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Linh vuc ky thuat duoc dé cap

Séang ché dé cap dén protein dung hgp chua yéu t6 ting trudng nguyén bao soi
(fibroblast growth factor 21 - FGF21) dugc biét dén dé cai thién profin chuyén hoéa &
dbi tuong st dung protein nay.

Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Ho yéu t6 tang trudng nguyén bao soi (FGF) dugc dic trung bdi 22 phéi tr
khac biét, twong ddng vé mit di truyén, ching dugc nhom vao bay phéan ho. FGF-21
c6 mdi quan hé chat ch& véi, va tao ra phan ho véi, FGF-19 va FGF-23. Phan ho FGF
nay didu bién nhiéu qua trinh sinh ly khong thuong gip ¢ cac FGF ¢d dién, cu thé 1a
noi can béng ning luong va axit mat, chuyén hoa glucoza va lipit, va ndi can béng
phosphat cling nhu 1a vitamin D. Ngoai ra, khong gibng véi cac FGF khéc, phén ho
nay hoat dong kiéu noi tiét. (Moore, D.D. (2007) Science 316, 1436-8)(Beenken et al.
(2009) Nature Reviews Drug Discovery 8, 235).

FGF21 la polypeptit gdm 209 axit amin chta trinh tu din diu gdm 28 axit
amin (SEQ ID NO:5). FGF21 nguoi ¢ khoang 79% axit amin tuong dong véi FGF21
chudt nhit (mouse) va khoang 80% axit amin twong ddng v6i FGF21 chudt (rat). Yéu
td ting trudong nguyén bao sgi 21 (FGF21) duge mo ta 1a yéu tb diéu tri bénh thiéu
mau cuc bo, 1én da non vét thuong, va céc bénh lién quan dén su mét chte nang té bao
phoi, phé quan hoic phé nang. (Nishimura et al. (2000) Biochimica et Biophysica
Acta, 1492:203-206; cong bb don quéc té s6 WO01/36640; va cong bd don qubc té s6
WO01/18172). Mic dit FGF-21 hoat hoa thu thé FGF va phan tir truyén tin higu xudi
dong, bao gdm FRS2a va ERK, sy tuong tc truc tiép ctta FGFR va FGF-21 khong
phat hién dugc. Nhitng nghién ctru nhan biét B-klotho, dugc biéu hién cao trong gan, té
bao tao m& va tuyén tuy, 1a yéu t6 quyét dinh sy phan mg cua té bao voi FGF-21 va
cac ddng yéu t6 gian tiép truyén tin hiéu FGF-21 thong qua cac FGFR (Kurosu, H. et
al. (2007) J Biol Chem 282, 26687-95). FGF21 la chit chi van hiéu nghiém cua
FGFR1(IIIc), FGFR2(IlIc) va phuce hop truyén tin hiéu FGFR3(IIIc) B-klotho.

FGF-21 thé hién 12 gy ra su hép thu glucoza khong phu thude insulin. FGF-21
con thé hién 1 cai thién hién twgng dudng huyét cao trong pham vi mau dong vat gam
nhdm méc bénh dai thdo dudng. Ngoai ra, chudt chuyén gen biéu hién qué muc FGF-

21 dugc phat hién la c6 kha ning chdng lai sy bit thudng trong chuyén hoa do khau



25839

phén an gy ra, va thdy rd giam trong lugng co thé va khdi luong chat béo, va tang do
nhay cta insulin (Badman, M.K. et al. (2007) Cell Metab 5, 426-37). Viéc st dung
FGF-21 cho ddng vt linh trudng khong phai la nguoi méc bénh dai thao duong da gy
ra sy hao mon lugng glucoza, triglyxerit, insulin va glucagon trong huyét twong lac
d6i, va din dén su cai thién dang ké& profin cta lipoprotein bao gdm ting gin 80%
cholesterol HDL (Kharitonenkov, A. et al. (2007) Endocrinology 148, 774-81). Nhiing
nghién ctru gan day diéu tra nghién ctru v& co ché phan tir clia hoat dong cua FGF21
dd nhén biét FGF21 1a hormon ndi tiét quan trong dé gitp kiém soat sy dap tmg voi
tinh trang bi do6i. (Badman et al. (2009) Endocrinology 150, 4931) (Inagaki et al.
(2007) Cell Metabolism 5, 415). Diéu ndy tao ra san phdm dau ra lién két con thiéu
truée d6 cia PPARa, biang cach dé gan lién lac véi phén con lai cla co thé trong su
didu hoa sinh hoc ndi can bang ning lugng. (Galman et al. (2008) Cell Metabolism 8,
169) (Lundasen et al. (2007) Biochemical and Biophysical Research Communications
360, 437).

FGF21 diéu hoa nodi can bing clia té bao tao m& thong qua su kich hoat con
dudng AMPK/SIRT1/PGCla dé tc ché su biéu hién PPARy va tang chirc ning cua ty
thé. (Chau et al. (2010) PNAS 107, 12553). FGF21 con lam tang su hép thu glucoza &
co xuong nhu dugc xdc dinh trong éng co ngudi dugc nudi cdy va mo chudt duge
phan 1ap. Su didu trj bing FGF21 cua té bao dao tuy & dong vt gdm nhdm lam cai
thién chic ndng va su séng so6t thong qua su hoat hoa con duong ERK1/2 va Akt.
(Wente et al. (2006) Diabetes 55, 2470). Su diéu trj bing FGF21 con dan dén su thay
dbi trong biéu hién gen hinh thanh lipit va enzym oxy hoa axit béo trong gan loai gdm
nhém, c6 thé thong qua tin hiéu HNF4a va Foxa2.

Khé khian lién quan dén viée sit dung FGF-21 truc tiép dudi dang chat diéu tri
sinh hoc 1a chu ky ban rd cia n6 qua ngén. (Kharitonenkov, A. et al. (2005) Journal of
Clinical Investigation 115:1627-1635). O chudt, chu ky ban ra cia FGF21 nguoi 1a 0,5
dén 1 gid, va & khi cynomolgus, chu ky bén rd 12 2 dén 3 gio. FGF21 c6 thé dugc sit
dung lam dugc phém da dung, vo trung. Tuy nhién, da xac dinh réng cac chit bao
quan, tirc 13, m-cresol, ¢6 tdc dong phu c6 hai 1én sy dn dinh cta né trong cac didu
kién nay.

Trong su phat trién protein FGF21 dé str dung lam protein tri liéu trong diéu tri

bénh dai thado dudng typ 1 va typ 2 va céc tinh trang chuyén héa khac, mong mudn



25839

ting chu ky ban ra va tinh 4n dinh. Protein FGF21 ting chu ky bén ra va tinh 6n dinh
s& cho phép lam giam lidu protein thudng xuyén duoc dung cho bénh nhan. R4 rang la,
can phai phat trién ché phdm protein dang nuéce 4n dinh cho protein FGF21 tri liéu.

Ngoai ra, thach thtac 16n trong su phét trién FGF21 lam dugc pham protein, 1a
dbi pho véi tinh khong én dinh vé& mit vét Iy va héa hoc ciia né. Su da dang vé thanh
phén va dic didm cia protein xdc dinh cac hoat dong cu thé nhu su gip nép, tinh 6n
dinh thé cdu tao, va thao xodn/bién tinh. Cac dic tinh ndy nén dugc chi tAm dén khi
hudng dén 1am 6n dinh protein trong qué trinh phat trién cac didu kién bao ché duoc
pham st dung dung dich protein chira nu¢c (Wang, W., Int. J. of Pharmaceutics, 18,
(1999)). Hi€u qua mong mudn cta viéc 6n dinh protein tri liéu quan tdm, vi duy, protein
theo sang ché, 1a tang tinh khang véi sy phan giai protein va su bién chit do enzym, do
d6 cai thién tinh 4n dinh cua protein va lam giam sy tich tu protein.

Bén chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich cta sang ché 13 d& xuét protein dung hgp chira yéu tb ting trudng
nguyén bao soi 21 (FGF21) va c6 dic tinh dugc ly dugc cai thién so véi FGF21 kiéu
dai va cac bién thé clia né trong didu kién bao ché thude, vi du, on dinh hon, c6 kha
nang cai thién céc thong sé chuyén héa cho d6i tuong str dung ching, 1a gidm sy anh
hudng cta chit phan giai protein va su suy thoai do enzym, va it c6 kha ning tich tu va
hinh thanh phtrc hgp. Protein dung hop theo sang ché bao gdm thé cit ngin, dot bién,
va bién thé ctia FGF21.

Ciing dugc boc 10 & day 1a phuong phap diéu tri rdi loan lién quan dén FGF21,
cling nhu 1a roi loan vé chuyén héa, ndi tiét, va tim mach, nhu bénh béo phi, bénh déi
thao dudng typ 1 va typ 2, bénh viém tuy, lipit mau bit thuong, bénh gan nhiém chét
béo khong do rugu (nonalcoholic fatty liver disease-NAFLD), bénh viém gan ¢6 u m&
khong do ruou (nonalcoholic steatohepatitis-NASH), khéng insulin, insulin mau cao,
khong dung nap glucoza, glucoza mau cao, hdi ching chuyén hoa, bénh nhdi mau co
tim cAp tinh, bénh cao huyét 4p, bénh tim mach, chitng xo vira ddng mach, bénh dong
mach ngoai bién, dot quy, suy tim, bénh tim hinh vanh, bénh vé thén, bién chiang do
bénh dai thao duong, bénh than kinh, chimg liét nhe da day, cac r6i loan lién quan dén
dot bién bat hoat nghiém trong trong thu th8 insulin, va cac réi loan chuyén héa khac,

va trong viéc lam giam ty 1€ tir vong va sw mac bénh ctia cic bénh nhan 6m nang.



25839

Protein dung hop theo sang ché ¢o thé duogc st dung dudi dang co thé tiém
duoc mot 1an mot tudn hoic mdt minh hoic két hop véi chét chéng dai thdo duong
dung theo dudng miéng, chét nay s& cai thién su diéu chinh dudng, trong lugng co thé
va cac dic trung vé lipit ctia bénh nhéan méc bénh déi thao dudng typ 1 va typ 2.
Protein nay cling c6 thé dugc st dung dé diéu tri bénh béo phi hodc cac tinh trang bénh
ly khéc lién quan dén FGF21.

Protein dung hop theo sang ché khéc phuc tré ngai dang ké vé tinh 6n dinh vat
ly lién quan dén diéu tri béng protein, bao géln, vi du, viéc st dung FGF21 kiéu dai,
bing cach dé xuét protein 6n dinh hon, 12 gidm sy anh hudng ctia sw phan giai protein
va su suy thoai do enzym, va it c6 kha nang tich tu va hinh thanh phtrc chét, so véi
FGF21 kidu dai trong céc didu kién bao ché dugc.

Theo khia canh tht nhét, séng ché dé xuét protein dung hop cua yéu té sinh
trudng nguyén bao sgi 21 (FGF21) chira mot hodc nhiéu trinh tu duoc liét ké trong
bang 1, va cling dugc mo ta & ddy. Trinh tw FGF21 dugc liét ké trong bang 1 ¢6 thé 1a
bién thé cta trinh tw FGF21 kidu dai, vi du, trinh tw FGF21 kiéu dai v6i s6 tham chiéu
NCBI NP_061986.1, va dugc tim théy trong cac patent nhu, vi du, US 6,716,626B1,
duge chuyén nhugng cho Chiron Corporation.

Su dung hop nay co thé 13, vi du, gifta céac trinh ty FGF21 khéc nhau, vi du,
trinh tu trong bang 1, va phéan tir khac (phin khong phai 1a FGF21), vi du, mién ¢
dinh IgG hodc manh cta né (vi dy, vung Fc), albumin huyét thanh nguoi (Human
Serum Albumin-HSA), hoidc polypeptit gin két albumin. Theo phwong 4n dugc uu
tién, phan khong phai 1a FGF21 cla phén ti 1a ving Fe.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén polynucleotit ma héa protein dung
hop theo sang ché, vecto chira polynucleotit nay va té bao chi mang vecto nay.

Sang ché d& xuat phuong phép duge st dung dé tao protein dung hop theo sédng
ché, trong d6 phuong phap nay bao gdm su cai bién protein FGF21 kiéu dai, thong qua
vi du, su két hop tinh ddc hiéu vi tri cla axit amin & vi tri mong mubdn cua protein
FGF21 kiéu dai, ciing nhu 13 su dung hop gilta phan FGF21 ctia phan tit nay v6i phan
tr khac, vi du, mién cb dinh IgG hodc manh cta né (vi du, vung Fc), albumin huyét
thanh nguoi (Human Serum Albumin - HSA), hodc polypeptit gin két albumin. Su cai
bién va dung hop ndy ting cic dic tinh sinh hoc cta protein dung hop theo sang ché so

voi protein ki€u dai cling nhu 1, trong mot so trudong hop, tao diém gan két voi, vi du,
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yéu td danh dau va chét kéo dai chu ky ban ri cua protein, va d6i véi muc dich gén céc
bién thé nay vao bé mit gia thé rin. Sdng ché d& xuét phuong phap tao ra té bao co6 kha
nang tao ra protein néu trén cua sang ché, va tao ra vecto chira ADN ma hoa céc bién
thé va thé dung hop néu trén.

Theo c4c phuong an khac nhau, protein dung hgp theo sang ché boc 16 & day c6
thé chira mét hodc nhiéu manh cua trinh ty FGF21 kiéu dai, bao gdm manh nhé dai 8-
12 gbc axit amin, va trong d6 polypeptit c6 kha ning lam giam luong glucoza mau ¢
dong vat c6 vii. Theo céc phuong an khéac nhau, protein dung hgp theo sang ché ¢ day
c6 thé chira mét hoidc nhiéu bién thé cua trinh tu FGF21 kiéu dai, vi du, véi mot hodc
nhiéu su loai bo, chén vao, thém vao, hodc thay thé axit amin so véi trinh tu kiéu dai
cua no.

Theo mdt sd phuong 4n, protein dung hop theo sang ché boc 16 & day c6 thé
duoc lién két cong hoa tri véi mot hodc nhiéu polyme, nhu polyetylen glycol (PEG)
hodc axit polysialic, tai vi tri ma su cai bién axit amin dic hiéu vi tri dugc tao ra so véi
FGF21 kiéu dai, hodc & vi tri axit amin c6 chung véi kiéu dai cta protein nay. Nhom
PEG duogc gin theo cch sao cho ting cudng, va/hodc khong gdy tré ngai, chic nang
sinh hoc cua cac thanh phén cAu tao cua protein dung hop theo sing ché, vi du, bién
thé protein FGF21. Theo phuong an khac, polypeptit clia sang ché ¢6 thé dugc dung
hop v6i trinh ty axit amin khéac loai, tuy y thong qua cau nbi (linker), nhu GS,
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:6). Trinh tur axit amin khéc loai c6 thé 1a mién
¢ dinh IgG hodc méanh cta né (vi dy, ving Fc), albumin huyét thanh ngudi (Human
Serum Albumin - HSA), hoac polypeptit gin két v6i albumin. Protein dung hop duoc
bdc 16¢ & day con cod thé tao multime.

Theo mot sb phuong 4n, trinh ty axit amin khéc loai (vi du, HSA, Fc, v.v.) dugc
dung hop v6i diu amin ctia protein dung hop theo sang ché. Theo phuwong 4n khéc,
trinh ty axit amin dung hop khdc loai (vi du, HSA, Fc, v.v.) dugc dung hgp véi dau
carboxyl cua protein dung hop theo sang ché.

Theo phuong 4n khic nita, sang ché mb ta phwong phép diéu tri cho bénh nhan
biéu hién mot hodc nhiéu rdi loan lién quan dén FGF21, nhu bénh béo phi, bénh dai
thdo duong typ 2, bénh dai thido dudng typ 1, bénh viém tuy, lipit mau bét thuong,
bénh gan nhiém chat béo khong do rugu (NAFLD), bénh viém gan c6 u m& khong do

rugu (NASH), khang insulin, insulin méau cao, khong dung nap glucoza, glucoza mau
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cao, hoi chung chuyén hoéa, bénh nhdi mau co tim cép tinh, bénh cao huyét ap, bénh
tim mach, chimg xo vita dong mach, bénh mach ngoai bién, dot quy, suy tim, bénh tim
hinh vanh, bénh thn, bién chimg do bénh déi thio dudng, bénh than kinh, bénh liét
nhe da day, céc r6i loan lién quan dén su dot bién bat hoat thu thé insulin, va céc rdi
loan chuyén hoéa khéc, bao gdm cho bénh nhéan can su diéu tri nay st dung lugng co
hiéu qua diéu tri mot hodc nhiéu protein theo sang ché hodc duge phdm ctia né.

Sang ché ciing dé xuét duoc phdm chira protein dung hgp theo sang ché duoc
boc 10 & day va chit bao ché duoc dung. Duoc phém nay cé thé duoc st dung trong
phuong phap didu tri r6i loan chuyén héa, va phuong phap nay bao gdm cho bénh
nhan 1a ngudi cdn sy diéu tri ndy st dung dugc phim cua sang ché. Vi du khong gioi
han vé rbi loan chuyén héa c6 thé duge didu tri bao gém bénh dai thdo duong typ 1 va
typ 2 va bénh béo phi.

Khia canh nay va khia canh khéac cua sang ché s& duoc lam sang to trong phan
md ta chi tiét sang ché dudi day.

M0 ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1A-1D thé hién V188 c6 hiéu qua duoc cai thién trong mau chudt ob/ob bi
mic bénh dai thio dudng so véi V76. V188 thé hién két qua tot hon khi dugc st dung
1 miligam/ kilogam (mpk), so v6i 5 miligam/ kilogam khi V76 dugc st dung. Fig. 1A
thé hién glucoza huyét twong lic no nhu hién thi (hinh tron thé hién ta dugc long (PBS
— phosphate buffered saline — mudi dém phosphat), hinh vudng thé hién V76 & 5 mpk,
va hinh tam gic thé hién V188 & 1 mpk. Fig. 1B thé hién insulin huyét twong ltic no
nhu hién thi (tir trai sang phai: ta dugc 16ng, V76 & 5 mpk, va V188 & 1 mpk). Fig. 1C
thé hién trong lugng co thé nhu hién thi (tir trai sang phai: t4 dugc long, V76 ¢ 5 mpk,
va V188 & 1 mpk). Fig. 1D thé hién ham luong lipit trong gan nhu hién thi (tir trai
sang phai: ta dugc long, V76 ¢ 5 mpk, va V188 & 1 mpk).

Fig. 2A-2D thé hién V101 c6 hiéu qua dugc cai thién trong mau chudt ob/ob
mic bénh dai thdo duong so véi V76. V101 thé hién két qua cao hon khi dugc st dung
& 1 miligam/ kilogam (mpk), so v6i 5 miligam/ kilogam khi V76 duoc su dung. Fig.
2A thé hién glucoza huyét twong ltic no nhu hién thi (hinh tron thé hién ta dugc 16ng
(PBS — phosphate buffered saline), hinh vuéng thé hién V76 & 5 mpk, va hinh tam giac
thé hién V101 & 1 mpk. Fig. 2B thé hién insulin huyét tuong lic no nhu hién thi (ti
trai sang phai: ta dugc long V76 & 5 mpk, va V101 & 1 mpk). Fig. 2C thé hién trong
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lwong co thé nhu hién thi (tir trai sang phai: t4 duge léng V76 & 5 mpk, va V101 & 1
mpk). Fig. 2D thé hién ham lwong lipit trong gan nhu hién thi (tir trdi sang phai: ta
dugce long V76 & 5 mpk, va V101 va 1 mpk).

Fig. 3A-3D thé hién V103 ¢6 hiéu qua duoc cai thién trong mau chudt ob/ob
méc bénh dai thdo dudng so véi V76. V103 thé hién két qua cao hon khi dugc sir dung
¢ 1 miligam/ kilogam (mpk), so véi 5 miligam/ kilogam khi V76 dugc st dung. Fig.
3A thé hién glucoza huyét twong lic no nhu hién thi (hinh tron thé hién t4 duge long
(PBS — phosphate buffered saline), hinh vudng thé hién V76 & 5 mpk, hinh tam giac
thé hién V103 & 1 mpk. Fig. 3B thé hién insulin huyét twong lic no nhu hién thi (tir
trai sang phai: ta dugc 1ong V76 & 5 mpk, va V103 & 1 mpk). Fig. 3C thé hién trong
lwong co thé nhu hién thi (tir trai sang phai: t4 duge léng V76 & 5 mpk, va V103 & 1
mpk). Fig. 3D thé hién ham luong lipit trong gan nhu thé hién (tir trai sang phai: ta
dugce long V76 & 5 mpk, va V103 & 1 mpk).

Fig. 4A-4D minh hoa cac dac tinh dugc dong hoc va nhiét dong hoc cua protein
dung hop theo sang ché so véi protein dung hop FGF21 trong linh vuc ndy. Fig. 4A
thé hién ndng do trong huyét twong ciia protein dung hop theo sang ché trong cong b
don PCT WO10/129600 da mo ta la Fc-L(15)-FGF21 (L98R, P171G) va Fe-L(15)-
FGF21 (L98R, P171G, A180E), sau khi ti€ém tinh mach thé dung hop nay vao chudt.
Fig. 4B thé hién dic tinh dugc dong hoc cia protein dung hgp theo sdng ché (V101,
V103 & V188) sau khi phan tich liéu don tiém tinh mach & chudt bang ELISA khang-
Fc-so vai dit liéu dong hoc tao ra & chudt cua V76 trong nghién ciru trude day st dung
ELISA khang thé khang FGF21. Fig. 4C thé hién su kiém tra vét protein dung hop
theo sang ché trong thir nghiém Western blot khang -FGF21, thich hop véi dit liéu
ELISA khang-Fc trong 120 gi&r va 15 ngay. Cac mau trong 16p 16t 1a nhu sau: A thé
hién V101, B thé hién V103, va C thé hién V188. Déi chimg 1a V101 va huyét thanh.
Fig. 4D minh hoa sy 6n dinh nhiét dong th ctia protein dung hop theo sang ché ting
dang k& so v6i V76. Tir dinh dén d4y, hinh nay thé hién V101, V103, va V188, tit ca
ching cai thién nhiét dd nong chay (T,,) so vdi V76 (T, < 50 "C (khong dugc thé
hién)) va FGF21 kiéu dai (T,, = 46,5°C+0,3 (khong duoc thé hién)).

MO ta chi tiét sang ché

Protein dung hop theo sang ché 1a dang cai bién ctia polypeptit FGF21 kiéu dai

¢6 d6 dai hoan chinh nhu da biét dén trong linh vuc nay. Trinh tw FGF21 kiéu dai s&

-8
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st dung lam trinh tu tham chiéu (SEQ ID NO:1), vi du, khi so sanh giita trinh tu
FGF21 kiéu dai va bién thé protein la can thiét. Trinh ty FGF21 kiéu dai c6 trinh tu
tham chiéu theo NCBI s6 NP_061986.1, va ¢6 thé duoc tim thiy trong cac bang séng
ché nhu, vi du, US 6,716,626B1, da chuyén nhugng cho Chiron Corporation (SEQ ID
NO:1).

Met Asp Ser Asp Glu Thr Gly Phe Glu His Ser Gly Leu Trp val
Ser
1 5 10 15
Val Leu Ala Gly Leu Leu Leu Gly Ala Cys Gln Ala His Pro Ile Pro
20 25 30
Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg Gln Arg Tyr
35 40 45
Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln Thr Glu Ala His Leu Glu Ile Arg
50 55 60
Glu Asp Gly Thr val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro Glu Ser Leu
65 70 75 80
Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln Ile Leu Gly Val
85 90 95
Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala Leu Tyr Gly
100 105 110
Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu Leu Leu
115 120 125
Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu Pro Leu
130 135 140
His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro His Arg Asp Pro Ala Pro Arg Gly
145 150 155 160
Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro Pro Ala Leu Pro Glu
165 170 175
Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp Val Gly Ser Ser Asp
180 185 190
Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro Ser Tyr Kla
195 200 205
Ser
209

Trinh ty mARN tuong tmg ma hoéa polypeptit FGF21 ¢6 do dai hoan chinh
(trinh tu tham chiéu theo NCBI s6 NM_019113.2) dugc thé hién dudi day (SEQ ID
NO:2)

1 ctgtcagetg aggatccage cgaaagagga gecaggeact caggecacct gagtetacte

61 acctggacaa ctggaatctg gecaccaatte taaaccactc agettetceg agcetcacace

121 ccggagatca cctgaggace cgagecattg atggactcgg acgagacegg gttcgageac
181 tcaggactgt gggtttetgt getggetggt ctictgetgg gageetgeca ggcacaccce

241 atccctgact ccagtectet cctgeaatte gggggecaag teecggeageg gtacctetac

301 acagatgatg cccagcagac agaageccac ctggagatca gggaggatgg gacggiggeg
361 ggcgetgetg accagagecee cgaaagtcte ctgeagetga aagecttgaa geecgggagit
421 attcaaatct tgggagtcaa gacatccagg ttectgtgee ageggecaga tggggecctg
481 tatggatcgc tccactttga ccetgaggece tgeagettee gggagetget tettgaggac

541 ggatacaatg tttaccagtc cgaageccac ggecteeege tgeacctgee agggaacaag
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601 tccecacace gggaceetge acceegagga cecagceteget tectgecact accaggectg
661 ccceccgeac teccggagece acceggaate ctggecccee ageeceecga tgtgggetec
721 tcggacccte tgageatggt gggaccttee cagggecgaa gececcageta cgettectga
781 agccagaggce tgtttactat gacatctect ctttatttat taggttattt atcttattta
841 tttttttatt tttcttactt gagataataa agagttccag aggagaaaaa aaaaaaaaaa
901 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

Trinh tw FGF21 khong c6 trinh ty dan du va c6 thé ciing bao gdm su cai bién

khéac cua polypeptit nhu sy xtr ly gdy phan hiy protein cta dau amin (cing véi hodc

khéng cung vdi trinh tu din dau) va/hodc dAu carboxyl, su phan cit ctia polypeptit nho

hon tir tién than 16n hon, sy glycosyl héa lién két N- va/hodc lién két O-, va su cai bién

sau dich ma duoc ngudi ¢ hicu biét trung binh trong linh vuc nay hicu. Vi du dién

hinh v& trinh ty FGF21 thudn thuc ¢6 trinh tu sau (SEQ ID NO:3, thé hién cac vi tri

axit amin 29-209 cua trinh tu protein FGF21 c¢6 d6 dai hoan chinh (trinh ty tham chiéu
theo NCBI s6 NP_061986.1)):

His
Arg
Leu
Pro
Ile

65
Ala
Glu
Gly
Ala
Ala
145

Gly

Pro

Pro Ile
Gln Arg

Glu Ile

35

Glu Ser
50

Leu Gly

Leu Tyr

Leu Leu

Leu Pro
115

Pro Arg

130

Leu Pro

Ser Ser

Ser Tyr

Pro
Tyr

20
Arg
Leu
Val
Gly
Leu
100
Leu
Gly
Glu

Asp

Ala
180

Asp
Leu
Glu
Leu
Lys
Ser

85
Glu
His
Pro
Pro
Pro

165
Ser

Ser
Tyr
Asp
Gln
Thr

70
Leu
Asp
Leu
Ala
Pro

150
Leu

Ser
Thr
Gly
Leu

55
Ser
His
Gly
Pro
Arg
135

Gly

Ser

Pro
Asp
Thr

40
Lys
Arg
Phe
Tyr
Gly
120
Phe

Ile

Met

Leu
Asp

25
Val
Ala

Phe

Asn
105
Asn
Leu

Leu

Val

Leu
10
Ala
Gly
Leu
Leu
Pro
90
val
Lys
Pro

Ala

Gly
170

Gln
Gln
Gly
Lys
Cys

75
Glu
Tyr
Ser
Leu
Pro

155
Pro

Phe
Gln
Ala
Pro

60
Gln
Ala
Gln
Pro
Pro
140

Gln

Ser

Gly
Thr
Ala

45
Gly
Arg
Cys
Ser
His
125
Gly

Pro

Gln

Gly
Glu

30
Asp
Val
Pro
Ser
Glu
110
Arg
Leu

Pro

Gly

Gln
15
Ala
Gln
Ile
Asp
Phe
95
Ala
Asp
Pro

Asp

Arg
175

Val
His
Ser
Gln
Gly

80
Arg
His
Pro
Pro
Val

160
sSer

Trinh tw cADN tuong ng ma hoa polypeptit FGF21 thuan thuc (SEQ ID NO:3)
duogc thé hién dudi day (SEQ ID NO:4):

1 caccccatee ctgactecag tectetectg caattcgggg gecaagteeg geageggtac

61 ctctacacag atgatgccca geagacagaa geccacctgg agatcaggga ggatgggacg
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121 gtggggggcg ctgetgacca gageeccgaa agtetectge agetgaaage cttgaageeg
181 ggagttattc aaatcttggg agtcaagaca tccaggttce tgtgccageg gecagatggg
240 gcecctgtatg gatcgceteca ctttgacect gaggectgea gettecggga getgettett

301 gaggacggat acaatgttta ccagtccgaa geeccacggec tecegetgea cetgecaggg
360 aacaagtccc cacaccggga ccctgeacce cgaggaccag ctegcettect gecactacca
421 ggectgeeee cegeactece ggagecaccee ggaatectgg ceccecagece ceecgatgtg
481 ggctectecgg accetctgag catggtggga cetteccagg gecgaagecee cagetacget
541 tectga

Protein dung hop theo sang ché c6 thé chtra bién thé protein hozc thé dot bién
clia protein kiéu dai duoc liét ké & ddy, vi du, cac bién thé FGF21. Nhu duoc st dung
& day, thuat ngit “bién thé protein,” “bién thé ngudi,” “bién thé polypeptit hogdc bién
thé protein,” “bién thé,” “thé dot bién,” cling nhu 13 thuat ngit twong tu bét ky hodc su
thay ddi cu thé ctia né (vi du, “bién thé protein FGF21,” “bién thé,” “dot bién FGF21,”
v.v.) Xéc dinh trinh tu protein hodc polypeptit chira sy cai bién, cét ngén, hoac céc bién
thé khac ctia protein hozc polypeptit vdn ¢6 trong tur nhién (tac 1a, kiéu dai) hodc ban
d6i chiéu polypeptit hodc trinh tu tw nhién tuong ddng. Vi du, “bién thé FGF21” hodc
“d6t bién FGF21,” dugc md ta lién quan dén protein FGF21 kiéu dai (tic 13, vén co
trong tu nhién) nhu dugc mo ta ¢ day.

