting ha huyét ap, lam x4u chirc nang than, din
dén mét can bang dién giai, gop phan vao rdi loan churc nang gan, ting ty 1& méc cac
khdi u, va/hodc din dén tinh trang giam thé tich huyét kéo dai.

Séang ché ciing dé xuét hop chit NRG4 bao gdm sur cai bién gdc D & vi tri 1 thanh
gbc G va lén dén nim cai bién bd sung so v&i trinh ti axit amin cia NRG4 ngudi (SEQ
ID NO:1).

Sang ché ciing dé xuét cac hop chat NRG4 c6 cong thirc:

XoGHEEPCGXsSHK SFCLNGGLCYX2IPTX26PSPFCRCVX35sNYTGARCEX44VFL;
trong do: Xo dugc chon tir nhom bao gém T, PT, MPT, S, GS, GGS, GGGS va
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(GGGGXM)n trong d6 X\ 1a Q, A, E hodc S va n=1-5 (SEQ ID NO:5), hodc khong co6
mit; Xg 1a E hodc P; X2 1a Q hodc V; Xo6 1a F hodc I; X35 1a E hodc A; va Xas 1a H, K
hoac E (SEQ ID NO:2).

Theo mdt khia canh khéc, sang ché mé ta phuwong phéap diéu tri hodc ngin ngira
HFrEF & bénh nhan can dugc diéu tri, bao gém viéc st dung cho bénh nhén lugng c6 hiéu
qua didu trj ciia hgp chit NRG4 trong 24-96 gid.

Mot phuong an khac cua sang ché @& xuét hop chit NRG4 theo séng ché dé su
dung trong tri lidu.

Mot phuong an khac cua sang ché d& xuét hop chit NRG4 dé sir dung trong didu
tri hodc ngan ngira HFrEF, trong d6 hop chat NRG4 dugc sir dung trong 24-96 gio.

Mot phuong 4n khac cua sang ché d& xuét hop chit NRG4 dé sir dung trong san
xuét thudc didu tri hodc ngin ngira HFrEF, trong d6 hop chit NRG4 dugc sit dung trong
24-96 gio.

Mot phuong an khéac cua sang ché dé xuét dugc phdm chira hop chat NRG4 theo
sang ché va chat mang, chét pha lodng hoic ta dugc duge dung.

Mot phuong an khéc cua sang ché @ xuét dung cu bom chira hop chit NRG4
theo sang ché. Theo mét sd phwong 4n, bom 1a bom dang dén.

MO ta chi tiét sang ché

NRG4 12 mét trong bén thanh vién ctia ho protein NRG, chung 1a mot phén cua
ho protein 16n hon dugc goi la protein yéu té tang truong biéu bi (EGF). Ho protein
EGF bao gém ban than EGF, ciing nhu c4c protein khéc, duge goi la protein gidng EGF,
¢6 chung céc dac diém chu triic nhit dinh trong tw nhu EGF. Céc protein gidng EGF
bao gdbm NRG1, NRG2, NRG3 va NRG4, cling nhu yéu t tang truéng gidng EGF lién
két voi heparin (HB-EGF), yéu td chuyén doi tang truéng-o, amphiregulin (AR),
epiregulin (EPR), epigen, betacellulin (BTC) va cac ddng dang khac nhau cua céc
protein ndy. Trong khi cac phéi tir nay 14 protein mang ngoai té bao, cac tc nhan kich
thich t& bao khéc nhau din dén sy hoat hoa metalloproteaza té bao dan dén gii phong
protein phan giai mién EGF cua protein, mién nay sau dé tu do lién két v6i thu thé va
khai phét qua trinh truyén tin hiéu. Céc thanh vién khac nhau cta ho protein EGF ¢6
mot loat cac tdc dong lién quan dén sy phat trién da dang, bao gbm cac tac dong lién

quan dén sy phat trién binh thuong ciing nhw bénh Iy cia nhiéu bénh, bao gébm ca ung
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thu. Cac tac dong nay duoc gian tiép thong qua cac twong tac v6i mot phan ho cua bbn
tyrosin kinaza thu thé dugc goi la ho ErbB clia céc thy thé: EGFR (ErbB-1), HER2
(ErbB-2), HER3 (ErbB-3), HER4 (ErbB-4), va cac ddng dang ctia c4c thu thé nay. Ban
than cac thanh vién ctia ho NRG c6 nhiing tac dong khac nhau gian tiép qua cac tuong
thc cu thé cia ching v6i EGFR, HER3 va HER4. Trong khi HER2 khong lién két céc
thanh vién ciia ho NRG, HER? tao diéu kién cho viéc truyén tin hiéu xudi dong bang
cach hinh thanh céc heterodime véi EGFR, HER3 va HER4 khi ching dugc lién két véi
nhau. Do d6, cac tham chiéu dugc dua ra & day vé hoat tinh HER3 (hoic HER3/2 hoic
HER?2/3) hoac HER4 (hoic HER4/2 hoac HER2/4) nén dugc hiéu 1a hoat tinh ma 12 két
qua cua viéc truyén tin hiéu xuoi dong sau sy lién két ctia phéi tu, chang han nhu thanh
vién ctia ho NRG, v6i HER3 hodc HER4, va su heterodime hoa tiép theo ctia thu thé
dugc lién két d6 véi HER2.

Nhu néu trén, cac thanh vién khac nhau cua ho NRG c6 céc tdc dong khac nhau
qua trung gian cua cac profin hoat tinh va 4i luc thu thé khac nhau. Vi du, cac hop chat
NRG1 tuong tac v6i cac mién ngoai bao cia HER3 va HER4, va dong mdt vai tro trong
su phat trién binh thudng cla nhiéu co quan va trong co ché sinh bénh hoc ctia bénh ung
thu. Su lién két HER4, va hoat tinh tao ra tir d6, c6 lién quan dén chuc nang tim va cai
thién cu truc, trong khi su lién két HER3 va hoat tinh tao ra tir d6 c6 lién quan dén bénh
ung thu, ching budn ndn, tiéu chay va nhiém ddc gan. Vi dy, xem O'Shea S, Johnson
K, Clark R, Sliwkowski MX, Erickson SL. Effects of in vivo heregulin betal treatment
in wild type and ErbB gene-targeted mice depend on receptor levels and pregnancy. AM
JPATHOL. 2001;158(5):1871-80; Mendes-Ferreira P, De Keulenaer GW, Leite-Moreira
AF, Brés-Silva C. Therapeutic potential of neuregulin-1 in cardiovascular disease.
DRUG DIscov TODAY. 2013;18(17-18):836-42. Review. Mit khac, NRG4 lién két va
hoat hoa HER4 nhung c6 it hodc khong c6 sy lién két hoic hoat tinh tai HER3.

NRG4 duge bidu hién dudi dang protein tién chit axit amin 115 ¢6 trinh ty dwoc
néu trong SEQ ID NO:3:

MPTDHEEPCG PSHKSFCLNG GLCYVIPTIP SPFCRCVENY

TGARCEEVFL PGSSIQTKSN LFEAFVALAV  LVTLIGAFY

FLCRKGHFQR ASSVQYDINL VETSSTSAHH SHEQH



(SEQ ID NO:3). Protein dugc biéu hién 1a protein xuyén mang, ¢6 mot phin xuyén
mang, mot phan té bao chét va mot phan ngoai bao, bao gbm phan EGF duogc giai phéng
theo cach phan giai protein khi c6 kich thich té bao. Céac hop chit NRG4 theo séang ché
bao gbm phan protein dugc biéu hién dugc mo ta néu trén (SEQ ID NO:3) tir axit amin
s6 4-50, nam trong phén ngoai bao cua protein dugc biéu hién, nhu dugc néu dudi day
trong SEQ ID NO:1:

DHEEPCGPSH KSFCLNGGLC YVIPTIPSPF CRCVENYTGA RCEEVFL
(SEQ ID NO:1). Pé tranh nghi ngo, viéc danh s6 & day cua bat ky su cai bién axit amin
nao trong ngit canh hop ch4t NRG4 theo sang ché dwa trén trinh tu néu trén trong SEQ
ID NO:1.

Khi duoc st dung & day, thuat ngit “hop chdt NRG4” ¢6 nghia 1a protein hodc
peptit bao gém tat ca hodc mot phﬁn trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO:1, hodc mot bién
thé hodc lién hop cia ching. Khi duge s dung ¢ ddy, thuét ngit "bién thé" dung dé chi
trinh tu axit amin c6 mot hodc nhiéu cai bién dbi véi trinh tw axit amin ctia protein nguoi.
Nhitng cii bién nhur vy bao gbm viéc thay thé mot hodc nhiéu axit amin trong trinh tu
tu nhién cia ngudi b::ing mot axit amin tu nhién hodc khong tu nhién khac va/hodc loai
b6 hodc bd sung mot hodc nhiéu axit amin trong trinh tu tw nhién cia nguoi. Khi dugc
str dung & day, thudt ngir “trinh ty lién hop” dung dé chi protein hoc peptit bao gbm tét
ca hoac mot ph?m cua SEQ ID NO:1, hodc mot bién thé cua ching va dugc gén voi
protein, peptit hodc gbc hoa hoc khac bang lién két cong héa tri. Cac phan dinh kém nhu
vy bao gdm, vi du, cac ving Fc cta IgG, albumin nguoi, peptit giau glyxin hodc cac
gbc axit béo. Ngoai ra, trir khi c6 quy dinh 1 rang khéc, khi hop chit NRG4 dugc md
ta theo mot phuong an hodc dugce néu trong mot diém yéu ciu bao ho trong ban md ta
nay, can hiéu rang hop chét nay c6 thé & dang tu do hodc dang mudi.

Sang ché dé xuét cac hop chit NRG4 c6 cong thire 1a SEQ ID NO:1, v6i mét
hodc nhiéu cai bién, va c6 ai luc véi HER4 va hoat tinh lién quan dén lién két HER4
manh hon so véi NRG4 tu nhién cua nguoi, va it nhét 1a c6 tinh chon loc trong lién két
v6i thu thé HER4 so véi thu thé HER3 nhu NRG4 tu nhién ciia ngudi. Ai luc véi va
hiéu luc tai cac thu thé HER4 va HER3 ¢6 thé dugc x4c dinh bang cac kg thuat da biét
trong linh vuc nay, bao gbm ca nhitng k§ thuat dugc md ta trong cac Vi du dudi day.

Theo mét sb phuong an nhét dinh, hop chit NRG4 theo sang ché ¢6 hiéu luc do lién két
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HERA4, it nhit 12 50% hiéu luc t6i da ctia mién EGF ctia NRG1 tu nhién ctia ngudi. Theo
mdt s& phuong 4n nhat dinh, hop chAt NRG4 theo sang ché c6 hiéu luc do lién két HER4
1én dén 90% hiéu luc tdi da ciia mién EGF NRGI1 tu nhién cta ngudi.

Khi duge sit dung & ddy dé mo ta cac hop chit NRG4 nhit dinh, thuat ngit “khong
c6 hoat tinh lién quan dén lién két HER3” ¢6 nghia 1a céc hop chét d6 khong c6 hoat
tinh lién quan dén lién két HER3 16n hon so v6i hoat tinh cua NRG4 tw nhién khi dwgc
thir nghiém bang cic thir nghiém in vitro nhu duoc md ta trong cac vi du dudi day.

Céc hop chit NRG4 theo sang ché bao gém mot hodc nhiéu céi bién d6i voi trinh
tu axit amin néu trén trong SEQ ID NO:1, bao gém it nhét su thay thé cia D & vi trf 1
bing G (ttc 1a D1G). Sy thay thé D1G dugc phat hién la cai thién déng ké lién két véi
HER4 ma khong anh huodng ti€u cuc dén tinh chon loc dbi voi HER3, ké ca trong ngit
canh cac hop chit NRG4 c6 chira céc cai bién bd sung dbi vai trinh ti axit amin NRG4
kiéu dai. Céc cai bién axit amin khac duoc phat hién cé tac dung c6 lgi - vi du, vé lién
két HER4 va/hodc tinh chon loc lién quan dén HER3 - két hop v6i D1G theo mot s6
phuong an dugc vu tién cua sang ché bao gdm cac cai bién & mot hodc nhiéu vi tri 8,
22,26, 35 va 44, bao gdm cu thé mot hodc nhiéu didu sau: P8E, V22Q, 126F, E35A,
E44H va E44K. C4c phuong 4n dugc vu tién dic biét cia hgp chat NRG4 theo sang ché
1a cac bién thé ba co su Kkét hop cua ba su thay thé axit amin dwoc chon tir danh sach
sau: D1G/I26F/E44K; D1G/126F/P8E; D1G/I26F/E44H; va D1G/V22Q/E44K. Phuong
4n duoc wu tién nhét cia hop chat NRG4 theo sang ché bao gdm ba su thay thé axit amin
sau: D1G/V22Q/E44K, nhu dugce néu trong SEQ ID NO:4:

GHEEPCGPSHKSFCLNGGLCYQIPTIPSPFCRCVENYTGARCEKVFL

(SEQ ID NO:4)

Theo mot sé phuong an nhat dinh, cac hop chit NRG4 theo sang ché ciing c6 thé
bao gém mot hoac nhiéu axit amin & dau tan cung C hodc N cua trinh tu néu trén trong
SEQ ID NO:1 ma sé& dugc thdy & protein dugc biéu hién chiéu dai diy du dugc néu trong
SEQ ID NO:3, vé6i didu kién viéc bao gdm céc axit amin nhu vay khong loai bé lién két
manh hon géc va hoat tinh & HER4 hoac tinh chon loc lién quan dén HER3.

Theo mot sb phuong an nhét dinh, céc hop chit NRG4 theo sang ché cling co thé
bao gébm mét hozc nhiéu axit amin bd sung hozc cidc nhém héa hoc khac khong dugc

thiy trong protein c6 chiéu dai ddy du dugc néu trong SEQ ID NO:3. Vi du, mot s6 hop
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chit NRG4 theo sang ché duoc lién hop véi protein, peptit giau glyxin va/hodc nhom
hoa hoc khac bang lién két cong hoa tri. Theo mot s6 phuong an, hop chit NRG4 theo
sang ché bao gdm peptit gidu glyxin bao gbm trinh tu (GGGGXA)n, trong d6 XA 1a Q,
A, E hodc S va trong d6 n = 1-5 (SEQ ID NO:5). Theo mot ) phuong an nhét dinh, hop
chat NRG4 theo sang ché bao gdm trinh ty duge néu trong SEQ ID NO:5, trong d6 X
laSvan=1 & dau tan ciing N.

Theo mét sé phuwong 4n nhét dinh, hop chit NRG4 theo sang ché ¢6 cong thic:
XoGHEEPCGXsSHKSFCLNGGLCYX2IPTX26PSPFCRCVX3sNYTGARCE  X44VFL,
trong d6: Xo duge chon tir nhém bao gém T, PT, MPT, S, GS, GGS, GGGS va (GGGGX
M)n trong d6 X\ 1a Q, A, E hodc S va n=1-5 (SEQ ID NO:5), hodc khong c6 mat; Xs la E
hodc P; X22 12 Q hodic V; Xa6 12 F hodc I; X35 14 E hodc A; va Xus la H, K hodc E (SEQ
ID NO: 2).

Theo cac phuong an nhét dinh, Xgla P; X212 V; Xos1a I; X35 12 E; va Xaq 12 E.
Theo céc phuong 4n khac, Xs 1a E; X»1a V; Xpela I; Xss 1a E; va Xas 12 E. Theo cac
phuong 4n khéc, Xs 1a P; Xa2 1a Q; Xoe1a I; X35 1a E; va Xas1a E. Theo cac phuong an
khac, Xsla P; X214 V; X6 12 F; X35 12 E; va Xa41a E. Theo cac phuwong an khac, Xgla P;
X2 1a V; Xogla I; Xas 12 A; va Xas 1a H hodc E. Theo cac phuong én khac, Xsla P; X, 1a
V: X614 F; X35 13 E; va X412 K. Theo cac phuong an khac, Xsla P; X212 V; Xosla F
X3s 13 E; va Xu4 13 H. Theo cac phuong an khac, Xgla E; X221a V; Xoela F; Xss 1a E; va
X4413 E. Theo cac phuong an dugc wu tién, Xgla P; X»n1a Q; Xaela I; Xss 12 E; va Xaq la
K.

