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(57) Sang ché dé cap dén thé lién hop khang thé-dugc chat chira goc duoc chat
dugc gan véi khang thé hoic manh cua khang thé nay c6 tinh dic hiéu lién két
véi protein claudin 18.2 (CLDN18.2) cua nguoi kiéu hoang. Khang thé hoic
manh caa khang thé nay lién két véi vong B3-p4 (cac gdc 45-63 cua SEQ ID
NO:30, NYQGLWRSCVRESSGFTEC) va soi B5 (cac géC 169-172 cua SEQ ID
NO:30, YTFG) cua CLDN18.2.



47372 1/238

Tinh trang k§ thuit cia sang ché
Claudin, ching han nhu claudin 18.2, dugc coi 1a dich déy htra hen trong li€u

phap mién dich ung thu. Claudin 14 ho protein tao thanh thanh phan quan trong ctia viing
bit chat cta t& bao. Chung thiét 14p hang rao can té bao kiém so4t dong cuia cac phan tir
gifta cac té bao. Protein ndy c6 dau cing N va dau cing C & chét té bao. Cac claudin
khéc nhau duge biéu hién & cac md khac nhau, chirc ning thay dbi cua ching c6 lién
quan dén sy hinh thanh ung thu cia cic mé twong tmg. Claudin-1 dugc biéu hién & bénh
ung thu rudt két, claudin-18 duogc biéu hién & bénh ung thu da day, va claudin-10 duge

bi€u hién & caxinom t€ bao gan.

Claudin-18 c6 hai thé ddng dang, thé dong dang 1 va thé ddng dang 2. Thé dong
dang 2 (Claudin 18.2 hojic CLDN18.2) 1a chit danh d4u cta chubi thé hé € bao chon
loc cao. Sy biéu hién cua claudin 18.2 & mé binh thuong duoc han ché nghiém ngét
trong t& bao biéu mo biét héa ctia mang nhay da day, nhung khong c6 mit & ving té bao
gbc cta da day. Claudin 18.2 van dugc gitt lai & bién d6i ac tinh va dugc biéu hién o ty
1¢ déng ké ctia ung thu da day nguyén phét va dang di cin ctia né. Sy hoat héa 1&ch vi
tri thuong xuyén ctia claudin 18.2 ciing duoc tim thdy & khéi u tuy, thuc quan, budng
tring, va phéi. Céc dit li€u nay dé xuit réng CLDN18.2 ¢6 kiéu biéu hién han ché & muc
do cao & mo binh thuong, véi su hoat hoa 1€ch vi tri thuong xuyén & nhiéu bénh ung thu
clla nguoi.

Ban chét k§ thuét ciia sang ché

Khang thé khang claudin 18.2 dwoc bac 16 trong ban mb ta lién két chon loc véi
claudin 18.2 kiéu hoang va thé dot bién thong thuong M149L, va khong lién két voi thé
ddng dang claudin 18 khac, ching han nhu claudin 18.1. Véi phat hién ngac nhién va
bét ngd, sang ché mo ta cac khang thé nay co6 hiéu qua cao trong viéc cam ung su noi
bao ctia khang thé qua trung gian thy thé, cu thé 12 khi so véi IMAB362 (claudiximab),
khang thé khang claudin 18.2 dan dau trong phat trién 14m sang. Do d6, khi dugc lién
hop véi gbe duoc chét, cac khang thé nay c6 kha nang phan phdi dugc chét vao té bao
dich mét cach hiéu qua, ching han nhu té bao ung thu biéu hién qua mtc protein claudin
18.2.
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Viéc kha niang cam trng su ndi bao cia khang thé qua trung gian thu thé duoc boc
16 trong ban mo ta dugc ting manh c6 thé dugc cho 13 do cach cac khang thé nay lién
két v6i protein claudin 18.2. Nhu duge chimg minh trong Vi du 14 va dugc minh hoa
trén FIG. 20, cac gbc axit amin trén protein claudin 18.2 ma quan trong trong viéc lién
két v6i khang thé bao gdm céc gbe axit amin quan trong trong viéc lam 6n dinh cAu hinh
cia vong ngoai bao (vi du, W30, L49, W50, C53, C63 va R80). Quan trong hon, cac
gbc lién quan dén viéc lién két voi khang thé dugc du dinh 12 bao gdm N45, Y46, G48,
V54, R55, E56, $58, F60, va E62, ndm & gitta sgi p3 va B4 ctia vong ngoai bao thir nhét,
va Y169 va G172, & B5 ciia vong ngoai bao thi hai. Nguoc lai, cho rang khang thé khang

claudin 18.2 da biét chi lién két véi mot trong s cac vong ngoai bao.

Theo mét phuong 4n, sang ché d& xuét thé lién hop khéng thé-dugc chat, chira
gbc duge chit dugc gin cong hoa tri véi khang thé hodc manh ctia khang thé nay c6 tinh
dac hiéu lién két véi protein claudin 18.2 (CLDN18.2) ciia ngudi kiéu hoang, trong d6
khang thé hoic manh cta khang thé nay lién két véi vong P3-p4 va soi B5 cua
CLDN182. Vong B3-p4 gdm c6 cic gbc 45-63 cia SEQ ID NO:30
(NYQGLWRSCVRESSGFTEC), va soi p5 gdm c6 cac gbe 169-172 ctia SEQ ID NO:30
(YTFQG).

Theo mot sb phwong an, ty 18 ctia sé lugng gbe dugce chét so véi sd luong khang
thé hodc manh nim trong khoang tir 1:1 dén 20:1. Theo mdt sd phwong 4n, ty 1& nay
nim trong khoang tir 2:1 dén 10:1. Theo mét s6 phuong 4n, ty 1€ nay nam trong khoang
tir 2:1 dén 6:1. Theo mot s6 phuong 4n, ty 1& nay bang khoang 2:1, 2,5:1, 3:1, 3,5:1, 4:1,
4,5:1 hodc 5:1.

Theo mdt sb phuong 4n, khang thé hoic méanh cia khang thé nay khong lién két
v6i B1 va B2, hodc lién két v6i Pl hodc P2 ¢ 4i luc thip hon it nhat 10 14n so véi vong
B3-B4 hodc soi P5. Theo mot sd phuong 4n, khang thé hoic manh ciia khéng thé nay
khong lién két v6i protein CLDN18.1 hodc lién két voi CLDN18.1 & 4i luc thap hon it
nhét 10 1in so v&i 4i luc véi CLDN18.2.

Theo mot s6 phuong an, khang thé hodc manh cua khang thé nay lién két v6i thé
d6t bién CLDN18.2 M149L 6 &i luc béng it nhat 1% so v&i ai luc véi protein CLDN18.2

kiéu hoang.
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Theo mot sé phuong 4n, khing thé hodc ménh ctia khang thé nay lién két véi it
nhAt mot gdc axit amin dwoc chon tir nthém bao gdm N45, Y46, G48, V54, R55, E56,
S58, F60, va E62; va it nhdt mot gde axit amin dwge chon tir nhém bao gém Y169 va

G172, cta SEQ ID NO:30.

Géc duoc chat co thé 1a chét gy doc té bao hodc kim ham té bao, chét e ché
mién dich, chét déng vi phong xa, doc t6 hodc chat tuong tu. Gbe dugc chét, mot khi
duogc giai phong & té bao ung thu, co6 thé tc ché su nhan lén cta té bao ung thu, hodc
gdy ra chét theo chwong trinh & té bao ung thu. Vi du vé gdc dugc chét duogc chon tir
nhém bao gdbm DM1 (maytansin, N2’-deaxetyl-N2’-(3-mercapto-1-oxopropyl)- hodc
N2’-deaxetyl-N2’-(3-mercapto-1-oxopropyl)-maytansin), mc-MMAD (6-
maleimidocaproyl-monometylauristatin-D ~ hoac ~ N-metyl-L-valyl-N-[(1S,2R)-2-
metoxy-4-[(2S)-2-[(1R,2R)-1-metoxy-2-metyl-3-oxo0-3-[[(1S)-2-phenyl-1-(2-
thiazolyl)etylJamino]propyl]-1-pyrolidinyl]-1-[(1S)-1-metylpropyl]-4-oxobutyl]-N-
metyl-(9Cl)-L-valinamit), mc-MMAF (maleimidocaproyl-monometylauristatin F hodc
N-[6-(2,5-dihydro-2,5-dioxo-1H-pyrol-1-yl)-1-oxohexyl]-N-metyl-L-valyl-L-valyl-
(3R,48,59)-3-metoxy-5-metyl-4-(metylamino)heptanoyl-(aR, BR,2S)-B-metoxy-a-
metyl-2-pyrolidinpropanoyl-L-phenylalanin) va mc-Val-Cit-PABA-MMAE  (6-
maleimidocaproyl-ValcCit-(p-aminobenzyloxycarbonyl)-monometylauristatin E hodc
N-[[[4-[[N-[6-(2,5-dihydro-2,5-dioxo-1H-pyrol-1-yl)-1-oxohexyl]-L-valyl-N5-
(aminocarbonyl)-L-ornithyl]Jamino]phenyl]metoxy]carbonyl]-N-metyl-L-valyl-N-
[(1S,2R)-4-[(25)-2-[(1R,2R)-3-[[(1R,2S)-2-hydroxy-1-metyl-2-phenyletyl]amino]-1-
metoxy-2-metyl-3-oxopropyl]-1-pyrolidinyl] -2-metoxy-1-[(1S)-1-metylpropyl]-4-
oxobutyl]-N-metyl-L-valinamit). DM1 1a dAn xuét cta chit trc ché hat 6ng maytansin

trong khi MMAD, MMAE, va MMAF 1a din xuét auristatin.

Phuong phéap va viéc st dung trong diéu tri bénh va tinh trang bénh cling dugc
@2 xuét. Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phép diéu tri bénh ung thu &
bénh nhan cin didu tri, bao gdm budc cho bénh nhan ding thé lién hop khang thé-duge

chit theo sang ché.
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MO t4 viin tit cac hinh vé

FIG. 1 thé hién rang huyét thanh ctia chudt nhét tir tAt ca cac chudt nhét sau khi
gay mién dich ADN c6 chuin d6 cao dugc phan tmg véi té bao HEK293 dwgc chuyén
nhidm CLD 18A2 bing k¥ thuat dém té bao dong chay, CLD 18A1 lam ddi ching am.

FIG. 2 thé hién ring dich ndi té bao lai c6 thé lién két véi té bao HEK293 dugc
chuyén nhiém CLD18A2 ctia ngudi bang k¥ thuat ELISA té bao hoic k¥ thuat dém té
bao dong chay.

FIG. 3 thé hién ring khang thé tinh ché ciia chudt c6 thé lién két véi té bao
MKN45 dugc chuyén nhiém CLD18A2 ciia ngudi béng k§ thuat dém té bao dong chay

v&i EC50 cao, so v6i khang thé tham chiéu duong.

FIG. 4 thé hién ring khang thé tinh ché ctia chudt c6 thé lién két v6i t€ bao SU620
biéu hién noi sinh CLD18A2 ctia ngudi mang dot bién M149L bang k¥ thuat d¢ém té bao
dong chay vai EC50 cao, trong khi khang thé tham chiéu thi khong.

FIG. 5 thé hién ring khang thé tinh ché ciia chudt co thé lién két véi té bao
HEK293 dugc chuyén nhiém CLD18A2 ciia chudt nhat bang k¥ thuat dém té bao dong
chay vai EC50 cao.

FIG. 6 thé hién ring khang thé tinh ché cua chudt c6 thé lién két véi t& bao
HEK?293 duoc chuyén nhiém CLD18A2 ctia cyno bing k¥ thuat dém té bao dong chay
v6i EC50 cao.

FIG. 7 thé hién ring khang thé tinh ché ctia chudt c6 thé lién két véi té bao
HEK?293 duge chuyén nhiém CLD18A2 cila ngudi bang k§ thuat d¢ém té bao dong chay
v61 EC50 cao.

FIG. 8 thé hién ring khéng thé kham c6 thé lién két voi té bao MKN45 dugc
chuyén nhiém CLD18A2 clia ngudi bang k¥ thuat dém té bao dong chay véi EC50 cao,

s0 v6i khang thé tham chiéu duong.

FIG. 9 thé hién rdng khang thé kham khong thé lién két véi t& bao MKN45 dugc
chuyén nhiém CLD18A1 ciia ngudi bang k¥ thuat dém té bao dong chay.

FIG. 10 thé hién ring khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi c6 thé lién két
v6i té bao MKN45 duoc chuyén nhidém CLD18A2 cliia ngudi bang k¥ thuat dém té bao
dong chay vai EC50 cao, so véi khang thé tham chiéu dwong.

4
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FIG. 11 thé hién ring khang thé dugc lam gidng nhu ctia ngudi khong thé lién
két v6i té bao MKN45 duogc chuyén nhidm CLD18A1 cia ngudi bang k§ thust dém té
bao dong chay.

FIG. 12 thé hién rang khang thé duoc lam gibng nhu ctia ngudi c6 dot bién CDR
c6 thé lién két v6i t& bao MKN45 duogc chuyén nhiém CLD18A2 clia ngudi bang k¥
thuat dém té bao dong chay v6i EC50 cao, so v6i khang thé tham chiéu duong.

FIG. 13 thé hién rang khang thé dugc lam gidng nhu clia ngudi c6 dot bién CDR
khong thé lién két v6i té bao MKN45 duge chuyén nhidm CLD18A1 clia ngudi bang k§y
thuat dém té bao dong chay.