Trinh tu protein dung hop dién hinh cua sang ché duoc liét ké trong bang 1. Su
mo ta vé thé dung hgp nay chtra bién thé FGF21 va, néu thich hop, mot cu nbi. Su
thay ddi hoic thay thé duoc str dung boi bién thé FGF21 dugc danh s va duge mo ta
so véi FGF21 kiéu dai. Vi dy, “bién thé 101 (V101)” (SEQ ID NO:10) la thé dung hop
Fc-FGF21 v6i cAu ndi hai axit amin va su thay thé sau ddy dugc tao ra lién quan dén
FGF21 kiéu dai: Q55C, A109T, G148C, K150R, P158S, P174L, SI195A, P199G,
G202A.
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Bang 1: Protein dung hop Fc bién thé FGF21

SEQ ID Trinh ty Tén*
NO:

DKTHTCPPCP APEAAGGPSV | Thé dung hop Fc ¢6 dél{ N ¢6
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT | d0 dai hoan chinh véi cau noi
CVVVDVSHED  PEVKFENWYVD | 2 AA (GS) va WT FGF21
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
CKVSNKALPA PIEKTISKAK
GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVEFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSPGKGSD SSPLLQFGGQ
VRQRYLYTDD AQQTEAHLEI
REDGTVGGAA DQSPESLLQL
KALKPGVIQI LGVKTSRFLC
QRPDGALYGS LHFDPEACSF
RELLLEDGYN VYQSEAHGLP
LHLPGNKSPH RDPAPRGPAR
FLPLPGLPPA LPEPPGILAP
QPPDVGSSDP LSMVGPSQGR
SPSYAS
DKTHTCPPCP APEAAGGPSV | Thé dung hop Fc ¢6 déq N ¢6
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT | d0 dai hoan chinh v&i cau no1
CVVVDVSHED PEVKFNWYVD | 15 AA (GGGGS x 3) gitta Fc
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY | va WT FGF21
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
CKVSNKALPA PIEKTISKAK
GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSPGKGGG GSGGGGSGGG
GSDSSPLLQF GGQVRQRYLY
TDDAQQTEAH LEIREDGTVG
GAADQSPESL LQLKALKPGV
IQILGVKTSR FLCQRPDGAL
YGSLHFDPEA CSFRELLLED
GYNVYQSEAH GLPLHLPGNK
SPHRDPAPRG PARFLPLPGL
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PPALPEPPGI

LAPQPPDVGS

SDPLSMVGPS QGRSPSYAS

9 DSSPLLQFGG QVRQRYLYTD | Bién thé #76 = Protein voi 9
DAQETEAHLE IREDGTVGGA | dot bién so véi FGF21 kiéu
AHQSPESLLE LKALKPGVIQ | dai (nhu trong WO01/018172)
ILGVKTSRFL CQKPDGALYG
SLHFDPEACS FRELLLEDGY
NVYQSEAHGL PLHLPGNRSP
HCDPAPQGPA RFLPLPGLPP
ALPEPPGILA PQPPDVGSSD
PLAMVGPSQG RSPSYAS

10 DKTHTCPPCP APEAAGGPSV | Bién thé # 101 = thé dung hop

FLFPPKPKDT LMISRTPEVT | diu N v6i cdu néi 2 AA (GS)
CVVVDVSHED  PEVKENWYVD | gitta Fc va FGF21 = (Q55C,
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY | A109T, G148C, KI150R,
RVVSVLTVLH  QDWLNGKEYK |P158S,  S195A, PI199G,
CKVSNKALPA PIEKTISKAK | G202A)
GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSPGKGSD SSPLLQFGGQ
VRQRYLYTDD ACQTEAHLEI
REDGTVGGAA DQSPESLLQL
KALKPGVIQI LGVKTSRFLC
QRPDGTLYGS LHFDPEACSF
RELLLEDGYN VYQSEAHGLP
LHLPCNRSPH RDPASRGPAR
FLPLPGLPPA LPEPPGILAP
QPPDVGSSDP LAMVGGSQAR
SPSYAS

11 DKTHTCPPCP APEAAGGPSV | Bién thé # 103 = thé dung hop
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT | Fc diu N véi cau nbi 2 AA
CVVVDVSHED  PEVKENWYVD | (GS) = (Q55C, RI05K,
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY | G148C, KI150R, P158S,
RVVSVLTVLH  QDWLNGKEYK | S195A, P199G, G202A)
CKVSNKALPA PIEKTISKAK
GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSPGKGSD SSPLLQFGGQ
VRQRYLYTDD ACQTEAHLEI
REDGTVGGAA DQSPESLLQL
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KALKPGVIQI LGVKTSRFLC
QKPDGALYGS LHFDPEACSF
RELLLEDGYN VYQSEAHGLP
LHLPCNRSPH RDPASRGPAR
FLPLPGLPPA LPEPPGILAP
QPPDVGSSDP  LAMVGGSQAR
SPSYAS
12 DKTHTCPPCP APEAAGGPSV | Bién thé #188 = V103 v6i ciu
FLFPPKPKDT ~ LMISRTPEVT | néi 15 AA (GGGGS x 3) giita
CVVVDVSHED  PEVKFNWYVD | Fc va FGF21
GVEVHNAKTK  PREEQYNSTY |= (Q55C, R105K, G148C,
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK | K150R, P158S,  SI93A,
CKVSNKALPA PIEKTISKAK | P199G, G202A)
GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSKL,  TVDKSRWQQG
NVESCSVMHE ~ ALHNHYTQKS
LSLSPGKGGG ___ GSGGGGSGGG
GSDSSPLLQF GGQVRQRYLY
TDDACQTEAH LEIREDGTVG
GAADQSPESL LQLKALKPGV
IQILGVKTSR FLCQKPDGAL
YGSLHFDPEA CSFRELLLED
GYNVYQSEAH GLPLHLPCNR
SPHRDPASRG PARFLPLPGL
PPALPEPPGI LAPQPPDVGS

SDPLAMVGGS QARSPSYAS

13

DKTHTCPPCP APEAAGGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT
CVVVDVSHED  PEVKFNWYVD
GVEVHNAKTK  PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH  QDWLNGKEYK
CKVSNKALPA PIEKTISKAK
GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSKL ~ TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ~ ALHNHYTQKS
LSLSPGKGGG __ GSGGGGSGGG
GSDSSPLLQF GGQVRQRYLY
TDDACQTEAH LEIREDGTVG
GAADQSPESL LQLKALKPGV
IQILGVKTSR FLCQRPDGTL
YGSLHFDPEA CSFRELLLED
GYNVYQSEAH  GLPLHLPCNR
SPHRDPASRG PARFLPLPGL

Bién thé #204 = V101 vdi cau
ndi 15 AA (GGGGS x 3) gitta
Fe va FGF21 = (Q55C,

AL09T, G148C, KI50R,
P158S,  S195A,  P199G,
G202A)
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PPALPEPPGI LAPQPPDVGS
SDPLAMVGGS QARSPSYAS

*. Luu ¥ rang trinh tu FGF21 kiéu dai trong bang nay dé cap dén trinh tu tham
chiu theo NCBI s6 NP_061986.1 (SEQ ID NO:1) trir khi c6 trudng hop cu thé khéc.

T4t ca cac dot bién trong gbc FGF21 va viéc dénh sb axit amin tuong Umg clta
d6t bién néu trén d& cap lai dén (SEQ ID NO:1) chtr khong phai trinh tu ¢6 do dai day
du trong bang nay, c6 thé cling bao gdm ving Fc va ving cau ndi.

Bién thé hodc dot bién dugc sir dung trong protein dung hop theo séng ché, vi
du, bién thé cua FGF21 kiéu dai, dic trung & it nhit mét axit amin dugc thay thé, bd
sung, va/hodc bi loai bd so véi protein kiéu dai. Ngoai ra, bién thé c6 thé co su cit
ngén dau N va/hoic C so véi protein kidu dai. N6i chung, bién thé c6 nhiéu dic tinh,
cAu trac hodc chic ning dugc cai bién cta protein kiéu dai. Vi du, bién thé nay co thé
c6 tinh 6n dinh vat ly duoc ting cudng hodc duge cai thién trong dung dich cb dac (vi
du, it su két cum qua trung gian ki nudc), tinh 4n dinh trong huyét tuong duogc tang
cuong hodc cai thién khi dugc 4 v6i huyét twong mau hodc hoat tinh sinh hoc dugc
tang cuong hodc cai thién trong khi van duy tri profin vé hoat tinh sinh hoc phu hgp.

Su thay thé va su cai bién axit amin chép nhan dugc ma tao nén su khac nhau
gifta cac phan cua protein dung hgp theo sdng ché va protein dbi chimg kiéu dai cua
ching bao gdm, nhung khong chi giéi han &, mét hodc nhiéu su thay thé axit amin,
bao gdm su thay thé bing chit twong tu axit amin von khong c6 trong tu nhién, va su
cit ngan. Do dé, protein dung hop theo sang ché bao gébm, nhung khong chi gigi han
&, dot bién dinh hudng vi tri, polypeptit cit ngén, dot bién chéng lai su phan gii
protein, dot bién lam giam sy tich tu, cac dot bién t6 hop, va protein dung hop, nhu
dugc mo ta & day.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc biéu hién protein s& xé4c dinh rang
trinh tu metionin hodc metionin-arginin c6 thé dugc chén vao & dau N cla protein
dung hop theo sang ché, dé biéu hién trong E. coli, va dugc dy tinh trong pham vi sédng
ché.

Protein dung hop theo sang ché c6 thé c6 tinh twong hop ting voi chét bao quan
duoc (vi du, m-cresol, phenol, rugu benzyl), do dd, cho phép bao ché dugc phdm bao
quan dugc ma van duy tri ddc tinh héa 1y va hoat tinh sinh hoc cua protein trong khi

bao quan. Do d6, bién thé ¢6 tinh dn dinh dugc ly duge ting cudng so véi kiCu dai, co
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tinh 6n dinh vat ly duoc cai thién trong dung dich dugc cd dic trong ca diéu kién sinh
ly va diéu kién bao quan dugc pham, trong khi van duy tri tiém nang sinh hoc. Bing vi
du khong gidi han, protein dung hgp theo sang ché co thé khang lai sy phan giai
protein va su thodi héa do enzym; co thé c6 tinh 6n dinh dugc cai thién; va cé thé it c6
kha nang tich tu, so vdi ban ddi chiéu kiéu dai ctia chung hoic trinh tu ty nhién twong
ddng. Nhu duge st dung & day, cac thuat ngit nay khong loai trir 14n nhau hodc bi gidi
han, hoan toan cé thé 1a bién thé thu duoc c6 mot hodc nhiéu dic tinh duogc cai bién
cua protein kiéu dai.

Sang ché ciing bao gdm phan tir axit nucleic ma hoa protein dung hop theo sang
ché, bao gdm, vi dy, trinh ty axit amin FGF21 tuong ddng it nhit khoang 95% vai
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO:3, nhung trong do6 cac géc cu thé tao dic tinh mong
mudn cho bién thé protein FGF21, vi du, cai thién kha ning cua thu thé FGF21-,
khang lai sy phan gidi protein, ting chu ky ban r hodc cdc dic tinh lam giam sy tich
tu va td hgp cua ching khong dugc cai bién thém. Né6i cach khac, véi su loai trir cac
géc trong trinh tu dot bién FGF21 ma duogc cai bién dé tao cac dic tinh khang lai su
phan giai protein, giam sy tich tu, hodc cac dac tinh khac, khoang 5% (theo cach khac
4%, theo cach khic 3%, theo cach khic 2%, theo cach khac 1%) cta géc axit amin
khéc trong trinh tu dot bién FGF21 ¢6 thé dugc cai bién. Thé dot bién FGF21 nay ¢ it
nhét mdt hoat tinh cia polypeptit FGF21 kiéu dai.

Sang ché con bao gdm phan tir axit nucleic chira trinh tu nucleotit twong dong it
nhat khoang 85%, va tot hon néu, it nhat khoang 90 dén 95% véi trinh ty nucleotit cia
SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:4, nhung trong d6 nucleotit ma hoa gbc axit amin tao
dic tinh khang lai su phan giai protein, giam sy tich tu hodc cac déc tinh khac cua
protein dugc mi hoa ma khong duoc cai bién thém. Noi cach khac, véi su loai trir cac
géc nucleotit ma hoa céc géc trong trinh tu dot bién FGF21 dugc cai bién dé tao dic
tinh khang lai su phan giai protein, giam su tich tu, hodc cdc ddc tinh khac, khoang
15%, va tot hon 1a khoang 10 dén 5% tht ca cac nucleotit khac trong trinh try dot bién
c6 thé duge cai bién. Céc phan tir axit nucleic nady mé hoa protein c6 it nhit mot hoat
tinh ctia ban d6i chiéu kiéu dai ctia ching.

Sang ché d& xuit phuong phap dugc st dung dé tao protein dung hop theo sang
ché, trong d6 phuong phép nay bao g0m su cai bién dic hiéu vi tri va bién d6i khong

phai dic hiéu vi tri cta protein kiéu dai (vi du, protein kiéu dai FGF21 nhu dugc md ta
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o day), vi du, su cét ngén cua protein kiéu dai, va su Kkét hop dic hiéu vi tri cia axit
amin & vi trf mong mudn trong protein kiéu dai. Su cai bién nay ting cudng dic tinh
sinh hoc cta protein dung hop theo sang ché so v6i protein kiéu dai, ciing nhu 13, trong
mot sd truong hop, tao ra diém gén, vi du, nhan va chét taing chu ky ban rd, va cho
muc dich gén céc bién thé nay 1én bén mit cta gia thé rin. Cac phuong 4n lién quan
ctia sang ché 1a phuong phép tao ra té bao c6 kha ning tao ra protein dung hop nay cta
sang ché, va tao ra vecto chita ADN ma héa céc bién thé nay.

Theo mot sb phuong an, cac sy cai bién nay, vi du, cai bién dic hiéu vi tri, duoc
st dung dé gén cac thé lién hop, vi du, nhom PEG véi protein, polypeptit, va/hoac
peptit ciia sang ché, cho muc dich, vi du, ting chu ky ban rd hoic truong hop khac, cai
thién céc dic tinh sinh hoc ctia protein, polypeptit, va/hodc peptit da néu. Ky thuat nay
duoc mo ta thém & day.

Theo phuong an khéc, cac cai bién nay, vi dy, cai bién dic hiéu vi tri, duoc st
dung dé gan cac polyme, phan t nhé va trinh tu protein tai td hop khac ma lam tang
chu ky ban rad cua protein theo sang ché. Phuong 4n nay cua sang ché bao gbdm su gin
axit béo hodc hop chit gin két albumin dic hiéu véi protein, polypeptit, va/hodc
peptit. Theo phuong an khac, céc cai bién nay dugc tao ra & loai axit amin cu thé va c6
thé duoc gén tai mot hodc nhiéu vi tri trén protein.

Theo phuong an khéc, céc cai bién nay, vi du, cai bién dic hiéu vi tri, duoc su
dung lam phuong tién gin san phidm multime kiéu dai va/hoic multime khéc, vi du,
dime (homodime hodc heterodime) hodc trime hodc tetrame. Céc phén tir protein
multime ¢6 thé c6 thém nhém nhu PEG, dudng, va/hodc thé lién hop PEG-cholesterol
duoc gén hoac dugc dung hop d4u amin hodc dau carboxy véi protein khac nhu Fc,
albumin huyét thanh ngudi (Human Serum Albumin - HSA), v.v.

Theo phuong an khac, su cai bién dic hiéu vi tri ndy dugc st dung dé tao ra
protein, polypeptit va’hodc peptit, trong d6 vi tri clia twong tw pyrolysin hodc pyrolysin
hop nhét dic hiéu vi tri hodc axit amin von khong co trong tu nhién (para-axetyl-Phe,
para-azido-Phe) cho phép diéu chinh huéng va su gin két cac protein, polypeptit
va/hodc peptit nay lén bé mit gia thé rin hodc dé gin két cac nhém nhu PEG, dudng
va/hodc lién hgp PEG-cholesterol.

Theo phuong 4n khéc, sy cai bién dic hiéu vi tri st dung protein lién két ngang

dic hiéu vi tri, polypeptit va/hodc peptit do do, tao ra hetero-oligome bao gém, nhung
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khong chi gi6i han &, heterodime va heterotrime. Theo phuong an khac, cai bién dac
hiéu vi tri nay st dung protein lién két ngang dic hiéu vi tri, polypeptit va/hodc peptit
do d6, tao ra thé lién hgp protein-protein, thé lién hop protein-polypeptit, thé lién hop
protein-peptit, thé lién hop polypeptit-polypeptit, thé lién hop polypeptit-peptit hodc
thé lién hop peptit-peptit. Theo phwong an khéc, su céi bién dic hiéu vi tri c6 thé bao
g61n diém phan nhanh dé cho phép mot hodc nhiéu loai phén tir dugc gén vao vi tri
don cua protein, polypeptit hodc peptit.

Theo phuong an khéc, su cai bién duoc liét ké & day co thé dugc thuc hién theo
cach phai la déc hiéu vi tri va tao ra thé lién hop protein-protein, thé lién hop protein-
polypeptit, thé lién hop protein-peptit, thé lién hop polypeptit-polypeptit, thé lién hop
polypeptit-peptit hodc thé lién hop peptit-peptit cia sang ché.

Dinh nghia

Céc dinh nghia khac nhau dugc st dung trong tai li¢u nay. Hau hét cac tir déu
c6 nghia dic trung trong linh vuc nay. Céc tr duge dinh nghia cu thé dudi day hoic
bét ky chd nao khéc trong tai liéu nay c6 nghia dugc dé xuét trong pham vi cta toan bd
sang ché va thudng dugc hiéu dbi véi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay.

Nhur duoc sir dung & day, thut ngit “FGF21” dé chi thanh vién ho protein yéu
td ting trudong nguyén bao soi (FGF). Trinh tu axit amin cua FGF2] (GenBank
Accession No. NP_061986.1) dugc néu trong SEQ ID NO:1, trinh tu polynucleotit
trong doéng cua né duge néu trong SEQ ID NO:2 (trinh tu tham chiéu theo NCBI s6
NM 019113.2). “Bién thé FGF21,” “d¢t bién FGF21,” va thudt ngit tuong tu md ta
protein FGF21 dugc cai bién, vi du, véi géc axit amin thanh ph?m bi loai bd, bb sung,
c4i bién, hodc thay thé.

Nhu duoc sit dung & day, thuat ngit “thu thé FGF21” dé chi thu thé FGF21
(Kharitonenkov,A, et al. (2008) Journal of Cellular Physiology 215:1-7; Kurosu,Het
al. (2007) JBC 282:26687-26695; Ogawa, Yet al. (2007) PNAS 104:7432-7437).

Thuat ngtr “polypeptit FGF21” dé chi polypeptit xuét hién trong tu nhién dugc
bidu hién & ngudi. Dbi véi muc dich ciia ban md ta nay, thudt ngir “polypeptit FGF21”
¢6 thé duge st dung dé chi polypeptit FGF21 c¢6 do dai hoan chinh bat ky, vi du, SEQ
ID NO:1, chira 209 gdc axit amin va dugc ma hoa bang trinh tu nucleotit SEQ ID

NO:2; va dang thuin thuc bét ky cta polypeptit, chua 181 gbc axit amin, va trong do,
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28 gbc axit amin & ddu amino cua polypeptit FGF21 ¢6 do dai hoan chinh (tic Ia, ciu
tao nén peptit tin hiéu) duoc loai bo.

“Bién thé 76.” nhu duge st dung & day, 1a bién thé protein FGF21, la cia PEG
nhanh dai 40kDa duoc lién két thong qua Cys154, va tam dot bién diém lién quan dén
protein kiéu dai chtra 177 axit amin. Su téng hop bién thé nay dugc mo ta chi tiét hon
& day, va trinh tu protein dugc thé hién trong bang 1 va trinh ty SEQ ID NO:9.

Thuét ngit “phén tr axit nucleic dugc phan lap” dé chi phan tir axit nucleic cta
sang ché ma (1) dugc phén tach tur it nhét khoang 50 phﬁn tram protein, lipit, hydrat
cacbon, hodc nguyén li€u khac dugc nhan théy vén ¢ trong tu nhién khi axit nucleic
tdng s6 dugc phan téch tir cac té bao ngudn, (2) khong duge lién két voi tat ca hodc
mot phin polynucleotit ma “phan tir axit nucleic duge phén 1ap” duoc lién két trong tu
nhién, (3) dugc lién két linh hoat v6i polynucleotit ma né khong dugc lién két trong tu
nhién, hodc (4) khong xuét hién trong tu nhién dudi dang mot phan cia trinh tu
polynucleotit 16n hon. Tbt hon néu, phan tir axit nucleic duge phén lap cua séng ché vé
co ban 1a khong chira phén tir axit nucleic hodc tap chit khac dugc tim thdy trong moi
trrong tu nhién ctia né ma co thé anh huodng téi su st dung trong tao ra polypeptit
hodc trong st dung dé diéu tri, chin doén, phong bénh hodc nghién ctru.

Thuat ngit “vecto” dugc st dung dé chi phan tu bét ky (vi dy, axit nucleic,
plasmit, hodc virut) dung dé chuyén thong tin ma héa vao té bao ch.

Thudt nglt “vecto biéu hién” dé chi vecto thich hop cho su bién nap cua té bao
chu va chura trinh tu axit nucleic didu khién va/hoidc kiém soat su biéu hién cua trinh tu
axit nucleic khac loai chén vao. Su biéu hién bao gé)ln, nhung khong chi giéi han 6,
cac qua trinh nhu phién ma, dich ma, va sy ghép ndi ARN, néu c6 mit cac intron.

Thuét nglr “dugc lién két linh hoat” dugc st dung & day dé chi su sép xép cac
trinh tu suon, trong dé trinh tu sudn hiu hét duge mo ta duge tao cAu trac hodc dugc
gfn lai dé thuc hién chirc ning thong thudong cta chiung. Céc thanh phan cta protein
dung hop c6 thé duoc lién két linh hoat v6i thanh phan khac dé cho phép protein dung
hop hoat dong nhu thé noé 1a protein vdn ¢c6 trong tu nhién, protein ndi sinh, va/hodc
dé két hop céc thanh phén khéc loai ctia protein dung hop nay theo kiéu hiép dong.

O muc d6 nucleotit, trinh tu suon dugc lién két linh hoat véi trinh tuy ma hoa c6
thé c6 kha ning tac dong 1én su sao chép, su phién ma va/hodc sy dich ma cta trinh tu

ma hoéa. Vi duy, trinh tu ma héa dugc lién két linh hoat v&i promoto khi promoto c6 kha
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ning diéu khién su phién ma cta trinh ty ma hoéa. Trinh ty suon khong can tiép giap
vdi trinh tu ma hoa, véi diéu kién 1a né hoat dong chinh xac. Do d6, vi du, chen vao
trinh tuy da phién ma ma chua dich ma ¢6 thé c6 mit & gifta trinh ty cua promoto va
trinh ty ma hda va trinh tu promoto ¢6 thé van duoc coi 1a “dugc lién két linh hoat”
v6i trinh ty ma hoéa.

Thuat ngir “té bao chu” dugc st dung dé chi té bao duoc bién nap, hodc c6 kha
ning bién nap dugc véi trinh ty axit nucleic va sau do biéu hién gen quan tAm duoc
chon loc. Thuét ngit ndy bao géln thé hé con cta té bao bd me, cho du thé hé con
gidng hét v& hinh théi hoc hodc v& ban chit di truyén voi bd me ban dau hay khong,
v6i diéu kién 13 co6 mit gen dugc chon loc.

Thuét ngft “axit amin,” nhu dugc str dung & day, dé chi axit amin vdn c6 trong
tu nhién, axit amin khong c6 trong tu nhién, chit tuong tur axit amin va gia axit amin
¢6 chire ndng tuong ty nhu axit amin von ¢6 trong tu nhién, tAt ca & chit déng phén lap
thé D va L cua ching néu céu tric cia ching chép nhan dang ddng phan lap thé nay.
Axit amin dugc d& cap & day bing tén cia ching, bing ba ky hiéu chit c4i da biét
chung hodc bing cac ky hiéu chit cai dugc dé xuét boi Uy ban danh phdp hoa sinh
thudoc Hiép hodi hoa hoc co ban va tng dung qubc t& - Hiép hdi hoa sinh qubc té
IUPAC-IUB.

Thuat nglr “yén ¢6 trong tu nhién” khi dugc st dung két hop vai vat liéu sinh
hoc nhu phén tir axit nucleic, polypeptit, té bao chu, va nguyén liéu tuong tu, dé chi
nguyén li¢u duogc vdn ¢6 trong tw nhién va khong bi con nguoi chi phbi. Tuong tu,
“vbn khong co trong tu nhién” nhu dugc sir dung ¢ day dé chi nguyén liéu vbn khong
¢6 trong tu nhién hodc duoc cai bién clu trac hodc duge té)ng hgp bai con nguoi. Khi
duoc st dung két hop voi nucleotit, thuat ngit “vbn c6 trong tu nhién” dé chi céac bazo
adenin (A), xytosin (C), guanin (G), tymin (T), va uraxil (U). Khi dugc st dung két
hop véi axit amin, thuét ngtr “ybn ¢6 trong tw nhién” d& chi 20 axit amin thiét yéu (tic
1, alanin (A), xystein (C), axit aspartic (D), axit glutamic (E), phenylalanin (F), glyxin
(G), histidin (H), isoleuxin (I), lysin (K), leuxin (L), metionin (M), asparagin (N),
prolin (P), glutamin (Q), arginin (R), serin (S), threonin (T), valin (V), tryptophan (W),
va tyrosin (Y)), cling nhu Ia selenoxystein, pyrolysin (Pyl, hodc O), va pyrolin-

carboxy-lysin (Pcl, hodc Z).

-20-



25839

Pyrolysin (Pyl) la axit amin tu nhién dugc tim thdy trong metylamin
metyltransferaza ctia vi khudn ¢ sinh metan ctia ho Methanosarcina. Pyrolysin la chét
twong tu lysin duoc két hop cung dich ma & cidc mad bd ba UAG trong khung trong
mARN tuong tmng, va né dugce xem 1a axit amin tw nhién thar 22.

Nhu dugc mé ta it nhat trong céng bd don PCT s W02010/48582 (chu don
IRM, LLC), thuc nghiém sinh tong hop pyrolysin (Pyl) trong E. coli dan dén su hinh
thanh “pyrolysin dugc khtr metyl héa,” & day dé chi 1a pyrolin-carboxy-lysin, hoic
Pcl. “Pcl,” nhu duogc st dung & ddy, dé chi Pcl-A hodc Pcl-B.

Cac thuit ngit “axit amin khong tu nhién” va “axit amin khong co trong tu
nhién,” nhu dugc st dung ¢ day, thay thé nhau dwoc mong doi 12 cu tric axit amin
khong thé duoc tao ra bang cach sinh tdng hop trong sinh vét bat k¥ bang cach st
dung gen khong duoc cai bién hoic dugc cai bién tur sinh vat bat ky, hodc giéng nhau
hodc khac nhau. Céc thuat nglt nay dé chi gdc axit amin khong c6 trong trinh tu
protein FGF 21 (kiéu dai) vbn c6 trong tu nhién hodc trinh tu cla séng ché. Cac axit
amin nay bao gém, nhung khong chi gi6i han 6, axit amin dugc cai bién va/hodc chat
tuong tw axit amin khong phai la mot trong 20 axit amin vbn c6 trong tu nhién,
selenoxystein, pyrolysin (Pyl), hodc pyrolin-carboxy-lysin (Pcl, vi du, nhu dugc mo ta
trong cong bé don PCT sé W02010/48582). Géc axit amin khong tu nhién nay c6 the
dwoc dua vao bing su thay thé axit amin vdn ¢6 trong tur nhién va/hodc bang cach chén
axit amin khong tu nhién vao trinh tu protein FGF21 (kiéu dai) vbn c¢6 trong tur nhién
hodc trinh tu cla sang ché. Gbc axit amin khong tw nhién con ¢6 thé dugc két hop sao
cho chtrc ning mong mudn dugc truyén cho phan tr FGF21, vi dy, kha nang lién két
géc chtc niang (vi du, PEG). Khi dugc st dung két hop vé6i axit amin, ky hiéu “U” s&
¢6 nghia 1a “axit amin khong ty nhién” va “axit amin khong c6 trong tu nhién” nhu
dugc st dung ¢ day.

Ngoai ra, hiéu ring “axit amin khong ty nhién” nay can tARN duoc cai bién va
tARN synthetaza dugc cai bién (RS) cho su két hop thanh protein. Cap tARN/RS truc
giao “dugc chon loc” nay dugc tao ra bing quy trinh chon loc dugc phat trién boi
Schultz et al. hodc bing dot bién ngiu nhién hogc hudng dich. Vi du, pyrolin-carboxy-
lysin 1a “axit amin ty nhién” vi n6 duoc tao ra theo céach sinh tbng hop biang gen dugc
chuyén tir mot sinh vat vao trong té bao cht va vi né duoc két hop thanh protein bang

cach st dung gen tARN va tARN synthetaza tu nhién, trong khi p-aminophenylalanin
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(Xem, Generation of a bacterium with a 21 amino acid genetic code, Mehl RA,
Anderson JC, Santoro SW, Wang L, Martin AB, King DS, Horn DM, Schultz PG. J
Am Chem Soc. 2003 Jan 29;125(4):935-9) la “axit amin khong tw nhién” boi vi, méc
du duoc tao ra theo cach sinh tdng hop, nhung né dugc két hop thanh protein bing cip
tARN/tARN synthetaza truc giao dugc chon loc.