Theo mot s6 phuong an nhét dinh, hop chit NRG4 theo sang ché bao gdm ving
Fc ctia IgG. Nhu dugce st dung & ddy, thuat ngt “ving Fc cta IgG” dung dé chi ving
khong dbi ctia doan khang thé 1gG cua nguoi. Cu thé, ving Fc bao gdm cac mién hing
dinh CH2 va CH3 cua khéang thé, va ciing c¢6 thé bao gdbm mot sd hodc tat ca cac ving
ban 18. Cac ving Fc ciia IgG bao gdm trong mot s6 hop chit NRG4 theo séng ché c6 thé
bao gdm céc doan ctia ving khong dbi tir mot chudi ning cua khang thé IgG hoic hai
chudi ning, dugc lién két véi nhau thong qua twong tac khong cong hoa tri va lién két
disulfua. Khi duogc st dung ¢ ddy, thuat ngit ving Fc cta IgG cling bao gbm céc phién
ban cua cac doan khang thé nay da dugc cai bién, kéo dai va/hoic cét ngén, vi du, dé

thay dbi tinh chét hodc dic diém cia hop chit NRG4, chang han nhur hiéu luc va/hodc
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dugc dong hoc cua nd. Theo mot sd phuong 4n ciia sing ché, cac ving Fc ctia IgG nguoi
cling co thé ¢6 mot sd hoic tAt ca cac ving ban 18 bi loai bo dé don gian hoa sy dime
héa Fc qua trung gian disulfua. Cac vung Fc cua IgG theo mot s6 phuong an nhat dinh
clia sang ché bao gbm cac dime cla hai chudi ning c6 trinh ty axit amin khac nhau, c6
thé duogc diéu ché béng cac k¥ thuat da biét trong linh vuc nay. Xem, vi dy, Lewis SM,
et al. NAT. BIOTECHNOL. 32(2):191-8 (2014); Carter, J. IMMUNOL. METHODS, 248(1-
2):7-15 (2001); Ridgway, J. B. et al. Protein Eng. 9 (7): 617-2 (1996).
Mot ving Fc cua IgG dugce uu tién la dime cua hai chudi axit amin sau:

ECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAK TKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
APIEK TISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:6); va

ECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
APIEKTISK TKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:7).

Mot vung Fc cua IgG duge vu tién khac la dime cua hai chudi axit amin sau:

ECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMASRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
APIEK TISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNA
YTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:8); va

ECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMASRTPEVTICVVVDVSHEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP

APIEK TISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWES

NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNA
YTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:9).

Theo mot sd phuong 4n, trong d6 hop chit NRG4 theo sang ché bao gdbm ving
Fc cua IgG, vung Fe cta IgG duoc gén bang trinh tu lién két. Theo mot sd phuong 4n,
trinh tu lién két 1a trinh tw lién két peptit bao gbm trinh tr dugc néu néu trén trong SEQ
ID NO:5, trong d6 X). 12 Q, A, E hodic S va n = 1-5. Theo mét s6 phuong 4n nhat dinh,
trinh tu lién két bao gdm trinh ty SEQ ID NO:5, trong d6 XA 12 S va n 1a 3. Theo mét
s6 phuong 4n, trong d6 hop chit NRG4 theo sang ché bao gdm ving Fc cua IgG duge
gin bang trinh lién két peptit, gdc & dau tan cung N cua trinh tyr lién két peptit duogc
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dung hop truc tiép voi goc & dAu tan cing C ciia mdt chudi ctia ving Fe cta IgG va gde
& dau tan cing N cua chét chu van NRG4 dugc dung hgp truc tiép voi gbc & dau tan
cung C cua trinh tu li€n két peptit.

~ Viéc dua céc vung Fe cia IgG vao mot s6 hop chat NRG4 theo sang ché c6 thé
¢6 nhitng loi thé lién quan dén san xuit va/hodc str dung. V& san xuét, cac hop chét nhu
véy c6 thé dugc san xuét nhanh chéng bang cach st dung cac k¥ thuat biéu hién sinh
hoc da biét trong linh vuc nay, ching han nhu céc k¥ thuat duge mo ta trong cac vi du
dudi day. Viéc san xuét nhanh chong bang cach sir dung céc k¥ thuat nay mang lai hiéu
qua trong tat ca cac giai doan nghién ctru va phat trién, ddc biét 1a trong viéc san xut
céc bién thé NRG4 dé sang loc su lién két va/hodc hoat tinh. V& viée st dung, cac hop
chit NRG4 bao gdm cac ving Fc ctia IgG ¢6 thé c6 profin duge dong hoc kéo dai, bao
gbm ca phoi nhiém trong huyét thanh lau khoang 14 ngay.

Tuy nhién, mac di ¢6 nhitmg wu diém d6, ciing phat hién ra rang viée tiép xic
kéo dai voi NRG4, bao gdm ca phoi nhim trong huyét thanh 1du hon 8 ngay, 6 thé gay
ra nguy co nhiém doc tim, nhu dugc néu trong cac vi du dudi ddy. Cung phat hién ra
rang nguy co doc tinh co thé giam b6t, mic du khdng duge loai bo 6 tht ca cac loai, bang
cach diéu ché cac hop chét (vi du, thong qua viéc st dung cac ving Fe da dugce cai bién)
v6i thoi gian ban hiy duge dong hoc ngin hon mdt chut, bao gdm ca thoi gian phoi
nhiém trong huyét thanh khoang 8 ngay.

Ciing phét hién ra ring viéc phoi nhiém ngin hon véi cac hop chat NRG4, so v6i
thoi gian phoi nhiém 8-14 ngay dugc mo ta néu trén, c6 kha ning mang lai hiéu qua kéo
dai va diy du ma khong c6 nguy co gy doc cho tim cuia cac hop chit NRG4 dugc md
ta trong cac doan trén. Vi du vé thoi luong phoi nhiém nhu vay 1a tir khoang 1 dén
khoang 7 ngay, tot hon la 2, 3 hodc 4 ngay. Do d6, theo mét s6 phuong 4n, sing ché mo
ta phuong phép diéu tri hodc ngin ngira HFrEF, trong d6 hop chit NRG4 dugc sir dung
vé6i lugng du dé cung cip ndng d6 huyét thanh hi¢u qua diéu tri trong khoang 24 dén
khoang 168 gid. Theo mot s6 phwong an nhat dinh, hgp chat NRG4 dugc sir dung v6i
lwong du dé cung cAp néng do huyét thanh hiéu qua diéu tri trong khoang 24 dén khoang
96 gio. Theo mot s6 phuong 4n nhét dinh, hop chdt NRG4 dugc sir dung v6i lugng du
dé cung cip nong do huyét thanh hiéu qua diéu tri trong khoang 24 gid. Theo mot sb
phuong an nhit dinh, hop chat NRG4 dugc st dung v6i luong du dé cung cap noéng dod
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huyét thanh higu qua diéu tri trong khoang 48 giv. Theo mot s6 phuong 4n nhét dinh,
hop chit NRG4 duoc sit dung v6i lugng di dé cung cdp nong do huyét thanh higu qua
diéu tri trong khoang 72 gid. Theo mot sb phuong 4n nhét dinh, hop chit NRG4 duoc
sir dung véi lugng du dé cung cip nong do huyét thanh hiéu qua diéu tri trong khoang
96 gio.

Khoang thoi gian tiép xuc dugce md ta trong doan trén co thé dat duoc béng cach
cung clp céc liéu tiém nhanh cac hop chit NRG4 c6 profin dugc dong hoc cho phép
phoi nhiém huyét thanh trong khoang thoi gian duoc md ta trong doan trén, hodc thong
qua viéc str dung lién tuc (vi dy, thong qua viéc st dung bom) hop chit NRG4 thanh
thai nhanh trong khoang thoi gian dugc mo ta trong doan trén.

Khi duogc sit dung & day, thuat ngir “hiéu qua kéo dai” dung dé chi nhiing cai
thién li€n quan dén suy tim kéo dai ngoai khoang thoi gian ma hop chit NRG4 duoc sir
dung. Vi dy, theo mot s6 phurong 4n, trong d6 hop chit NRG4 duogc st dung véi lugng
du dé cung cép ndng do huyét thanh hi¢u qua diéu tri trong 72 gio, theo mot s6 phuong
an, hiéu qua cua phac dd diéu tri nhu vay c6 thé duy tri trong mot khoang thoi gian tir
khoang 6 ngay (~ 2X thoi gian sir dung) dén khoang 4 thang (~30X thoi gian st dung).
Khoang thoi gian hiéu qué (tirc 1a khoang thoi gian ma loi ich 1am sang dugc nhin thay)
so v0i thoi gian dung thudc (tic 12 khoang thoi gian ma ndng d6 huyét thanh c6 hiéu
qua didu tri duoc cung cp) dugc xac dinh theo mot sd phuong 4n nhét dinh & day la
“hiéu qua:ty 1¢ sit dung.” Theo mot s6 phuong 4n, ty 1é hiéu qua:sit dung nim trong
khoang tir 2 dén 50. Theo mot sd phuong an, ty 1€ hiéu quéa:su dung nim trong khoang
tir 20 dén 45. Theo mot sb phuong an, ty 1¢ hiéu qué:st dung 1a khoang 22, khoang 30,
hodc khoang 45.

Hiéu qua kéo dai nhu véy cho phép su dung hop chit NRG4 tuong dbi khong
thuong xuyén vai mot luong du d8 cung cip ndng do huyét thanh hiéu qua diéu tri trong
khoang thoi gian mong mudn. Theo mét s6 phwong an, hop chdt NRG4 dugc st dung
sau thang mot 1an. Theo mot sd phuong an, hop chit NRG4 duoc st dung khong thudong
xuyén hon mot 1an mdi tudn. Theo cac phuong an khac, hop chat NRG4 dugce sir dung
hai thang mot 1an. Theo cac phuong an khéc, hop chit NRG4 dugc st dung mdi thang

mdt 1an. Theo mot s6 phwong an dugc wu tién, hop chit NRG4 dugc sir dung mdi quy
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mét 1an. Theo cac phwrong an duge wu tién khéc, hop chat NRG4 duoc str dung sau thang
mot lan.

Nhu duge sir dung trong ban md ta, thuit ngi “diéu tri” hoic “dé diéu tri” bao
gém viéc ngan chén, lam chim, chidm dut, hoic ddo nguoc su tién trién hodc mirc do
nghiém trong cua triéu chimg hodc roi loan di co. Diéu tri suy tim hoic HFrEF theo
sang ché c6 thé dugc phan énh trong mot hodc nhiéu bién phap khac nhau lién quan dén
suy tim, bao gff)m, vi du, tang phan suét téng méau that trai (LVEF), tang thé tich khoang
thét trai & cubi tam thu (LVESV), giam 4p luc cudi tm truong that trai (LVEDP), giam
nguy co tir vong do CV va/hodc nhdp vién do suy tim, giam nguy co tr vong toan bo,
giam nguy co nhdi mau co tim (MI ), gidm nguy co dot quy, giam nguy co can ciy ghép
thiét bi hd trg thét trai (LVAD) va/hodc ghép tim, cai thién cac triéu chimg va han ché
thé chét cua suy tim va/hodc cai thién chét lugng cudce séng (QoL). Mot s6 loi ich nhét
dinh cua viéc diéu tri theo cac phwong 4n cla sang ché c6 thé dat dugc sau khi diéu tri
it nhét 1 thang. Mot s6 lgi ich nhét dinh cta viéc diéu trj theo cac phuong an cua sang
ché ¢6 thé dat duoc sau khi didu tri it nhat 6 thang. Mot s6 loi ich nhét dinh cua viéc
diéu tri theo cc phwong an clia sang ché c6 thé dat duoc sau khi diéu tri it nhit 1 nim.

Theo mot sé phuong 4n, viéc st dung hop chit NRG4 theo sang ché dan dén cai
thién dang k& LVEF. Theo mot sb phuong an, viéc st dung hop chat NRG#4 theo séng
ché dan dén cai thién LVEF it nhit 5%. Theo mét sé phuong én, viéc sit dung hop chét
NRG4 theo sang ché dan dén cai thién LVEF it nhat 5% sau 6 thang diéu tri. Theo mot
s6 phuong 4n, viéc sit dung hop chit NRG4 theo sang ché dan dén cai thién LVEF it
nhét 5% sau 1 nam diéu tri. Theo mot sé phwong 4n, viéc st dung hop chit NRG4 theo
sang ché din dén cai thién LVESV it nhét 5% sau 1 ndm diéu tri. Theo mot s6 phuong
&n, viéc str dung hop chat NRG4 theo séng ché din dén giam LVEDP dang ké sau 1
nam diéu tri. Theo mot s6 phuong 4an, viéc st dung hop chit NRG4 theo sang ché din
dén viéc giam dang ké ty 16 bién dang doc hinh ciu (GLS). Theo mdt s6 phuong 4n, viéc
sir dung hop chit NRG4 theo séng ché din dén giam GLS it nhét 3,5%. Theo mot sb
phuong an nhit dinh, viéc st dung cac hop chat NRG4 theo sang ché din dén giam it
nhét 15% nguy co tit vong do CV va/hodc nhdp vién do HF. Theo mot s6 phuong an
nhat dinh, viéc sit dung hop chit NRG4 theo sang ché din dén giam dang ké nguy co
mot hodc nhiéu téng sb tir vong, MI, dot quy, ciy ghép LVAD hoic ciy ghép tim. Theo
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mot s6 phuong 4n, viéc st dung cac hop chAt NRG4 theo sang ché din dén cai thién
dang ké céc triéu chimg va gidi han thé chét ciia bénh suy tim va/hoic QoL.

Ngoai ra, nhu da luu ¥ néu trén, viéc sir dung cac hop chit NRG4 theo mdt sb
phuong 4n nhét dinh cta sang ché c6 kha nang cai thién c4c bién phép lién quan dén suy
tim, ching han nhu c4c bién phap dugc mo ta néu trén, ma khong lam téng rui ro an
toan. Do do6, theo cac phuong an dugc wu tién, viéc s dung hop chit NRG#4 theo sang
ché khong lam ting cac nguy co vé an toan nhu ting chimg ha huyét ap; chirc nang than
xéAu di; mAt can bang dién giai; rdi loan chitc ning gan; ty 16 méc cac khdi u hodc giam
thiéu mau dai dang.

Khi duogc st dung & diy, thuat ngit “luong c6 hiéu qua didu tri” ding dé chi sb
lugng hodc lidu lugng cta hop chat NRG4 mang lai hi€u qua mong mudn & bénh nhan.
Trong truong hop cac hop chit NRG4 ¢6 profin duge dong hoc kéo dai, lidu nhu vay c6
thé 1a luong dugc cung cép khi ding mot hoic nhiéu lidu. Trong trudng hop cac hop
chét co6 tac dung nhanh hon dugc st dung trong mot khoang thoi gian, chang han nhu
truyén 24-96 gid nhu m ta néu trén, lidu lugng hodc s lwong c6 thé dwgce bicu thi bang
tbng khéi luong ctia hop chit NRG4 duoc st dung trong khoang thdi gian do, vi du,
tbng s6 mg, hoic téc do ma hop chét NRG4 dugc st dung trong thoi gian d6, vi du,
mg/phut, hodc néng do trong huyét twong ctia hgp chit NRG4 trong thoi gian dung
thubc. Luong hitu hiéu c6 thé d& dang dugc xac dinh béi ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nho viée st dung céac k¥ thuat da biét va bang cach quan sat két qua thu
duoc tir nhitng ca twong tu. Theo mot s6 phuong an nhét dinh, lidu lwong stir dung moi
quy mét 1an ¢ thé nim trong pham vi lidu lwong dt dé cung cép ndng do trong huyét
tuong tir khoang 3 dén khoang 100 nM trong khoang thoi gian sir dung.