FIG. 14 thé hién rang bién thé loai bé riii ro ¢6 lién két hidu lyc véi CLD18A2

trén bé mat té bao.

FIG. 15 th8 hién ring cac dot bién nhat dinh cia CLD18A2 c¢6 anh hudéng déng
ké& dbi voi muc lién két ciia khang thé xac dinh véi té bao HEK293 dugc chuyén nhiém
cac thé dot bién nay, goi y ring cac gbc axit amin nay chu thanh it nhit mot phan cua
epitop.

FIG. 16 thé hién rang cac khang thé 4F11E2, 72C1B6A3 va 120B7B2 c6 mic

lien két vuot trdi & ca té bao CHO-K1 claudin 18.2 cao va thap, so véi 175D10.

FIG. 17 thé hién két qua thir nghiém ADCC c6 hiéu luc ctia 4F11E2, 72C1B6A3
va 120B7B2 nhd st dung khang thé 175D10 1am tham chiéu.

FIG. 18 thé hién ring phién ban S239D/I332E cua 4F11E2, 72C1B6A3 va
120B7B2 th8 hién tbt hon ban dbi chiéu 175D10 trong thit nghiém ADCC.

FIG. 19 thé hién 4F11E2, 72C1B6A3 va 120B7B2 ciing c6 hiéu qua ADCP tdt
hon so vgi 175D10.

FIG. 20 minh hoa cu tric 3D va md tip cla protein claudin.

FIG. 21 thé hién két qua ndi bao ciia khang thé kham dugc thit nghiém so véi
khang thé tham chiéu IMAB362 & té bao CHO biéu hién claudin 18.2.

FIG. 22 thé hién két qua ndi bao ctia khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi
duoc thit nghiém so v6i khang thé tham chiéu IMAB362 & té bao CHO biéu hién claudin
18.2.
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FIG. 23 thé hién két qua ndi bao cua khang thé dugc lam gidng nhu ctia ngudi
dugc tht nghiém so v6i khéng thé tham chiéu IMAB362 & té bao MKN45 bicu hién
claudin 18.2.

FIG. 24 thé hién 4i luc lién két cua khang thé va thé lién hop duoc chit ctia chung.

FIG. 25A dén FIG. 25C thé hién doc tinh t& bao cua thé lién hop khang thé-
MMAE duoc thir nghiém trong luc ndi bao & té bao chuyén nhi€ém DAN-G, NUGC hodc
SCG-7901.

FIG. 26 thé hién doc tinh té bao cua thé lién hop khang thé-MMAE duoc th

nghiém trong luc ndi bao ¢ té bao SNU620 biéu hién ndi sinh claudin 18.2 ctia ngudi.

FIG. 27 so sanh thé lién hop khang thé-dugc chat véi mot minh khang thé trong

viéc lam gidm sy tang trudng cla khoi u 6 dong vat thir nghiém.

FIG. 28 thé hién hiéu quéa lam giam khéi u trung binh hoc riéng 1& ctia thé lién
hop khang thé-duoc chit.
M3 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Luuy ré‘mg thuat ngtt thuc thé dang s6 it chi mdt hoic nhiéu thuc thé; vi du,
“khéng thé,” duoc hiéu 1a thé hién mot hoic nhiéu khang thé. Do d6, cac thuit ngit sb
it, “mot hoac nhidu” va “it nhat mot” c6 thé duge st dung thay thé cho nhau trong ban
mo ta.

Nhu duoc st dung trong ban md ta, thudt ngit “polypeptit” dugc du dinh la bao
gdm “polypeptit” s6 it cling nhu 13 “polypeptit” s6 nhiéu va chi phén tir gdm c6 cac
monome (axit amin) dwgc lién két mach thdng boi lién két amit (con duge goi 1a lién két
peptit). Thuét ngit “polypeptit” chi chudi hodc cac chudi bat ky cia hai hodc nhiéu axit
amin, va khong chi d¢ dai cu thé cta san phém. Do d6, peptit, dipeptit, tripeptit,
oligopeptit, “protein”, “chudi axit amin” hodc thuét ngfr khic bét ky duoc sir dung dé
chi chudi hodc cac chudi cta hai hoic nhiu axit amin, déu dugc bao gém trong dinh
nghia “polypeptit”, va thudt nglt “polypeptit” cd thé duoc st dung thay thé, hodc thay
thé cho nhau véi bét ky trong s6 cac thuat ngit ndy. Thuat ngir “polypeptit” ciing dugc
du dinh 12 chi san phim ctia cai bién sau khi biéu hién ciia polypeptit, bao gdm ma khong
gi6i han & glycosyl hoa, axetyl hoa, phosphoryl hoa, amit hoa, tao dan xuit bai nhém
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bao vé/lam tré ngai da biét, cat phan giai protein, hodc cai bién boi axit amin khong xuét
hién trong tu nhién. Polypeptit c6 thé c6 ngudn gbe tir ngudn sinh hoc tu nhién hogc
duogc tao ra béng cong nghé tai tb hop, nhung khong nhét thiét dugc dich ma tir trinh tu
axit nucleic dugc thiét ké. N6 c6 thé dwoc tao ra theo cach bét ky, bao gdm cach tong
hop hoa hoc.

A

Thuit ngit “dugc phan 14p” nhu dugc st dung trong ban md ta dbi véi té bao, axit
nucleic, chéng han nhu ADN hoic ARN, chi phan tir dugc tach 1an lugt tir ADN hoic
ARN khéc, ma c6 trong ngudn ty nhién ctia dai phan tir. Thuat ngit “dugc phén 14p” nhu
dugc stir dung trong ban mé ta con chi axit nucleic hodc peptit ma vé co ban 12 khong c6
nguyén lidu té bao, nguyén liéu virut, hodc méi trudng nudi cdy khi duoc tao ra bing k¥
thuat ADN tai td hop, hodc tién chat hoa hoc hoic chit hoa hoc khac khi duge téng hop
theo cach héa hoc. Ngoai ra, “axit nucleic dugc phan 1ap” c6 nghia la bao gdbm manh
axit nucleic ma khong xuét hién trong tw nhién duéi dang méanh va khong dugc tim thay
& trang thai tu nhién. Thuét ngft “duoc phén 1ap” cling duoc st dung trong ban mo ta dé
chi t& bao hoic polypeptit ma dugc phéan lap tr protein hodc mo té bao khac. Polypeptit
dugc phan 14p c6 nghia la bao g0m ca polypeptit dugc tinh ché va tai tb hop.

Nhu duge st dung trong ban mo ta, thuat ngit “tai td hop” khi lién quan dén
polypeptit hodc polynucleotit chi dang polypeptit hodc polynucleotit khong ton tai trong
tu nhién, vi du khong giéi han v& né c6 thé duge tao ra bang cach két hop polynucleotit

hodc polypeptit ma khong thuong xuét hién cling nhau.

“Do tuong déng” hoac “do déng nhét” hodc “d6 twong tu” chi do twong tu trinh
tu gifta hai peptit hodc gilta hai phén tir axit nucleic. D§ twong ddng c6 thé duge xac
dinh bang cach so sanh vi tri & mdi trinh tw ma ¢6 th8 dwoc sép thing hang nhim muc
dich so sanh. Khi vi tri trong trinh tyr so sanh dugc chiém gift boi cung bazo hodc axit
amin, thi cac phan tir 12 tvong dong & vi tri d6. Mic twong ddng gita cac trinh tu 12 ham
cua sd luong vi tri khép hodc vi tri tuong dbng c6 chung bai cac trinh ty nay. Trinh ty
“khong lién quan” hodc “khong tuong dbng” c6 d6 dong nhét it hon 40%, mac du tét
hon 1a 46 ddng nhét it hon 25%, v&i mot trinh ty trong s c4c trinh tu theo sang ché.

Polynucleotit hodc viing polynucleotit (hodc polypeptit hodc vung polypeptit) c6
“d6 ddng nhét trinh tu” & phan tram nhat dinh (vi dy, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 98% hoidc 99%) so v6i trinh tu khéac ¢6 nghia 1a, khi dugc sdp thang hang,
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phén tram d6 ctia bazo (hodc axit amin) 1a gidng nhau khi so sanh hai trinh tu. Viéc sap
thing hang nay va phan trim tuong dbng hodc do ddng nhét trinh tu c6 thé duoc xac
dinh bang céch sir dung chuong trinh phdn mém da biét trong linh vuc k¥ thuat, vi du
cic chuong trinh dugc mo ta trong Ausubel et al. eds. (2007) Current Protocols in
Molecular Biology. Tét hon 13, cac thong s6 mic dinh dwoc st dung dé sép thing hang.
Mot chuong trinh sép théng hang la BLAST, st dung céc thong s6 mic dinh. Cu thé 13,
cac chuong trinh 1a BLASTN va BLASTP, str dung céc thong s6 mic dinh sau day: Ma
di truyén = chuén; bd loc = khéng; sgi = ca hai; ngudng = 60; ky vong = 10; Ma trn =
BLOSUMBS62; Mo ta = 50 trinh ty; phéan loai boi = Diém sb cao; Co s6 dit lidu = khong
thtra, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + SwissProtein
+ SPupdate + PIR. Céac polynucleotit turong duong vé sinh hoc 12 céc polynucleotit c6
phin tram tuong déng x4c dinh nhu luu y & trén va ma hoa polypeptit c6 hoat tinh sinh
hoc gibéng hodc tuong tu.

~

Thuét ngit “axit nucleic hodc polynucleotit trong dwong” chi axit nucleic ¢6 trinh
tu nucleotit c6 mic tuong déng, hodc do déng nhét trinh ty nhit dinh véi trinh tu
nucleotit ctia axit nucleic hodc trinh ty bd sung ctia né. Thé twong ddng cua axit nucleic
soi kép dugc du dinh la bao gém axit nucleic ¢ trinh tu nucleotit ma c6 mic tuong
déng nhét dinh véi hodc véi trinh tu bd sung ctia nd. Theo mdt khia canh, thé tuong
ddng ctia axit nucleic c6 kha ning lai héa véi axit nucleic hogc trinh tu bd sung ctia noé.
Tuong tu, “polypeptit twong duong” chi polypeptit ¢ mirc tuong déng, hodc do dong
nhét trinh ty nhét dinh, v6i trinh ty axit amin cta polypeptit tham chiéu. Theo mét sb
khia canh, d6 ddng nhét trinh tw 13 it nhat khoang 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
98%, hodc 99%. Theo mét sd khia canh, polypeptit hodc polynucleotit twong duong c6
mot, hai, ba, bdn hodc nam bd sung, mét, thay thé va tb hop cuia ching so v6i polypeptit
hodc polynucleotit tham chiéu. Theo mdt sb khia canh, trinh ty trong duong gift lai duoc
hoat tinh (vi du, lién két v6i epitop) hoic cAu trac (vi du, cdu mubi) cua trinh ty tham
chiéu.

Phan ng lai hoa c6 thd dugc thue hién trong céc diéu kién “nghiém ngat” khac
nhau. No6i chung, phan tng lai héa c6 dd nghiém ngit thip dugc tién hanh & khoang
40°C trong SSC khoang 10 x hodc dung dich ¢6 do bén ion/nhiét dd twong duong. Qua
trinh lai héa c6 d0 nghiém ngit vira phai thuong dugce thuc hién ¢ khoang 50°C trong
SSC khoang 6 x, va phan (g lai hoa c6 do nghiém ngat cao thuong dugc thuc hién &

8
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khoang 60°C trong SSC khoang 1 x. Phan ing lai hoa cling c6 thé dugc thuc hién trong
“didu kién sinh 1y” da biét 15 v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thut.
Vi du khéng gi6i han vé didu kién sinh ly 13 nhiét d6, d bén ion, 6 pH va ndng do cla

Mg?* thuong duge thdy & té bao.

Polynucleotit gdm c6 trinh tw cu thé cua bbn bazo nucleotit: adenin (A); xytosin
(C); guanin (G); thymin (T); va uraxil (U) thay cho thymin khi polynucleotit 1a ARN.
Do d6, thuat ngft “trinh ty polynucleotit™ l1a su biéu dién phan tir polynucleotit theo bang
chit cai. Su biéu dién theo bang chit cai nay c6 thé dua vao co s6 dit lidu trong may tinh
¢6 bd x1r ly trung tdm va dugc st dung cho Uing dung tin sinh hoc ching han nhu nghién
ctru hé gen chirc ning va nghién ctru d6 twong dong. Thuét ngit “hién twong da hinh”
chi su tdn tai ddng thoi ctia nhiéu hon mot dang ctia gen hodc mot phan cta nd. Mot
phén clia gen ma c6 it nhat hai dang khac nhau, ttc 13, hai trinh ty nucleotit khac nhau,
dugc goi la “vung da hinh ctia gen”. Vung da hinh ¢6 thé 12 nucleotit don, do dong nhét

cua no khac nhau ¢ céc alen khac nhau.