Axit amin dugc ma héa dugce cai bién bao gém, nhung khong chi giéi han ¢,
hydroxyprolin, y-carboxyglutamat, O-phosphoserin, axit azetidinecarboxylic, axit 2-
aminoadipic, axit 3-aminoadipic, beta-alanin, axit aminopropionic, axit 2-
aminobutyric, axit 4-aminobutyric, axit 6-aminocaproic, axit 2-aminoheptanoic, axit 2-
aminoisobutyric, axit 3-aminoisobutyric, axit 2-aminopimelic, tertiary-butylglyxin,
axit  2,4-diaminoisobutyric, desmosin, axit 2,2’-diaminopimelic, axit 2,3-
diaminoproprionic, N-etylglyxin, N-metylglyxin, N-etylasparagin, homoprolin,
hydroxylysin, allo-hydroxylysin, 3-hydroxyprolin, 4-hydroxyprolin, isodesmosin, allo-
isoleuxin, N-metylalanin, N-metylglyxin, N-metylisoleuxin, N-metylpentylglyxin, N-
metylvalin, naphtalanin, norvalin, norleuxin, ornithin, pentylglyxin, axit pipecolic va
thioprolin. Thuat nglt “axit amin” con bao gdm axit amin vbn ¢6 trong tu nhién ma
dugc chuyén hoa trong nhiéu sinh vat nhung khong dugc ma hoa bing ma di truyén dé
két hop thanh protein. Axit amin nay bao gdm, nhung khong chi gi6i han o, ornithin,
D-ornithin, va D-arginin.

Thuét ngit “cht twong ty axit amin,” nhu duoc str dung & ddy, dé chi hop chit
¢6 chu tric héa hoc co ban gibng nhau nhu axit amin dugc von ¢ trong tu nhién, chi
béng vi dy, a-carbon dugc lién két véi hydro, nhém carboxyl, nhém amin, va nhom R.
Chét tuong tu axit amin bao gdm axit amin tu nhién va khong tu nhién dugc phong toa
héa hoc, ¢o tinh thuian nghich hodc khong c6 tinh thuan nghich, hodc nhém carboxy
ddu C cua ching, nhom amin dau N cua ching va/hoic nhom chirc mach bén cia
chiing dugc cai bién vé mit hoa hoc. ChAt trong tu nay bao gdm, nhung khong chi
giGi han @&, metionin sulfoxit, metionin sulfon, S-(carboxymetyl)-xystein, S-
(carboxymetyl)-xystein sulfoxit, S-(carboxymetyl)-xystein sulfon, (beta-metyl este)
cla axit aspartic, N-etylglyxin, alanin carboxamit, homoserin, norleuxin, va metionin

metyl sulfonium.
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Thuat ngit “gia axit amin,” nhu dugc st dung & day, dé chi hop chét héa hoc ¢
chu trac khac ciu trac hda hoc chung clia axit amin, nhung chirc ndng gibng véi axit
amin von c6 trong tu nhién.

Thuat ngit “bién thé c6 hoat tinh sinh hoc” dé chi bién thé polypeptit bét ky
dugc st dung trong protein dung hop theo sang ché, vi dy, khi protein thanh phén cta
thé dung hop, 6 hoat tinh cuia protein kiéu dai cta né (vi du, xuét hién trong tu nhién)
hodc ban dbi chiéu polypeptit, nhu kha ning diéu bién muc glucoza mau, HbAlc,[
insulin, triglyxerit, hodc cholesterol; lam ting chirc nang tuyén tuy; lam giam luong
lipit trong gan; lam gidm trong luong co thé; va cai hién su dung nap glucoza, sy tiéu
dung ning lugng, hodc do nhay insulin, khong ké t6i loai hodc sb luong bién ddi duoc
dua vao bién thé polypeptit. Bién thé polypeptit c6 mtrc d§ hoat tinh gidm nao do lién
quan dén kiéu dai tuy nhién c6 thé dugc xem 1a bién thé polypeptit ¢6 hoat tinh sinh
hoc. Vi du dién hinh khong gi6i han vé bién thé polypeptit c6 hoat tinh sinh hoc cua
sang ché 1a bién thé FGF21, sau d6 dugc cai bién, va ¢6 dac tinh sinh hoc gidng hoic
dugc tang cuong lién quan dén FGF21 kiéu dai.

MGbi thuét ngit “lugng ¢ hiéu qua” va “lugng c6 hi¢u qua didu tri” dé chi luong
protein dung hop theo sang ché duge st dung dé tao muc do dang ké ctia mdt hodc
nhidu hoat tinh sinh hoc cta polypeptit kiéu dai hoic ban déi chiéu protein, nhu kha
ning lam giam lugng glucoza mau, insulin, triglyxerit hodc cholesterol; lam gidm
luong triglyxerit hodc lipit gan; lam giam trong lugng co thé; hodc cai thién do dung
nap glucoza, su tiéu thu nang luong, hodc do nhay insulin. Vi du, “lugng c6 hiéu qua
diéu tri” duoc st dung cho bénh nhén biéu hién, trai qua, hodc d& bi r6i loai lién quan
dén FGF21 (nhu bénh dai thdo duong typ 1 hodc typ 2, bénh béo phi, hodc hoi chirng
chuyén hoa), 1a lugng dem lai, cai thién hodc truong hop khac, gy ra su cai thién hoi
chung bénh ly, su tién trién bénh, cac tinh trang sinh 1y hoc lién quan dén hoic chéng
lai céi chét do cac rdi loan dé cap dén & trén. Dbi véi muc dich cia sang ché “dbi
tugng” hodc “bénh nhan” tdt hon 1a nguoi, nhung cling co thé 1a dong vat, cu thé hon,
12 dong vat dong vat lam ban (vi du, ché, mco, va tuong tu), dong vét trang trai (vi du,
bo, ctru, lon, ngua, va tuong tu) va dong vat phong thi nghiém (vi dy, chudt, chudt

nhét, chudt lang, va tuong tu).

-23-



25839

Thuat ngt “chit mang dugc dung” hodc “cht mang sinh 1y dung” nhu dugc su
dung & day dé chi mot hoic nhiéu nguyén liéu bao ché thich hop dé thuc hién hoic
ting cuong sy phan phbi protein dung hop theo sang ché.

Thuét ngit “khang nguyén” dé chi phan tir hodc mot phdn ctia phan tt c¢6 kha
nang duoc ghn két boi khang thé, va ngoai ra, con c6 kha ning dugc sir dung trong
dong vat dé san xuét khang thé ma c6 kha ning gin két véi epitop cua khang nguyén.
Khang nguyén cé thé c6 mot hodc nhiéu epitop.

Thuat ngit “Fc tu nhién” dé chi phan t& hodc trinh ty chira trinh tu cta manh
khong gén két khang nguyén tao ra tir sw phan cét toan bo khang thé hodc san xuét
bing cach khac, & dang monome hodc multime, va c6 thé chtra ving khép nbi. Nguon
globulin mién dich gbc ctia Fe tu nhién t6t hon 12 ¢6 ngudn gde tir ngudi va b thé la
globulin mién dich bat ky, mic du IgG1 va IgG2 duoc wu tién. Phan tu Fe tu nhién
duoc tao thanh polypeptit monome ¢6 thé dugc gin két thanh dang dime hodc multime
bing lién két cong hoéa tri (tic 1a, cac lién két disulfua) va khong cdng hoa tri. S6
luong lién két disulfua trong phan tir giita tiéu don vi monome ctia cac phén tir Fe tu
nhién trong pham vi tur 1 dén 4 phu thudc vao 16p (vi du, IgG, IgA, va IgE) hodc phan
16p (vi duy, IgG1, IgG2, 1gG3, IgAl, va IgGA2). Mot vi du cua Fc tu nhién 1a dime
duoc gin két bang lién két disulfua tao ra tir su phén cét bing papain cia IgG (xem
Ellison et al., 1982, Nucleic Acids Res. 10: 4071-9). Thuat ngir “Fc tu nhién” nhu
dugc sir dung ¢ day 1a chung c6 cidc dang monome, dime, va multime.

Thuat ngt “bién thé Fc¢” dé chi phan tir hodc trinh ty dugc cai bién tir Fc tu
nhién nhung van chira vi tri gén Kkét v6i thu thé khoi phuc, FcRn (thu thé Fc mai tao
thanh). Céc cong bb don quée té s WO 97/34631 va WO 96/32478 mo ta bién thé Fe
dién hinh, cfing nhu 1a twong tac véi thu thé khoi phuc, va dugc két hop béng cach
vién dan & day. Do do, thuat ngit “bién thd Fc” c6 thé bao gém phéan tr hodc tinh tu
duoc lam cho gidng nguoi tir Fe tu nhién khong phai la nguoi. Ngoai ra, Fe tu nhién
chira vung ¢c6 thé dugc loai bo vi ching tao ra dic trung vé ciu triac hodc hoat tinh sinh
hoc khong cin hién cho phan tir dung hop ciia protein dung hop theo sang ché. Do do,
thuat ngi “bién thé Fc” bao g6m phén t hodc trinh ty khong c6 mot hodc nhiéu vi tri
hoidc géc Fc tu nhién, hodc trong d6 mot hodc nhiéu bi tri hodc géc Fc dugc cai bién,
anh hudéng dén hoic bao gdm: (1) sy tao thanh lién két disulfua, (2) khong tuwong hop

v6i té bao chit duoc chon, (3) biéu hién khong ddng nhit ddu N véi su biéu hién trong
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té bao chu dugc chon, (4) su glycosyl hda, (5) tuong tac véi bd thé, (6) gén két véi thu
thé Fc khac thu thé khéi phuc, hodc (7) tinh doc té bao phu thude khang thé (antibody-
dependent cellular cytotoxicity - ADCC). Bién thé Fc dugc mo ta chi tiét hon dudi
day.

Thuéat ngir “vung Fc” bao gém Fc tu nhién va bién thé Fc va trinh tu nhu duoc
dinh nghia & trén. Khi véi bién thé Fc va phan tir Fe ty nhién, thudt ngit “ving Fc” bao
gdm phan tir & dang monome hodc multime, dugc phan cit tir khang thé hodc dugc san
xuét bang cach khic. Theo mot s6 phuong 4n cla sang ché, ving Fc ¢6 thé duge dung
hop véi FGF21 hodc thé dot bién FGF21 (bao gdm dang cit ngin ciia FGF21 hodc dot
bién FGF21) thong qua, vi dy, lién két cong hoa tri gitta viung Fc va trinh tu FGF21.
Céc protein dung hop nay co thé tao ra multime thong qua su két hop cua ving Fc va
ca protein dung hop nay va multime cia chiing la mot khia canh cua sang ché.

Thuat ngit "manh Fc duoc cai bién", nhu dugc st dung & day, s& c6 nghia la
manh Fc cua khang thé chira trinh tu dugc cai bién. Manh Fc 1a mot phén cua khéng
thé bao gbm CH2, CH3 va mjt phan ving ndi. Manh Fe dugc cai bién ¢6 thé c6 ngudn
gbe tir, vi du, IgGl, IgG2, IgG3, hojc IgG4. FcLALA dugc cai bién manh Fe véi dot
bién LALA (L234A, L235A), gy ra ADCC v6i hiéu qua thép, va gin két va hoat hoa
bd thé nguoi yéu. Hessell et al. 2007 Nature 449:101-104. Ngoai ra, su cai bién manh
Fc dugc mo ta trong, vi du, U.S. Patent No. 7,217,798.

Thuat ngit “khéc loai” ¢6 nghia la cac vung nay khong duge vén c6 trong tu
nhién két hop véi mién ¢d dinh cta khéng thé. Cu thé, vung lién két khac loai nay
khong c6 cdu tric dién hinh cia ving bién d6i khang thé chtra 4 ving khung, FR1,
FR2, FR3 va FR4 va 3 ving xac dinh bo sung (complementarity determining region-
CDR) & gitra céc ving khung ndy. Mdi canh cta khang thé fusobody ctia ching bao
g0m polypeptit mach don thtr nhat chira ving gin két thi nhét lién két cong hoa tri véi
phin ddu N ctia ving chudi niang hing dinh Cyl cua khéang thé, va polypeptit mach
don tht hai chtra viing gan két tht hai lién két cong hoéa tri véi phin dau N cta chudi
nhe hing dinh Cy cta khéng thé. Lién két cong hoa tri c6 thé truc tiép, vi du thong qua
lién két peptit hozc gidn tiép, vi du thong qua cac cau ndi, vi du, cac cdu ndi peptit. Hai
dime khac nhau cua fusobody duogc lién két cong hoa tri, vi du, béng it nhat mot cau
disulfua & ving ndi cta ching, nhu chu tric khang thé. Vi du vé phan tir v6i cAu tric

fusobody dugc md ta trong linh vuc nay, cu thé, cac fusobody chira viing gin két phbi
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ttr cta thu thé heterodime (xem vi du, cdc cong bd don québc té s6 WO01/46261 va
WO11/076781).

Thuat ngt “polyetylen glycol” hodc “PEG” dé chi hop chét polyalkylen glycol
hodic din xut clia né, v6i hodc khong véi chat lién hop hodc tao dAn xuét voi gde lién
hop hodc hoat hoa.

Thuat ngtr “r6i loan lién quan dén FGF21,” va thuat ngit dugc st dung twong tu
& day, bao gdm, bénh béo phi, bénh déi thdo duong typ 1 va typ 2, bénh viém tuy, lipit
méu bit thuong, bénh gan nhi®m chét béo khong do rugu (NAFLD), bénh viém gan ¢
u m& khéng do rugu (NASH), khang insulin, insulin méau cao, khong dung nap
glucoza, glucoza méau cao, hoi chimg chuyén hoa, bénh nhdi méu co tim cip tinh, bénh
cao huyét 4p, bénh tim mach, ching xo vita dong mach, bénh dong mach ngoai bién,
dot quy, bénh suy tim, bénh tim hinh vanh, bénh thén, bién chung do dai thdo duong,
bénh than kinh, chimg liét nhe da day, céc r6i loan lién quan dén cac dot bién bét hoat
trAm trong trong thu thé insulin, va céc rdi loan chuyén héa khéc.

Thuat ngt “rdi loan lién quan dén dot bién bat hoat trdm trong trong thu thé
insulin”, va céc thuat ngft twong tu dugc sir dung & day, mo ta tinh trang & dbi tuong bi
dot bién ¢ thu thé insulin (hodc ¢6 thé 1a protein dugc tao ra truc tiép tir no) gay ra su
khéang insulin trdm trong nhung thudng (méc du khong ludn ludn) thiy khong c6 bénh
béo phi thong thuong trong bénh dai thio duong typ 2. Theo nhiéu cach, d6i tugng
chiu céc tinh trang bénh nay biéu thi hoi chtirng hdn hop ctia bénh dai thdo duong typ 1
va bénh dai thdo duong typ 2. Do do déi twong méc phai nim trong mét s6 loai tinh
nghiém trong ting manh, bao gdm: Khang insulin loai A, khang insulin loai C (hoi
ching AKA HAIR-AN), hoi ching Rabson-Mendenhall va hoi ching Donohue sau
cung hodc bénh cham phat trién tri tué. Céc rbi loan nay lién quan dén muc insulin noi
sinh rét cao, va rat thuong xuyén 13, glucoza mau cao. Do do6 dbi tuong con chiu cac
dic diém lam sang lién quan dén “doc do insulin”, bao gébm hoi chitng androgen cao,
hdi ching u nang budng trang (polycystic ovarian syndrome - PCOS), chiing ram 16ng
& phu nit, va bénh gai den (ting sinh qué va sy hinh thanh sic t6) trong nép gép cia da.

“Bénh dai thao dudng typ 2” 1a tinh trang bénh duoc dic trung boi sy san Xudt
qué glucoza mic du c6 san insulin, va lugng glucoza luu thong duy tri & mac qué cao

nhu 12 két qua cia su thanh thai khong thich hop.
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“Bénh dai thao dudong typ 17 1a tinh trang duoc ddc trung bdi lugng glucoza
trong mdu cao c6 nguyén dén do thiéu hut insulin tdng sb. Diéu nay xuét hién khi h¢
mién dich cta co thé tin cong té bao beta san xut insulin trong tuyén tuy va pha hiy
chung. Do do, tuyén tuy san suét it hodc khong sén xudt insulin.

“Khong dung nap glucoza” hodc sy dung nap glucoza bi suy yéu (Impaired
Glucoza Tolerance - IGT) 1a trang thai trudc dai thao duong cua tinh trang glucoza
trong méau bat thuong lién quan dén nguy co ting bénh tim mach. Tinh trang bénh
trude dai thdo dudng ngin can ddi twong chuyén glucoza vao t€ bao hiéu qua va st
dung no6 lam ngudn ning lugng hiéu qua, din dén tang lugng glucoza trong mau va
muc dd khéng insulin.

“Glucoza mau cao” duogc dinh nghia 1a sy vuot qud lugng dudng (glucoza)
trong mau.

“Glucoza mau thap”, con duge goi 1a dudng trong mau thdp, xuét hién khi
luong glucoza trong mau roi xudng qua thip dé cung cip du nang lugng cho hoat dong
cia co thé.

“Insulin mau cao” dugc dinh nghia 1a luong insulin trong mau cao hon binh
thuong.

“Khéang insulin” dugc dinh nghia 13 trang thai, trong do, luong insulin binh
thuong tao ra dap tng sinh hoc bat thuong.

“Bénh béo phi,” khi dbi tuong 1a nguoi, co thé duoc dinh nghia 1a trong luong
co thé qua 20 phan trim trén trong lugng co thé ly tudong cua dan sb dat duoc (R. H.
Williams, Textbook of Endocrinology, 1974, p. 904-916).

“Bién chimg do déi thao duong” 1a cic vén dé, voi hoat dong co thé khac nhu,
than, than kinh (bénh than kinh), chan (loét chan va tudn hoan kém) va mat (vi du,
bénh mang ludi) c6 nguyén nhan do lugng glucoza trong mau cao. Bénh dai thao
duong con lam tdng nguy co bénh tim va cac rdi loan xuong va khap. Bién chimg do
méc bénh déi thdo duong trong thoi gian dai khac bao gdm céc vén dé vé da, vén dé vé
tiéu hoa, suy gidm chtrc nang sinh duc va cac vén dé vé rang va loi.

“Hoi chiing chuyén héa” c6 thé dugc dinh nghia 1a cym it nhAt ba trong sb cac
d4u hiéu sau: béo bung & hau hét nam gi6i, vong eo 101,6 cm (40-inch) hogc 16n hon;

dudng mau cao — it nhat 110 miligam trén dexilit (mg/dl) sau khi nhin déi; triglyxerit
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cao—it nhit 150 mg/dL trong mau; HDL thip—thap hon 40 mg/dl; va, huyét 4p mau
130/85 mmHg hoac cao hon.

“Bénh viém tuy” la tinh trang viém tuyén tuy.

“Lipit mau bat thuong” 1a t6i loan cua su chuyén héa lipoprotein, bao gdm su
san xuét qué hodc thiéu hut lipoprotein. Lipit mau bét thuong cé thé duoc boc 10 béng
gia tri cholesterol tdng s, ndng do cholesterol va triglyxerit lipoprotein mat do thap
(low-density lipoprotein - LDL), va giam ndng do cholesterol lipoprotein mat do cao
(high-density lipoprotein - HDL) & trong mau.

“Bénh gan nhiém chét béo khong do rugu (NAFLD)” 1a bénh vé gan, khong
lién quan dén viéc tiéu thyu rugu, duge dic trung boi su thay ddi té bao gan.

“Bénh viém gan c6 u md khong do ruou (NASH)” la bénh v& gan, khong lién
quan dén su viéc tiéu thu ruou, dugc dic trung boi su thay ddi chét béo cua té bao gan,
cung voi viém va xo trong huyét cau.

“Cao huyét ap” hodc ap suat mau cao 12 sy ting 4p sudt mau & dong mach toan
than tam thoi hodc lién tuc 1én mrc do c6 kha ning gdy nguy hai cho hé tim mach
ho#c két qua bét loi khac. Cao huyét 4p dugc tuy y dinh nghia la ap sudt mau tdm thu
trén 140 mmHg hodc ap sudt mau tdm truong trén 90 mmHg.

“Céc bénh tim mach” la bénh li€én quan dén tim va mach mau.

“Nhdi mau co tim” xuit hién khi c6 su gian doan su cung cép mau té1 mot phén
cua kim. Chung thiéu méau cuc bo va su thiéu oxy gdy ra, néu khong dugc diéu tri
trong thoi gian du l4u, co thé gay ran guy hai hodc chét (nhdi mau) mo co tim (co tim).

“Bénh ddng mach ngoai bién” xuit hién khi mang bam tao thanh bén trong
dong mach véan chuyén mau t&i dau, cac co quan va chi. Theo thoi gian, mdng bam c6
thé 1am cang va thu hep dong mach 1am han ché dong mau giau oxy t6i cac co quan va
céc phan khic ctia co thé.

| “Ching xo vira dong mach” la bénh vé mach duoc dic trung boi cac phén ling
dong lipit dugc phan bd khong déu & mang trong mach cua dong mach 16n va trung
binh, giy ra su hep duong dng dong mach va cudi cing tao ra sy xo hoa va voi hoa.
Céac tén thuong thuong khu tra va tién trién cham va lién tuc. Han ché luu lugng mau
coi 1a phin 16n cic bidu hién 14m sang, thay ddi véi su phan b6 va muc d6 ton thuong.

“Pot quy” 1a hién tuong lam sang cép tinh, lién quan dén su suy yéu tuan hoan

nao, kéo dai hon 24 gio. Dot quy bao gém tdn hai cho ndo khong hoi phuc dugc, loai
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va do trAm trong ctia hoi chirg phy thudc vao vi tri va mic d cia mo ndo co6 vong
thudn hoan bi tén thuong.

“Bénh suy tim”, con dugc goi la bénh suy tim sung huyét, 13 tinh trang bénh,
trong d6 tim khong thé bom di mau cho phan con lai ctia co thé.

“Bénh tim hinh vanh”, con duoc goi 1a bénh dong mach vanh, la su thu hep
mach mdu cung cdp mau va oxy cho tim.

“Bénh than” hogic bénh v than 13 bénh bét ky v& than. Bénh vé than do dai thao
duong typ 1 vatyp 2 la nguyén nhan gy méc bénh chinh va tir vong & nguoi.

“Bénh thin kinh” 12 bénh bat ky bao gdm than kinh so howcj hé than kinh
ngoai bién hodc hé than kinh tu tri.

“Chung liét nhe da day” la tinh trang suy yéu nhu dong, gy ra su day thtc 4n
xuéng rudt bi cham.

Bénh nhan bi ém ning cla sdng ché thuong trai qua tinh trang chuyén héa cao
khéng on dinh. Tinh trang chuyén hoa khong 4n dinh nay 1a do su thay ddi vé chuyén
hoa chét nén, ¢6 thé din dén su tiéu hut twong d6i mot sb chat dinh dudng. Thong
thuong co su oxy hoda ca chit béo va co dugc ting lén.

Ngoai ra, bénh nhan bi ém ning tot hon 1a bénh nhén trai qua hoi ching dap
g viém toan than hodc suy hd hép. Giam ty 1¢ méc bénh c6 nghia 1a giam kha nang
bénh nhéan bi dm niang phat trién thém bénh, tinh trang bénh ly, hodc hoi chirg bénh
bd sung hodc giam muc dd nghiém trong cua bénh, tinh trang bénh ly, hodc hoi ching
bd sung nay. Vi du giam ty 1& méc bénh twong tng véi viée giam ty 1€ nhiém khuan
huyét hodc nhiém trung hodc cac bién chimg lién quan dén su suy nhiéu co quan.

Nhu dugc st dung ¢ day, dang 36 it bao gdm ca dang sb nhiéu trir khi ndi dung
chi dinh rd rang trudng hop khac. Do do, vi du, vién dan dén “mot khang thé” bao g61n
¢ hai hoic nhidu khang thé.

Nhu duge sir dung & day, thuat ngit “khoang” dé chi +/- 20%, tot hon 1a, +/-
10%, hodc tot hon nita 1a, +/- 5% gia tri.

Céc thuat ngit “polypeptit” va “protein”, dugc sir dung thay thé nhau va dé chi
dang polyme cua axit amin c6 do dai bét ky, co thé bao gém axit amin dugc ma hda va
khong duoc ma héa, axit amin tu nhién hodc khong tim théy trong ty nhién hodc cac
axit amin dugc cai bién vé& mit hoa hoc hoic hodc dugc tao dan xuét, va polypeptit co

khung peptit dugc cai bién. Thuét ngit ndy bao gdm protein dung hop, bao gbm, nhung
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khong chi gi6i han &, protein dung hop véi trinh tu axit amin khac loai, dung hop véi
trinh tu khoi diu khac loai va cling loai, c6 hodc khong cé géc metionin dau N; protein
hudng dich mién dich; va cdc dang tuong tu.

Thuét ngit “ca nhan”, “d6i twong”, “vat chi” va “bénh nhan” dugce sir dung thay
thé nhau va dé chi dbi twong bit ky ma mong mudn viéc chin doan, diéu tri, hogc tri
liéu, dic biét la nguoi. Cac dbi tugng khéac bao gém, gia stc, chd, meo, chudt lang,
thd, chudt, chudt nhat, ngua, va cac dong vat twong tu. Trong mot s phuong an duoc
wu tién, déi tuong 1a ngudi.

Nhu duogc st dung & day, thuit ngl “mau” dé chi vat liéu sinh hoc tir bénh
nhan. Mau duoc phén tich bdi sang ché khong bi gii han ¢ dang cu thé bét ky. Cac
mAu ndy bao gdm, nhu cac vi du khéng gi6i han, t& bao don, t& bao da, mo, khdi u,
dich sinh hoc, phan t sinh hoc, hodc huyén phu hodc dich chiét ctia mau bét ky néu
trén. Cac vi du bao gém mo duogc tach ra béng sinh thiét, mod duoc tach ra khi cit bo,
mau, nudc tidu, md bach huyét, dich nio tiy, dom, va mau phan. Mau duge sir dung s¢
khéc nhau phu thudc vao dang thir nghiém, phuong phéap phat hién va ban chit cla cac
khéi u, md, té bao hodc dich chiét dé 1am thir nghiém. Phuong phép dé chudn bi mau
1a da biét trong linh vuc ndy va co thé d& dang thich dugc dap ung dé thu duoc mau
tuong thich v6i phuong phép dugc st dung.

Nhu duoc st dung & diy, thudt ngir “phan tr sinh hoc” bao gdm, nhung khong
chi gi¢i han &, polypeptit, axit nucleic, va sacarit.

Nhu duogc sir dung ¢ day, thuit ngir “diéu bién” dé chi sy thay doi trong chat
luong hodc sb luong gen, protein, hodc phan tir bén trong, bén ngoai, hodc trén bé miit
té bao. Su thay ddi c6 thé 1a ting hoic giam biéu hién hodc luong phan ti. Thuét ngi
“didu bién” con bao gdbm su thay dbi chét lugng hodc sd luong chic nang/hoat tinh
sinh hoc, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, kha nang lam gidm muc glucoza,
insulin, triglyxerit, hodc cholesterol trong méu; lam gidm lipit gan hodc murc triglyxerit
gan; lam giam trong lugng co thé; va cai thién dd dung nap glucoza, su tiéu dung nang
luong, hodc d§ nhay insulin.

Nhu dugc str dung & day, thuat nglt “chit diéu bién” dé chi ché pham diéu bién
mot hodc nhiéu su kién sinh 1y hoac hoa sinh lién quan dén céc rdi loan lién quan dén
FGF21-, nhu bénh dai thao dudng typ 1 hodc typ 2 hodc céc tinh trang bénh ly chuyén

hoa nhu bénh béo phi. Cac sy kién nay bao gbm, nhung khong chi giéi han ¢, kha
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ning lam giam mic glucoza, insulin, triglyxerit, hodc cholesterol trong mau; lam gidm
murc lipit gan hodc triglyxerit gan; lam giam trong luong co thé; va cai thién do dung
nap glucoza, sy tiéu dung nang lugng, hodc do nhay insulin.

“San phdm gen” 1a sén phdm polyme sinh hoc dugc biéu hién hodc duge san
xuét tir gen. San phim gen c6 thé 1a, vi du, ARN khong duge ghép ndi, mARN,
mARN khac nhau dugc ghép ndi, polypeptit, polypeptit dugc cai bién sau dich m3, a
polypeptit khac nhau dugc ghép ndi, v.v.. Ngoai ra, thut ngir nady con bao gbdm san
phdm polyme sinh hoc dugc tao ra bang cach st dung sén phdm gen ARN lam khu6n
(tic 1a cADN cia ARN). San phém gen co thé dugc san xuit nhd enzym, tai td hop,
hoa hoc, hodc trong té bao ma c6 gen. Theo mot s6 phuong an, néu san phrfun gen co
protein, nd thé hién hoat tinh sinh hoc. Theo mot sb phuong an, néu san phém gen la
axit nucleic, nd co thé dugc dich ma thanh san phém gen 1a protein bdc 16 hoat tinh
sinh hoc.