Viéc stt dung cac hop chat NRG4 theo sang ché thuong 1a duong tiém, vi du,
tiém tinh mach (IV), tiém dudi da (SC) hodc trong phic mac (IP). Do d6, theo mot s6
phuong an cua sang ché, hop chit NRG4 dugc st dung qua duong tinh mach. Theo cac
phuong an khéc cua sang ché, hop chat NRG4 duoc sir dung trong phuc mac. Theo céac
phuong an khéc, hop chat NRG4 duoc tiém dudi da.

Pé kidm soét thoi gian phoi nhidm nhim dat duge hiéu qua t6i wu va duy tri véi
mitc d6 doc hai dii 16n déi v6i tim, t6t nhét 1a ding dudng tiém cac hop chat NRG4 béng

cach truyén lién tuc hoac ngét quang. Vi du, nhiéu loai bom truyén dich duoc sir dung
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dé truyén nhidu loai thubc va nhitng bom nhu vy c6 thé dugc sir dung dé truyén céc
hop chat NRG4 theo séng ché. Gan day hon, bom dang dan da dugc phat trién nhé hon
c4c thiét bi truyén thong va gin truc tiép vao da clia bénh nhan, gitp giam thiéu sy can
thiép vao cac hoat dong hang ngay ctia bénh nhan. Do do, theo mot s6 phuong 4n, hop
chit NRG4 dugc sir dung bang bom tiém truyén hoic bom dang dan. Tét hon 1a cac hop
chat NRG4 duoc sit dung bang dang dan.

Séang ché ciing d& cap dén cac chét trung gian va quy trinh méi hiru ich cho viée
san xuat cac hop chat NRG4 theo sang ché. Cac chét trung gian va hop chit NRG4 theo
sang ché c6 thé duoc diéu ché bang nhiéu quy trinh khac nhau da biét trong linh vuc
nay, bao gdm céc quy trinh st dung tong hop hoéa hoc hodc biéu hién sinh hoc, ching
han nhu céc quy trinh dugc mo ta trong cac vi du dudi day.

Pbi véi téng hop hoa hoc, cac bude téng hop cu thé cho ting 10 trinh dugc mo
ta ¢6 thé duge két hop theo nhing cach khac nhau dé diéu ché hop chat NRG4 theo sang
ché. Cac chét phan ung va nguyén liéu ban diu déu dé dang kiém dugc ddi véi ngudi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc.

D&i voi bidu hién sinh hoc, céc hgp chit s& duoc biéu hién trong té biao chu sau
khi céc trinh tu da duge lién két theo kiéu hoat dong vdi trinh tu kiém soat biéu hién.
Céc hop chat c6 thé dé dang dugc san xudt trong té bao dong vat c¢6 va nhu té bao CHO,
NSO, HEK293, BHK, hoac COS; trong t& bao vi khuan nhu E. coli, Bacillus subtilis,
hodc Pseudomonas fluorescens; trong té bao con trung, hodc trong té bao nAm hodic niAm
men, chiing dugc nudi ciy bang cac k¥ thuat da biét trong linh vuc nay. Céc vecto chta
cac trinh tu polynucleotit can quan tAm c6 thé duoc chuyén vao té bao chu bang céc
phuong phép da biét 6, ma c6 thé thay ddi tiry theo loai t€ bao chu. Céc phwong phap
tinh ché protein khac nhau c6 thé duogc st dung va cac phuong phap nay da dugc biét
dén trong linh vuc nay.

Nhu d4 n6i néu trén, tit ca bénh nhan HF, ngay ca nhitng ngudi c6 triéu ching
nhe déu c6 nguy co tit vong cao. Do do, khi duoc sit dung & day, dé cap dén “bénh nhan
can” diéu tri suy tim (HF) ¢o thé dé cap dén mot loat cac ca nhan bi HF, bao gém ca
nhiing ngudi 6 mic do nghiém trong ctia bénh nhu duge mo ta dudi day. Hiép hoi Tim
mach New York (NYHA) da cung cép mét so db phén loai cho murc d hodc mirc do

nghiém trong cia HF, nhu duoc tom tit dudi day trong Bang 1:
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Phin | Cac triéu chirng

loai

NYHA

I Khong gi6i han hoat dong thé chat. Hoat dong thé chat binh thuong khong
gay mét moi qua muec, tim dap nhanh, chirng kho thé (hut hoi).

II Han ché nhe hoat dong thé chét. Thoai mai khi nghi ngoi. Hoat dong thé
chét binh thuong din dén mét méi, tim ddp nhanh, ching khé thd (hut
hot).

I Han ché 6 rét cua hoat dong thé chit. Thoai mai khi nghi ngoi. It hoat
dong binh thuong hon gay ra mét mai, tim dap nhanh hoéc chirng kho tho.

v Khong thé thuc hién b4t ky hoat dong thé chat nao ma khong thay kho
chiu. C4c triéu chirng cua suy tim khi nghi ngo. Néu bat ky hoat dong thé
chit nao dugc thuc hién, su kho chiu s& tang 1én.

Bang 1.

Theo mot sb phuong an, bénh nhan can diéu tri bi suy tim NYHA nhom II-IV.
Theo mot sd phuong 4n, bénh nhin can diéu trj bi suy tim NYHA nhom II. Theo mdt sb
phuong an, bénh nhan can diéu tri bi suy tim NYHA nhoém III. Theo mot sb phuong én,
bénh nhan cin diéu tri bi suy tim NYHA nhém IV. Theo mot s6 phuong én, bénh nhan
can diéu tri bi suy tim NYHA nhém II-I11.

Nhu da dé cap néu trén, cac lua chon diéu tri tri liéu hién c6 cho bénh suy tim,
bao g@)m tiéu chun chim séc hién tai, cai thién céc triéu chimg va 1am chim su tién
trién ctia bénh thong qua cac co ché huyét dong hoc - vi du, gidm huyét ap, nhip tim
va/hodc thé tich huyét twong - dé giam khéi lwong cong viée ciia tim dang bi suy. Nguoc
lai, cac hop chit NRG4 theo séng ché dat duogc tac dung ctia ching thong qua mot co
ché hoat dong khac, cu thé 1a lién két HER4 c6 chon loc va hoat dong tao ra tir do, gitp
céi thién truc tiép su sdng con cla té bao co tim va chuyén hoa té bao va thuc day téi
tao co tim. Do céc co ché hoat dong khic nhau nay, cac hop chit NRG4 theo sang ché
6 thé dugce sir dung trén SoC hién c6 ma khong cn chuin dd hoic theo ddi. Do do,
theo mét s6 phurong én, hop chit NRG4 theo séng ché c6 thé dugc sit dung két hop véi
mdt hodc nhiéu phuong phép diéu tri bd sung cho bénh suy tim. Theo mdt sd phuong
4n, mot hoac nhiéu phuong phéap diéu trj bd sung cho bénh suy tim dugc chon tir nhém
bao gém thudc chen beta, thudc trc ché ACE, ARB, MRA, thudc 1o tiéu, ivabradine va
sacubitril/valsartan (ENTRESTO®). Theo mot s6 phuong 4n, hop chit NRG#4 theo séng
ché c6 thé dugce st dung két hop v6i chét ttc ché SGLT2 hoic chét hoat hoa sGC.
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Céc hop chat NRG4 theo sang ché ciing co thé c6 cong dung trong viée diéu tri
c4c bénh hoac tinh trang khéac, bao gbdm nhung khong giéi han & suy tim véi phan suét
tdng mau dugc bao toan (HFpEF), cac r6i loan hodc tinh trang lién quan dén tim khac,
bénh Parkinson, bénh Alzheimer, hdi chimg rudt kich thich, r6i loan xuong, bénh thén,
bénh tiéu dudong, bénh chuyén hoa, bénh gan nhiém m& khong do rugu (NAFLD) va
viém gan nhiém m& khong do rugu (NASH).

Cac phuong an bd sung duge md ta dudi day:

Hop chét NRG4 bao gdm sur cai bién gbc D & vi tri 1 thanh gbe G va 1én dén nam
cai bién b sung so véi trinh ty axit amin cia NRG4 nguoi (SEQ ID NO:1).

Hop chit NRG4 theo phuong an trén c6 khong qua 4 cai bién bd sung. Theo mot
phuong an, hop chdt NRG4 c6 khong qua 3 cai bién bd sung. Theo mot phuong an, hop
chit NRG4 c6 khong qué 2 ci bién bd sung.

Hop chat NRG4 theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n duge md ta néu
trén, trong d6 hop chit nay bao gdm it nhat mot cai bién & vi tri dugc chon tir nhém bao
gbm 8, 22, 26, 35 va 44.

Hop chét ¢6 cong thic:
XoGHEEPCGXsSHKSFCLNGGLCYX2IPTX26PSPFCRCVX3sNYTGARCE  X44VFL,
trong d6: Xo dugc chon tir nhém bao gém T, PT, MPT, S, GS, GGS, GGGS va
(GGGGXM)n trong d6 XA 1a Q, A, E hodc S va n=1-5 (SEQ ID NO:5), hodc khong c6
mit; Xs 1a E hodc P; X2, 1a Q hodc V; Xa6 1a F hodc I; X35 1a E hodc A; va Xas la H, K
hodc E (SEQ ID NO: 2).

Hop chat theo phwong én néu trén, trong d6 Xsla P; Xo21a V; Xos 1a [; Xss 1A E; va
Xula E.

Hop chét theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n dugc mo ta néu trén, trong
doXsl1aE; X»n1aV; Xoslal; Xss 1a E; va Xas 12 E.

Hop chit theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n dugc mo ta néu trén, trong
d6XglaP; XnlaQ; X lal; Xzs 1A E; va X44 14 E.

Hop chit theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phwong 4an dugc md ta néu trén, trong
doXglaP; XnlaV; XoslaF; X35 1aE; va Xas 12 E.

Hop chét theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an dugc md ta néu trén,

trong d6 XslaP; X221a V; Xos 1al; Xss1a A; va Xas la H hoac E.
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Hop chit theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an duge md ta néu trén,
trong do Xg 1a P; X2z 1a V; Xos 1a F; X35 1a E; va Xag la K.

Hop chit theo phuong dn bét ky trong sd cac phuong an duge md ta néu trén,
trong d6 Xsg 1a P; X22 12 V; Xos 1a F; X35 1a E; va Xae 12 H.

Hop chit theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an duge md ta néu trén,
trong d6 Xs 14 E; X 1a V; Xas 1a F; Xss la E; va Xas [a E.

Hop chit theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n dugc md ta néu trén,
trong d6 Xs 1a P; X2z 12 Q; Xos 1a I; Xss 1a E; va Xasa 12 K.

Hop chét theo phuong 4n néu trén, trong d6 Xo 1a SEQ ID NO:5 trong do X 1a
S van=l.

Hop chit bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4.

Hop chit bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:10.

Hop chét bao gbm trinh tv axit amin néu trong SEQ ID NO:11.

Hop chét bao gbm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:12.

Hop chét bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:13.

Hop chét bao gdm trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO:14.

Hop chat bao gbm trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO:15.

Hop chét bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:16.

Hop chét bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:17.

Hop chét bao gdm trinh trr axit amin néu trong SEQ ID NO:18.

Hop chét bao gbm trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO:19.

Hop chat gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:18.

Hop chét theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an néu trén, trong do hop
chét duoc lién két vé6i protein, peptit hodc gbc hoa hoc khac béng lién két cong hoa tri.
Hop chét theo phuong 4n bét ky trong s cac phuong an néu trén, trong d6 hop chét
duoc gan v6i mot hoic nhiéu ving Fc cua IgG, albumin ngudi, peptit giau glyxin hoac
gbc axit béo. Hop chét theo phurong 4n bat ky trong sd cac phuong én néu trén, trong do
hop chat duge gén vao ving Fc cua IgG. H(_)p chét theo phuong 4n trén, trong d6 vung
Fc cua IgG bao gém dime ctia SEQ ID NO:6 va SEQ ID NO:7 hodc SEQ ID NO:8 va
SEQ ID NO:9. Hop chat theo cac phuong 4n trén, trong d6 Xo la SEQ ID NO:5 trong
doXrlaSvan=3.
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Hop chét theo phwong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong d6 hop
chét ¢6 hoat tinh lién quan dén lién két HER4 16n hon hoat tinh NRG4 tu nhién ctia
nguoi.

Hop chét theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong d6 hop
chét c6 hoat tinh lién quan dén lien két HER4 it nhét 14 50% hoat tinh t6i da cia NRG1
tu nhién cua nguoi.

Hop chit theo phuong 4n bét ky trong sd cac phwong an néu trén, trong d6 hop
chit ¢6 hoat tinh lién quan dén lién két HER4 it nhat 12 70% hoat tinh tdi da cia NRG1
tu nhién cua nguoi.

Hop chét theo phuong 4n bét ky trong sb cac phwong an néu trén, trong d6 hop
chét c6 hoat tinh lién quan dén lién két HER4 it nhit 12 90% hoat tinh tdi da cia NRG1
tu nhién cua nguoi.

Hop chét theo phwong an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong d6 hop
chit khong c6 hoat tinh lién quan dén lién két HER3.

Dugc phim chira hop chét theo phwong 4n bét ky trong sd cac phuong an néu
trén.

Dung cu bom bao gdm hop chét theo phurong 4n bat ky trong sd cac phuong an
néu trén.

Phuong phép diéu tri hodc ngin ngira HF & bénh nhan ¢6 nhu ciu, bao gém viéc
st dung cho bénh nhan mdt lugng hop chit NRG4 c6 hiéu qua diéu tri. Theo mot phuong
an, hop chit NRG4 1a hop chét theo phurong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén.

Hop chit NRG4 dé sur dung trong diéu tri hoic ngan ngua HFrEF. Theo mot
phuong 4n, hop chdt NRG4 14 hop chit theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an
néu trén.

Hop chit NRG4 dé st dung trong san xuét thuéc dé didu tri hodc ngin ngira
HFrEF. Theo mot phwong 4n, hgp chit NRG4 14 hop chét theo phuong 4n bat ky trong
s6 cac phuong 4n néu trén.

Theo mdt phwong an, hop chit dugc sir dung trong 24-168 gid. Theo mot phuong
an, hop chit dugc sir dung trong 24-96 gid. Theo mdt phuong an, hop chét duoc st dung
trong 24, 48, 72 hodc 96 gi¢. Theo mdt phuong an, hop chét duoc st dung trong 96 gio.
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Theo mot phuong an, hop chét nay duoc st dung khong thuong xuyén hon mot
1an mdi thang. Theo mot phuwong an, hop chit dugc st dung khdng thudng xuyén hon
mot 1an mdi quy (Q3M). Theo mdt phwong an, hop chit dugc st dung Q3M. Theo mot
phuong én, hop chat duogc sit dung Q3M trong 96 gid. Theo mot phuong an, hop chét
duoc st dung séu thang mot lan.

Theo mot phuong an, ty 1€ hiéu qua: lidu dung 1a tir khoang 2 dén khoang 50.
Theo mdt phuong an, ty 1¢ hi¢u qua: lidu dung 1a tir khoang 20 dén khoang 45. Theo
mot phuong an, ty 1¢ hiéu qua: lidu dung 1a khoang 22, khoang 30, hoac khoang 45.

Theo mdt phuong &n, viéc diéu tri duge lién tuc trong it nhét 6 thang.

Theo mot phuong an, viéc diéu tri duoc lién tuc trong it nhét 1 nam.

