(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0031930

(51  COTK 16/30; A61K 39/395 (13) B

(21) 1-2018-01679 (22) 23/09/2016

(86) PCT/KR2016/010604 23/09/2016 (87) WO 2017/052241 A1 30/03/2017

(30) 10-2015-0135755 24/09/2015 KR

(45) 25/05/2022 410 (43) 27/08/2018 365A

(73) 1. MOGAM INSTITUTE FOR BIOMEDICAL RESEARCH (KR)
93, Thyeon-ro 30beon-gil, Giheung-gu, Yongin-si, Gyeonggi-do, 16924, Republic of
Korea
2. GREEN CROSS CORPORATION (KR)
107, Thyeon-ro 30beon-gil, Giheung-gu, Yongin-si, Gyeonggi-do, 16924, Republic of
Korea

(72) KIM, Dong-Sik (KR); SONG, Eun Jung (KR); LEE, Mijung (KR); LEE, Eun-Hee
(KR); OH, Miyoung (KR); PARK, Jae Chan (KR); KIM, Kisu (KR); KIM, Sujeong
(KR); LIM, Hyung-Kwon (KR); LEE, Kyuhyun (KR); WON, Jongwha (KR); CHOI,
Soongyu (KR); PARK, Young Seoub (KR).

(74) Cong ty TNHH Qudc té D&N (D&N INTERNATIONAL CO.,LTD.)

(54) KHANG THE LIEN KET VOI MESOTHELIN, PHUONG PHAP SAN XUAT
KHANG THE NAY

(57) Sang ché dé cap dén khang the lién két ddc hiéu v6i mesothelin (MSLN), axit nucleic

ma hoa khang thé nay, vecto va té bao chi chira axit nucleic, phuong phap san xuat khang

thé. Khang thé nay lién két dic hiéu véi mesothelin theo sang ché ¢6 4i lyc cao va tinh dic

hiéu véi khang nguyén, do d6 co thé phat trién khang thé nay mot cach hiéu qua dé c6 thé

st dung trong diéu tri hodc chan doan bénh ung thu hodc bénh khéi u.




31930

Tinh trang ki thuit ciia sing ché

Sang ché d& cap dén khang thé lién két dic hiéu v6i mesothelin (MSLN), axit
nucleic ma héa khang thé nay, vecto va té bao chu chira axit nucleic, phuong phép san
xuét khang thé, va dugc phim didu trj bénh ung thr hodic khéi u chita khang thé 1am
thanh phan hoat tinh.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Khéng thé c6 hiéu qua cao trong didu tri nhidu bénh ung thu va khéi u khac
nhau bao gdm cac khbi u rén. Vi du, Herceptin da dugc st dung thanh cong trong diéu
tri bénh ung thu vi1, va Avastin da dugc st dung thanh cong trong diéu tri bénh ung
thu rudt két. Cot 161 cua viec phét trién cc phwong phap diéu tri bénh ung thu hodc
khdi u bing khang thé 1a phét trién khang thé chéng lai protein bé miit mang dugc
biéu hién vuot troi (biéu hién qué muc) & cac té bao khéi u.

Mesothelin (MSLN) 1a glycoprotein dudi dang polypeptit tién chét c6 kich
thude 69 dén 71kDa, va dugc biéu hién duédi dang tién chét cua protein lién két véi
glycophosphatidylinositol (GPI) trén bé& mit t& bao. Phén i tién chit nay duogc tach ra
tir vi tri furin (RPRFRR) trong tién chét, va tao ra yéu t6 kich thich t& bao nhan khdng
10 kich thuéc 32kDa (megakaryocyte potentiating factor - MPF) 1a polypeptit diu tdn
cung N dugc giai phong tir té bao véi protein mang mesothelin lién két voi GPI 1a
polypeptit dau tin cing C kich thuéc 40kDa (Hassan R. et al, Clin. Cancer Res.,
10(12 Pt 1):3937-3942, 2004; Chang, K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93(1):136-
40, 1996).

Mesothelin duoc goi 1a yéu t6 kich thich té bao nhan khdng 16 (MPF) bai vi n6
da dugc tinh sach tir dong té bao tuy ngudi HPC-Y35, va duge thiy 1a ¢6 hoat tinh kich
thich € bao nhan khéng 16 (Yamaguchi N. et al, J. Biol. Chem. 269:805-808, 1994).

Chtrc nang cua mesothelin van con chua duge biét dén mot cach ré rang. Hon
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nita, chua quan sat thiy bat thuong vé sinh san, huyét hoc hoic giai phiu gy chét khi
tao ra chudt thiéu hut biéu hién gen mesothelin (Bera, T.K. et al., Mol. Cell. Biol.
20(8):2902-2906, 2000).

Mesothelin 1 glycoprotein c6 mit trén bé mit té bao cua 16p 16t trung biéu mod
clia khoang mang bung, mang phdi va mang ngoai tim. Mesothelin dugc bidu hién
vuot trdi (biéu hién qua muc) & khéi u trung bidu mé 13 té bao ung thu/khdi u, ung thu
budng tring, ung thu tuy, ung thu da day, ung thu phdi va ung thu ndi mac tir cung.
Nguoc lai, sy biéu hién ctia mesothelin bi gi6i han & té bao binh thuong, vi du, t& bao
trung bidu mé, c¢6 thé 1a dich ly tudng cta phuong phép diéu tri khéi u (Argani, P. ez
al., Clin. Cancer Res., 7(12):3862-8, 2001; Hassan, R., et al.,, Clin. Cancer Res., 10(12
Pt 1):3937, 2004).

Hon nira, mesothelin phan tng (twong tac) dac hiéu vsi CA125 (MUC-16) l1a
glycoprotein giéng muxin c6 mat trén b& mit t& bao khdi u dugc xac dinh 1a khang
nguyén cia ung thu budng tring. Cu thé 13, dudng nhu lién két cia CA125 voi
mesothelin lién két mang té bao c6 thé lam trung gian cho sy bam dinh va di can cta
té bao khac loai, va CA125 va mesothelin dugc biéu hién déng thoi & ung thu tuyén
budng trimg tién trién (Rump, A. et al, J. Biol. Chem., 279(10):9190-8, 2004). Su
biéu hién cta mesothelin & mang trong cua khoang mang bung c6 twong quan véi
phin wa thich dé tao ra sy di cin cua ung thu budng trimg, va lién két mesothelin-
CA125 tao thuén loi cho su di can trong mang bung cta khéiu buff)ng tring (Gubbels,
J.A. et al., Mol. Cancer, 5(1):50, 2006).

Trong nhitng nim gan day, phép didu tri huéng dich dya trén khang thé huéng
muc tiéu dén bénh ung thu phdi, ung thu budng trimg, va ung thu tuy c¢6 biéu hién
mesothelin da dugc phat trién. Vi du, mAb K1 duoc tao ra béng cach giy mién dich
cho chudt da dugc phat trién lam khang thé so cép khang polypeptit mesothelin lién
két mang (Chang, K., et al., Int. J. Cancer, 50(3):373, 1992). Tuy nhién, do 4i luc thap
cua khang thé mAb K1 va tbc d6 ndi hoa kém, doc td mién dich chita mAb K1 duoc
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lién két véi dang cit cut cia ngoai ddc td A ctia Pseudomonas dugc bién tinh hoa hoc
khong phi hop dé phat trién 14m sang (Hassan, R., ef al., J. Immunother., 23(4):473,
2000; Hassan, R., et al., Clin. Cancer Res., 10(12 Pt 1):3937, 2004). Sau d6, cac
khang thé chudi don c6 ai luc cao hon gbém SS1-(dsFv)-PE38 da dugc phét trién, c6
kha nang ti€u diét té bao khdi u in vitro (Hassan, R., et al., Clin. Cancer Res.,
8(11):3520, 2002), va c6 hiéu qua & md hinh khéi u biéu hién mesothelin cta ngudi &
loai ggm nhdm (Fan, D., et al,, Mol. Cancer Ther., 1(8):595, 2002). C6 thé hiéu duoc
tir cac két qua néu trén rang mesothelin 1a dich pht hop cho céc liéu phap mién dich
diéu tri nhiéu bénh ung thu. Tuy nhién, quan sat duogc ring SS1-(dsFv)-PE38 c6 tinh
sinh mién dich trong céc thir nghiém 14m sang, nén phai dimg viéc st dung chiing lan
hai & hdu hét ngudi bénh, va SS1-(dsFv)-PE38 ¢6 xu huéng bi loai bé nhanh chéng ra
khéi méau va do do, ¢6 nd luc dé gy ra su pegyl hoa SS1-(dsFv)-PE38 thanh dang
protein dung hop, nht d6 lam ting do bén cia khang thé in vivo (Filpula, D., ef al,
Bioconjugate Chem., 18(3):773, 2007).

US 2014/004121 A1 boc 16 khang thé cta ngudi khang mesothelin phan 1ap
duoc hodc protein lién két khang nguyén hodc doan cua chiing, trong d6 khang thé
ndy c6 it nhat mot tong cac dic tinh sau: a. lién két véi epitope kkhacsvowis khang thé
MORAD-009; b. canh tranh dé lién két véi Ab237; c. lién két dic hidu v6i mesothelin
ctia ngudi, khi cyno, chudt to va chudt nhit; d. khong ndi héa khi lién két véi
mesothelin; e. khi lién két voi mesothelin, khong @c ché su tuong tac CA125 véi
mesothelin; f. c6 4i luc lién két KD it nhat 14 5,0 pM dbi v6i mesothelin cita ngudi; g.
¢6 chirc ning l1am chét tac dong tang cuong; h. wu tién lién két v6i mesothelin lién két
mang hon so v6i mesothelin hoa tan; va i. lam gidm su phat trién cia cac té bao khéi u
biéu hién mesothelin in vivo.

Thir nghiém 14m sang cua lidu phap diéu tri ung thu bang doc t6 midn dich co
md hinh dong vat gim nhdm ghép ngoai lai lam md hinh bénh ung thu thuong bi han

ché & chd thiéu tinh phan ung chéo gifta khang thé diéu trj va dang twong ddng cuia n6
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tr loai gdm nham. Ngoai ra, su trung hoa khang thé Fv khang chudt dugc tao ra tur
ngudi bénh duge xir Iy bang khang thé ¢6 ngudn gbc tir loai gam nhdm hodc khéng thé
thé kham c6 thé gdy ra tinh doc gii han lidu hodc ¢ thé lam giam hiéu qua diéu tri
bénh. Do d6, dé 1am ting hiéu qua didu tri bénh ung thu, cin c6 khang thé dich duogc
két hop véi 4i luc tang, tc do phan ly giam, va tinh phan tng chéo ctia loai gim nhim
voi khang nguyén mesothelin.

Ngoai ra, vbn 12 dic tinh bd sung cua khang thé khang mesothelin (MSLN) méi,
né cin duy tri 4i luc v6i mesothelin duoc biéu hién trén bé mat té bao cia cac té bao
ung thu hozc khéi u khac nhau. Mesothelin 1a protein c6 thé bién ddi cao, va chiu qua
trinh glycosyl hoa cling nhu thity phan protein sau qué trinh dich md & nhiéu phén
(Hassan, R., et al., Clin Cancer Res., 10(12 Pt 1):3937, 2004). Dudng nhu bién thé
phién ma 1 (Genbank NM_005823) biéu thi loai chinh dwoc thé hién & cac dong té
bao khéi u dugc khao sat cho dén nay, nhung do ba bién thé cit ndi khac nhau da
dugce phat hién, tinh bién ddi dugc mé rong dén muc dd phién ma (Muminova, Z.E.,
et al., BMC Cancer, 4:19, 2004; Hellstrom, L., et al., Cancer Epidemiol. Biomarkers
Prev. 15(5):1014, 2006). Do d6, khang thé khang endothelin hiéu qua bao gdm tinh
bién ddi ¢ kiéu glycosyl héa ma biéu hién cac dang khac nhau cia mesothelin, nhung
can phai duoc lién két theo cach khong thay dbi véi epitop ctia mesothelin dugc bidu
hién trén bé mit té bao ung thu hodc khdi u c6 ngudn gbc tir nhitmg ngudi bénh khac
nhau, khong phu thudc vao tinh bién ddi cta c4 thé.

Do d6, céc tac gid sang ché da nd luc tao ra khang thé méi lién két dic hiéu voi
MSLN, va két qué 1a, da phat minh ra khang thé méi co 4 luc cao véi MSLN dugc
biéu hién qua murc & té bao ung thu, va phét hién tiém ning ciia khéng thé theo séng
ché 1am tac nhan diéu tri chdng ung thu hiéu qua, va hoan thanh séang ché.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Vén d8 k¥ thuat cin giai quyét

Muc dich cta sdng ché 1a dé xuat khang thé méi lién két dic hiéu voi

-5



31930

mesothelin (MSLN), axit nucleic ma hoa khang thé nay, vecto va té bao chi chia axit
nucleic, phuong phap san xuat khang thé, va dugc phim diéu tri bénh ung thu hodc
khdi u chira khang thé nay 1am thanh phn hoat tinh.

Muc dich khac ctia sang ché 1a dé xuit khang thé méi lién két dic hicu véi
mesothelin (MSLN).

Giai phép k¥ thuat

Céac phuong én cua sang ché duoc phan 4nh trong cac diém yéu ciu bao hd.
Céc bién thé khang thé khac ngoai céc loai da dugc x4c dinh trong bd yéu ciu bao ho
1a c4c vi du tham khao. Dé dat duoc cac muc dich trén, sang ché dé xuit khang thé dic
hiéu mesothelin theo cic diém yéu cdu bao ho. Cac phuong an ciing nhu cic vi du
tham chiéu duoc dé xuét, bao gdm: ving bién dbi chudi ning bao gdm CDRI cua
chudi nang c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9, 15, 21, 27, hoidc 59; CDR2
ciia chudi nang co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10, 16, 22, 28, 60, 65, 71,
75, 80, 84, 121, 122, 123 hoidc 125; CDR3 cua chudi nang co trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 11, 17, 23, 29, 61, 66, 72, 76, 81, 85, 124 hoic 126.

Céac phuong 4an cling nhu céc vi du tham chiéu dugc dé xuit, bao gbm: ving
bién dbi chudi nhe bao gém CDR1 ctia chudi nhe c6 trinh tyr axit amin néu trong SEQ
ID NO: 12, 18, 24, 30, 62, 67, 70, 77, 86 hodc 117; CDR2 ctia chudi nhe ¢6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 13, 19, 25, 63, 68, 73, 78 hoic 82; CDR3 ctia chudi
nhe ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 14, 20, 26, 64, 69, 74, 79, 83, 87,
118, 119 hodc 120.

Hon nifa, cdc phuong 4n cling nhu cic vi du tham chiéu dugc @& xuét, bao
gdm: ving bién déi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1,
3,5,7,46, 48,51, 53, 55,57, 112, 113, 114, 115 hogc 116 va ving bién dbi chudi nhe
bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 47, 52, 54, 56, 58, 109,
110 hoac 111.
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Ngoai ra, sang ché dé xuit axit nucleic ma héa khang thé dic hiéu MSLN; va

vecto chira axit nucleic ndy; va t€ bao ma vecto nay duoc dua vao do.

Hon nita, sdng ché dé xuét duoc phém dé diéu tri bénh ung thu hoic khdi u bao

g6m khang thé khang MSLN [am thanh phan hoat tinh.

MBS ta viin tit cac hinh vé

FIG.1 minh hoa ciu tric du doan cia ving bién ddi cta chudi nhe (VL) va
ving bién dbi ciia chudi nang (VH) cta dong MS502 trong s cac khang thé khéang
mesothelin (MSLN).

FIG.2 minh hoa so sanh twong ddi giita cac thé dot bién viing bién dbi cua
chudi nhe vé luc lién két.

FIG.3 minh hoa so sanh twong ddi gitta cac thé dot bién viing bién dbi coa
chudi ning vé luc lién két.

FIG.4 minh hoa vecto biéu hién MSLN trong dong té bao.

FIG.5 iminh hoa dang tién chat va dang thanh thuc ctia MSLN trén SDS-PAGE.

FIG.6 minh hoa phan tich mtic biéu hién cia MSLN cua céc dong té bao va
dong té bao khdi u biéu hién MSLN.

FIG.7 minh hoa phan tich lién két chon loc cua cac dong té bao biéu hién
MSLN bang cach sir dung khang thé khang mesothelin (MSLN) theo sang ché.

FIG.8 minh hoa gié trj MFI thu dugc bdng cach x4c dinh lidu khang thé khang
MSLN ¢6 lién két v6i mang té bao ctia khdi u trung bidu mé (H226, H2052) vi ung
thu tuy (AsPC-1) hay khong thong qua FACS.

FIG.9 minh hoa két qua thu duogc béng cach xé4c nhan liéu khang thé khéng
MSLN theo séng ché c6 lién két chon loc véi té bao khéi u bidu hién MSLN khong.
Mo ta chi tiét sang ché

Nhu dugc st dung ¢ dy, thuat ngit “mesothelin” hoic “MSLN” chi cic bién

thé, dang dbng phan va loai tuong déng bit ky cua MSLN cua ngudi ma duge biu
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hién tu nhién béi té bao.

Thuét nglt “mesothelin clia ngudi" chi trinh ty mesothelin ctia ngudi nhu trinh
tu axit amin day du cta mesothelin ctia ngudi c6 sb truy nhip Genbank 1a NP_005814.

Theo mdt phuong 4n ctia sang ché, khang thé don dong c6 dic trung vé mit
chu triic 1a lién két ddc hiéu v6i mesothelin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 127 va
tach biét, ching han "dong MI323", "dong MI329", "dong MI403" va "dong MI407",
va "dong MS501", "dong MS502", "dong MS503", "dong MS504", "dong MS505" va
"dong MS506", va "dong C2G1", "dong C2G4", "dong C3C8", "dong 54", "dong 56",
"dong 2-30", "dong 2-73" va "dong 2-78", va "dong 56-C2G4", "dong 2-30-C2G4",
"dong 2-73-C2G4" va "dong 2-78-C2G4" duoc tao ra.

Trinh tu axit amin cia CDR chudi ning va CDR chudi nhe ctia mbi khang thé
duoc thé hién trong cdc bang 2, 5, 12, va 16 dudi diy. Nhu dugc thé hién trong cac
bang 1, 4, 11, va 15, khang thé khang MSLN c¢6 thé gdm trinh tu axit amin cia ving
bién dbi cta chudi ning va vung bién ddi cua chudi nhe hoic trinh tu c6 tinh tuong
ddng véi trinh tu dé.

Theo phuong 4n khic ctia sing ché, timg dong khéng thé riéng trong sb cac
khang thé tinh sach, tic 1a, “dong MI323", "dong MI329", "dong MI403", "dong
MS502", va "dong C2G1", "dong C2G4", "dong C3C8", va "dong 56-C2G4", "dong
2-30-C2G4", "dong 2-73-C2G4" hodc "dong 2-78-C2G4" ddi véi MSLN tai td hop
cua nguoi, dugc chon loc béng cach str dung thir nghiém hép phu mién dich lién két
enzym (enzyme linked immunosorbent assay - ELISA) (dit liéu khéng duge thé hién
trén hinh v&), va do luc lién két dinh lugng béng céch stir dung bd cam bién sinh hoc
Biacore T-200 (GE Healthcare, My) (vi du 2-5, vi du 3-11, c4c vi du 3-14). Két qua 13,
nhu duoc thé hién trong céac bang 8, 14, va 18 duéi day, tAt ca cac khang thé dong
dugc tao ra cé ai luc véi mesothelin mic du ¢6 sy khac nhau mot chat.

Theo phwong 4n khac cua séng ché, dé danh gia lidu khang thé khang MSLN

6 nguon goc tir thu vién mién dich va tong hop c6 lién két chon loc véi té bao biéu
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hién MSLN khong, mirc biéu hién ctia MSLN dugc do & dong té bao ung thu, va
khéng thé lién két v6i mbi té bao dwoc xéc nhin bing thir nghiém FACS. Két qua 1a,
nhu dugc minh hoa trén FIG.5, xdc dinh réng cac dong té bao H28, MiaPaCa-2,
BxPC-3, Capan-1 1a 4m tinh v6i MSLN, va H226, H2452(H2052), AsPC-1 duong
tinh v&i MSLN béang cach do xem c¢6 MSLN c6 dang tién chét kich thuéc 70kDa va
dang thanh thuc kich thuéc tir 40 dén 50kDa tir mbi dong té bao ung thu khong.

Ngoai ra, két qua thu duoc bang cach thyuc hién phan tich lién két chon loc cua
khéng thé khang MSLN tng vién v6i cc dong t& bao biéu hién MSLN (H226,
H2452(H2052), AsPC-1), nhu dugc minh hoa trén FIG.8 va bang 19, tit ca céc khéng
thé img vién MI323, MI329, MI403, MS502 déi véi MSLN cta dong t bao khéi u
trung biéu mé va dong té bao ung thu tuy c6 luc lién két dang k& mic du c6 su khéc
nhau mot chit vé mirc muc do lién két. Cu thé 1a, khang thé ing vién MI323 c6 dic
tinh lién két tuyét voi.

Hon nita, két qua thu duogc bang cach danh gid liéu khang thé ung vién MI323
¢6 dic tinh lién két tuyét voi dbi véi MSLN khong, khang thé ung vién MS502 co
dang thirc khac vé gia tri Biacore Kp(Koff/Kon), va khang thé ing vién 2-78-C2G4
dot bién ving bién dbi ciia chudi ning dugc tao ra tir khang thé tmg vién MS502 dugc
lién két chon loc v6i t€ bao khéi u biéu hién MSLN, & té bao MiaPaCa-MSLN #2 ma
biéu hién qua mic MSLN va MiaPaCa-2 khong biéu hién qua mirc MSLN, nhu dugc
minh hoa trén FIG.9, cac khang thé ung vién MI323, MS502, va 2-78-C2G4 c6 dic
tinh lién két tuyét voi & té bio MiaPaCa-MSLN #2 biéu hién qua mtc MSLN so vdi
MiaPaCa-2.

Do d6, séng ché dé& xuat khang thé lién két dic hiéu véi mesothelin (MSLN),
tot hon 13, khang thé lién két dic hiéu v6i mesothelin dugc thé hién béi trinh tu SEQ
ID NO: 127.

Khang thé lién két ddc hiéu v6i mesothelin theo sang ché khac biét & chd chtra

vung bi€n dodi cia chuoi nang gom CDRI1 chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong
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SEQ ID NO: 9, 15, 21, 27, hodc 59; CDR2 chudi nang co trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 10, 16, 22, 28, 60, 65, 71, 75, 80, 84, 121, 122, 123 hoic 125; CDR3
chudi nang c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 11, 17, 23, 29, 61, 66, 72, 76,
81, 85, 124 hoic 126.

Khéng thé lién két ddc hiéu v6i mesothelin theo sang ché khéc biét & chd gdm
ving bién dbi cia chudi nhe gém CDRI1 chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 12, 18, 24, 30, 62, 67, 70, 77, 86 hodc 117; CDR2 chudi nhe ¢6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 13, 19, 25, 63, 68, 73, 78 hoic 82; CDR3 chudi nhe
¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 14, 20, 26, 64, 69, 74, 79, 83, 87, 118,
119 hoac 120.

Theo sang ché, khang thé lién két dic hiéu v6i mesothelin c6 thd gbém ving
bién dbi cua chudi nang g@)m trinh tu c6 mic do tuwong déng it nhét 1a 80%, tbt hon,
muc do twong dong it nhit 1a 90%, va tét hon nita, mic do twong ddng 13 100% véi
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 46, 48, 51, 53, 55, 57, 112, 113,
114, 115 hodc 116, va khang thé c6 thé chira viing bién d6i cua chudi nhe gdm trinh tu
c6 mirc dd twong ddng it nhét 1a 80%, tét hon, mtc d twong ddng it nhét 12 90%, va
t6t hon nita, mtrc do tuong ddng 13 100% véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 2,4, 6, 8,47, 52, 54, 56, 58, 109, 110 hoac 111.

Theo sang ché, khéng thé lién két ddc hiéu v4i mesothelin khac biét & chd chira
ving bién ddi cia chudi nang gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7,
46, 48, 51, 53, 55, 57, 112, 113, 114, 115 hoic 116, va vung bién d6i ctia chudi nhe
gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 47,52, 54, 56, 58, 109, 110
hodc 111, va khang thé nay c6 thé 1a khéng thé don dong cua nguoi, nhung khong chi
gi6i han & khang thé nay.

Trinh tu axit amin cta khang thé c6 thé duoc thay thé bing su thay thé bao
toan. "Su thay thé bao toan" chi su cai bién chudi polypeptit gdm thay thé it nhit mot

axit amin bang axit amin ¢6 dic tinh sinh héa tuong tu vGi polypeptit twong (mg ma
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khong gy ra sy mét chuc nang sinh hoc hodc chiic ning sinh héa. “Su thay thé axit
amin bao toan" chi sy thay thé trong d6 gbc axit amin dugc thay thé bing gbc axit
amin c6 chudi bén twong tu. Cac loai gbc axit amin c6 chudi bén twong tu dugc xac
dinh trong linh vuc nay. Céac loai nay bao gém céc axit amin ¢6 chudi bén bazo (vi du,
lysin, arginin, histidin), axit amin c6 chudi bén axit (vi du, axit aspartic, axit glutamic),
axit amin c6é chudi bén phén cuc khong tich dién (vi du, glyxin, asparagin, glutamin,
serin, threonin, tyrosin, Xystein), axit amin c¢6 chudi bén khong phén cuc (vi dy, alanin,
valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, metionin, tryptophan), axit amin c6
chudi bén phén nhéanh beta (vi dy, threonin, valin, isoleuxin), va axit amin c6 chudi
bén thom (vi dy, tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin). Mong doi ring khang thé
theo sang ché c6 thé van giit dugc hoat tinh trong khi c6 sy thay thé axit amin bao
toan.

Thuat ngit "gan nhu tuong dong" c6 nghia 13 khi hai loai axit nucleic hodc hai
loai polypeptit hodc cac trinh ty chi dinh ctia né dugc canh thing va so sanh tdi wu,
cac axit nucleic va polypeptit c6 su chén hodc loai bé nucleotit hoic axit amin c6 sy
giébng nhau it nhét 13 80% véi nucleotit hodc axit amin, nhin chung 13, c¢6 su giéng
nhau it nhét 1a 85%, t5t hon 13 90%, 91%, 92%, 93%, 94% hodc 95%, va tét hon nita
1a it nhit 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%, 99,3%, 99,4% hoidc 99,5% véi
nucleotit hodc axit amin. Theo cach khac, néu mdt doan duoc lai v6i soi bd sung cla
né trong cac didu kién lai chon loc, c6 @ tuong dong dang ké véi axit nucleic. Sang
ché bao gdm trinh ty axit nucleic va trinh tu polypeptit c6 mirc do twong ddng dang ké
v& trinh tu axit nucleic va trinh tu axit amin cu thé dugc mo ta trén day.