“Su diéu bién hoat tinh FGF21,” nhu dugc st dung ¢ day, dé chi su tang hoic
giam hoat tinh FGF21 c6 thé 1a két qua cta, vi du, sy tuong tac chét vé6i polynucleotit
hoic polypeptit FGF21, su trc ché phién ma va/hodc dich ma FGF21 (vi dy, thong qua
dbi ma hodc tuong tac siARN vé6i gen FGF21 hodc phién ma FGF21, thong qua su
diéu bién cac yéu td phién ma thuén l¢i cho sy biéu hién FGF21, va hién tuong tuong
tu. Vi du, su diéu bién hoat tinh sinh hoc dé chi su ting hodc giam hoat tinh sinh hoc.
Hoat tinh FGF21 ¢6 thé dugc xé4c dinh bang phuong phéap bao gdm, nhung khong chi
giéi han ¢, thir nghiém muc glucoza, insulin, triglyxerit, hodc cholesterol mau ¢ dbi
tuong, danh gia lwong polypeptit FGF21, hodc bing cach danh gia mac do phién ma
FGF21. Su so sanh vé hoat tinh con ¢6 thé dugc thuc hién, vi du, bing cach do mirc
d4u chuén sinh hoc san phém dau ra FGF21, va xac dinh su tang tin hiéu FGF21. Hoat
tinh FGF21 con c6 thé duoc xéc dinh bing cach do: tin hiéu té bao; hoat tinh kinaza;
su hép thu glucoza vao té bao tao md; su dao dong luong insulin, triglyxerit, hodc
cholesterol méu; su thay dbi luong lipit gan hodc liver triglyxerit gan; su tuong tac
gitta thu thé FGF21 va FGF21; hodc phosphoryl hoa thu thé FGF21. Theo mot s
phuong an phosphoryl héa thu thé FGF21 c6 thé 1a su phosphoryl héa tyrosin. Theo
mot sd phuong 4n, su didu bién hoat tinh FGF21 c6 thé 1a giy ra su didu bién kiéu

hinh lién quan dén FGF21.
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Phép so sanh hoat tinh FGF21 con ¢6 thé dugc thuc hién bang, vi dy, do luong
d4u chuén sinh hoc cia san phém dau ra FGF21, va do su ting tinh hi¢u FGF21. Hoat
tinh FGF21 con ¢6 thé duogc xac dinh béng cach do: tin hiéu té bao; hoat tinh kinaza;
glucoza hép thu vao t& bao tao md; su dao dong luong insulin, triglyxerit, hoac
cholesterol mau; su thay déi lugng lipit gan hodc triglyxerit gan; su tuong tac gilita
FGF21 va thu thé (FGFR-1c, FGFR-2c, hodc FGFR-3c¢); hodc su phosphoryl héa cua
thu thé FGF21. Theo mot sb phuong an, sy phosphoryl hoa thu thé FGF21 cso thé 1a
su phosphoryl héa tyrosin. Theo mot s6 phuong 4n, su didu bién hoat tinh FGF21 ¢6
thé gdy ra su didu chinh kiéu hinh lién quan dén FGF21.

“DAu chuén sinh hoc cia sén phém diu ra FGF21,” nhu dugc st dung & day, 1a
gen hodc san phém gen, hodc d4u hiéu cé thé x4c dinh duoc ciia gen hodc san phém
gen.TheornOtséphuongén,gmnhoachoatﬁnh1nélédéuchuénsénphénldﬁuracﬁa
FGF21 thé hién muc do biéu hién thay ddi, hodc trong md mach. Theo mot sb phuong
an, hoat tinh cta ddu chuan san phim déu ra dugc thay dbi khi c6 mat chat didu bién
FGF21. Theo mdt sb phuong én, du chuén san phdm dau ra thé hién murc do biéu hién
thay dbi khi FGF21 bi gay nhifu bing chét diéu bién FGF21 ciia sing ché. D4u chuan
san phim dau ra FGF21 bao gdm, khong chi gi¢i han ¢, mirc do hép thu glucoza hodc
2-deoxy-glucoza, pERK va protein duoc phosphoryl hoa hodc axetyl hoa khic hodc
muc NAD.

Nhu dugc stir dung ¢ day, thudt ngl “diéu hoa ting” dé chi su tang, su hoat hoa
hoidc su kich thich hoat tinh hodc sb luong. Vi du, trong pham vi cia sang ché, chét
didu bién FGF21 ¢6 thé 1am ting hoat tinh thy thé FGF21. Theo mot phuong an, mot
hodic nhidu FGFR-1c, FGFR-2c, hoic FGFR-3c ¢ thé dugc diéu hoa tang dép Gng véi
chit didu bién FGF21. Pidu hoa ting con ¢6 thé dé chi hoat tinh lién quan dén FGF21,
nhu vi dy, kha ning lam giam luong glucoza, insulin, triglyxerit, hodc cholesterol
maéu; giam lugng lipit gan hogc triglyxerit gan; lam giam trong luong co thé; cai thién
su dung nap glucoza, su tiéu dung ning lugng, hodc dd nhay insulin; hodc gy ra su
phosphoryl hoa cta thu thé FGF21; hodc lam ting dau chuén san pham dau ra FGF21.
Thy thé FGFR21 ¢6 thé 12 mot hogc nhiéu cua FGFR-1c, FGFR-2¢c, hogc FGFR-3c.
Pidu hoa ting c6 thé it nhat 25%, it nhit 50%, it nhit 75%, it nhat 100%, it nhat 150%,
it nhit 200%, it nhit 250%, it nhit 400%, hofc it nhit 500% nhw dugc so sanh voi doi

chung.
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Nhu dugce st dung & day, thuét ngi “dAu N” @8 chi it nhat 20 axit amin dau tién
cua protein.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngir “ddu N” va “ving ddu N” duogc st dung
thay thé nhay va dé chi manh protein bét dAu tir axit amin tha nhit cta protein va két
thic & axit amin bt ky & ntra ddu tdn ctn N cta protein. Vi dy, ving dau N cta
FGF21 1a tir axit amin 1 cda trinh tuw SEQ ID NO:1 dén axit amin bét ky gilta khoang
axit amin 10 va 105 cua trinh ty SEQ ID NO:1.

Nhu duge sir dung & day, thudt ngir “diu C” dé chi it nhat 20 axit amin sau
cung cua protein.

Nhu dugce st dung & day, thudt ngiy “mién ddu C” va “ving dadu C” dugc st
dung thay thé nhau va dé chi manh protein bit diu & axit amin bét k¥ trong ntra dau C
ciia protein va két thic & axit amin cubi cing ctia protein. Vi du, mién ddu C cla
FGF21 bét diu & axit amin bat ky tir axit amin 105 dén khoang axit amin 200 ctia SEQ
ID NO:1 va két thuc & axit amin 209 ctia SEQ ID NO:1.

Thuét ng@t “mién” nhu duge st dung & day dé chi mot phan cau tric cia phan
t&r sinh hoc gép phan vao chirc ning da biét hodc nghi ngd ctia phan tir sinh hoc. Cac
mién c6 thé bao quat cac ving hodc cic phan ctia n6 va con c6 thé két hop mot phan
ctia phén tu sinh hoc khéc biét véi ving cu thé, v6i tht ca hodic mot phan ctia viing do.

Nhu duoc st dung ¢ day, thuat ng “mién tin hiéu” (con dugc goi 1a “trinh tu
tin hiéu” hodc “peptit tin hié¢u”) @2 chi mién peptit ¢ tai phan m& rong tiép giap clia
trinh ty axit amin & ving dau N ctia protein tién than (thuong 1a protein gén két mang
hodc protein tiét) va cé trong sy van chuyén protein sau dich ma. Trong nhiéu trudong
hop, mién tin hidu dugc loai bé khoi protein c6 do dai hoan chinh bang peptitdaza tin
hiéu dic hiéu sau khi hoan thanh quy trinh phén loai. M3i mién tinh hiéu chi rd dia
diém cu thé trong té bao ctia protein tién than. Mién tin hiéu ctia FGF21 1a axit amin -
28 cua trinh tu SEQ ID NO:1.

Nhu dugc st dung & day, thudt nglr “mién lién két thu thé” dé chi mot ph?m
hodc ving bat k¥ ciia protein tiép xtic véi protein thy thé gin két mang, tao ra dap ing
té bao, nhu sy kién truyén tin hiéu.

Nhu dugce st dung ¢ day, thuit ngir “mién gin két phdi tr” dé& chi mot phan
hodc ving bét ky clia protein dung hop theo séng ché gitr lai duoc it nhét mét hoat tinh

gfin két thuc chit cua trinh tu tu nhién twong dong.
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Thuét ngft “ving” dé chi mot phdn tiép giap vat ly clia cAu tric so cdp clia phan
t&r sinh hoc. Trong truong hop protein, ving duoc xdc dinh bang phan tiép gidp cla
trinh tu axit amin cua protein d6. Theo mot sb phuong an “vung” lién quan dén chic
ndng cta phén tu sinh hoc.

Thuét ngit “méanh” nhu dugc st dung & day dé chi phan tiép giap tu nhién cua
cAu trac so cAp cta phan tir sinh hoc. Trong truong hop protein, mot phén dugc xic
dinh bing phin tiép gidp trinh tu axit amin cta protein d6 va dé chi it nhat 3-5 axit
amin, it nhat 8-10 axit amin, it nhét 11-15 axit amin, it nht 17-24 axit amin, it nhét
25-30 axit amin, va it nhit 30-45 axit amin. Trong trudng hop oligonucleotit, mot phéan
duoc xéc dinh bing phan tiép gidp cla trinh tu axit nucleic ctia oligonucleotit d6 va dé
chi it nhét 9-15 nucleotit, it nhat 18-30 nucleotit, it nht 33-45 nucleotit, it nhit 48-72
nucleotit, it nhat 75-90 nucleotit, va it nhét 90-130 nucleotit. Theo mot sb phuong an,
mdt phin ctia phan t& sinh hoc c6 hoat tinh sinh hoc. Trong pham vi clia sang ché,
manh polypeptit FGF21 khong bao gdm toan bd trinh tu polypeptit FGF21 dugc néu
trong SEQ ID NO:1.

Polypeptit c6 “trinh tu ty nhién” 1a polypeptit c6 trinh tw axit amin gidng nhu
polypeptit co ngudn gbc tir tu nhién. Trinh tw polypeptit tw nhién nay c6 thé dugc phan
14p tr tir nhién hodc ¢o thé duoc san xuét béng phuong phép tai td hop hodc téng hop.
Do d6, polypeptit c6 trinh ty tu nhién c6 thé co trinh tu axit amin cua polypeptit nguoi
vdn ¢6 trong tu nhién, polypeptit chudt, hodc polypeptit tr bat ky loai ¢ vi khac.

Nhu duoce st dung & ddy, cum tr “trinh ty nucleotit tvong déng,” hoac “trinh tu
axit amin twong déng,” hoic dang bién dbi ctia no, dé chi trinh tu dugc dic trung boi
su tuong déng & it nhat mot ty 1€ ph?m tram cu thé, & mtrc do nucleotit hodc muc dd
axit amin, va duoc stt dung thay thé nhau véi “twong ddng trinh tu.” Trinh ty nucleotit
tyong dong bao gbm trinh ty ma hoa ddng phén protein. DPdng phan nay co thé dugc
biéu hién trong cac md khéc nhau ctia cac co quan giéng nhau nhu két qua cua, vi du,
su ndi ludn phién ARN. Theo céch khac, dang ddng phan c6 thé duge ma hoa bing cac
gen khac nhau. Trinh ty nucleotit tuong ddng bao gdm trinh ty nucleotit ma hoa
protein cta cac loai khac khong phai la nguoi, bao gbm, nhung khong chi gidi han 0,
dong vat co vi. Trinh tu nucleotit trong ddng con bao gdm, nhung khong chi gi6i han
&, bién thé alen vdn c6 trong tw nhién va thé dot bién cua trinh tu nucleotit dugc néu &

day. Trinh tu axit amin tuong ddng bao gdm trinh tu axit amin chtra phan tir thé axit
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amin bao tén va polypeptit c¢6 su gin két va/hodc hoat tinh gidng nhau. Theo mot sO
phuong an, trinh tu nucleotit hodc trinh ty axit amin la tuong ddng néu co it nhét 60%
hodc 16n hon, 1én té1 99%, dbng nhét véi trinh ty so sanh. Theo mot s6 phuong an,
trinh tu nucleotit hodc trinh ty axit amin la tuong déng néu c¢6 mot hodc nhiéu, 1én t6i
60, phan tir thé nucleotit/axit amin, phan tir bd sung, hodc phén tir loai bo so vdi trinh
tu so sanh. Theo mot s phuong an, trinh tu axit amin tuong ddng c6 khdng qua 5 hodc
khéng qua 3 phén tir thé axit amin bao ton.

Ty 18 phén tram tuong d6ng hoic dbng nhét co thé dugc xac dinh bang, vi dy,
chuong trinh Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for UNIX,
Genetics Computer Group, University Research Park, Madison WI), st dung cai dat
mac dinh, s dung thuft toan ciia Smith va Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2,
482-489). Theo mot sb phuong én, su twong dbng gitta mau do va dich la trong gifta
khoang 75% dén khoang 85%. Theo mot s6 phuong 4n, axit nucleic ¢6 nucleotit ma
tuong dong it nhit khoang 95%, khoang 97%, khoang 98%, khoang 99% va khoang
100% vd&i trinh ty SEQ ID NO:2, hodc mot phﬁn cua no.

Su tuong dong con cb thé & mac dd polypeptit. Theo mot s6 phuong én,
polypeptit cAu thanh cta protein dung hgp theo sang ché co thé tuong dong it nhit
95% v&i ban ddi chiéu kiéu dai c6 dd dai hoan chinh hodc trinh tu tu nhién tuong
ddng, hoic voi mot phan ctia né. Do hodc ty 1& phan trim ddng nhat véi protein dung
hop theo sang ché, hoidc mot phén clia nd, va trinh ty axit amin khac duoc tinh toan
dudi dang sb lugng phit hgp chinh xé4c trong so sénh hai trinh tu chia cho chidu danh
ctia “trinh tu theo sang ché” hodc “trinh ty bén ngoai”, trinh tu bét ky ngin nhat. Két
qua dugc thé hién 14 ty 1& phan trim ddng nhit.

Nhu duoc st dung ¢ day, thuat ngit “tron” dé chi quy trinh két hop mot hodc
nhidu hop chét, té bao, phan tt, va twong tu trong linh vuce gidng nhau. Didu nay c6 thé
duoc tién hanh, vi dy, trong 6ng thir nghiém, dia petri, hodc dd chira cho phép mot
hoac nhiéu hop chét, té bao, hodc phén tir dugc tron.

Nhu dugc str dung ¢ day, thuat nglr “yé co ban la dugc tinh ché” dé chi hop
chit (vi du, polynucleotit hodc polypeptit hodc khang thé) dugc tach tir moi trudong tu
nhién ciia né va it nht khong c6 60%, it nhit 75%, va it nhit 90% thanh phéan lién két

vGi no trong tu nhién.
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Thuat ngit “chit mang dugc dung” @8 chi chit mang dé ding chét diéu tri, nhu
khang thé hozc polypeptit, gen, va chit didu tri. Thut ngit dé chi chét mang dugc bét
ky khong tu cam Ung su tao khang thé c6 hai cho c4 nhan nhén ché pham, va c6 thé
duoc st dung khéﬁg gdy ra doc tinh qua muc. ChAt mang thich hop ¢6 thé 1a dai phan
t&r 16m, chuyén hoa cham nhu protein, polysacarit, axit polylactic, axit polyglycolic,
polyme cuia céc axit amin, ddng polyme cua axit amin, khéi lipit va hat virut bét hoat.
Chét mang nay dugc biét dbi véi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.
Chét mang dugc dung trong ché phdm didu tri c6 thé bao gém chét long nhu nudc,
mudi, glyxerol va etanol. Cac chét phu, nhu chit thdm uét hoic chét tao nhil twong,
chit dém pH, va chit tuong tu, cling c6 thé c6 mit trong cac ta dugc long nay.

Tang cuong tinh 4n dinh vat 1y cua protein dung hop theo sang ché

Cac lién két disulfua vén c6 trong tu nhién, nhu dugc tao ra boi géc xystein,
thuong tang tinh dn dinh nhiét dong hoc cua proteins. Vi du thanh cong vé tdng tinh 6n
dinh nhiét dong hoc, nhu dugce xéac dinh khi tang nhiét dd nong chay, la dot bién lién
két disulfua cta enzym T4 lysozyme (Matsumuraet al., PNAS 86:6562-6566 (1989))
Valxnnaza(JohnmnletaL,J.hdoL]Bkﬂ.268198-208(1997».hd@tkhﬁlcmﬂ1cﬂaséng
ché 1 sy ting cudng tinh dn dinh vat 1y cia FGF21 khi ¢6 mat chét bao quan, dat dugc
do ¢6 mit lién két disulfua trong bién thé, kiém ché kha ning thich ing ctia FGF21
kiéu dai va do d6 gi6i han su tiép can cua chét bao quan v6i nhén ki nude cta protein.

Do d6, theo khia canh thtr hai, sang ché d& xuét bién thé FGF21 ngudi, hodc
peptit c6 hoat tinh sinh hoc ctia né, v6i tinh én dinh duoc ly duge ting cuong gay ra
do su két hop cac lién két disulfit bd sung, vi dy, do sy két hop hodc thay thé céc géc
xystein thanh kiéu dai protein FGF21 hodc céc bién thé protein va polypeptit theo sang
ché. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s& ghi nhén rang xystein tu
nhién, xystein 103 va xystein 121, ¢o thé dugc st dung lam didm dé dua lién két
disulfua m&i vao ma c6 thé tao ra cac dic tinh duoc cai thién, ngoai cac phuong én goi
y dugc md ta & day.

Céc bién thé nay bao gdm protein dung hop két hop FGF-21 kiéu dai véi su
thay thé ctia xystein cho hai hodc nhiéu chét sau: glutamin 46, arginin 47, tyrosin 48,
leuxin 49, tyrosin 50, threonin 51, aspartat 52, aspartat 53, alanin 54, glutamin 55,
ghumnh156,ﬂneonh157,ghnanmISS,ahnh159,hﬁﬁdh160,kmxh161,ghumnat62,
isoleuxin 63, valin 69, glyxin 70, glyxin 71, alanin 72, alanin 73, leuxin 144, histidin
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145, leuxin 146, prolin 147, glyxin 148, asparagin 149, lysin 150, serin 151, prolin
152, histidin 153, arginin 154, aspartat 155, prolin 156, alanin 157, prolin 158, arginin
159, glyxin 160, prolin 161, alanin 162, arginin 163. phenylalanin 164, trong do sb axit
amin dua vao trinh tu hFGF21 cta axit amin 209 c6 do dai hoan chinh SEQ ID NO:1
Ngoai ra, protein dung hop theo sang ché ¢6 thé két hop bién thé cia FGF21
ngudi kiéu dai, hogc peptit c6 hoat tinh sinh hoc clia né, dugc tang cuong bing lién két
disulfua duogc thiét Ké, ngoai cac bién thé vén co trong tu nhién ¢ Cys103-Cys121, la
nhu sau: Gln46Cys-Ala59Cys, Glnd46Cys-His60Cys, GIn46Cys-Leu61Cys, GIn46Cys-
Glu62Cys, Gln46Cys-11e63Cys,  Argd7Cys-Ala59Cys,  Argd7 Cys-His60Cys,
Arg47Cys-Leu61Cys,  Argd7Cys-Glu62Cys, Argd7Cys-11e63Cys,  Tyrd8Cys-
Ala59Cys,  Tyr48Cys-His60Cys,  Tyr48Cys-Leu61Cys, Tyr48Cys-Glu62Cys,
Tyr48Cys-I1e63Cys,  Leud49Cys-Ala59Cys, Leud49Cys-His60Cys,  Leud49Cys-
Leu61Cys,  Leud49Cys-Glu62Cys,  Leud9Cys-11e63Cys, Tyr50Cys-Ala59Cys,
Tyr50Cys-His60Cys, Tyr50Cys-Lue61Cys, Tyr50Cys-Glu62Cys, Tyr50Cys-I11e63Cys,
Leu144Cy543bﬂ6OCbs,Lcul44Cy&$Tol61Cys,Leu144CySqud62Cb$,L£u144Cys—
Arg163Cys,L£u144CbméPhel64Cys,}ﬁsl45Cy&(ﬂy16OCys,}ﬁsl45Cst%ol61Cys,
His145Cys-Alal62Cys, His145Cys-Argl63Cys, His145Cys-Phel64Cys, Leul46Cys-
Glyl160Cys, Leul46Cys-Pro161Cys, Leul46Cys-Alal62Cys, Leul46Cys-Argl63Cys,
Leu146C5$éPhe164Cys,Prol47Cy&(ﬂy160Cys,Prol47Cst%ol61Cys,PT0147CyS-
Alal62Cys, Pro147Cys-Argl63Cys, Pro147Cys-Phel64Cys, Gly148Cys-Gly160Cys,
Gly148Cys-Pro161Cys, Gly148Cys-Alal62Cys, Gly148Cys-Argl63Cys, Gly148Cys-
Phel64Cys, Thr57Cys-Val69Cys, Thr57Cys-Gly70Cys,  Thr57Cys-Gly71Cys,
Thr57Cys-Ala72Cys,  Thr57Cys-Ala73Cys,  Glu58Cys-Val69Cys, Glu58Cys-
Glu70Cys, Glu58Cys-G71Cys, Glu58Cys-Ala72Cys, Glu58Cys-Ala73Cys, Ala59Cys-
Val69Cys,  Ala59Cys-Gly70Cys,  Ala59Cys-Gly71Cys, Ala59Cys-Ala72Cys,
Ala59Cys-Ala73Cys,  His60Cys-Val69Cys,  His60Cys-Gly70Cys, His60Cys-
Gly71Cys,  His60Cys-Ala72Cys,  His60Cys-Ala73Cys,  Leu61Cys-Val69Cys,
Leu61Cys-Gly70Cys, Leu61Cys-Gly71Cys,  Leu61Cys-Ala72Cys, Leu61Cys-
Ala73Cys, Argd7Cys-Gly148Cys, Tyr48Cys-Gly148Cys, Leud9Cys-Glyl48Cys,
Tyr50Cys-Gly148Cys, Thr51Cys-Gly148Cys, Asp52Cys-Gly148Cys, Asp53Cys-
Gly148Cys, Ala54Cys-Gly148Cys, GIn55Cys-Gly148Cys, GIn56Cys-Glyl148Cys,
Thr57Cys-Gly148Cys, Glu58Cys-Gly148Cys, Argd7Cys-Asn149Cys, Tyr48Cys-
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Asnl49Cys, Leud9Cys-Asnl149Cys, Tyr50Cys-Asnl49Cys, Thr51Cys-Asnl49Cys,
Asp52Cys-Asnl149Cys, Asp53Cys-Asnl49Cys, Ala54Cys-Asnl49Cys, GIn55Cys-
Asnl49Cys, GIn56Cys-Asn149Cys, Thr57Cys-Asn149Cys, Glu5 8Cys-Asn149Cys,
Argd7Cys-Lys150Cys, Tyr48Cys-Lys150Cys, Leu49Cys-Lys150Cys, Tyr50Cys-
Lys150Cys, Thr51Cys-Lys150Cys, Asp52Cys-Lys150Cys, Asp53Cys-Lys 150Cys,
Ala54Cys-Lys150Cys, GIn55Cys-Lys150Cys, GIn56Cys-Lys150Cys, Thr57Cys-
Lys150Cys, Glu58Cys-Lys150Cys, Arg47Cys-Serl51Cys, Tyr48Cys-Ser151Cys,
Leu49Cys-Serl151Cys, Tyr50Cys-Ser151Cys, Thr51Cys-Serl51Cys, Asp52Cys-
Ser151Cys, Asp53Cys-Ser151Cys, Ala54Cys-Ser151Cys, GIn55Cys-Ser151Cys,
GIn56Cys-Ser151Cys, Thr57Cys-Ser151Cys, GluS58Cys-Serl51Cys, Argd7Cys-
Pro152Cys, Tyr48Cys-Prol152Cys, Leu49Cys-Prol152Cys, Tyr50Cys-Pro 152Cys,
Thr51Cys-Pro152Cys, Asp52Cys-Pro152Cys, Asp53Cys-Prol52Cys, Ala54Cys-
Pro152Cys, GIn55Cys-Pro152Cys, GIn56Cys-Prol152Cys, Thr57Cys-Prol 52Cys,
Glu58Cys-Pro152Cys, Arg47Cys-His153Cys, Tyr48Cys-His153Cys, Leud49Cys-
His153Cys, Tyr50Cys-His153Cys, Thr51Cys-His153Cys, Asp52Cys-Hisl 53Cys,
Asp53Cys-His153Cys, Ala54Cys-His153Cys, GIn55Cys-His153Cys, GIn56Cys-
His153Cys, Thr57Cys-His153Cys, Glu58Cys-His153Cys, Argd7Cys-Argl 54Cys,
Tyr48Cys-Argl54Cys, Leu49Cys-Argl54Cys, Tyr50Cys-Argl54Cys, Thr51Cys-
Argl54Cys, Asp52Cys-Argl54Cys, Asp53Cys-Argl54Cys, Ala54Cys-Argl54Cys,
GIn55Cys-Argl54Cys, GIn56Cys-Argl54Cys, Thr57Cys-Argl54Cys, Glus8Cys-
Argl54Cys, Argd7Cys-Aspl55Cys, Tyrd8Cys-Aspl55Cys, Leu49Cys-Asp155Cys,
Tyr50Cys-Aspl55Cys, Thr51Cys-Aspl55Cys, Asp52Cys-Aspl55Cys, AspS 3Cys-
Aspl55Cys, Ala54Cys-Aspl55Cys, GIn55Cys-Aspl55Cys, GIn56Cys-Aspl 55Cys,
Thr57Cys-Aspl55Cys, Glu58Cys-Aspl155Cys, Argd7Cys-Prol56Cys, Tyr48Cys-
Prol56Cys, Leu49Cys-Pro156Cys, Tyr50Cys-Pro156Cys, Thr51Cys-Prols 6Cys,
Asp52Cys-Prol56Cys, Asp53Cys-Prol56Cys, Ala54Cys-Prol56Cys, GIn55Cys-
Prol56Cys, GIn56Cys-Pro156Cys, Thr57Cys-Pro156Cys, Glu58Cys-Prol56Cys,
Argd47Cys-Alal57Cys, Tyrd48Cys-Alal57Cys, Leu49Cys-Alal57Cys, Tyr50Cys-
Alal57Cys, Thr51Cys-Alal57Cys, Asp52Cys-Alal57Cys, AspS3Cys-Alal57Cys,
Ala54Cys-Alal57Cys, GIn55Cys-Alal57Cys, GIn56Cys-Alal57Cys, Thr57Cys-
Alal57Cys, Glu58Cys-Alal57Cys, Arg47Cys-Prol158Cys, Tyr48Cys-Prol58Cys,
Leud9Cys-Prol158Cys, Tyr50Cys-Prol158Cys, Thr51Cys-Pro158Cys, Asp52Cys-
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Prol58Cys, Asp53Cys-Prol58Cys, Ala54Cys-Prol58Cys, GIn55Cys-Prol58Cys,
GIn56Cys-Pro158Cys, Thr57Cys-Prol158Cys, Glu58Cys-Pro158Cys, Arg47Cys-
Argl59Cys, Tyr48Cys-Argl59Cys, Leud49Cys-Argl59Cys, Tyr50Cys-Argl59Cys,
Thr51Cys-Argl59Cys, Asp52Cys-Argl59Cys, Asp53Cys-Argl59Cys, Ala54Cys-
Argl59Cys, GIn55Cys-Argl59Cys, GIn56Cys-Argl59Cys, Thr57Cys-Argl59Cys,
Glu58Cys-Argl59Cys,  Argd7Cys-G160Cys,  Tyrd48Cys-G160Cys, Leu49Cys-
G160Cys, Tyr50Cys-Glyl60Cys, Thr51Cys-Glyl60Cys, Asp52Cys-Gly160Cys,
Asp53Cys-Gly160Cys, Ala54Cys-Glyl160Cys, GIn55Cys-Glyl160Cys, GIn56Cys-
Gly160Cys, Thr57Cys-Gly160Cys, Glu58Cys-Gly160Cys, Arg47Cys-Prol61Cys,
Tyr48Cys-Prol61Cys, Leu49Cys-Prol61Cys, Tyr50Cys-Prol61Cys, Thr51Cys-
Prol61Cys, Asp52Cys-Prol61Cys, Asp53Cys-Prol61Cys, Ala54Cys-Pro161Cys,
GIn55Cys-Prol61Cys, GIn56Cys-Prol61Cys, Thr57Cys-Prol61Cys, Glu58Cys-
Prol61Cys, Argd7Cys-Alal62Cys, Tyr48Cys-Alal62Cys, Leu49Cys-Alal62Cys,
Tyr50Cys-Alal62Cys, Thr51Cys-Alal62Cys, Asp52Cys-Alal62Cys, Asp53Cys-
Alal62Cys, Ala54Cys-Alal62Cys, GIn55Cys-Alal62Cys, GIn56Cys-Alal62Cys,
Thr57Cys-Alal62Cys, Glu58Cys-Alal62Cys, Argd7Cys-Argl63Cys, Tyr48Cys-
Argl63Cys, Leud49Cys-Argl63Cys, Tyr50Cys-Argl63Cys, Thr51Cys-Argl63Cys,
Asp52Cys-Argl63Cys, Asp53Cys-Argl63Cys, Ala54Cys-Argl63Cys, GIn55Cys-
Argl63Cys, GIn56Cys-Argl163Cys, Thr57Cys-Argl63Cys, GluS 8Cys-Argl63Cys

Theo khia canh khéc, sang ché d& xudt protein dung hop chira bién thé FGF21
nguoi kiéu dai, hodc peptit c6 hoat tinh sinh hoc, bao gém su thay thé cua axit amin
tich dién va/hodc cé cuc nhung khong tich dién bat ky tai vi tri axit amin bét ky dugc
chi ra trong phuong 4n mot cua sang ché két hop véi su thay thé xystein & hai hay
Iﬁﬁélviuiaxﬁanﬁnduqcchin1Uongphu0ngénthﬁludcﬁaséngché

Cai thién protein dung hop theo sang ché qua phép so sanh protein kiéu dai va
bién thé ctia nd

Biét rang trong linh vuc nay, yéu cdu quan trong trong su phat trién dwgc pham
protein la giai quyét su khong 6n dinh v& mit vat Iy va hoa hoc ctia protein. Diéu nay
con 18 rang hon khi dugce pham protein dugc du tinh cho nhidu cach dung, ché pham
tiém yéu cau dung dich dn dinh, cd dic va bao quén, trong khi duy tri profin hoat tinh
sinh hoc. Céc dic diém 1y sinh ctia FGF21 kiéu dai trong tai liéu da xdc dinh ring

dung dich protein ¢b ddc (>5 mg/ml), khi dt trong céc diéu kién bt budc, nhu nhiét
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dd cao hodc do pH thép, dan dén gia tdng su két hop va két cum (nghia 13, cdc dic
diém dugc ly va do bn dinh vat ly kém). Viéc tiép xuc cua dung dich protein c6 ddc
ctia FGF21 v6i céc chét bio quan dugce pham (vi dy, m-cresol) ciing c6 tdc dong tiéu
cuc 1én do dn dinh vat ly.