Theo mot phuong an, hop chét nay l1am ting LVEF déng ké. Theo mot phuong
4n, hop chat nay lam ting LVEF it nhdt 5%. Theo mdt phuong 4n, hop chét nay gitp cai
thién 5% LVEF sau 1 nam diéu tri.

Theo mdt phuong an, hgp chét nay 1am ting LVESV déang ké. Theo mot phuong
an, hop chét nay cai thién 5% LVESV. Theo mét phuong an, hop chét nay gitp cai thién
5% LVESV sau 1 nam diéu trj.

Theo mdt phuong én, hgp chét nay lam giam déng ké LVEDP. Theo mot phuong
an, hop chat 1am giam déng ké LVEDP sau 1 nam diéu tri.

Theo mot phuong an, hop chét 1am giam déang ké ty 1¢ bién dang doc hinh cau
(GLS). Theo mdt phuwong an, hop chét nay 1am giam GLS it nhét 3,5%.

Theo mot phuong an, hop chét nay dan dén cai thién dang ké LVEDV.

Theo mot phuong an, hop chét nay 1am giam dang ké nguy co tir vong do CV

va/hodc nhap vién do HF.

Theo mot phuong 4n, hgp chét nay lam giam it nhét 15% nguy co tit vong do
CV.

Theo mdt phuong an, hop chét nay lam giam it nhét 15% nguy co nhap vién do
HF.

Theo mét phuong an, hop chét nay 1am giam dang ké nguy co mot hodc nhiéu
trong tong sb tir vong, MI, dot quy, ciy ghép LVAD hoic cAy ghép tim.
Theo mot phuong an, hop chét nay dan dén cai thién dang ké cac triéu chimg va

han ché vé thé chét ctia bénh suy tim va/hoic QoL.
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Theo mot phuong an, hop chét khong dan dén: ting huyét 4p; chirc ning than x4u
di; mét can béng dién giai; r6i loan chrc nang gan; ty 1& méc céc khéi u hodc giam thiéu
mau dai dang.

Theo mdt phuong &n, hop chit duoc str dung ngoai duong tiéu hoa.

Theo mot phuong an, hop chét dugc dung theo duong tiém tinh mach, tiém dudi
da hodc trong mang bung.

Theo mot phuong an, hop chét duge st dung bing bom tiém truyén.

Theo mot phuong an, hop chit dugc st dung bang bom dang dan.

Theo mdt phuong an, lugng c6 hiéu qua diéu tri 1a lvong hop chat cung cp nong
do trong huyét thanh khoang 3 dén khoang 100 nM.

Theo mot phuong 4n, hop chét nay duoc st dung cho bénh nhén suy tim NYHA
nhom II-I'V.

Theo mot phuong an, hop chét nay dugc st dung cho bénh nhén suy tim NYHA
nhom II-II1.

Theo mdt phuong an, hop chét dugc st dung két hop dong thoi hoic lién tiép voi
mot hodc nhiéu phwong phap diéu tri bd sung cho bénh suy tim. Theo mdt phuong an,
mot hodc nhiéu phwong phap diéu tri bd sung cho bénh suy tim duge chon tir nhém bao
gém thudc chen beta, thudc rc ché ACE, ARB, MRA, thube 1oi tiéu, ivabradine va
sacubitril/valsartan (ENTRESTO®). Theo mdt phuong 4n, hop chét dugc st dung két
hop ddng thoi hodc lién tiép vai cht trc ché SGLT2 va/hodc chét hoat hoa sGC.

Theo mo6t phuong an, hop chat NRG4 duoc str dung 1a hop chit NRG#4 theo sang
ché.

Vi du thwce hién sang ché

Sang ché dugc minh hoa tiép bang cac vi du sau day, cac vi du nay khong nham

gidi han pham vi cua sang ché.

Pieu cheé cac hop chat vi du

Vi du v& cac hop chat NRG4 theo séng ché duogc md ta dudi day trong Béang 2.

Vi du | Su cai bién NRG4 | AA diu tAn cing N/Trinh tu lién két ID trinh ty

1 DI1G SEQ ID NO:5 trong d6 XA 1a Svanla 3 | SEQ ID NO:10
2 D1G/P8E SEQ ID NO:5 trong d6 XA la Svanla3 | SEQ ID NO:11
3 D1G/V22Q SEQ ID NO:5 trong d6 XA 1a Svanla 3 | SEQ ID NO:12
4 D1G/I26F SEQ ID NO:5 trong d6 XA 1a Svanla3 | SEQ ID NO:13
5 DIG/E35A SEQ ID NO:5 trong d6 XA la Svanla3 | SEQ ID NO:14
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D1G/126F/E44K | SEQID NO:5 trong d6 XA la S vanla3 | SEQ ID NO:15

D1G/126F/E44H | SEQ ID NO:5 trong d6 XA la Svanla3 | SEQ ID NO:16

D1G/126F/P8E SEQ ID NO:5 trong d6 XA 1a Svanla3 | SEQID NO:17

D1G/V22Q/E44K | SEQID NO:5 trong d6 XAlaSvanlal | SEQID NO:18

— = O |00 || O

0 D1G/V22Q/E44K | SEQID NO:5 trong d6 XA la Svanla3 | SEQ ID NO:19
1 D1G/V22Q/E44K | SEQ ID NO:5 trong d6 XA la Svanla3 | SEQ ID NO:19

Bang 2. Céc thanh phin cta cic hop chdt NRG4 lam vi dy. Trinh ty axit amin hoan
chinh cho cac hop chit Vi du, khong bao gdm trinh tw ving Fc cta [gG bét ky, dugc
néu trong cac SEQ ID NO dugc liét ké trong cot thir tu. Vidu 1-8 va 10-11 con bao gff)m
cac viung Fe cta IgG. Cac vung Fe ctia IgG cia Vidu 1-8 va 10 bao gbdm dime cua SEQ
ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7, trong d6 axit amin dau tan cung N cua trinh tw dugc xac
dinh trong cot thir ba cua bang trén dugc dung hop voi axit amin dau tan cing C cua
SEQ ID NO: 7. Vung Fc cia IgG cta Vi du 11 bao gbdm dime ctia SEQ ID NO: 8 va
SEQ ID NO: 9, trong d6 axit amin dau tan cung N cua trinh tu dugce x4c dinh trong cot
thir ba cta bang trén dugc dung hop véi axit amin d4u tan cung C cua SEQ ID NO: 9.

Biéu hién sinh hoc

Vi du v& cac hop chat NRG4 bao gdm céac ving Fc dugc tao ra trong hé théng
bidu hién t& bao dong vat c6 vi bing cach sir dung dong té bao CHO GSKO. Viéc bét
hoat gen GS cho phép chon loc chinh xdc nghiém ngat bang céach loai bo hoat tinh nén
ctia GS ndi sinh ma c6 thé cho phép cac té bao sinh san thap hodc khong sinh sén sdng
sot duge trong cac diéu kién chon loc. Cac gen ma hoa cho chudi nut va chudi 16 dung
hop Fc theo sang ché c6 thé dugc tach dong phu thanh cac plasmid biéu hién chua
glutamin synthetaza (GS) riéng l¢ dé ddng chuyén nap hodc ca hai chudi c6 thé dugc
tach dong phu thanh mot plasmid biéu hién chira GS. Ngoai ra, céc ty 1€ khac nhau cua
chudi nit va chudi 15 c6 thé dugc két hgp thanh mot biéu hién chira GS duy nhéit néu
can thay d6i mirc biéu hién twong dbi ctia mot trong hai chudi. Trinh tw cADN ma hoa
chudi nut hodc chubi 16 duoc dung hop trong khung vai trinh ty méa hoa cla peptit tin
hiéu, c6 thé 1a trinh tw d4n dau kappa chuot, dé tang cudng tiét san pham mong mudn
vao mdi trudong nudi ciy té bao. Su biéu hién duge diéu khién bang trinh tw khéi dong
cua cytomegalovirut (cytomegalovirus - CMV) cua virut.

Céc té bao CHO GSKO ¢6 thé duge chuyén nhidm tam thoi hoic on dinh. Dé
chuyén nhiém 6n dinh, c4c té bao CHO GSKO duoc chuyén nhidm bang céch sir dung
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phuong phép dién phan va lwong plasmid biéu hién chudi 15 va chudi nit tai td hop thich
hop, va cac té bao da chuyén nhiém dugc duy tri trong moi trudng nuodi ciy huyén phu,
& mat do té bao thich hop. Viéc lya chon cac té bao dugc chuyén nhiém dwgc thuc hién
bang cach phat trién trong mdi trudng khong ¢ huyét thanh chtta 25 pM methionin
sulfoximin (MSX), khong c6 glutamin, va dugc i ¢ 32-37°C va 5-7% CO2. Thé dung
hop Fe dugce tiét vao moi truong tir cac té bao CHO.

Protein duoc tinh ché bang cach st dung: (1) Séc ky 4i luc protein A, tiép theo 1a
sdc ky trao ddi cation hodc sic ky tuong tac ky nudc (hodc cac phuong phép thich hop
khac); hoac (2) sic ky da phwong thuc sau do la sic ky tuong tac ky nude (hodc cac
phuong phép thich hop khac).

Pé tinh ché bat diu bang sic ky protein A, cac protein tir moi truong thu gom
duoc bat gifr trén nhua MabSelect SuRe Protein A (GE Healthcare). Sau do, nhua duoc
rira nhanh bang dung dich dém chay, nhu dung dich mubi dém phosphat (PBS), do pH
7.4) hodc dung dich dém chay chira Tris, dé loai b chat khong dugc gan két dac higu.
Sau do, protein dugc rua giai khoi nhya bang dung dich ¢6 do pH thip, chang han nhu
axit axetic 20 mM/axit xitric 5 mM. Céac phan doan chira thé dung hop Fe dugc thu gom.
Do pH co thé duoc tang 1én khi can bang cach thém bazo nhu Tris 0,1 M, pH 8,0. O giai
doan nay, thé dung hop Fc ¢c6 thé duoc sir dung dé sang loc lién két/hoat tinh, hodc néu
muén, c6 thé duge tinh ché thém bang sic ky twong tac ky nude st dung nhya nhu
Phenyl Sepharose HP. Thé dﬁng hop Fe c6 thé duge rira gidi tir cot Phenyl Sepharose
HP bing céch sir dung gradien tir 500 mM dén 0 mM cua natri sulfat trong natri phosphat
10 mM, pH 7 trén 10 thé tich cot. Thé dung hop Fe c6 thé dugc tinh ché thém bang sic
ky loai trir kich thude bang cach sir dung cot Superdex 200 (GE Healthcare) véi sy rira
giai déng dong trong PBS, pH 7,4 hodc dém duoc trao dbi thanh dém mong mudn. Vi
du 1-8 va 10 dugc tinh ché theo céach nay.

Dé tinh ché bit diu bang sic ky da phuong thire, cac protein tir moi truong thu
gom dugc bat gitt trén nhya CaptoMMC (GE Healthcare). Sau dé, nhya dugce rira nhanh
br?lng 100 mM xitrat, pH 5,0 (dém “A”) truge khi rira 80%/20% dung dich dém “A” va
25 mM natri phosphat, 1 M natri clorua, pH 7,5 ( dém‘“B”). Protein mong mubn sau dé
dwoc rira giai tir nhwa & 70% dém “B”. Thé dung hop Fe c6 thé dugc tinh ché thém bang
sic ky twong tac ky nuéce st dung nhyra nhu Phenyl Sepharose HP (GE Healthcare). Thé
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dung hop Fc c6 thé dugc rira giai tir cot Phenyl Sepharose HP bang cach st dung gradien
tuyén tinh tir 800 mM dén 0 mM cua natri sulfat trong Tris 20 mM, pH 8. Thé dung hop
Fc ¢6 thé duoc tinh ché thém bang séc ky trao ddi ion bang cach st dung cdt Q Sepharose
(GE Healthcare). Thé dung hop Fe c6 thé duoc rira giai tir cot bang cach st dung gradien
natri clorua 0 M dén 1 M trong Tris 20 mM, pH 8. C4c phan doan dugc thu gom va dung
dich dém duoc trao dbi thanh dung dich dém mong mubn dé bao quan. Vidu 11 duogc
tinh ché theo cach nay.

Téng hop hoa hoc

Céc hop chit NRG4 theo sang ché 1a cac peptit khong bao gdm cac ving Fc cla
IgG (vi dy, Vi du 9 trong Bang 2 néu trén) ciing c6 thé dugc tao ra bang cach tong hop
peptit pha rin st dung chién luge Fmoc/t-Bu. Céc peptit duge tong hop trén may tbng
hop peptit tw dong SymphonyX (PTI Protein Technologies Inc.).

Nhua Fmoc-L-Leu-Wang (0,3-0,8 mmol/gam, c¢& luéi 200-400 mesh, Chem-
Impex) dugce st dung dé tong hop peptit. Viéc khir bao vé bang Fmoc duoc thuc hién
bing cach sit dung dung dich piperidin 20% thé tich/thé tich trong DMF. Lién két axit
amin duoc thuc hién bang cach st dung 10 duong lugng Fmoc-axit amin, 0,9 M
diisopropylcarbodiimit (DIC) va 0,9 M Oxyma (ty 1¢ mol 1:1:1) trong DMF trong 2 gi¢
& 25°C. Céac budce rira duoc thuce hién voi DMF va dugce bao gém sau mdi bude lién két

va khit bao vé. Chi tiét bd sung dugc cung cip dudi day trong Bang 3.

Budc Dung méi/van hanh Thoi gian tron S6 1an Lip lai
1 DMF 12:01:00 SA 2
2 Piperidin 25%/DMF 12:10:00 SA 3
3 DMF 12:01:00 SA 1
4 DMF 12:01:00 SA 5
5 Metylen Clorua 12:01:00 SA 1
6 Metylen Clorua 12:00:02 SA 1
7 Chét phéan tmg (axit amin) 12:00:01 SA 1
8 0,9 M Oxyma trong DMF 12:00:01 SA 1
9 0,9 M DIC trong DCM 3:00:00 SA 1
10 DMF 12:01:00 SA 3

Bang 3. Quy trinh lién két va khir bao vé bang Fmoc.

TAt ca cac axit amin dugc sir dung trong trinh tu chinh 1a axit amin L: Fmoc-Ala-
OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Asp(Otbu)-OH, Fmoc-Glu(Otbu)-OH, Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-
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OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-GlIn(Trt)-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-
Val-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH.

Sau khi két thuc qua trinh kéo dai peptit-nhya duge mo ta néu trén, nhom Fmoc
cudi cung duge loai bo va nhya duge rira bang metylen clorua trude khi phan giai cac
peptit. 1,5 mL dung dich nudec, triisopropylsilan, thioanisol, 1,2 etandithiol (1:1:1) dugc
thém vao 13 mL axit trifloaxetic (TFA) va hon hgp phén giai thu duge duge thém vao
nhya va trén trong 2,5 gio trong Xi lanh phan tng . Dung dich TFA chira peptit da phan
cit duge chuyén vao 1o hinh nén 50 mL c6 chira dietyl ete lanh. Dung dich peptit két
tta duogc kéo thanh vién day va ete dugc gan. Qua trinh két taa ete dugc 1ip lai hai lan
dé rira hdn hop con sot lai trude khi tién hanh tai gép nép.

Peptit tho dugc hoa tan trong nude va thém axetonitril néu can. Nong do peptit
thd dwoc diéu chinh thanh 2,5-3 mg/mL (200 mL) trong axetonitril va nude. Sau do,
mAu dugc tai gap nép ngay. Dung dich dém tai glp nép duoc chuén bi bang cach thém
glutathion oxy hoa va glutathion khir theo ty 1¢, GSSG:GSH (2 mM:1 mM) trong dung
dich dém tris 0,1 M, pH 8. Dung dich peptit tho dugc thém vao dung dich dém tai gip
nép dén ndéng d6 0,13-0,15 mg/mL (pha loang 20 14n) va hon hop tai glp nép dugce giit
& 4°C ma khong can khudy. Sau 1 ngay, hon hop tai gép nép dugc lam dung bang cach
thém TFA 1én dén 0,2% dé dwa d6 pH vé 3,0. Dung dich lam dimg sau d6 dugce loc va
tinh ché.