Trong khang thé theo séng ché, vi du, cac trinh tw chudi nang (Vy) CDRI1, 2 va
3 va céc trinh tu chudi nhe (VL) CDRI, 2 va 3 dugc thé hién trong Bang 2, Bang 5,
Bang 12, va Bang 16 c6 thé duoc tao ra béng céach tron céc trinh tu chudi nang (Vy)
va chudi nhe (V1) tuong tr v& mit ciu tric dé dugc sip xép trong CDRI, 2 va 3 ciia

cip chudi ning (Vi) / chudi nhe (Vp).
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Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngit “khang thé” hoic “ché phdm khang thé”
chi ché phdm chtra c4c phén tir khang thé c6 mot thanh phin phan tr. O ddy, ché
phim khang thé don dong biéu thi tinh dic hiéu va 4i Iyc lién két don dbi véi epitop
dac hiéu. Do do, thuat ngit “khang thé don dong cua ngudi” chi khang thé c6 ving
bién ddi va ving hing dinh ¢6 ngudn gdc tir trinh tu globulin mién dich mic ndi cia
ngudi, va thé hién tinh dic higu lién két don. Khéng thd ngudi theo sang ché c6 thé
gdm gbc axit amin khong dugc ma hoa béi trinh tu globulin mién dich méic ndi cua
ngudi (vi du, cac dot bién duge dua vao bang cach gy dot bién ngau nhién hoic giy
dot biét diém ddc higu in vitro, hodc bang dét bién soma in vivo).

“Khang thé” duogc st dung & day 1a phan t&r globulin mién dich c6 tinh phan
ing mién dich véi khang nguyén dic hiéu, va chi phan tr protein tdc dong nhu thu thé
nhéan dién dic hiéu khang nguyén, va c6 thé bao g6m toan by khang thé da dong,
khéng thé don dong (khéng thé mot dong), khang thé nguyén ven, va doan khang thé.
Ngoai ra, khang thé c6 thé bao gdm khang thé kham (vi dy, khang thé chudt dugc
dugc 1am twong thich véi nguoi) va phén tir ludng tri hodc dic hidu kép (vi dy, khang
thé dic hiéu kép), doan khang thé nhi hop (diabody), trime cia doan khang thé
(triabody) va tetrame clia doan khéng thé (tetrabody).

Khang thé nguyén ven c6 ciu tric gdm hai chudi nhe ¢6 chidu dai da va hai
chudi ndng c6 chiéu dai di, va mdi chudi nhe c6 thé duoc ndi véi chudi ning thong
qua lién két disulfit. Khang thé nguyén ven gdm [gA, IgD, IgE, IgM, va IgG, va IgG
1a typ phy, va gdm IgG1, [gG2, IgG3, va IgG4. Doan khang thé 1a doan van gitt dugce
chtrc nang lién két véi khang nguyén, va ngm Fab, Fab', F(ab")2, scFv, va Fv, v.v..

Fab c6 cu triic gdm céc ving bién ddi ciia chudi nhe va chudi ning va ving
hing dinh ctia chudi nhe va ving hang dinh tht nhit (domain CH1) cta chudi ning,
va ¢6 mot vi tri lién két véi khang nguyén. Fab' khac véi Fab & chd Fab’ ¢6 viing khép
ndi gdbm mét hodc nhidu gbc xystein & dAu tan cung C cta domain CHI1 cua chudi

ning. Khang thé F(ab")2 duoc tao ra bang cach thu duge lién két disulfit cua gbe
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xystein trong viing khép nbi ciia Fab'.

Fv (doan bién ddi) chi doan khang thé nhé nhét chi c6 ving bién ddi ciia chudi
ning va ving bién dbi cia chudi nhe. Trong Fv(dsFv) sgi kép, ving bién ddi cua
chudi ning va ving bién ddi cta chudi nhe dugc ndi véi nhau bing lién két disulfit.
Trong Fv(scFv) chudi don, ving bién ddi cua chudi ning va ving bién ddi cua chudi
nhe thudng duoc ndi v6i nhau bang lién két cong hoa tri nhd st dung cau ndi peptit.
Céac doan khang thé nay c6 thé thu duoc bang cach st dung enzym thiy phan protein
(vi du, Fab c6 thé thu dugc bang cach cét giéi han khang thé nguyén ven bang papain,
va doan F(ab")2 c6 thé thu dugc bang cach cét bang pepsin), va ¢6 thé dugc tao ciu
tric bang k§ thuit ADN tai td hop (vi du, khuéch dai bing phuong phap PCR
(Polymerase Chain Reaction-phan ung chudi tring hop) stt dung ADN ma héa chudi
ngng cia khing thé hodc ving bién ddi cia né va ADN ma hoéa chudi nhe hodc viung
bién ddi ciia né 1am khudn va st dung cip mdi, va khuéch dai véi td hop gdm ADN
ma héa cdu ndi peptit cua cip mdi cho phép ca hai dau cubi cta né 1in luot lién két
v6i chudi nang hodic ving bién di ctia n6 va chudi nhe hodc ving bién ddi ciia n6).

Globulin mién dich c6 chudi ning va chudi nhe, trong d6 chudi ning va chudi
nhe tuong tmg gdm ving hing dinh va viing bién ddi (cac vung nay con dugc goi la
cac domain). Ving bién dbi ciia chudi nhe va viing bién dbi cua chudi ning gdém 3
vung da kha dung goi 12 ving quyét dinh bd thé (sau day goi 12 "CDR"), va b6n ving
khung. CDR chti yéu hoat dong dé lién két véi epitop cua khang nguyén. Cac CDR
clia cc chudi twong Gmg duge goi theo thir ty 1a CDR1, CDR2, va CDR3 thudng bt
dau tir dau tan cung N, va con duoc xac dinh boi cac chudi trong dé c6 cac CDR dac
hiéu.

Khang thé don dong (khéng thé mot dong) duoc sir dung & day chi phan tir
khang thé gdbm mét thanh phén phan tir v& co ban thu dugc trong cting mot quan thé
khang thé, va c6 thé c6 tinh ddc hiéu va 4i luc lién két don nhét v6i mot epitop dic

hiéu.

-13-



31930

Khang thé don dong (khang thé mot dong) duoc st dung & day la phan t& ¢
ngudn gdc tir globulin mién dich cua ngudi, va toan bo trinh tu axit amin cdu tao nén
khang thé gdm ving quyét dinh bd thé, viing ciu trac duoc tao cAu hinh tir trinh tu
axit amin cua globulin mién dich ngudi. Khang thé nguoi thuong duge st dung trong
diéu tri bénh cho ngudi ¢6 loi & chd i) n6 co thé tuong tac tdt hon véi hé mién dich
clia ngudi, tiéu diét hiéu qua hon té bao dich nhe tinh gdy doc té bao phu thudc bd thé
(complement-dependent cytotoxicity - CDC) hodc tinh gay doc té bao qua trung gian
té bao phu thudc khéang thé (antibody-dependent cell mediated cytotoxicity - ADCC),
ii) hé mién dich ctia nguoi khong nhan dién khang thé 1a vat liéu ngoai lai, va iii) thAm
chi 1a khi mot lwgng thude nhé duge dua vao it thuong xuyén, thoi gian ban huy trong
h¢ tun hoan ciia ngudi la twong tu nhu thoi gian ban hiy ctia khdng thé c6 trong tu
nhién.

Thuét ngir "dong MI323", "dong MI329", "dong MI403" va "dong MI407" va
"dong MS501", "dong MS502", "dong MS503", "dong MS504", "dong MS505" va
"dong MS506" va "dong C2G1", "dong C2G4", "dong C3C8", "dong 54", "dong 56",
"dong 2-30", "dong 2-73" va "dong 2-78" va "dong 56-C2G4", "dong 2-30-C2G4",
"dong 2-73-C2G4" va "dong 2-78-C2G4" 1a cac khéng thé lién két dic hidu véi
MSLN dugc st dung ¢ déy chi cdc khang thé lién két véi MSLN va gay ra su tc ché
hoat tinh sinh hoc ctia MSLN, va ¢6 thé dugc st dung bang céch tron khang thé khang
MSLN.

O day, "dong MI323", "dong MI329", "dong MI403" va "dong MI407" 1a cac
khang thé thu dugc bang cach gy mién dich chuot bang MSLN tai t& hop ctia nguoi,
va dong MS501", "dong MS502", "dong MS503", "dong MS504", "dong MS505" va
"dong MS506" 1a cac khang thé thu dugc tir biéu hién thyc khudn thé tir thu vién scFV,
va "dong C2G1", "dong C2G4", "dong C3C8", "dong 54", "dong 56", "dong 2-30",
"dong 2-73" va "dong 2-78" 1a céc khang thé thu duoc bang cach dua dot bién vao
"dong MS502" nhu duogc thé hién trong bang 9, va "dong 56-C2G4", "dong 2-30-
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C2G4", "dong 2-73-C2G4" va "dong 2-78-C2G4" 1a cac khang thé dugc tao ra bang
cach t6 hop gitta cac khang thé dugc dua dot bién vao.

Kp (hing sé phén ly can bing) ctia khang thé v6i MSLN c6 thé dugc minh hoa
nhu sau.

(1) dong MI323 ¢6 thé c6 hing sé phan ly can bang (Kp) 12 1,8 x 10°*M hoic
nhé hon, tét hon 13, 1,8 x 10°M hodc nhé hon, va tét hon nita 13, 1,8 x 10°M hoidc
nho hon,

(2) dong MI329 c6 thé c6 hang sé phan ly cin bang (Kp) 1a 3,5 x 10”M hoic
nhé hon, tt hon 13, 3,5 x 107°M hoic nhé hon, va tét hon nita 13, 3,5 x 10"'M hoc
nho hon,

(3) dong MI403 ¢6 thé ¢6 hing s6 phan ly can bang (Kp) 1a 4,5 x 10™*M hoic
nhé hon, t6t hon 13, 4,5 x 10°M hoc nhé hon, va tét hon nira 13, 4,5 x 10"°M hoic
nho hon,

(4) dong MS502 c6 thé c6 hang s& phan ly can bing (Kp) 1a 2,3 x 10*M hoic
nho hon, t8t hon 13, 2,3 x 10°M ho#c nhé hon, va tdt hon nita 13, 2,3 x 10°M hoac
nho hon (xem Bang 8),

(5) dong C2G1 ¢6 thé ¢6 hing s6 phan Iy can bing (Kp) 12 9,39 x 10"M hoiic
nho hon, t6t hon 14, 9,39 x 10™°M hogc nho hon, va t6t hon nita 13, 9,39 x 10™'M hoiic
nhé hon,

(6) dong C2G4 ¢6 thé ¢6 hang s6 phan ly cin bing (Kp) 14 4,32 x 10°M hoic
nho hon, t6t hon 14, 4,32 x 10™°M hoic nho hon, va tt hon nita 13, 4,32 x 10™'M hoiic
nho hon,

(7) dong C3C8 c6 thé c6 hing sb phan ly can bang (Kp) 14 1,22 x 10°M hodc
nho hon, t6t hon 13, 1,22 x 10°M hogc nhé hon, v tdt hon nira 1, 1,22 x 10"°M hoic
nho hon (xem Bang 14),

(8) dong 56 ¢6 thé ¢6 hing sb phan ly can bing (Kp) 14 1,25 x 10*M hoic nhé

hon, t6t hon 13, 1,25 x 10°M hoic nhd hon, va tét hon niva 13, 1,25 x 10"°M hodc nhé
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hon,

(9) dong 2-30 ¢6 thé c6 hang s6 phéan ly can bing (Kp) 1a 1,66 x 10™*M hoic
nhé hon, tot hon 13, 1,66 x 10°M hogc nhé hon, va tét hon nita 13, 1,66 x 10"°M hozic
nho hon,

(10) dong 2-78 c6 thé c6 hang sé phan ly cin bing (Kp) 1a 1,63 x 10°M hoic
nho hon, t6t hon 14, 1,63 x 10™'"M hogc nhé hon, va tét hon nita 13, 1,63 x 10™'M hoic
nho hon,

(11) dong 56-C2G4 ¢6 thé c6 hing s& phan ly can bing (Kp) 1a 1,63 x 10*M
hogc nhé hon, 6t hon 13, 1,63 x 10°M hodc nhé hon, va tt hon nita 13, 1,63 x 10"°M
hoac nho hon,

(12) dong 2-30-C2G4 ¢6 thé ¢6 hing s6 phén ly can bing (Kp) 14 2,34 x 10°M
hogc nhé hon, t6t hon 13, 2,34 x 10”M hodic nhé hon, va tét hon nita 13, 2,34 x 10°M
hodc nho hon,

(13) dong 2-73-C2G4 ¢6 thé c6 hing sd phan ly can biang (Kp) 1a 1,65 x 10°M
hogc nho hon, t6t hon 13, 1,65 x 10°M hogc nhé hon, va tt hon nita 13, 1,65 x 10"°M
hodc nho hon, va

(14) dong 2-78-C2G4 ¢6 thé ¢6 hang s6 phan ly can bing (Kp) 1a 3,72 x 10°M
hogc nhé hon, t6t hon 14, 3,72 x 10"°M hogc nhé hon, va tét hon nita 13, 3,72 x 10" M
hodc nho hon (xem Bang 18).

Theo phuong 4n khéc cua séng ché, gen cua ving bién dbi cia chudi ndng va
ving bién dbi cta chudi nhe ctia chudt c6 ngudn gde tir thu vién mién dich duogc lién
két v6i MSLN ctia nguoi dugce xac dinh, gen cua ving bién dbi ctia chudi nang duogc
lién két vé6i globulin mién dich typ 1 cla nguoi ciia gen cua ving hing dinh chudi
ngng (ving hing dinh cua chudi ndng IgG1), va gen cua ving bién ddi cua chudi nhe
duoc lién két véi ving hang dinh cta chudi nhe kappa ctia ngudi, va cac gen nay lan
lugt dugce chén vao cac vecto biéu hién protein cho té bao dong vat dé tao ra cac vecto,

sau d6 chuyén nhiém trong dong té bao Expi293F™ va nubi ciy tao ra khang thé, va
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khang thé thu duoc dugc tinh sach bang protein A dé tao ra khang thé (Vi dul-3).

Theo phuong 4n khéc nita ciia séng ché, gen ciia ving bién déi cua chudi nang
va vung bién déi cuia chudi nhe cé nguén géc tr thu vién scFV téng hop duoc lién két
v6i MSLN ctia ngudi duge xac dinh, gen ctia viing bién dbi cia chudi nang duoc lién
két véi globulin mién dich typ 1 ngudi clia gen ciia ving hing dinh chudi ndng (vung
hing dinh cua chudi ning IgG1), va gen clia viing bién dbi cua chudi nhe duoc lién
két v6i ving hing dinh ctia chudi nhe kappa cua nguoi, va cic gen nay lan luot dugc
chén vao vecto biéu hién protein cho t& bao dong vat dé tao ra cac vecto, sau d6
chuyén nhién trong dong té bao Expi293F™ va nudi cdy dé tao ra khang thé, va khang
thé nay dugc tinh sach bang protein A dé tao ra khéng thé (cac vi du 2-4, 3-10, 3-12,
va 3-13).

Do do, theo khia canh khac cia sang ché, sang ché dé xuét axit nucleic ma hoa
khéng thé nay. Axit nucleic dugce st dung & ddy c6 thé c6 mit & té bao, dich ly giai té
bao, hodc ¢6 thé con c6 mat ¢ dang tinh sach mot phén hodc dang gén nhu tinh sach.
Axit nucleic “duge phan 18p” hodc “gan nhu tinh khiét” khi n6 duoc tinh sach khoi
cac thanh khac cta té bao hodc cac chit tap nhiém khac, vi dy, axit nucleic hoac
protein khéc cla té bao bang céc k¥ thuat chuén gdm xir Iy kiém/SDS, phan 16p CsCl,
sic ky cot, dién di trén gel agaroza, va cac k¥ thuat khac da biét trong linh vuc nay.
Axit nucleic theo sang ché co thé 13, vi du, ADN hoic ARN, va c6 thé gém trinh tu
intron, hodc ¢6 thé khong bao gdm trinh tu intron.

Theo khia canh khac nita cua sang ché, sang ché d& xuit vecto chura axit
nucleic. Dé biéu hién khéang thé hodc doan khang thé cia n6, ADN ma hoéa chudi nhe
va chudi ning c6 chiéu dai mot phén hodc chiéu dai du c6 thé thu duoc béng cac ky
thuét sinh hoc phén tir chuin (vi du, khuéch dai béng PCR hogc tach dong cADN s
dung t€ bao lai ma biéu hién khang thé dich), va AND c6 thé “duoc lién két hoat dong
duoc” vé6i céc trinh tu kiém soét phién ma va dich md dé dugc chén vao vecto bidu

hién.
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Thuét ngit “lién két hoat dong dugc” duge st dung & day c6 thé chi ring gen
khéng thé dugc gin vao vecto sao cho céc trinh tw kiém soat phién ma va dich ma
trong vecto ¢6 chirc ning du tinh dé kiém soat qua trinh phién ma va dich ma cua gen
khang thé. Vecto bidu hién va trinh tu kiém soat biéu hién dugc chon sao cho ¢6 tinh
twong thich vé6i t& bao chu biéu hién can dugc st dung. Gen chudi nhe cia khéng thé
va gen chudi ning cta khang thé duoc chén vio céc vecto ri€ng, hodc ca hai gen duoc
chén vao cing mot vecto biéu hién. Khéng thé dugc chén vao vecto biéu hién bing
phuong phap chuan (vi dy, gan doan gen khang thé va vi tri cét bd sung clia enzym cit
gi6i han vao vecto hoic néu hoan toan khong c¢6 mit vi tri cét cta enzym cét gi6i han,
thi gin dau bang). Trong mdt sb truong hop, vecto biéu hién tai td hop c6 thé ma héa
peptit tin hiéu tao thuén lgi cho viéc tiét chudi khang thé tir t€ bao chi. Gen chudi
khéng thé c¢6 thé dugc tach dong vao vecto dé peptit tin hiéu dugc lién két véi dau tan
cing amino cla gen chudi khang thé theo khung. Peptit tin hiéu c6 thé 1a peptit tin
hiéu globulin mién dich hoic peptit tin hiéu khéc loai (tirc 1a peptit tin hi¢u c6 ngudn
gbc tir cac protein ngoai trir globulin mién dich). Ngoai ra, vecto biéu hién tai t6 hop
¢6 trinh tu diéu hoa kiém soat su biéu hién gen chudi khéang thé & té bao chu. “Trinh
tu diéu hoa” ¢ thé bao gdm trinh ty khéi ddu, trinh tu ting cudng va yéu tb kiém soat
biéu hién khac (vi du, tin hiéu polyadenyl héa) kiém soat qua trinh phién ma hoic dich
ma gen chudi khang thé. Nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc c6 thé biét ring
thiét ké ciia vecto bidu hién c¢6 thé khac nhau bang cach thay déi c4c trinh tu diéu hoa
theo cac yéu td nhu chon lya té bao chu duoc bién nap, muc do biéu hién cua protein,
V.V..

Theo khia canh khéc nita cla sang ché, sang ché dé xuit té bao chu chta axit
nucleic hodc vecto. Axit nucleic hoic vecto dugc chuyén nhim vao té biao chu. Dé
“chuyén nhiém”, nhiéu loai k§ thuat phd bién khac nhau duoc sit dung nhu dién di,
két tia bing canxi phosphat, chuyén nhiém bing DEAE-dextran, chuyén nhiém

liposom, v.v., ¢6 thé dugc sit dung dé dua axit nucleic ngoai lai (ADN hodc ARN) vao
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té bao chi nhan so hodc té bao chi nhan that. Khang thé theo sang ché c6 thé duoc
biéu hién ¢ té bao nhan that, tdt hon 13, & té bao chi dong vét ¢6 v, xét dén kha ning
ung dung vao té bao dong vat c6 va. Té bao chu dong vat c6 v thich hgp dé biéu hién
khang thé c6 thé bao gdm té bao trimg chudt ddng Tmng Quéc (Chinese hamster
ovary - CHO) (vi du, gdm té bao dhfr- CHO duoc dung cliing vé6i ddu chudn chon loc
DHFR), té bao khéi u tity NSO, té bao COS, hoic té bao SP2, v.v., lam vi du.

Theo khia canh khac nita clia sang ché, sang ché dé xuét phuong phép san xuit
khang thé, gdbm buéc nudi cdy té bao chu dé bidu hién khang thé. Néu vecto bidu hién
tai tb hop ma hoa gen khang thé duoc dua vao té bao chit dong vat c6 vii, khang thé c6
thé duoc tao ra bang cach nudi cay té bao chu trong khoang thoi gian dii dé khang thé
dugc biéu hién & t& bao chu, hoic tét hon nita 1a, trong khoang thoi gian du dé khang
thé dugc tiét vao moi truong nudi ciy trong d6 té bao chu duoc nudi cdy.

Trong mot s6 trudng hop, khéng thé dugc biéu hién c6 thé dugc tach tir té bao
chti va duoc tinh ché cho déng nhét. Qua trinh tach hoic tinh ché khéng thé c6 thé
dugc thuc hién bang phuong phap tach, phuong phap tinh ché thuong duge st dung
ddi vai protein, vi du, sc ky. Phuong phap sic ky c6 thé bao gdm, vi du, sic ky éi luc,
| sic ky trao dbi ion hodc séc ky ky nuéc gém cot protein A va cot protein G. Ngoai sic
ky, khéng thé c6 thé dugc téch va tinh ché bang cach két hop bd sung véi loc, siéu loc,
loai mudi, thAm tach, v.v..

Theo khia canh khac nira clia sang ché, sang ché dé xuit dugc pham didu trj
bénh ung thu hogc khéi u chira khéng thé 1am thanh phan hoat tinh.

Thuét nglt "bénh ung thu" hodc "u" thudng chi hodic mé ta tinh trang sinh ly
cua dong vét ¢6 vi dic trung boi su sinh truéng/ting sinh t& bao khong dugc kiém
soét. Vi du vé bénh ung thu bao gdm ung thu biéu md, u lympho (vi du, u lympho
Hodgkin va u lympho khong Hodgkin), u nguyén bao, ung thu mé lién két va bénh
bach cau, nhung khong chi gi6i han & cac bénh nay. Cac vi du cu thé hon vé bénh ung

thu bao gdm ung thu té bao c6 véy, ung thu phdi té bao nho, ung thu phdi khong té

-19-



31930

bao nhé, ung thu biéu mé tuyén phdi, ung thu bidu mé t& bao vay phdi, ung thu mang
bung, ung thu té bao gan, ung thu da day-rudt, ung thu tuy, u than kinh dém, ung thu
cd tir cung, ung thu budng tring, ung thu gan, ung thu bang quang, ung thu té bao gan,
ung thu v, ung thu rudt két, ung thu két truc trang, ung thu biéu mé ndi mac tir cung
hodc tir cung, ung thu biéu md tuyén nuéc bot, ung thu thén, ung thu gan, ung thu
tuyén tién liét, ung thu am hd, ung thu tuyén giap, ung thu biéu mod gan, bénh bach
cau va céc rdi loan tang sinh t& bao lympho khéc, va cdc dang ung thu dau va cd khac
nhau. Bénh ung thu theo séang ché t6t hon 13 bénh ung thu duong tinh v6i mesothelin,
va dugc chon tir nhém bao gébm bénh ung thu tuy, ung thu budng tréng, ung thu phéi,
ung thu da day, ung thu ndi mac tir cung, va khéiu trung biéu md.

Sang ché dé xuét duoc phim chira lugng c6 hiéu qua chita bénh ctia khang thé
khdng MSLN va chit mang dugc dung. “Chat mang dugc dung" 1a vat liéu c6 thé
duoc bd sung vao thanh phan hoat tinh dé hd tro cho viéc bao ché hoic tinh én dinh
ctia ché phim, va né khong gy ra céc tdc dung gy doc bét loi dang ké cho nguoi
bénh.

Chat mang chi chit mang hodc chét pha lodng ma khong e ché hoat tinh sinh
hoc va dic tinh cua hop chét dugc st dung ma khoéng kich thich ngudi bénh. Chét
mang dugc dung trong thanh phéan dugc bao ché 1a dung dich chét Iéng dugc vo trung
va pht hop cho co thé séng. Nude mudi, nude vo trung, dung dich Ringer, nuéc mubi
dém, dung dich tiém albumin, dung dich dextroza, dung dich maltodextrin, glyxerol,
etanol c6 thé duoc sir dung lam chét mang, hoic it nhAt mot thanh phén ctia né c6 thé
dugc tron dé st dung, va céc bat bd trg thong thuong khac nhu chét chéng oxi hoa,
dung dich dém, tic nhan kim vi khuén, v.v., ¢6 thé duogc bd sung néu can. Ngoai ra,
ché phém c¢6 thé duge bao ché thanh cac dang bao ché dé tiém, chéng han dung dich
chira nuée, huyén phu, nhii twong, v.v., vién tron, vién nang, cdm hodc vién nén béng
cach bd sung thém chit pha lodng, chit phén tén, chat hoat dong bé mit, chit lién két

va chat boi tron vao do. Cac chat mang khac dugc mo ta trong, vi du, [Remington's
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Pharmaceutical Sciences (E. W. Martin)]. Ché phim c6 thé chia luong c6 hiéu qua
chita bénh cua it nhat mot khang thé khang MSLN.