Do do6, phuong an cua sang ché 1a gia tang do bn dinh vat ly cta céc dung dich
cd dic, trong khi duy tri do &n dinh héa hoc va hiéu qua sinh hoc, trong cac diéu kién
sinh 1y va diéu kién ché phidm duoc bao quéan. Pugc hiéu 1a su két hop va két cum c6
thé do su tuong tic chét ky nudc, do do, & néng dd protein cho trudc, nhiét do, va
cudng do ion co tac dong dang k& dén d6 6n dinh vat ly. DPbi vai phén 16n, céac géc axit
amin tiép xuc bé mit gia, khong bao quan dugc tao dich. Phén tich méi truong cuc bd
clia cdc gbc nay va, céc gbc khong nay duge cho la quan trong vé& mit ciu tao dugc
chon dé gay dot bién. M6t phuong phap khéi dau céac thay doi cu thé 1a giam tiép pl
cua protein bang cach dua céc gbc axit glutamic (“quét axit glutamic”) vao. Gia thuyét
ring viéc dua cic phan tir thé tich dién vao s& trc ché su két cum qua trung gian ky
nuée do Iuc ddy dién tich-dién tich va c6 kha ning cai thi¢n sy twong thich bao quan.
Ngoai ra, chuyén gia trong linh vuc nay cling nhén ra rang véi mic do gy dot bién
dang ke, pl c6 thé dugc thay ddi trong khoang do pH bazo bang cach dua dién tich
duong c6 hodc khong co6 su giam sut ddng thoi ¢ dién tich 4m, do dé cho phép luc day
dién tich-dién tich.

Su kho khin gia ting két hop v6i cac bién phap diéu tri FGF21 kiéu dai ¢ dang
diéu tri sinh hoc, chéng han, 1a chu ky béan rd cua no rit ngén in vivo (theo thu tu lan
lwot 12 0,5 va 2 gid, & chudt va dong vt linh trudng). Do do, cin phat trién tiép céc
hop chit ma hiéu qua hon hogc hiéu luc cao hon hodc chu ky ban rd dai hon. Protein
dung hop theo sang ché dugc phat trién & theo cach dé dat dugc cac hiéu qua mong
mudn cta viée diéu tri FGF21 & hiéu lyc cao hon va trong ché phém md& rong chu ky
ban ra.

Nhu dugc mo ta & day, protein dung hgp theo sang ché c6 chu ky béan ra 16n
hon hai tudn & chudt, so v&i chu ky béan r it hon nhiéu cia FGF21 kiéu dai va chu ky
ban rd 17 gio ctia protein dung hop Fe-L(15)-FGF21 (L98R, P171G, A180F) trong
cong bd don PCT s6 W0O10/129600. Protein dung hop theo sang ché cling chiing minh

cac dac diém dugc dong hoc va chu ky ban rd duoc cai thién so véi PEGyl héa V76,
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nhu dugc md ta & diy va trong don sdng ché My sd US 61/415,476, dugc ndp vao
ngay 19/11/2010.

Hon nfta, cac protein dung hgp Fc-FGF21 cua sang ché & 1 mpk 1a hiéu qua
hon V76 & 5 mpk dua trén viéc giam glucoza, insulin, thé trong va lipit gan. Trong
nghién ctru diéu tri 12 ngay & chudt ob/ob, protein dung hop thé hién % thay ddi sau so
v6i ta duoc 1ong (tit ca cac dung hop duge dung ¢ 1,0 mg/kg, va V76 dugc dung 45,0
mg/kg):

% thay ddi glucoza tdng (AUC) so véi ta duge 1ong: V76 1a -42%; V101 la -
53%, V103 1a -46%, va V188 1a -42%;

% thay ddi insulin huyét twong so véi ta duge léng: V76 la -46%; V101 la -
82%, V103 12 -69%, va V188 1a -59%;

% thay doi thé trong tbng so voi ta duge 1ong: V76 la -7%; V101 la -12%,
V103 1a-12%, va V188 1a -11%; and

% thay ddi lipit gan tbng so véi ta dugce 1ong: V76 la -30%; V101 la -44%,
V103 1a -50%, va V188 1a -51%.

Tuong tu, cac thir nghiém in vitro boc 16 kha nang gibng gép 5 1an hodc nhiéu
hon cua protein dung hgp theo sang ché nho V76:

Theo pERK trong thit nghiém té bao tao m& & ngudi (trung binh EC50 +£ SEM),
V761221 £ 2 nM (n=3); V101 13 1,0 £ 0,1 nM (n=3), V103 1a 1,3 + 0,2 nM (n=3), va
V1881la 1,4 + 0,4 nM (n=3);

Theo pERK trong thir nghiém HEK293 véi Bklotho & nguoi (trung binh EC50 +
SEM), V76 1a 13 + 4 nM (n=5), V101 1a 0,60 + 0,06 nM (n=5), V103 1a 0,9 + 0,3 nM
(n=5),va V18812 0,4 = 0,1 nM (n=3); va

Theo su hép thu glucoza trong thir nghiém té bao tao m& & chudt (trung binh
EC50 = SEM), V76 13 5+ 1 nM (n=3), V101 12 0,60 £ 0,06 nM (n=3), V103 1a 0,60 =
0,07 nM (n=3), va V188 1a 0,48 + 0,14 nM (n=3).

Maic du cac phuong an cia sang ché lién quan dén do 6n dinh vat Iy va hoa hoc
trong ca cac diéu kién dugc phém dugc bao quan va céac diéu kién sinh ly, viéc duy tri
hiéu luc sinh hoc cta protein dung hop theo sing ché khi dugc so sanh voéi, vi du,
FGF21 kiéu dai 1a yéu t& quan trong cAn xem xét. Do d6, hiéu luc sinh hoc cta protein

theo sang ché dugc xic dinh bang kha ning ctia protein lam anh hudng dén d6 hip thu
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glucoza va/hodc su sut gidm muc glucoza huyét tuong, nhu thé hién & day trong phﬁn
vi du.

Protein, polypeptit, va/hodc peptit dugc dung theo sang ché ¢o6 thé duoc tao ra
va/hoic duge tach bing phuong phap bét ky trong linh vuc nay. Phuong phép dugc uu
tién nhat dé tao ra bién thé 1a thong qua phwong phép ADN tai td hop va da biét doi
v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Cac phuong phdp nay duoc mo ta
trong Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, Inc.), duoc két hop
& day dé tham khao.

Ngoai ra, cac phuong 4n dugc uu tién bao gdm peptit hoat tinh v& mit sinh hoc
dugce 14y tir bién thé duoc mo ta & day. Peptit nay chira it nhat mot trong s cac su thay
thé dugc méd ta va bién thé co hoat tinh sinh hoc. Peptit cd thé duoc tao ra béng
phuong phap bét k¥ hodc tit ca cac phuwong phap da biét dbi v4i chuyén gia trong linh
vuc nay, vi du vé cac phuong phap nay bao gbm, nhung khong chi gidi han ¢, sy phin
cit bing enzym, su tdng hop héa hoc hogc phuong phap ADN tdi t6 hop.

Puoc x4c minh trong linh vuc ndy 1a cdc manh peptit cta cac yéu td ting
trudng nguyén bao soi nhét dinh ¢6 hoat tinh vé mit sinh hoc. Xem vi du, Baird et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 85:2324-2328 (1988), va J. Cell. Phys. Suppl. 5:101-106
(1987). Do d6, su lya chon ciac manh hodc peptit ciia bién thé duogc dua trén tiéu chuin
d3 biét trong linh vuc nay. Vi du, dugc biét 1a dipeptidyl peptidaza IV (DPP-IV, hodc
DPP-4) la proteaza kiéu serin bao gbm sur bt hoat ctia neuropeptit, peptit ndi tiét, va
xytokin (Damme et al. Chem. Immunol. 72: 42-56, (1999)). Piu N cta FGF21
(HisProllePro) chita hai dipeptit ma c6 thé c6 kha nang 1a co chét véi DPP-IV, dan dén
manh ctia FGF21 bi cit ngén ¢ diu N bang 4 axit amin. Ngac nhién 1a, manh FGF21
kidu dai nay dugc ching minh 1a gitt hoat tinh sinh hoc, do d6, protein theo sang ché
bi ct ngén & dau N bing dén 4 axit amin, 1a mdt phuong an ctia sing ché.

Sang ché con bao gdm polynucleotit ma hoa cac bién thé dugc md ta & trén ma
¢ thé & dang ARN hodc ¢ dang ADN, ma ADN bao gém cADN, ADN gen, va ADN
téng hop. ADN c6 thé 1a dai don hodc dai kép. Cac trinh ty ma héa ma ma hoa protein
theo sang ché c6 thé thay dbi dua vao két qua cua phan thira hoic phan suy bién cua
ma gen.

Céac polynucleotit ma ma héa protein dung hgp theo sang ché ¢6 thé bao gdm:

chi trinh tu ma hoéa doi véi bien thé, trinh tu mi hoéa doi véi bien the va trinh tu ma hoa
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bd sung nhu polypeptit chirc ndng, hodc trinh tu dan hodc trinh tu kich thich tiét hoic
trinh tu tién protein; trinh tw ma hoa ddi vé6i bién thé va trinh tu khong ma hda, nhu
intron hodc trinh tu khong ma héa 5° va/hodc 3° cua trinh tu méa hoa dbi voi bién thé.
Do d6, thuat ngit “polynucleotit ma héa bién thé” bao gdbm polynucleotit ma co thé bao
gébm khong chi trinh tu ma hoa dbi v6i bién thé ma con polynucleotit, bao gbm trinh tu
ma hoéa bd sung va/hozc khong ma hoa.

Sang ché con d& cap dén céc bién thé polynucleotit duge md td ma ma hoa cac
ménh, twong tu va din xuit clia polypeptit chira su thay thé duoc chi dinh. Bién thé
ctia polynucleotit co thé 13 bién thé alen vén c6 trong tu nhién cuia trinh ty FGF21 &
ngudi, bién thé von khong c6 trong tu nhién, hodc bién thé bi cit nhu mo ta & trén. Do
d6, sang ché con bao gdm polynucleotit ma hoa bién thé d3 mo ta & trén, cling nhu cc
bién thé cua polynucleotit nay, cac bién thé nay ma hoa manh, dan xuét hodc tuong tu
ctia bién thé duge boc 16. Céc bién thé nucleotit nay bao gém cac bién thé cit ngén,
bién thé thay thé, bién thé cit ngan, va bién thé bd sung hoic bién thé chén chi can c6
it nhit mot trong sb céac su thé axit amin dugc chi dinh ctia phuong an thu nhét hoic
tht hai.

Polynucleotit ciia sang ché s& duoc biéu hién & vat chi sau khi cac trinh tu dugc
lién két linh hoat véi (nghia 14, duge x4c dinh vi tri dé ddm béo chtc nang cua) trinh tu
kidm soat su biéu hién. Céc vecto biéu hién nay thudng c6 kha ning sao chép ¢ sinh
vat chu ¢ dang episom hodc & dang phé‘m khong thé thiéu ctia ADN nhiém séc thé vat
chu. Noi chung, vecto biéu hién s& chua ddu hiéu chon loc, vi du, tetraxyclin,
neomyxin, va dihydrofolat reductaza, cho phép su cit ngdn cua cic t€ bao nay dugc
dich chuyén bang trinh ty ADN mong muén. Bién thé FGF21 c¢6 thé dugc biéu hién &
té bao dong vat c6 vu, con trung, ndm men, vi khuin hoic té bao khac dudi su kiém
soat cua promoto thich hop. Hé dich ma tu do cua té bao cling co thé duoc dung dé tao
ra cac protein nay bang cach st dung ARN 14y tir ciu tric ADN cua sang ché.

E. coli 1a vat chu sinh vat nhan so ddc biét hitu dung cho viéc tach dong
polynucleotit ctia sang ché. Vat chu vi khuan khac thich hop dé str dung bao goém
Bacillus subtilus, Salmonella typhimurium, va cac loai khic nhau cua Serratia,
Pseudomonas, Streptococcus, va Staphylococcus, mic du cac loai khéac ciing ¢6 thé
dugc dung lam dbi tuong lua chon. Trong cac vat chu sinh vét nhan so nay, nguoi ta

cling co thé tao ra vecto biéu hién, ma vecto nay thudng chira trinh tu kiém soat su
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biéu hién twong thich véi té bao chu (vi du, ving khoi dau sao chép). Ngoai ra, bét ky
trong s cac promoto da biét rd c6 thé c¢6 mit, nhu hé promoto lactoza, hé promoto
tryptophan (Trp), hé promoto beta-lactamaza, hodc hé promoto tir thuc khudn thé
lamda hodc T7. Promoto thudng kiém soat sy biéu hién, ty y v6i trinh tu operator, va
¢6 trinh tu vi tri gén két ribosom va tuong tu, dé khai dau va két thic phién ma va dich
ma.

Nguoi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc biéu hién protein s& nhan ra ring
trinh tu metionin hodc metionin-arginin c6 thé duoc dua vao & dau N cda trinh tu diy
du (SEQ ID NO: 3) dbi véi su biéu hién & E. coli va dugc dy tinh trong ndi dung sang
ché. Do dd, trir khi c6 quy dinh khdac, cac protein theo sang ché biéu hién & E. coli c6
trinh tu metionin dugc dua vao ¢ dau N.

Cac vi sinh vét khac, nhu nidm men hoic nam, ciing c6 thé duoc st dung cho
su biéu hién. Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
va Pichia angusta 1a cac vi du vé vat chu 1a nam men dugc uvu tién, v6i cac vecto thich
hop ¢6 trinh tu kiém so4t su biéu hién, nhu promoto, bao gdbm 3-phosphoglyxerat
kinaza hodc cac enzym duong phan khac, va ving khoi dau sao chép, trinh tu két thuc
va tuong tw nhu mong mubn. Aspergillus niger, Trichoderma reesei; va Schizophyllum
commune, la cac vi du vé vat chu nim, mic du cac loai khac cling cé thé dugc ding
lam déi tuong lua chon.

Viéc nudi cdy té bao md & dong vét cd va cling c6 thé duge sir dung dé bidu
hién va tao ra polypeptit theo sang ché. Cac té bao nhan chuin thuc sy dugc uu tién,
boi vi mot s6 dong té bao chu thich hgp ma c6 kha ning tiét ra cac bién thé nguyén
ven da duoc phat trién trong linh vuc nay, va bao gdm dong té bao CHO, céc dong té
bao COS khéc nhau, té bio NSO, dong t& bao budng tring chudt Syri, té bao Hela,
hozic dong té bao than phdi nguoi (nghia 1a, HEK293, HEK293EBNA).

Vecto biéu hién dbi véi cac té bao nay co thé bao g6m cac trinh tu kiém soat sur
biéu hién, nhu trinh tu khéi dau sao chép, promoto, trinh tu ting cudng, va cac vi tri
xu ly thong tin cin thiét, nhu vi tri gén két ribosom, vi tri ghép ndi ARN, vi tri
polyadenyl hoéa, va trinh tu két thic dich ma. Céc trinh tu kiém soat su biéu hién duoc
uu tién la promoto liy tir SV40, adenovirut, virut u nhu bo, xytomegalovirut, Raus
sarcoma virut, va tuong tw. Cac vi tri polyadenyl héa dugc uu ti€n bao gbm céc trinh

tu 14y tir SV40 va hormon ting trudng cia bo.
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Céac vecto chua trinh tu polynucleotit (vi du, protein dung hgp theo sang ché va
trinh tu kiém soat su biéu hién) co thé dugc truyén vao té bao chu bing cac phuong
phép da biét, ching thay dbi phu thudc vao loai té bao chu. Vi du, su truyén canxi
clorua thudong dugc dung cho té bao cda sinh vat nhén so, trong khi d6 viéc xir ly canxi
phosphat hodc xung dié€n c6 thé duoc sir dung cho cac té bao chu khéc.

Céac phuong phép khac nhau cta viée tinh sach protein ¢6 thé dugc dung va cac
phuong phap nay la da biét trong linh vuc nay va dugc mo ta, vi dy, trong Deutscher,
Methods in Enzymology 182: 83-9 (1990) va Scopes, Protein Purification: Principles
and Practice, Springer-Verlag, NY (1982). (Cac) budc tinh sach chon Ioc s€ phu thudc,
vi du, vao ban chét cua qud trinh tao ra dugc st dung cho protein dung hop theo sang
ché.

Protein, polypeptit, va/hodc peptit theo sang ché, vi duy, protein dung hop c6
hoat tinh kép cta sang ché, s& dugc tao ra va dinh luong & dang pht hop véi thude tdt,
dua vao tinh toan diéu kién 1am sang ctia bénh nhén, vi tri phan phéi ché phém protein,
cach dung, ké hoach dung, va céac yéu td khac da biét dbi vai bac si. Do do, “lugng ¢
hiéu qua diéu tri” cla protein dung hop theo sing ché d6i v6i cac muc dich & day dugc
xéc dinh bang cac nghién ctru ny.

Dugc phdm chira protein theo sang ché ¢c6 thé dugc dung theo cach bét ky dé
dat duoc muc dich chung: diéu tri bénh déi thao duong typ 1 va typ 2, bénh béo phi,
hoi ching chuyén héa, hodc bénh nhan bi dm trdm trong. Céac cach dung khong gidi
han chép nhin dugc bao gém, vi du, béng cach xong hodc dat hdu moén hodc dung cho
co niém mac nhu br:fmg cach thut rira am dao, truc trang, niéu dao, mo dudi ludi va
miéng, ding qua miéng, dung qua mii, dung tai chd, dung trong miii, ding trong
bung, ding ngoai rudt, dung trong tinh mach, ding trong co, dung trong xuong uc,
bi‘mg cach tiém trong khdp, trong mach bach huyét, khe, trong dong mach, dudi da,
trong hoat dich, qua biéu bi, va 4p da. Theo mdt s6 phuong 4n, dugc phédm dugc dung
bing cach thut rira, qua dudng miéng hodc trong dong mach. Cac phuong phép dua
vao thich hop khéc cling co thé bao gém cac dung cu co thé tai nap dugc hodc dung cu
thoai bién sinh hoc va cac dung cu polime giai phong chdm hodc duy tri sy gii phong.
Duoc phdm theo séng ché ciing c6 thé duogc dung & dang mot phén cta su didu tri két

hop v6i chit chuyén hoa da biét khéc.
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Liéu dung phu thudc vao do tudi, stc khoe, va cin ning cia ngudi nhén, loai
diéu tri déng thoi, néu co, tan suét diéu tri, va hiéu qua thuc chét mong mudn. Céc ché
pham trong pham vi séng ché bao gdm tat ca céc ché phdm ma trong do6 bién thé
FGF21 ¢6 mit & lugng cé hiéu qua dé dat duoc tic dung mong mudn cua thudc dé
didu tri bénh dai thdo dudng typ 1 hodc typ 2, bénh béo phi, hodc hoi ching chuyén
hoa. Trong khi cac nhu cAu c4 nhan c6 thé thay ddi tir bénh nhan nay dén bénh nhan
khéc, thi viée xdc dinh khoang luong cé hiéu qua t&i uu cla tat ca cc thanh phén la
nam trong kha ning cta bac s§ lam sang.

Protein theo sang ché c6 thé duoc bao ché theo cc phuong phap da biét dé tao
ra duoc phém hitu dung. Ché phém mong mudn 13 san phém 4n dinh duoc kho lanh
ma dugce hoan nguyén lai véi chit pha loang thich hgp hodc dung dich nude c6 do tinh
khiét cao vo&i chét mang dugc dung, chét bao quan, td duogc hodc chat 6n dinh
[Remington’s Pharmaceutical Sciences 16th edition (1980)]. Protein theo sang ché co
thé duoc két hop véi chét dém duoc dung, va diéu chinh do pH dé tao ra do dn dinh
chip nhan duoc, va do pH chdp nhan dugc dé ding.

DPé dung theo duong tiém, theo mot phuong an, protein dung hop theo sing ché
thuong dugc bao ché béng cach tron mot hodc nhiéu trong s6 ching & do tinh khiét
mong mudn, & dang tiém liéu don vi (dung dich, huyén phu, hodc nhil twong), véi chat
mang dugc dung, nghia 1, chung khong doc hai véi ngudi nhén ¢ cac lidu luong va
n&‘)ng dd duoc dung va tuong thich véi céc thanh phﬁn khéc cua ché phém. Tbt hon 14,
6 thé thém vao mot hoic nhiéu chét chéng vi khuén dugc dung. Phenol, m-cresol, va
ruou benzyl 1a cac chét chéng vi khudn duoc dung duoc uu tién.

Tuy y, mot hodc nhiéu mudi duoc dung co thé dugc thém vao dé didu chinh
tinh trvong hodc cuong do ion. Mot hodc nhiéu ta duogc c6 thé duoc thém vao dé diéu
chinh tiép tinh déng truong cua ché phdm. Glyxerin, natri clorua, va manitol 1a céc vi
du vé t& duoc diéu chinh tinh ding truong.

Nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ¢6 thé s&n sang t6i wu hoa
lidu duoc phim hiéu qua va ché d cho udng thude cho cac thanh phan chita bénh bao
gdm céc cic protein theo sang ché, nhu dugc xac dinh badi su thuc hanh y té tot va tinh
trang 1am sang ctia bénh nhan. Khoang liéu dic trung cho cic protein theo sdng ché s&
la tir 0,01 mg trén ngay dén khoang 1000 mg trén ngay (hodc 0,05 mg trén tudn dén

khoang 5000 mg trén tuan cho ubng mot 1an mdi tudn) cho ngudi 16m. Tét hon 14, liéu
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nam trong khoang tr 0,1 mg trén ngay dén khoang 100 mg trén ngay (hodc khoang 0,5
mg trén tudn dén khoang 500 mg trén tudn duge cho ubng mot 1An mdi tudn), tt hon
nita 1a tr khoang 1,0 mg/ngay dén 10 mg/ngdy (hodc khoang 5 mg trén tudn dén
khoang 50 mg trén tudn cho ubng mét 1an trén tudn). Tt nhat 13, liéu tir khoang 1-5
mg/ngay (hodc khodng 5 mg trén tudn dén khoang 25 mg trén tuin cho ubng mot lan
trén tudn). Liéu pht hop cua bién thd FGF21 dugc cho ubng s& lam ha muc glucoza
trong méau va lam ting tiéu hao ning luong bang cach sir dung glucoza nhanh va hi¢u
qué hon, va do d6 no6 hitu ich dé diéu tri bénh d4i thao duong typ 1 va typ 2, bénh béo
phi va hoi ching chuyén héa.

Ngoai ra, do glucoza mau cao va khang insulin la thong thuong trong bénh
nhan bi dm ning do dugc cung cép nhiéu dinh dudng, mot s6 ICUs phén phat insulin
dé diéu tri glucoza mdu qua cao ¢ bénh nhan bi dm ning duogc cung cép nhiéu dinh
dudng. Trén thuc té, cdc nghién ctru gan day dua ra tai liéu vé viée st dung cua insulin
ngoai sinh dé duy tri glucoza trong mau ¢& mic khong cao hon 110 mg trén dexilit
giam kha nidng méc bénh va kha ning méc bénh giita cac cadc bénh nhan bi 6m ning
trong bd phén cham soc ddc biét dé phau thuat, khong lién quan dén viéc ho co tién su
bénh dai thao dudng hay khong (Van den Bergheet al. N Engl J Med., 345(19):1359,
(2001)). Do d6, cac protein theo sang ché 1a duy nhat phtt hop dé giap khoi phuc lai su
4n dinh trong chuyén hoa trao dbi chét & cac bénh nhan bi 6m ning c6 chuyén héa trao
ddi chit khong on dinh. C4c protein theo sang ché ching han nhu céc protein chira cac
bién thé FGF21 la duy nhét trong d6 ching kich thich glucoza hép thu va ting cudng
do nhay insulin ma khong bao gbdm hypoglycemia.

Trong khia canh khac cta sang ché, cac protein theo sang ché dé dung lam dugc
phdm didu tri bénh béo phi, bénh dai thao duong typ 1 va typ 2, bénh viém tuy, lipit
méu bt thudng, bénh gan nhiém chit béo khong do ruou (NAFLD), bénh viém gan co
u m& khong do rugu (NASH), khang insulin, insulin méu cao, khong dung nap
glucoza, glucoza mau cao, hoi ching chuyén héa, nhdi mau co tim cép tinh, cac tinh
trang gén vGi bét chuyén hoa nghiém trong trong cac thu thé insulin, va céc 161 loan
chuyén hoa khic duge tinh dén.

Dot bién FGF21 vi tri cu thé

Theo mdt sb phuong an, protein dung hgp theo sing ché bao gébm dot bién

FGF21 hoic chat twong tw FGF21 bd sung véi cic axit amin khong tu nhién.
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Theo mdt sé phuong 4n, protein dung hop theo sing ché bao gdbm FGF21 chu
van voi mot hogc nhidu céc bién thé cua kiéu FGF21 kiéu dai:

(i) disulfua bd sung, cac axit amin ty nhién, hodc cdc bién thé dé thic diy su
dime hoa chéng han nhu tao thanh disulfua & R154C hodc su dua vao xystein & vi tri
khéc, hodc dime hoa qua mién Fc néng chdy, hodc dime tao thanh qua lién két ngang
ch?mg han nhu PEG nhi chuc;

(ii) cadc manh cua FGF21;

(iii) cac protein dugc lya chon dé c6 sy hoat dong FGF21 (lién két voi beta-
klotho va su lién két va hoat dong cia FGFR’s); va

(iv) gia khang thé FGF21 (cta nhiéu dinh dang khic nhau ching han nhu Fab,
nguyén khdi, svFc...).

Theo mot sb phuong 4n, protein dung hgp theo sang ché bao gé)m mot hodc
nhidu cac ciu ndi sau day: lién két amit don gian, peptit ngin (cu thé 1a sy lap lai
Ser/Gly), gbc bd sung tir trinh ty d& duge dich ma FGF21, hodc cAu nédi 16n hon phu
hop véi toan bd protein (chéng han nhu mién Fc, b6 xo4n lién két HSA, HSA,...). Hai
gbc nay ciing c6 thé duoc lién két boi phuong tién hoa hoc khéc, ching han nhu qua
cac axit amin khong ty nhién hodc cac ciu ndi héa hoc tiéu chuin (maleimit-Cys,
NHS-Lys, click,..)

Céc phuong an khéc cua sang ché bao gdm, nhung khong chi gidi han &, cac
thé gin két sau day, dé kéo dai thoi gian ban hiy: lipit lién két HSA hoc phan tir nho
hodc mixen cho phién ban monome hodc dime cua su dung hop.

Theo mot sb phuong 4n cua sang ché, cac thé gén két khac c6 thé duoc tao
thanh céc protein, polypeptit, va/hodc peptit ciia sang ché, dé thu dugc su kéo dai thoi
gian ban hiy va cac dic tinh sinh hoc khac. Ching co6 thé bao gdm viéc gén céc lién
hgp PEG-cholesterol (bao gdbm mixen va liposome) vao céc protein, polypeptit,
va/hoac peptit cua sang ché, va/hoic gin dudng (glycosylat) vao cac protein,
polypeptit, va/hodc peptit clia sang ché. Van theo c4c phuong an khéc, ky thuét twong
tu duogc thuc hién dé thém céc lién hop cua , vi du, axit polysialic (PSA), tinh bot
hydroxyetyl (HES), phéi tir lién két albumin, hodc vo chin hydrat cacbon vao cac
protein, polypeptit. va/hodc peptit.

K§ thuat HES hoéa, vi du, mot vai chudi phan nhanh tinh bt hydroxyetyl (HES)

(60kDa hodc 100kDa, cdc manh amylopectin phan nhdnh manh tr tinh bdt ngod) vao
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protein, polypeptit, va/hodc peptit qua alkyl héa khur. Polsial hoa lién hop cac protein,
polypeptit, va’hodc peptit quan tdm v&i cac polyme axit polysialic (PSA) theo phuong
phap twong tu v6i PEGyl hoa. Cic polyme PSA tich dién 4m, cac polyme khong gy
mién dich ma vén c6 trong co thé va c6 khéi lugng phan ti 10-50kD.

Theo cac phuong an khac cua sang ché, cac thé gin két khac hodc céc bién thé
c6 thé duge tao vao cdc protein, polypeptit, va/hodc peptit cla sang ché, dé thu dugc
su kéo dai thoi gian ban hiy va céc ddc tinh sinh hoc khac. Chung bao gém su tao
thanh ctia cac nhom tai té hgp PEG (rPEG), va thé gin két ciia chiing vao céc protein,
polypeptit, va/hodc peptit clia sang ché. Nhu duge phat trién béi cong ty Amunix, Inc.
Cong nghé rPEG la dua trén cac chudi protein véi cac dic tinh giéng PEG ma duoc
dung hop kiéu di truyén vao cac duoc phém sinh hoc, tranh budc lién hop hdéa hoc
thém. rPEG 1a ciu tric exenatit duoc kéo dai thoi gian ban hity chira dudi dai khong co
cAu triic cia cac axit amin wa nudc, va ¢é kha nang ting cudng thoi gian ban huy trong
huyét thanh cta protein hodc peptit va lam cham ty 1¢ hép thu ctia n6, do d6 giam ty 1€
dinh-day di dang ké. rPEG ting pham vi thiy dong va thé hién khéi luong phan ti
bidu kién 1a vao khoang 15 1in khdi luong phéan tir thit cia ching, lam theo cach
PEGyl hoa thu duoc thoi gian ban hiy trong huyét thanh dai.