Dung dich peptit dugc nap vao cot HPLC va sau d6 dugc cén bang vé6i dung dich
dém A trudc khi kich hoat gradien. Dung dich dém A:0,1% TFA trong nudc; Dung dich
dém B: 100% axetonitril. Gradien: 10% B dén 25% B trong 100 phit. Luu luong: 18
mL/phut; phat hién ¢ budc séng 220 nm (May do Waters 2489). Cot: Cot Waters
Symmetry Prep C18, 7um, 19x300mm (Waters Part # WAT066245). Cac phan doan
duoc kich hoat tu dong boi UV va dugc thu gom bang Waters Fraction Collector III.

Céac phan doan thu gom c6 chira peptit mong mudn duge két hop va lam dong
kho nhanh.

Cac thit nghiém in vitro

Thi nghiém lién két HER4/NRG-Fc dé sang loc cdc bién thé NRG4 dé cai thién
lién két
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Thir nghiém lién két dugc sir dung dé thuc hién sang loc thong lugng cao clia cac
protein dung hop Fc bién thé NRG4 véi thy thé HER4, dé x4c dinh céc bién thé dinh
hudng 4i lyc c6 kha nang ting hoat hoa va tin hiéu cda thu thé. Cac dia ELISA duoc
pha mot khang thé khang thé His & 2pg/ml trong PBS d¢ tao diu kién thuan loi cho
viéc bit giit chuan hoa cAu trac ving ngoai bao cua thu thd8 HER4 duoc gan thé His &
d4u C (ECD) sau khi phong bé dia bang 1% BSA/PBS/0,1% Tween 20 (HER4 ECD ¢
5ug/ml). Mot luong bao hoa cua cac bién thé NRG4-Fc chua tinh ché trong mdi truong
bidu hién (Bit dau tr 10pg/ml v6i cac dung dich pha loang nbi tiép trong 1%
BSA/PBS/0,1% Tween 20) duoc u véi thu thé dugce bat gift trong 1 gio. Sau khi rira,
bién thé lién két NRG4-Fc duge phat hién bing phwong phap so mau véi thude thir phat
hién thr cAp phosphataza kidém dac hiéu khéng Fc ngudi dé dinh luong lién két. Thoi
gian 1 bién thé lién két v6i thu thé hodc thoi lugng cia céc bude rira tiép theo l1a khac
nhau dé xéc dinh ro hon cc bién thé lién két dugc didu khién boi ty 16 4i lyc va ty 16 tat,
twong tng. Qua trinh sang loc nay xac dinh viéc cai bién D1G, nhu dugc néu trong Vi
du 1, 14 c6 4i luc cao va c6 kha nang lam ting sy hoat héava truyén tin hiéu cda thu thé,

nhu duoc chi ra trong dit liéu duéi day trong Bang 4.

Liéu | Vidul WT NRG1 WT NRG4
ding | liéu lidu lidu

# (ug/mL) | 0.D.405 | (ug/mL) | O.D.405 | (ug/mL) | O.D. 405
1 10,65 1,485 10 1,501 17 0,651
2 5,325 1,438 5 1,439 8.5 0,597
3 2,6625 |14 2,5 1,399 4,25 0,485
4 1,33125 | 1,332 1,25 1,31 2,125 0,347
5 0,665625 | 1,217 0,625 1,27 1,0625 | 0224
6 0,332813 | 1,081 0,3125 1,022 0,53125 | 0,154
7 0,166406 | 0,865 0,15625 0.8 0,265625 | 0,111
8 0,083203 | 0,607 0,078125 | 0,514 0,132813 | 0,088
9 0,041602 | 0,404 0,039063 | 0,316 0,066406 | 0,071
10 |0,020801 | 0,235 0,019531 | 0,179 0,033203 | 0,07
11 |0,0104 0,136 0,009766 | 0,114 0,016602 | 0,066
12 10,0052 0,096 0,004883 | 0,084 0,008301 | 0,066

Bang 4. Lién két v6i mién ngoai bao HER4.
Nhu da théy trong Bang 4, Vidu 1, bao gém sur cai bién D1G, ¢6 lién két HER4
twong tw véi WT NRG1 & liéu twong tu va lién két voi HER4 16n hon déng ké so véi

WT NRG4 & liéu twong tu trong nghién ciru nay.
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Tao dong té bao HER2-4 va HER2-3 chudt va CHO nguoi

Thir nghiém dua trén té bao sir dung céc té bao CHO-K1 biéu hién qua mirc cac
thu thé HER cua nguoi hodc chudt duge sir dung dé xac dinh hoat tinh ctia cac hop chét
NRG4. Té bao CHO-K1 (ATCC) duoc nudi trong DMEM-F12 3:1 v6i 5% FBS véi
20mM HEPES, 40pg/mL L-Prolin, 1x khang sinh va dugc phén tach 1: 5 ctr 2-3 ngay
mot 1an voi TripLE Express (Gibco) . Té bao dugc chuyén nhiém bing ADN plasmid
ma hoa thu thé HER theo cap (hHER2-3, hHER2-4, rtHER2-3 va rHER2-4) v61 Fugene
6 (Promega) theo huéng dan ctia nha san xudt. HER2 dugc bao gdm, bai vi thu thé nay
khong lién két phéi tir nhung 1a ddi tac dime hoa dugc wu tién ciia cac thu thé HER doi
v6i truyén tin hiéu xudi dong. Céc té bao d3 chuyén nhiém dugc chon loc bang
Puromyecin (12 ug/ml) va Hygromycin (1 mg/ml) trong 3-4 tudn va cac dong vo tinh thu
dugc biang cach tich dong pha loang han ché vao dia 96 15. C4c dong vo tinh dugc chon
loc bang su biéu hién gen thich hgp cia HER2, HER3 hodc HER4 bang phuong phép
Tagman. Cac dong c6 biéu hién thu thé thich hgp dugc xdc nhan bang dap ing phospho-
ERK % cam tmg béi NRG1. Céc dong vo tinh duoc 16n Ién, thu gom, tao phan wdc vao
cac dng lanh khé thanh céc thung dong lanh va sau d6 dugc dong lanh trong nito 16ng
dé bao quan lau dai.

Sang loc cac phan ti biing phosphoryl h6a ERK 1/2 in vitro qua trung gian HER2-
HER4 ciia nguoi

Thir nghiém hoat tinh phospho-ERK1/2 dugc st dung dé xac dinh hiéu luc cua
cac hop chit NRG4. Hiéu luc cua Vi du 1-8 va 10 so v6i NRGI ctia nguoi WT va/hodc
NRG4 cua ngudi duge phan tich trong cac nghién ciru do lwong sy kich thich cua qua
trinh phosphoryl hoa ERK 1/2 qua trung gian HER2-HER4 cta nguoi. Thu nghiém nay
bao gdm dong én dinh CHO-K1 biéu hién HER2 va HER4 ctia ngudi. Té bao CHO-
hHER2-hHER4 (dong 1H6) dugc nudi ciy thudong xuyén trong DMEM: F12(3:1), 5%
FBS, 40 pg/mL L-Prolin, 10 pg/mL puromycin va 1mg/mL hygromycin ¢ 37°C, 5%
CO2. Té bao duoc rira hai 14n v6i 1X PBS, phan ly bang 0,05% trypsin/0,53uM EDTA
va duogc thu gom bang cach ly tim & 300xg trong 10m. Té bao duoc tao huyén phu lai
trong moi truong duy tri. 20.000 té bao/16, trong 30uL, dugc cdy vao cac dia nudi cdy
té bao Poly-D-Lysin 384 16 (Greiner, Cat No. 781946). Céc dia dugc day bang nap clia

nha san xuét va dugc chuyén dén ti 4m nuoi céy mé 37°C & 5% CO2, 46 4m 80%+ va
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dugc dé cho bam dinh. Sau 24 gid, mdi truong duoc 14y ra khéi dia va dugc thay thé
bing 30pL méi truong khong c6 huyét thanh (DMEM glucoza thép v6i 0,1% BSA) bang
cach str dung bo xir ly 1ong Biomek FX. Dia dugc dua v& ti 4m trong 24h.

Céc bién thd hFENRG4, duoc biéu thi thoang qua dudi dang dich ndi trén bé mat
293F, dugc chudn bi trong mdi truong doi trong dia 384W trong (Greiner, cat no.
781185) duéi dang pha loang nbi tiép 4pt 1:8 (khoang lidu trung binh tir 250pM dén
140000 pM). Mo truong dugc l4y ra khoi dia nudi cdy té bao va 30uL/1d bién the dugc
chudn bi dugc danh diu trong cac dia bang cach st dung bd xir Iy chét 16ng Biomek FX.
Céc dia dugc niém phong bang gidy bac va duoc kich thich trong 15 phut ¢ nhiét do
trong phong trén may lic quy dao. Té bao sau d6 duge rira mot 14n véi 50ul PBS lanh.
30uL dung dich dém phén giai dugc thém vao cac té bao va dao dong trong 10m tai RT
trén may lic quy dao.

Viéc phat hién phosphoryl hoa ERK 1/2 duge thuc hign véi b kit AlphaScreen
SureFire phospho-ERK1/2 (T202/Y204) (Perkin Elmer, catalog no. TGRES) hoic kit
thir nghiém AlphalISA® SureFire® Ultra™ p ERK1/2 cung nhau v&i kit phat hién IgG
AlphaScreen Protein A (Protein-A) (PerkinElmer, catalogue no. 6760617). Sau khi phan
giai té bao CHO-K1, 4uL dich phén giai duoc chuyén sang Alpha Proxiplate 384W
(Perkin Elmer, cat no. 6008280) v6i 384W Biomek FX. 4ul dich phén giai duong tinh
va am tinh 4ul (Perkin Elmer, TGRES-L) dugc thém vao cac 16 ¢6 sén 1am mau d6i
chimg. Hon hop chat nhan 5ul/I5 (chtra khang thé khang phoso-Thr202/Tyr204 va hat
chat nhan lién hop Protein A) dugc thém vao dia cung véi Forumlatrix Mantis. Pia dugc
niém phong, ly tdm nhe xubng 1 phut & 300xg va U trong 2 gio & nhiét do trong phong
trén may lic quy dao. Hon hop chit cho 2uL/1d (chira céac hat chit cho dugc phu
strepavidin va cac khang thé duoc biotin hoa ddi véi epitop ERK1/2 & xa) dugc phan
phéi béi Mantis. Pia dugce niém phong, ly tim nhe xudng 1 phit & 300xg va U trong 2
gid & nhiét do trong phong trén may lic quy dao trudc khi doc trén Perkin Elmer
Envision 2103 Multilabel Reader (HTS Alpha mode, thoi gian kich thich: 40ms, tong
thoi gian do: 130ms).

Mdi mau duoc lap biéu dd dya trén dap ung lidu hFCNRG4 gbc, duge dua vao

mdi dia trong ban sao trong XLFit. Dit liéu nay dugc v& trong GraphPad Prism voi thuat
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to4n bdn tham s va céac gia tri hiéu luc EC50 duoc trich xuét. Két qué dugc dua ra trong

cac Bang 5 va 6.

Mau EC50 (nM)
WT NRG4 | 2,53

Viduy 1 0,77 + 0,16
Viduy 2 2,77+ 0,39
Vidu 3 0,29 + 0,01
Viduy 4 0,53 + 0,05
Vidu 5 0,84 + 0,27

Bang 5. Hoat tinh cta cac vi du 1-5 so véi WT NRG4. Dt li€u cho Vi du 1-5 dai dién
cho trung binh cua hai lan lap lai vai do 1éch chuén dugc chi ra.

Nhu di thiy trong dit liéu & Bang 5, phu hop v6i viéc tang 4i luc cia n6 véi
HER4, trong nghién ctru nay, viéc cai bién D1G ciing lam ting déng ké hoat tinh &
HER4 va HER2 so v6i NRG4 kiéu dai, bao gom trong céc vi du bao gdm cac cai bién

axit amin bo sung.

Mau EC50 (nM)
WT NRGI 0,3192
WT NRG4 1,2980
Viduy 6 0,3947
Viduy 7 0,5629
Vidy 8 0,4033
Vi du 10 0,2448

Bang 6. Hoat tinh cta Vi du 6-8 va 10 so v6i WT NRG1 va NRG4.

Nhu da thy trong dit liéu & Bang 6, trong nghién ctru nay Vi du 6-8 va 10, moi
vi du bao gdm su cai bién D1G va céc cai bién bd sung, cho thdy hoat tinh ting & HER4
va HER2 so v6i WT NRG4 va hoat tinh tuong tu so véi WT NRGI.

Thir nghiél}l }[ER2-4 hoac HER2-3 phosqho-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204) cia nguoi
va chudt dé kiém tra cac protein tinh khiet

Thir nghiém hoat tinh phospho-ERK1/2 dugc sit dung véi céac té bao CHO-K1
biéu hién qua muc cac thu thé HER cta nguoi hodc chudt dé xac dinh hiéu luc va tinh
chon loc ciia cac hop chét NRG4 tinh khiét. Cac dong té bao CHO-K1 biéu hién thu thé
HER cuia ngudi hodc chudt duge nuodi céy v6i moi treong chon loc (DMEM-F12 3:1 vé6i
5% FBS v6i 20mM HEPES, 40pg/mL L-Prolin, 1x khang sinh, 12pug/mL puromycin,
Img/mL Hygromycin B). Vao ngay -1 (ngay truéc khi thir nghiém phospho-ERK1/2),
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t& bao duge rira mdt 14n bing PBS, téch ra bing dung dich phan ly té bao khong c6
enzym (GIBCO cat # 13151-014), va tao huyén phu lai trong moi trudng gieo chy
(DMEM-F12 3:1 v6i 20mM HEPES, 1x khang sinh, 0,2% FBS). Cac té bao dugc gieo
trong dia phii Poly-D-Lysin 96 15 (BD cat # 354640) v6i téc do 10.000 t€ bao trén 0,1mL
trén mdi 1. Té bao dugc nudi cy trong tu Am nu6i cdy mo & 37°C 5% CO2 qua dém.
Vao ngay 1 (ngay thit nghiém pERK1/2), céc dia dugce 0 ¢ nhiét do trong phong trong
30 phat. Moi treong nudi ciy dugc loai bo, sau do bd sung S0uL phéi tir & cac ndng do
khéc nhau dugc pha loing trong PBS-20mM HEPES-0,005% BSA. Cac peptit NRG1
va NRG4 tu nhién ctia ngudi duge mua tir Reprokine (Tampa, FL). Thoi gian kich thich
1a 30 phit (trir dong hHER2-4 1H6 trong d6 15 pht dugc st dung dé kich thich). Khi
két thic kich thich, cac phéi tir dugc loai bé va 70uL dung dich dém phan gidi (duoc
tao ra theo cong thirc cia nha san xuét, Perkin Elmer cat# ALSU-PERK-A10K) duoc
thém vao. Cac dia dugc G & nhiét do trong phong trong 10 phut trén may lac dia véi toe
do khudy 350 vong/phut, sau do6 trén bang trong 1 gid ma khong lic. 30pL dich phan
giai té bao duoc chuyén sang Optiplate trang 96 16 (Perkin Elmer cat# 6002290) dé thu
nghiém phospho-ERK1/2. Tém tai, 7,5uL hat nhén dugc thém vao 30uL dich phén giai
trong Optiplate. Pia dugc phu bang 14 nhdm va G & nhiét do trong phong trong 1 gio
trén may lic dia véi toc do khudy 350 vong/phut. Sau do, 7,5pL hat cho dugce thém vao
va dia duoc phi bang 14 nhom va u ¢ nhiét do trong phong trong 2 gi¢ trén may lic dia
voi toe dd 350 vong/phit hodce & 4°C qua dém (lam 4m dia ¢ nhiét d6 trong phong trong
2 gidr trude khi doc). Dit lidu tin hiéu alpha thu dwoc trén thiét bi Envision (dau doc dia
twong thich voi cong nghé Alpha). Hat cho va hat nhan dugc tao ra theo quy trinh thir
nghiém. Dt li¢u hién thi dugc tao ra bang kit thir nghiém AlphaScreen SureFire p-
ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (Cat # TGRES50k) hodc kit thit nghiém AlphalISA®
SureFire® Ultra™ p-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204) (Perkin Elmer cat# ALSU-PERK-
A10K). Hoat tinh ctia peptit NRG1 1a twong tu nhau trong ca hai loai thir nghi€ém. Dt
liéu tho thu duoc tir cong cu Envision dugc nhap vao phan mém GraphPad Prism (phién
ban 7). Gia tri EC50 dugc tao ra boi mot duong cong déap tmg liéu bén tham sb do doc
thay déi. % dit lidu hoat tinh NRG1 téi da duoc tao ra bang cach biéu thi dir ligu tho toi
da trung binh cho hop chit NRG4 trén dit liéu thd t6i da trung binh cho NRG1 tu nhién
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ctia ngwoi trén mdi dia va nhan véi 100. D liéu duge cung cap dudi diy trong Bang 7-

9. Gié tri N phan anh s6 lan chay thir nghiém doc lap.

Mau EC50 (nM) % hoat tinh NRG1 tdi da
WT NRG1 0,67 + 0,07 (N=9) 100

WT NRG4 90,09 + 33,21 (N=8) | 75 + 4 (N=8)

Vidy 9 0,20 + 0,01 (N=11) 91 +3 (N=11)

Vidu 10 0,16 + 0,02 (N=8) 82 + 4 (N=8)

Vidu 11 0,55+ 0,11 (N=5) 79 + 2 (N=5)

Bang 7. Thir nghiém HER2/HER4 nguoi.