Thuét ngit “polynucleotit” va “oligonucleotit” dugc st dung thay thé cho nhau
va chi dang polyme cta nucleotit c6 do dai bét ky, hodc deoxyribonucleotit hoic
ribonucleotit hodc dang tuong tu cia chung. Polynucleotit c6 thé c6 céu tric ba chiéu
bét ky va c6 thé thyc hién chuc ning bét ky, da biét hodc chua biét. Sau day 1a vi du
khong gi6i han vé polynucleotit: gen hoic méanh cta gen (vi dy, doan do, doan mdi, EST
hodc dudi SAGE), exon, intron, ARN thong tin (mRNA), ARN vén chuyén, ARN
ribosom, ribozym, cADN, dsARN, siARN, miARN, polynucleotit tai td hop,
polynucleotit phan nhanh, plasmit, vecto, ADN dugc phan lap cua trinh tu bat ky, ARN
dugc phan 13p cua trinh tu bét ky, doan do va doan mdi axit nucleic. Polynucleotit c6
thé bao gdm nucleotit dugc cai bién, ching han nhu nucleotit dugc metyl héa va dang
twong tu nucleotit. Néu c6, cai bién ddi voi clu trac nucleotit co thé dugc thuc hién
trude hodc sau khi tdp hgp cla polynucleotit. Trinh ty nucleotit ¢ thé ngat quing boi
cac thanh phan khong phai nucleotit. Polynucleotit con ¢6 thé duoc cai bién sau khi
polyme hoa, ching han nhu bang cach lién hop véi thanh phan danh ddu. Thuat ngit nay
con chi ca phén ti soi kép va sgi don. Trir khi c6 quy dinh hodc dugc yéu cau khéc,
phuong 4n bit ky theo séng ché ma 1a polynucleotit bao gbm ca dang s¢i kép va mdi

dang trong hai dang soi don bd sung da biét hodc dugc du doan 1a tao ra dang soi kép.
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Thuét nglt “mé hoa” khi duge dung cho polynucleotit chi polynucleotit ma dugc
cho 13 “ma hoa” polypeptit néu, & trang thai tw nhién ctia né hodc khi dwgc thao tac di
truyén bang phuong phéap da biét véi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thuéat, né cé thé dugc phién ma va/hodc dich ma dé tao ra mRNA cho polypeptit va’hodc
ménh cta polypeptit nay. Soi d6i nghia 14 trinh tw bd sung ctia axit nucleic nay, va trinh

tu ma hoa co6 the dugce suy ra tur do.

Nhu duoge st dung trong ban mé ta, “khang thé” hodc “polypeptit lién két khang
nguyén” chi polypeptit hodc phirc hop polypeptit nhan biét va lién két dac hiéu véi
khang nguyén. Khang thé co thé 1a khang thé ddy du va manh lién két khang nguyén bét
ky hodc chudi don cia n6. Do d6, thuat ngit “khang thé” bao gdm protein hogc peptit
bat ky chira phan t&r ma chira it nhit mot phan ciia phan tir globulin mién dich c6 hoat
tinh sinh hoc 1a lién két v6i khang nguyén. Vi du vé chiing bao gdm, nhung khong giéi
han & ving quyét dinh bd sung (CDR) cia chudi ning hoic nhe hoic phan lién két phéi
t& ciia nd, vung bién ddi chudi ning hodc chudi nhe, ving héng dinh chudi ning hoic
chudi nhe, ving khung (FR), hodc ph?m bét ky cta nd, hodc it nhét mot ph@in cua protein
lién két.

Thuat nglt “manh khéng thé” hodc “manh lién két khéng nguyén”, nhu dugc st
dung trong ban mo ta, 12 mét phan cta khang thé ching han nhu F(ab'),, F(ab),, Fab',
Fab, Fv, scFv va twong tw. Khong ké dén céu tric, manh khéng thé lién két v6i cing
khang nguyén duoc nhan biét béi khang thé nguyén ven. Thuat ngit “manh khang thé”
bao gdm aptamer, spiegelmer, va khing thé dime (diabody). Thuét ngit “manh khang
thé” con bao gdm protein tdng hop hodc dugc thiét ké di truyén bat ky ma hoat dong

gibng nhu khang thé bang cach lién két voi khang nguyén cu thé dé tao thanh phirc hop.

“Manh bién dbi chudi don” hodc “scFv” chi protein dung hgp ctia ving bién dbi
ctia chudi nang (Vu) va chudi nhe (VL) cta globulin mién dich. Theo mot sb khia canh,
cac ving nay duoc ndi véi peptit lién két ngan gdm 10 dén khoang 25 axit amin. Thanh
phan lién két c6 thé gidu glyxin d8 c6 dd linh hoat, cling nhu 14 serin hodc threonin dé
c6 do hoa tan, va c6 thé nbi dau cing N cta Vy véi dau cuing C ctia Vi, hodc nguoc lai.
Protein nay gitt lai dugc do dac hiéu cua globulin mién dich ban dau, mic du loai bd
ving hing dinh va dua vao thanh phan lién két. Phan tir scFv da biét trong linh vuc k¥

thuét va duoc mo ta, vi du, trong patent US 5,892,019.

10



47372 11/238

Thuat ngft khang thé bao gdm céc 16p rong ciia polypeptit ma c6 thé dugc phan
biét theo cach sinh hoa. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt sé& hiéu
rang chudi ning dwoc phan loai 12 gama, mu, alpha, delta, hodc epsilon (y, p, o, 8, €) véi
mot sb 16p phu giita chung (vi du, vy 1- y4). Day la dic tinh cla chudi ndy ma xéc dinh
“|¢p” cia khang thé twong tng 1a IgG, IgM, IgA IgG, hoic IgE. Lép phu cua globulin
mién dich (isotyp), vi du, IgGu, IgG2, 1gGs3, IgGa, IgGs, v.v. dugc xac dinh 15 va da biét
1a mang lai sy chuyén héa chirc nang. Phién ban cai bién cta mdi 16p va isotyp nay co
thé dwoc phan biét d& dang voi nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut cta
sang ché va, theo d6, nim trong pham vi bdo ho cia séng ché. T4t ca cac 16p globulin
mién dich r& rang ndm trong pham vi clia sdng ché, thao luan sau ddy néi chung huéng
dén 16p IgG clia phén tir globulin mién dich. Dbi v6i IgG, phén tir globulin mién dich
tiéu chudn chira hai polypeptit chudi nhe gidng nhau c6 phan tir lugng xép xi 23.000
Dalton, va hai polypeptit chudi ning gidng nhau c¢6 phan tir lugng 53.000-70.000. Bén
chudi nay thuong duoc ndi béi lién két disulfua trong ciu trac “Y” trong d6 chudi nhe

d& chudi nang bat dau tir miéng ctia “Y” va ti€p tuc qua ving bién doi.

Khang thé, polypeptit lién két khang nguyén, bién thé, hoic din xut cia chiing
theo sang ché bao gdm, nhung khong gi6i han &, khang thé da dong, don dong, da dic
hié€u, ctia nguoi, duge lam giéng nhu cia nguoi, duge lam giéng nhu cua linh trudng,
hotic khang thé kham, khang thé chudi don, manh lién két epitop, vi dy, Fab, Fab' va
F(ab'),, Fd, Fv, Fv chudi don (scFv), khang thé chudi don, Fv dugc lién két disulfua
(sdFv), méanh chira mién VK hodc VH, manh dugc tao ra boi thu vién biéu hién Fab, va
khang thé khang idiotyp (khang Id) (bao gdm, vi du, khang thé khang Id dén khang thé
LIGHT dugc boc 10 trong ban mo ta). Phan tir globulin mién dich ho#c khing thé theo
sang ché co thé 1a loai (vi du, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA, va IgY), 16p (vi du, IgGl, IgG2,
IgG3, IgG4, IgAl va IgA2) hodc 16p phu bét ky cta phén tir globulin mién dich.

Chudi nhe duoc phan loai 14 kapa hodc lambda (K, A). M&i 16p chudi ning c6 thé
dugc lién két v6i chudi nhe kapa hodc lambda. N6i chung, chudi nhe va ndng duoc lién
két cong hoa tri véi nhau, va phén “dudi” cua hai chudi ning duoc lién két v6i nhau boi
lién két cong hoa tri disulfua hodc lién két khong cong héa tri khi globulin mién dich
duoc tao ra boi té bao lai, té bao B hodc té bao vat chu duoc thiét ké di truyén. Trong
chudi ning, trinh ty axit amin chay tir diu cung N & du chac cta chu triic Y dén dau
cing C & phén cubi cuing ctia mdi chudi.

11
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Ca chudi nhe va ning dugc chia thanh ving theo sy tuong ddng vé céu trac va
chirc nang. Thuét ngit “hang dinh” va “bién dbi” dugc sir dung theo chiic ning. Theo
d6, hidu ring mién bién ddi cua ca phan chudi nhe (VK) va ning (VH) quyét dinh do
nhan biét va dic hiéu v6i khang nguyén. Nguoc lai, mién hing dinh ciia chudi nhe (CK)
va chudi ning (CH1, CH2 hodc CH3) mang lai cic dic tinh sinh hoc quan trong chang
han nhu tiét, do linh dong qua nhau, lién két voi thu thé Fc, lién két bd thé, va dic tinh
twong tw. Theo quy ude, danh sd mién hing dinh ting khi ching cang ra xa khoi vj tri
lién két khang nguyén hodc dau amino ctia khéng thé. Phan diu cing N 14 ving bién dbi
va & dau cing C 12 ving hang dinh; mién CH3 va CK thuc sy bao gbm dau cling carboxy

ctia chudi ning va nhe, twong tng.

Nhu néu trén, ving bién d6i cho phép khéang thé nhén biét chon loc va lién két
dac hiéu véi epitop trén khang nguyén. Tt 1a, mién VK va mién VH, hoic tip con cua
ving quyét dinh b6 sung (CDR), ctia khéng thé két hop dé tao thanh viing bién dbi ma
xac dinh vi trf lién két khang nguyén ba chidu. Ciu tric khang thé bac bbn nay tao thanh
vi trf lién két khang nguyén c6 & dAu ctia mdi nhanh cua Y. Cu thé hon, vi trf lién két
khang nguyén dugc xac dinh bdi ba CDR trén mdi chudi VH va VK (tire 1a, CDR-H1,
CDR-H2, CDR-H3, CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3). Trong mdt sb truong hop, vi du,
phan tir globulin mién dich cu thé c¢6 nguén géc tr loai lac da hodac dugc thiét ké di
truyén dua trén globulin mién dich cua lac da, thi phan tir globulin mién dich hoan chinh
6 thé gém ¢6 chi chudi ning, ma khdng c6 chudi nhe. Xem, vi dy, Hamers-Casterman

et al., Nature 363:446-448 (1993).

O khang thé xuét hién trong tu nhién, sdu “ving quyét dinh bd sung” hodc “CDR”
c6 mit & mdi mién lién két khang nguyén 14 trinh tu axit amin ngén, khong lién ké ma
duge xac dinh vi tri ddc hiéu d8 tao thanh mién lién két khang nguyén khi khang thé ¢6
cAu truc ba chidu trong méi trudng nude. Phan con lai cla axit amin & mién lién két
khang nguyén, dugc goi 1a ving “khung”, thé hién do bién ddi giita cac phéan tir it hon.
Vung khung tao cAu hinh tAm B & mirc d 16n va CDR tao thanh vong ma ndi, va trong
mot s6 trudng hop tao thanh mot phin ciia cu tric tim B. Do d6, ving khung hoat dong
tao thanh gian cung cip viéc dinh vi CDR theo hudng chinh x4c boi cac tuong téc gitta
céc chudi, khong cong hoa tri. Mién lién két khang nguyén dugce tao thanh bdi CDR da
dinh vi x4c dinh bé mt bd sung v6i epitop trén khang nguyén phan ing mién dich. Bé

mat bd sung nay thic diy lién két khong cong hoa tri ctia khang thé véi epitop cling
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ngudn gdc v6i néd. Axit amin chira CDR va ving khung, twong Gng, c6 thé dugc nhan
dién d& dang cho vung bién déi chudi ning hodc nhe nhit dinh bat ky boi ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vurc k§ thuat, béi vi chiing da dugc dinh nghia chinh x4c (xem
“Sequences of Proteins of Immunological Interest”, Kabat, E., et al., U.S. Department
of Health and Human Services, (1983); va Chothia and Lesk, J. Mol. Biol., 196:901-917
(1987)).

Trong trudng hop c6 hai hogc nhiéu dinh nghia clia thuat ngit nay duoc st dung
va/hoac dugc chép nhén trong linh vyc k¥ thuét, dinh nghia cta thuat ngit nhu duoc st
dung trong ban mo ta dugc du dinh 12 bao gdm tit c cic nghia trir khi dugc néu tréi
nguoc 13 rang. Vi du cu thé 13 viée st dung thuat ngit “ving quyét dinh bd sung”
(“CDR”) dé mo ta vi tri két hop v6i khang nguyén khong lién k& dugc tim thdy & ving
bién d6i ciia ca polypeptit chudi ning va nhe. Vung cu thé nay da duoc mo ta boi Kabat
et al., U.S. Dept. of Health and Human Services, “Sequences of Proteins of
Immunological Interest” (1983) va bdi Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987),
dugc dua vao trong ban mo ta béng cach vién din toan bd. Pinh nghia CDR theo Kabat
va Chothia bao gdm su gdi chdng hodc tap hop con cla cac gbc axit amin khi so séanh
v6i nhau. Tuy nhién, viéc ap dung ca hai dinh nghia dé dé cap dén CDR ctia khang thé
hodc bién thé cta né duoc du dinh 13 nam trong pham vi cia thuat ngit nhu dugc dinh
nghia va dugc st dung trong ban mo ta. Géc axit amin thich hgp ma bao gdbm CDR nhu
dugc dinh nghia béi mdi tai liéu tham khao duoc trich dan & trén duoc néu trong b'éng
dudi day dudi dang so sanh. SO lugng gbe chinh x4c bao gébm CDR nhét dinh s& thay
ddi phu thudc vao trinh tu va kich c& cia CDR. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k§ thuét c6 thé xac dinh theo c4ch thong thudng cac gbc chira CDR cu thé quy dinh

trinh ty axit amin cta vung bi€n doi cia khang the.