Polypeptit FGF21 cit ngan

Mot phuong 4n cua sang ché @ xuét dang cit ngan clia polypeptit FGFZ1
truéng thanh (SEQ ID NO:3). Phuong 4n nay clia sang ché phat sinh tir ndlyc dé nhan
cﬁﬁlpobmepﬁtFGFZIcétngﬁlnﬁluikhénéngcungcépsulumtdéng1nétuongtu,
va trong mot s6 truong hop t8t hon cac dang khong bi cit ngdn cia polypeptit FGF21
truong thanh.

Nhu duge st dung & day, thuat nglt “polypeptit FGF21 cit ngén” dung dé chi
polypeptit FGF21 trong do gbc axit amin da bi loai khoi dAu amin (hodc déu N) cta
polypeptit FGF21, gbc axit amin bi loai khoi dau carboxyl (hodc dau C) cua polypeptit
FGF21, hoic gbc axit amin bi loai bé khéi ca hai diu amin va dau carboxyl cia
polypeptit FGF21. Céc su cit ngin khac nhau boc 10 & day duoc didu ché nhu mo ta
dudi day.

Su hoat dong cia polypeptit FGF21 cit ngdn dau N va polypeptit FGF21 cit
ngén diu C co thé dugc tht nghiém st dung thtr nghiém phospho-ERK in vitro. Cac
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chi tiét cu thé cta thir nghiém in vitro ndy c6 thé dugc st dung dé kiém tra su hoat tinh
cta polypeptit FGF21 c4t ngén c6 thé dugc tim thdy trong céc vi du.

Hoat tinh cta polypeptit FGF21 cit ngin cua sang ché ciing c6 thé duoc danh
gia trong thr nghiém in vivo, ching han nhu chut ob/ob. Thong thuong, dé danh gia
hoat tinh in vivo ciia polypeptit FGF21 cit ngin, polypeptit FGF21 cit ngin c6 thé
dugc sir dung cho viéc tiém mang bung dong vat tha nghiém. Sau thoi gian U mong
mudn (vi du, mdt gio hodc nhiéu hon), mau mau c6 thé duoc rat ra, va glucoza trong
mtrc méu c6 thé do duoc.

a. Su cit ngin dau N

Theo mét sé phuong an cla sang ché, su cit ngén dau N bao gdm 1, 2,3, 4, 5,
6, 7, hoic 8 gbc axit amin tur diu N cuoa polypeptit FGF21 trudng thanh. Polypeptit
FGF21 cét ngin c6 su cit ngin dau N it hon 9 gbc axit amin gitr lai t§ chét cta
polypeptit FGF21 truéng thanh dé ha thip glucoza trong méau trong ca thé. Theo do,
trong cac phuong an cu thé, sang ché chira dung dang rat ngén cta polypeptit FGF21
trudng thanh hodc cac protein FGF21 bién thé co su cit ngén dduNcuaal,?2,3,4,5,6,
7, hoac 8 géc axit amin.

b. Cét ngén dau C

Theo mot sb phuong an clia séang ché, céc cit ngin dAu C bao gdm 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, hodc 12 gbc axit amin tur d4u C cta polypeptit FGF21 truéng thanh.
Polypeptit FGF21 cit ngin c6 céc cit ngén dau C it hon 13 gbc axit amin biéu 16 hi¢u
qué cua it nhét 50% hiéu qua cua FGF21 dang kiéu dai trong tht nghiém in vitro ELK-
luciferase (Yie J. et al. FEBS Letts 583:19-24 (2009)), chi ra ring cac dot bién FGF21
ndy gitt lai kha nang cta polypeptit FGF21 trudng thanh dé ha thip glucoza trong mau
trong c4 thé. Theo d6, trong cac phuong én cu thé, sang ché bao gdm dang cit ngan
ctia polypeptit FGF21 truéng thanh hodc céc protein FGF21 bién thé c6 cit ngin dau
Cctal,2,3,4,56,7,8,9,10, 11, hodc 12 géc axit amin.

c. Ct ngén dau N va dau C

Theo mot s& phuong an clia séng ché, polypeptit FGF21 cit ngin co su két hop
cla cit ngin dau N va dau C. Polypeptit FGF21 cét ngén c6 su két hop cua cit ngin
diu N va dau C chia sé su hoat tinh cta polypeptit FGF21 cit ngin twong Gmg chi c6
cit ngén dau N hoic dau C. Noi cach khéc, polypeptit FGF21 cit ngdn c6 ca su cat

ngin dau N it hon 9 gdc axit amin va cat ngin dau C it hon 13 goc axit amin s& hitu
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béng hozic nhiéu hon glucoza trong mau-hat thap hoat dong nhu polypeptit FGF21 cit
ngén co su cat ngdn dau N it hon 9 gbc axit amin hodc polypeptit FGF21 cit ngan co
cit ngén dau C it hon 13 gbc axit amin. Theo d6, trong cac phuong 4n cu thé, sang ché
bao gébm dang cit ngén ciia polypeptit FGF21 trudng thanh hodc céc protein FGF21
bién thé co6 ca su cit ngén ddu N cua 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, hodc 8 géc axit amin va cét
nghn diu C cia 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, hodc 12 gbc axit amin.

Nhu véi tit ca bién thd FGF21 cta sang ché, polypeptit FGF21 cét ngén c6 thé
thy ¥ bao gdm metionin dAu amin con lai, ma c6 thé duge dua vao bdi dot bién duoc
din huéng hodc nhu 1a két qua ctia quy trinh hién thi vi khuan.

Polypeptit FGF21 cit ngin cia sang ché co thé dugc didu ché nhu md ta trong
cac vi du duoc mo ta ¢ ddy. Nhitng nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuét nay, quen thudc vé6i k§ thuét sinh hoc phén tir tiéu chudn, c6 thé ap dung kién
thire nay, két hop véi boc 10 hién tai, dé diéu ché va st dung polypeptit FGF21 cit
ngén cla sing ché. Céc ky thuat tiéu chudn c6 thé duge sir dung dé tai két hop ADN,
téng hgp oligonucleotit, nudi céy mo, va chuyén dbi (vi du, xung dién, nhiém qua hat
m&). Xem, vi du, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, trudc
day, ma dugc dinh kém ¢ day béng cach tham chiéu vi bat ¢t muc dich ndo. Phéan tng
Enzym va k¥ thuét tinh ché ¢6 thé duoc thuc hién theo mo ta ciia nha san Xuét, ma
duoc tién hanh rong rai trong linh vuc, hodc nhu duge md ta ¢ day. Trir phi cac gidi
han cu thé duoc cung cdp, cac thuit ngit duge ap dung lién quan dén, va quy trinh thi
nghiém va k¥ thuat cta, hoa phan tich, hoéa hitu co téng hop, va thube va hoéa duoc
duoc mo ta & day 1a nhiing didu dugc biét dén va st dung rong rdi trong linh vuc. Céc
k§ thuat tiéu chudn ¢6 thé dugc str dung dé téng hop hoa hoc; phén tich héa hoc; bao
ché dugc phém, tao cong thtrc, va cung cép; va diéu tri bénh nhan.

Polypeptit FGF21 cit ngin cla sang ché ciing co6 thé duoc dung hop véi thuc
thé k}lic:y, ma c6 thé truyén céc dic tinh bd sung vao polypeptit FGF21 cét ngan. Theo
mdt phuong 4n cua sang ché, polypeptit FGF21 cét ngn c6 thé dugc dung hop voi
mién ¢d dinh IgG ho#ic manh cta né (vi duy, vung Fc), albumin huyét thanh ngudi
(HSA), hoac polypeptit lién két albumin. Sy dung hgp nay co thé duoc thuc hién st
dung phuong phéap sinh hoc phan tr da biét va/hodc hudng dan duge cung cip o day.
Hiéu qua ctia polypeptit dung hop nay, cling nhu cac phuong phap dé diéu ché cac

polypeptit dung hop, duoc md ta chi tiét hon & day.

-51-



25839

FGF21 Céac protein dung hop

Nhu dugc st dung & day, thuit ngi “thé dung hop polypeptit FGF21” hodc
“protein FGF21 dung hop” dung dé chi sir dung hop ctia mdt hodc nhiéu gbe axit amin
(ching han protein hodc peptit khac loai) & diu N hodc ddu C cta bét ky bién thé
protein FGF21 mo ta ¢ day.

Céc protein FGF21 dung hop ¢6 thé duoc tao thanh bang cach dung hop céc
chudi khéc loai & dau N hoidc & dau C cua, vi duy, bién thé protein FGF21, nhu xac dinh
& day. Nhu dugc mo ta & day, chudi khac loai c6 thé 1a trinh tu axit amin hodc polyme
chira axit khdng chua amin. Cac chudi khac loai c¢6 thé dugc dung hop truc tiép vao
bién thé protein FGF21 hodc phén tir lién két hay tiép hop. phan tir tiép hop hay lién
két c6 thé 1a mot hodc nhiéu géc axit amin (hodc -mers), vi du, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
hodc 9 phan con lai (hodc -mers), tét hon 1a tir 10 dén 50 gbc axit amin (hodc -mers),
viduy, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, hodc 50 phan con lai
(hodc -mers), va t5t hon nita 1a tr15 dén 35 gdc axit amin (hodc -mers). Phén tit tiép
hop hay lién két cling c6 thé duoc thiét ké v&i vi tri tich cho endonucleaza han ché
ADN hoic cho proteaza dé cho phép chia tach cic nira dung hop.

Peptit va polypeptit khic loai bao gbm, nhung khong chi giéi han &, epitop dé
cho phép phat hiénn va/hodc cach ly bién thé protein FGF21; protein thy thé xuyén
mang hodc by phén cta no, chéng han nhu mién ngoai bao hodc mang va mién nodi
bao; phdi tir hodc bd phan cta nd ma lién két v6i protein thu thé xuyén mang; enzym
hodc bd phan ctia né c6 hoat dong xuc tac; polypeptit hodc peptit ma tdng cuong su
oligom hoa, ching han nhu mién khéa kéo leuxin; polypeptit hodc peptit ma tdng
cudng tinh 6n dinh, ching han nhu khu vuc hing dinh globulin mién dich; khang thé
chtrc ning hodc khong chirc ning, hodc chudi niing hodc nhe cta chung; va polypeptit
ma c6 hoat tinh, chfmg han nhu hoat tinh diéu tri, khac véi cac protein FGF21 bién thé
cua sang ché. Ciing dugc bao gém bdi sang ché 1a cac dot bién FGF21 duogc dung hop
vao albumin huyét thanh nguoi (HSA).

a. Dung hop Fc

Theo mot phuong 4n cua sang ché, bién thé protein FGF21 dugc dung hop vao
mot hodc nhiéu mién ciia ving Fe cua IgG ngudi. Khang thé bao gbém hai bo phan
chire nang doc lap, mién c6 kha ning bién ddi dugc goi 1a “Fab,” ma lién két khang

nguyén, va mién cd dinh dugc goi 1a “Fe,” ma dugc bao ham trong cdc chirc nang tac
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dong chang han nhu hoat hoa b6 thé va tAn cong bing cac té bao thuc bao. Fe co thoi
gian ban huy trong huyét thanh dai, trong d6 Fab co6 tudi tho ngin (Capon et al., 1989,
Nature 337: 525-31). Khi cung tham gia v6i protein tri li€u, mién Fe ¢6 thé cung cap
thoi gian ban huy dai hon hodc két hop céc chttc ndng nhu lién két thu thé Fe, lién két
protein A, ¢b dinh bd thé, va c6 thé tham chi di chuyén nhau thai (Capon et al., 1989).

Trong ban md ta, Fc-FGF21 d& cap dén protein dung hop trong d6 trinh tu Fe
dugc dung hop véi dau N cta FGF21. Tuong tu, trong ban mo ta, FGF21-Fc dé cap
dén protein dung hop trong do trinh tu Fc dugce dung hop véi dau C cta FGF21.

Cac phuong an dugc uu tién cla sang ché 1a cac protein dung hgp Fe-FGF21
bao gém céc bién thé FGF21 nhu xé4c dinh & day. Céc phuong an dugc uu tién dic bigt
1 cac protein dung hop Fc-FGF21 bao gdm manh Fc dugce cai bién (vi du, FcLALA)
va céc bién thé FGF21 nhu xac dinh & day.

Protein dung hgp co thé duoc tinh ché, vi du, béng cach st dung cot a1 luc
Protein A. Peptit va cac protein dugc dung hop vao vung Fe cho thay thoi gian ban
huy in vivo dai hon déng ké so v&i ban dbi chiéu khong dung hop. Ngoai ra, sy dung
hop vao ving Fc cho phép dime héa/multime héa ctia polypeptit dung hop. Vung Fc
6 thé duge tim théy trong vung Fc ty nhién, hodc cé thé dugc cai bién dé ting cudng
cic phAm chét nhat dinh, ching han nhu cc phdm chat tri li¢u, thoi gian luu hanh,
hodc su két tu giam di.

Céc bién thé hiru ich cta céc chét protein tri liéu bing cach dung hop vai mién
“F¢” clia khang thé duoc d cap chi tiét trong cong b don PCT s6 WO 00/024782. Tai
liéu nay dé cap su lién két v6i “ta duge 1ong” ching han nhu polyetylen glycol (PEG),
dextran, hodc vung Fc.

b. Céu ndi protein dung hop

Khi tao thanh protein dung hop theo sang ché, ciu nbi, nhung khong bét budc,
c6 thé dugce st dung. Khi c6 mit, cAu trac héa hoc cua cu ndi c6 thé khong quan
trong, do nd phuc vu chu yéu nhu miéng dém. Cau ndi c6 thé dugc tao thanh tir axit
amin lién két cing nhau bdi cac lién két peptit. Theo mot sd phuong 4n cua sing ché,
ciu ndi duoc tao thanh tir 1 dén 20 axit amin lién két boi lién két peptit, trong d6 axit
amin duoc chon tr 20 axit amin vén c6 trong tw nhién. Theo cac phuong an khéc nhau,
1 dén 20 axit amin dugc chon tir axit amin glyxin, serin, alanin, prolin, asparagin,

glutamin, va lysin. Theo mdt s6 phuong 4n, cau ndi dugc tao thanh tir nhiéu axit amin
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ma khong bi can tré khong gian, ching han nhu glyxin va alanin. Theo mét sb phuong
4n, cac cau ndi 1a polyglyxin, polyalanin, sy két hop cua glyxin va alanin (chidng han
nhu poly(Gly-Ala)), hodc su két hop cia glyxin va serin (ching han nhu poly(Gly-
Ser)). Trong khi cau ndi cua 15 géc axit amin dugc tim théy dé lam viéc dic biét tbt
cho cac protein dung hop FGF21, sang ché du liéu cac ciu ndi véi bét ky d6 dai hodc
thanh phan no.

Céc clu ndi mé ta & day 1a cac vi dy, va cac ciu ndi ma dai hon nhiéu bao gém
ph?m con lai khéac dugce du liéu bdi sang ché. Cac ciu ndi non-peptit ciing dugce du liéu
boi sang ché. Vi du, céc cdu ndi alkyl ching han nhu c6 thé duge st dung. Céc ciu nbi
alkyl c6 thé duoc thé thém boi bat ky nhom khong can tré khong gian ndo, bao gom,
nhung khong chi gidi han &, alkyl thap (vi du, C1-C6), acyl thap, halogen (vi du, Cl,
Br), CN, NH2, hodc phenyl. Mot vi du vé cdu ndi non-peptit 12 cu ndi polyetylen
glycol, trong d6 cAu néi c6 phan tir khéi tir 100 dén 5000 kD, vi du, 100 dén 500 kD.

Céac protein dung hop bién ddi hoa hoc

Dang bién ddi hoéa hoc cta cic protein dung hop mod ta ¢ ddy, bao géln, vi du,
céc dang cit ngin va bién thé cua cac dung hop FGF21 md ta ¢ day, co thé duoc diéu
ché boi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuét nay, dya trén cac bdc 16
mo ta & day. Céc protein dung hop bién dbi hoa hoc nay dugc thay thé sao cho su dot
bién bién dbi hoa hoc 14 khac véi su dot bién khong bién dbi, theo kiéu hogc vi tri clia
céc phan tir duge ghn ty nhién vao dot bién. Su dot bién bién ddi héa hoc 6 thé bao
g61n cac phén tu tao thanh do xda di mot hodc nhiéu nhém héa hoc duoc gén tu nhién.

Trong mdt phuong an, cdc protein theo sang ché c6 thé dugc cai bién boi lién
két cong hoa tri cia mot hodc nhiéu polyme. Vi du, polyme dugc chon la déc trung tan
dugc trong nude, nhd do protein ma n6é dugc gén voi khong két tha trong mdi trudong
¢6 nudc, ching han nhu moéi trudng sinh ly hoc. Puoc bao gdm trong pham vi cua cac
polyme phtt hop 1a hdn hgp cua cac polyme. Tbt hon 13, vi cdng dung tri liéu cua viéc
diéu ché san pham cudi, polyme sé& 1a dugc chip nhan vé mit duoc pham. C4c polyme
khong tan trong nudc ma duge lién hop vao céc protein theo sang ché cling tao thanh
mdt khia canh ctia sang ché.

Vi dy, cac polyme c6 thé co bat ky khéi luong phan ti nao va c6 thé phan

nhanh hoic khong phan nhanh. Cic polyme ma déc trung cd khéi luong phan tir trung
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binh tir khoang 2kDa dén khoang 100kDa (Thuét ngtr “khoang” chi ra rang khi diéu
ché polyme tan dugc trong nudc, mot sb phén tr s€ ndng hon va mot s s& nhe hon
khdi luong phan tr ban dau). Khébi lugng phan tir trung binh cta mdi polyme tét hon 1a
tir khoang 5kDa dén khoang 50kDa, tdt hon nita 1a tr khoang 12kDa dén khoang
40kDa, va tét nhét 1a tir khoang 20kDa dén 35kDa.

Céc polyme tan dugc trong nuéc phu hop hodc hén hop cua chung bao gbm,
nhung khéng chi giéi han &, lién két N hoic lién két O cua hydrat cacbon, dudng,
phosphat, polyetylen glycol (PEG) (bao gbdm cac dang ctia PEG ma duoc ding dé din
xuét cac protein, bao gdm mono-(C1-C10), alkoxy-, hodc aryloxy-polyetylen glycol),
monomethoxy-polyetylen glycol, dextran (ching han nhu dextran phén tir khéi thap 1a,
vi du, khoang 6 kD), xenluloza, hodc hydrat cacbon khac nén polyme, poly-(N-vinyl
pyrolidone) polyetylen glycol, propylene glycol homopolymes, polypropylene
oxit/etylen oxit co-polyme, polyol polyoxyetyl héa (vi du, glyxerol), va ruou
polyvinyl. Ciing dugc bao ham boi sang ché 1a céc phan tt lién két ngang song chuc
ma ¢6 thé dung dé diéu ché bién thé protein FGF21 multime lién két cong hoa tri.
Cling dugc bao ham béi sang ché 1a cac Dot bién FGF21 duge lién két cong hoa tri
vao axit polysialic.

Céc polyme polysacarit 12 dang khéc cua polyme tan dugc trong nudc ma co
thé dung dé bién doi protein. Do do, Protein dung hop theo séng ché dugc dung hop
vao polyme polysacarit tao thanh cac phuong an cua sang ché. Dextran 1a cac polyme
polysacarit bao gdm céc khdi phu ciia glucoza lién két chi yéu béi lién ket alpha 1-6.
Ban than dextran 1a ¢6 sin voi rt nhidu khoang phan tu khdi, va da c6 san phan tir
khdi tir khoang 1 kD dén 70 kD. Dextran 12 polyme tan dugc trong nuéc phu hop dé st
dung nhu t4 dugc long bdi chinh n6 hodc két hop cung t4 duoc 1ongg khéc (vi du, Fe).
Xem, vi du, cong bd don qubc té s6 WO 96/11953. Viée sir dung dextran lién hop v6i
viée diéu tri hodc chén doéan globulin mién dich da duoc bao cédo. Xem, vi du, cong b
patent chau Au s6 0 315 456, ma duoc dinh kém ¢ day dé tham chidu. Sang ché ciing
bao ham ca viéc sir dung dextran tr khodng 1 kD dén khoang 20 kD.

Nhin chung, bién dbi héa hoc c6 thé dugc thuc hién dudi bét ky diéu kién ph
hop nao st dung dé phan tng protein v6i phén tir polyme dugc kich hoat. Phuong
phéap diéu ché polypeptit bién dbi héa hoc nhin chung bao gdm céc budc: (a) phan Gng

polypeptit véi phéan tir polyme dugc kich hoat (ching han nhu phan g este hodc dan
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xuétl adehyde ctia phan tit polyme) trong didu kién tai do bién thé protein FGF21 tr&
nén duoc lién két v6i modt hodc nhiéu cac phén tr polyme, va (b) thu dugc san phém
phan ung. Piéu kién phan Gng t6i vu s& duge xac dinh dua trén cac thong s6 da biét va
san phdm mong mudn. Vi du, ty 18 cia c4c phan t polyme vao protein cang 16n, ty 1¢
phin trim cta phan t& polyme cang 16n. Theo mot phuong an clia sang ché, dot bién
FGF21 bién ddi héa hoc c¢6 thé c6 gbe phan tit polyme don nhét & ddu amin (xem, vi
du, patent U.S. s6 5,234,784)

Trong phuong an khac cia sang ché, céac protein theo sang ché c6 thé dugc gin
héa hoc vao biotin. Biotin/céac protein theo sang ché sau d6 duogc gin vao avidin, tao ra
avidin/biotin/cac protein theo sang ché hoéa tri bén. Cac protein theo sang ché ciing c6
thé duoc lién két cong hoa tri vao dinitrophenol (DNP) hodc trinitrophenol (TNP) va
lien hop thu duge két tia véi khang-DNP hogic khang-TNP-IgM dé tao thanh lién hop
decameric v&i hoa tri 10.

Nhin chung, cac diéu kién ma c6 thé duoc giam nhe hodc diéu ché b'ﬁmg cach ap
dung bién déi héa hoc dot bién FGF21 bao gdm cac diu kién duge md ta & day cho
cac protein theo sang ché. Tuy nhién, cac dot bién FGF21 bién ddi hoa hoc duge boc
16 & day co thé c6 cac hoat tinh bd sung, ting cudng hodc giam hoat tinh sinh hoc,
hodc cac dac tinh khéc, chéng han nhu ting hodc giam thdi gian ban hity, khi so sanh
v&i cac dot bién FGF21 khong duge cai bién.

Ché phim diéu tri ctia céc protein dung hop va viée st dung cua ching

Séng ché ciing @& xuét cac ché phim diéu trj bao gdm mét hoic nhiéu protein
dung hop theo sang ché mo ta & day va trong hon hop véi chét bao ché duoc dung
hodc sinh ly dung hodc chét mang dugc dung dugce chon dé phu hop véi kiéu ap dung.
Céc thanh phén duoc du tinh cu thé dua trén, vi du, su nhan biét cua cac protein dung
hop thé hién céc dic tinh ting cudng.

Theo mdt sé phuong 4n, cac ché phim diéu tri duoc diéu ché & dang co thé
tiém, hodc dang dung dich 16ng hodc huyén phu; dang rin phu hop cho dung dich
trong, hodc huyén phu trong, cac td duoc 16ng 16ng dé phun ciing c6 thé duoc didu ché.
Liposom dugc bao gbm trong giéi han cta chit mang dugc dung. Mubi dugc dung
cling co thé xuét hién trong dugc phém, vi du, cac mudi axit khoang chéng han nhu
hydroclorit, hydrobromit, phosphat, sulfat, va twong tu; va cac mudi cta axit hitu co

chéng han nhu axetat, propionat, malonat, benzoat, va twong tu. Su ban luin k¥ ludng
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vé ta duoc ¢ dugc hoc ¢ thé chép nhan c6 sin trong Remington: The Science and
Practice of Pharmacy (1995) Alfonso Gennaro, Lippincott, Williams, & Wilkins.

Céc vat liéu bao ché c6 thé chip nhan tot hon 1a khong ddc v6i nguoi tiép nhén
& lidu lugng va ndng do6 dugc dung.

Thanh phén duoc hoc ¢o thé bao gém cac vat liu diéu ché dé bién dbi, duy tri,
hodc bao quan, vi du, do pH, néng do mol, d6 nhét, do rd nét, mau séc, tinh déng
truong, mui, do vo trung, tinh 4n dinh, ty 1€ tan hodc giai phéng, tinh hép phu, hodc do
thAm cta thanh phan nay. Cac vt liéu bao ché phu hgp bao gbm, nhung khong chi
gi6i han 0, axit amin (ching han nhu glyxin, glutamin, asparagin, arginin, hodc lysin),
khéang vi sinh vat, chdng oxy hoa (ching han nhu axit ascorbic, natri sulfit, hodc natri
hydro-sulfit), chét dém (ching han nhu borat, bicarbonat, Tris-HCI, xitrat, phosphat,
hodc céc axit hitu co khac), cac chét phinh (ching han nhu manitol hodc glyxin), céc
chét tao cang (ching han nhu axit etylendiamin tetraaxetic (EDTA)), cac chét phirc
hop (ching han nhu cafein, polyvinylpyrolidon, beta-cyclodextrin, hodc
hydroxypropyl-beta-cyclodextrin), chit don, monosacarit, disacarit, va hydrat cacbon
khac (chémg han nhu glucoza, manoza, hodc dextrin), cic protein (chéng han nhu
salbumin huyét thanh, gelatin, hodc globulin mién dich), chit nhudm mau, chét pha
lodng va tao huong, cac chét nhil twong hoa, cdc polyme wa nudc (chidng han nhu
polyvinylpyrolidon), polypeptit phén tu khéi thip, ion dém tao mudi (ching han nhu
natri), céc chat bao quan (chdng han nhu benzalkoni clorua, axit benzoic, axit salicylic,
thimerosal, phenetyl alcohol, metylparaben, propylparaben, chlorhexidin, axit sorbic,
ho#c hydrogen peroxit), cac dung moi (ching han nhu glycerin, propylen glycol, hodc
polyetylen glycol), ruou dudng (chdng han nhu manitol hodc sorbitol), cac chét ngung,
cdc chit hoat tinh bé mit hoic céc chét lam uét (chéng han nhu pluronic; PEG;
sorbitan este; polysorbat ching han nhu polysorbat 20 hodc polysorbat 80; triton;
trometamin; lexithin; cholesterol hodc tyloxapal), cac chét ting cudng 4n dinh (chang
han nhu sucroza hodc sorbitol), céc chit ting cudong tinh truong (chidng han nhu
halogen cda kim loai kiém; tot hon 14 natri ho#c kali clorua; hodc manitol sorbitol), cac
ta duoc 16ng phan phdi, cac chét pha lodng, t4 dugc va/hodc ta dugc dugc pham (xem,
vi du, Remington’s Pharmaceutical Sciences (18th Ed., A. R. Gennaro, ed., Mack
Publishing Company 1990), va cac tai ban ctia n6, duge dinh kem & déy dé tham chiéu

cho moi muc dich).
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Duoc phdm tbi uu sé& duogc xac dinh bdi ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay dua trén, vi dy, cac 1§ trinh du dinh ap dung, dang thtrc phan phéi, va liéu
luvong mong mudn (xem, vi du, Remington’s Pharmaceutical Sciences, supra). Cac
thanh phan nay c6 thé tac dong dén trang théi vat ly, su 4n dinh, ty 1& giai phong in
vivo, va ty 1& lam sach in vivo cua protein dung hop theo sang ché.

Céc ta duge 16ng hodc chit mang cdn ban trong duoc phim vé& ban chét c6 thé
¢6 nuée hoic khong ¢6 nude. Vi du, ta dugc long hodc chit mang phu hop dé tiém co
thé 14 nuéc, dung dich chta mudi sinh 1y, hodc dich ndo tiy nhan tao, c6 thé duogc bd
sung v6i cac vat liéu khac thong thudng trong céc duge pham dé dung ngoai duong
tiéu héa. Nuéc mudi dém trung tinh hodc nude mudi tron véi albumin huyét thanh la
céc ta duoc long mau khéc. Duoc phém mau bao gém dém Tris khoang do pH 7,0-8,5,
hoidc dém axetat c6 do pH khoang 4,0-5,5, ma co thé bao gém thém sorbitol hodc chét
thé phu hop. Theo mot phuwong an cta sang ché, dugc phém song chuc ¢o thé duoc
didu ché dé luu trix béng cach tron céac thanh phﬁn duogc chon ¢6 do mong mudn cta
nhidu chat bao ché tuy chon (Remington’s Pharmaceutical Sciences, supra) Trong
dang banh kho lanh hodc dung dich nudc. Ngoai ra, san phém protein song churc co thé
duoc tao thanh dang kho lanh sir dung cac ta dugc phu hop ch?mg han nhu sucroza.

Dugc phim chira protein dung hop theo sing ché ¢ thé chon dé phan phdi
ngoai duong tiéu hoéa. Ngoai ra, cac thanh phan c6 thé dugc chon dé xong hodc dé
phéan phdi qua dudng tiéu hoa, ching han nhu dudong miéng. Su didu ché cac thanh
phan ¢6 dugc hoc ¢6 thé chip nhan nay 1a rd rang v6i nhitng nguoi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thudt nay.

Céc thanh phan bao ché 1a c6 mit véi ndng dd 6 thé chip nhan dbi voi vi tri ap
dung. Vi du, céac chit dém duoc dung dé duy tri dd pH vét ly hodc & do pH thép hon
mot chit, cu thé 1a trong khoang pH tir khoang 5 dén khoang 8.