Chat mang duoc dung bao gdm dung dich hoic chét phan tan trong nudc vo
tring va bot vo tring dé didu ché dung dich hogic chét phén tan tiém duoc vo trung
ngay khi ding. Viéc st dung moéi truong va tic nhan nhu vay cho cac vat lidu duge
tinh 1a da biét trong linh vyc ndy. Ché phdm t6t hon 1a dwoc bao ché dé tiém ngoai
dudng tiéu héa. Ché phdm c6 thé dugc bao ché dudi dang dung dich, vi nhii twong,
liposom, hoic céc ciu truc duge cho dung khéc phi hop véi ndng do thude cao. Chat
mang c6 thé 13, vi du, dung méi hodc mdi truong phan tan chira nuéc, etanol, polyol
(vi du, glyxerol, propylen glycol va polyetylen glycol 16ng, v.v.,) va hdn hop thich
hop ctia ching. Trong mdt sb trudong hop, ché phdm c6 thé bao gdm, tic nhan ding
Uuong,vidu,dudng,nnmldachﬁcnhUInanﬁoLsoﬂﬁuﬂ,hoacnauickmu&]Dung(ﬁch
tiém duge vo tring c6 thé dugce bao ché bing cach dua lugng hop chét ¢6 hoat tinh
can thiét vao dung moéi thich hop v6i mot loai trong sb cac thanh phan dwoc md ta trén
day hoic t6 hop cia chting, sau d6 thuc hién vi loc vo tring néu can. Nhin chung, chét
phén tan duoc didu ché bang cach dua hop chét ¢6 hoat tinh vao chét mang v0 trung
chtra méi truong phén tan co ban va cic thanh phan cin thiét khac tir cac thanh phén
dugc md ta néu trén. Bt vo tring dé diéu ché dung dich tiém dugc v trung thu duoc
bang cach lam kho trong chan khong va lam dong kho (kho lanh) bot thanh phén hoat
tinh va bot thanh phén mong mudn bd sung bat ky tir dung dich duoc loc vo trung
trudce do.

Dugc phim c6 thé dugc si dung theo dudng udng hoic ngoai dudng tiéu hoa
v6i liéu ding va tAn suét c6 thé thay d6i tily thude vao muc do trim trong cua nguoi
bénh. Ché pham c6 thé duge dung cho ngudi bénh dudi dang liéu thube 16n hodc bang
cach truyén lién tuc néu can. Vi dy, viéc dung lidu 16n khang thé theo sang ché ¢6 mat
duéi dang doan Fab c6 thé ¢ luong 0,0025 dén 100mg/kg trong lugng co thé, 0,025
dén 0,25mg/kg, 0,010 dén 0,10mg/kg hosic 0,10 dén 0,50mg/kg. Pé truyén lién tuc,
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khang thé theo séng ché ¢6 mit dudi dang doan Fab c6 thé dugce dung & lidu 0,001 dén
100 mg/kg kg/phit, 0,0125 dén 1,25mg/kg/phut, 0,010 dén 0,75mg/kg/phit, 0,010 dén
1,0mg/kg/phut hogc 0,10 dén 0,50mg/kg/phut trong thoi gian 1 dén 24 giv, 1 dén 12
gio, 2 dén 12 gio, 6 dén 12 gid, 2 dén 8 giv, hodc 1 dén 2 gid. Néu khang thé theo
sang ché c6 mat duéi dang khang thé c6 chiéu dai du (c6 tron ven ving hang dinh
duoc str dung, luong st dung c6 thé 1a 1 dén 10 mg/kg trong lugng co thé, 2 dén 8
mg/kg, hodc 5 dén 6 mg/kg. Khang thé c6 chidu dai du thuong duoc st dung qua
duong truyén kéo dai trong 30 phut dén 35 phut. TAn suét sir dung phu thudc vao mirc
do6 trim trong cda tinh trang bénh. Tan suét nay c6 thé 1a 3 14n mdi tudn dén mot 1an
trong mot tudn hodc mot 1an trong hai tuén.

Ngoai ra, ché phim c6 thé dugc dung cho nguoi bénh qua duong tiém dudi da.
Vi du, khang thé khang MSLN c6 luong st dung 1a 10 dén 100 mg c6 thé duoc dung
mdi tudn, mdi hai tudn, hoic mbi thang cho nguoi bénh théng qua duong tiém duéi da.

Nhu duge st dung ¢ déy, "lugng c6 hidu qua chita bénh" chi luong du dé didu
tri bénh véi ty 1€ loi ich/nguy co cha”ip nhan duoc d6i véi didu tri y khoa, va lugng td
hop cla khéng thé khang MSLN. Lugng thuc té ¢6 thé thay dbi tiry thudc vao mot sb
yéu té bao gdm céc thanh phan va dic tinh sinh 1y ctia ché phim chita bénh, quin thé
nguoi bénh du tinh, xét dén c4 thé ngudi bénh, v.v., nhung khong chi gii han & cac
yéu t6 nay, va c6 thé duoc xac dinh dé dang bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc. Khi xem xét mot cach diy du cic yéu té nay, quan trong la sir dung mot
lugng t61 thiéu da dé thu dugc hiéu qua t6i da ma khong c6 tdc dung phu, va lidu
lugng nay c6 thé duoc xéac dinh d& béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuec.

Liéu ding cua dugc pham theo sang ché khong bi gi¢i han cu thé, nhung duoc
thay d6i theo cac yéu té khac nhau g0m tinh trang strc khoe va can nang, mirc do trim
trong ctia ngudi bénh, va loai thudc, dudng st dung, va thoi gian st dung. Ché phdm
c6 thé dugc st dung theo duong ma thuong duge cho phép & cac dong vat c6 vii gdbm

chudt, chudt nhit, gia stc, ngudi, v.v., vi du, theo duong miéng, truc trang, tinh mach,
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dudi da, trong tir cung hodc trong mach méu néo véi lugng mot lidu hodc nhidu lidu
mdi ngay.
Vi du thye hién sing ché

Duéi ddy, sdng ché s& dugc mo ta chi tiét hon véi viéc tham chiéu dén cac vi
du sau. Tuy nhién, cac vi du sau chi dé minh hoa séng ché, va s& 12 hién nhién déi véi
ngudi c6 hiéu bibt trung binh trong linh vuc ndy ring pham vi clia sang ché khong
duoc hiu 12 bi gi6i han & cac vi du nay.

Vi du 1: Phuong phép san xuit khang thé khang MSLN tir thu vién mién dich

Du tinh san xut tac nhan diéu trj 1a khang thé khang ung thu bang céch sir
dung khéng thé khang mesothelin (MSLN) dugc biéu hién qué muc trén bé mit té bao

ung thu.

1-1: Chon loc khéng thé khang MSLN

Chudt dugc gdy mién dich bang MSLN t4i tb hop cta nguoi va lach duge ldy
ra dé tach té bao lympho B. ARN téng duoc tach tir té bao lympho B va cADN dugc
téng hop. Céac gen khang thé khac nhau cta chu6t dugc tach dong tir cADN tbng hop
dugc bang cach st dung phan tmg chudi tring hop (PCR), va duoc cheén vao phagemit
pComb3X dé tao ra thu vién khang thé biéu hién doan khang thé c6 cic trinh tu khac
nhau. D& tim khang thé lién két dic hiéu véi MSLN ctia ngudi tir thu vién khang thé,
hat tir ¢6 MSLN duoc cb dinh trén dé dugc tron véi thu vién khang thé, va cac dong
duoc lién két véi khang nguyén dich dugc tach va nudi cdy. Sau do, cac dong (MI323,
MI329, MI403, va MI407) lién két dic hiéu véi khang nguyén dich (MSLN cua
nguoi) dugc xdc dinh riéng bang thi nghiém hip phu mién dich lién két enzym
(ELISA), va trinh ty gen khing thé va trinh tu axit amin cua n6 duoc xac dinh b:?mg
cach phan tich trinh tu.

Két qué 13, nhu duoc thé hién trong Bang 1, cac dong lién két dic hiéu véi

MSLN ctia ngudi c6 thé dugc chon, va trinh tu axit amin cta chung dugc xac dinh.
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Bing 2 thé hién trinh tu axit amin CDR ctia c4c khang thé dong néu trong Bang

1 dua trén danh s6 Kabat.

[Bing 1]

Dong |[Vung Trinh ty axit amin SEQ ID NO:

bién doi

MI323 |chudi EVQLQQSGPELVKPGTSVKISCKASGYSFTSYFI |1
nang QWVKQRPGQGLEWIGWIFPGSGNTK YNEMFK G
KATLAADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARS
GGYQYYFDYWGQGTSVTVSS

chudi DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVSTAYV |2
nhe AWYQQKPGQSPKLLIYSASYRYPGVPDRFTGSG
SGTDFTFTISSVQAEDLALYYCQQHYSTPWTEG
GGTKLEIKR

MI329 |chudi EVMLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYA |3
nang MSWVRRTPEKRLEWVATINSDGSYTFYPDSVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCA
RWGENWYFDVWGAGTTVTVSS

chudi  |DVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNG |4
nhe NTYLHWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRF
SGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIYFCSQSTHFPRT
FGGATKLELKR

MI403 |chudi EVQVVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYD |5
nang MSWVRQTPEKRLEWVAYISSGGGSTYYPDTVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKSEDTAMYYCA
RQGTAVKNYWYFDVWGAGTSVTVSS

chudi  |DIVMTQSPASLAVSLGQRATISCRASQSVSTSSS |6
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nhe SYVHWYQQRPGQPPKLLIKYASNLESGVPARFS
GSGSGTDFTLNIHPVEEEDTGTYYCQHSWEIPFT
FGSGTKLEIKR
MI407 |chudi EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFPFSNYD |7
nang MSWVRQTPEKRLEWVAYISSGGGNTYYPDTVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTALYFCVR
QGTSVESYWYFDVWGAGTTVTVSS
chudi DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASQSVSTSSSS |8
nhe YIHWYQQKPGQPPKLLIKYASNLESGVPARFSG
SGSGTDFTLNIHPVEEDDTATYYCQHSWEIPFTF
GSGTELEIKR
[Bang 2]
Dong  |Vung bién|CDR1 CDR2 CDR3
doi
MI323 |chubi SYFIQ WIFPGSGNTKYN |SGGYQYYFD
nang (SEQIDNO:9) |[EMFKG Y
(SEQIDNO:10) |(SEQ ID NO:
11)
chudi nhe |[KASQDVSTAVA |SASYRYP QQHYSTPWT
(SEQIDNO: 12) |(SEQIDNO:13) |(SEQ ID NO:
14)
MI329 |chudi SYAMS TINSDGSYTFYPD |WGENWYFDV
nang (SEQID NO: 15) [SVKG (SEQ ID NO:
(SEQIDNO: 16) |17)
chudi nhe [RSSQSLVHSNGN [KVSNRFS SQSTHFPRT
TYLH (SEQIDNO:19) |(SEQ ID NO:
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(SEQ ID NO: 18) 20)
MI403  |chudi SYDMS YISSGGGSTYYPD |QGTAVKNYW
ning (SEQIDNO: 21) |TVKG YFDV

(SEQIDNO:22) [(SEQ ID NO:

23)
chudi nhe |RASQSVSTSSSS |YASNLES QHSWEIPFT
YVH (SEQIDNO:25) |(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 24) 26)
MI407 |chudi  |[NYDMS YISSGGGNTYYPD |QGTSVESYW
ning (SEQIDNO:27) |TVKG YFDV

(SEQIDNO:28) |(SEQ ID NO:
29)

chudinhe [SVSTSSSSYIH |YASNLES QHSWEIPFT
(SEQID NO:30) |(SEQIDNO:25) |(SEQ ID NO:
26)

1-2: Tach dong gen IgG cia khang thé don dong MI323, MI329. MI403, va

MI407

Phagemit pComb3X chira cac gen ma hoéa ving bién ddi cua chudi nang cda
cdc khang thé dong MI323, MI329, MI403, va MI407 dugc tich chiét, va duoc dung
lam khudn cho PCR v6i méi xuéi chira Notl (Bang 3: SEQ ID NO: 31 dén 34) va mdi
nguoc chira Apal (Bang 3: SEQ ID NO: 35) bang cach st dung hdn hop tron trude
Accupower Pfu PCR (Bioneer). PCR dugc thuc hién béng cach lap lai viéc dat & nhiét
d6 94°C trong 10 phut, va sau d6 dat & nhiét 94°C trong 15 gidy, & 56°C trong 30 giay,
va & 72°C trong 90 gidy 30 lan, va cho phan tng & 72°C trong 10 phut. Trong cic gen
duoc khuéch dai, cac bang ADN c6 kich thudc mong mudn 14n luot dugc xac nhin

trén gel agaroza 1%, va dugc tach bang kit tach trén gel. Sau do, cac gen tach dugc

-26-



31930

dugc cho phan ung véi enzym cét giéi han Notl, Apal & 37°C trong 12 gi¢ hodc 14u
hon, va cac gen dugc cho phan ing vé6i enzym cit gidi han duoc tach trén gel agaroza
1% lan nira. Vecto plasmit pcIW chtta globulin mién dich typ 1 cua ngudi cla gen
viing hiang dinh cta chudi ning (ving hing dinh chudi ndng IgG1) ciing dugc cit bang
cung phuong phdp nhu néu trén va dugce tach trén gel agaroza. Céc gen ving bién di
chubi nang ri€ng biét ctia MI323, MI329, MI403, va MI407 dugc chén vao vi tri Notl,
Apal cua vecto pcIW mach thing chta viing hang dinh cia chudi nang cua nguodi
bang céach sir dung T4 ADN ligaza (Cat.No.M0203S, New England BioLabs (NEB)).
Vit liéu cua phan Gmg ndi duge bién nap vao vi khuan XL1-Blue (Té bao c6 kha nang
dién bién nap; Cat.N0.200228, Stratagene), cy trai trén dia LB (Cat.No.LNOO4CA,
NaraeBiotech) chtra carbenixilin, va nudi cdy & 37°C trong 12 gio hodc 1au hon. Sau
d6, cac khuan lac don duogc chon va nudi céy, va plasmit dugce tach béng cich str dung
kit plasmit mini (Cat.No.27405, QIAGEN), va duoc x4c nhan béng cach giai trinh tu
ADN.

Phagemit pComb3X chira céc gen ma hoa ving bién ddi ctia chudi nhe ctia cac
khang thé dong MI323, MI329, MI403, va MI407 dugc tch chiét, va ding lam khuon
cho PCR ving bién déi cta chudi nhe cta céc khang thé dong MI323, MI329, MI403,
va MI407, trong d6 PCR duoc thuc hién v6i mdi xudi chira Notl (Bang 3: SEQ ID
NO: 36, 38, 40, 42) va mdi ngugc (Bang 3: SEQ ID NO: 37, 39, 41, 43) bing cch six
dung hdn hop tron trude Accupower Pfu PCR. Ngoai ra, ving hing dinh chudi nhe
kappa cua khang thé nguoi duge dua vao PCR véi mdi xudi (Bang 3: SEQ ID NO:
44) va mdi nguge chira HindIII (Bang 3: SEQ ID NO: 45). PCR duogc thuc hién bang
cach ldp lai viéc dat & nhiét 94°C trong 10 phut, va sau d6 dat & nhiét do 94°C trong
15 gidy, ¢ 56°C trong 30 gidy, va & 72°C trong 90 gidy 30 lan, va cho phan tng &
72°C trong 10 phut. Trong cac gen duoc khuéch dai, cac biang ADN c6 kich thuéc
mong mubn 1an luot duoc xac nhén trén gel agaroza 1%, va duoc tach béng cach sur

dung kit tach trén gel. Sau d6, ving bién dbi ctia chudi nhe va viing hing dinh cta
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chudi nhe tuong ng dugc trén, sau d6 tién hanh PCR géi chéng, sao cho c4c gen biéu
hién ving chudi nhe duoc tach dong. PCR duoc thuc hién béng cach ldp lai viéc dit &
nhiét do 94°C trong 10 phut, va sau d6 dat & 94°C trong 15 gidy, & 56°C trong 30 gidy,
va & 72°C trong 90 gidy 30 lan, va cho phan (mg & 72°C trong 10 phut. Trong c4c gen
dugce khuéch dai, cac bang ADN c6 kich thuéc mong mubn dugc x4c nhan trén gel
agaroza 1%, va 1an lugt dugc tach bang céach st dung kit tach trén gel. Sau d06, cac gen
tach dugc dugc cho phan Gng véi enzym cét giéi han Notl, HindIII & 37°C trong 12
gio hodc 1au hon, va cic gen duge cho phén tmg véi enzym cét giéi han duogc tach
trén gel agaroza 1% lan nita. Vecto plasmit pcIW ciing duogc cit bang phuong phap
tuong tu nhu trén va dugc tach trén gel agaroza. Cac gen ving chudi nang cua MI323,
MI329, MI403, va MI407 tach dugc duoc chén vao vi tri Notl, HindIII cua vecto
pcIW mach thiang bang céch sir dung T4 ADN ligaza (Cat.No.M0203S, New England
BioLabs (NEB)). Vit liéu cia phan tmg néi duoc bién nap vao vi khudn XL1-Blue
(Té bao c6 kha ning dién bién nap; Cat.No.200228, Stratagene), duoc céy trai trén dia
LB (Cat.No.LN004CA, NaraeBiotech) chtra carbenixilin, va nudi cdy & 37°C trong 12
gio hodc 1au hon. Cac khuin lac don dugc chon va nudi céy, va plasmit dugc tach

bang cach st dung kit plasmit mini (Cat.No0.27405, QIAGEN), va duoc x4c nhan bing

cdch giai trinh tw ADN.
[Bang 3]
Tén Trinh ty nucleotit cia ADN SEQ ID

NO:

MI323VH-F |GCGGCCGCCATGTACTTGGGACTGAACTATGTATTC |31
ATAGTTTTTCTCTTAAATGGTGTCCAGAGTGAGGTCC
AGCTGCAGCAGTCT

MI329VH-F |GCGGCCGCCATGTACTTGGGACTGAACTATGTATTC |32
ATAGTTTTTCTCTTAAATGGTGTCCAGAGTGAGGTG
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ATGCTGGTGGAGTCT

MI403VH-F |GCGGCCGCCATGTACTTGGGACTGAACTATGTATTC |33
ATAGTTTTTCTCTTAAATGGTGTCCAGAGTGAGGTGC
AGGTGGTGGAGTCT

MI407VH-F  |GCGGCCGCCATGTACTTGGGACTGAACTATGTATTC |34
ATAGTTTTTCTCTTAAATGGTGTCCAGAGTGAGGTG
AAGTTGGTGGAGTCT

VHApal-R ACCGATGGGCCCTTGGTGGA 35

MI323VL-F  |GCGGCCGCCATGGATAGCCAGGCTCAGGTGCTGATG |36
CTGCTGCTGCTGTGGGTGTCAGGGACTTGCGGGGAC
ATTGTGATGACCCAGTCTCACAAA

MI323VLCL- |ACACTAGGAGCGGCCACGGTTCGTTTGATTTCCAGT |37

R TTGGTCCCT

MI329VL-F  |GCGGCCGCCATGGATAGCCAGGCTCAGGTGCTGATG |38
CTGCTGCTGCTGTGGGTGTCAGGGACTTGCGGGGAC
GTTGTGATGACCCAGACTCCACTC

MI329VLCL- |[ACACTAGGAGCGGCCACGGTTCGTTTCAGCTCCAGC (39

R TTGGTC

MI403VL-F  |GCGGCCGCCATGGATAGCCAGGCTCAGGTGCTGATG |40
CTGCTGCTGCTGTGGGTGTCAGGGACTTGCGGGGAT
ATTGTGATGACCCAGTCTCCTGCT

MI403VLCL- |ACACTAGGAGCGGCCACGGTTCGTTTTATTTCCAAC |41

R TTTGTCCCCGA

MI407VL-F  |GCGGCCGCCATGGATAGCCAGGCTCAGGTGCTGATG |42
CTGCTGCTGCTGTGGGTGTCAGGGACTTGCGGGGAT
ATTGTGTTGACACAGTCTCCTGCT

MI407VLCL- |ACACTAGGAGCGGCCACGGTTCGTTTTATTTCCAAC |43
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R TCTGTCCCCG
Ck-F ACCGTGGCCGCTCCTAGTGT A4
CkSHB-R NNNNGGATCCAAGCTTACTAGCACTCCCC 45

1-3: Sén xuét va tinh sach IgG cac khang thé dong MI323, MI329. MI403. vi

MI407

Dé san xuét va tinh sach cac khang thd dong MI323, MI329, MI403, va MI407
khang MSLN thu dugc bang dap Gtng mién dich cta chudt, t& bao Expi293F™ duoc
chiing & ndng d6 2,0 X 10°t& bao/mL vio ngdy truéc khi chuyén nhiém. Sau khi
(37°C, 8% CO,, 125 vong/phut) trong 24 gid, médi truong biéu hién Expi293™
(Cat.No.A1435101, Gibco) duge bd sung dé didu ché 30mL san phim c6 ndng do 1a
2,5 X 10°té bao/mL (kha nang séng = 95%). 30 ng ADN (pcIW-chudi ning khang
MSLN: 15 pg, pcIW-chudi nhe khang MSLN: 15 ug) dugc pha lodng trong moi
truong SEM OptiPro™ (Cat.No.12309019, Gibco) dé c6 tdng thé tich 14 1,5 mL, va
cho phan Umg & nhiét do trong phong trong 5 phut. 1,5 mL moi truong SEM
OptiPro™ (Cat.N0.12309019, Gibco) dugc tron véi 80 pL chit phan ting
ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A14524, Gibco) dé téng thé tich 1a 1,5mL, va cho phan
ing ¢ nhiét do trong phong trong 5 phut. Sau khi phan tng trong 5 phut, 1,5 mL ADN
dugc pha loang va 1,5 mL chit phan ng ExpiFectamine™ 293 duogc pha lodng dugc
tron déu v6i nhau, va cho phan Gng & nhiét d6 trong phong trong 20 dén 30 phut. 3mL
hdn hop ADN va chét phén tmg ExpiFectamine™ 293 dugc xtr ly trong cac t& bao
Expi293F™. Sau khi nuéi cdy huyén phii (37 °C, 8% CO,, 125 vong/phit) trong 16
dén 18 gios, 150 pL chét ting cuong 1 ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A 14524, Gibco)
va 1,5 mL chét ting cudng 2 ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A 14524, Gibco) dugc bd
sung vao do, sau d6 nudi cdy huyén phu trong 5 ngdy. Sau khi nudi cdy, manh vo té
bao dugc loai bo bang cach ly tdm & tde dd 4000vong/phut trong 20 phut, va dich nbi

dugc cho qua bd loc ¢& 0,22um dé dugc didu ché. MabSelect Xtra (Cat.No.17-5269-
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02, GE Healthcare) la nhya protein A ¢6 100 pL duoc diéu ché cho mdi 30 mL dich
nudi cdy, sau do ly tam & téc do 1000 vong/phut trong 2 phut dé loai dung dich béo
quan, va rira san pham thu duge bang 400 pL dung dich dém lién két protein A
(Cat.No.21007, Pierce) 3 1an. Nhya protein A dugc bd sung vao dich nuéi cdy diéu
ché duoc va cho phén ung quay ¢ nhiét do trong phong trong 30 phut. Hon hop dich
nuoi céy va nhya dugc dat vao cdt quay tron nép sap duc 16 (Cat.No.69725, Thermo),
va sau d6, chi nhya dugc dé lai trong cOt nho st dung 6ng phan phdi chan khong
QIAvac 24 Plus (Cat.No.19413, QIAGEN). 5 mL dung dich dém lién két protein A
duoc bd sung dé rira nhua, 200 uL dung dich dém rira giai protein A (Cat.No.21009,
Pierce) dugc bd sung vao d6. Vit liéu thu dugc dugc cho phan Ung béng cach tao
huyén phu lai & nhiét do trong phong trong 2 phut, va ly tim & téc do 1000 vong/phut
trong 1 phut, va rira gidi. Mdi dich rira giai dugc trung hoa bang cach bd sung 2,5 plL
Tris-HCI 1,5M (pH 9,0). Tién hanh rira giai 4 dén 6 lan, va dinh luong m&i phan doan
bang cach st dung Nanodrop 200C (Thermo Scientific). Cac phan doan trong d6
protein duogc phat hién dugc thu gom, va trao ddi véi dung dich dém PBS (Phosphate-
Buffered Saline) nhd st dung cot loai mubi Zeba Spin, 7K MWCO, 5 mL
(Cat.No0.0089892, Pierce). Sau d6, tién hanh dién di protein (SDS-PAGE) trong diéu
kién khtr va khong khir dé xac nhén 1an cudi viéc dinh lugng ndng dé va tinh trang

khéng thé, va giit khang th & nhiét do 4°C.

Vi du 2: Phuong phép san xuit khang thé khang MSLN tir thu vién scFv tdng

hop biéu hién thuc khuan thé

2-1: Chon loc khéng thé scFv khéang MSLN cuia ngudi st dung biéu hién thuc

khuén thé
bé sang loc so bd, 1 mL 10" hoic hodc nhiéu hon dung dich géc thu vién duoc

cho phan ung trong éng polystyren pha rin (Cat.No.444202, Nunc) dugc phu MSLN
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& nhiei d9 37 °C trong 2 gid. Dong thoi, 10 pL vi khuén XL1-blue (t€ bao c6 kha ning
dién bién nap; Cat.No.200228, Stratagene) dugc nudi cdy véi 10 pL SB
10ml/tetraxyclin va duge cho sinh truéng dén gia tri ODgy bang 0,8 dén 1,0. Dung
dich gbc thu vién thu duge sau khi phan ung & 37°C trong 2 gid duoc rira bang 5ml
Tween 20 0,05%/PBS 4 14n, va tir buée sang loc tht hai, s6 14n rira béng Tween 20
0,05%/PBS tang theo sy ting s6 14n sang loc. Sau d6, vat liéu thu dugc duge nudi céy
v0i 1%BSA/0,1M Glyxin pH 2,0 ¢ nhiét d trong phong trong 10 phut dé tinh sach
phagemit. Phagemit tinh sach dugc chuyén sang 6ng 50mL va dugc trung hoa bang 70
pul Tris 2M. 9mL vi khuin XL1-blue (té bao c6 kha ning dién bién nap;
Cat.No0.200228, Stratagene) dugc xit ly, va 1 mL vi khudn duge xi ly trong dng da
rira. Vi khudn dugc gdy nhiém & nhiét do trong phong trong 30 phut, va 10 mL SB,
20uL tetraxyclin, 10 pL carbenixilin duoc bd sung vao dé, sau d6 nudi ciy huyén pho
¢ nhi€t do 37°C va 220 vong/phit trong 1 gid. Sau d6, vi khuin duge xit ly bing 1 mL
thyc khudn thé hé trg VCS M13 (10" pfu), va nuéi cdy huyén phit & nhiét do 37°C va
¢ 220 vong/phut trong 1 gid, va duge xit 1y bang 80 mL SB, 100 uL kanamyxin, va
100 pL carbenixilin, va nudi cdy & 37°C va & 220 vong/phut trong 12 gid hodc 1au hon.
Vi khun duoc nudi cdy trén 12 gidr duge ly tim & toc do 3500 vong/phut va & 4°C
trong 10 phut, va dich ndi dugc chuyén vao éng méi. 20 mL PEG 20%/NaCl 15%
dugc bd sung vao do, duoc tron déu, va cho phan Ung trong nudc da trong 30 pht.
Sau d6, dich ndi dugc loai b6, va thu gom vién cin va tao huyén phu lai béng 2 mL
BSA 1%/PBS & téc do 8000 vong/phut, va & 4°C trong 30 phut, va ly tAm & tc do
15000 vong/phut va 4°C trong 10 phut. O day, vién cin thu gom dugc dugc loai bo va
1 mL dich ndi (2 mL) dwoc bdo quan & nhiét do -20°C va phan con lai (1 mL) duoc sit

dung trong budce sang loc tht ty sau day.