Mau EC50 (nM) ‘ % hoat tinh NRG1 t6i da
WT NRG1 0,29 + 0,05 (N=4) 100

Vidy 9 0,17 + 0,02 (N=4) 87 + 4 (N=4)

Vidy 10 0,12 + 0,04 (N=2) 88 + 7 (N=2)

Vidu 11 0,17 + 0,06 (N=2) 96 + 2 (N=2)

Bang 8. Thir nghiém HER2/HER4 chudt.

Nhu d3 thiy trong Bang 7, peptit NRG1 kidu dai ciia ngudi biéu hién hoat tinh

hitu hiéu tai cac thu thé HER4 va HER2 ctia ngudi trong khi peptit NRG4 kiéu dai cia

ngudi hoat déng nhu cht chu van timg phan yéu. Vi du 9-11 thé hién hoat tinh hitu hiéu

v6i gia tri EC50 manh hon mot chut so véi NRG1 kiéu dai cua nguoi va % hoat tinh i

da 16n hon peptit NRG4 kidu dai ciia ngudi va gan bang v6i NRG1 cta nguoi. Nhu da

thay trong Bang 8, cac két qua twong tu ciing thu duoc & cac thu thé HER4 HER2 ctia

chudt véi hiéu luc ting nhe so voi NRG1 cta nguoi va hoat tinh t6i da gin v6i NRG1

ctia ngudi. Két luan, cac vi du v& cac hop chat NRG4 thé hién hoat tinh phosho-ERK 1/2

16n hon & ca thu thé HER4 HER?2 ctia ngudi va chudt so voi NRG4 tu nhién ctia nguoi

va gan voi NRG1 ty nhién cia nguoi.

Tht nghiém HER2/HER3 nguoi | Thit  nghiém  HER2/HER3

nM (N=1)

chuot

Mau EC50 (nM) EC50 (nM)

WT NRG1 0,83 + 0,20 (N=6) 32 + 14 (N=2)

WT NRG4 Khong c6 hoat tinh 1én dén 1000 | nd
nM (N=1)

Vidu9 Khéng c6 hoat tinh 1én dén 3000 | Khong c6 hoat tinh lén dén
nM (N=6) 3000 nM (N=4)

Viduy 10 Khong 6 hoat tinh 1én dén 1000 | Khong c6 hoat tinh 1én dén 100
nM (N=3) nM (N=2)

Vidu 11 Khong c6 hoat tinh 1én dén 1000 | Khong c6 hoat tinh 1én dén

1000 nM (N=2)
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Bang 9. Tht nghiém HER2/HER3 nguoi va chudt

Nhu da thdy trong Bang 9, peptit NRG1 kidu dai ciia nguoi biéu hién hoat tinh
hitu hiéu tai céc thu thd HER3 HER2 ciia nguoi trong khi peptit NRG4 kiéu dai cia
nguoi va tAt ca cac Vi du cho thiy khong c6 hoat tinh nao tai cap thu thé nay thé hién
tinh chon loc khéc biét d6i véi cap thu thé HER4 HER2. Két luan, céc vi du v& hop chat
NRG#4 chirng minh khong c6 hoat tinh phosho-ERK1/2 tai cac thu thé HER3 HER2, do
d6 cho théy su duy tri tinh chon loc thu thé HER4 va HER2 ctia peptit NRG4 kiéu dai.

Nghién ctru in vivo

Anh hwéng ctia vi du 9 dén chirc ning va ciu triic tim trong mé hinh MI & chudt

Hai nghién cuu dugc ly vé hiéu qua phi 1dm sang duoc thuc hién trén mo hinh
chuot bi suy tim c¢6 giam phan suit tong mau (HFrEF) dé nghién ciru ndng do trong
huyét twong va thoi gian tiép xtic v6i Vi du 9. Ca hai nghién ctru déu do luong tac dong
1én chirc ning va céu tric tim & chut Sprague Dawley duc bi nhdi mau co tim do phau
thuat.

Céc phuong phap luan twong tu dugc sir dung cho ca hai nghién ciru. Nhiing con
chuot duc Sprague Dawley bi nhdi méu co tim do phau thuit dugc mua va gy mé va
thong khi tich cuc trong subt quy trinh. Mot duong rach dugc thue hién gilta xwong suon
thtr tu va tht nam, dé 16 tim. Pong mach vanh trai bi that vinh vién. Cac dong vat dugc
phau thuat gia cling trai qua quy trinh twong tw ngoai trir viéc chi khau lua dugc ddt xung
quanh dong mach vanh trai ma khong bi budc. Tét ca nhitng con chudt duge nudi riéng
trong mot can phong dugc kiém soat nhiét do va do 4m va dugc duy tri theo chu ky
sang/tdi 12 gio. Hai dén ba tudn sau khi phau thuat, chudt dugc siéu am tim qua 16ng
nguc dé xac dinh phan suat tbng mau (% EF) va kich thuéc tdm that trai (LVD) bang hé
théng siéu 4m Vevo 2100. Chudt dugc phan ngau nhién gifta cdc nhém diéu tri theo %
EF vaLVD.

Cac phép do % EF va LVD dugc biéu thi dudi dang gid tri trung binh =+ sai s6
chuén (SE). Phan tich théng ké dugc thuc hién bang phan mém JMP® 13 (SAS Institute,
Inc.; Cary, NC) va kiém dinh Dunnett duogc st dung dé so sanh théng ké gifta c4c nhém
didu tri. Y nghia thong ké duoc chép nhan & mirc P <0,05.

M5 hinh thtt nehiém dé xac dinh ndng do huyét twong cta vi du 9 cho hiéu qué

phi 1am sang. Véi tdc do truyén 10 pl/h, Vi du 9 hodc chit dan (1X nuéc mubi dém
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phosphat ctia Dulbecco [DPBS]) duoc tiém dudi da (SC) lién tuc trong 4 ngay thong
qua bom Alzet® (Model 2ML1; bom tham thau Alzet®; Cupertino, CA). Cac mirc lidu
duoc str dung cho Vi du 9 1a 0,22, 0,73, 2,18 va 7,28 mg/kg/ngay br:ing cach st dung
bom truyén. Vao ngay thir 4, mau méu dugc thu thap dé xéac dinh ndng d6 trong huyét
twong va bom truyén dugc 14y ra. Bay ngay sau khi bét dau ding thude, chirc ning tim
(% EF) va cu tric tim (LVD) dugc dénh gia cho tit ca cac dong vat. Mudi bon ngay
sau khi bt dau dung thudc, % EF va LVD duoc danh gia cho hai nhom diéu tri bang
chét din va hai nhom dung liéu cao nhit.

Két qua: Diéu trj bang hop chét trong vi du 9 cho thdy su cai thién chirc nang tim
phu thudc vao lidu luong (% EF) khi st dung bom thAm thiu trong 96 gi (Bang 10).
Nhom liéu cao dung 2,18 va 7,28 mg/kg/ngay, cho thay chirc ning tim dugc cai thién
trong 2 tuan sau khi b4t dau truyén (Bang 10). Cac lidu nay dat duoc ndéng do trong
huyét tuong & trang thai 6n dinh twong tmg 13 29,62 va 72,24 nM (Bang 11). T4t ca cac
dong vat MI dugce didu tri déu c6 biéu hién gidn LVD it hon so v6i nhom chét dan (Bang

10).

Phéan suat tong mau

7 ngay sau khi bat | 14 ngay sau khi bat

Puong co s¢ dau ding lidu dAu dung lidu
Liéu Trung Sai s6 | Trung Sai s6 | Trung Sai sb
(mg/kg/ngay) binh chuin binh chudn | binh chuan
Sham, N=3 70,2 6,42 68,1 4,64 ND ND
Chat dan, N=7 | 41,7 1,97 39,6 1,92 39,6 1,73
0,22, N=5 41,6 2,57 43,9 2,04 ND ND
0,73, N=7 42,3 1,42 45,8 2,09 ND ND
2,18, N=7 41,4 1,90 48,9* 1,72 45,5 1,61
7,28, N=7 41,1 1,06 49,8%* 2,10 48,0%* 2,08

Duong kinh tdm thét trai (cudi tAm truong)
7 ngay sau khi bit | 14 ngay sau khi bat

Duong co s¢ dAu ding lidu d4u ding lidu
Liéu Trung Sai  s6 | Trung Sai s | Trung Sai s
(mg/kg/ngay) binh chuan binh chudn | binh chuén
Sham, N=3 7,21 0,51 7,49 0,76 ND ND
Chat dan, N=7 | 7,56 0,35 7,94 0,26 7,90 0,25
0,22, N=5 7,51 0,42 7,53 0,57 ND ND
0,73, N=7 7,55 0,27 7,83 0,30 ND ND
2,18, N=7 7,50 0,34 7,68 0,24 7,75 0,19
7,28, N=7 7,60 0,29 7,52 0,31 7,67 0,19
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Bang 10. Anh huéng cuia viéc truyén dich trong 96 gitr d6i v&i EF trong mo hinh HFrEF
& chudt. Cac chit viét tat: N = sb con vat; ND = khong x4c dinh; SE = sai s chuén.

*p<0,05 so v6i chat dan.

Liéu (mg/kg/ngay) | Trung binh (nM) D6 1éch chudn
0,22 2,59 0,71

0,73 9,94 1,59

2,18 29,62 4,86

7,28 72,24 13,66

Bang 11. Phoi nhiém trong huyét twong chudt sau 96 gio tiém truyeén.

M5 hinh nehién ctru dé xac dinh thoi gian truyén cho hiéu qua phi 1dm sang. Voi

tbc do truyén 10 pl/gio, 2,18 mg/kg/ngdy cla Vi du 9 hodc chét din (DPBS) dugc s
dung SC trong 48, 72 hodc 96 gio thong qua bom Alzet®. Vao cubi giai doan truyén
duge chi dinh, mau mau dugc thu thap dé xac dinh ndéng do trong huyét twong va bom
truyén duge thao ra. Bay ngay sau khi bét dau ding thude, chire ning tim (% EF) va ciu
trac tim (LVD) duoc danh gia cho tit ca cac dong vat.

Két qua: Nhu da thdy trong Bang 12, trong nghién ctru nay, viéc diéu tri bang
hop chét trong Vi du 9 cho thdy su cai thién chirc ning tim phu thudc vao thoi gian
truyén khi st dung bom Alzet® trong 48 dén 96 gio. Viec truyén hop chit trong Vi du
9 trong 72 gio va 96 gid giup cai thién EF dang ké vao ngay thir 7 sau khi bat diu ding

thubc. TAt ca cac dong vat MI duoc diéu tri cho thay gian LVD it hon so v6i nhém chét

dan.
Phén suét tong mau
DPuong co s¢ 7 ngay sau khi bat dau dung liéu
Khoang thoi gian (gio) | Trung binh | Sai sb chuan | Trung binh Sai s6 chuin
Chat dan, N=8 40,8 2,80 39,2 2,78
48, N=8 40,6 1,26 42,6 1,35
72, N=9 41,0 1,96 44,6* 1,69
96, N=9 41,8 1,77 46,2%* 2,19
Duong kinh tAm thit trai (cudi tim truong)
Duong co so 7 ngay sau khi bit ddu ding lidu
Khoang thoi gian (gio) | Trung binh | Sai s6 chuin | Trung binh Sai s6 chuin
Chéat dan, N=8 7,49 0,20 8,10 0,24
48, N=8 7,52 0,29 7,68 0,30
72, N=9 7,55 0,21 7,87 0,20
96, N=9 7,44 0,16 7,70 0,22
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Bang 12. Anh hudng cuia viéc truyén dich bang hop chét trong vi du 9 trong nhiéu thoi
gian dbi voi chire nang tim. Cac chit viét tit: N = sb con vat; ND = khong x4c dinh; SE

= sai s6 chuan. *p<0,05 so véi chat dan.

Thoi gian truyén (gid) | Trung binh (M) | D6 léch chuén
48 40,13 6,37

72 47,28 17,85

96 31,42 9,86

Bang 13. Phoi nhiém trong huyét twong & mo hinh chudt nhdi mau co tim sau truyén
dich chtra Vi du 9.

Dit liéu phi 1am sang cho théy LVEF duoc cai thién trong mo hinh chudt HFrEF
khi ndng do trong huyét twong ctia Vi du 9 duoc duy tri ¢ 3 dén 100 nM trong thoi gian
tir 72 dén 96 gio.

Anh hwéng ciia vi du 10 dén chirc ning va céu triic tim trong mé hinh MI & chugt

Mot nghién ctiru duge ly vé hiéu qua phi 1dam sang dugc thuc hién trén mo6 hinh
chudt bi suy tim c6 gidm phén suét tong mau (HFrEF) dé dénh gia nhing thay dbi vé
chirc ning va cu tric tim sau khi diéu tri bang captopril, diéu tri bang vi du 10 hoic
diéu tri két hop.

Céc phuong phap Nhitng con chudt duc Sprague Dawley bi nhdi mau co tim do

phau thuat dugc mua va gdy mé va thong khi tich cyc trong sudt quy trinh. Mot duong
rach duoc thuc hién gifta xwong suon thi tu va thir nam, dé 16 tim. Pong mach vanh trai
bi thit vinh vién. T4t c4 nhitng con chudt dugc nudi riéng trong phong dugc kiém soat
nhiét d6 va dé 4m va duoc duy tri theo chu ky sang/tdi 12 gio. Hai dén ba tuan sau khi
phéu thuat, chudt dugce siéu 4m tim qua 16ng nguc dé xac dinh phan sudt tong mau (%
EF) va kich thuéc tam thét trai (LVD) bang hé thong siéu am Vevo 2100. Chudt dugc
phén ngu nhién theo cac nhém diéu tri theo % EF va LVD.
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Cac phép do % EF va LVD duoc biéu thi duéi dang gia tri trung binh + sai s6
chuén (SE). Phan tich théng ké dugc thuc hién bang phin mém JMP® 13 (SAS Institute,
Inc.; Cary, NC) va kiém dinh Dunnett duogc sir dung dé so sanh théng ké gitta cac nhém
diéu tri. Y nghia thong ké dugc chép nhan & muc P <0,05.