Kabat Chothia
CDR-H1 31-35 26-32
CDR-H2 50-65 52-58
CDR-H3 95-102 95-102
CDR-L1 24-34 26-32
CDR-L2 50-56 50-52
CDR-L3 89-97 91-96

Kabat et al. ciing dinh nghia hé théng danh s6 cho trinh tu ving bién ddi c6 thé
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thé chi dinh 6 rang hé théng “danh s6 Kabat” nay cho trinh ty ving bién dbi bat ky, ma
khong dya vao bat ky dit liéu thi nghiém nao ngoai chinh trinh tw d6. Nhu duoc st dung
trong ban mo ta, “danh s6 Kabat” chi hé théng danh sb duogc néu boi Kabat et al., U.S.

Dept. of Health and Human Services, “Sequence of Proteins of Immunological Interest”
(1983).

Ngoai bang néu trén, hé théng danh sb Kabat mé ta ving CDR nhu sau: CDR-
H1 bit diu ¢ khoang axit amin thir 31 (tic 13, xap xi 9 gbc sau gbc xystein thir nhét),
bao gbém x4p xi 5-7 axit amin, va két thuc & gbc tryptophan tiép theo. CDR-H2 bat dau
& gbe thtr 15 sau két thic ciia CDR-HI, bao gdm x4p xi 16-19 axit amin, va két thuc &
gbc arginin hoic lysin tiép theo. CDR-H3 bét ddu & khoang gbc axit amin thir 33 sau két
thac cua CDR-H2; bao gém 3-25 axit amin; va két thic & trinh tu W-G-X-G, trong d6
X 14 axit amin bt ky. CDR-L1 bt ddu & khoang gbc thur 24 (ttrc 13, theo sau gbc
xystein); bao gdm xap xi 10-17 gbc; va két thuc & gde tryptophan tiép theo. CDR-L2 bit
ddu & x4p xi gbe thir 16 sau két thic cia CDR-L1 va bao gbém x4p xi 7 gbc. CDR-L3
bt ddu & khoang gbc thu 33 sau két thuc cia CDR-L2 (tirc 13, theo sau gbc xystein);
bao gdm xap xi 7-11 gbc va két thiic & trinh ty F hoic W-G-X-G, trong d6 X 1a axit

amin bat ky.

Khang thé dugc boc 16 trong ban md ta c6 thé c6 ngudn gbc tir dong vat bat ky
bao gdm chim va dong vat c6 vu. Tét hon 13, khang thé 12 khang thé ctia ngudi, chudt,
lira, thd, dé, chudt lang, lac da, lac da khong budu, ngua hodc ga. Theo mdt phuong én
khéc, viung bién d6i co6 thé co ngu@)n géc tr nhém Ca sun (condricthoid) (vi du, tir ca

map).

Nhu duoc str dung trong ban mo ta, thuat nglt “vung hing dinh chudi ning” bao
gdm trinh tu axit amin c6 ngudn gde tir chudi ning cua globulin mién dich. Polypeptit
chtra vung héng dinh chudi ning chira it nhit mot trong s6: mién CHI1, mién ban 1& (vi
du, ving ban 18 phia trén, ¢ gitta va/hodc phia du6i), mién CH2, mién CH3, hoic bién
thé hodc manh cta né. Vi du, polypeptit lién két khang nguyén dé sir dung trong ban mo
ta c6 thé bao gdbm chudi polypeptit chira mién CHI; chudi polypeptit chira mién CH1, it
nh4t mot phin ciia mién ban 1€, va mién CH2; chudi polypeptit chira mién CH1 va mién
CH3; chudi polypeptit chira mién CHI, it nhit mot phan ctia mién ban 18, va mién CH3,

hodc chudi polypeptit chira mién CH1, it nh4t mot phin cta mién ban 18, mién CH2, va
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mién CH3. Theo mot phuwong an khac, polypeptit theo sang ché bao gdm chudi
polypeptit chira mién CH3. Ngoai ra, khang thé dé sir dung trong ban mb ta c6 thé thiéu
it nhat mot phén clia mién CH2 (vi dy, tAt ca hodc mot phén clia mién CH2). Nhu néu
trén, ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat s& hiéu rang ving hing dinh
chudi ning ¢6 thé dugc cai bién sao cho ching thay d6i vé trinh tu axit amin so v6i phan

tr globulin mién dich xuit hién trong tu nhién.

Ving hang dinh chudi ning ctia khang thé dugc boc 10 trong ban mo ta c6 thé co
ngudn gbc tir cac phan tir globulin mién dich khéac. Vi dy, ving hang dinh chudi ning
ctia polypeptit c6 thé bao gdm mién CH1 c6 ngudn gbe tir phan tir IgG va viing ban 1é
c6 ngudn gdc tir phan tir IgGs. Theo mot vi du khac, ving hang dinh chudi ning co thé
bao gdm ving ban 1& c6 ngudn gbe, mot phan, tir phan tir IgG; va, mot phén, tir phan tir
I1gGs. Theo mét vi du khac, phan chudi ning c6 thé bao gdm ban 18 kham c6 ngudn gbc,

mdt phdn, tir phan t IgGi va, mot phan, tlr phan tir IgGa.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta, thuit ng “vung hang dinh chudi nhe” bao
gdm trinh ty axit amin c6 ngudn gbc tir khang thé chudi nhe. Tét hon 13, ving hing dinh

chudi nhe bao gdm it nhat mdt trong s6 mién hing dinh kapa hozc mién hang dinh lamda.

“Cap chudi nhe-chudi ning” chi tdp hop chuoi nhe va chuodi ndng ma co thé tao
thanh dime qua lién két disulfua gitta mién CL cta chudi nhe va mién CH1 cua chudi

nang.

Nhu dugce néu trude do, clu trac tiéu don vi va cu hinh ba chiéu cua ving héng
dinh cta céc 16p globulin mién dich khac nhau 13 d4 biét rd. Nhu dugc sir dung trong
ban md ta, thuat ngit “mién VH” bao gdm mién bién d6i diu ciing amino ctia chudi ning
ctia globulin mién dich va thuat ngi “mién CH1” bao gdm mién cta ving hing dinh thir
nhét (d4u cing amino nhat) ctia chudi ning ctia globulin mién dich. Mién CH1 lién ké
v6i mién VH va 1a ddu cing amino ddi véi mién ban 1& ctia phéan tir chudi ning cia
globulin mién dich.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta, thuat ngir “mién CH2” bao gém phan ctia
phan tir chudi ning ma kéo dai, vi dy, tir khoang gbc 244 dén gbc 360 ctia khang thé sir
dung so d6 danh sb thong dung (gbc 244 dén 360, hé thong danh s6 Kabat; va gdc 231
dén 340, hé thdng danh s EU; xem Kabat et al., U.S. Dept. of Health and Human

Services, “Sequences of Proteins of Immunological Interest” (1983). Mién CH2 doc
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nhit & chd no khong bét cip chat ché v6i mién khac. Ding hon 13, hai chudi hydrat
cacbon phan nhénh duogc lién két & vi tri N duge dat vao gitra hai mién CH2 ctia phan
tir IgG ty nhién nguyén ven. Céc tai liéu cling thé hién ro réng mién CH3 kéo dai tir

mién CH2 dén ddu cing C cua phén tir IgG va chira xAp xi 108 gbc.

Nhu duge st dung trong ban mo ta, thudt ngt “ving ban 18” bao gdm phan cia
phén tr chudi ning ma lién két midn CH1 v6i mién CH2. Ving ban 1& nay chira xip xi
25 gbc va linh hoat, do d6 cho phép hai ving lién két khang nguyén dau cing N di
chuyén theo cach ddc 1ap. Ving ban 18 ¢6 thé dwoc chia nhé hon thanh ba mién phén
biét: mién ban 1& phia trén, & gitta va phia dué6i (Roux et al., J. Immunol 161:4083
(1999%)).

Nhu dugc sir dung trong ban mo ta, thudt ngit “lién két disulfua” bao gbm lién
két cong hoéa tri duoc tao thanh gitta hai nguyén t& lvu huynh. Axit amin xystein chia
nhém thiol ¢6 thé tao thanh lién két disulfua hoidc ciu v6i nhém thiol thit hai. Trong hau
hét cac phan tir IgG xudt hién trong tu nhién, ving CHI va CK dugc lién két boi lién
két disulfua va hai chudi ning duoc lién két boi hai lién két disulfua & vi tri twong tmg
v&i 239 va 242 sit dung hé théng danh sb Kabat (vi tri 226 hodc 229, hé théng danh sb
EU).

Nhu dugc st dung trong ban md ta, thuat ngit “khang thé kham” c6 nghia 1a
khang thé bat ky trong d6 ving hozc vi tri phan ing mién dich thu dugc hogc c6 ngudn
gbc tir loai thi nhét va ving hang dinh (ma c6 thé nguyén ven, mot phan hodc dugc cai
bién theo sang ché) thu dugc tir loai thit hai. Theo cac phuong an cu thé, ving hoic vi
tr{ lién két vi dich c6 ngudn gbc khong phai tir ngudi (vi dy, chudt nhat hodc linh

truéng) va ving hing dinh ¢6 ngudn gdc tir nguoi.

Nhu duge st dung trong ban mo t4, “do lam giéng nhu ctia ngudi theo phén tram”
duogc tinh bing cach xé4c dinh s6 luong chénh 1&ch axit amin khung (ttrc 14, sy khac nhau
khong phai CDR) giita mién dugc lam gidng nhu cta ngudi va mién dong mam, 13y
téng sb lugng axit amin trir di sé lugng nay, va sau d6 chia cho tdng sb luong axit amin
va nhan véi 100.

Bing cach “lién két dic hidu” hodc “cé do didc hiéu véi”, thuong c6 nghia la
khang thé lién két voi epitop thong qua mién lién két khang nguyén ctia nd, va su lién

két doi hoi mot sb bd sung gitta mién lién két khang nguyén va epitop. Theo dinh nghia
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ndy, khang thé duoc cho 1a “lién két dac hidu” véi epitop khi n6 lién két véi epitop do
thong qua mién lién két khdng nguyén cua né d& dang hon so v6i lién két véi epitop
ngau nhién, khong lién quan. Thuét ngit “d¢ dac hiéu” dugc st dung trong ban mo ta dé
dinh tinh 4i luc twong déi ma khang thé nhat dinh lién két vdi epitop nhét dinh bai 4i luc
nay. Vi dy, khang thé “A” c6 thé duoc cho 1a c6 do dic hidu véi epitop nhét dinh cao
hon so véi khang thé “B”, hodc khang thé “A” c6 thé dugc cho 1a lién két véi epitop

“C” v6i d0 dic hiéu cao hon so v&i do dac hiéu cia no6 cho epitop lién quan “D”.

Nhur dugce st dung trong ban mo ta, thuat ngiy “diéu tri” hodc “viéc diéu tri” chi
ca viéc diéu tri tri lidu va phuong phép phong ngira hodc ngén ngira, trong d6 muc dich
1a dé ngan ngira hodc lam cham (lam gidm) sy thay ddi sinh 1y hoic réi loan khong mong
muén, chéng han nhu su tién trién ctia bénh ung thu. Két qua 1am sang c6 loi hodc mong
mudn bao gdm, nhung khéng giéi han &, 1am nhe bét triéu chung, giam quy mo bénh,
lam 6n dinh (t&c 13, khong lam x4u di) tinh trang bénh, tri hodn hodc lam cham sy tién
trién ctia bénh, cai thién hodc 1am gidm nhe tinh trang bénh, va lam thuyén giam (du mot
ph'?m hodc téng thé), du phat hién dugc hodc khong phat hién duoc. “Viée diu tri” cling
¢6 thé c6 nghia 12 kéo dai su sdng so véi mirc sdng sot ky vong néu khong nhan diéu tri.
Déi tuong cin didu tri bao gdbm ddi tugng da méc tinh trang bénh hodc rdi loan ciing
nhu 1a déi tuong c6 xu hudng méc tinh trang bénh hodc r6i loan hoic ddi tuong can

ngan ngua tinh trang bénh hodc rdi loan.

“Pi tuong” hodc “ca thé” hodc “dong vat” hoic “bénh nhan” hodc “dong vat co
vi” ¢ nghia la d6i tuong bat ky, cu thé 1a dbi tuong dong vat c6 va can chén doén, tién
luong hodc diéu tri. Dbi tugng dong vat c6 vi bao g(k)m nguoi, dong vat trong nha, dong
vat & trang trai, va dong vat trong s thu, thé thao hodc dong vat thu cung nhu cho, méo,

chudt lang, thd, chudt céng, chudt nhit, ngua, gia suc, bo, va loai twong tu.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta, cum tu ching han nhu “cho bénh nhan can
diéu tri” hodc “dbi tuong can diéu tri” bao gé)m d6i tuong, chéng han nhu dbi tuong
dong vat ¢ va, ma co loi tir viéc dung khang thé hodc ché phém theo sang ché duoc st
dung, vi du, dé phat hién, cho quy trinh chén doén va/hodc dé didu tri.