2-2: Xac nhén chic chin cac dong riéng 1é theo ELISA

Cac khuan lac don cua quan thé dugce khuéch dai cudi cung cua thu vién scFv
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téng hop biéu hién thuc khudn thé dugc thu gom, va nudi céy véi 1,5 mL
SB/carbenixilin dén gia tri OD 600 bing 0,8 dén 1,0 & nhiét d6 37°C va & 220
vong/phit, va sau d6 dugc nudi cdy voi 1 mM IPTG & nhiét do 30°C va & 200
vong/phit trong 12 gio hodc 14u hon. Céc vat liéu phan (mg duoc ly tdm & tée do 5500
vong/phiit trong 5 phut, va chi mdi dich ndi dugc bd sung vao dia ELISA chira khéng
nguyén MSLN & dudi, va cho phin (mg ¢ nhiét do trong phong trong 2 gid. Sau do,
vat ligu thu duoc duoc rira bang PBST (1XPBS, Tween 20 0,05%) 4 1in, va HRP/lién
hop khang hFab-HRP dugc pha lodng theo ty 1& 1/5000 bang BSA 1%/1XPBS duogc
b6 sung vao dé, va cho phén Ung & nhiét do trong phong trong 1 gid, va dugc ria
bing PBST (1XPBS, Tween 20 0,05%) 4 1dn. Sau dé, dung dich TMB dugc bd sung
vao d6 va cho phan ng trong 5 dén 10 phut, va dung dich dimg TMB dugc bd sung
vao d6. Tiép theo, gia tri O.D. duogc do & bude song do 1a 450 nm st dung 4nh sang
TECAN, va céc dong c6 gia tri O.D. cao dugc xac nhan chic chén 13 cac dong riéng 1é.

Két qua 13, nhu duge thé hién trong Bang 4, dong lién két dic hiéu véi MSLN
cua nguoi co thé dugc chon loc, va trinh tu axit amin cia ching dugc xac dinh.

Béng 5 thé hién trinh ty axit amin CDR ctia céc khang thé dong néu trong Bang
4 trén co s& d4nh sb Kabat.

[Bang 4]

Dong  [Vung Trinh tu axit amin SEQ ID NO:

bién doi

MS501 |chudi EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY (46
nang AMSWVRQAPGKGLEWVSGIYPDSGSTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCARNIYTFDYWGQGTLVTVSS

chudi nhe |QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNA |47
VSWYQQLPGTAPKLLIYYNNQRPSGVPDRFSG
SKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSSLS
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GYVFGGGTKLTVLG

MS502

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY
AMSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSGSKYYADS
VRGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCAKNMLSFDYWGQGTLVTVSS

48

chudi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNA

VSWYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSG
SKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSSLN
GYVFGGGTKVTVLG

49

MS502-

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY
AMSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSGSKYYADS
VRGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCAKNMLSFDYWGQGTLVTVSS

48

chudi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCICSSSNIGSNAV
SWYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGS

KSGTSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSSLNG
YVFGGGTKLTVLG

50

MS503

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY
AMSWVRQAPGKGLEWVSSIYPGDGSTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCAKNAFTFDYWGQGTLVTVSS

51

chuoi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNA
VSWYQQLPGTAPKLLIYYNSHRPSGVPDRFSG
SKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCGTWDSSLS
GYVFGGGTKLTVLG

52

MS504

chudi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY

AMSWVRQAPGKGLEWVSSIYPNGSSKYYADS

53
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VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDMAVY
YCAKNLLTFDYWGQGTLVTVSS

chudi nhe

QSVLTQPPSASGPPGQRVTISCTGSSSNIGNNS
VSWYQQLPGTAPKLLIYYDSHRPSGVPDRFSG
SKSGTSASLAIGGLRSEDEADYYCGAWDDSLN
AYVFGGGTKLTVLG

54

MS505

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY
AMSWVRQAPGKGLEWVSAIYPDGSNKYYAD
SVKGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARNAYTFDYWGQGTLVTVSS

55

chudi nhe

QSVLTQPPSASGTPGRRVTISCSGSSSNIGSNAV
SWYQQLPGTAPKLLIYYNSQRPSGVPDRFSGS
KSGTSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSSLNG
YVFGGGTKLTVLG

56

MS506

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY
AMSWVRQAPGKGLEWVSSIYPGSGSTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCARNLYTFDYWGQGTLVTVSS

57

chudi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNA
VTWYQQLPGTAPKLLIYYDSHRPSGVPDRFSG
SKSGTSASLAISGPRSEDEADYYCGAWDSSLS
AYVFGGGTKLTVLG

58

[Bang 5]

Dong

doi

Ving bién

CDRI1 CDR2 CDR3

MS501

chuoi

NYAMS GIYPDSGSTYYA |[NIYTFDY
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nang (SEQID NO: 59) |DSVKG (SEQ ID NO:
(SEQID NO: 60) |61)ccece
chudi nhe |SGSSSNIGSNAV |YNNQRPS GSWDSSLSGYV
S (SEQID NO: 63) [((SEQID NO: 64)
(SEQ ID NO: 62)
MS502  |chubi NYAMS GIPPDSGSKYYA [NMLSFDY
nang (SEQID NO: 59) |DSVRG (SEQ ID NO: 66)
(SEQ ID NO: 65)
chudi nhe |TGSSSNIGSNAV |YNSKRPS GSWDSSLNGYV
S (SEQID NO: 68) |(SEQ ID NO: 69)
(SEQ ID NO: 67)
MS502- |chudi NYAMS GIPPDSGSKYYA |NMLSFDY
1 ndng (SEQ ID NO: 59) [DSVRG (SEQ ID NO: 66)
(SEQ ID NO: 65)
chudi nhe [ICSSSNIGSNAVS|YNSKRPS GSWDSSLNGYV
(SEQID NO:70) |(SEQID NO:68) [(SEQID NO: 69)
MS503 |chudi NYAMS SIYPGDGSTYYA [NAFTFDY
nang (SEQID NO:59) |[DSVKG (SEQ ID NO: 72)
(SEQID NO: 71)
chudi nhe |SGSSSNIGSNAV |YNSHRPS GTWDSSLSGYV
S (SEQID NO:73) |(SEQID NO: 74)
(SEQ ID NO: 62)
MS504 |chudi NYAMS SIYPNGSSKYYA |[NLLTFDY
nang (SEQID NO:59) [DSVKG (SEQ ID NO: 76)
(SEQ ID NO: 75)
chudi nhe |TGSSSNIGNNSV |YDSHRPS GAWDDSLNAYV
S (SEQID NO: 78) |(SEQ ID NO: 79)
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(SEQ ID NO: 77)

MS505 |chudi  [NYAMS ATYPDGSNKYYA [NAYTFDY
ning (SEQ ID NO: 59) |DSVKG (SEQ ID NO: 81)
(SEQ ID NO: 80)

chudi nhe [SGSSSNIGSNAV |YNSQRPS GSWDSSLNGYV
S (SEQID NO: 82) |(SEQ ID NO: 83)
(SEQ ID NO: 62)

MS506 [chudi  [NYAMS SIYPGSGSTYYA [NLYTFDY
ning (SEQ ID NO: 59) |DSVKG (SEQ ID NO: 85)
(SEQ ID NO: 84)

chudi nhe |TGSSSNIGSNAV [YDSHRPS GAWDSSLSAYV
T (SEQID NO: 78) |(SEQ ID NO: 87)
(SEQ ID NO: 86)

2-3: T4ch dong gen IeG ciia khang thé khiang mesothelin

Phagemit pComb3X chta gen ma hoa ving bién ddi cua chudi nhe cta cic
khang thé dong MS501, MS502, MS503, MS504, MS505, va MS506 da xac nhan
chic chin duoc tach chiét, va dung lam khuén cho PCR ving bién dbi cua chudi nhe
cta cac khang thé dong MS501, MS502, MS503, MS504, MS505, va MS506, trong
d6 PCR duogc thuc hién v6i mdi xudi chira NotI (SEQ ID NO: 86) va mdi ngugc (SEQ
ID NO: 87) bang cach st dung hén hop tron trude Accupower Pfu PCR. Ngoai ra,
ving hing dinh cta chudi nhe kappa ctia khdng thé ngudi duge dua vao PCR véi mdi
xudi (Bang 6: SEQ ID NO: 88) va mdi ngugc (Bang 6: SEQ ID NO: 89). PCR duoc
thuc hién béng cach 13p lai viéc dat & nhiét do 94°C trong 10 phut, va sau d6 dit &
94°C trong 15 gidy, & 56°C trong 30 gidy, va & 72°C trong 90 gidy 30 lan, va cho
phan ung & 72°C trong 10 phat. Trong cac gen duogc khuéch dai, cac biang ADN c6

kich thuéc mong mubn dugc x4c nhén trén gel agaroza 1%, va lan lugt dugc tach
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bang céach st dung kit tach trén gel. Sau d6, viing bién ddi cta chudi nhe va ving hing
dinh ctia chudi nhe twong tmg dugc tron, sau d6 tién hanh PCR gdi chdng, sao cho céac
gen biéu hién ving chudi nhe duoc tach dong. PCR dugc thuc hién biang cach lap lai
viéc ddt ¢ nhiét do 94°C trong 10 phut, va sau d6 dat & 94°C trong 15 gidy, & 56°C
trong 30 gidly, va & 72°C trong 90 gidy 30 1an, va cho phéan tmg & 72°C trong 10 phut.
Trong cac gen dugc khuéch dai, cac bang ADN c6 kich thuéc mong mudn dugc xic
nhén trén gel agaroza 1%, va lan lugt duoc tach bang cach str dung kit tach trén gel.
Sau d6, cac gen tach dugc duge cho phan ting véi enzym cit gidi han Notl, HindIII &
37°C trong 12 gid hodc 1au hon, va cac gen dugc cho phan tng véi enzym cit gi6i
han dugc tach trén gel agaroza 1% lan nita. Vecto plasmit pcIW ciing duoc cit bang
phuong phap twong tu nhu trén va dugc tach trén gel agaroza. C4c gen viing chudi nhe
ciia MS501, MS502, MS503, MS504, MS505, MS506 tach dugc duge chén vao vi tri
Notl, HindIIl cia vecto pcIW mach thing bang cach st dung T4 ADN ligaza
(Cat.No.M0203S, New England BioLabs (NEB)). V4t liéu ctia phan tng néi duoc
bién nap vao vi khuin XL1-Blue (Té bao c6 kha nang dién bién nap; Cat.No.200228,
Stratagene), dugc cAy trai trén dia LB (Cat.No.LNO04CA, NaraeBiotech) chtra
carbenixilin, va nudi céy & 37°C trong 12 gio hodc 1au hon. Céc khuin lac don duoc
chon va nuodi cdy, va plasmit dugc tach bing cich st dung kit plasmit mini
(Cat.No.27405, QIAGEN), va duoc x4c nhan béng cach giai trinh twy ADN.

Phagemit pComb3X chita gen ma héa ving bién ddi cta chudi nang cua cac
khang thé dong MS501, MS502, MS503, MS504, MS505, va MS506 dugc tach chiét,
va ding lam khuon cho PCR vé6i mdi xudi chira Notl (Bang 6: SEQ ID NO: 90) va
moi ngugc chira Apal (Bang 6: SEQ ID NO: 91) bing cach st dung hdn hop tron
trude Accupower Pfu PCR (Bioneer). PCR duogc thuc hién bang cach 1ap lai viéc dat &
nhiét d§ 94°C trong 10 phut, va sau d6 dit & 94°C trong 15 gidy, & 56°C trong 30 gidy,
va & 72°C trong 90 gidy 30 ln, va cho phan tmng ¢ 72°C trong 10 phut. Trong cac gen

duge khuéch dai, cac bang ADN c6 kich thuéc mong mudn dugc xdc nhan trén gel
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agaroza 1%, va lan lugt duoc tach bing cach st dung kit tach trén gel. Sau d96, cac gen
tach dugc duge cho phan tng v6i enzym cit giéi han Notl, Apal & nhiét do 37°C
trong 12 gid hodc l4u hon, va céc gen dugc cho phin tng véi enzym cét gidi han
dugc tach trén gel agaroza 1% lan nita. Vecto plasmit pcIW chira globulin mién dich
typ 1 clia ngudi cia gen ving hing dinh ciia chudi ning (viing hang dinh chudi ning
IgG1) cling duge cit bang phuong phap tuong tu nhu trén va dugc tach trén gel
agaroza. Gen vung bién d6i chudi ndang cua MS501, MS502, MS503, MS504, MS505,
va MS506 tach dugc dugce cheén vao vi tri Notl, Apal cua vecto pcIW mach théng
chita ving hing dinh chudi ning cua ngudi bang cich st dung T4 ADN ligaza
(Cat.No.M0203S, New England BioLabs (NEB)). Vat liéu ctia phan Gmg nbi duoc
bién nap vao vi khuén XL1-Blue (Té bao c6 kha ning dién bién nap; Cat.No.200228,
Stratagene), duoc ciy trai trén dia LB (Cat.No.LNOO4CA, NaraeBiotech) chura
carbenixilin, va nudi cdy & 37°C trong 12 gio hodc 1au hon. Céc khuin lac don dugc
chon va nudi cdy, va plasmit dugc tach bang cach su dung kit plasmit mini
(Cat.No.27405, QIAGEN), va duogc x4c nhan béng cach giai trinh tr ADN.
[Bang 6]

NO:

Tén Trinh ty nucleotitcc SEQ ID

NotI-Trinh tu danNNNNGCGGCCGCCATGGATAGCCAGGCTCAGGT |88
dau- VL-F GCTGATGCTGCTGCTGCTGTGGGTGTCAGGGACT
TG CGGGCAGTCTGTGCTGACTCAGCCA

VL-R GGGGTTGGCCTTGGGCTGGCCTAGGACCGTCAGC (89
TTGGT
VL-CL-F CAGCCCAAGGCCAAcCCCC 90

HindIII-VL-R NNNNGGATCCAAGCTTACTAACATTCTGTAGGGG |91
CCACTGTC

HD-chudi nang-F |GGTGTCCAGGCGGCCGCCATGTACTTGGGACTGA |92
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ACTATGTATTCATAGTTTTTCTCTTAAATGGTGTC
CAGAGTGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTG

HD-chudi ngng-R [GGGGGAAGACCGATGGGCCCTTGGTGGAGGCTG |93

AGCTCACGGTGACCAGTGT

2-4: San xuét va tinh sach IgG cia céc khang thd dong MS501, MS502. MS503.

MS504, MS505, MS506

Dé san xuét va tinh sach céc khang thé dong MS501, MS502, MS503, MS504,
MS505, MS506 thu dugc tir thu vién scFv biéu hién thuc khudn thé, t& bao
Expi293F™ duoc ching & ndng d 2,5 X 10° té bao/mL vao ngay trude khi chuyén
nhiém. Sau khi 0 (37°C, 8% CO,, 125 vong/phiit) trong 24 gid, mdi trudng biéu hién
Expi293™ (Cat.No.A1435101, Gibco) dugc bd sung dé diéu ché 30mL san phim c6
ndng do 1a 2,5 X 10°té bao/mL (kha ning séng = 95%). 30ug ADN (ving bién dbi
cia chudi ning pcIw-MS502: 15 pg, ving bién ddi cia chudi nhe pclw-khéng-
Mesothelin: 15 pg) duoc pha lodng trong moi truong SEM  OptiPro™
(Cat.N0.12309019, Gibco) dé c6 tong thé tich 1a 1,5 mL, va cho phan Gng & nhiét do
trong phong trong 5 phit. 1,5 mL moi truong SEM OptiPro™ (Cat.No.12309019,
Gibco) duge tron véi 80 L chét phan tng ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A14524,
Gibco) dé tfmg thé tich 14 1,5 mL, va cho phan Umg & nhiét d trong phong trong 5
phut. Sau khi phan tmg trong 5 phut, 1,5 mL ADN dugc pha loing va 1,5 mL chét
phan tng ExpiFectamine™ 293 dugc pha lodng dugc tron déu véi nhau, va cho phan
ing & nhiét do trong phong trong 20 dén 30 phat. 3 mL hdn hgp ADN va chét phan
tng ExpiFectamine™ 293 duoc xtt Iy trong céc t& bao Expi293F™. Sau khi nudi cay
huyén phu (37 °C, 8% CO,, 125 vong/phit) trong 16 dén 18 giy, 150 pL chit tang
cudng 1 ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A14524, Gibeo) va 1,5 mL chét ting cuong 2
ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A14524, Gibco) duoce bd sung vao do, sau dé nuodi chy

huyén phu trong 5 ngay. Sau khi nudi cdy, manh v& té bao duoc loai bd bang cach ly
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tam & toc do 4000vong/phut trong 20 phuat, va dich ndi dugc cho qua b loc ¢
0,22pm dé duge diéu ché. MabSelect Xtra (Cat.No.17-5269-02, GE Healthcare) 14
nhya protein A c¢6 100 pL dugc diéu ché cho mdi 30 mL dich nudi céy, sau do ly tam
& toe dd 1000 vong/phut trong 2 phit dé loai dung dich bao quan, va san pham dugc
rira bang 400 uL dung dich dém lién két protein A (Cat.N0.21007, Pierce) 3 1an. Nhya
protein A dugc bd sung vao dich nudi cdy diu ché dugc va cho phan Gng quay &
nhiét do trong phong trong 30 phut. Hon hop dich nudi céy va nhya dugce dit vao cot
quay duc 18 nip sip (Cat.No.69725, Thermo), va sau do, chi nhya dugc dé lai trong
cOt nhd st dung Ong phan phéi chan khong QIAvac 24 Plus (Cat.No.19413,
QIAGEN). 5 mL dung dich dém lién két protein A dugc bd sung dé rira nhua, 200 pL
dung dich dém rtra giai protein A (Cat.No.21009, Pierce) dugc bd sung vao do. Vat
liéu thu dugce duge cho phan tmg bang cach tao huyén phu lai & nhiét do trong phong
trong 2 phut, va ly tim & tdc dd 1000 vong/phut trong 1 phut, va rira giai. Mbi dich
rira gidi duoc trung hoa bang cach bd sung 2,5 pL Tris-HCI 1,5M (pH 9.0). Tién hanh
rira giai 4 dén 6 14n, va dinh lugng mdi phan doan bang cach st dung Nanodrop 200C
(Thermo scientific). Cac phan doan trong d6 protein dugc phat hién duoc thu gom, va
trao d6i véi dung dich dém PBS (Phosphate-Buffered Saline) nhd st dung cot loai
mubi Zeba Spin, 7K MWCO, 5 mL (Cat.No0.0089892, Pierce). Sau dé, tién hanh dién
di protein (SDS-PAGE) trong diéu kién khir va khong khir & x4c nhan 14n cudi viéc
dinh lwong ndng do va tinh trang khang thé, va gitr khang thé & nhiét do 4°C.

2-5: Po luc lién két dinh luong cia khang thé khang MSLN véi khang nguyén

Luc lién két dinh luong (4i luc) ciia khang thé khang MSLN tinh sach, tirc 13,
cdc khéng thé dong MI323, MI329, MI403, MS502 dbi v6i mesothelin ti tb hop cia
ngudi (MSLN) dugce do bang cach st dung bo cam bién sinh hoc Biacore T-200 (GE
Healthcare, MY). MSLN (Cat.No.3265-MS, R&D systems) duoc tinh sach tir té bao
HEK293 dugc ¢ dinh 1én chip CM5 (GE Healthcare, MY) dé théa man 200 Rmax

bang cach st dung phan tng amin-carboxylic. Sau d6, khang thé dong C2G1, khéng
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thé dong C2G4 hodc khang thé dong C3C8 dugc pha loang tudn tu bing dung dich
dém HBS-EP (10mM HEPES, pH7,4, 150mM NaCl, 3mM EDTA, 0,005% chét hoat
dong bé mat P20) duoc dé chiy & khoang ndng do 0,078nM dén 5nM vi & toe do
dong 1a 30uL/phiit dé lién hop trong 120 gidy va phén ly trong 1800 gidy. Su phan ly
ctia khéng thé duoc lién két véi MSLN duoc gdy ra bang cach cho chdy Glyxin-HCI
10 mM pH 1,5 & téc do dong 1a 30 uL/phit trong 30 gidy (Bang 7). Ai luc thu dugc
duéi dang hing sb téc do chuyén dong (K,, va K,f) va hing sb phan ly can bang (Kp)

bang cach str dung phan mém danh gid Biacore T-200 (Bang 8).

[Bang 7]
SPR Biacore T200
Chip CM5
Dung dich dém chay HBS-EP pH7.4
Téc do dong 30ulL/phut
Thoi gian lién hop/phén ly 120 giay / 600 giay
Nbng d6 IgG 0,078~5nM, 1/2 d6 pha lodng tuin tu
Phuc hoi 10mM Glyxin-HCI pH1,5, 30 gidy
[Bang 8]
Kon Kot Kp
MI323 2,7X10° 4,8X10° 1,8X1071°
MI329 1,4X10° 5,1X107 3,5X10™"
MI403 8,9X10* 4,0X10° 4,5X107"°
MS502 1,9X10’ 4,3X10° 2,3X10°1°

Vi du 3: Phuong phép san xuat khang thé thanh thuc c6 4i luc dong MS502
3-1: Thiét ké thu vién thanh thuc i luc dong MS502

Trinh tu axit amin cta dong MS502 khang mesothelin dugc dwa vao trang chu
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mo hinh cua Thuy ST (http://swissmodel.expasy.org/) dé tim trinh ty khudn. 50 trinh tu
dugc tim thdy dya trén céc trinh tyu tuong ddng, va tién hanh 13p m6 hinh bang cach
lya chon mdi trinh tu 1am khuon. 50 trinh tu dugc liét ké theo thir tu wu tién dua vao
gia tri QMEAN4 (CB, tat ca nguyén tir, solvat hoa, do Xoén), va khuon duoc Iua chon
6 xét dén mirc do tuong dong vé trinh tu va do phan gidi ngoai cac gia tri QMEAN4.
3g6a.1.B dugc lua chon cho ving bién ddi cua chudi ndng, va 3ghz.1.B (LCDR1,2) va
4051.1.A (LCDR3) dugc lya chon cho ving bién ddi cia chudi nhe. CAu triic MS502
thu dugc duwa trén khuén dugc Iya chon duge phan tich bing chuong trinh pymol, va
paratop dugc chon dua trén axit amin nhd ra cia CDR (xem FIG.1). Trong s6 chiing,
VL CDR2 Y49, Y50, K53 dugc loai ra khéi cdc axit amin dé xuét dot bién mic du
dugc du doan ring chung 14 cac paratop boi vi Tyr va Lys 1a céc axit amin thudng c6
tic dong tich cuc 1én lién két. Viéc dwa vao dot bién duoc thiét ké bing cach bao toan
50% trinh tu di co, ting ty 1€ Tyr, Ser, Gly, va kiém soat trinh tu nucleotit st dung
mdi tron béng tay (IDT, M¥) sao cho ty 1€ wa nudc, ki nuée, dién tich duong, va dién
tich am dugc bao gébm déu nhau (Bang 9). Ving bién ddi cua chudi nang dugc chia
thanh mdi trong sb ba doan boi vi dot bién dugc dua vao ca CDRI, 2, va 3, va ching
dugc dua vao PCR doan va PCR gdi chdng dé tao cAu tric thu vién, va viing bién dbi
cuia chudi nhe dugc chia thanh mdi trong sb hai doan béi vi dot bién dugc dua vao chi
CDRI1 va 3, va chung dugc dua vao PCR doan va PCR géi chéng dé tao cAu tric thu
vién. Kich thudc theo 1y thuyét cua thu vién theo viéc dua dot bién vao trong truong
hop ving bién dbi cia chudi ning 13 5,83 X 10", va kich thuéc theo ly thuyét cta thu
vién theo viéc dua d6t bién vao trong trudng hop ving bién dbi cta chudi nhe 1a 2,16
X 10%,
[Bang 9]
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HCDR1
N31 Y32
Tyr 7 THR 7 Tyr 49 THR 1 7
_Ser 8 Gln 0 Ser 8 Gin 0 0.5
Asn 49 Gly Asn e 05
Na 1 | Ag 1 49
val 1 1 7
Hi - Leu 1 ¢ 1 _d 1.5
Glu 0 Met 0 0 0 Glu 3.5 Met 0.25
Ap 7 lle 7 7 1 Asp 3.5 ile 0.75
Phe 1 Pro 1 7 1 Phe 0.5 Pro 7
TRP o Cys 1 TRP 0  Cys 7 TRP 0.25 | Cys 0.5
STOP 0 STOP 0 STOP | 0.75
HCDR2
G55 S56
i Tyr £
0 Ser Q
7 Gly 25
7 Ag 7
7 Lys 0.5
1 ~ His 0.5
0 Glu (0]
se A8 1 Asp 0.5
Phe ' 1 Pro 1 Phe 7
TRP O Cys 1 TRP 0
STOP 0 0
7 =5
(0] 0
2 225
7 0.5
1 3.5
1 7
0 0
1 10.5
7 1
0 3.5
0 0
7
0
2.5
7
0.5
0.5
0
0.5
7
0
0
LCDR3
S94 N95b
2 ; 7 Tyr 7 - THR 7
0 0 ' 0
0 2 49
2 7 1
2 1 1
16 1 1
2 0 Glu 0 Met 0
Y 1 - lle 7
2 7 Phe 1 Pro 1
0 i 0 TRP 0 Cys 1
0 STOP | 0 STOP 0