Mb hinh nghién ciru. Ba tudn sau khi phiu thuat MI, dong vat dugc chia ngiu

nhién thanh 2 nhém didu tri (gid duge hodc captopril, 2g/L. nuéc udng, tiy thich) theo
% EF va LVD. Ba tudn va bdn tudn sau khi bit dau dung thudc, chirc ning tim (% EF)
va cAu tric tim (LVD) dugc danh gid bang siéu &m tim qua 16ng nguc. Pong vat dugc
ngAu nhién hoéa tiép thanh cac nhém bd sung dua trén chirc ning tim (% EF) va chu tric
tim (LVD) cho cac nhom sau: Gia duoc, Vi du 10, captopril va Vi du 10+captopril.
Dong vat trong nhom Vi du 10 duge tiém mot mii duy nhét vao tudn tht 4 sau 14n ngiu
nhién hoa tht hai. Chire nang tim (% EF) va cu tric tim (LVD) dugc danh gia vao tudn
tha 5 va tht 6.

Két qua: Két qua duge néu trong bang 14.

Phén suit tong méau
Puong co s& Tuén 3 Tuén 4 Tuan 5 Tuén 6
Trung se Trung se Trung se Trung se Trung se
binh " | binh - binh - binh " | binh o
%I?t 382 | 1,42 | 32,8 | 1,55 | Chatdan |33,4 [249 |30,0 (2,70 |29,9 |2,43
S]’;lrpi; 39,1 1,30 | 38,4 2,43 | Captopril | 36,1 2,66 | 36,2 3,23 | 34,6 3,09
Vidu 10 |333 2,06 |46,5% |3,68 | 46,0 | 2,46
Vi du 10
+ 35,8 1,96 |47,3* | 1,97 | 46,7* | 2,45
Captopril
Duong kinh tAm thét trai (cudi tim truong)
Puong co s& Tuén 3 Tuén 4 Tuén 5 Tuén 6
Trung Trung Trung se Trung se Trung
binh | %¢ | binh | > binh | %% |binh |*% |binh [ >€
%l:t 8,75 0,25 | 9,00 0,18 | Chatdan | 9,25 0,44 | 10,16 | 0,46 | 9,92 0,40
oC];lrpiI{ 8,66 0,16 | 8,57 0,14 | Captopril | 8,64 0,29 | 8,64* |[0,24 |8,71* |0,21
Vidu 10 |9,33 0,24 | 9,35 0,37 | 9,01 0,25
Vi du 10
+ 8,82 0,12 | 8,51* (0,23 | 8,41* |0,28
Captopril
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Bang 14. Anh huéng cia captopril, mot 1dn tiém Vi du 10 hodc liéu phap phéi hop dbi
v6i EF trong m6 hinh chudt bi suy tim véi phan suit tbng mau giam. C4c chit viét tat
AVG = trung binh. s.e. = sai s6 chudn. *p<0,05 so v&i chat din.

Nhu di thay trong Bang 14, trong khi diéu tri bang captopril 1am cham lai su suy
giam chuc nang tim trong sudt 6 tudn diéu tri (khong c6 ¥ nghia thdng ké), diéu tri bang
Vi du 10 da cai thién déng ké chtrc ndng tim (% EF) va giam gian LV sau mdt lan diéu
tri.

Anh hwéng ciia vi du 11 dén chirc ning va ciu triic tim trong mé hinh MI & chugt

Nghién ctru dugc ly vé hiéu qua phi 1am sang dugc thyc hién trén mo hinh chudt
bi suy tim c6 gidm phan suét tbng mau (HFrEF) dé xac dinh mbi quan hé gitra lidu va
dap g cho Vidu 11.

Phuong phéap. Nhitng con chut duc Sprague Dawley bi nhoi mau co tim do phau
thuat duoc mua tir Charles River. Tom lai, nhitng con chudt dugc gy mé va thong khi
tich cuc trong subt quy trinh. Mot dudng rach dugc thuc hién gifta xwong suon thu tu
va thir nim, dé 16 tim. Dong mach vanh trai bi that vinh vién. Cac dong vét dugc phau
thuat gia cling trai qua quy trinh tuong ty ngoai trlr viéc chi khéu lya dugc dat xung
quanh dong mach vanh trai ma khong bi budc. T4t ca nhitng con chudt dugc nudi riéng
trong phong dugc kiém soat nhiét do va do 4m va duoc duy tri theo chu ky sang/ti 12
gio. Ba tudn sau khi phau thuat, chudt dugc siéu 4m tim qua léng nguc dé xac dinh phéan
sudt tdng mau (% EF) va kich thudc tAm that trai (LVD) bang hé théng siéu 4am Vevo
2100. Chudt duoc phan ngiu nhién theo cac nhom diéu tri theo % EF va LVD.

Céc phép do % EF va LVD duoc biéu thi dudi dang gia tri trung binh + sai s
chuén (SE). Phan tich thdng ké dwoc thuc hién bang phan mém JMP® 13 (SAS Institute,
Inc.; Cary, NC) va kiém dinh Dunnett dugc sir dung dé so sanh thdng ké gitta cac nhom
didu tri. Y nghia théng ké duoc chap nhéan & murc P <0,05.

Thiét ké nghién ctru. Hai dén ba tuan sau khi phau thuat MI, dong vat dugce phan
bd vao cac nhém diéu tri va duge diéu tri bang mot mili tiém chit dan (DPBS) hodc mot
trong 3 muc lidu (0,3, 1, 3 mg/kg) ctia Vi du 11. Bay ngay, 14 ngay va 21 ngay sau khi
ding thudc, chirc nang tim (% EF) va cdu tric tim (LVD) dugc danh gia cho tat ca céc
dong vat.

Két qua: Két qua dugc néu trong bang 15.
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Phén suét tdng mau
7 ngay sau khi | 14 ngay sau khi | 21 ngay sau

Puong cosd | ding liéu ding liéu khi dung liéu

Trung | Saisb | Trung | Sai s6 | Trung | Saisd | Trung | Sai s6
Liéu ding binh | chuin |binh | chudn |binh | chudn | binh | chudn
Sham, N=5 73,7 (224 [725 1,76 |718 081 |71,9 3,60

Chat dan, N=8 | 45,0 |1,50 |41,2 290 |384 1,98 37,8 |1,98
0,3 mgkg, N=8 [454 [2,46 [50,1* [322 1426 1,43 364 |1,43
1 mg/kg, N=8 [46,6 |186 |524* |2,61 |422 2,77 139,7 2,77
3mg/kg, N=8 [458 |148 |54,7* [2,11 54,0 12,49 [39,6 249

Bang 15. Anh huéng cua vi du 11 d6i v6i EF trong mo hinh suy tim & chudt cbng o6
phan suét tong mau giam. Céc chit viét tit: N = sb con vat; s.e. = sai s6 chudn. *p<0,05
so v&i chét dan.

Nhu da thdy trong Bang 15, diéu tri bang vi du 11 cho thiy su cai thién chic ning
tim phu thudc vao lidu lugng (% EF). Nhom dung lidu cao cho thiy chirc nang tim duoc
céi thién trong 2 tudn sau diéu tri. Khong c6 su khac biét vé su gidn LVD dugc quan sat
thay gitta cAc nhom trong sudt qué trinh nghién ctru (dit liéu khong duoc hién thi).
Anh huéng ciia Vi du 9-11 d6i véi ddc tinh trén tim

Céc nghién ciu vé doc tinh hoc dugc thuc hién trén Vi du 9-11 & chudt va/hodc
khi cynomolgus. Vi du 10 dugc dung cho chudt trong mot 14n tiém SC duy nhét 14 0,3
mg/kg, din dén ndng do thudc trong huyét twong c6 thé phat hién dugc trong hon 168
gid. Chudt bi giét, va viéc kiém tra md cho thay tim bj thoai hoa va hoai tir. Vi du 11
duoc st dung cho chudt trong mot 1an tiém SC duy nhét 1a 30 mg/kg; ndéng do trong
huyét tuong khong thé phat hién & thoi diém 96 gio. Chuot bi giét, va viéc kiém tra mo
khong cho théy béng ching nao vé su thoai hoa va/hoic hoai tit cta tim. Vi du 11 duge
dung mét lidu duy nhat 3 mg/kg cho khi duc va khi cai bang cach tiém lidu 16n SC. Trai
ngugc voi duge dong hoc ciia né ¢ chudt, nhitng mili tiém don 1€ ¢ khi dan dén ndéng d6
thudc trong huyét tuong c6 thé phat hién duor, mAt hon 168 gid dé duge dao thai. Nhitng
con khi bi giét, va viéc kiém tra md cho thiy tim bi thoai hoa va hoai tir. Vi du 9, cho
thay thoi gian ban hiy sau khi tiém SC dudi mot gio & chudt, duge dung vdi lidu luong
dan dén ndng d6 trong huyét twong dao dong tir 3-300 nM trong 96-168 gio bang bom
ciy dudi da (SC). Chudt bi giét, va viéc kiém tra mo khong cho thdy bang chimg nao vé
su thoai héa va/hodc hoai tir ctia tim. Vi dy 9, c6 thoi gian ban hity sau khi tiém SC duéi

5 gio ¢ khi, dugc str dung voi lidu lwong dan dén ndng do trong huyét twong dao dong
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tir 30-1000 nM trong 96 gi& dbi voi khi dwe va khi cdi bang cach phiu thuét dat ng
thong SC hodc trong tinh mach (IV). Nhitng con khi bi giét, va viéc kiém tra mo khong
cho thdy bang chimg nao vé doc tinh va/hodc hoai tir trén tim. Nhirng dit liéu nay chi ra
rang cac hop chdt NRG4 ¢6 thé duoc str dung ma khdng gay doc cho tim bang cach gidi
han thoi gian tiép xtc v6i hop chat NRG4.
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Trinh tw
SEQ ID NO:1 — NRG4 ngwoi

DHEEPCGPSH KSFCLNGGLC YVIPTIPSPF CRCVENYTGA RCEEVFL
SEO ID NO:2 — hop chit NRG4

XoGHEEPCGXsSHKSFCLNGGLCYX2IPTX26PSPFCRCVX35NYTGARCEX44VFL
trong do:

X dugce chon tir nhém gém T, PT, MPT, S, GS, GGS, GGGS, va (GGGGX\)n trong do
XX 1a Q, A, E hodc S va n=1-5 (SEQ ID NO:5), hodc khong c6 mat;

Xsgla E hoac P;

X2 1a Qhodc V;

Xy61a F hodc I;

X35 1a E hoac A; va

Xasla H, K hoac E.

SEQ ID NO:3 trinh tw diy dii cia NRG4 ngudi nhw dwoc biéu hién

MPTDHEEPCG PSHKSFCLNG GLCYVIPTIP SPFCRCVENY TGARCEEVFL
PGSSIQTKSN LFEAFVALAV LVTLIGAFY FLCRKGHFQR ASSVQYDINL
VETSSTSAHH SHEQH

SEO ID NO:4 — hop chit NRG4

GHEEPCGPSH KSFCLNGGLC YQIPTIPSPF CRCVENYTGA RCEKVFL

SEQ ID NO:5 — peptit hodc trinh tw lién két giau slyxin

(GGGGXM)n

trong do:

Xih1a Q, A, E hoac S; va

nlal-5.

SEQ ID NO:6 — vung Fc cia IgG

ECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
APIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPG

38



44759 39/55

SEQ ID NO:7 — vung Fc cia IgG

ECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
APIEK TISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:8 — vung Fc cia IgG

ECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMASRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
APIEK TISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNA
YTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:9 — vung Fc ciia IgG

ECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMASRTPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP

APIEK TISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWES

NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNA
YTQKSLSLSPG

SEOQ ID NO:10 — hop chit NRG4

GGGGSGGGGSGGGGS GHEEPCGPSH KSFCLNGGLC YVIPTIPSPF
CRCVENYTGA RCEEVFL

SEQ ID NO:11 — hop chit NRG4

GGGGSGGGGSGGGGS GHEEPCGESH KSFCLNGGLC YVIPTIPSPF
CRCVENYTGA RCEEVFL

SEQ ID NO:12 — hop chit NRG4

GGGGSGGGGSGGGGS GHEEPCGPSH KSFCLNGGLC YQIPTIPSPF
CRCVENYTGA RCEEVFL

SEQ ID NO:13 — hop chit NRG4

GGGGSGGGGSGGGGS GHEEPCGPSH KSFCLNGGLC YVIPTFPSPF
CRCVENYTGA RCEEVFL

SEQ ID NO:14 — hop chit NRG4

GGGGSGGGGSGGGGSGHEEPCGPSH
KSFCLNGGLCYVIPTIPSPFCRCVANYTGA RCEEVFL
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SEO ID NO:15 — hop chit NRG4

GGGGSGGGGSGGGGSGHEEPCGPSHKSFCLNGGLCY VIPTFPSPFCRCVENYT
GARCEKVFL

SEOQ ID NO:16 — hop chit NRG4

GGGGSGGGGSGGGGSGHEEPCGPSHKSFCLNGGLCY VIPTFPSPFCRCVENYT
GARCEHVFL

SEQ ID NO:17 — hop chit NRG4

GGGGSGGGGSGGGGSGHEEPCGESHKSFCLNGGLCY VIPTFPSPFCRCVENYT
GARCEEVFL

SEQ ID NO:18 — hop chat NRG4

GGGGSGHEEPCGPSHK SFCLNGGLCYQIPTIPSPFCRCVENYTGARCEKVFL

SEQ ID NO:19 — hop chat NRG4

GGGGSGGGGSGGGGSGHEEPCGP SHKSFCLNGGLCYQIPTIPSPFCRCVENYT
GARCEKVFL

SEQ ID NO:20

GGGS
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YEU CAU BAO HO
1. Hop chét c6 cong thirc:
GHEEPCGX3SHKSFCLNGGLCY X2IPTX26PSPFCRCVX3sNYTGARCEX44VFL
trong do:
Xgla P;
X212 Q;
X lal;
X35 1a E; va
XulaK

(SEQ ID NO:2) va trong d6 hop chit nay tiy y bao gbm phan kéo dai du tan cing N
dugc chon tir nhom g6m T, PT, MPT, S, GS, GGS, GGGS (SEQ ID NO:20), va
(GGGGXM)n trong d6 X\ 1a Q, A, E hoac S van=1-5 (SEQ ID NO:5).

2. Hop chit theo diém 1, trong d6 phan kéo dai dau tan cing N 1a SEQ ID NO:5
trong d6 X\ 1a S van=1.

3. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chét nay bao gbm trinh tw axit amin duoc
néu trong SEQ ID NO:18.

4. Hop chét gdm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:18.

5. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay c6 hoat tinh lién quan dén lién két
HER4 16n hon hoat tinh cia NRG4 tir nhién ctia ngudi va it nhét 12 70% hoat tinh t6i da

cua NRG1 ty nhién cia nguoi.

6. Hop chét theo diém 3, trong d6 hop chit nay khong c¢6 hoat tinh lién quan dén
lién két HER3.

7. Dugc pham chira hop chat theo diém 1 va chét mang, chit pha loang hoic ta dugc

dugc dung.