Khdng thé va manh khéng claudin 18.2
Sang ché dé cap dén khang thé khang claudin 18.2 c6 4i luc cao véi cé claudin

18.2 kiéu hoang va thé dot bién thong thuong, M149L (té bao SU620 biéu hién noi sinh
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dot bién nay). Dbi vai kién thuc tot nhat ciia cac tAc gia sang ché, tAt ca cac thé khang
protein claudin 18.2 khong lién két voi thé dot bién nay. Do d6, khang thé theo sang ché
¢6 hiéu qua ddc d4o 12 c6 kha ning nhidm dich ca protein claudin 18.2 kiéu hoang va thé
dot bién M149L. Hiéu qua nay 1a quan trong bdi vi mot phan dang ké bénh nhan ung
thw mang d6t bién thong thudng nay. Cling ddng chi y 12 khéng thé theo sang ché khong
lien két véi thé ddng dang claudin 18 khac, claudin 18.1 (hoc lién két vé6i claudin 18.1

& 4i luc thap hon nhiéu).

Khang thé va méanh theo sang ché thé hién dic tinh vuot troi ngay ca khi sir dung
Ung vién 14m sang lam tham chiéu. 175D10 (IMAB362; claudiximab) hién nay dang tréi
qua thr nghiém 1am sang pha III dé didu tri ung thu tuyén da day va doan ndi da day-
thyc quan. Khang thé va manh theo sang ché khong chi thé hién hoat tinh lién két manh
hon, chung con thé hién hoat tinh ADCC va ADCP cao hon trong cac diéu kién khac
nhau, so véi 175D10.

Ciing quan trong 13, sang ché minh ching ring céc khéng thé nay c6 hiéu qua cao
trong viéc cam ung su ndi bao cua khang thé qua trung gian thu thé, ngay ca khi so v6i
IMAB362. Viéc kha nang cam tng sy ndi bao cua khang thé qua trung gian thu thé dugc
ting manh dugc boc 1§ trong ban mo ta, dugce du dinh, co thé dugc cho 1a do cach céc
khang thé nay lién két v6i protein claudin 18.2. Nhu dugc ching minh trong Vi du 14
va dugc minh hoa trén FIG. 20, c4c gbc axit amin trén protein claudin 18.2 quan trong
trong viéc lién két véi khang thé bao gdm cac gdc axit amin quan trong trong viéc lam
6n dinh cdu hinh cua vong ngoai bao (vi du, W30, L49, W50, C53, C63 va R80). W30,
149 va W50 12 mot phan ctia mé tip lién tng W-LW-C-C gitp lam 6n dinh c4u hinh cia
vong 1. C53 va C63 tao thanh lién két disulfua gifta cac s¢i beta. R80 ¢6 thé quan trong
trong viéc duy tri trong tac gitta cac phan tir claudin 18.2 song song trén bé mit té bao,

hodc dé lam 6n dinh cau hinh cta vong 1.

Ciing quan trong trong viéc lién két khéng thé 1a géc N45, Y46, G48, V54, RSS,

E56, S58, F60, E62, Y169 va G172. Trong sb chung, N45, Y46, G48, V54, R55, ES56,

S58, F60 va E62 nam trong s¢i B3, hodc thong qua C63 & sgi B4. Vung nay gbm co cac

gbc 45-63 ctia SEQ ID NO:30 (NYQGLWRSCVRESSGFTEC), tir day duoc goi 1a

“yong p3 dén B4”, 1a mot phan ctia vong ngoai bao thi nhét (vong 1) cia claudin 18.2.

Y169 va G172, nguoc lai, 1a mot phz‘?m cua sgi B5 (céac géc 169-172 cia SEQ ID NO:30;
YTFG) cta vong ngoai bao thi hai (vong 2).
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Viéc hoat tinh dugc ting manh badi khang thé dugc boc 10 trong ban mo ta dé cam

Ung su ndi bao cta khang thé qua trung gian thy thé, dugc du dinh 13 do kha ning cua

chiing trong viéc lién két v6i cac goc & ca vong B3 dén B4 va soi B5. Trong ngir canh

nay, cho rang khang thé khang claudin 18.2 d3 biét chi lién két voi mot trong sb cac

vong nay.

Dit liéu thi nghiém cling thé hién ré‘mg khang thé dugc boc 10 trong ban mo ta co

6 dic hiéu lién két cao hon va ADCC va ADCP duoc céi thién so v6i khang thé da biét.

Trinh tw claudin 18.2 cua nguoi

Tén

Trinh tu (SEQ ID NO:30)

Claudin 18.2
clla ngudi
(NP_001002026)

1 MAVTACQGLG FVVSLIGIAG
STQDLYNNPV TAVENYQGLW

51 RSCVRESSGF TECRGYFTLL
ALMIVGIVLG AIGLLVSIFA

vong R3-p4

101 LKCIRIGSME DSAKANMTLT
CAIAGVSVFA NMLVTNEWMS

151 TANMYTGMGG MVQTVQTRYT
AGGLTLIGGV MMCIACRGLA

B5

IIAATCMDOW

GLPAMLOQAVR

SGIMFIVSGL

FGAALFVGWV

201 PEETNYKAVS YHASGHSVAY KPGGFKASTG

FGSNTKNKKI YDGGARTEDE

251 VQSYPSKHDY V

Theo mdt phuong 4an, sang ché dé cap dén khang thé hoic manh cia khang thé

nay c6 tinh dic hiéu lién két véi protein claudin 18.2 (CLDN18.2) ciia ngudi kiéu hoang,

trong d6 khang thé hodc manh cta khang thé nay lién két v6i ca vong ngoai bao thir nhét
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va vong ngoai bao thr hai cia CLDN18.2. Theo mot sb phuong an, khang thé hoic
ménh cta khang thé nay lién két voi ca vong B3-p4 va soi B5 cia CLDN18.2.

Theo mdt phuong an khéc, sdng ché @& cap dén khang thé hoic manh clia khang
thé nay c6 tinh ddc hiéu lién két voi protein claudin 18.2 (CLDN18.2) ciia ngudi kiéu
hoang, trong d6 khang thé hoic manh nay con lién két v6i thé dot bién M149L cia
protein CLDN18.2. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé hodc manh nay khong lién két
v6i protein claudin 18.1 (CLDN18.1) cta nguoi kidu hoang, hoic khong lién két véi
CLDN18.1 & 4i lyc 16n hon khoang 1% so voi ai lyc véi protein CLDN18.2 kiéu hoang.

Ai luc lién két ctia khang thé hodc manh véi protein c6 thé duge do bing nhiéu
phuong phép da biét trong linh vuc k§ thuat. Vi dy, i lyc nay co thé dugc do bang thir
nghiém khong chura té bao voi protein CLDN18.1 hodac CLDN18.2 doc lap. Tuy nhién,
t6t hon 13, phép do duoc thyc hién véi protein CLDN18.1 hoic CLDN18.2 trén bé mat
té bao bat chude moi truong lién két thyuc té. Thir nghiém lién két nay duogc iy lam vi

du thich hop trong phan vi du thi nghiém.

Theo mdt sé phuong 4n, khing thé hodc manh cua khang thé nay c6 4i luc lién
két v6i thé dot bién M149L ma it nh4t bing 1%, hodc theo cach khéc it nhit bang
0,001%, 0,01%, 0,1%, 0,5%, 2%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, hodc 99% so véi ai luc v6i protein
CLDN18.2 kiéu hoang.

Theo mdt sé phuong 4an, khang thé hodc manh cua khang thé nay khong lién két
véi CLDN18.1 cia nguoi. Theo mot sé phuong 4n, khang thé hodc manh cia khang thé
nay, so vé6i lién két véi CLDN18.2, c6 lién két véi CLDN18.1 clia ngudi yéu hon nhiéu,
vi dy, khong 16n hon 10%, 5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, 0,005%, hodc
0,001%, ma khong giéi han & do.

Nhu duge md ta 6 trén, khang thé va manh ctia khéng thé nay theo sang ché lién
két v6i protein claudin 18.2 & epitop khéc vi khang thé da biét (xem FIG. 4; it nhét
khang thé tham chiéu tuong tac véi M149 trong khi khang thé dugc boc 1 trong ban md
ta thi khong). Do d6, theo mot phuong 4n, sang ché @ cap dén khang thé hoic manh
cua khang thé nay c6 tinh dac hiéu lién két v6i protein claudin 18.2 (CLDN18.2) ciia
ngudi kiéu hoang, trong d6 lién két gifta khang thé hodc manh cla khéang thé nay va

protein CLDN18.2 kidu hoang bao gdm céc gbc axit amin chira it nhit mot gdc axit amin
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duoc chon tir nhom bao gdm N45, Y46, G48, V54, R55, E56, S58, F60, va E62; va it
nhit mot gbc axit amin dugc chon tr nhom bao gdm Y169 va G172, clia protein
CLDN18.2 kiéu hoang.

Theo mét sé phuong 4n, khang thé hodc manh cia khang thé nay lién két voi N45
cia CLDN18.2. Theo mot s& phuong 4n, khang thé hoic manh cia khang thé nay lién
két véi Y46 cua CLDN18.2. Theo mét sd phuong 4n, khéng thé hoic manh cuia khéng
thé nay lién két vi G48 cia CLDN18.2. Theo mot sé phuong 4n, khang thé hosc manh
clia khang thé nay lién két v6i L49 cua CLDN18.2. Theo mét s6 phuong 4n, khéng thé
hogc manh cta khang thé nay lién két véi W50 ctia CLDN18.2. Theo mot sé phuong
4n, khéng thé hodc manh cua khang thé nay lién két véi C53 ctia CLDN18.2. Theo mot
s6 phuong 4n, khing thé hogic manh cua khang thé nay lién két véi V54 cia CLDN18.2.
Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé hoic manh ctia khang thé nay lién két véi R55 cua
CLDN18.2. Theo mét sb phwong 4n, khang thé hoic manh cla khang thé nay lién két
v&i ES6 ctia CLDN18.2. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé hodc manh ciia khang thé
nay lién két v6i E58 cia CLDN18.2. Theo mdt s& phuong &n, khéng thé hodc manh cua
khang thé nay lién két v6i F60 cia CLDN18.2. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé hodc
manh cta khang thé nay lién két véi E62 cia CLDN18.2. Theo mot s6 phuong 4an, khang
thé hodc méanh cua khang thé nay lién két véi C63 cia CLDN18.2.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé hoic manh cia khang thé nay lién két véi it
nhét hai géc axit amin duogc chon tir N45, Y46, G48, V54, R55, E56, S58, F60, va E62.
Theo mét s6 phuong 4n, khéng thé hodc manh cua khang thé nay lién két véi it nhét ba
géc axit amin dugc chon tir N45, Y46, G48, V54, R55, ES6, S58, F60, va E62. Theo
mdt sé phuong an, khang thé hoic manh cia khéng thé nay lién két voi it nhat bén gbc
axit amin duoc chon tit N45, Y46, G48, V54, R55, E56, S58, F60, va E62. Theo mot sb
phuong 4n, khang thé hodc méanh cua khang thé nay lién két véi it nhat nim gbe axit

amin dugc chon tir N45, Y46, G48, V54, R55, E56, S58, F60, va E62.

Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé hodc manh cia khang thé nay lién két véi it
nhit Y169 ctia CLDN18.2. Theo mdt s6 phwong 4n, khang thé hodc manh cia khéng thé
nay lién két véi it nhdt G172 cia CLDN18.2. Theo mét s& phuong 4n, khang thé hodc
ménh cua khang thé nay lién két véi it nhit hai gbc axit amin dugc chon tr Y169 va

G172 cua CLDN18.2.
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Theo mét sé phuong 4n, lién két bao gbm gbc axit amin bao gdm W30; hai, ba,
bdn, nam hodc nhiéu hon nim géc axit amin dugc chon tir nhom bao gém N45, Y46,
G438, V54,R55,E56, S58, F60, va E62; va it nhét mot géc axit amin duoc chon tir nhém
bao gém Y169 va G172, clia protein CLDN18.2 kiéu hoang. Theo mdt s6 phuong 4n,
lién két bao gﬁ“)m géc axit amin bao gém W30, N45, Y46, G48, V54, R55, E56, S58,
F60, E62 va Y169 cta protein CLDN18.2 kiéu hoang.