3-2: Tao cau tric thu vién ving bién ddi ciia chudi nhe
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DPé dua dot bién vao thu vién, trude tién, ving bién dbi cia chudi nhe duoc
chia thanh 2 phén, va chung dugc dua vao PCR doan. Viung bién ddi cua chudi nhe
doan s6 1 ¢6 trinh tu gen ving bién ddi cua chudi nhe cia dong MS502 khéang
mesothelin 1am khudn, va mdi xubi (SEQ ID NO: 93) va mdi nguoc (SEQ ID NO: 94)
duge bd sung vao d6, va ving bién ddi ciia chudi nhe doan s 2 ¢6 trinh tu gen vung
bién ddi cta chudi nhe cua dong MS502 khéng mesothelin 1am khuén, va mdi xubi
(Bang 10: SEQ ID NO: 95) va mdi nguoc (Bang 10: SEQ ID NO: 96) dugc bé sung
vao d6, va sau d6, mdi doan dugc dua vao PCR sit dung hdn hop tron sin polymeraza
Primestar (Takara). PCR dugc thuc hién béng cach lap lai viéc dat & nhiét do 98°C
trong 2 phut, va sau dé diat & 98°C trong 10 gidy, & 60°C trong 15 gidy, va & 72°C
trong 20 gidy 30 Ian, va cho phéan mg & 72°C trong 10 phat. Trong cac gen duoc
khuéch dai, cac bang ADN c6 kich thuéc mong mudn dugc x4c nhén trén gel agaroza
1%, va lan luot dugc tach nhy sir dung kit tach chiét trén gel (QIAquick Gel
Extraction Kit, CAT. NO. 28706, QIAGEN). Ving hing dinh chudi nhe c¢6 vung
chudi nhe lambda 1am khuén, va mdi xuéi (Bang 10: SEQ ID NO: 97), va mdi nguoc
(Bang 10: SEQ ID NO: 98) dugc bd sung vao d6, va mdi doan duogc dua vao PCR sir
dung hdn hop tron sin polymeraza Primestar. PCR duoc thuc hién bang cach lip lai
viéc dat & nhiét do 98°C trong 2 phut, va sau d6 dit & 98°C trong 10 gidy, & 60°C
trong 15 gidy, va & 72°C trong 30 gidy 30 1an, va cho phéan tng & 72°C trong 10 phut.
Trong céc gen dugc khuéch dai, céac bing ADN c6 kich thuéc mong mudn duge xéac
nhén trén gel agaroza 1%, va lan luot dugc tach bang cach st dung kit tach trén gel.
Vung bién d6i cta chudi nhe doan s 1 va 2 da x4c nhén chéic chin, va ving h'?lng dinh
chudi nhe véi ty 18 mol 1a 1:1:1 duoc sir dung 1am khudn, va moi xudi (SEQ ID NO:
92) va mdi nguoc (SEQ ID NO: 98) duogc bd sung vao d6, va mdi doan dugc dua vao
PCR sir dung hon hop tron sdn polymeraza Primestar. PCR dugc thuc hién bang cach
1p lai viéc dit & nhiét do 98°C trong 2 phut, va sau d6 dit & 98°C trong 20 gidy, &

60°C trong 30 gidy, va & 72°C trong 60 gidy 30 l4n, va cho phéan tng & 72°C trong 10
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phut. Trong cac gen dugc khuéch dai, cac bing ADN c6 kich thuéc mong muén dugc
xéc nhan trén gel agaroza 1%, va dugc tach nho sir dung kit tach chiét trén gel dé xac
nhan chic chin gen thanh thuc 4i lyc ving bién ddi-hdng dinh cta chudi nhe. Gen
duoc xac nhan chic chin duge cho phén Gng véi enzym ct giéi han Nrul va Xbal
(NEB) & 37°C trong 4 gid. Céc gen dugc cho phan Gng véi enzym cét gigi han dugc
tach trén gel agaroza 1% lan nita. Gen tach dugc duoc chén vao vi tri Nrul, Xbal cta
vecto pComb3x mach thing chira ving bién ddi- hing dinh chudi ning ciia MS502
bang cach s dung T4 ADN ligaza (Cat.No.M0203S, NEB). Vat lidu phan tGng néi
duoc chuyén vao vi khudn XL 1-Blue (Té bao c6 khd nang dién bién nap;
Cat.N0.200228, Stratagene), va dugc nudi cdy trong 300mL mdi trudng LB & 37°C va
¢ 220 vong/phut trong 1 gid. Sau d6, vat liéu thu dugc dugc xtr Iy bang 150 pL
carbenixilin va 300 pL tetraxyclin, va dugc nudi cdy kém lic & 37°C va & 220
vong/phut trong 1 gio. Vat liéu thu duoc duge xir Iy bang thuc khudn thé hd trg VCS
MI13 4,5 mL (10"pfu) va duoc nuéi cdy kém lic & 37°C va & 220 vong/phut trong 1
gio, va duge xir Iy bang 300 pL kanamyxin va 300 pL carbenixilin, va nudi ciy qua
dém & 37°C va & 220 vong/phut. Ngay tiép theo, té bao nudi cdy dugce ly tam & toc do
4000 vong/phtt trong 20 phit, va dich ndi dwoc chuyén sang binh méi. Dé két tia
thuc khuan thé, PEG/NaCl 5X dugc dung dé bd sung PEG/NaCl 1X vao dich ndi, va
san pham thu duoc duoc dé tinh trén nuée da trong 30 phut. Thuc khudn thé két tua
duoc ly tim & toc do 8000 vong/phut trong 30 phut. Dich ndi dugc loai bo va thyuc
khuén thé két tua duoc tao huyén phu lai b%lng 10 mL PBS. DPé loai x4c té bao, thuc
khuén thé duoc hoa tan trong 10mL PBS dugc ly tim & tdc d6 14.000 vong/phut trong
10 phut dé tach dich ndi, va bao quén & 4°C. Kich thuéce thu vién duge xac nhan bing
cach 1dy 100 pL dich nuéi cdy sau 1 gir bién nap, cdy trai dich nudi cdy trén dia LB
(Cat.No.LN004CA, NaraeBiotech) chira carbenixilin theo cach thirc pha lodng tuén tu,
nuoi céy 0 37°C trong 12 gid hodc 1au hon, va dém khuén lac.

3-3: Tao cau trac thu vién vung bién doi chudi ning
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Pé dua dot bién vao thu vién, trude tién, vung bién dbi cua chudi nang dugc
chia thanh 3 phén, va ching dugc dua vao PCR doan. Ving bién d6i ctia chudi ning
doan s& 1 ¢6 trinh tu gen ving bién dbi ctia chubi ning cua dong MS502 khang
mesothelin 1am khuén, va mdi xudi (Bang 10: SEQ ID NO: 99) va mdi nguoc (Bang
10: SEQ ID NO: 100) dugc bd sung vio d6, va ving bién ddi ciia chudi ning doan s .
2 ¢6 trinh tu gen ving bién ddi ctia chudi niang ciia dong MS502 khang mesothelin
lam khudn, va mdi xudi (Bang 10: SEQ ID NO: 101) va mdi nguge (Bang 10: SEQ ID
NO: 102) duoc bd sung vao d6, va ving bién ddi ctia chudi ning doan sb 3 ¢6 trinh tu
gen ving bién dbi ctia chudi ning cua dong MS502 khang mesothelin 1am khuén, va
mdi xudi (Bang 10: SEQ ID NO: 103) va mdi nguoc (Bang 10: SEQ ID NO: 104)
duoc bd sung vao do6, va sau d6, mdi doan dugc dua vao PCR st dung hén hop tron
sén polymeraza Primestar (Takara). PCR dugc thuc hién béng cach 1ap lai viéc dat &
nhiét do 98°C trong 2 phut, va sau d6 dat & 98°C trong 10 gidy, & 60°C trong 15 gidy,
va & 72°C trong 20 gidy 30 l4n, va cho phan tmg & 72°C trong 10 phut. Trong cac gen
duoc khuéch dai, cdc bang ADN c6 kich thudc mong mubn duge x4c nhén trén gel
agaroza 1%, va lan luot dugc tach bang cach st dung kit tach trén gel. Ving bién dbi
chudi ning cac doan 1, 2, va 3 duoc x4c nhin chic chin véi ty I¢ mol 1a 1:1:1 dugc st
dung 1am khuén, va mdi xudi (Bang 10: SEQ ID NO: 99) va mdi ngugc (Bang 10:
SEQ ID NO: 106) duogc bd sung vao d6, va mdi doan dugc dua vao PCR st dung hdn
hop tron san polymeraza Primestar. PCR duoc thuc hién béng cach 1ap lai viéc dat &
nhiét 4o 98°C trong 2 phut, va sau dé dat & 98°C trong 20 gidy, & 60°C trong 30 gidy,
va & 72°C trong 60 gidy 30 lan, va cho phan tng & 72°C trong 10 phut. Trong cac gen
duoc khuéch dai, cic bing ADN c6 kich thude mong mudn dugc xac nhan trén gel
agaroza 1%, va dugc tach nho sir dung kit tach chiét trén gel @& dam bao gen thanh
thuc 4i luc viing bién d6i chudi niing. Gen da xac nhan chic chén duoc cho phéan Gng
v6i enzym cit giéi han Xhol va Apal (NEB) ¢ 37°C trong 4 gio. Cac gen duoc cho

phan Gng v6i enzym cét giéi han duoc tach trén gel agaroza 1% lan nita. Gen tach
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duoc dugce chén vao vi tri Xhol, Apal cia vecto pComb3x mach thrflng chtra ving bién
déi-h%mg dinh chubi nhe cta MS502 b%mg cach st dung T4 ADN ligaza
(Cat.No.M0203S, NEB). VAt liéu phan tmg ndi dugc chuyén vao vi khudn XL1-Blue
(Té bao c6 kha nang dién bién nap; Cat.No.200228, Stratagene), va dugc nudi ciy
trong 300mL mdi treong LB & 37°C va & 220 vong/phut trong 1 gio. Sau do, vat liéu
thu duge duoc xt Iy bang 150 pL carbenixilin va 300 pL tetraxyclin, va dugc nudi
chy huyén phu & nhiét d6 37°C va & 220 vong/phut trong 1 gid. Vit liéu thu duge duge
xtt Iy bang thuc khuan thé hd trg VCS M13 4,5mL (10"'pfu) va dugc nudi ciy kem
lic & 37°C va & 220 vong/phut trong 1 gid, va dugc xit ly bang 300 pL kanamyxin va
300 pL carbenixilin, va nudi cdy qua dém & 37°C va & 220 vong/phit. Ngay tiép theo,
té bao nudi cdy dugc ly tAm & tde do 4000 vong/phit trong 20 phiit, va dich ndi dugc
chuyén sang binh méi. D& két tua thuc khuén thé, PEG/NaCl 5X dugc ding dé bd
sung PEG/NaCl 1X vao dich ndi, va san phém thu dugc dugc dé tinh trén nuéc da
trong 30 phtt. Thuc khuén thé két tia duoc ly tAm & tdc d6 8000 vong/phut trong 30
phit. Dich ni duoc loai bé va thuc khudn thé két tia dwoc tao huyén phu lai bang 10
mL PBS. Pé loai xéac té bao, thuc khuin thé dugc hoa tan trong 10mL PBS dugc ly
tam & tbc do6 14.000 vong/phut trong 10 phut dé tach dich ndi, va bao quan & 4°C.
Kich thu6c thu vién duoc xac nhan bang cach 14y 100 pL dich nudi cdy sau 1 gid bién
nap, ciy trai dich nudi cdy trén dia LB (Cat.No.LN0O04CA, NaraeBiotech) chira
carbenixilin theo cach thirc pha lodng tuan ty, nudi cdy ¢ 37°C trong 12 gio hodc 1au

hon, va dém khuan lac.

[Bang 10]
Tén Trinh tu nucleotit SEQ ID
NO:
MS502 VL FR1 Fo|GC 94
Nrul Tecgcegattgecagtggeactggetggtitcgctacegtggeccaggeggcec
CAG TCT GTG CTG ACT CAG CCA CCC TCA
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MS502 VL FR1 Fo

CAG TCT GTG CTG ACT CAG CCA CCCTCA

95

MS502 VL FR1 Re

GAG CTG CTG GTA CCA GGA GAC AGC ATT
RX5X4 GCC AAT ATT AGA TGA AGA GCC AGT
ACA AGA

96

MS502 VL FR2 Fo

GCC AAT ATT AGA TGA AGA GCC AGT ACA
AGA

97

MS502 VL FR2 Re

ACC TAG GAC GGT CAC CTT GGT GCC TCC GCC
GAA GAC ATA ACC RX3X3 CAG GCT RX7X4 ATC
CX8X4 AGA ACC ACA GTA ATA ATC AGC CTC
ATC CTC GGA

98

MS502 CL Fo

GGC ACC AAG GTG ACC GTC CTA GGT CAG
CCC AAG GCC AAC CCC ACT GTC

99

MS502 CL Re

GCT CTA GAA CAT TCT GTA GGG GCC ACT GTC
TTCTC

100

MS502 VH FR1 Fo

Ncol

geecatggee GAG GTG CAG CTG TTG GAG TCT
GGG

101

MS502 VH FR1 Re

AGC CTG GCG GAC CCA GCT CAT NX1X2 RX3X4
RX3X3 GCT AAA GGT GAA TCC AGA GGC CGC
ACA

102

MS502 VH FR2 Fo

atgagctgggtccgecaggcet

103

MS502 VH FR2 Re

GGT GAA CCG ACC TCT TAC AGA ATC AGC
GTA ATA TTT RX5X4 NX2X2 ACT RX3X2 AGG
AGG GAT CCC TGA GAC CCA CTC

104

MS502 VH FR3 Fo

AAA TAT TAC GCT GAT TCT GTA AGA GGT CGG
TTC ACC

105

MS502 VH FR3 Re

TGA GCT CAC CGT GAC CAG TGT ACC CTG GCC
CCA GTA GTC RX6X6 RX7X4 NX4X1 CAT ATT

106
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TTT CGC ACA GTA ATA CAC GGC CGT

MS502 VH Re TGA GCT CAC CGT GAC CAG TGT ACC CTG 107

MS502 VH Re|GCG GGC CCT TGG TGG AGG CTG AGC TCA|108
Apal CCG TGA CCA GTGTACCCTG

Trong Béang 10, codon X la codon thodi héa trong do mdi ACGT dugc kiém
soat & ty 1€ cu thé, va c6 thé kiém soat ty 1 axit amin dugc dich ma. Vi duy, dbi véi
codon NX1X2 cua SEQ ID NO: 102, N dugc ma héa bdi A, C, G, T véi ty 1€ ngau
nhién, X1 dugc ma héa & 10% A, 10% C, 70% G, va 10% T, va X2 dugc ma hoa &
10% A, 70% C, 10% G, va 10% T. Ty 1& nay dugc thiét ké cho mdi nguge, va do do,
néu n6 duogc chuyén thanh chiéu xudi, no 12 codon X2XIN, trong d6 X2 dugc ma hda
4 10% A, 70% C, 10% G, va 10% T, va X1 dugc ma hoa & 10% A, 10% C, 70% G, va
10% T. Két qua 1, Kabat sb 31 cta ving bién dbi cua chudi ning CDR1 duge dich
ma thanh axit amin, Tyr 7%, Ser 8%, Gly 1%, His 7%, Asp 7%, Phe 1%, Thr 7%, Asn
49%, Ala 1%, Val 1%, Leu 1%, Ile 7%, Pro 1%, Cys 1%.

3-4: Chon loc khang thé dot bién & ving bién ddi ciia chudi nhe

1 mL protein tai t& hop ctia ngudi MSLN c6 ndng d6 13 1 pg/mL duoc dat
trong 6ng polystyren pha ran (Cat.No.444202, Nunc), va dng dugc phu & 4°C trong 12
gi®r hodc 1au hon duoc rira bang 5 mL 0,05% PBST ba lan. 5 mL 1%BSA/PBS dugc
dit trong 6ng mién dich duge phi MSLN, sau d6 phong bé & nhiét do trong phong
trong 2 gio. Loai dung dich dém phong bé ra khéi dng mién dich, va sau d6, thur vién
thuc khudn thé ving bién dbi ctia chudi nhe dugc xtt 1y trong 6ng va cho phan tng &
nhiét d6 trong phong trong 2 gid. Sau do, rira san phim thu duoc bang 5 mL PBST 4
lan. Ong mién dich dugc xir Iy bang 1 mL dung dich dém rira giai Glyxin (pH 2,0), va
cho phan tng ¢ nhiét d9 trong phong trong 10 phut dé thu dich ndi. Sau khi rira giai,
100 pL Tris-Cl 1,5M (pH 8,8) duoc bd sung vao thuc khuén thé va duoc trung hoa. 10
mL vi khudn XL1-blue (té bao c6 kha ndng dién bién nap; Cat.No.200228, Stratagene)
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duoc nudi céy trong khoang 2 gid (ODggo = 0,8 dén 1,0) dugc xt ly véi thuc khuén thé
da duoc trung hoa. Sau khi gay nhiém & nhiét d¢ trong phong trong 30 phit, 10 mL
SB, 20 uL tetraxyclin (50 mg/ml), va 10 puL carbenixilin (100 mg/mL) dugc bd sung
vao 10 mL vi khudn XL1-Blue da dwoc gdy nhiém (€ bao c6 kha ning dién bién nap;
Cat.N0.200228, Stratagene), va nudi ciy kém lac (200vong/phit) & 37°C trong 1 gid.
Vi khudn duoc xtt 1y v6i 1 mL thuc khudn thé hd trg VCSMI13 (> 10" pfu/ml), va
nudi cdy kém lic (200 vong/phut) & 37°C trong 1 gid. Sau 1 gid nudi cdy, vi khuin
dugce xtr Iy v6i 80 mL SB, 100 uL. kanamyxin, va 100 pL carbenixilin (100 mg/mL),
va dugc nudi cdy qua dém (200 vong/phut) & 37°C. Thu vién duge nudi ciy qua dém
duoc ly tam & tde dd 4000 vong/phut trong 15 phit dé chi tach dich ndi, va PEG/NaCl
5X dugc dung dé bd sung PEG/NaCl 1X vao dich ndi, va san phém thu dugc dugc dé
tinh trén nuGe da trong 30 phat. Dich ndi dugc loai bé bing cach ly tim & 8000
vong/phtt trong 30 phut, va vién cdn duoc tao huyén phu lai véi 2mL BSA 1%/PBS
va ly tim & téc do 12000 vong/phit trong 10 phut. Sau d6, chi 1y dich ndi va sit dung

trong budc sang loc theo thir ty sau ddy. Quy trinh nay dugc lap lai 4 lan.

3-5: Chon loc khang thé dot bién ving bién ddi chudi ning

Dich ndi dugc loai bo bang 50 pL vi hat streptavidin (Miltenyl biotec 130-048-
101), va 1 mL PBS duoc bd sung vao d6 dé thuc hién viéc rira ba 1an. 1 mL PBS chta
BSA 1% dugc bd sung vao hat, va hat duoc quay & nhiét do trong phong trong 2 gio,
sau d6 phong bé. 50 nM MSLN duoc dit trong 500 uL PBS, va dugc fr@n v6i 500 pl
thie khuén thé thu vién hitu ty VH cia MS502 va cho phan ting quay & nhiét do trong
phong trong 1 gid. Dung dich dém phong bé dugc loai ra khéi hat, va hat duge xir 1y
bing dung dich chira MSLN va thuc khuin thé, va cho phan (mg & nhiét d trong
phong trong 15 phit. Sau do, rira sin phdm thu duoc bang 1 mL PBST s4u lan. Hat
dugce xtr 1y bang 1 mL dung dich dém rira giai Glyxin (pH 2,0), va cho phan tng &
nhiét d6 trong phong trong 10 phut dé thu dich ndi. Sau khi rira giai, 100 pL Tris-Cl
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1,5M (pH 8,8) dugc bd sung vao thuc khuén thé va dugc trung hoa. 10 mL vi khudn
XL 1-blue (té bao c6 kha nang dién bién nap; Cat.No0.200228, Stratagene) dugc nudi
céy trong khoang 2 dén 2.5 gid (ODgg = 0,8 dén 1,0) dugc xt ly v6i thuc khudn thé
da duoc trung hoa. Sau khi gdy nhiém & nhiét d6 trong phong trong 30 phit, 10 mL
SB, 20 pL tetraxyclin (50 mg/ml), va 10 pL carbenixilin (100 mg/mL) duoc bd sung
vao 10 mL vi khudn XL1-Blue dd dugc giy nhiém (t& bao c6 kha niang dién bién nap;
Cat.N0.200228, Stratagene), va nudi cdy kém lic (200vong/phut) & 37°C trong 1 gio.
Vi khudn duge x@ 1y v6i 1 mL thuc khuén thé hd trg VCSM13 (> 10" pfu/ml), va
nudi cdy huyén phu (200 vong/phut) & 37°C trong 1 gid. Sau 1 gio nudi ciy, vi khudn
dugc xtr Iy vai 80 mL SB, 100 pL kanamyxin, va 100 pL carbenixilin (100 mg/mL),
va duoc nudi cdy qua dém (200 vong/phut) & 37°C. Thu vién duge nudi ciy qua dém
duogc ly tam & téc do 4000 vong/phut trong 15 phut dé chi tach dich ndi, va dung dich
dém PEG/NaCl 5X duogc ding d& bd sung PEG/NaCl 1X vao dich ndi, va san pham
thu dwgc duoc dé tinh trén nude da trong 30 phut. Dich ndi dugc loai bd bang cach ly
tam & 8000 vong/phut trong 30 phut, va vién can dugc tao huyén phu lai véi 2m BSA
1%/PBS va ly tdm & tbc dd 12000 vong/phit trong 10 phut. Sau do, chi 1dy dich ndi va
st dung trong bude sang loc theo thir tu sau ddy. Tong s 1an sang loc hat cip mot,
cép hai, cép ba véi MSLN dugc thuc hién béng céach st dung thuc khun thé thu vién
hitu ty Vi ctia MS502. Két qua ctia budce sang loc cip hai va cp ba, x4c nhan rang d6

chuén diu ra tang, chimg t6 ring cac khang thé khang MSLN dugc khuéch dai.

3-6: Xé4c nhan chic chin cic dong riéng 1é theo ELISA

Céac khuén lac don cia quén thé duoc khuéch dai cudi ciing cua mdi thu vién
cua vung bién ddi chudi nhe/chudi nang dugc thu gom, va nudi céy vol 1,5 mL
SB/carbenixilin dén khi gia tri OD 600 bang 0,8 dén 1,0 & 37°C va & 220 vong/phut,
va sau d6 dugc nudi cdy véi 1 mM IPTG & 30°C va & 200 vong/phut trong 12 gid hodc

1au hon. Cac vat liéu phan ting duoc ly tim & tdc d6 5500 vong/phit trong 5 phut, va
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chi mdi dich ndi dugc bd sung vao dia ELISA chita khang nguyén MSLN & dudi, va
cho phan tng & nhiét d6 trong phong trong 2 gi¢. Sau do, vat liéu thu dugc dugc rira
bang PBST (1XPBS, Tween 20 0,05%) 4 lan, va HRP/Lién hop khang hFab-HRP
duoc pha lodng theo ty 1€ 1/5000 v6i BSA 1%/1XPBS dugc bd sung vao do6, va cho
phan Gng & nhiét do trong phong trong 1 gid, va dugc rira bang PBST (1XPBS, Tween
20 0,05%) 4 1an. Sau d6, dung dich TMB dugc b sung va dé tinh trong 5 dén 10 phut,
va dung dich dimg TMB dugc bd sung vao do. Tiép theo, gié tri O.D. dugc do & budc
séng do 1a 450 nm st dung anh sang TECAN, va cac dong c6 gia tri O.D. cao dugc
xé4c nhan chéc chan 13 dong riéng 1é.

Két quéa 13, nhu duoc thé hién trong Bang 11, cic dong lién két dic hicu véi
MSLN ctia ngudi ¢ thé duge chon loc, va trinh tur axit amin ctia ching dugc xé4c dinh.

Bang 12 thé hién trinh tu axit amin CDR ciia cac khang thé dong trén Bang 11

trén co s& danh sd Kabat.