Khi dung ngoai duong tiéu héa dugc du tinh, cac ché phém diéu tri dé st dung
trong sang ché ¢ thé 1a dang khong pyrogen, ¢6 thé dung ngoai duong tiéu hoa, dung
dich nudc bao gdbm protein song chitc mong muén trong ta dugc 16ng c6 duge hoc ¢o
thé chip nhan. T4 dugc Iéng dic bidt phit hop dé tiém ngoai dudng tiéu héa la nudce
pha lodng v trung trong d6 protein song chirc dugc tao thanh dang dung dich dong
notron, vO trung duoc bao quan phu hop. Tuy nhién cach diéu ché khac co thé bao

gdm su tao thanh clia phén t& mong mudn v6i mot chat, ching han nhu cac vi cau co
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thé tiém, cac hat co thé #n mon sinh hoc, cic hop chét polyme (chéng han nhu axit
polylactic hodc axit polyglycoli), hat kim loai, hodc liposom, ma mang dén sy giai
phéng duoc kiém soat hoic duy tri cia san phim ma sau d6 co thé phan phdi qua
thudc tiém trong kho. Axit hyaluronic cling c6 thé duoc str dung, va no cé thé c6 hiéu
qua tang cuong thoi gian duy tri trong chu trinh. Cong cu phu hop khéc dé dua vao
phan t&r mong mudn bao gém céc thiét bi phan phoi thudc cy.

Trong mdt phuong an, dugc phém c6 thé duoc bao ché dé xong. Vi du , protein
song churc cua sang ché c6 thé duge bao ché dang dot kho dé x6ng. Dung dich xong
protein song chirc cling c6 thé duge bao ché véi chat day dé phan phdi son khi. Theo
phuong an khac nira, cdc dung dich co thé duoc phun. C4ch dung qua phoi duge md ta
thém trong cong bb don qubc té s6 WO 94/20069, ma md ta phén phdi qua duong phoi
clia cac protein bién d6i hoa hoc.

N6 ciing dugc du tinh 1a cac bao ché nhét dinh c6 thé duoc ding qua duong
miéng. Theo mdt phuong 4n cia sang ché, cac protein dung hop theo sang ché ma
dugce dung trong nganh co thé duoc bao ché véi hodc khong co cac chit mang dugc st
dung thong thuong trong hop chét cua dang lidu ding ran ching han nhu vién nén va
vién nang. Vi duy, vién nang co thé duoc thiét k& dé giai phong thanh phan hoat tinh
ctia su bao ché & diém trong dudong da day khi kha dung sinh hoc 16n nhét va su thoai
bién tién hé théng 12 nhé nhat. Cac chét bd sung co thé dugce bao gdm dé tao thuan loi
cho su hép phu cta protein dung hop theo sang ché. Cac chit pha loang, chét tao
huong, sép ha diém nong chay, dau thuc vat, chat bdi tron, céc cht ngung, cac chét
tan ra vién nén, va cac cAu ndi cling dugce su dung.

Thanh phan dugc hoc khéc ¢6 thé bao gébm lugng hitu hi¢u protein dung hop
theo sang ché trong hdn hop véi ta dugc khong doc hai ma phu hop dé san xuit vién
nén. Bing cach hoa tan vién nén trong nude vo tring, hodc dung dich ta duoc long phu
hop khac cé thé duoc didu ché theo dang lidu-don vi. T4 dugc phu hop bao gom,
nhung khong chi gidi han &, cac chét pha loang tro, chéng han nhu canxi carbonat,
natri carbonat hodc bicarbonat, lactoza, hodc canxi phosphat; hodc cac cAu nbi, chéng
han nhu tinh bot, gelatin, hodc cdy keo; hodc cac chét bdi tron chéng han nhu magie
stearat, axit stearic, hodc bdt tan co.

Dugc phim bd sung bao gdm cac protein dung hgp theo sang ché sé& 1a bing

chirng véi nhiing nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay, bao gdm
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viéc bao ché gdm co céc protein dung hop theo sang ché dang bao ché phan phdi dugc
han ché hoidc dugc duy tri. Ky thuat dé bao ché cac bién phap phan phdi dugc han ché
hodc dugc duy tri khéc, ching han nhu cac chit mang liposome, vi hat c6 thé an mon
sinh hoc hodc hat x6p va tiém giai phong chim, cling duge biét dén boi nhitng nguoi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc (xem, vi du, cong bb don qubc té s6 WO
93/15722, ma mo ta sy giai phong dugc kiém soat cta vi hat polymeic xbp dé phan
phéi duoc phém, va Wischke & Schwendeman, 2008, Int. J Pharm. 364: 298-327, va
Freiberg & Zhu, 2004, Int. J Pharm. 282: 1-18, ma ban lugn vé& cach didu ché va st
dung thé trung tim/vi hat).

Céac vi du bd sung clia viéc diéu ché giai phong duge duy tri bao gbm cac ma
tran polyme ban thidm dang cac vat phém dinh hinh, vi du film, hodc vién vi nang. Cac
ma tran giai phong dugc duy tri co thé bao gém polyester, hydrogel, polylactit (patent
U.S. s6 3,773,919 va patent chau Au s6 0 058 481), copolyme clia axit L-glutamic va
gama etyl-L-glutamate (Sidman et al., 1983, Biopolymes 22: 547-56), poly (2-
hydroxyetyl-metacrylat) (Langer et al., 1981, J. Biomed. Mater. Res. 15: 167-277 va
Langer, 1982, Chem. Tech. 12: 98-105), etylen vinyl axetat (Langer et al., néu trén)
hoidc axit poly-D-3-hydroxybutyric (patent EP sb 0 133 988). Cac thanh phan giai
phong dugc duy tri cling ¢o thé bao gdm liposom, ma ¢6 thé duogc didu ché bang bét ky
phuong phép da biét nao trong linh vuc. Xem, vi du, Epstein et al., 1985, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 82: 3688-92; va patent EP $6 0 036 676, 0 088 046, va 0 143 949.

Duoc phém cua sang ché dugc st dung dung in vivo ddc biét phai dugc vo
trang. N6 dugc thuc hién bang cach loc qua mang loc vo trung. Khi céc thanh phan
duoc dong kho, su khir tring sit dung phuong phéap nay ¢6 thé duoc thuc hién hodc
truée, hoic sau khi dong kho va hoan nguyén. Thanh phan dé dung ngoai dudng tiéu
hoa c6 thé duoc bao quan ¢ dang dong kho hodc dang dung dich. Ngoai ra, thanh phan
dung ngoai duong tiéu hoa nhin chung con duge dic trong binh chira c6 duong vao vo
trung, vi du tai dung dich tinh mach hodc lo c6 miéng chan c6 thé choc xuyén béng
kim tiém dué1i da.

Khi duge phdm duoc bao ché, no c6 thé dugc bao quan trong binh vo trung nhu
dang dung dich, huyén phu, keo, nhil tuong, chét rin, hodc dang bui duoc khir nude
hodc dong kho. Céc bao ché nay co thé dugc bao quan hodc ¢ dang san sang st dung

hodc & dang (vi du, dong khd) can hoan nguyén trudc khi dung.
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Trong phuong an cu thé, sang ché duoc chi dén cac bo dé tao ra don vi dung
mot liéu. Céc bd nay ddu chira ca binh chtra thir nhit ¢6 protein kho va binh chira thu
hai ¢6 nude bao ché. Ngoai ra cling bao gdm trong pham vi cia sang ché 1a cac bo
chia cac 6ng tiém don ngdn va da ngan dugc dong trude (vi du, bng tiém long va
lyosyringes).

Liéu ctia cac protein dung hop va cach ding cta ching

Luong hiru hi€u cua duoc phém cua sang ché duoc dung tri liéu dua trén, vi du,
theo muc tiéu va hoan canh didu tri. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky
thuat nay s& danh gia ring mirc lidu lwong phit hop dé didu tri s& thay doi theo do tuy
thudc, mot phan, vao phan tir duge phan phéi, chi thi dé st dung bién thé protein dung
hop, cach dung, va kich thudce (khéi lugng co thé, bé mit co thé, hodc kich thudc gan)
va tinh trang (tué)i va sttc khoe) ciia bénh nhan. Theo dd, bac s 1am sang co thé chuén
do liéu luong va diéu chinh 19 trinh dung dé thu dugc hiéu qua diéu tri tdi uu. Liéu
lugng dac trung co thé ndm trong khoang tir 0,1 pg/kg dén khoang 100 mg/kg hodc
nhiéu hon, dua trén céc nhan td md ta & trén. Theo phuong an khéc, lidu luong co thé
nim trong khoang tr 0,1 pg/kg dén khoang 100 mg/kg; hodc 1 pg/kg dén khoang 100
mg/kg.

Tan suét lidu lugng s€ dua trén céc thong s6 dugc dong hoc cta protein song
chure trong bao ché dugc st dung. Cu thé, bac si 1am sang s& diéu chinh thanh phén
cho dén khi lidu luong dat hiéu qua mong mudn. Thanh phin do d6 c6 thé dugc dicu
chinh nhu mot lidu, hai lidu hodc nhiéu lidu (c6 thé chira hoic khong chtra lugng nhu
nhau ctia phin tr mong mudn) theo thdi gian, hodc truyén lién tuc qua thiét bi cdy
hodc éng thong. Su tinh ché thém cua lidu phit hop duoce thuc hién déu din béi nhiing
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyuc k¥ thuat nay va bén trong pham vi cua
nhiém vu thuong dugc ho thuc hién. Cac lidu luong phu hop ¢o6 thé duoc ca biét hoa
thong qua viéc st dung dit li¢u phén ng lai lidu luong phu hop.

Lo trinh dung thudc cta dugc phim theo céc phuong phap da biét, vi du, duong
miéng; thong qua viéc tiém vao tinh mach, trong mang bung, trong nao (trong md
mém), trong ndo thét, trong co, trong dong mach, trong truc chinh, hodc trong vét ton
thuong; bing hé thong giai phong duge duy tri (ma cling c6 thé dugc tiém); hodc bing
céc thiét bi cdy. Khi ¢6 nhu cdu, cac thanh phan c6 thé dugc diéu chinh bang cach tiém

nhanh mat lidu hoic lién tuc béng cach truyén, hodc béng thiét bi céy.
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Ngoai ra hodc thém vao do, thanh phén ¢6 thé duoc diéu chinh cuc bd thong
qua su ciy ctia mang, xbp, hodc vat liéu khac phu hop & d6 phén tir mong muén duoc
hép phu hodc nang hoéa. Khi thiét bi céy duoc sur dung, thiét bi c6 thé céy vao trong bat
ky md hodc gan phu hop nao, va phan phdi cia phan tir mong mudn c6 thé thong qua
su khuéch tan, gidi phong lidu tiém nhanh theo thoi gian, hodc dung lién tuc.

Cong dung diéu tri ctia cac protein dung hop

Céc protein theo sang ché c6 thé dugc dung dé didu tri, chdn doan, cai thién
hodc ngan chdn mot s bénh, 161 loan, hoic cac tinh trang, bao gém, nhung khong chi
gidi han & cac rdi loan chuyén héa. Theo mot phuong éan, rdi loan chuyén hoa dugc
diéu tri 12 bénh dai thdo duong, vi dy, bénh dai thao dudng typ 2. Trong phuong an
khac, rdi loan chuyén héa 1a bénh béo phi. Cac phuong an khéc bao gbm cac tinh trang
thudc trao ddi chat hoic rdi loan chéng han nhu bénh déi thado duong typ 1, bénh viém
tuy, lipit mau bét thudong, bénh gan nhiém chit béo khong do ruou (NAFLD), bénh
viém gan c6 u m& khong do rugu (NASH), khang insulin, insulin mau cao, khong
dung nap glucoza, glucoza méau cao, hoi chirng chuyén héa, ching ting huyét ap, cac
bénh tim mach, nhoi méau co tim cép tinh, chirng xo vita dong mach, bénh dong mach
ngoai bién, dot quy, suy tim, bénh tim mach vanh, bénh thén, bién ching tiéu duong,
bénh than kinh, rdi loan lién quan dén dot bién bit hoat trAm trong trong thu thé
insulin, chimg liét nhe da day va céc roi loan chuyén hoa khac.

Khi dung, rdi loan hodc tinh trang ching han nhu bénh dai thdo dudng typ 1
hodc typ 2 hodc bénh béo phi cod thé dugc diéu tri bang cach cho ding bién thé protein
FGF21 nhu dugc mo ta & day ddi v6i bénh nhan c6 nhu cau theo luong lidu dung didu
tri hitu hiéu. Su cho ding c6 thé dugc thuc hién nhu duge mé ta & day, chang han nhu
bing cach tiém tinh machn, tiém vao mang bung, ti€ém vao bép, hodc qua dudng miéng
theo dang vién nén hodc bao ché 1éng. Trong hiu hét cac tinh hudng, liéu mong mubn
c6 thé dugc xac dinh boi bac si 1dm sang, nhu duge mo ta & day, va c6 thé dai dién cho
lidu lugng diéu tri hitu hiéu cua dot bién polypeptit FGF21. N¢ 1a 1 rang v6i nhiing
ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay rang liéu lugng diéu tri hitu
hiéu ctia Dot bién polypeptit FGF21 s& phu thudc, khong ké nhing yéu tb khéc, vao ké
hoach cho dung, liéu don vi cia khang nguyén dugc cho dung, liéu phan tor axit
nucleic hodc polypeptit dugc cho dung két hop voi cac chit diéu tri khac hay khong,

tinh trang mién dich va stc khoe cta thu thé. Thuét ngit “lidu luong diéu tri hiru hiéu,”
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Nhu duoc sit dung & ddy, nghia 14 lwong dot bién polypeptit FGF21 ma goi ra phan
ung sinh hoc hodc y hoc trong hé théng md, dong vat, hodc con nguoi duge tim ra béi
cac nha nghién clru, bac siy té, hodc cac bac si lam sang khac, ma bao gém su lam diu
tri¢u chirng cia bénh hodc rdi loan dugc diéu tri.

Nhu duoc md ta chi tiét & dy, sang ché s& duoc hiu r5 hon v6i sy tham chiéu
dén cac vi dy, ma duge bao gém chi nhdm muc dich minh hoa va khong duge dung dé
gi6i han sang ché.

Su thuc hanh cua sang ché sé& sir dung, trir phi duoc chi 18 khac, cdc phuong
phéap thong thuong vé hoa hoc, sinh hoa hoc, sinh hoc phan ti, mién dich hoc va dugc
hoc, trong pham vi linh vuc. Céc k¥ thuat nay dugc gidi thich day du trong cac tai liéu.
Xem, vi du, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Edition (Easton,
Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990); Methods In Enzymology (S.
Colowick va N. Kaplan, eds., Academic Press, Inc.); va Handbook of Experimental
Immunology, Vols. I-IV (D.M. Weir va C.C. Blackwell, eds., 1986, Blackwell
Scientific Publications); va Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2nd Edition, 1989).

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Biéu ché céc protein bién thé FGF21

Céu trtc biéu hién cho FGF21 V76: Bién thé FGF21 duoc nhan dong vao trong
vecto biéu hién pET30a duoc cai bién E.coli, mo ta boi Achmuller et al. (2007)
(Nature Methods 4:1037-1043), dé tao ra sy dung hop trong khung vao dudi hexa-
histidin theo sau béi dudi NP°-EDDIE & dau N cia FGF21 (aa 33-209).

Biéu hién va tinh ché cia FGF21 V76: Plasmit biéu hién pET30a-His-N""-
EDDIE-FGF21 duogc bién nap vao té bao c6 cong hiéu E. coli BL21 Star (DE3)
(Invitrogen). Su sinh truéng qua dém tir cum khuan don clia cac té bao méi duoc cai
bién duoc thuc hién trong 50 mL Terrific Broth (TB) chtta 50 pg/mL kanamyxin &
37°C. Tién nudi ciy dugc cai bién thanh méi truong TB 1 L véi kanamyxin va duge
nuéi cdy trong binh c6 vach ngin & 37°C va lic & 250 rpm. Sau khi 6 gio, biéu hién
ctia FGF21 duogc gdy ra bang cach thém vao IPTG ¢ ndng do cudi cing 1a 1 mM, va
dich nudi cdy duoc sinh truéng qua dém & 37°C. Cac té bao sau d6 dugc thu hoach va
tai ngung thanh 50 mL chit dém phan giai da lanh; Tris-HCI 50 mM, pH 8, NaCl 150

mM, EDTA 1 mM, theo sau béi su phan giai st dung microfluidizer™.
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Thé vui (IBs) duoc két tia bing cach quay ly tdm & 30.000 x g trong 1 gio &
4°C. IBs dugc ria véi Tris-HCI 50 mM, pH 8, NaCl 150 mM va sau d6 hoa tan thanh
30 mL chéit dém hoéa tan; Tris-HCI 10 mM, pH8, NaH,PO, 100 mM, GnHCI 6 M. IBs
hoa tan dugc lam trong bang cach quay ly tdm & 30.000 x g trong 1 gi¢ & 25°C. Dung
dich IB duoc nap vao cdt 5 mL ctia nhya hi€u sut cao Ni-NTA (GE Healthcare) can
bang véi chit dém hoa tan. Céc protein lién két v6i nhyua duoc rira giai bang cach giam
d6 pH xudng 4,5. Nudc giai hép dugc didu hoa bing cach diéu chinh do pH va thém
dithiothreitol (DTT) & ndng do 20 mM. Nudc giai hdp di diéu hoa duoc pha lodng tir
tir nhidu 14n thanh 1 L dém; Tris-HCI 50 mM, pH 8, arginin 0,5 M, DTT 20 mM, sau
do6 U trong 2 ngay & 4°C. Mau pha loang dugc cd lai chuyén d6i chat dém thanh Tris-
HCI 20 mM, pH 9 st dung phuong phép siéu loc. Mau cd lai duogc tai vao ¢t 10 mL
nhua chay nhanh Q sepharoza (GE Healthcare) can bang voi Tri-HC1 20 mM (pH9).

Sau khi rira nhua véi chit dém can béng, cac protein lién két v&i nhua dugc rira
giai v6i Tris-HCI 20 mM, pH 9, NaCl 500 mM. DPé loai bé manh dung hop His-NP
tach ra va bat ky protein dung hgp khong dugc tach nao tir protein FGF21 gap lai,
nudc giai hép duoc tai 1én ¢dt 5 mL cda nhua hiéu sut cao Ni-NTA can b%mg véi 20
mM Tris, pH 8,0, imidazol 50 mM, va phén chay qua chtra FGF21 dugc thu lai. pé
giam mirc ndi doc b, phan FGF21 dugc xtt ly v6i nhua EndoTrap HD (Hyglos) cén
béng v6i Tris 10 mM, pH 8, imidazol 50 mM, NaCl 500 mM, CaCl, I mM . Mau ¢
noi doe t6 thap duge thim tach chdng lai PBS va sau d6 khtr trung v6i bd loc 0,22 pm.
Protein FGF21 d tinh ché dugc dong lanh trong nito 16ng va bao quan ¢ -80°C. Néng
do protein dugc xac dinh béng cach thu bic xa & 280 nm st dung 9362 M-1 cm-1 nhu
hé sé dép tit phan tir cho FGF21. D¢ tinh khiét va d toan ven protein dugc xac dinh
bang HPLC, SDS-PAGE va phép do phd sic ky 1ong 16n.

Xystein PEGyl hoa bién thé FGF21: Bién thé FGF21 V76 (R154C) c¢6 xu
hudéng dime hdéa qua xystein dugc thiét ké; do d6, trudc khi PEGyl hoa dung dich
protein (cu thé 13 5 mg/mL trong chét dém Tris) dugc giam dan v6i mercaptoetylamin
5 mM trong 30 phut trén da va khu mudi 1apk tire trong Tris 20 mM, pH 7. Protein
méi duge giam (cu thé 1a 3 mg/mL) ngay sau d6 duge PEGyl héa véi 1,5 duong lugng
ctia 40kDa chat phan ng maleimido-PEG phan nhanh (NOF, Cat. # GL2-400MA tu
chudi Sunbright) trong 3 gid trén bing da. protein dugc PEGyl hoa cudi cing duoc

tinh ché bang phép sic ky trao ddi anion (MonoQ) véi hidu suét tdng thé khoang 25%.
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CAu trtc biéu hién cho céc bién thé Fc-FGF21 dung hop: cADN cho bién thé
FGF21 ngudi ma hoa axit amin 33-209 dugc tach dong vao san phim vecto biéu hién
& dong vat c6 vi ciia gen khéi dong virut cytomegalo (CMV) trong khung voi chudi
diu N bao gdm peptit khai dau (globulin mién dich chudi kappa) vao sy tach ra truc
tiép cua cac protein, sau d6 mién Fc va ciu ndi ngén.

Biéu hién va tinh ché bién thé Fc-FGF21: Céc protein bién thé Fc-FGF21 dugc
biéu hién vao trong céac té bao HEK293T (American Type Culture Collection). Céac té
bao dugc sinh trudng trong dich nudi cdy huyén phu & 37°C, 8%CO,, trong mdi
truong biéu hién Freestyle 293 (Invitrogen, Cat. #12338-018) cho dén ngay chuyén
nap. Cac té bao dugc quay ly tam & 1000xg trong 7 phit trong swinging bucket rotor
va dugc dém sir dung bd dém té bao ty dong. Cac té bao dugc pha lodng trong 900 mL
moi truong Freestyle 293 thanh ndng do cudi 1,4x10° té bao/mL va dit vao trong binh
khong c6 vach ngin 3 L (Corning, Cat. #431252). Cac té bao dugc chuyén nap st
dung hdn hop polyetylenimin (PEI) va plasmit nhu sau. Ba mL dung dich gbe 1
mg/mL vo tring theo ddy, M.W. 25.000, PEI (Alfa Aesar, Cat.#43896) dugc thém vao
50 mL méi trudng Freestyle 293, trdn nhe va u ¢ 25°C trong 5 phut. Cung luc, 1 mg
plasmit khong ndi doc t§ dugc thém vao 50 mL mdi trudng Freestyle 293 va loc vo
trung st dung bo loc 0,22 uM. Hon hop PEI sau d6 dugce thém vao ADN da loc vo
trung, tron nhe va dé u & 25°C trong 10 phut. Hon hop PEI-plasmit sau d6 dugc thém
vao binh 3 L chtra té bao HEK 293T pha loang va dat & 1o a khudy & 125 RPM, 37°C,
8% CO,.

Trong ngay thtr 6 sau khi chuyén nap, cic t& bao dugc quay ly tam & 2000xg
trong 10 phut va phén ndi trén bé mit duge thu hoach. Phan ndi trén bé& mit duoc lam
trong thém bﬁng cach loc qua bd loc 0,8/0,2 uM (Pall Corporation, Cat. #4628).

Tinh ché mé protein FGF21duoc thuc hién bé‘mg cach thém nhanh 1 mL dong
protein A Sepharoza tai t6 hop (GE, Cat. #17-5138-03), mdi 20 mg cla protein mong
mubn duoc tinh ché, truc tiép vai phan ndi trén bé mit duoc lam trong va u trong mot
tiéng & 4°C va quay nhe. Hon hop phan ndi trén bé mit sau d6 dugc db qua Sic ky cot
Poly-Prep dung mot lan (Bio-Rad, Cat. #731-1550) va dong chay qua dugc loai bo.
Cac hat duoc gitr lai dugc ria véi 5 thé tich cot cia DPBS, dd pH7,4 (Invitrogen, Cat.
#14190-144). Viéc rira giai protein tir cac hat protein A dugc thuc hién béng cach
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thém vao 20 thé tich cot cia 50 mM chit dém natri xitrat, pH 3.0. Chét dém rua giai
duoc trung tinh hoa bang cach thém vao chat dém Tris-HCL 20%, pH 9,0.

Phép séc ky loai trr kich thude dugce thue hién nhu budce khir sach thir hai béng
cach chay vat li€u dugc tinh ché mé Protein A qua cot High Load 26/600 Superdex
200pg (GE, Cat. #28-9893-36). Hiéu suét protein tinh ché dugc dinh lugng boi A280.
SDS-Page duoc chay dé thdm tra do tinh khiét va khéi luong phan tir. Mitc ndi doc t6
duoc dinh lugng béng cach str dung hé théng Endosafe PTS (Charles River Labs).

Vi du 2: Do su hdp thu 2-Deoxyglucoza (2-DOG) phu thuéc FGF21

FGF21 duoc thé hién dé ting cudng hip thu glucoza trong céc té bao tao m&
3T3-L1 chudt khi ¢c6 mat va Véng madt cua insulin, va dé giam sy cho dn va cb dinh
glucoza trong mau, triglycerit, va muc glucagon trong chudt ob/ob va db/db va chudt
ZDF 8 tuin tudi trong phuong phap phu thudc vao lidu lwong, nhor d6, cung cap co s&
dé sir dung FGF21 nhu lidu phap dé diéu tri bénh dai thdo dudng va bénh béo phi
(xem, vi du, cong bd don s WO003/011213, va Kharitonenkov et al., (2005) Jour. ctia
Clinical Invest. 115:1627-1635). Ngoai ra, FGF21 dugc quan st thdy ting cuong su
photpharyl hoa tyroxin cia FGFR-1 va FGFR-2 trong cac t€ bao tao m& 3T3-L1.

Cac nguyén bao s¢i 3T3-L1 dugc mua tir ATCC (Cat. # CL173). Cac té bao
duoc sinh truong dén dém duoc trong dia petri 150 cm va duge duy tri trong DMEM
v6i glucoza cao (Invitrogen, Cat. # 11995065) duoc bd sung véih Fetal Bovine Serum
10% va penixillin-streptomyxin 1% trong 4 ngay bd sung. Céc té bao sau d6 dugc biét
hoa trong moi trudong néu trén bd sung véi insulin 4 pg/mL (Sigma, Cat. # I-5500),
115 pg/mL IBMX (Sigma, Cat. # 15879) va 0,0975 pg/mL dexametason (Sigma, Cat.
#D1756) trong 3 ngay sau khi phuong tién biét hoa duoc thay thé v6i DMEM tron bd.
Mot khay ciia cac té bao tao m& 3T3-L1 biét héa duge gieo vio bdn khay 96-giéng
mdt ngdy sau khi thay ddi méi trudng.

Sau d6 c4c té bao tao md duge xt Iy v6i protein bién thé FGF21 va FGF21-WT
(xem Bang 2 vé danh sach cta cac bién thé; 30 M dén 100 nM 1a khoang néng do dac
trung duogc st dung) qua dém trong mdi truong hoan chinh. Céc té bao tao m& dugc
Xt Iy v6i cdc mau FGF21 1a huyét thanh khi doi trong 50 pL trén giéng chat dém KRH
(NaCl 0,75%; KC1 0,038%; CaCl, 0,0196%; MgSO, 0,032%; HEPES 0,025M, pH
7,5; BSA 0,5%; natri pyruvat 2 mM) trong 2 giod. Céc giéng dé tréng dugc thém vao
v6i xytochalasin B 1 pL (ndng d6 cudi 5 pg/ml) trong 15 phut. [3H]-2-DOG (20,6
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mCi/mmoL, 1 mCi/mL) dugc pha lodng 1:20 trong 2-DOG 5,1 mM lanh va 2-DOG 1
uL pha loang duoc thém vao mdi giéng va céac té bao dugce 1 trong 5 phut. Cac té bao
duogc rira voi 100 puL/giéng chit dém KRH ba 1an. SDS 40 pL/giéng 1% dugc thém
vao cac té bao va cac té bao dugc lic trong it nhat 10 phit. B6 sung chit 1éng phat
quang 200 pL/giéng va cac khay duoc lic qua dém va doc trong bo doc beta-
microplate. Cac gia tri thu dugc tir toan bo cot/dong, ma duge xtr Iy voi cytochalasin
B, dugc 14y trung binh va duogc trir tir cac gia tri khac. Dir lidu dugce phan tich bang
phin mém GraphPad Prism, két qua ctia n6 duoc tong két trong Bang 2. Céc bién thé
Fc-FGF21 dung hop V101, V103 va V188 duoc cao hon so v6i bién thé FGF21 V76
PEGyl hoa trong dé dua vao hép thu 2-deoxyglucoza bdi cac té bao tao md 3T3L1 cla
chudt.

Vi du 3: pERK trong thir nghiém Western ¢ té bao (In Cell Western - ICW)

Céc té bao HEK293 dugc chuyén nap 6n dinhvéi B-klotho ngudi duoc nudi cay
trong DMEM glucoza cao, FBS 10%, PS 1% va G418 600 ng/mL dugc gieo trong
poly-D-lysin phii cac khay 96-giéng (BD bioscience, Cat. #356640) & 30.000 té bao
mdi giéng qua dém. Céc té bao 1a cac huyét thanh d6i trong DMEM glucoza cao, BSA
0,5 % va HEPES 10 mM trong 4 gid. WT FGF21 va bién thé FGF21 (xem Béng 3 vé
danh sach céc bién thé) duoc pha loang thanh cic ndng do khac nhau (100 pM dén 300
nM 1a khoang ndng do cu thé duoc sir dung) trong méi truong doi. Cac té bao duoc
kich thich v6i FGF21 trong 10 phut. Sau khi kich thich protein bién thé FGF21 hoic
FGF21, phuong tién duoc hut ra tir cac giéng va cic té bao duge rira mot 1an véi PBS
100 pL lanh va sau d6 dugc lam dong véi 100 pl formaldehyt 4% trong 15 phut &
nhiét do trong phong va sau d6 13 i bd sung 10 phut véi metanol d4 lanh 100 pL.