8. Dung cu bom chira hop chét theo diém 1.
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<110>

<120>
nay

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

DANH MUC TRINH TU

Eli Lilly va Company
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Hop chidt neuregulin-4, dugc phdm va dung cu bom chita hop chat

X22153

Us 62/827,386
01-04-2019

20

Patent phién badn 3.5

47
PRT

Homo sapiens

Asp His Glu Glu

1

Gly Gly Leu Cys

20

Cys Val Glu Asn

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Q,

35
2

48

PRT
Trinh tu
Ciu truc
BIEN THE
(1) ..(1)

Pro Cys Gly Pro Ser His Lys Ser Phe Cys Leu Asn

Tyr Val Ile Pro Thr Ile Pro Ser Pro Phe Cys Arg

Tyr Thr Gly Ala Arg Cys Glu Glu Val Phe Leu

nhé&n tao

téng hop

40

25

10

45

Xaa & vi tri 1 duogc chon tiu nhém gém T, PT,

MPT, S,

A, E hodc S va n=1-5

GS, GGS, GGGS,

(SEQ ID NO:5),

(GGGGXlambda)n trong dbé Xlambda la

30

15

hodc khéng cé mat



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

BIEN THE
(9)..(9)
Xaa & vi tri

BIEN THE
(23)..(23)
Xaa & vi tri

BIEN THE
(27) ..(27)
Xaa & vi tri

BIEN THE
(36)..(36)
Xaa & vi tri

BIEN THE
(45) .. (45)
Xaa & vi tri

2

Xaa Gly His Glu Glu

1

Asn Gly Gly Leu Cys

20

Arg Cys Val Xaa Asn

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

<220>
<223>

<400>

Met Pro Thr Asp

1

35

3
115
PRT

44759

9 la E hodac P

23 la Q hodc Vv

27 la F hoac I

36 hodc E hodc A

45 1a H, K hoac E

Pro Cys Gly Xaa Ser His Lys Ser Phe

Tyr Xaa Ile Pro Thr Xaa Pro Ser Pro

Tyr Thr Gly Ala Arg Cys Glu Xaa Val

40

Trinh tu nhén tao

Ciu truc tdng hop

5

25

10

45

30

Cys Leu
15

Phe Cys

Phe Leu

His Glu Glu Pro Cys Gly Pro Ser His Lys Ser Phe
10

15
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Cys Leu

Phe Cys

Phe Leu
50

Phe Val
65

Phe Leu

Asp Ile

Glu Gln

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

<220>
<223>

<400>
Gly His

1

Gly Gly

Cys Val

<210>

Asn Gly
20

Arg Cys
35

Pro Gly

Ala Leu

Cys Arg

Asn Leu
100

His
115

4

47

PRT
Trinh tu

C&u truc

Glu Glu

Leu Cys
20

Glu Asn
35

5

44759

Gly Leu Cys Tyr Val
25

Val Glu Asn Tyr Thr
40

Ser Ser Ile Gln Thr
55

Ala Val Leu Val Thr
70

Lys Gly His Phe Gln
85

Val Glu Thr Ser Ser
105

nhan tao

téng hop

Pro Cys Gly Pro Ser
5

Tyr Gln Ile Pro Thr
25

Tyr Thr Gly Ala Arg
40

Ile Pro Thr Ile Pro
30

Gly Ala Arg Cys Glu
45

Lys Ser Asn Leu Phe
60

Leu Ile Ile Gly Ala
75

Arg Ala Ser Ser Val
90

Thr Ser Ala His His
110

Ser

Glu

Glu

Phe

Gln

95

Ser

Pro

Val

Ala

Tyr

80

Tyr

His

His Lys Ser Phe Cys Leu Asn

10

15

Ile Pro Ser Pro Phe Cys Arg

30

Cys Glu Lys Val Phe
45

Leu
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
daoé:

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5
PRT

Trinh tu nhdn tao

Ciu truc tdng hop

BIEN THE
(1) ..(5)

SEQ ID NO:5 dugc dai dién thém & dang

Xlambda la Q,

BIEN THE
(5)..(5)
Xaa & vi

5

Gly Gly Gly Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

Glu Cys

Leu Phe

Glu Val

Gln Phe
50

6

221

PRT
Trinh tu

Ciu truc

Pro Pro

Pro Pro
20

Thr Cys
35

Asn Trp

A, E hoac S;

44759

(GGGGXlambda)n, trong

va n la 1-5.

45/55

tri 5 1la Xlambda trong d6é Xlambda la Q, A, E hodc S

Xaa

5

nhédn tao
tdng hop
Cys Pro

5

Lys Pro

Val Vval

Tyr Val

Ala

Lys

Val

Asp
55

Pro

Asp

Asp

40

Gly

Pro

Thr

25

Val

Val

Val

10

Leu

Ser

Glu

Ala

Met

His

Val

Gly Pro Ser

Ile Ser Arg
30

Glu Asp Pro
45

His Asn Ala
60

Val Phe

15

Thr Pro

Glu Val

Lys Thr



Lys

65

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

145

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Thr

vVal

Thr

Arg

130

Gly

Pro

Ser

Gln

His
210

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Val

Ser

Lys

115

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

195

Tyr

221
PRT

Glu

Val

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

180

Asn

Thr

Trinh tu

Ciu truc

Glu Cys Pro Pro

1

Glu

His

85

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

165

Leu

Val

Gln

nhan tao

téng hop

Gln

70

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

135

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
215

44759

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

200

Leu

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

185

Ser

Ser

Thr

Asn

90

Pro

Gln

Val

Val

Pro

170

Thr

Val

Leu

Phe

75

Gly

Ile

vVal

Ser

Glu

155

Pro

Val

Met

Ser

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

Val

Asp

His

Pro
220

Val

Glu

Lys

Thr

125

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

190

Ala

Ser

Lys

95

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

175

Arg

Leu

Val

80

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

160

Asp

Trp

His

Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe

5

10

15
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Leu

Glu

Gln

Lys

65

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

145

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

50

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

130

Gly

Pro

Ser

Gln

His
210

Pro

Thr

35

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

115

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

195

Tyr

Pro

20

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

180

Asn

Thr

Lys

Val

Tyr

Glu

His

85

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

165

Leu

Val

Gln

Pro

Val

Val

Gln

70

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

Val

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

55

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

135

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
215

44759

Asp

Asp

40

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

200

Leu

Thr

25

Val

Val

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

185

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

90

Pro

Gln

Val

Val

Pro

170

Thr

Val

Leu

Met

His

Val

Phe

75

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

155

Pro

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

Val

Asp

His

Pro
220

Ser

Asp

45

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

125

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Arg

30

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

190

Ala

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

95

Ile

Pro

Ala

Asn

Ser

175

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

Val

80

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

160

Asp

Trp

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

65

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys
145

Cys

Phe

Val

Phe

50

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

130

Gly

8
221
PRT

Trinh tu

Ciu truc

Pro

Pro

Thr

35

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

115

Glu

Phe

Pro

Pro

20

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

nhan tao

téng hop

Cys

Lys

Val

Tyr

Glu

His

85

Lys

Gln

Met

Pro

Pro

Pro

Val

Val

Gln

70

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser
150

Ala

Lys

Val

Asp

55

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

135

Asp

44759

Pro

Asp

Asp

40

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Pro

Thr

25

Val

Val

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Val

10

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

90

Pro

Gln

Val

Val

Ala

Met

His

Val

Phe

75

Gly

Ile

Val

Ser

Glu
155

Gly

Ala

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

Pro

Ser

Asp

45

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

125

Trp

Glu

Ser

Arg

30

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Val

15

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

95

Ile

Pro

Leu

Asn

Phe

Pro

Val

Thr

Val

80

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
160
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Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Ser

Gln

Ala
210

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

65

Leu

Lys

Cys

Phe

Val

Phe

50

Pro

Thr

Val

Glu

Phe

Gly
195

Tyr

9
221
PRT

Asn

Phe

180

Asn

Thr

Trinh tu

Céu truc

Pro

Pro

Thr

35

Asn

Arg

Val

Ser

Pro

Pro

20

Cys

Trp

Glu

Val

Asn
100

Asn Tyr Lys
165

Leu Tyr Ser

Val Phe Ser

Gln Lys Ser
215

nhan tao

téng hop

Cys Pro Ala

Lys Pro Lys

vVal Val Val

Tyr Val Asp
55

Glu Gln Phe
70

His Gln Asp
85

Lys Gly Leu

44759

Thr

Lys

Cys

200

Leu

Pro

Asp

Asp

40

Gly

Asn

Trp

Pro

Thr

Leu

185

Ser

Ser

Pro

Thr

25

Val

Val

Ser

Leu

Ala
105

Pro

170

Thr

Val

Leu

Val

10

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

90

Pro

Pro

Val

Met

Ser

Ala

Met

His

vVal

Phe

75

Gly

Ile

Val

Asp

His

Pro
220

Gly

Ala

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Pro

Ser

Asp

45

Asn

Val

Glu

Lys

Asp

Ser
175

Ser Arg

190

Ala

Ser

Arg

30

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
110

Leu

Val

15

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

95

Ile

Asp

Trp

His

Phe

Pro

Val

Thr

Val

80

Cys

Ser
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Lys Thr

Ser Arg
130

Lys Gly
145

Gln Pro

Gly Ser

Gln Gln

Asn Ala
210

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

<220>
<223>

<400>

Lys
115

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

195

Tyr

10
62
PRT

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

180

Asn

Thr

Trinh tu

Ciu truc

10

Gly Gly Gly Gly

1

His Glu Glu Pro

20

Gly Leu Cys Tyr

35

Gln

Met

Pro

Asn

165

Leu

Val

Gln

nhan tao

téng hop

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

Val

Phe

Lys

Arg

Lys

135

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
215

Ser Gly Gly

5

Cys Gly Pro

Val Ile Pro

44759

Glu Pro
120

Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr

Lys Leu
185

Cys Ser
200

Leu Ser

Gly Gly

Ser His
25

Thr Ile
40

Gln

Val

Val

Pro

170

Thr

Val

Leu

Ser Gly Gly

10

Val

Ser

Glu

155

Pro

Val

Met

Ser

Tyr

Leu

140

Trp

Val

Asp

His

Pro
220

Lys Ser Phe

Pro Ser Pro

Thr
125

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

190

Ala

Pro

Ala

Asn

Ser

175

Arg

Leu

Pro

Val

Gly

160

Asp

Trp

His

Gly Gly Ser Gly

15

Cys Leu Asn Gly

30

Phe Cys Arg Cys

45
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Val Glu Asn Tyr

50
<210> 11
<211> 62
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> C&u truc
<400> 11
Gly Gly Gly Gly
1
His Glu Glu Pro
20
Gly Leu Cys Tyr
35
Val Glu Asn Tyr
50
<210> 12
<211> 62
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Céu truc
<400> 12

Gly Gly Gly Gly
1

His Glu Glu Pro
20

Gly Leu Cys Tyr
35

44759
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Thr Gly Ala Arg Cys Glu Glu Val Phe Leu

55
nhan tao
tdéng hop
Ser Gly Gly
5
Cys Gly Glu
Val Ile Pro
Thr Gly Ala

55
nhan tao
tdéng hop

Ser Gly Gly
5

Cys Gly Pro

Gln Ile Pro

Gly Gly

His
25

Ser

Thr
40

Ile

Arg Cys

Gly Gly

His
25

Ser

Thr Ile
40

10

60

Ser Gly
10

Gly

Lys Ser Phe

Pro Ser Pro

Glu Glu Val

60

Ser Gly Gly
10

Lys Ser Phe

Pro Ser Pro

Gly

Cys

Phe

45

Phe

Gly

Cys

Phe
45

Gly Ser Gly
15

Leu Asn Gly
30

Cys Arg Cys

Leu

Gly Ser Gly
15

Leu Asn Gly
30

Cys Arg Cys



Val Glu Asn Tyr

50

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

<220>
<223>

<400>

Gly Gly Gly

1

His Glu Glu

Gly Leu Cys

Val Glu Asn
50

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

<220>
<223>

<400>

13
62
PRT
Trinh tu
Ciu truc
13
Gly
Pro
20
Tyr
35
Tyr
14
62
PRT
Trinh tu
Ciu truc
14

Gly Gly Gly Gly

1

His Glu Glu Pro

20

Gly Leu Cys Tyr

35

44759
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Thr Gly Ala Arg Cys Glu Glu Val Phe Leu

nhdn tao

tdng hop
Ser Gly
Cys Gly
Val

Ile

Thr Gly

nhan tao

tdng hop

Ser Gly

5

Cys Gly

Val Ile

55

Gly

Pro

Pro

Ala
55

Gly

Pro

Pro

Gly Gly

His
25

Ser

Thr
40

Phe

Arg Cys

Gly Gly

His
25

Ser

Thr Ile
40

11

60

Ser
10

Gly Gly

Lys Ser Phe

Pro Ser Pro

Glu Glu Val

60

Ser Gly Gly
10

Lys Ser Phe

Pro Ser Pro

Gly

Cys

Phe

45

Phe

Gly

Cys

Phe
45

Gly Ser Gly
15

Leu Asn Gly
30

Cys Arg Cys

Leu

Gly Ser Gly
15

Leu Asn Gly
30

Cys Arg Cys



Val Ala Asn Tyr

50
<210> 15
<211> 62
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> C&u truc
<400> 15
Gly Gly Gly Gly
1
His Glu Glu Pro
20
Gly Leu Cys Tyr
35
Val Glu Asn Tyr
50
<210> 16
<211> 62
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> C&u truc
<400> 16

Gly Gly Gly Gly
1

His Glu Glu Pro
20

Gly Leu Cys Tyr
35

44759
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Thr Gly Ala Arg Cys Glu Glu Val Phe Leu

55
nhan tao
téng hop
Ser Gly Gly
5
Cys Gly Pro
Val Ile Pro
Thr Gly Ala

55
nhadn tao
téng hop

Ser Gly Gly
5

Cys Gly Pro

Val Ile Pro

Gly Gly

His
25

Ser

Thr
40

Phe

Arg Cys

Gly Gly

His
25

Ser

Thr Phe
40

12

60

Ser Gly
10

Gly

Phe

Lys Ser

Pro

Pro Ser

Val
60

Glu Lys

Ser Gly Gly
10

Lys Ser Phe

Pro Ser Pro

Gly

Cys

Phe

45

Phe

Gly

Cys

Phe
45

Gly Ser Gly
15

Leu Asn Gly
30

Cys Arg Cys

Leu

Gly Ser Gly
15

Leu Asn Gly
30

Cys Arg Cys
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Val Glu Asn Tyr Thr Gly Ala Arg Cys Glu His Val Phe Leu

50 55 60
<210> 17
<211> 62
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> C&u truc tdng hop

<400> 17
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

His Glu Glu Pro Cys Gly Glu Ser His Lys Ser Phe Cys Leu Asn Gly
20 25 30

Gly Leu Cys Tyr Val Ile Pro Thr Phe Pro Ser Pro Phe Cys Arg Cys
35 40 45

Val Glu Asn Tyr Thr Gly Ala Arg Cys Glu Glu Val Phe Leu

50 55 60
<210> 18
<211> 52
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> CAu truc tdng hop

<400> 18
Gly Gly Gly Gly Ser Gly His Glu Glu Pro Cys Gly Pro Ser His Lys

1 5 10 15

Ser Phe Cys Leu Asn Gly Gly Leu Cys Tyr Gln Ile Pro Thr Ile Pro
20 25 30

Ser Pro Phe Cys Arg Cys Val Glu Asn Tyr Thr Gly Ala Arg Cys Glu
35 40 45

13



Lys Val Phe Leu
50

<210> 19

<211> 62

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> C&u truc

<400> 19

Gly Gly Gly Gly

1

His Glu Glu Pro

20
Gly Leu Cys Tyr
35

Val Glu Asn Tyr
50

<210> 20

<211> 4

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Chu truc

<400> 20

Gly Gly Gly Ser

1

nhan tao
tdéng hop
Ser Gly Gly
5

Cys Gly Pro
Gln Ile Pro
Thr Gly Ala

55

nhan tao
tdng hop

44759

Gly Gly

His
25

Ser

Thr
40

Ile

Arg Cys

14

Ser

10

Lys

Pro

Glu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gly

Phe

Pro

Val
60

Gly Gly Ser Gly
15

Cys Leu Asn Gly

30

Phe
45

Cys Arg Cys

Phe Leu
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