[Bang 11]

Dong [Vung Trinh tu axit amin SEQ ID NO:

bieén doi

C2G1 |chudi EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA |48
nang MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSGSKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMLSFDYWGQGTLVTVSS

chudi nhe|QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGPNAVS {109
WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSSLSGYVFGG
GTKVTVLG

C2G4 |chudi EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA (48

nang MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSGSKYYADSVR
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GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMLSFDYWGQGTLVTVSS

chudi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNAVS
WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDPSLNGY VFG
GGTKVTVLG

110

C3C8

chudi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA
MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSGSKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMLSFDYWGQGTLVTVSS

48

chudi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGPNAVS
WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSDLRGYVFG
GGTKVTVLG

111

54

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA

MSWVRQAPGKGLEWVSGIYPDSSSTYYADSVK

GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
NIYTFDYWGQGTLVTVSS

112

chuoi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNAVS
WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSSLNGY VFG
GGTKVTVLG

49

56

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA
MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSASKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMLSFDYWGQGTLVTVSS

113

chuoi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNAVS

49
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WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSSLNGYVFG
GGTKVTVLG

2-30

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA
MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSNSKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMRTFDYWGQGTLVTVSS

114

chuoi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNAVS
WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSSLNGY VFG
GGTKVTVLG

49

2-73

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA
MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPNSDSKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMLSFDYWGQGTLVTVSS

115

chudi nhe

QSVLTQPPSASGPPGQRVTISCTGSSSNIGNNSVS
WYQQLPGTAPKLLIYYDSHRPSGVPDRFSGSKSG
TSASLAIGGLRSEDEADYYCGAWDDSLNAYVFG
GGTKLTVLG

49

2-78

chudi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA
MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSGSKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMFSFDYWGQGTLVTVSS

116

chudi nhe

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNAVS
WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDSSLNGY VFG
GGTKVTVLG

49
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 [Bang 12]
Dong |Ving bién|CDR1 CDR2 CDR3
doi
C2G1 |chudi NYAMS GIPPDSGSKYYAD [NMLSFDY
nang (SEQ ID NO:|SVRG (SEQ ID NO: 66)
59) (SEQ ID NO: 65)
chudi nhe |TGSSSNIGPNA |[YNSKRPS GSWDSSLSGYV
VS (SEQ ID NO: 68)  |(SEQ ID NO: 118)
(SEQ ID NO:
117)
C2G4  |chudi NYAMS GIPPDSGSKYYAD [NMLSFDY
nang (SEQ ID NO:[SVRG (SEQ ID NO: 66)
59) (SEQ ID NO: 65)
chudi nhe [TGSSSNIGSNA [YNSKRPS GSWDPSLNGYV
VS (SEQIDNO: 68)  |(SEQ ID NO: 119)
(SEQ ID NO:
67)
C3C8 |chudi NYAMS GIPPDSGSKYYAD |[NMLSFDY
ning (SEQ ID NO:[SVRG (SEQ ID NO: 66)
59) (SEQ ID NO: 65)
chudi nhe |[TGSSSNIGPNA [YNSKRPS GSWDSDLRGYV
VS (SEQ IDNO: 68)  |(SEQ ID NO: 120)
(SEQ ID NO:
117)
54 chudi NYAMS GIPPDSSSKYYAD |[NMLSFDY
ning (SEQ ID NO:[SVRG (SEQ ID NO: 66)
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59) (SEQ ID NO: 121)
chudi nhe |TGSSSNIGSNA |YNSKRPS GSWDSSLNGYV
VS (SEQID NO: 68)  |(SEQ ID NO: 69)
(SEQ ID NO:
67)
56 chudi  [NYAMS GIPPDSASKYYAD [NMLSFDY
ning (SEQ ID NO:|SVRG (SEQ ID NO: 66)
59) (SEQ ID NO: 122)
chudi nhe |TGSSSNIGSNA |YNSKRPS GSWDSSLNGYV
VS (SEQIDNO: 68)  |(SEQ ID NO: 69)
(SEQ ID NO:
67)
230 |chudi  |[NYAMS GIPPDSNSKYYAD [NMRTFDY
ning (SEQ ID NO:|SVRG (SEQ ID NO: 124)
59) (SEQ ID NO: 123)
chudi nhe |TGSSSNIGSNA |YNSKRPS GSWDSSLNGYV
VS (SEQIDNO: 68)  |(SEQ ID NO: 69)
(SEQ ID NO:
67)
2-73  |chudi  |NYAMS GIPPNSDSKYYAD [NMLSFDY
ning (SEQ ID NO:|SVRG (SEQ ID NO: 66)
59) (SEQ ID NO: 125)
chudi nhe |TGSSSNIGSNA |YNSKRPS GSWDSSLNGYV
VS (SEQID NO: 68)  [(SEQ ID NO: 69)
(SEQ ID NO:
67)
2-78  |chudi  |NYAMS GIPPDSGSKYYAD [NMFSFDY

-57-




31930

ning (SEQ ID NO:|SVRG (SEQ ID NO: 126)
59) (SEQ ID NO: 65)

chudi nhe |TGSSSNIGSNA [YNSKRPS GSWDSSLNGYV
VS (SEQIDNO: 68)  |(SEQ ID NO: 69)
(SEQ ID NO:
67)

3-7: So sanh va chon loc twong ddi theo luc lién két cta cic dong riéng 1é st

dung SPR

D8 so sanh va do luc lién két v6i dich nudi céy cua céac dong riéng 1¢é da dugc
x4c nhan chic chén tir viéc xac nhan céc dong riéng 1é theo phwong phép ELISA duoc
thuc hién trong Vi du 3-3, trude tién, MSLN cia nguoi trén chip biacore dong S CM5
(GE healthcare) duoc hoa tan trong dung dich dém axetat pH 4,0 thanh 1 pg/ml, va dé
chay & tbc d6 dong 1a 10 pL/phut va dugc cb dinh 1én 1000 Ru. Dich ndi Fab dugc
biéu hién trong Vi du 3 dén 6 dugc pha loang theo ty 18 1/10 bang dung dich dém
HBS-EP pH 7.4, va dugc dé chay & tbc do dong 1a 30 pL/phut dé lién hop trong 120
gidy, va phén ly trong 180 gidy @& thuc hién phan tich lién két. Thuc hién qua trinh
hdi phuc bang dung dich dém Glyxin-HCl 10 mM pH 1,5 trong 30 gidy. Dit lidu
ELISA va lién két SPR dugc so sanh va phan tich @& chon loc dong cudi cing cla
ving bién dbi ctia chudi nhe va viing bién dbi ctia chudi ning.

Két qua 13, nhu dugc minh hoa trén FIG.2 va 3, luc lién két cta cac dot bién
vung bién dbi cta chudi nhe va cac dot bién vung bién ddi cia chudi neflng duoc so
sanh tuong ddi, va C2G1, C2G4, va C3C8 dugc chon cho céc dong cudi cung cua
ving bién dbi clia chudi nhe va 56, 2-30, 2-58, 2-73, va 2-78 dugc chon cho céc dong
cubi ciing ctia ving bién ddi ctia chudi ning.

3-8: Tach dong gen IeG cua khang thé dot bién viing bién dbi ciia chudi nhe

dong MS502
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MBbi trong sb cac gen C2G1, C2G4, va C3C8 vung bién ddi cua chudi nhe dugc
x4c nhan chic chdn dugc dua vao PCR bing cach st dung ADN polymeraza
PrimeSTAR HS (Cat.No.R010B; Takara) va mdi xudi chtra NotI (Bang 6: SEQ ID
NO: 86) va mdi ngugc (Bang 6: SEQ ID NO: 87). Ngoai ra, ving hing dinh cua chudi
nhe kappa ctia khang thé ngudi dugc dua vao PCR véi mdi xudi (Bang 6: SEQ ID
NO: 88) va mdi nguge (Bang 6: SEQ ID NO: 89). PCR dugc thuc hién bang cach lap
lai viéc dat & nhiét do 94°C trong 10 phut, va sau d6 dat & 94°C trong 15 giay, & 56°C
trong 30 gidy, va & 72°C trong 90 gidy 30 1in, va cho phan ting & 72°C trong 10 phuit.
Trong céc gen dugc khuéch dai, cac bang ADN c6 kich thuéc mong mubn duoc xac
nhan trén gel agaroza 1%, va lan lugt dugc tach bang cach st dung kit tich trén gel.
Sau d6, ving bién ddi ctia chudi nhe va ving hang dinh cia chudi nhe twong tmg dugc
trOn, sau do tién hanh PCR géi chéng, sao cho céc gen biéu hién ving chudi nhe duoc
tach dong. PCR dugc thuc hién béng cach 1ap lai viéc ddt ¢ nhi¢t do 94°C trong 10
phut, va sau dé dat & 94°C trong 15 gidy, & 56°C trong 30 gidy, va & 72°C trong 90
gidy 30 1an, va cho phan tg & 72°C trong 10 phut. Trong cac gen dugc khuéch dai,
cac bang ADN c¢6 kich thudc mong mudn dugc xac nhan trén gel agaroza 1%, va lan
luot dugc tach béng cach st dung kit tach trén gel. Sau do, cac gen tach dugc duogc
cho phéan tmg véi enzym cit gigi han Notl, HindIII & 37°C trong 12 gi& hoic 1au hon,
va cac gen dugc cho phan ng v4i enzym cit giéi han duoc tach trén gel agaroza 1%
lan nita. Vecto plasmit pcIW ciing duoc cat bing phuong phép twong tu nhu trén va
duoc tach trén gel agaroza. Cac gen ving chudi nhe C2G1, C2G4, va C3C8 tach duoc
duge chén vao vi tri Notl, HindIII cta vecto pcIW mach thing bing cach sir dung T4
ADN ligaza (Cat.No.M0203S, New England BioLabs (NEB)). Vit li¢u ctia phan ing
nbi duoc bién nap vao vi khuin XL1-Blue (Té bao c6 kha ning dién bién nap;
Cat.N0.200228, Stratagene), dugc cdy trai trén dia LB (Cat.No.LNO04CA,
NaraeBiotech) chira carbenixilin, va nudi ciy & 37°C trong 12 gid hodc lau hon. Céc

khuin lac don dugc chon va nudi cdy, va plasmit duge tach bang cach st dung kit
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plasmit mini (Cat.No.27405, QIAGEN), va duoc xac nhan béng cach giai trinh tu
ADN.

3-9: Tach dong gen IeG cia khang thé dot bién viung bién ddi chudi ning dong

MS502

MBai trong sb cac gen ving bién dbi cua chudi nang 56, 2-30, 2-58, 2-73, va 2-
78 lam khuén duoc dua vao PCR bing cach sir dung ADN polymeraza PrimeSTAR
HS (Cat.No.R0O10B; Takara) va mdi xudi chira NotI (Bang 6: SEQ ID NO: 90) v mdi
nguoc chira Apal (Bang 6: SEQ ID NO: 91). PCR dugc thuc hién bang cach lap lai
viéc dit & nhiét d6 98°C trong 2 phut, va sau d6 dat & 98°C trong 10 gidy, & 58°C
trong 10 gidy, va & 72°C trong 30 gidy 30 1an, va cho phan tng & 72°C trong 5 phut.
Trong céc gen dugc khuéch dai, cac bang ADN c6 kich thuéc mong mudn dugc xac
nhan trén gel agaroza 1%, va lan luot dwoc tach bang cach st dung kit tach trén gel.
Sau do, ba loai gen dugc tach dugc cho ban tng véi enzym cit giéi han Kpnl va Apal
& 37°C trong 4 gio. Cac gen dugc cho phan tng véi enzym cit giéi han duoc tach trén
gel agaroza 1% lan nita. Vecto plasmit pcIW ciing dugc cit bang phwong phép tuong
tu nhu trén va dugc tach trén gel agaroza. Cac gen tdch dugc dugce chen vao vi tri Notl,
Apal cta vecto pclw mach thing chira ving hing dinh chudi ning ctia ngudi bang
cach st dung T4 ADN ligaza. Vit li¢u cua phan tng nbi duoc bién nap vao vi khuin
XL1-Blue (Té bao ¢6 kha ning dién bién nap; Cat.N0.200228, Stratagene), dwoc ciy
trai trén dia LB (Cat.No.LN004CA, NaraeBiotech) chira carbenixilin, va nudi cdy &
37°C trong 12 gid hodc 1au hon. Céc khuén lac don dugc chon va nudi céy, va plasmit
duge tach bang cach sir dung kit plasmit mini (Cat.No.27405, QIAGEN), va dugc x4c

nhan bang cach giéi trinh tw ADN.

3-10: San xuit va tinh sach IeG cua khang thé dot bién viing bién dbi cia chudi

nhe dong MS502
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Pé san xuét va tinh sach cac khang thé dot bién vung bién d6i cia chudi nhe
C2G1, C2G4, va C3C8, té bao Expi293F™ dugc chung ngira & ndng d6 2,5 X 10° té
bao/mL vao ngdy trude khi chuyén nhidm. Sau khi @ (37°C, 8% CO,, 125 vong/phiit)
trong 24 gid, moi trudng bidu hién Expi293™ (Cat.No0.A1435101, Gibco) dugc bd
sung dé diéu ché 30mL san phdm c6 ndéng do 12 2,5 X 10°té bao/mL (kha nang séng =
95%). 30 ug ADN (vung bién ddi chudi ning pcIw-MS502: 15 pg, thé dot bién ving
bién d6i cta chudi nhe pcIw-khang-Mesothelin: 15 pg) dugc pha lodng trong mdi
truong SEM OptiPro™ (Cat.No.12309019, Gibco) dé c6 tong thé tich 1a 1,5 mL, va
cho phan Ung & nhi¢t do trong phong trong 5 phuat. 1,5 mL moéi truong SEM
OptiPro™ (Cat.No0.12309019, Gibco) dugc tron véi 80 pL chit phan tng
ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A14524, Gibco) dé tong thé tich 1a 1,5 mL, va cho
phéan tng & nhi¢t do trong phong trong 5 phut. Sau khi phéan (ing trong 5 phut, 1,5 mL
ADN duoc pha lodng va 1,5 mL chét phan tng ExpiFectamine™ 293 dugc pha lodng
duoc tron déu voi nhau, va cho phan ing & nhiét do trong phong trong 20 dén 30 phut.
3 mL hén hop ADN va chét phan Gng ExpiFectamineTM 293 duoc xt Iy trong céc té
bao Expi293F™. Sau khi nudi cdy huyén phu (37 0, 8% CO2, 125 vong/phut) trong
16 dén 18 gid, 150 pL chét ting cuong 1 ExpiFectamineTM 293 (Cat.No.A14524,
Gibco) va 1,5 mL chét ting cuong 2 ExpiFectamineTM 293 (Cat.No.A14524, Gibco)
dugc bd sung vao d6, sau d6 nudi cdy huyén pha trong 5 ngay. Sau khi nudi cdy,
manh v t& bao dugc loai bé bang cach ly tdm & téc d6 4000 vong/phit trong 20 phit,
va dich ndi dugc cho qua bd loc c& 0,22um dé duogc diéu ché. MabSelect Xtra
(Cat.No.17-5269-02, GE Healthcare) 12 nhya protein A ¢6 100 uL dugc diéu ché cho
mdi 30 mL dich nuéi cdy, sau d6 ly tim & téc d6 1000 vong/phut trong 2 phut dé loai
dung dich bao quan, va rira san phdm thu duoc bang 400 puL dung dich dém lién két
protein A (Cat.No.21007, Pierce) 3 lan. Nhua protein A duoc bd sung vao dich nudi
cdy diéu ché dugc va cho phan tng quay & nhiét do trong phong trong 30 phut. Hon

hop dich nudi cdy va nhua dugc diat vao cot quay duc 18 nip sip (Cat.No.69725,
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Thermo), va sau dé, chi nhua duge dé lai trong cot nho sir dung 6ng phan phbi chan
khéng QIAvac 24 Plus (Cat.No.19413, QIAGEN). 5 mL dung dich dém lién két
protein A duoc bd sung dé rira nhya, va 200 puL dung dich dém rtra giai protein A
(Cat.No0.21009, Pierce) duogc bd sung vao d6. Vit liéu thu dugc dugc cho phan Ung
bing cach tao huyén phu lai & nhiét do trong phong trong 2 phut, va ly tim & tdc do
1000 vong/phut trong 1 phit, va rira giai. Mdi dich rira giai duge trung hoa bang cach
b sung 2,5 pL Tris-HCI 1,5M (pH 9,0). Tién hanh rta giai 4 dén 6 14n, va dinh lugng
mdi phan doan bing cach st dung Nanodrop 200C (Thermo scientific). Cac phan
doan trong d6 protein duoc phat hién dugc thu gom, va trao ddi véi dung dich dém
PBS (Phosphate-Buffered Saline) nho st dung cot loai mudi Zeba Spin, 7K MWCO, 5
mL (Cat.No.0089892, Pierce). Sau d6, tién hanh dién di protein (SDS-PAGE) trong
diéu kién khr va khong khi dé x4c nhan 14n cudi viéc dinh lugng né)ng dd va tinh
trang khang thé, va giit khang thé & nhiét do 4°C.

3-11: Po luc lién két dinh luong cua khang thé dot bién vung bién ddi cua

chudi nhe MS502 véi khang nguyén MSLN

Luc lién két dinh lugng (4i luc) cua khéng thé khéang MSLN tinh sach, trc I3,
cac khang thé dot bién ving bién dbi cua chudi nhe dong MS502 C2G1, C2G4, va
C3C8 dbi voi mesothelin tai tb hop cta ngudi (MSLN) dugc do bang cach sir dung bd
cam bién sinh hoc Biacore T-200 (GE Healthcare, MY). MSLN (Cat.No0.3265-MS,
R&D systems, M§) dugc tinh sach tir t& bao HEK293 dugc ¢b dinh 1én chip CM5 (GE
Healthcare, CAT. No. BR-1005-30) dé thoéa mén 200 Rmax bang cach st dung phan
Gmg amin-carboxylic. Sau d6, khang thé dong C2G1, khang thé dong C2G4 hoic
khéng thé dong C3C8 duoc pha lodng tuin tu bing dung dich dém HBS-EP (10mM
HEPES, pH7,4, 150mM NaCl, 3mM EDTA, 0,005% chét hoat dong bé mit P20) dugc
dé chay & khoang ndéng d6 0,078 nM dén 5 nM va & téc d6 dong 14 30 pL/phit dé lién
hop trong 120 gidy va phan ly trong 1800 gidy. Su phan ly cta khang thé dugc lién
két véi MSLN dugc gdy ra bang cach cho chay Glyxin-HCI 10 mM pH 1,5 & tbc do
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dong 13 30 pL/phut trong 30 gidy (Bang 13). Ai luc thu duge dudi dang hing sé toc do
chuyén dong (Ko, va Kog) va hing s6 phan ly can bang (Kp) bang cach sit dung phin

mém déanh gia Biacore T-200 (Bang 14).

[Bang 13]
SPR Biacore T200
Chip CM5
Dung dich dém chay HBS-EP pH7.,4
Téc do dong 30uL/phit
Thoi gian lién hop/phén ly 120 gidy / 600 gidy
Nong d6 IgG 0,078~5nM, 1/2 d6 pha lodng tuan tu
Phuc hdi 10mM Glyxin-HCI pH1,5, 30 gidy
[Bang 14]
Kon Ko Kp
C2G1 7,20X10’ 6,76X107 9,39X10™"
C2G4 1,40X10® 6,05X107 4,32X10™
C3C8 5,84X10’ 7,11X107 1,22X107"°

3-12: San xuét va tinh sach IeG cia khang thé dot bién ving bién ddi chudi

nidng dong MS502

Pé san xuét va tinh sach khang thé dot bién ving bién ddi cua chudi ning 56,
2-30, 2-58, 2-73, 2-78, té bao Expi293F™ dugc ching & ndng d6 2,5 X 10° t& bao/mL
vao ngay trude khi chuyén nhidm. Sau khi 1 (37°C, 8% CO,, 125 vong/phiit) trong 24
gid, moi truong biéu hién Expi293™ (Cat.No.A1435101, Gibco) duoc bd sung dé
diéu ché 30mL san phim c6 ndng d6 1a 2,5 X 10°té bao/mL (kha ning sbng = 95%).
30 pg ADN (dot bién ving bién ddi chudi nang pcIw-MS502: 15 pg, ving bién dbi

ctia chudi nhe pcIw-MS502: 15 ug) duge pha lodng trong mdi truong SEM OptiPro™
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(Cat.N0.12309019, Gibco) dé c6 tong thé tich 1a 1,5 mL, va cho phan ting & nhiét do
trong phong trong 5 phut. 1,5 mL moéi truong SEM OptiPro™ (Cat.No.12309019,
Gibco) dugc trén v6i 80 pL chit phan tng ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A14524,
Gibco) dé téng thé tich 1a 1,5 mL, va cho phan tng & nhiét do trong phong trong 5
phut. Sau khi phan tGng trong 5 phut, 1,5 mL ADN duoc pha lodng va 1,5 mL chit
phéan Gng ExpiFectamine™ 293 dugc pha lodng duoc trén déu véi nhau, va cho phan
mg & nhiét d trong phong trong 20 dén 30 phit. 3 mL hdn hop ADN va chét phan
tng ExpiFectamine™ 293 duoc xi 1y trong céc t& bao Expi293F™. Sau khi nudi ciy
huyén phu (37 °C, 8% CO,, 125 vong/phut) trong 16 dén 18 gio, 150 pL chéit ting
cudng 1 ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A14524, Gibco) va 1,5 mL chit ting cudng 2
ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A14524, Gibco) dugc bd sung vao d6, sau d6 nudi ciy
huyén phu trong 5 ngay. Sau khi nudi cdy, méanh v t& bao duoc loai bé bang cach ly
taim & tdc d6 4000vong/phut trong 20 phit, va dich nbi dugc cho qua bd loc ¢
0,22um dé duoc didu ché. MabSelect Xtra (Cat.No.17-5269-02, GE Healthcare) 1a
nhua protein A ¢6 100 pL duge didu ché cho mdi 30 mL dich nuéi cdy, sau d6 ly tim
& toe dd 1000 vong/phut trong 2 phut dé loai dung dich bao quén, va rira san phdm thu
dugc bang 400 pL dung dich dém lién két protein A (Cat.No0.21007, Pierce) 3 lan.
Nhuya protein A dugce bd sung vao dich nubi cdy didu ché dugc va cho phan Gng quay
& nhiét do trong phong trong 30 phit. Hon hop dich nubdi cdy va nhua duoc dit vao
¢t quay duc 16 nép sap (Cat.No.69725, Thermo), va sau d6, chi nhua duoc dé lai
trong cot nhd st dung 6ng phan phéi chin khéng QIAvac 24 Plus (Cat.No.19413,
QIAGEN). 5 mL dung dich dém lién Kkét protein A duogc bb sung dé rira nhya, 200 ulL
dung dich dém rtra gidi protein A (Cat.No0.21009, Pierce) dugc bd sung vao d6. Vit
liéu thu dugc duge cho phan tng bang cach tao huyén phu lai & nhiét d6 trong phong
trong 2 phut, va ly tim & tdc d6 1000 vong/phut trong 1 phut, va rira giai. Mi dich
rtra giai dugc trung hoa bang cach bd sung 2,5 pL Tris-HCI 1,5M (pH 9.0). Tién hanh

rira giai 4 dén 6 1an, va dinh luong mdi phan doan bang céach str dung Nanodrop 200C
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(Thermo scientific). Cac phan doan trong d6 protein dugc phat hién duoc thu gom, va
trao d6i voi dung dich dém PBS (Phosphate-Buffered Saline) nh¢ st dung cot loai
mudi Zeba Spin, 7K MWCO, 5 mL (Cat.No.0089892, Pierce). Sau do, tién hanh dién
di protein (SDS-PAGE) trong diéu kién khir va khong khir ¢& xac nhan 1an cudi viéc

dinh luong ndng do va tinh trang khang thé, va gitr khang thé & nhiét do 4°C.

3-13: San xuét va tinh sach IeG cuia khing thé dot bién ving bién ddi chudi

ning duoc két hop véi dong C2G4 dot bién ving bién ddi cia chudi nhe cudi cing

cta dong MS502

Dong C2G4 c¢6 gia tri tot nhat trong phép do 4i luc trong s6 cac dot bién ving
bién ddi cua chudi nhe duge chon va c¢b dinh lam dong cudi cung cia vung bién ddi
ctia chudi nhe. Sau do, dé két hop, san xuét va tinh sach khéng thé dot bién ving bién
d6i cia chudi nang 56, 2-30, 2-58, 2-73, va 2-78, t& bao Expi293F™ duoc ching &
ndng d6 2,5 X 10° t& bao/mL vao ngay trude khi chuyén nhidm. Sau khi u (37°C, 8%
CO,, 125 vong/phut) trong 24 gid, moi trudng biéu hién Expi293™
(Cat.N0.A1435101, Gibco) duoc bd sung dé didu ché 30mL san pham cé ndng do 1a
2,5 X 10°té bao/mL (kha ning sdng = 95%). 30 pg ADN (khang thé dot bién ving
bién dbi chudi ning pcIw-MS502: 15 pg, C2G4 dot bién ving bién ddi cta chudi
nhe pclw: 15 pg) dugc pha lodng trong moi truong SEM  OptiPro™
(Cat.No0.12309019, Gibco) dé c6 téng thé tich 1a 1,5 mL, va cho phan tng & nhiét d6
trong phong trong 5 phut. 1,5 mL mdi truong SEM OptiPro™ (Cat.No.12309019,
Gibco) duoc tron véi 80 pL chit phan tmg ExpiFectamine™ 293 (Cat.No.A14524,
Gibco) dé tong thé tich 1a 1,5 mL, va cho phan ung & nhiét do trong phong trong 5
phut. Sau khi phan ung trong 5 phut, 1,5 mL ADN duoc pha lodng va 1,5 mL chét
phan Gng ExpiFectamine™ 293 dugc pha lodng duoc tron déu v6i nhau, va cho phan
mg & nhiét d6 trong phong trong 20 dén 30 phat. 3 mL hdn hgp ADN va chét phan

mg ExpiFectamine TM 293 duogc xtt 1y trong cac té bao Expi293F™. Sau khi nudi ciy
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huyén phu (37 °C, 8% CO,, 125 vong/phit) trong 16 dén 18 gid, 150 pL chét ting
cuong 1 EXpiFectamineTM 293 (Cat.No.A14524, Gibco) va 1,5 mL chét ting cuong 2
ExpiFectamineTM 293 (Cat.No.A14524, Gibco) duge bd sung vao d6, sau d6 nudi cy
huyén phu trong 5 ngdy. Sau khi nubi cdy, manh v té bao duogc loai bd bang cach ly
tam & tdc d6 4000vong/phit trong 20 phut, va dich ndi duge cho qua bd loc ¢&
0,22um dé duoc diéu ché. MabSelect Xtra (Cat.No.17-5269-02, GE Healthcare) 1a
nhya protein A ¢6 100 pL. dugce diéu ché cho mbi 30 mL dich nudi céy, sau do ly tdim
& tbc d6 1000 vong/phut trong 2 phut dé loai dung dich bao quan, va rira san pham thu
duoc bang 400 pL dung dich dém lién két protein A (Cat.N0.21007, Pierce) 3 14n.
Nhura protein A duge bd sung vao dich nudi cdy diéu ché dugc va cho phan Gng quay
& nhiét do trong phong trong 30 phut. Hon hop dich nudi cdy va nhua dugc dit vao
cdt quay duc 16 nép sdp (Cat.No0.69725, Thermo), va sau do, chi nhua dugc dé lai
trong cot nho st dung dng phan phdi chan khong QIAvac 24 Plus (Cat.No.19413,
QIAGEN). 5 mL dung dich dém lién két protein A duoc b sung dé rira nhua, 200 pL
dung dich dém rira giai protein A (Cat.No.21009, Pierce) dugc bd sung vao d6. Vat
lidu thu dugc duge cho phan ting bang cach tao huyén phu lai & nhiét do trong phong
trong 2 phut, va ly tim & tbc do 1000 vong/phut trong 1 phut, va rira giai. Mdi dich
rira giai duge trung hoa bang cach bd sung 2,5 puL Tris-HCI 1,5M (pH 9.0). Tién hanh
rira giai 4 dén 6 14n, va dinh lvong mdi phan doan bing cach sir dung Nanodrop 200C
(Thermo scientific). Cac phan doan trong do6 protein dugc phat hién dugc thu gom, va
trao d6i v&i dung dich dém PBS (Phosphate-Buffered Saline) nhor st dung cot loai
mubi Zeba Spin, 7K MWCO, 5 mL (Cat.No.0089892, Pierce). Sau d6, tién hanh dién
di protein (SDS-PAGE) trong diéu kién khir va khong khir dé xac nhan 1an cubi viéc

dinh luong ndng do va tinh trang khang thé, va gitt khang thé & nhiét do 4°C.