Lién két yéu hon véi cac axit amin nay trén CLDN18.2 ¢6 thé so véi cac axit
amin khéac, chéng han nhu G438, L49, W50, C53, V54, R55, E56. Theo mot sb phuong
an, phép so sanh 14 so vé6i lién két ¢ clng axit amin véi 175D10. Vi dy, lién két ctia
khéng thé hodc manh theo sang ché 12 yéu hon so véi lién két caa 175D10 (IMGT/céu
tric 2D-thé DB sb: 10473) véi it nhét mot, hai, ba, bdn, nim trong sb hodc tht ca D28,
Q33,N38, V43, G59 va V79.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé hodc manh ciia khang thé nay khong lién két
v6i M149L ciia protein CLDN18.2. Theo mot s6 phwong 4n, khang thé hoic manh ctia
khang thé nay lién két v6i thé dot bién M149L cua protein CLDN18.2.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cip dén khang thé hodc manh cta khang thé
nay ma bao gdm mién bién ddi chudi nang va chudi nhe ¢6 cac ving CDR nhu duge thé

hién trong t6 hop CDR cia Bang A.
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Bdng B. CDR ciia 120B7B2 (ddnh sé Kabat)

CDR Trinh ty (SEQ ID NO:) Phién ban loai bo rui ro (SEQ ID
NO:)
CDRL1 KSSQSLLNSGNQKNYLT | KSSQSLLNAGNQKNYLT
(210) (304)
KSSQSLLESGNQKNYLT
(305)
CDRL2 WASTRES (227)
CDRL3 QNGYYFPFT (3) QNAYYFPFT (19)
QEGYYFPFT (20)
CDRHI1 GYIIQ (253)
CDRH2 FINPYNDGTKYNEQFKG | FINPYNDDTKYNEQFKG
(278) (306)
CDRH3 AYFGNSFAY (303) AYFGNAFAY (307)

Badng C. CDR cua 72C1B6A3 (ddnh s6 Kabat)

CDR Trinh tu (SEQ ID NO:) Phién ban loai bo rui ro (SEQ
ID NO:)
CDRLI1 KSSQSLLNSGNQKNYLT | KSSQSLLNAGNQKNYLT
(210) (304)
KSSQSLLESGNQKNYLT
(305)
CDRL2 RASSRES (229)
CDRL3 QNDYIYPYT (8)
CDRHI1 TYPIE (242)
CDRH2 | NFHPYNDDTKYNEKFKG
(263)
CDRH3 RAYGYPYAMDY (289)

Bdng D. CDR ciia 4F11E2 (ddnh s6 Kabat)

CDR Trinh tw (SEQ ID NO:) Phién ban loai bé rui ro (SEQ
ID NO:)
CDRLI | RSSQSLLNSGNRKNYLT | RSSQSLLESGNRKNYLT
(216) (308)
RSSQSLLNAGNRKNYLT
(309)
CDRL2 | WASTRES (227)
CDRL3 | QNAYSYPFT (13)
CDRHI | TFGMH (246)
CDRH2 | YITSGNSPIYFTDTVKG | YITSGQSPIYFTDTVKG
(268) (310)
YITSGESPIYFTDTVKG
(311)
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CDRH3 | SSYYGNSMDY (294) SSYYGOQSMDY (312)
SSYYGESMDY (313)
SSYYGNAMDY (314)

Khang thé chira cac ving CDR nay, du 1a khang thé cua chudt nhat, duge lam

gidng nhu ctia ngudi hodc khang thé kham, c6 hoat tinh lién két vé6i claudin 18.2 va hoat
tinh tc ché c6 hiéu luc. Nhu dugc thé hién trong vidu 11 va 12, cac géc nhét dinh trong
CDR c6 thé dugc cai bién dé gilr lai hodc cai thién dic tinh hodc l1am gidm kha ndng co
cai bién sau khi dich mé (post-translational modification - PTM). CDR duogc céi bién

nay co thé duoc goi 1a CDR thanh thuc 4i luc hogc loai bé i ro.

Vi du khong gi6i han vé CDR loai bé riii ro duge néu trong Bang B-D, & ¢t thir
3. CDR thanh thuc ai luc c6 thé bao gém CDR c6 mot, hai hodc ba bd sung, mét va/hodc

thay thé axit amin. Theo mot s6 phuong 4n, thay thé co thé 1a thay thé bao toan.

“Thay thé axit amin bao toan” 1a thay thé trong d6 gdc axit amin dugc thay thé
bang gbc axit amin c6 mach bén twong tu. Ho cua gbc axit amin c6 mach bén tuong tu
da duoc dinh nghia trong linh vue k¥ thuét, bao gé)m mach bén bazo (vi du, lysin,
arginin, histidin), mach bén axit (vi dy, axit aspartic, axit glutamic), mach bén phén cuc
khong c6 dién tich (vi du, glyxin, asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, Xystein),
mach bén khong phéan cuc (vi dy, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin,
methionin, tryptophan), mach bén phéan nhanh beta (vi duy, threonin, valin, isoleuxin) va
mach bén thom (vi du, tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin). Do do, gbc axit amin
khéng thiét yéu trong polypeptit globulin mién dich tét hon 1a dugc thay thé bang gdc
axit amin khdc tir cing ho mach bén. Theo mot phuong an khac, chudi axit amin c6 thé
dugc thay thé bang chudi trong tu vé cu trac va khac vé thi ty va/hodc thanh phan cta

thanh vién ciia ho mach bén.

Vi du khong gi6i han vé thay thé axit amin bao toan dugc néu trong Bang dudi
day, & d6 diém sb do twong tu bang 0 hodc cao hon chi thay thé bao toan giita hai axit

amin.
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Bdng E. Ma trdn do twong tu cua axit amin

CIGIPISIAITIDIEIN|QH|K|R|VMI |L|F|Y|W
W |-81|-7 |-6|-2|-6 |-5|-7 |-7|-4 |-5 |-3 |-3|2 |-6 |-4|-5|-2|0 |0 |17
Y [0 |-5]-5|-3|-3|-3|-4 |-4|-2|-4 |0 |-4|-5|-2|-2|-1]-1|7 |10
F |-4|-5|-5|-3]-4|-3|-6|-5]|-4|-5|-2|-5|-4|-1]0 |1 |2 |9
L |-6|-41|-3|-3]-2|-2|-4|-3]-3]-2|-2|-3]-3]12 |4 |2 |6
I |-2]-3]-2|-1]-1]0 |-2|-2|-2|-2 |-2|-2]-2]14 |2 |5
M |-5]-3|-2|-2]-1|-1|-3 |-2]/0 |-1 |-2|0 [0 |2 |6
Vo |-2]-1]-1|-1]0 |0 |-2 |-2]-2|-2 |-2|-2|-2|4
R |-41]-3]0 |0 |-2|-1|-1|-1]0 |1 |2 |3 |6
K |-5]-2]-1{0 |-1]0 |0 |0 |1 |1 |0 |5
H |-3|-210 |-1]-1]-1|1 |1 |2 |3 |6
Q |-5]-1]0 |-1/0 |-1]2 |2 |1 |4
N [-4]0 |-1]1 |0 |0 |2 |1 |2
E |-5]0 |-1|/0 |0 |0 |3 |4
D |-5]1 |-1/0 [0 |0 |4
T [-2]0 [0 |1 |1 |3
A |-201 |1 |1 |2
S 0|1 |11
P |-3]-1]6
G |-3|5
C |12

Bdng F. Thay thé axit amin bdo toan
D4i v6i axit amin | Thay thé bang

Alanin

D-Ala, Gly, Aib, B-Ala, L-Cys, D-Cys

Arginin D-Arg, Lys, D-Lys, Orn D-Orn

Asparagin D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu Gln, D-Gln

Axit aspartic D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, Gln, D-GIn

Xystein D-Cys, S-Me-Cys, Met, D-Met, Thr, D-Thr, L-Ser, D-Ser
Glutamin D-Gln, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp

Axit glutamic D-Glu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, Gln, D-GIn

Glyxin Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, Aib, B-Ala

Isoleuxin D-Ile, Val, D-Val, Leu, D-Leu, Met, D-Met

Leuxin Val, D-Val, Met, D-Met, D-Ile, D-Leu, Ile

Lysin D-Lys, Arg, D-Arg, Orn, D-Orn

Methionin D-Met, S-Me-Cys, Ile, D-Ile, Leu, D-Leu, Val, D-Val
Phenylalanin D-Phe, Tyr, D-Tyr, His, D-His, Trp, D-Trp

Prolin D-Pro

Serin D-Ser, Thr, D-Thr, allo-Thr, L-Cys, D-Cys

Threonin D-Thr, Ser, D-Ser, allo-Thr, Met, D-Met, Val, D-Val
Tyrosin D-Tyr, Phe, D-Phe, His, D-His, Trp, D-Trp

Valin D-Val, Leu, D-Leu, Ile, D-Ile, Met, D-Met

28/238

Do d6, theo mét phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé hodc manh ctia khang

28

thé nay c6 tinh dsc hiéu lién két vdi protein claudin 18.2 (CLDN18.2) ctia ngudi kiéu



47372 29/238

hoang, trong d6 khang thé hodc manh ctia khéng thé nay chua ving bién ddi chudi nhe
chira ving quyét dinh bd sung chudi nhe CDRL1, CDRL2, va CDRL3 va ving bién ddi
chudi nang chira ving quyét dinh bd sung chudi ning CDRH1, CDRH2, va CDRH3, va
trong d6 CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, CDRH2, va CDRH3 dugc chon tir td hop
1-33 ctia Bang A hoic mbi tb hop trong s cac td hop 1-33 nay trong d6 mot hodc nhiéu
CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, CDRH2, va CDRH3, mbi chiing bao gdm mét, hai,

hodc ba bd sung axit amin, mét, thay thé axit amin bao toan hogc t6 hop cta chung.

Theo mot s phuong 4n, khang thé khang CLDN18.2 hodc manh duoc dé xuét la
bao gém CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, CDRH2, va CDRH3, mdi ching dugc
chon tir Bang A hoac cac Bang B-D. Vi du, dé xuét khang thé hoac manh cuia khang thé
nay c6 tinh dic hiéu lién két véi protein claudin 18.2 (CLDN18.2) cua ngudi kiéu hoang,
trong d6 khang thé hoic manh ctia khang thé nay chua ving bién dbi chudi nhe chira
viing quyét dinh bd sung chudi nhe CDRL1, CDRL2, va CDRL3 va ving bién d6i chudi
ning chta ving quyét dinh b6 sung chudi ngng CDRH1, CDRH2, va CDRH3, va trong
d6: CDRL1 bao gdm trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gom SEQ ID NO:208-
226, hodc bao gdm trinh ty axit amin c6 ngudn gde tir SEQ ID NO: bét ky trong s6 SEQ
ID NO:208-226 bdi mot, hai hoic ba bd sung axit amin, mét, thay thé axit amin; CDRL2
bao gém trinh ty axit amin dugc chon tr nhém bao g@)m SEQ ID NO:227-233, hodc bao
gdm trinh tu axit amin c6 ngudn gdc tir SEQ ID NO: bt ky trong s6 SEQ ID NO:227-
233 boi bd sung axit amin, mét, thay thé axit amin; CDRL3 bao gém trinh tu axit amin
duoc chon tir nhdém bao gém SEQ ID NO:3, 8, 13, 19 va 42-58, hodc bao gém trinh tu
axit amin ¢6 ngudn gdc tir SEQ ID NO: bét ky trong s6 SEQ ID NO: 3, 8, 13, 19 va 42-
58 bdi mot, hai hodc ba bd sung axit amin, mét, thay thé axit amin; CDRH1 bao gém
trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:234-254, hodc bao gém
trinh ty axit amin c6 ngudn gbc tir SEQ ID NO: bét ky trong s6 SEQ ID NO:234-254
boi mot, hai hodc ba bd sung axit amin, mét, thay thé axit amin; CDRH2 bao gbm trinh
tu axit amin duoc chon tir nhom bao g@)m SEQ ID NO:255-280, hodc bao gém trinh tu
axit amin c6 ngudn gbe tir SEQ ID NO: bat ky trong s6 SEQ ID N0:255-280 bdi mdt,
hai hodc ba bd sung axit amin, mét, thay thé axit amin; va CDRH3 bao gbm trinh ty axit
amin duoc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO:281-303, hodc bao gém trinh tu axit
amin c6 ngudn gbc tir SEQ ID NO: bét ky trong s6 SEQ ID NO:281-303 bdi mot, hai

hodc ba bd sung axit amin, mat, thay thé axit amin.
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Theo mot sé phuwong 4n, CDRLI bao gdm trinh tw axit amin dwgc chon tir nhom
bao gE‘)m SEQ ID N0:208-226, 304-305 va 308-309; CDRL2 bao gém trinh tu axit amin
duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID N0:227-233; CDRL3 bao gdm trinh tw axit amin
duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:3, 8, 13, 19, 20 va 42-58; CDRH1 bao gém
trinh tw axit amin duoc chon tir thém bao gdm SEQ ID NO:234-254; CDRH2 bao gdbm
trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:255-280, 306,310 va 311;
va CDRH3 bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO:281-
303,307, va312-314.

Khang thé 120B7B2 da dwoc chimg minh 1a chét ttc ché claudin 18.2 ¢6 hiéu lyc.
Trinh tw CDR ctda nd, cung véi mot vai phién ban loai bo rii ro, dugc néu trong Bang
B. Theo mdt phuong an, sang ché d& xuét khang thé hodc manh ctia khang thé nay c6
tinh dac hiéu lién két véi protein claudin 18.2 (CLDN18.2) ctia ngudi kiéu hoang, trong
d6 khang thé hodc manh ctia khang thé ndy chira ving bién ddi chudi nhe chira viing
quyét dinh bd sung chudi nhe CDRL1, CDRL2, va CDRL3 va ving bién ddi chudi ning
chira viing quyét dinh bd sung chudi ngng CDRH1, CDRH2, va CDRH3, va trong d6:
CDRL1 bao gbém trinh ty axit amin QSLLNSGNQKNY (SEQ ID NO:1),
QSLLNAGNQKNY (SEQ ID NO:17) hodc QSLLESGNQKNY (SEQ ID NO:18) hoac
trinh tu axit amin ¢6 mot, hai hodc ba thay thé axit amin tr SEQ ID NO:1, 17 hoic 18,
CDRL2 bao gdm trinh tur axit amin WAS (SEQ ID NO:2) hodc trinh ty axit amin ¢6 mot
hodc hai thay thé axit amin tir SEQ ID NO:2, CDRL3 bao gém trinh ty axit amin
CQONGYYFPFT (SEQ ID NO:3), QNAYYFPFT (SEQ ID NO:19) hoac QEGYYFPFT
(SEQ ID NO:20) hodc trinh ty axit amin c6 mdt, hai hodc ba thay thé axit amin tir SEQ
ID NO:3, 19 hoidc 20, CDRH1 bao gém trinh ty axit amin GYTFTGYI (SEQ ID NO:4)
hodc trinh ty axit amin ¢6 mét, hai hoac ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:4, CDRH2
bao gdm trinh tu axit amin INPYNDGT (SEQ ID NO:5) hodac INPYNDDT (SEQ ID
NO:21) hodc trinh ty axit amin c6 mot, hai hodc ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:5
hodc 21, va CDRH3 bao gém trinh ty axit amin ARAYFGNSFAY (SEQ ID NO:6) hodc
ARAYFGNAFAY (SEQ ID NO:22) hodc trinh ty axit amin ¢ mdt, hai hodc ba thay
thé axit amin tir SEQ ID NO:6 hoic 22.