Sau khi lam dong, cac té bao duoc rira v6i Triton X-100 0,3% trong PBS bbn
14n, 5 phut mbi 1an. Odyssey Blocking Buffer150 pL duoc thém vao céc té bao duoc
thAm & nhiét do trong phong trong 1,5 gio. Khang thé Phospho-ERK (pERK) dugc pha
loang dén ndng do 0,17 pg/mL (pha lodng theo ty 1& 1:200, hodc pha lodng nhu chi
dinh), va khang thé total-ERK (tERK) dugc pha lodng dén ndng do 2,2 pg/mL (pha
loang 1:200, hodc pha loang nhu chi dinh) trong Odyssey Blocking Buffer. Thém 50
uL vao mdi giéng, bé qua mot cot ma chi dugc xir ly voi khang thé thi cip dé tidu
chuén hoa cho nén tang. Cac khay dugc phil v6i thap gidy uét va nip lai dé ngan bay

hoi va sau d6 1 ¢ 4°C qua dém.
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Sau do, khang thé so cép duoc hat ra va rira bbn 1an véi Tween 20 0,3% trong
PBS trong mdi 5 phut. Trong khi rira, hdn hgp phan tng khang thé thtr cdp dugc diéu
ché trong Odyssey Blocking Buffer chira Alexa 680 ctia dé khang chudt pha loang
1:1000 (hodc pha lodng nhu chi dinh) va khang thé IRDye800 ctia dé khang thd pha
lodng 1:1000 (hodc pha lodng nhu chi dinh). Khi viéc rira hoan thanh, 40 pL cua hén
hop phéan tmg dugc thém vao mdi giéng. Cac khay dugc phu véi nép den dé bao vé
khang thé thtr cap khoi 4nh séng, va cac khay dugc u & nhiét d trong phong trong 1
gio trén may 1ic. Cubi cung, cac té bao duge rira lai bdn gid véi Tween 20 0.3% trong
PBS trong mdi 5 phut va sau d6 quét trén LI-COR Bioscience Odyssey Infrared
Imaging System (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE) trong céc kénh 700 nm (d6) va
800 nm (xanh). Alexa 680 nhuom mau tERK véi huynh quang cuc do (chiéu dai budc
song phat ra 668 nm), trong khi IRDye800 nhuém mau pERK véi huynh quang xanh
14 (chiu dai budc song phét ra 800 nm). Dé loai bd nén huynh quang, cic gia tri thu
dugc tir toan bd cdt/hang, ma dugc xur ly voi duy nhét khang thé thu cép, duoc léy
trung binh va trir di tir cac gia tri khac thu duogc tir khay. Pé tiéu chuan héa lugng
pERK c6 mit trong mi mau, cic gia tri cho pERK trong mdi khay dugc chia boi cc
gia tri cua tERK. Dir liéu dugc phan tich bing phdn mém GraphPad Prism, cac két qua
ciia né duoc téng két trong Bang 2. Céc bién thé dung hop Fe-FGF21 V101, V103 va
V188 1a cao hon bién thé FGF21 V76 dugc PEGyl héa trong thtr nghiém ERK
phosphoryl hoa.

Bang 2: Tong két ERK trong két qua thir nghiém Western & té bao va su hip

thu glucoza & té bao tao m& 3T3L1 cua chudt

pERK Hép thu Glucoza
ID bién thé FGF21 (HEK293/ B-klotho nguoi) (Cac té bao tao m& 3T3L1
EC50 £ SEM ctia chudt)

EC50 + SEM
V76 13 +4 nM (n=5) 5+ 1nM (n=3)
V101 0,60 + 0,06 nM (n=5) 0,60 + 0,06 nM (n=3)
V103 0,9 = 0,3 nM (n=5) 0,60 £ 0,07 nM (n=3)
V188 0,4 £0,1 nM (n=3) 0,48 £ 0,14 nM (n=3)

Vi du 4: Cac tht nghiém in vivo cua bién thé FGF21
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Chudt ob/ob 1a miu chudt cho bénh dai thdo duong typ2. Chudt thiéu leptin
chirc niing va dugc dic trung bdi glucoza méau cao, khang insulin, héu dn, gan nhiém
md va bénh béo phi. Chudt duc 0b/ob (10-13 tudn tudi) duge s dung dé do hiéu qua
trén glucoza trong méau cia bién thé FGF21 PEGyl héa V76 va cic bién thé dung hop
Fc-FGF21 V101, V103 va VI188.

Céc bién thé FGF21 hoidc ta dugc 16ng PBS dugc cho dung s.c. & 1 mg/kg
(V101, V103 va V188) hodc s.c & 5 mg/kg V76 hai lan trén tudn 12 ngay (4 liéu tong
thé). Trong ngay diu tién ctia nghién ctru, glucoza trong mau & dudi va khdi luong co
thé dugc do va chudt dugc phan thanh cdc nhom khac nhau (n=8 mdi nhém) véi
glucoza va khéi luong co thé trung binh phu hop trong cac nhém. Glucoza trong mau
dugc do sir dung bo do gluco (OneTouch). Insulin huyét tuong duge do trong ngay 1
truée khi dinh luong trong ngay 12, 24 gio sau lidu lwong cudi. Cac két qua cla cac
nghién clru nay dugc tdng két trong Bang 5.

Céc két qua ciia cac nghién clru nay duge tdng két trong Bang 3 va Cac Fig. 1-
3. Céc bién thé Fe-FGF21 dung hop V101, V103 va V188 1a cao hon céc bién thé
FGF21 PEGyl héa V76 & mdi diém dau dugc do trong nghién ctru va thap hon 5 lan
lidu lugng.

Bang 3. % thay dbi so véi ta dugc 1dng trong glucoza huyét twong, insulin, khéi
luong co thé (BW) ting 1én, TG/lipit gan boi bién thé FGF21 trong 12 ngdy nghién

clru trén chudt 0b/ob.

Tong két 12 ngay nghién ctru diéu tri trén chudt ob/ob bi dai thdo duong (% thay do6i

so vai ta dugce 1ong)

ID Liéu Glucoza Insulin Thé trong Lipit gan

bién thé (mg/kg) téng sb trong
FGF21 (AUC) huyét
tuong

V76 5,0 -42% -46% -7% -30%

V101 1,0 -53% -82% -12% -44%

V103 1,0 -46% -69% -12% -50%

V188 1,0 -42% -59% -11% -51%

Vi du 5: Duoc dong hoc cia bién thé dung hgp FGF21 & chudt
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Dé x4c dinh dic diém dugc dong hoc cua bién thé dung hop Fe-FGF21 V101,
V103 va V188, chudt C57BL/6J duoc tiém tinh mach véi san phém tht nghiém 1
mg/kg va ldy mau & cac thoi diém khac nhau dén 16 ngdy (384 gi®). Thu cdc mau mau
vao vi dng dugc phtt EDTA tr hé md dudi ham hodc phia sau & mét. Thu x4p xi 50 pL
mau & tirng thoi diém, thu dugc ~25 pL cla plasma.

Dé x4c dinh ndng dd san pham thir nghiém trong huyét tuong bang ELISA, phu
khay 384- giéng qua dém & nhiét do trong phong (RT) bang 2 pg/mL khang thé da
dong dé khang Fc —gama nguoi (30 uL/giéng) va sau d6 phong tda bang dich pha
lodng c6 chat nén 1a casein trong 2 gio & RT (100 uL/giéng). Mau dugc pha lodng,
mAu chuén, va déi chimg dugc bd sung vao khay (30 ul/giéng) va duge U trong 2 gio
& RT. Sau khi loai bo mAiu, rira cic giéng ba lan bang dich rtta phosphat (100
ul/giéng). Khang thé do, thé duoc gin HRP-ctia khéng thé bit giit, dugc bd sung vao
khay va u trong 1 gio & RT (30 uL/giéng). Sau khi rira khay lai ba 14n biang dung dich
rira phosphat (100 pL/ giéng), b6 sung co chét phat sang héa hoc (30 ul/giéng) va doc
do phat sang trong khay trong vong 5 phut bang cach str dung mdy doc khay thich hop.
Nhu duoc thé hién trong cac Fig. 4A va 4B, bién thé dung hop Fc-FGF21 c¢6 thoi gian
ban duy trong huyét twrong duge ting nhiéu lién quan dén thé dung hop Fc-FGF21 da
biét trong linh vuc nay (Figure 4A) va lién quan dén bién thé FGF21 V76 dugc PEG
hoéa (Fig. 4B).

Lugng huyét thanh ctia san pham thir nghiém Fc-FGF21 dugc dénh gia bing
Western blot dé so sanh véi luong duge xac dinh béng ELISA dé chic chin réng bién
thd Fc-FGF21 c6 do dai diy du va khong phai duy nhit Fc duge phét hién trong
ELISA. Hai uL. huyét thanh chudt dugc két hop v6i 2,5 ul dém nap 4X, 1 uL chat lam
bién tinh 10X va 4 ul. dH,0, nung néng dén 95°C trong 5 phit va dugc nap vao geo
polyacrylamit gradien 4-12% va dién di trong 1 gio 100 Vol (hiéu dién thé khong doi).
Chuyén mau lén gidy loc nitroxenluloza phu hgp véi Western blot sir dung hé iblot
(Invitrogen, Cat. # IB1001, thoi gian hoat dong la 7 phut). Phong téa mang loc
nitroxenluloza bang 30 mL dung dich phong tdéa Rockland (Cat. #MB-070), do theo
quy trinh hé théng chup ibot bing khang thé so cdp khang FGF21 dé & d pha loang
1:2000 (hé R&D, Cat. # BAF2539) va streptavidin duoc danh ddu huynh quang lam
chét thtt cip & do pha lodng 1:10000 (Licor, Cat. # 926-68031). Tao hinh anh lugng
protein 1én hé Licor Odyssey ¢ 700 nm va so sdnh véi dbi chimg V101 2 nM chay trén
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gel gidng nhu vay. Nhu duoc thé hién trong Fig. 4C bién thé FGF21 Fc c6 d dai hoan
chinh V101, V103 va V188 c6 kha ndng phat hién dugc bang cach st dung trén
Western Blot stt dung khang thé khang FGF21 dén 15 ngay tu huyét thanh chudt tr
nghién ctru duge dong hoc.

Vi du 6: Céc bién thé dung hop Fe-FGF21 V101, V103 va V188 c6 tinh 6n dinh
nhiét dong hoc cao

Protein c6 thé khong dugce gép nép ¢ pham vi nhiét do cu thé. Nhiét do dé
khéng gip nép protein 1a thong s6 thuc chét dé mé ta sir 4n dinh v& nhiét cta protein.
Phép do nhiét luong quét vi sai (Differential Scanning Calorimetry - DSC) duoc su
dung dé phat hién nhiét do khong gép nép ctia protein. Nhiét d6 ddc trung nay duoc
md ta 1a nhiét do néng chay (Tm), 1a nhiét do dinh trong khi protein khong gip nép.

Mau protein gdc dugc pha lodng trong PBS dén ndng d6 ~1mg/ml (0,5mg/ml
dén 1,2 mg/ml) véi tong thé tich 1a 0,5ml. Bb sung vao mdi giéng cua khay 96 giéng
DSC uéc s6 ctia 0,4ml mAu protein, chit tiéu chuan, PBS, va nuge DI. Sau d6 boc kin
khay. Phan tich miu trong médy do nhiét lugng quét vi sai ctia MicroCal. Quét nhiét do
tr 10 — 110 d6 C & tdc do 1 do trén mot phut,

Nhu duge thé hién trong Fig. 4 D, nhiét do néng chay ciia bién thé FGF21
V101, V103 va V188 rit cao. Didu nay trdi nguoc v6i nhiét do néng chay thép cia
bién thd FGF21 V76 va FGF21 kidu dai (khong thé hién). Cho ring tinh 6n dinh cua
V101, V103 va V188 dugc ci thién ddi véi viec bd sung dic biét cia lién két disulfua
thir hai tir thé dot bién Q55C va G148C méi. Dang 6n dinh nhiét dong hoc nay duoc
bién dén 1a dé bao vé céac protein khoi chit phan giai protein va ngoai ra c¢6 thé dich
ma thanh dang c6 tinh én dinh duge kéo dai in vivo va dic diém dugc doéng hoc dugc

cai thién dugc dic trung bai dit lidu trong cac Fig. 4B va 4C.
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YEU CAU BAO HQ

1. Protein dung hop chua bién thé FGF21 va vung Fc, trong d6 bién thé
FGF21 chita cac dot bién sau day so voi trinh tw hFGF21 d6 dai ddy du néu trong SEQ
ID NO:1: Q55C, R105K, G148C, K150R, P158S, S195A, P199G, va G202A.

2. Protein dung hop theo diém 1, trong d6 protein dung hop nay chia trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 11.

3. Protein dung hop theo diém 1, trong dé bién thé FGF21 duogc dung hop

véi ving Fe dd néu bang cau ndi GS.

4. Protein dung hop theo diém 1, trong d6 ving Fc la manh Fc duge cai

bién bang dot bién LALA.

5. Protein dung hop theo diém 1, trong d6 protein nay chua it nhét mot lién
két disulfua duoc thiét ké gitta GIn55Cys va gbc xystein & mot trong s6 Cys103,
Cysl121, Gly148Cys, Asnl49Cys, Serl151Cys, Prol52Cys, His153Cys, Argl54Cys,
Aspl155Cys, Prol56Cys, Alal57Cys, Argl59Cys, Glyl60Cys, Prol61Cus,
Alal62Cys, va Argl63Cys.

6. Protein dung hop theo diém 1, trong d6 protein ndy chura it nhét mot lién
két disulfua duoc thiét ké gitta Gly148Cys va gbc xystein & mot trong sb Cys103,
Cys121, Argd7Cys, Tyr48Cys, Leud49Cys, Tyr50Cys, Thr51Cys, Asp52Cys,
Asp53Cys, Ala54Cys, GIn55Cys, GIn56Cys, Thr57Cys, Glu58Cys, Glyl60Cys,
Prol61Cys, Alal62Cys, Argl63Cys, va Phel64Cys.

7. Protein dung hop theo diém 6, trong d6 protein nay con dugc ting cudng

bing lién két disulfua dugc thiét ké GIn55Cys-Gly148Cys.
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DANH MyC TRINH TU

<120> PROTEIN DUNG HQP CHUA BIEN THE FGF21

<130> PAT054783

<150> 61/539280

<151> 2011-09-26

<160> 13

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 209
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Asp
1

Val Leu

Asp Ser
Leu Tyr
50
Glu Asp
65
Leu Gln
Lys Thr
Ser Leu
Glu Asp
130
His Leu
145
Pro Ala
Pro Pro

Pro Leu

Ser

Ser
Ala
Ser
35

Thr
Gly
Leu
Ser
His
115
Gly
Pro
Arg

Gly

Ser
195

Asp
Gly
20

Pro
Asp
Thr
Lys
Arg
100
Phe
Tyr
Gly
Phe
Ile

180
Met

Glu
5
Leu
Leu
Asp
Val
Ala
85
Phe
Asp
Asn
Asn
Leu
165

Leu

Val

Thr
Leu
Leu
Ala
Gly
70

Leu
Leu
Pro
Val
Lys
150
Pro

Ala

Gly

Gly
Leu
Gln
Gln
55

Gly
Lys
Cys
Glu
Tyr
135
Ser
Leu

Pro

Pro

Phe Glu

Gly Ala
25

Phe Gly

40

Gln Thr

Ala Ala
Pro Gly

Gln Arg
105

Ala Cys

120

Gln Ser

Pro His
Pro Gly
Gln Pro

185

Ser Gln
200

His
10

Cys
Gly
Glu
Asp
Val
90

Pro
Ser
Glu
Arg
Leu
170

Pro

Gly

-73-

Ser
Gln
Gln
Ala
Gln
75

Ile
Asp
Phe
Ala
Asp
155
Pro

Asp

Arg

Gly
Ala
Val
His
60

Ser
Gln
Gly
Arg
His
140
Pro
Pro

Val

Ser

Leu
His
Arg
45

Leu
Pro
Ile
Ala
Glu
125
Gly
Ala
Ala

Gly

Pro
205

Trp
Pro
30

Gln
Glu
Glu
Leu
Leu
110
Leu
Leu
Pro
Leu
Ser

190
Ser

Val
15

Ile
Arg
Ile
Ser
Gly
95

Tyr
Leu
Pro
Arg
Pro
175

Ser

Tyr

Ser
Pro
Tyr
Arg
Leu
80

Val
Gly
Leu
Leu
Gly
160
Glu

Asp

Ala



<210> 2
<211l> 940
<212> ADN
<213> Homo

<400> 2

ctgtcagctg
acctggacaa
ccggagatca
tcaggactgt
atccctgact
acagatgatg
ggcgctgetg
attcaaatct
tatggatcgc
ggatacaatg
tcceccacacc
ccececcgeac
tcggaccctce
agccagaggc
tttttttatt
aaaaaaaaaa

<210> 3
<211> 181
<212> PRT
<213> Homo

<400> 3

sapiens

aggatccagc
ctggaatctg
cctgaggacc
gggtttctgt
ccagtcctcet
cccagcagac
accagagccc
tgggagtcaa
tccactttga
tttaccagtc
gggaccctgc
tcceggagec
tgagcatggt
tgtttactat
tttcttactt
aaaaaaaaaa

sapiens

cgaaagagga
gcaccaattc
cgagccattg
gctggctggt
cctgcaattc
agaagcccac
cgaaagtctc
gacatccagyg
ccctgaggec
cgaagcccac
accccgagga
acccggaatc
gggaccttcc
gacatctcct
gagataataa
aaaaaaaaaa
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gccaggcact
taaaccactc
atggactcgg
cttctgctgg
gggggccaag
ctggagatca
ctgcagctga
ttcectgtgcece
tgcagcttcc
ggccteccecge
ccagctecgcet
ctggceccccce
cagggccgaa
ctttatttat
agagttccag
aaaaaaaaaa

caggccacct
agcttctccg
acgagaccgg
gagcctgcca
tccggcagceg
gggaggatgg
aagccttgaa
agcggccaga
gggagctget
tgcacctgcece
tcctgccact
agccccccga
gccccagceta
taggttattt
aggagaaaaa

His
1
Arg
Leu
Pro
Ile
65
Ala
Glu
Gly
Ala
Ala

145
Gly

Pro
Gln
Glu
Glu
50

Leu
Leu
Leu
Leu
Pro
130

Leu

Ser

Ile
Arg
Ile
35

Ser
Gly
Tyr
Leu
Pro
115
Arg

Pro

Ser

Pro Asp
5
Tyr Leu
20
Arg Glu

Leu Leu

Val Lys
Ser
85

Glu

Gly

Leu
100
Leu His

Gly Pro

Glu Pro

Pro
165

Asp

Ser
Tyr
Asp
Gln
Thr
70

Leu
Asp
Leu
Ala
Pro

150
Leu

Ser
Thr
Gly
Leu
55

Ser
His
Gly
Pro
Arg
135

Gly

Ser

Pro
Asp
Thr
40

Lys
Arg
Phe
Tyr
Gly
120
Phe

Ile

Met

Leu
Asp
25

Val
Ala
Phe
Asp
Asn
105
Asn
Leu

Leu

Val

Leu
10

Ala
Gly
Leu
Leu
Pro
90

Val
Lys
Pro

Ala

Gly
170
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Gln
Gln
Gly
Lys
Cys
75

Glu
Tyr
Ser
Leu
Pro

155
Pro

Phe
Gln
Ala
Pro
60

Gln
Ala
Gln
Pro
Pro
140

Gln

Ser

Gly
Thr
Ala
45

Gly
Arg
Cys
Ser
His
125
Gly

Pro

Gln

Gly
Glu
30

Asp
Val
Pro
Ser
Glu
110
Arg

Leu

Pro

Gly

gagtctactc
agctcacacc
gttcgagcac
ggcacacccc
gtacctctac
gacggtgggg
gccgggagtt
tggggccctg
tcttgaggac
agggaacaag
accaggcctg
tgtgggctcc
cgcttecctga
atcttattta
aaaaaaaaaa

Gln
15
Ala

Val
His
Gln Ser
Ile Gln
Gly

80
Arg

Asp

Phe
95
Ala His

Asp Pro

Pro Pro

Val
160
Ser

Asp

Arg
175

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
940



Pro Ser Tyr Ala Ser

<210> 4
<211> 546
<212> ADN
<213> Homo

<400> 4

caccccatcc
ctctacacag
gtggggggcyg
ggagttattc
gccctgtatg
gaggacggat
aacaagtccc
ggcctgceccc

ggctcctecgg
tcctga

<210> 5
<211> 28
<212> PRT
<213> Homo

<400> 5

180

sapiens

ctgactccag
atgatgccca
ctgctgacca
aaatcttggg
gatcgctcca
acaatgttta
cacaccggga
ccgcactcecc
accctctgag

sapiens

tcctctectg
gcagacagaa
gagccccgaa
agtcaagaca
ctttgaccct
ccagtccgaa
ccctgecaccce
ggagccaccc

catggtggga
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caattcgggg
gcccacctgg
agtctcctgce
tccaggttcc
gaggcctgca
gcccacggcce
cgaggaccag
ggaatcctgg
ccttccecagg

gccaagtccg
agatcaggga
agctgaaagc
tgtgccagceg
gcttccggga
tccegetgea
ctcgecttect
ccceccagcec
gccgaagccce

gcagcggtac
ggatgggacg
cttgaagccg
gccagatggg
gctgcttcectt
cctgccaggg
gccactacca
cccecgatgtg
cagctacgcet

Met Asp Ser Asp Glu Thr Gly Phe Glu His Ser Gly Leu Trp Val Ser

1 5 10 15
Val Leu Ala Gly Leu Leu Leu Gly Ala Cys Gln Ala
20 25
<210> 6
<211> 15
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 6
g9999s9999s ggggs
<210> 7
<211> 406
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 7
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly
1 5 10 15
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
20 25 30
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
35 40 45
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
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120
180
240
300
360
420
480
540
546
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50 55 60
His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
65 70 75 80
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 90 95
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
100 105 110
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
115 120 125
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
130 135 140
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
145 150 155 160
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
165 170 175
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
180 185 190
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
195 200 205
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215 220
Pro Gly Lys Gly Ser Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln
225 230 235 240
Val Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln Thr Glu Ala
245 250 255
His Leu Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln
260 265 270
Ser Pro Glu Ser Leu Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile
275 280 285
Gln Ile Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp
290 295 300
Gly Ala Leu Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe
305 310 315 320
Arg Glu Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala
325 330 335
His Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro His Arg Asp
340 345 350
Pro Ala Pro Arg Gly Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro
355 360 365
Pro Ala Leu Pro Glu Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp
370 375 380
Val Gly Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg
385 390 395 400
Ser Pro Ser Tyr Ala Ser
405

<210> 8

<211> 419

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly
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Gly
Ile
Glu
His
65

Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
145
Trp
vVal
Asp
His
Pro
225
Gly
Arg
Ile
Ser
Gly
305
Tyr
Leu
Pro
Arg
Pro
385

Ser

Tyr

Pro
Ser
Asp
50

Asn
vVal
Glu
Lys
Thr
130
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu
210
Gly
Ser
Tyr
Arg
Leu
290
val
Gly
Leu
Leu
Gly
370
Glu

Asp

Ala

Ser
Arg
35

Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
115
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
195
Ala
Lys
Asp
Leu
Glu
275
Leu
Lys
Ser
Glu
His
355
Pro
Pro

Pro

Ser

Val
20

Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
100
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
180
Arg
Leu
Gly
Ser
Tyr
260
Asp
Gln
Thr
Leu
Asp
340
Leu
Ala

Pro

Leu

Phe
Pro
vVal
Thr
vVal
85

Cys
Ser
Pro
val
Gly
165
Asp
Trp
His
Gly
ser
245
Thr
Gly
Leu
Ser
His
325
Gly
Pro
Arg

Gly

Ser
405

Leu
Glu
Lys
Lys
70

Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
150
Gln
Gly
Gln
Asn
Gly
230
Pro
Asp
Thr
Lys
Arg
310
Phe
Tyr
Gly
Phe
Ile

390
Met

Phe
val
Phe
55

Pro
Thr
Val
Ala
Arg
135
Gly
Pro
Ser
Gln
His
215
Gly
Leu
Asp
Val
Ala
295
Phe
Asp
Asn
Asn
Leu
375

Leu

Val

Pro
Thr
40

Asn
Arg
Val
Ser
Lys
120
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly
200
Tyr
Ser
Leu
Ala
Gly
280
Leu
Leu
Pro
Val
Lys
360
Pro

Ala

Gly
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Pro
25

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
105
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
185
Asn
Thr
Gly
Gln
Gln
265
Gly
Lys
Cys
Glu
Tyr
345
Ser
Leu

Pro

Pro

10
Lys

vVal
Tyxr
Glu
His
90

Lys
Gln
Met
Pro
Asn
170
Leu
Val
Gln
Gly
Phe
250
Gln
Ala
Pro
Gln
Ala
330
Gln
Pro
Pro

Gln

Ser
410
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Pro
Val
Val
Gln
75

Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
155
Tyr
Tyr
Phe
Lys
Gly
235
Gly
Thr
Ala
Gly
Arg
315
Cys
Ser
His
Gly
Pro

395
Gln

Lys
Val
Asp
60

Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
140
Asp
Lys
Ser
Ser
Ser
220
Gly
Gly
Glu
Asp
Val
300
Pro
Ser
Glu
Arg
Leu
380

Pro

Gly

Asp
Asp
45

Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
125
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
205
Leu
Ser
Gln
Ala
Gln
285
Ile
Asp
Phe
Ala
Asp
365
Pro

Asp

Arg

Thr
30

val
Val
Ser
Leu
Ala
110
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
190
Ser
Ser
Gly
Val
His
270
Ser
Gln
Gly
Arg
His
350
Pro
Pro

Val

Ser

15
Leu Met

Ser His
Glu Val
Thr Tyr

Asn Gly
95
Pro Ile

Gln Val
Val Ser

Val Glu
160

Pro Pro

175

Thr Val

Val Met
Leu Ser

Gly Gly
240

Arg Gln

255

Leu Glu

Pro Glu
Ile Leu

Ala Leu
320

Glu Leu

335

Gly Leu

Ala Pro
Ala Leu
Gly Ser

400

Pro Ser
415
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<210> 9

<211> 177

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg Gln Arg Tyr

Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Glu Thr Glu Ala His Leu Glu Ile Arg
20 25 30
Glu Asp Gly Thr Vval Gly Gly Ala Ala His Gln Ser Pro Glu Ser Leu
35 40 45
Leu Glu Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln Ile Leu Gly Val
50 55 60
Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Lys Pro Asp Gly Ala Leu Tyr Gly
65 70 75 80
Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu Leu Leu
85 90 95
Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu Pro Leu
100 105 110
His Leu Pro Gly Asn Arg Ser Pro His Cys Asp Pro Ala Pro Gln Gly
115 120 125
Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro Pro Ala Leu Pro Glu
130 135 140
Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp Val Gly Ser Ser Asp
145 150 155 160
Pro Leu Ala Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro Ser Tyr Ala
165 170 175
Ser

<210> 10

<211> 406

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly
1 5 10 15
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
20 25 30
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
35 40 45
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
50 55 60
His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
65 70 75 80
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 90 95
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
100 105 110
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
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115 120 125
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
130 135 140
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
145 150 155 160
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
165 170 175
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
180 185 190
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
195 200 205
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215 220
Pro Gly Lys Gly Ser Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln
225 230 235 240
Val Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Cys Gln Thr Glu Ala
245 250 255
His Leu Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln
260 265 270
Ser Pro Glu Ser Leu Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile
275 280 285
Gln Ile Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp
290 295 300
Gly Thr Leu Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe
305 310 315 320
Arg Glu Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala
325 330 335
His Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Cys Asn Arg Ser Pro His Arg Asp
340 345 350
Pro Ala Ser Arg Gly Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro
355 360 365
Pro Ala Leu Pro Glu Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp
370 375 380
Val Gly Ser Ser Asp Pro Leu Ala Met Val Gly Gly Ser Gln Ala Arg
385 390 395 400
Ser Pro Ser Tyr Ala Ser
405

<210> 11

<211> 406

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly
1 5 10 15
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
20 25 30
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
35 40 45
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
50 55 60

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
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65 70 75 80
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 90 95
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
100 105 110
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
115 120 125
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
130 135 140
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
145 150 155 160
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
165 170 175
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
180 185 190
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
195 200 205
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215 220
Pro Gly Lys Gly Ser Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln
225 230 235 240
Val Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Cys Gln Thr Glu Ala
245 250 255
His Leu Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln
260 265 270
Ser Pro Glu Ser Leu Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile
275 280 285
Gln Ile Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Lys Pro Asp
290 295 300
Gly Ala Leu Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe
305 310 315 320
Arg Glu Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala
325 330 335
His Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Cys Asn Arg Ser Pro His Arg Asp
340 345 350
Pro Ala Ser Arg Gly Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro
355 360 365
Pro Ala Leu Pro Glu Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp
370 375 380
Val Gly Ser Ser Asp Pro Leu Ala Met Val Gly Gly Ser Gln Ala Arg
385 390 395 400
Ser Pro Ser Tyr Ala Ser
405

<210> 12

<211> 419

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly
1 5 10 15

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
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20 25 30
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
35 40 45
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
50 55 60
His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
65 70 75 80
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 90 95
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
100 105 110
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
115 120 125
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
130 135 140
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
145 150 155 160
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
165 170 175
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
180 185 190
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
195 200 205
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215 220
Pro Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
225 230 235 240
Gly Ser Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg Gln
245 250 255
Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Cys Gln Thr Glu Ala His Leu Glu
260 265 270
Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro Glu
275 280 285
Ser Leu Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln Ile Leu
290 295 300
Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Lys Pro Asp Gly Ala Leu
305 310 315 320
Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu
325 330 335
Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu
340 345 350
Pro Leu His Leu Pro Cys Asn Arg Ser Pro His Arg Asp Pro Ala Ser
355 360 365
Arg Gly Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro Pro Ala Leu
370 375 380
Pro Glu Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp Val Gly Ser
385 390 395 400
Ser Asp Pro Leu Ala Met Val Gly Gly Ser Gln Ala Arg Ser Pro Ser
405 410 415
Tyr Ala Ser

<210> 13
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<211> 419
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 13
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly
1 5 10 15
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
20 25 30
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
35 40 45
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu Val
50 55 60
His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
65 70 75 80
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 90 95
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
100 105 110
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
115 120 125
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
130 135 140
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
145 150 155 160
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
165 170 175
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
180 185 190
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
195 200 205
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215 220
Pro Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
225 230 235 240
Gly Ser Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg Gln
245 250 255
Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Cys Gln Thr Glu Ala His Leu Glu
260 265 270
Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro Glu
275 280 285
Ser Leu Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln Ile Leu
290 295 300
Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Thr Leu
305 310 315 320
Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu
325 330 335
Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu
340 345 350
Pro Leu His Leu Pro Cys Asn Arg Ser Pro His Arg Asp Pro Ala Ser
355 360 365
Arg Gly Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro Pro Ala Leu
370 375 380
Pro Glu Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp Val Gly Ser
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385 390 395 400
Ser Asp Pro Leu Ala Met Val Gly Gly Ser Gln Ala Arg Ser Pro Ser
405 410 415

Tyr Ala Ser
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