[Bang 15]

Dong Vung |trinh ty axit amin SEQ ID NO:
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bién

56-C2G4

chudi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA
MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSASKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMLSFDYWGQGTLVTVSS

113

chuoi

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNAVS
WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKS

GTSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDPSLNGYVF
GGGTKVTVLG

110

2-30-
C2G4

chuoi

nang

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA
MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSNSKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMRTFDYWGQGTLVTVSS

114

chuoi

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNAVS
WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKS
GTSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDPSLNGYVF
GGGTKVTVLG

110

2-73-
C2G4

chuoi

ning

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA
MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPNSDSKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMLSFDYWGQGTLVTVSS

115

chuoi

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNAVS
WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKS
GTSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDPSLNGYVF
GGGTKVTVLG

110

2-78-

chuoi

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYA

116
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C2G4  |ning [MSWVRQAPGKGLEWVSGIPPDSGSKYYADSVR
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KNMFSFDYWGQGTLVTVSS

chudi {QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGSNAVS |110
nhe |WYQQLPGTAPKLLIYYNSKRPSGVPDRFSGSKS
GTSASLAISGLRSEDEADYYCGSWDPSLNGYVF
GGGTKVTVLG
[Bang 16]
Dong  |Ving bién|CDRI CDR2 CDR3
doi

56- chubi NYAMS GIPPDSASKYYAD [NMLSFDY

C2G4 |ning (SEQ ID NO:/SVRG (SEQ ID NO: 66)
59) (SEQ ID NO: 122)

chudi nhe |[TGSSSNIGSNA [YNSKRPS GSWDPSLNGYV
VS (SEQIDNO: 68)  [(SEQID NO: 119)
(SEQ ID NO:
67)

2-30-  |chudi NYAMS GIPPDSNSKYYAD [NMRTFDY
C2G4 |ning (SEQ ID NO:|SVRG (SEQ ID NO: 124)
59) (SEQ ID NO: 123)

chudi nhe |TGSSSNIGSNA |[YNSKRPS GSWDPSLNGYV
VS (SEQID NO: 68)  [(SEQ ID NO: 120)
(SEQ ID NO:
67)
2-73-  |chudi NYAMS GIPPNSDSKYYAD [NMLSFDY
C2G4 |ning (SEQ ID NO:|SVRG (SEQ ID NO: 66)
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59) (SEQ ID NO: 125)
chudi nhe |TGSSSNIGSNA |[YNSKRPS GSWDPSLNGYV

VS (SEQIDNO: 68)  [(SEQID NO: 119)

(SEQ ID NO:

67)

2-78-  |chudi  |NYAMS GIPPDSGSKYYAD [NMFSFDY
C2G4 |ning (SEQ ID NO:|SVRG (SEQ ID NO: 126)
59) (SEQ ID NO: 65)
chudi nhe |TGSSSNIGSNA |YNSKRPS GSWDPSLNGYV

VS (SEQIDNO: 68)  |(SEQ ID NO: 119)
(SEQ ID NO:
67)

3-14: Po luc lién két dinh luong cia khang thé dot bién ving bién ddi chudi

niang MS502 va td hop C2G4 va khang thé dot bién ving bién ddi chudi ning dbi véi

khang neguyén MSLN

Luc lién két dinh luong (4i luc) ciia mdi trong sd khang thé khang MSLN tinh
sach, ttrc 13, khang thé dot bién ving bién dbi chudi nang dong MS502 56, 2-30, 2-73,
2-78, va cac khang thé t6 hop ctia ving bién ddi ciia chudi nhe C2G4 va khang thé dot
bién ving bién d6i cta chudi ning gém 56-C2G4, 2-30-C2G4, 2-73-C2G4, 2-78-
C2G4 v6i mesothelin tai té hop ciia ngudi (MSLN) duoc do bing cach st dung bd
cam bién sinh hoc Biacore T-200 (GE Healthcare, MY). MSLN (Cat.No.3265-MS,
R&D systems, MY) duoc tinh sach tir té bao HEK293 dugc cb dinh 1én chip CM5
(GE Healthcare, CAT. No. BR-1005-30) d théa man 200 Rmax bing cach st dung
phan tmg amin-carboxylic. Sau d6, khang thé dong 56, khang thé dong 2-30, khang
thé dong 2-73, khang thé dong 2-78, khang thé dong 56-C2G4, khang thé dong 2-30-
C2G4, khang thé dong 2-73-C2G4, va khang thé dong 2-78-C2G4 dugc pha lodng
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tudn ty bang dung dich dém HBS-EP (10mM HEPES, pH7,4, 150mM NaCl, 3mM
EDTA, 0,005% chét hoat dong bé& mat P20) dugc dé chay & khoang ndng do tir 0,078
nM dén 5 nM va & tdc do dong 1a 30pL/phut dé lién hop trong 120 gidy va phan ly
trong 1800 gidy. Su phén ly ctia khang thé duoc lién két v6i MSLN duoc gay ra bang
cach cho chay Glyxin-HCl 10 mM pH 1,5 & tdc d dong 1 30 pL/phut trong 30 gidy
(Bang 17). Ai luc thu duoc dudi dang hing s6 tc d6 chuyén dong (Ko, va Kog) va

hing s6 phan ly cin bing (Kp) bang cach sir dung phin mém danh gia Biacore T-200

31930

(Bang 18).
[Bang 17]
SPR Biacore T200
Chip CM5
Dung dich dém chay HBS-EP pH7,4
Tbc do dong 30uL/phut
Thoi gian 1ién hop/phan ly (120 gidy / 600 gidy

Ndng do IgG 0,078~5nM, 1/2 d6 pha
lodng tuan tu
Phuc hoi 10mM Glyxin-HCl pHI1,5,
30 gidy
[Bang 18]
Kon Kofr Kp
56 1,26X10’ 1,57X107 1,25X107"
2-30 1,92X10° 3,19X107 1,66X107"
2-78 1,50X10® 2,44X107 1,63X10"
56 - C2G4 6,61X10’ 1,08X107 1,63X107"°
2-30 - C2G4 1,15X10° 2,70X10 2,34X1071
2-73 - C2G4 8,98X10’ 1,48X107 1,65X107"°
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2-78 - C2G4 2,10x10° 7,82X107 3,72X1071!

Vi du 4: Phan tich FACS khang thé khang MSLN lién két véi té bao ung thu
biéu hién MSLN

Dé danh gia xem khéang thé khang MSLN c6 ngudn gdc tir thu vién mién dich
va tong hop c6 lién két chon loc véi té bao bidu hién MSLN hay khong, mirc biéu hién
ciia MSLN dugc do & dong té bao ung thu, va khang thé lién két véi mbi té bao duoc
x4c nhan bang thir nghiém FACS.

4-1: Tao cAu tric dong té bao biéu hién MSLN

Plasmit (pCMV/MSLN) chira don vi biu hién MSLN va gen khing
hygromyxin dugc dua vao t& bao ung thu tuy MiaPaCa-2 dwoc x4c nhén 13 dong té
bao am tinh MSLN, bang cich st dung hé chuyén nhidm jetPEI(polyetylenimin)
(Polyplus, 101-40) (FIG.4). Sau 48 gid, dich nudi ciy té bao duoc thay bang dich nudi
ciy chtra hygromyxin B (200 pug/mL). 10 khuén lac c6 tinh khang v&i hygromyxin thu
duoc trong khi thay dich nuéi cdy mdi 3 ngay, dé xac nhan mdi muc biéu hién cua
MSLN bing phuong phap thdm tach Western. Vi 4 loai dong té bao ung thu tuy
(MiaPaCa-2, BxPC-3, Capan-1, AsPC-1) va hai loai dong té bao khdi u trung biéu mo
(H28, H2452), mitc biéu hién cia MSLN & té bao duoc xac dinh biang cach sir dung
khang thé khang MSLN (# 133489, Abcam) théng qua phuong phap thdm tach
Western. Dong t& bao nudi cdy duoc tich bing cich bd sung dung dich Tryple
Express va dugc bao quan trong dng 15 mL, sau d6 ly tAm & téc d6 2000 vong/phit &
nhiét do trong phong trong 3 phut dé gan dich nuéi cdy, va san phdm thu dugc duoc
tao huyén phut v&i 100 pL dung dich dém miu SDS-PAGE 1x (50mM Tris(pH6,8),
2% SDS, 100mM DTT (dithiothreitol), 0,1% BPB (xanh bromophenol), 10%
glyxerol) va dugc gia nhiét trong 5 phut. San phim thu dugc duge ly tim dé thu dich
ndi, sau d6 dién di trong SDS-PAGE 4-12%, & 20 mA trong khoang 2 gio, va don vi

van chuyén duoc st dung dé chuyén protein tach duge dén mang PVDF, va sau d6,
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tién hanh dién di & 300mA véi dung dich dém tris-Glyxin (39mM Glyxin, 48mM tris,
0,037% SDS, 20% metanol) trong khoang 90 phut. Mang PVDF trong d6 protein
duge chuyén dugce dua vao phong bé & nhiét do trong phong trong 1 gio bang cach sir
dung dung dich phong bé TBS. Khang thé khang MSLN (# 133489, Abcam) lam
khang thé so cép dugc pha loang theo ty 1 1:2.000 véi sita tich kem 5%/dung dich
dém TBST 1x, va cho phan Gng & nhiét d) trong phong trong khoang 1 gio, va duoc
rira bang dung dich dém TBST 1x 6 14n mdi 5 phtt. HRP khang chudt (KPL, MA,
MY) 1am khang thé thir cAp duge pha lodng theo ty 18 1:20.000 bing sita tich kem 5%
/ dung dich dém TBST 1x, va cho phan tmg trong 30 phut, va dugc rira bing dung
dich dém TBST 1x 6 1dn mdi 5 phut. Sau dé, bang protein MSLN dugc x4c nhan bang
dung dich phéan tng hién mau (ECL, Amersham, ANH).

Két qud 13, nhu dugc minh hoa trén FIG.5, x4c nhén réng cac dong té bao H28,
MiaPaCa-2, BXPC-3, Capan-1 am tinh v6i MSLN, va H226, H2452(H2052), AsPC-1
duong tinh v6i MSLN bang cach do xem c¢6 MSLN c6 dang tién chét kich thudc
70kDa va dang thanh thuc kich thuéc 40 dén 50kDa tir mdi dong té bao ung thu hay
khong.

4-2: Phan tich mirc biéu hién ctia MSLN trong dong té bao biéu hién MSLN va

dong té bao khdi u biéu hién MSLN

Thtt nghiém FACS dugc thuc hién trén MSLN cé mdt trong bé mit t& bao véi
MiaPaCa-MSLN 1a dong té bao ma trong d6 MSLN duogc biéu hién theo cach nhan
tao. Té bao cin phén tich dugc cho sinh truéng trong dia nudi cdy dugc tach bing
céch bd sung dung dich Tryple Express va bao quan trong 6ng 50 mL, sau d6 ly tim &
tbc do 2000 vong/phut & nhiét do trong phong trong 3 phut dé gan dich nudi cdy, va
san phdm thu duoc duge rira mét 1an bang PBS. Té bao dugc tao huyén phi bing
dung dich dém FACS, va dugc chuyén vao éng day tron va ly tdm & tdc do 2000

vong/phiit & nhiét do trong phong trong 3 phut. Dich ndi dugc loai bé va té bao duoc
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1am roi ra bang dung dich dém FACS d& c6 mat do té bao 1a 4 x 10°/mL. Sau do, 1 pg
khang thé ung vién dugc bd sung vao do & 4°C. Sau 1 gio, vat liéu thu dugc dugc rua
bang dung dich dm FACS hai 14n, va khang thé c6 ngudn gdc tir dé khang IgG cia
ngudi (lién hop FITC) duoc bd sung véi lugng 1 pl cho mdi mau dé duoc lién hop &
4°C trong 30 phut. Thu té bao bang cach ly tim & 2000 vong/phiit trong 3 phut, va
500 pL dung dich dém c¢b dinh duoc bd sing dé huyén phu lai té bao, va té bao duge

do bang calibur FACS (FIG.6).

4-3: Phan tich lién két chon loc ciia khang thé khiang MSLN véi dong té bao

biéu hién MSLN

Thir nghiém FACS duoc thyc hién dé danh gia xem khang thé khang MSLN c¢6
duoc lién két chon loc véi dong té bao biéu hién qua mic MSLN (MiaPaCa-MSLN
#2). Khang thé khang MSLN tng vién dugc danh diu bing phwong phap duoc mé ta
trong Vi du 4-2 trén day, va té bao dugc do bing calibur FACS (FIG.7).

Tién hanh thir nghiém FACS dé danh gia xem cac khang thé ung vién MI323,
MI329, MI403, va MS502 ¢6 luc lién két tot c6 dugc lién két tot ngay ca voi dong té
bao MSLN ctia khéi u trung biéu mé (H226, H2052) va ung thu tuy (AsPC-1), va cac

két qua duoc so sanh véi gia tri MFL

[Bang 19]

MSLN Ab Miapaca2 H226 ASPC-1 H2052
MSLN test — + + + +
MS502 — + + ++ ++
MI403 — + ++ ++
MI323 — +++ ++ ++
MI329 — +++ ++ ++
Morab _— +++ ++ + +
BAY94-9343 |— +++ ++ + +
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Két qué 13, nhu duoc thé hién trén FIG.8 va Bang 19, tat ca cdc khang thé Gng
vién MI323, MI329, MI403, va MS502 v6i MSLN ciia dong té bao khdi u trung biéu
md va ung thu tuy cé luc lién két déng ké mic du c6 su chénh 1éch mot chut vé mirc
d6 lién két. Cu thé 13, khang thé tng vién MI323 c6 dic tinh lién két rat tot.

Ngoai ra, du khang thé ang vién MI323 ¢6 dic tinh lién két rat 6t véi MSLN
hay khong, khang thé ung vién MS502 co mau gia tri Biacore Kp(Ko/Kon) khac, va
khang thé ung vién 2-78-C2G4 dot bién vung bién d6i cua chudi nédng dugc tao ra tur
khéng thé ing vién MS502 duoc lién két chon loc vai té bao khéi u biéu hién MSLN,
duoc danh gia & té bao MiaPaCa-MSLN #2 biéu hién qua mic MSLN va MiaPaCa-2
khong biéu hién qua mtrc MSLN.

Két qua 13, nhu dugc minh hoa trén FIG.9, céc khang thé ung vién MI323,
MS502, va 2-78-C2G4 c6 dic tinh lién két rat t6t & t& bao MiaPaCa-MSLN #2 biéu

hién qua mtrc MSLN so véi MiaPaCa-2.

Kha néng tng dung cong nghiép

Khang thé lién két dic hiéu véi mesothelin theo sang ché ¢6 4i luc va tinh dic
hi€u cao v6i khang nguyén dé co thé sir dung mdt cach hi€u qua dé didu tri hodc chin
doan bénh ung thu hodc cac bénh u.

Sang ché dugc mo ta chi tiét dua trén cac dAu hiéu cu thé cia no, va hién nhién
d6i v6i ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc ring cac phuong phap k¥ thuat cu
thé nay chi 1a cac phuong an wu tién va do d6 pham vi ctia sang ché khong bi gidi han
& cac phuong 4n nay. Do d6, pham vi thuc chit ctia sing ché s& duge xac dinh bing

yéu cau bao hd kém theo va céc dang twong duong cua nd.
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YEU CAUBAO HO

1. Khang thé lién két v6i mesothelin bao gom:

ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va
vung bién ddi chudi nhe chita trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; hodc

ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 va
vung bién d6i chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; hodc

vung bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 46 va
ving bién ddi chudi nhe chira trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 47; hoic

ving bién ddi chudi niang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 48 va
vung bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 49; hodc

ving bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 51 va
ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 52; hodc

ving bién ddi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 48 va
ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 109; hodc

ving bién d6i chudi ning chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 48 va
ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 110; hodc

viing bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 116 va
ving bién d6i chudi nhe chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 49; hoac

ving bién dbi chudi nang chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 116 va
ving bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 110.

2. Axit nucleic ma héa khang thé theo diém 1.

3. Vecto chtra axit nucleic theo diém 2.

4. Té bao chu chira vecto theo diém 3.

5. Phuong phép san xuit khang thé theo diém 1 bao gdm bué6c biéu hién khang

thé bang cach nudi cdy té bao chi theo diém 4.
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DANH MUC TRINH TU
<110> MOGAM INSTITUTE FOR BIOMEDICAL RESEARCH
GREEN CROSS CORPORATION
<120> Khéng thé& lién két véi mesothelin, phuong phap san xuidt khang thé nay

<130> PF-B2032

<140> PCT/KR2016/010604
<141> 2016-09-23

<150> 10-2015-0135755

<151> 2015-09-24

<1l60> 127

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 119
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> dong MI323 Chudi ning bién dbi
<400> 1
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Thr
1 5 10 15
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Phe Ile Gln Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Trp Ile Phe Pro Gly Ser Gly Asn Thr Lys Tyr Asn Glu Met Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Ala Ala Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Gln Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 2
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> dong MI323 Chudi nhe bién déi
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<400>

2

Asp Ile Val

1
Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

Val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

3

118
PRT

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Leu

85
Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

nhédn tao

dong MI329 Chubi

3

Glu Val Met

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210>
<211>

Lys

Ser

35
Ile

Arg

Met

Trp

Thr

115

4
113

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100
Val

Val

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Glu

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asn

Ser

His

Lys

Pro

40

Pro

Thr

Cys

Leu
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Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90
Ile

ning bién d&bi

Ser

Ala

Arg

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Gly Gly Asp

Ala

Thr

40

Ser

Arg

Ser

Tyr

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Phe
105

10
Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

90
Asp
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Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Phe

Lys

Phe

Ala

75

Thr

Val

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Thr

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Gly

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ala
110

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95
Gly

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80
Trp

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys
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<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> dong MI329 Chudi nhe bién déi

<400> 4

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro

50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95
Thr His Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gly Ala Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110
Arg
<210> 5
<211> 122
<212> PRT

<213> Trinh tu nha&n tao

<220>

<223> dong MI403 Chudi ning bién adi

<400> 5

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

1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe Ser Ser Tyr

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gln Gly Thr Ala Val Lys Asn Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp
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105

Gly Ala Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

nhe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Thr

Gly

120

Ala Ser

10

Pro

Ala
25
Gln

Arg Ser

Tyr Gln

40

Ser Asn Leu

Gly Thr Asp

Gly Thr Tyr

90
Thr

Ser Gly

105

niang bién adi

115
<210> 6
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> dong MI403 Chudi
<400> 6
Asp Ile Val Met Thr Gln
1 5
Gln Arg Ala Thr Ile Ser
20
Ser Ser Ser Tyr Val His
35

Lys Leu Leu Ile Lys Tyr

50
Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70
Pro Val Glu Glu Glu Asp

85
Glu Ile Pro Phe Thr Phe
100

<210> 7
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> dong MI407 Chudi
<400> 7

Glu Val Lys
1

Ser Leu Lys

Asp Met Ser
35

Tyr Ile

50

Gly Arg

Ala

Lys

Leu Val Glu
5

Leu

20

Ser Cys

Trp Val Arg

Ser Ser Gly

Phe Thr Ile

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Gly Gly Gly
10
Ala Ser Gly
25
Thr Pro Glu
40
Gly Asn Thr

Arg Asp Asn

Leu

Gln

Arg

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val

Pro

Arg

Tyr

60
Lys

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

110

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Ile
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95
Lys

Gly

15

Asn

Trp

Thr

Leu

Gly

Ser

Pro

Ala

His

80

Trp

Arg

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr



65

Leu Gln Met Ser

Val Arg Gln Gly

100

Gly Ala Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Gln Arg

Ser Ser

Lys Leu
50

Arg Phe

65

Pro Val

Glu Ile

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

115
8
112
PRT

Trinh tu

31930

70 75 80
Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Phe Cys

85 90 95
Thr Ser Val Glu Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp
105 110
Thr Val Thr Val Ser Ser
120
nhan tao

dong MI407 Chudi nhe bién dbi

8
Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

9

5
PRT

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Glu

Phe
100

Trinh tu

Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
5 10 15
Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser
25 30
Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
40 45
Lys Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His
70 75 80
Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Trp

85 90 95

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Glu Leu Glu Ile Lys Arg
105 110

nhdn tao

dong MI323 CDR1 chudi ning bién d&bi

9

Ser Tyr Phe Ile Gln

1

<210>
<211>
<212>

10
17
PRT

5
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<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> déng MI323 CDR2 chubdi ning bién déi

<400> 10

Trp Ile Phe Pro Gly Ser Gly Asn Thr Lys Tyr Asn Glu Met Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 11

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<223> dong MI323 CDR3 chubi ning bién dbi
<400> 11

Ser Gly Gly Tyr Gln Tyr Tyr Phe Asp Tyr

1 5 10
<210> 12

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> dong MI323 CDR1 chudi nhe bién dbi
<400> 12

Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1 5 10
<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tw nhén tao

<220>
<223> dong MI323 CDR2 chudi nhe bién déi
<400> 13

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Pro

1 5
<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> dong MI323 CDR3 chudi nhe bién dbéi
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<400> 14
Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Trp Thr

1 5
<210> 15

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> dong MI329 CDR1 chudi ning bién déi
<400> 15

Ser Tyr Ala Met Ser

1 5
<210> 16

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>

<223> dong MI329 CDR2 chudi ning bién dbi

<400> 16

Thr Ile Asn Ser Asp Gly Ser Tyr Thr Phe Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 17

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> doéng MI329 CDR3 chudi ning bién dbi
<400> 17

Trp Gly Glu Asn Trp Tyr Phe Asp Val

1 5
<210> 18

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> doéng MI329 CDR1 chudi nhe bién ddi

<400> 18

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15
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<210> 19
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tw nhén tao

<220>

<223> dong MI329 CDR2 chudi nhe bién dbéi
<400> 19

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1 5
<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh twu nhén tao

<220>

<223> dong MI329 CDR3 chudi nhe bién dbi
<400> 20

Ser Gln Ser Thr His Phe Pro Arg Thr

1 5
<210> 21

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong MI403 CDR1 chudi ning bién dbi
<400> 21

Ser Tyr Asp Met Ser

1 5
<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> dong MI403 CDR2 chudi ning bién dbi
<400> 22

Tyr Ile Ser Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 23

<211> 13

<212> PRT
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<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> dong MI403 CDR3 chudi ning bién déi

<400> 23

Gln Gly Thr Ala Val Lys Asn Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> dong MI403 CDR1 chudi nhe bién dbéi

<400> 24

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser Ser Ser Ser Tyr Val His
1 5 10 15
<210> 25

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220> '

<223> dong MI403 CDR2 chudi nhe bién dbi
<400> 25

Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1 5
<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> doéng MI403 CDR3 chubdi nhe bién déi
<400> 26

Gln His Ser Trp Glu Ile Pro Phe Thr

1 5
<210> 27

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> dong MI407 CDR1 chudi ning bién dbi
<400> 27

-89-



31930

Asn Tyr Asp Met Ser

1 5
<210> 28

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> dong MI407 CDR2 chudi ning bién dbi

<400> 28

Tyr Ile Ser Ser Gly Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 29

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong MI407 CDR3 chudi ning bién dbi

<400> 29

Gln Gly Thr Ser Val Glu Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 30

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tw nhén tao

<220>

<223> dong MI407 CDR1 chudi nhe bién dbi
<400> 30

Ser Val Ser Thr Ser Ser Ser Ser Tyr Ile His

1 5 10
<210> 31

<211> 87

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> MI323VH-F
<400> 31

gcggccgceca tgtacttggg actgaactat gtattcatag tttttctctt aaatggtgtce
cagagtgagg tccagctgca gcagtct
<210> 32

-90-

60
87



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

gcggccgcca tgtacttggg actgaactat gtattcatag tttttctctt aaatggtgtc
cagagtgagg tgatgctggt ggagtct

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

gcggccgcca tgtacttggg actgaactat gtattcatag tttttctcectt aaatggtgtc
cagagtgagg tgcaggtggt ggagtct

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

gcggccgcca tgtacttggg actgaactat gtattcatag tttttctcectt aaatggtgtce
cagagtgagg tgaagttggt ggagtct

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

87
ADN

Trinh tu nhdn tao

MI329VH-F
32

33
87
ADN

Trinh tu nhén tao

MI403VH-F
33

34
87
ADN

Trinh ty nhdn tao

MI407VH-F
34

35
20
ADN

Trinh tu nhan tao

VHApaI-R
35

accgatgggc ccttggtgga

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

36
96
ADN

Trinh ty nhédn tao

MI323VL-F

31930

-01-

60
87

60
87

60
87

20



31930

<400> 36
gcggccgcca tggatagcca ggctcaggtg ctgatgctgce tgctgctgtg ggtgtcaggg
acttgcgggg acattgtgat gacccagtct cacaaa

<210> 37
<211> 45
<212> ' ADN

<213> Trinh tuyu nhadn tao

<220>
<223> MI323VLCL-R
<400> 37

acactaggag cggccacggt tcgtttgatt tccagtttgg tccct
<210> 38

<211> 96

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MI329VL-F
<400> 38

gcggccgcca tggatagcca ggctcaggtg ctgatgctgce tgctgctgtg ggtgtcaggg
acttgcgggg acgttgtgat gacccagact ccactc

<210> 39
<211> 42
<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhédn tao

<220>
<223> MI329VLCL-R
<400> 39

acactaggag cggccacggt tcgtttcagc tccagcttgg tc

<210> 40
<211> 96
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MI403VL-F
<400> 40

gcggccgcecca tggatagcca ggctcaggtg ctgatgctgce tgctgetgtg ggtgtcaggg
acttgcgggg atattgtgat gacccagtct cctgct

<210> 41
<211> 47
<212> ADN

-02-

60
96

45

60
96

42

96



31930

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> MI403VLCL-R
<400> 41

acactaggag cggccacggt tcgttttatt tccaactttg tccccga

<210> 42
<211> 96
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M407VL-F
<400> 42

gcggceccecgeca tggatagcca ggctcaggtg ctgatgctgce tgctgectgtg ggtgtcaggg

acttgcgggg atattgtgtt gacacagtct cctgct
<210> 43

<211> 46

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M407VLCL-R
<400> 43

acactaggag cggccacggt tcgttttatt tccaactctg tccccg
<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Ck-F
<400> 44

accgtggccg ctcctagtgt

<210> 45
<211> 29
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> CkSHB-R
<400> 45

nnnnggatcc aagcttacta gcactcccc

<210>
<211>

46
116

-03-

47

96

46

20

29



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

50

Gly

Gln

Arg

Val

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

<220>
<223>
<400>

PRT

Trinh tu nhé&n tao

dong MS501 Chudi

46

Arg

Ser
35
Ile

Arg

Met

Asn

Ser

115

47

111
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Ile

100

Ser

Leu
5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85
Tyr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Thr