Diéu dang chu ¥ can luu y (xem Bang A) rang cac CDR tir c4c khang thé khac
nhau c6 d6 trong ddéng 16n. Sau d6, dugc dy dinh rang mdi CDR tuong tng c6 thé duoc
thay thé 14n nhau ma khong anh huéng 16n dén 4i luc hodc hoat tinh lién két ciia khang
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thé hodc manh. Theo cach khic, mdi axit amin cu thé trong CDR c6 thé duoc thay thé

bang axit amin khac c6 trong CDR twong tng tir khéng thé khac.

Theo mdt sé phuong 4n, khéng th8 hodc manh cua khang thé nay duoc dé xuat
c6 tinh dic hiéu lién két v6i protein claudin 18.2 (CLDN18.2) clia ngudi kiéu hoang.
Theo mdt sb phuong 4n, khang thé hosic manh cia khéang thé nay chua ving bién doi
chudi nhe chira ving quyét dinh bd sung chudi nhe CDRL1, CDRL2, va CDRL3 va
ving bién ddi chudi ning chira ving quyét dinh bd sung chudi ning CDRH1, CDRH?2,
va CDRH3, va trong d6: CDRL1 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:210,
304 ho#c 305 hodc trinh tu axit amin c6 mot, hai hodc ba thay thé axit amin tir SEQ ID
NO:210, 304 hodc 305, CDRL2 bao gbm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:227
hoic trinh tu axit amin ¢6 mot hodc hai thay thé axit amin tir SEQ ID NO:227, CDRL3
bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:3, 19 hodc 20 hodc trinh ty axit amin
¢6 mdt, hai hodc ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:3, 19 hoic 20, CDRH1 bao g@)m
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:253 hodc trinh ty axit amin c6 mdt, hai hodc
ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO: 253, CDRH2 bao gOm trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO:278 hoac 306 hodc trinh ty axit amin c6 mdt, hai hodc ba thay thé axit amin
tir SEQ ID NO:278 hoac 306, va CDRH3 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:303 hodc 307 ho#c trinh tu axit amin ¢c6 mdt, hai hodc ba thay thé axit amin tir SEQ
ID NO:303 hoac 307.

Theo mdt s6 phuong an, CDRL1 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:210, 304 hoic 305, CDRL2 bao g@)m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:227,
CDRL3 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:3, 19 hodc 20, CDRHI bao
gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:253, CDRH2 bao gom trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO:278 hodc 306, va CDRH3 bao gém trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO:303 hoac 307.

Vi du khong giéi han vé ving bién ddi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin dugc
chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:141, 192-195 va 206-207, hodc dang twong duong
sinh hoc, chéng han nhu peptit c6 do déng nhét trinh tu it nhit 90% so véi trinh tu axit
amin duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:141, 192-195 va 206-207.

Vi du khong gi6i han vé ving bién d6i chudi ning bao gbm trinh ty axit amin

duoc chon tir nhém bao gém SEQID NO:171, 188-191 va 205, hodc dang twong duong
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sinh hoc, chéng han nhu peptit c6 do d@)ng nhét trinh tu it nhét 90% so véi trinh tu axit
amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:171, 188-191 va 205.

Theo mdt s6 phwong 4n, CDRL1 bao gdm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID
NO:304, CDRL2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:227, CDRL3 bao
gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:19, CDRHI bao gbm trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:253, CDRH2 bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:306, va CDRH3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:307. Vi du khong
gi6i han vé khang thé hodc méanh chira ving bién d6i chudi nhe bao gbm trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO:206 v ving bién ddi chudi ning bao gdm trinh tw axit amin

néu trong SEQ ID NO:205.

Tuong tw, 72C1B6A3 da thé hién 1a khang thé tét. Do d6, theo mdt phuwong 4n
khéc, dé xuit khang thé hodc manh cua khang thé nay c6 tinh dic hiéu lién két véi
protein claudin 18.2 (CLDN18.2) cua nguoi kiéu hoang, trong d6 khang thé hodc manh
cua khang thé nay chtra ving bién d6i chudi nhe chtra ving quyét dinh bd sung chudi
nhe CDRL1, CDRL2, va CDRL3 va vung bién d6i chudi nang chira vung quyét dinh b
sung chudi nang CDRH1, CDRH2, va CDRH3, va trong d6: CDRL1 bao gdm trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:210, 304 hodc 305 hogc trinh tu axit amin ¢6 mot, hai
hoic ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:210, 304 hodc 305, CDRL2 bao gbm trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:229 hodc trinh ty axit amin c6 mot hodc hai thay thé
axit amin tr SEQ ID NO:229, CDRL3 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:8 hodc trinh ty axit amin c6 mot, hai hodc ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:8,
CDRHI1 bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:242 hodc trinh ty axit amin
6 mdt, hai hodc ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:242, CDRH2 bao gom trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:263 hodc trinh ty axit amin c6 mot, hai hodc ba thay
thé axit amin tir SEQ ID NO:263, va CDRH3 bao gdm trinh t axit amin néu trong SEQ
ID NO:289 hodc trinh tu axit amin ¢c6 mot, hai hoac ba thay thé axit amin tir SEQ ID
NO:289.

Theo mét sb phuong 4n, CDRL1 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:210, 304 hodc 305, CDRL2 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:229,
CDRL3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8, CDRH1 bao gdm trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:242, CDRH2 bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ

ID NO:263, va CDRH3 bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:289.
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Vi du khong gidi han vé ving bién dbi chudi nhe bao gém trinh tu axit amin duoc
chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO:124, 185-187 va 203-204, hoic dang tuong duong
sinh hoc, chéng han nhu peptit c6 dd déng nhét trinh tu it nhét 90% so véi trinh tu axit
amin duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:124, 185-187 va 203-204.

Vi du khong gidi han vé ving bién d6i chudi ning bao gdm trinh tu axit amin
duogc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:153 va 181-184, hodc dang tuong duong sinh
hoc, chéng han nhu peptit c6 do déng nhét trinh tu it nhat 90% so véi trinh tu axit amin
dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:153 va 181-184.

Theo mét sb phwong 4n, CDRL1 bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO:304, CDRL2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:229, CDRL3 bao
gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8, CDRH1 bao gdm trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:242, CDRH2 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:263,
va CDRH3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:289. Vi du khong gi¢i han
khang thé hoic manh cia khang thé nay chira ving bién ddi chudi nhe bao gbm trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:203 va ving bién dbi chudi ning bao gdm trinh ty axit

amin néu trong SEQ ID NO:181.

Tuong tw, 4F11E2 d3 thé hién 12 khang thé tét. Do d6, theo mot phuong an khac,
d& xut khang thé hodc manh cia khang thé nay c6 tinh dic hi€u lién két véi protein
claudin 18.2 (CLDN18.2) cua ngudi kiéu hoang, trong d6 khéng thé hoic manh ctia
khang thé nay chira ving bién di chudi nhe chira ving quyét dinh b6 sung chudi nhe
CDRL1, CDRL2, va CDRL3 va ving bién d6i chudi ning chira ving quyét dinh b sung
chudi naing CDRH1, CDRH2, va CDRH3, va trong d6: CDRL1 bao gdm trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:216, 308 hodc 309 hogc trinh tu axit amin ¢c6 mdt, hai hodc
ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:216, 308 hogc 309, CDRL2 bao gdm trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:227 hodc trinh tu axit amin ¢6 mot hodc hai thay thé axit
amin tir SEQ ID NO:227, CDRL3 bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13
hodc trinh tu axit amin ¢6 mdt, hai hoac ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:13, CDRHI
bao gﬁ“)m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:246 hodc trinh ty axit amin ¢6 mot,
hai hoic ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:246, CDRH2 bao gbm trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:268, 310 hodc 311 hogc trinh ty axit amin c6 mdot, hai hodc ba
thay thé axit amin tir SEQ ID NO:268, 310 hoic 311, vda CDRH3 bao gom trinh ty axit
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amin néu trong SEQ ID NO:294, 312, 313 hodc 314, hodc trinh ty axit amin c¢6 mot, hai
hodc ba thay thé axit amin tir SEQ ID NO:294, 312, 313 hoic 314.

Theo mdt sé phuong an, CDRLI bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO:216, 308 hodc 309, CDRL2 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:227,
CDRL3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13, CDRH1 bao gdm trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO:246, CDRH2 bao gdm trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO:268, 310 hoac 311, va CDRH3 bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO:294, 312, 313 hodc 314.

Vi du khong gidi han vé ving bién dbi chudi nhe bao g@)m trinh tu axit amin dugc
chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:129, 178-180 va 201-202, hodc dang tuong duong
sinh hoc, ching han nhu peptit c6 d6 dong nhét trinh ty it nhit 90% so véi trinh tur axit

amin duoc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO:129, 178-180 va 201-202.

Vi du khong gi6i han vé ving bién dbi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin
duoc chon tir nhém bao g@)m SEQ ID NO:159, 175-177 va 196-200, hodc dang tuong
duong sinh hoc, chéng han nhu peptit c6 do déng nhét trinh ty it nhit 90% so véi trinh
ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:159, 175-177 va 196-200.

Theo mét sé phwong 4n, CDRL1 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:309, CDRL2 bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:227, CDRL3 bao
gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13, CDRH1 bao gdm trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO:246, CDRH2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:311, va CDRH3 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:294. Vi du khong
giéi han vé khang thé hoic manh chira ving bién dbi chudi nhe bao gbm trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:202 va vung bién ddi chudi ning bao gdm trinh tu axit amin

néu trong SEQ ID NO:197.

Theo mdt sd phuong 4n, khéng thé 1a khang thé dugc lam giéng nhu clia ngudi.
Khéang thé dugc lam gidng nhu ciia ngudi, nhu dugce thé hién trong vi du 9, c6 thé bao
g6m mot hodc nhiéu dot bién ngugc so voi ban dbi chiéu cta chudt nhit. Vi du vé dot
bién ngugc nhu vay duge thé hién trong Bang 3. Theo mdt sd phwong 4n, khéng thé

hodc manh cé thé bao gém mot, hai, ba, bdn, nam hoic nhiéu hon nim dot bién nguoc.

Theo mot sb phwong 4n, khang thé khang claudin 18.2 theo sang ché bao gdm

VL cta SEQ ID NO: bat ky trong s6 SEQ ID NO: 117-144, 178-180, 185-187, 192-195,
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201-202, 203-204 hodc 206-207, va VH ctia SEQ ID NO: bét ky trong s6 SEQ ID NO:
145-174, 175-177, 181-184, 188-191, 196-200, hoac 205 hodc dang twong duong sinh
hoc twong tng clia chung. Dang twong duong sinh hoc ctia VH hodc VL 1a trinh ty bao
gdm axit amin duge chi dinh trong khi c6 d6 ddng nhét trinh tw tong thé 80%, 85%,
90%, 95%, 98% hoidc 99%. Do d6, dang tuong duong sinh hoc ciia SEQ ID NO:145 ¢co
thé 1a VH ma c6 do ddng nhét trinh tu tong thé 80%, 85%, 90%, 95%, 98% hodc 99%
v6i SEQ ID NO:145 nhung gitt lai duge CDR, va tuy y gitt lai m¢t hodc nhiéu, hodc tit

ca cac dot bien nguoc.

Ciing duoc hiéu bdi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét rang
khang thé nhu duge bdc 16 trong ban md ta c6 thé duoc cai bién sao cho chung thay dbi
vé trinh ty axit amin so v&i polypeptit lién két xuét hién trong tw nhién ma ching c6
ngudn gdc tir d6. Vi du, trinh tu polypeptit hodc axit amin c6 ngudn gde tir protein duge
chi dinh c6 thé tuong tu, vi dy, cé ph?ln tram d6 dong nhét nhét dinh véi trinh tu khoi
dAu, vi dy, c6 thé dong nhit 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, hodc 99%
v6i trinh ty khoi dau.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé bao gém trinh tu axit amin hodc mot hoac
nhiéu gbc khong thuong lién quan dén khang thé. Vi du vé su cai bién dugc mo ta chi
tiét hon duéi day. Vi du, khang thé theo sang ché c6 thé bao gdm trinh tu thanh phan
lién két linh hoat, hodc c6 thé dugc cai bién dé bd sung géc chirc nang (vi du, PEG, dugc

chét, doc t, hodc chit danh dau).