31930

nang bién déi

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Trinh tu nhé&n tao

dong
47

Gln Ser Val

1
Arg

Ala

Ile

Gly

65

Ser

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Ser

35

Tyr

Lys

Asp

MS501 Chubi

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Thr

5

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala
85

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70
Asp

nhe

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Gly Gly Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr
105

10
Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90
Trp

bién ddi

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Ala
10

Ser
Gly
Gly

Leu

Gly
90

-94-

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Ser

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu



31930

Ser Gly Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly

<210>

<211>

<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

48
116
PRT

100

Trinh ty nhé&n tao

dong MS502_ Chudi

48

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Arg

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Arg

Ser
35
Ile

Arg

Met

Asn

Ser

115

49

111
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Pro

Phe

Asn

Met

100

Ser

Trinh tu

Leu

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

Glu

Cys

Arg

Asp

Val

70

Leu

Ser

105

ning bién dbdi

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

nhan tao

dong MS502_ Chudi

49

Gln Ser Val

1

Leu

Arg Val Thr Ile

Ala Val Ser

35

Ile Tyr Tyr

50

20
Trp

Asn

Thr
5
Ser

Tyr

Ser

Gln

Cys

Gln

Lys

nhe

Pro

Thr

Gln

Arg
55

Gly Gly Gly Leu Val

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr
105

Ser
Ser
25

Pro

Ser

10
Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Trp

Ala
10
Ser

Gly

Gly

-05-

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ser

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Thr

Ile

Pro

45
Asp

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro
Gly
30

Lys

Arg

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly
15
Ser

Leu

Phe

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Gln

Asn

Leu

Ser



Gly Ser Lys Ser

65

Ser Glu Asp Glu

Asn Gly Tyr Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

50
111
PRT

Trinh tu nhédn tao

100

Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly

70

31930

Ala Asp Tyr Tyr Cys

85

Gly
90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys

105

dong MS502-1 Chudi nhe bién ddi

50

Gln Ser Val

1
Arg

Ala

Ile

Gly

65

Ser

Asn

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val Gln

1

Thr

Ser

35

Tyr

Lys

Asp

Tyr

51

116
PRT

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Val
100

Trinh tu

dong
51

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Thr

5

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Phe

nhan tao

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ile

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Cys

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala
10

Ser

Gly

Leu

Gly
90
Lys

MS503 Chudi n&ng bién gdi

75
Ser Trp Asp Ser Ser
95
Val Thr Val Leu Gly
110

Ser Gly Thr Pro Gly
15
Ser Asn Ile Gly Ser
30
Thr Ala Pro Lys Leu
45
Val Pro Asp Arg Phe
60
Ala Ile Ser Gly Leu
75
Ser Trp Asp Ser Ser
95
Leu Thr Val Leu Gly
110

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

5

10

15

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

20

25

30

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

40

-06-

45

Leu Arg

80

Leu

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu

Gly

Tyr

Val



Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Ser

50

Ile

Tyr

Gly Arg Phe

Gln

Lys

Val

<210>
<211>

<212>
<213>
<220>

<223>
<400>

Met

Asn

Ser

115
52
111
PRT

Asn

Ala
100

Ser

Pro

Thr

Ser

85
Phe

Gly
Ile
70

Leu

Thr

Asp
55

Ser

31930

Gly Ser

Arg Asp

Thr

Asn

Arg Ala Glu Asp

Phe

Trinh tw nhédn tao

dong MS503 Chudi

52

Gln Ser Val

1
Arg

Ala

Ile

Gly

65

Ser

Ser

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

<210>
<211>

<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Thr

Ser

35

Tyr

Lys

Asp

Tyr

53

116
PRT

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Val
100

Trinh tu

Thr

5

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Phe

nhdn tao

Gln

Cys

Gln

His

Thr

70

Asp

Gly

nhe

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Asp Tyr
105

Pro Ser

Gly Ser

25
Leu Pro
40

Pro Ser

Ala Ser

Tyr Cys

Gly Thr
105

90
Trp

Ala
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

90
Lys

dong MS504 Chudi n3ng bién dbi

53

Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Thr

Leu

Tyr
60
Lys

Ala

Gln

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Ala

Asn

Val

Gly

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Ser

Leu

110

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95
Gly

Val
Tyr
80

Cys

Val

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu

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

1

5

10

-97-

15



Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Lys

Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Arg

Ser
35
Ile

Arg

Met

Asn

Ser

115

54

111
PRT

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Leu

100

Ser

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Thr

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Trinh tw nhdn tao

dong MS504 Chubi

54

Gln Ser Val

1
Arg

Ser

Ile

Gly

65

Ser

Asn

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

Thr

Ser

35

Tyr

Lys

Asp

Tyr

55

116
PRT

Leu

Ile

20

Trp

Asp

Ser

Glu

Val
100

Trinh tu

Thr

5

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Phe

nhé&n tao

Gln

Cys

Gln

His

Thr

70

Asp

Gly

nhe

Pro

Thr

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Asp

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

31930

Ser Gly
25
Pro Gly

Ser Lys
Asp Asn

Glu Asp

90
Tyr Trp
105

Ser Ala
10

Ser Ser

25

Pro Gly

Ser Gly

Ser Leu

Cys Gly
90

Thr Lys
105

-08-

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Met

Gly

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ile

Pro

45

Asp

Gly

Asp

Val

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

110

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

15

Asn

Leu

Phe

Leu

Ser

95
Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu



31930

<223> dong MS505 Chubi n&ng bién dbi

<400> 55

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

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

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

35 40 45
Ser Ala Ile Tyr Pro Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Asn Ala Tyr Thr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser

115
<210> 56
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong MS505 Chudi nhe bién 4gdi

<400> 56

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Arg

1 5 10 15

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn

20 25 30

Ala Val Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu

35 40 45

Ile Tyr Tyr Asn Ser Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Arg
65 70 75 80
Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Ser Trp Asp Ser Ser Leu
85 90 95
Asn Gly Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 57

-90-



31930

<211> 116
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> dong MS506 Chudi ning bién déi

<400> 57
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

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

35 40 45
Ser Ser Ile Tyr Pro Gly Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Asn Leu Tyr Thr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser

115
<210> 58
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> dong MS506 Chudi nhe bién déi
<400> 58
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln
1 5 10 15
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn
20 25 30
Ala Val Thr Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Tyr Asp Ser His Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Pro Arg
65 70 75 80
Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Ala Trp Asp Ser Ser Leu

-100-



31930

85 90 95
Ser Ala Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly

100 105 110
<210> 59
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> dong MS501 CDR1 chudi ning bién ddi

<400> 59

Asn Tyr Ala Met Ser
1 5
<210> 60

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> dong MS501 CDR2 chudi ning bién dbi

<400> 60

Gly Ile Tyr Pro Asp Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 61

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhan tao
<220>
<223> dong MS501 CDR3 chudi ning bién dbdi

<400> 61

Asn Ile Tyr Thr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 62

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> dong MS501 CDR1 chudi nhe bién adi

<400> 62
Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Ala Val Ser
1 5 10

-101-



31930

<210> 63
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doéng MS501 CDR2 chudi nhe bién déi
<400> 63

Tyr Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1 5
<210> 64

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong MS501 CDR3 chudi nhe bién ddi
<400> 64

Gly Ser Trp Asp Ser Ser Leu Ser Gly Tyr Val

1 5 10
<210> 65

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> dong MS502 CDR2 chudi ning bién dbi
<400> 65

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

1 5 10 15
Gly

<210> 66

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doéng MS502 CDR3 chudi ning bién déi
<400> 66

Asn Met Leu Ser Phe Asp Tyr

1 5
<210> 67

<211> 13

<212> PRT

-102-
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<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> déng MS502 CDR1 chudi nhe bién ddéi

<400> 67

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Ala Val Ser
1 5 10

<210> 68

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> doéong MS502 CDR2 chubdi nhe bién ddi
<400> 68

Tyr Asn Ser Lys Arg Pro Ser

1 5
<210> 69

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> dong MS502 CDR3 chudi nhe bién ddi
<400> 69

Gly Ser Trp Asp Ser Ser Leu Asn Gly Tyr Val

1 5 10
<210> 70

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong MS502-1 CDR1 chudi nhe bién dbi

<400> 70

Ile Cys Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Ala Val Ser

1 5 10
<210> 71

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong MS503 CDR2 chudi ning bién dbi
<400> 71
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Ser Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 72

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> dong MS503 CDR3 chudi ning bién dbi
<400> 72

Asn Ala Phe Thr Phe Asp Tyr

1 5
<210> 73

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> dong MS503 CDR2 chudi nhe bién dbi
<400> 73

Tyr Asn Ser His Arg Pro Ser

1 5
<210> 74

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> dong MS503 CDR3 chudi nhe bién dbi
<400> 74

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Gly Tyr Val

1 5 10
<210> 75

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> dong MS504 CDR2 chudi n&ng bién dbi

<400> 75

Ser Ile Tyr Pro Asn Gly Ser Ser Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly .

-104-
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<210> 176
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> dong MS504 CDR3 chudi ning bién dbi
<400> 76

Asn Leu Leu Thr Phe Asp Tyr

1 5
<210> 77

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong MS504 CDR1 chudi nhe bién d&di

<400> 77

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn Asn Ser Val Ser

1 5 10
<210> 78

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong MS504 CDR2 chudi nhe bién dbi
<400> 78

Tyr Asp Ser His Arg Pro Ser

1 5
<210> 79

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> dong MS504 CDR3 chudi nhe bién ddi
<400> 79

Gly Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Ala Tyr Val

1 5 10
<210> 80

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

-105-
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<220>
<223> dong MS505 CDR2 chudi ning bién dbi

<400> 80

Ala Ile Tyr Pro Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 381

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> dong MS505 CDR3 chudi ning bién dbi
<400> 81

Asn Ala Tyr Thr Phe Asp Tyr

1 5
<210> 82

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>

<223> dong MS505 CDR2 chudi nhe bién déi
<400> 82

Tyr Asn Ser Gln Arg Pro Ser

1 5
<210> 83

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doéng MS505 CDR3 chudi nhe bién dbi
<400> 83

Gly Ser Trp Asp Ser Ser Leu Asn Gly Tyr Val

1 5 10
<210> 84

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> dong MS506 _CDR2 chudi ning bién dbi
<400> 84
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Ser Ile Tyr Pro Gly Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 85

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>

<223> dong MS506 CDR3 chudi ning bién déi
<400> 85

Asn Leu Tyr Thr Phe Asp Tyr

1 5
<210> 86

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> dong MS506 CDR1 chudi nhe bién dbi

<400> 86

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Ala Val Thr
1 5 10

<210> 87

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> dong MS506 CDR3 chubdi nhe bién dbi
<400> 87

Gly Ala Trp Asp Ser Ser Leu Ser Ala Tyr Val
1 5 10
<210> 88

<211> 94

<212> ADN

<213> Trinh tw nhdn tao

<220>

<223> NotI-Leader- VL-F

<400> 88

nnnngcggcc gccatggata gccaggctca ggtgctgatg ctgctgectge tgtgggtgte
agggacttgc gggcagtctg tgctgactca gcca

<210> 89

-107-

60
94



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

31930

39
ADN

Trinh ty nhédn tao

VL-R
89

ggggttggcc ttgggctggc ctaggaccgt cagcttggt

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

90
18
ADN

Trinh ty nhéan tao

VL-CL-F
90

cagcccaagg ccaacccc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

91
42
ADN

Trinh tu nhén tao

HindIII-VL-R
91

nnnnggatcc aagcttacta acattctgta ggggccactg tc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

92
97
ADN

Trinh tu nhén tao

HD-Heavy-F
92

ggtgtccagg cggccgccat gtacttggga ctgaactatg tattcatagt ttttctctta

aatggtgtcc agagtgaggt gcagctgttg gagtctg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

93
52
ADN

Trinh tyu nhin tao

HD-Heavy-R
93

gggggaagac cgatgggccc ttggtggagg ctgagctcac ggtgaccagt gt

-108-

39

18

42

60
97

52
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<210> 94
<211> 79
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> MS502 VL FR1 Fo Nrul

<400> 94

gctcgcgatt gcagtggcac tggctggttt cgctaccgtg gcccaggcgg cccagtctgt 60
gctgactcag ccaccctca 79
<210> 95

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> MS502 VL FR1 Fo

<400> 95

cagtctgtgc tgactcagcc accctca 27
<210> 96

<211> 60

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> MS502 VL FR1 Re

<400> 96

gagctgctgg taccaggaga cagcattrtg gccaatatta gatgaagagc cagtacaaga 60
<210> 97

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> MS502 VL FR2 Fo

<400> 97

gccaatatta gatgaagagc cagtacaaga 30
<210> 98

<211> 93

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> MS502 VL FR2 Re
<400> 98

-109-
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acctaggacg gtcaccttgg tgcctccgec gaagacataa ccrtgcaggce trtgatcctg 60
agaaccacag taataatcag cctcatcctc gga 93
<210> 99

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> MS502 CL Fo

<400> 99

ggcaccaagg tgaccgtcct aggtcagccc aaggccaacc ccactgtce 48
<210> 100

<211> 35

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> MS502 CL Re

<400> 100

gctctagaac attctgtagg ggccactgtc ttctc 35
<210> 101

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> MS502 VH FR1 Fo Ncol

<400> 101

gcccatggcce gaggtgcagce tgttggagtc tggg 34
<210> 102

<211> 57

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> MS502 VH FR1 Re

<400> 102

agcctggcgg acccagctca tntgrtgrtg gctaaaggtg aatccagagg ccgcaca 57
<210> 103

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> MS502 VH FR2 Fo

-110-
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<400> 103

atgagctggg tccgccagge t 21
<210> 104

<211> 72

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> MS502 VH FR2 Re

<400> 104

ggtgaaccga cctcttacag aatcagcgta atatttrtgn tgactrtgag gagggatccc 60
tgagacccac tc 72
<210> 105

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> MS502 VH FR3 Fo

<400> 105

aaatattacg ctgattctgt aagaggtcgg ttcacc 36
<210> 106

<211> 78

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> MS502 VH FR3 Re

<400> 106

tgagctcacc gtgaccagtg taccctggcc ccagtagtcr tgrtgntgca tatttttcge 60
acagtaatac acggccgt 78
<210> 107

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> MS502 VH Re

<400> 107

tgagctcacc gtgaccagtg taccctg 27
<210> 108

<211> 46

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

-111-



<220>
<223>
<400>

MS502 VH
108

Re Apal

31930

gcgggccctt ggtggaggct gagctcaccg tgaccagtgt accctg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Ser
1

Arg Val

Ala Val

Ile Tyr
50

Gly Ser

65

Ser Glu

Ser Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Ser
1

Arg Val

Ala Val

Ile Tyr
50

109
111
PRT

Trinh tu

nhédn tao

dong C2G1 _Chudi nhe bién

109
Val Leu

Thr Ile
20

Ser Trp

35

Tyr Asn

Lys Ser
Asp Glu

Tyr Val
100

110

111

PRT

Trinh tu

Thr Gln Pro Pro
5
Ser Cys Thr Gly

Tyr Gln Gln Leu
40
Ser Lys Arg Pro
55
Gly Thr Ser Ala
70

Ala Asp Tyr Tyr
85

Phe Gly Gly Gly

nhan tao

dong C2G4_Chudi nhe bién

110
Val Leu

Thr TIle
20

Ser Trp

35

Tyr Asn

Thr Gln Pro Pro
5
Ser Cys Thr Gly

Tyr Gln Gln Leu
40
Ser Lys Arg Pro
55

adi

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ser
Ser
25

Pro

Ser

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

90
Lys

Ala
10
Ser

Gly

Gly

-112-

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ser

Val

Ser

Ser

Thr

Val

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Thr

Ile

Pro

45
Asp

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Ser

Leu

110

Pro
Gly
30

Lys

Arg

Gly

15

Pro

Leu

Phe

Leu

Ser

95
Gly

Gly
15
Ser

Leu

Phe

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu

Gln

Asn

Leu

Ser



Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala

65

70

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr

85

Asn Gly Tyr Val Phe Gly Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

111
111
PRT

Trinh ty nhdn tao

100

dong C3C8 Chudi nhe bién

111

Gln Ser Val

1
Arg

Ala

Ile

Gly

65

Ser

Arg

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Thr
Ser
35
Tyr
Lys
Asp
Tyr
112

116
PRT

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Val
100

Trinh tu

dong 54 Chudi ning bién d

112

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Thr

5

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Phe

nhédn tao

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Thr

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Leu Leu Glu Ser Gly

5

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

31930

Ser Leu Ala Ile Ser Gly

75
Cys Gly Ser Trp
90
Thr Lys Val Thr
105

Ser Ala Ser Gly
10

Ser Ser Ser Asn

25

Pro Gly Thr Ala

Ser Gly Val Pro
60
Ser Leu Ala Ile
75
Cys Gly Ser Trp
90

Thr Lys Val Thr
105

Gly Gly Leu Val
10

Ser Gly Phe Thr

25

Pro Gly Lys Gly

-113-

Asp

Val

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Gln

Phe

Pro

Leu

110

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Ser

Leu

110

Pro

Ser

30

Leu Arg
80

Ser Leu

95

Gly

Gly Gln
15

Pro Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Arg
80

Asp Leu

95

Gly

Gly Gly
15
Asn Tyr

Leu Glu Trp Val

45



Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly

1

Ser

Ala

Ser

Arg

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Val

<210>
<211>
<212>

<213>
<220>
<223>
<400>

31930

Ile Tyr Pro Asp Ser Ser Ser Thr
55
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Asn Ile Tyr Thr Phe Asp Tyr Trp
100 105

Ser Ser

115

113

116
PRT

Trinh ty nhdn tao

dong 56 Chudi ning bién déi

113

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Ile Pro Pro Asp Ser Ala Ser Lys
55
Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn
70
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Asn Met Leu Ser Phe Asp Tyr Trp
100 105
Ser Ser
115
114
116
PRT

Trinh ty nhén tao

dong 2-30 Chudi ning bién abdi

114

-114-

Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Tyr
60
Lys

Ala

Gln

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Ala

Asn

Val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Val
Tyr
80

Cys

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val



Glu

Ser

Ala

Ser

Arg

65

Leu

Ala

Thr

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Val

<210>
<211>
<212>

<213>
'<220>
<223>
<400>

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asn

Ser

115

115

116
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Pro

Phe

Asn

Met

100

Ser

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85
Arg

Glu

Cys

Arg

Asp

Val

70

Leu

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Trinh ty nhén tao

dong 2-73_Chudi ning

115

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Arg

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Val

<210>

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asn

Ser

115
116

Leu

Leu

20

Trp

Pro

Phe

Asn

Met

100

Ser

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

Glu

Cys

Arg

Asn

Val

70

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Asp

31930

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr
105

-115-

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Trp

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90
Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Gly
50

Arg Gly

65

Leu Gln

Ala Lys

Thr Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

116
PRT

Trinh tu nhdn tao

dong 2-78 Chudi ning

116
Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asn

Ser

115

117

13
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Pro

Phe

Asn

Met

100

Ser

Trinh tu

Leu

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85
Phe

nhé&n tao

Glu

Cys

Arg

Asp

Val

70

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

31930

bién déi

Gly Gly Gly Leu
10
Ala Ser Gly Phe
25
Ala Pro Gly Lys
40
Gly Ser Lys Tyr

Arg Asp Asn Ser
75
Ala Glu Asp Thr
90
Asp Tyr Trp Gly
105

dong C2Gl CDR1 chudi nhe bién dbi

117

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Pro Asn Ala Val Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

118
11
PRT

Trinh tu nhén tao

5

10

<223> dong C2Gl CDR3 chudi nhe bién dbi

<400>

118

-116-

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val



31930

Gly Ser Trp Asp Ser Ser Leu Ser Gly Tyr Val

1 5 10
<210> 119

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> dong C2G4 CDR3 chudi nhe bién ddi
<400> 119

Gly Ser Trp Asp Pro Ser Leu Asn Gly Tyr Val

1 5 10
<210> 120

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> dong C3C8_CDR3 chudi nhe bién adi
<400> 120

Gly Ser Trp Asp Ser Asp Leu Arg Gly Tyr Val

1 5 10
<210> 121

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> dong 54 CDR2 chudi ning bién ddi

<400> 121

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

1 5 10 15
Gly

<210> 122

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong 56 CDR2 chudi ning bién 4dbi

<400> 122

Gly Ile Pro Pro Asp Ser Ala Ser Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Arg
1 5 10 15

Gly

-117-



31930

<210> 123
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> dong 2-30 _CDR2 chudi ni&ng bién abéi

<400> 123

Gly Ile Pro Pro Asp Ser Asn Ser Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Arg

1 5 10 15
Gly

<210> 124

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> ddéng 2-30_CDR3 chudi ning bién dadi

<400> 124

Asn Met Arg Thr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 125

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>

<223> dong 2-73 CDR2 chudi ning bién ddi

<400> 125

Gly Ile Pro Pro Asn Ser Asp Ser Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Arg

1 5 10 15
Gly

<210> 126

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> dong 2-78_CDR3 chudi ning bién dbi

<400> 126

Asn Met Phe Ser Phe Asp Tyr
1 5

<210> 127

<211> 622
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Mesothelin
<400> 127
Met Ala Leu Pro Thr Ala Arg Pro Leu Leu Gly Ser Cys Gly Thr Pro
1 5 10 15
Ala Leu Gly Ser Leu Leu Phe Leu Leu Phe Ser Leu Gly Trp Val Gln
20 25 30
Pro Ser Arg Thr Leu Ala Gly Glu Thr Gly Gln Glu Ala Ala Pro Leu
35 40 45
Asp Gly Val Leu Ala Asn Pro Pro Asn Ile Ser Ser Leu Ser Pro Arg
50 55 60
Gln Leu Leu Gly Phe Pro Cys Ala Glu Val Ser Gly Leu Ser Thr Glu
65 70 75 80
Arg Val Arg Glu Leu Ala Val Ala Leu Ala Gln Lys Asn Val Lys Leu
85 90 95
Ser Thr Glu Gln Leu Arg Cys Leu Ala His Arg Leu Ser Glu Pro Pro
100 105 110
Glu Asp Leu Asp Ala Leu Pro Leu Asp Leu Leu Leu Phe Leu Asn Pro
115 120 125
Asp Ala Phe Ser Gly Pro Gln Ala Cys Thr Arg Phe Phe Ser Arg Ile
130 135 140
Thr Lys Ala Asn Val Asp Leu Leu Pro Arg Gly Ala Pro Glu Arg Gln
145 150 155 160
Arg Leu Leu Pro Ala Ala Leu Ala Cys Trp Gly Val Arg Gly Ser Leu
165 170 175
Leu Ser Glu Ala Asp Val Arg Ala Leu Gly Gly Leu Ala Cys Asp Leu
180 185 190
Pro Gly Arg Phe Val Ala Glu Ser Ala Glu Val Leu Leu Pro Arg Leu
195 200 205
Val Ser Cys Pro Gly Pro Leu Asp Gln Asp Gln Gln Glu Ala Ala Arg
210 215 220
Ala Ala Leu Gln Gly Gly Gly Pro Pro Tyr Gly Pro Pro Ser Thr Trp
225 230 235 240
Ser Val Ser Thr Met Asp Ala Leu Arg Gly Leu Leu Pro Val Leu Gly
245 250 255
Gln Pro Ile Ile Arg Ser Ile Pro Gln Gly Ile Val Ala Ala Trp Arg
260 265 270
Gln Arg Ser Ser Arg Asp Pro Ser Trp Arg Gln Pro Glu Arg Thr Ile
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275 280 285
Leu Arg Pro Arg Phe Arg Arg Glu Val Glu Lys Thr Ala Cys Pro Ser
290 295 300
Gly Lys Lys Ala Arg Glu Ile Asp Glu Ser Leu Ile Phe Tyr Lys Lys
305 310 315 320
Trp Glu Leu Glu Ala Cys Val Asp Ala Ala Leu Leu Ala Thr Gln Met
325 330 335
Asp Arg Val Asn Ala Ile Pro Phe Thr Tyr Glu Gln Leu Asp Val Leu
340 345 350
Lys His Lys Leu Asp Glu Leu Tyr Pro Gln Gly Tyr Pro Glu Ser Val
355 360 365
Ile Gln His Leu Gly Tyr Leu Phe Leu Lys Met Ser Pro Glu Asp Ile
370 375 380
Arg Lys Trp Asn Val Thr Ser Leu Glu Thr Leu Lys Ala Leu Leu Glu
385 390 395 400
Val Asn Lys Gly His Glu Met Ser Pro Gln Val Ala Thr Leu Ile Asp
405 410 415
Arg Phe Val Lys Gly Arg Gly Gln Leu Asp Lys Asp Thr Leu Asp Thr
420 425 430
Leu Thr Ala Phe Tyr Pro Gly Tyr Leu Cys Ser Leu Ser Pro Glu Glu
435 440 445
Leu Ser Ser Val Pro Pro Ser Ser Ile Trp Ala Val Arg Pro Gln Asp
450 455 460
Leu Asp Thr Cys Asp Pro Arg Gln Leu Asp Val Leu Tyr Pro Lys Ala
465 470 475 480
Arg Leu Ala Phe Gln Asn Met Asn Gly Ser Glu Tyr Phe Val Lys Ile
485 490 495
Gln Ser Phe Leu Gly Gly Ala Pro Thr Glu Asp Leu Lys Ala Leu Ser
500 505 510
Gln Gln Asn Val Ser Met Asp Leu Ala Thr Phe Met Lys Leu Arg Thr
515 520 525
Asp Ala Val Leu Pro Leu Thr Val Ala Glu Val Gln Lys Leu Leu Gly
530 535 540
Pro His Val Glu Gly Leu Lys Ala Glu Glu Arg His Arg Pro Val Arg
545 550 555 560
Asp Trp Ile Leu Arg Gln Arg Gln Asp Asp Leu Asp Thr Leu Gly Leu
565 570 575
Gly Leu Gln Gly Gly Ile Pro Asn Gly Tyr Leu Val Leu Asp Leu Ser
580 585 590
Met Gln Glu Ala Leu Ser Gly Thr Pro Cys Leu Leu Gly Pro Gly Pro
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595 600 605
Val Leu Thr Val Leu Ala Leu Leu Leu Ala Ser Thr Leu Ala
610 615 620
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