Khéang thé, bién thé, hodc dan xuét cua chung theo sang ché bao gém dan xuét
ma dugc cai bién, tic 13, boi viée gén cdng hoa tri cda loai phén tu bat ky v6i khang thé
sao cho viéc gin cong hoa tri niy khong ngin khang thé lién két véi epitop. Vi du, nhung
khong lam gidi han, khang thé c6 thé duoc cai bién, vi du, béng cach glycosyl hoa,
axetyl hda, PEG hoéa, phosphoryl héa, phosphoryl hoa, amit héa, tao dan xuét boi nhom
bao vé/lam trd ngai da biét, cat phan giai protein, lién két v6i phéi tir té bao hoic protein
khéc, v.v.. B4t ky trong sb nhiéu cai bién hoa hoc c6 thé dugc tién hanh bang k¥ thuat
d3 biét, bao gém, nhung khong gidi han & cit hoa hoc dic hidu, axetyl héa, formyl hoa,
téng hop chuyén héa ctia tunicamyxin, v.v.. Ngoai ra, khang thé c6 thé chira mot hodc

nhiéu axit amin khong co dién.
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Thé lién hop khdng thé-duoc chat
Theo mét s6 phuong 4n, khang thé hodc manh c6 thé dwoc lién hop vé6i chat tri

lieu, tién duge chét, peptit, protein, enzym, virut, lipit, chit cai bién dap tng sinh hoc,

chéit dugc, hoic PEG.

Theo mét phuong 4an, khang thé hoic manh theo sang ché duoc gin cong hoa tri
voi géc duoc chit. Goc dugc chét c6 thé 13, hodc duoc cai bién dé bao gém, nhém phén
tng v6i diém lién hop trén khang thé. Vi du, gbc duoc chat co thé duoc gin bang cich
alkyl hoa (vi du, & nhom epsilon-amino cta lysin hodc d4u cuing N ctia khang thé), amin
héa khtr hydrat cacbon dugc oxy hoa, chuyén hoa este gitta nhom hydroxyl va carboxyl,

amit héa & nhém amino hodc nhém carboxyl, va li€n hop véi thiol.

Theo mét sb phuong 4n, sb luong gbe duge chét, p, dugc lién hop trén mdi phan
tir khang thé nam trong khoang tlr trung binh 1a tir 1 dén 8;tir 1 dén 7, tir 1 d&én 6, tir 1
dén 5, tr 1 dén 4, tr 1 dén 3, hodc tir 1 dén 2. Theo mdt sb phuong éan, p nam trong
khoang trung binh 13 tir 2 dén 8, tir 2 dén 7, tir 2 dén 6, tir 2 dén 5, tir 2 dén 4 hode tir 2
dén 3. Theo cac phuong an khéc, p 1a trung binh 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 hodc 8. Theo mot sb
phwong 4n, p ndm trong khoang tir trung binh 13 tir khoang 1 dén khoang 20, tir khoang
1 dén khoang 10, tir khoang 2 dén khoang 10, tir khoang 2 dén khoang 9, tir khoang 1
dén khoang 8, tir khoang 1 dén khoang 7, tir khoang 1 dén khoang 6, tir khoang 1 dén
khoang 5, tir khoang 1 dén khoang 4, tir khoang 1 dén khoang 3, hoic tir khoang 1 dén
khoang 2. Theo mdt s6 phwong 4n, p nim trong khoang tir khoang 2 dén khoang 8, tir
khoang 2 dén khoang 7, tir khoang 2 dén khoang 6, tir khoang 2 dén khoang 5, tir khoang
2 dén khoang 4 hoic tir khoang 2 dén khoang 3.

Vi du, khi su hoat héa hoa hoc cia protein din dén sy tao thanh nhém thiol tu
do, protein c6 thé dugc lién hop véi chit phan tmg sulfhydryl. Theo mot khia canh, chat
nay la chét v& co ban 1a dic hiéu ddi véi nhom thiol tu do. Cac chét nhu vay bao gdm,
vi du, malemit, haloaxetamit (vi du, iodo, bromo hodc clo), haloeste (vi du, iodo, bromo
hodc clo), halometyl keton (vi dy, iodo, bromo hodc clo), benzylic halogenua (vi du,

iodua, bromua hoac clorua), vinyl sulfon va pyridylthio.

Duoc chét c6 thé duoc lién két v6i khang thé hodc manh béi thanh phan lién két.
Céc thanh phén lién két thich hop bao g@)m, vi dy, cac thanh phﬁn lién két cét duge va

khong cit dugc. Thanh phﬁn lién két cét duge thuong dé duoc cit trong diéu kién trong
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t€ bao. Thanh phin lién két cit dwoc thich hop bao gdm, vi du, thanh phan lién két peptit
cét duge boi proteaza trong té bao, chéng han nhu proteaza ciia lysosom ho#c proteaza
cua endosom. Theo cac phuong &n 1am vi dy, thanh phan lién két co thé 1a thanh phan
lién két dipeptit, ching han nhu thanh phan lién két valin-xitrulin (val-cit), phenylalanin-
lysin (phe-lys), hodc thanh phin lién két maleimidocapronic-valin-xitrulin-p-
aminobenzyloxycarbonyl (mc-Val-Cit-PABA). Thanh phin lién két khac 1a
Sulfosuxinimidyl-4-[N-maleimidometyl]xyclohexan-1-carboxylat (smcc). Su lién hop
Sulfo-smcc x4y ra thong qua nhom maleimit ma phan ing véi sulthydryl (thiol, —SH),
trong khi este Sulfo-NHS cua n6 c¢6 tinh phan tng hudéng vé amin bac mot (nhu dugc
tim thdy & lysin va dau cing N protein hodc peptit). Thanh phén lién két khac 1a
maleimidocaproyl (mc). Céc thanh phén lién két thich hgp khac bao gdm thanh phan
lién két c6 thé thuy phan dwoc & d6 pH hodc khoang d6 pH cu thé, ching han nhu thanh
phan lién két hydrazon. Thanh phén lién két cat thich hop khéc bao gdm thanh phén lién
két disulfua. Thanh phan lién két nay c6 thé dugc lién két cong hoéa tri v6i khang thé &
murc 40 ma khang thé cn phai duoc thodi bién trong té bao dé cho duoc chat dugc giai

phong, vi du, thanh phan lién két mc va thanh phén lién két tuong tur.

Thanh phin lién két c6 thé bao gdm nhom dé lién két v6i khang thé. Vi dy, thanh
phin lién két c6 thé bao gdm nhém phan ng amino, hydroxyl, carboxyl hogc sulfhydryl
(vi du, malemit, haloaxetamit (vi dy, iodo, bromo hodc clo), haloeste (vi dy, iodo, bromo
hoic clo), halometyl keton (vi du, iodo, bromo hodc clo), benzylic halogenua (vi du,

iodua, bromua hodc clorua), vinyl sulfon va pyridylthio).

Theo mdt s6 phuong an, géc duoc chét 1a chét gdy doc té bao hodc kim him té
bao, chéit tc ché mién dich, chét déng vi phong xa, doc t6 hodic chét tuong tu. Thé lién
hop c6 thé dugc sir dung dé wrc ché su nhan 1én cua té bao khéi u hoic té bao ung thu,
géy ra chét theo chuong trinh & té bao khéi u hoic té bao ung thu, hodc dé diéu tri bénh
ung thu & bénh nhéan. Thé lién hop c6 thé duoc st dung theo d6 véi nhiéu thiét lap dé
diéu tri bénh ung thu & dong vat. Thé lién hop cé thé dugc st dung dé phéan phéi duoc
chit vao té bao khdi u hogc té bao ung thu. Khong bi rang budc béi ly thuyét, theo mot
s& phuong 4n, thé lién hop lién két v6i hodc két hop véi té bao ung thu biéu hién claudin
18.2, va thé lién hop va/hodc dugce chét co thé duoc hép thu bén trong té bao khéi u hodc

té bao ung thu qua sy nhap ndi bao qua trung gian thu thé.
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Khi & trong té bao, mot hodc nhiéu trinh tur peptit cu thé trong thé lién hop (vi du,
trong thanh phan lién két) duoc cit theo cach thity phan béi mot hodc nhiéu proteaza
lién quan dén té bao khéi u hoic té bao ung thu, din dén giai phong duoc chét. Duge
chét duoc giai phong sau do tu do di chuyén trong té bao va cim tng hoat tinh gay doc
t& bao hodc kim ham té bao hodc cac hoat tinh khac. Theo mot sb phuong &n, dugce chét
duoc cit tir khang thé bén ngoai té bao khdi u hoic té bao ung thu, va duge chét sau d6

thdm nhép vao té bao, hodc hoat dong & bé mit & bao.

Vi du vé géc duoc chét hoic trong tai dugc chon tir nhom bao gém DM1
(maytansin, N2’-deaxetyl-N2’-(3-mercapto-1-oxopropyl)- hodc N2’-deaxetyl-N2’-(3-
mercapto-1-oxopropyl)-maytansin), mc-MMAD (6-maleimidocaproyl-
monometylauristatin-D hodc N-metyl-L-valyl-N-[(1S,2R)-2-metoxy-4-[(2S)-2-
[(1R,2R)-1-metoxy-2-metyl-3-ox0-3-[[(1S)-2-phenyl-1-(2-
thiazolyl)etylJamino]propyl]-1-pyrolidinyl]-1-[(1S)-1-metylpropyl]-4-oxobutyl]-N-
metyl-(9Cl)-L-valinamit), mc-MMAF (maleimidocaproyl-monometylauristatin F hoac
N-[6-(2,5-dihydro-2,5-dioxo-1H-pyrol-1-yl)-1-oxohexyl]-N-metyl-L-valyl-L-valyl-
(3R,48,55)-3-metoxy-5-metyl-4-(metylamino)heptanoyl-(oR, BR,2S)-B-metoxy-o-
metyl-2-pyrolidinpropanoyl-L-phenylalanin) va mc-Val-Cit-PABA-MMAE  (6-
maleimidocaproyl-ValcCit-(p-aminobenzyloxycarbonyl)-monometylauristatin E hodc
N-[[[4-[[N-[6-(2,5-dihydro-2,5-dioxo-1H-pyrol-1-yl)-1-oxohexyl]-L-valyl-N5-
(aminocarbonyl)-L-ornithyl]amino]phenyl]metoxy|carbonyl]-N-metyl-L-valyl-N-
[(1S,2R)-4-[(2S)-2-[(1R,2R)-3-[[(1R,2S)-2-hydroxy-1-metyl-2-phenyletyl]amino]-1-
metoxy-2-metyl-3-oxopropyl]-1-pyrolidinyl] -2-metoxy-1-[(1S)-1-metylpropyl]-4-
oxobutyl]-N-metyl-L-valinamit). DM1 1a din xuét cia chét e ché hat dng maytansin
trong khi MMAD, MMAE, va MMAF la dAn xuét auristatin. Theo mot sb phuong an,
géc dugc chit dugce chon tir nhém bao gém mc-MMAF va mc-Val-Cit-PABA-MMAE.

Theo mdt sb phuong 4n, gbc dugc chét 12 maytansinoid ho#c auristatin.

Khéang thé hodc manh c6 thé duoc lién hop hodc dung hop véi chét tri liéu, co
thé bao gdm chét danh ddu phét hién duoc ching han nhu chit danh du phong xa, chat
diéu bién mién dich, hormon, enzym, oligonucleotit, chét tri liéu va chin doan quang
hoat, chét gdy doc té bao, ma c6 thé 1a duoc chét hodc doc td, chit tdng cudng si€u am,
chit danh ddu khong phong xa, t6 hop cia chiing va cic chét khac da biét trong linh vuc
k¥ thuat.
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Khang thé c6 thé dugc danh déu phat hién dugc bing cach ghép nbi khang thé
nay véi hop chat phat quang héa hoc. Sy c¢6 mit cua polypeptit lién két khang nguyén
gén duoi chét phét quang hoa hoc sau d6 dugc x4c dinh béng cach phat hién su c6 mat
cta phat quang xuat hién trong qua trinh phan tmg hoéa hoc. Vi du vé hop chét danh diu
phat quang héa hoc dic biét hitu ich 1a luminol, isoluminol, theromatic acridini este,

imidazol, muoi acridini va oxalat este.

Khéng thé cling ¢6 thé dugc danh ddu phat hién dugc bang cach st dung kim loai
phat huynh quang chéng han nhw '*>Eu, hogc cc chat thuc déy lantanoit. Cac kim loai
nay c6 thé dugc gan véi khang thé bang cach st dung nhém tao chelat kim loai nhu axit
dietylentriaminpentaxetic (DTPA) hodc axit etylendiamintetraaxetic (EDTA). Céc k¥
thuét d& lién hop cac gbe voi khang thé 13 da biét, xem, vi du, Arnon et al., “Monoclonal
Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”, trong Monoclonal
Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld ez al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc.
(1985); Hellstrom et al., “Antibodies For Drug Delivery”, trong Controlled Drug
Delivery (2nd Ed.), Robinson et al., (eds.), Marcel Dekker, Inc., pp. 623- 53 (1987);
Thorpe, “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review”, trong
Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera ef al. (eds.),
pp. 475-506 (1985); “Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic
Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy”, trong Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), Academic Press pp. 303-16
(1985), va Thorpe et al., “The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin
Conjugates ”, Immunol. Rev. (52:119-58 (1982)).

Polynucleotit mé héa khdng thé va phwong phdp tao ra khdng thé

Sang ché con dé cap dén phan ti polynucleotit hogdc axit nucleic dugc phén lap
ma héa khéang thé, bién thé hoic din xuét cia chiing theo sang ché. Polynucleotit theo
sang ché c6 thé ma héa toan bd ving bién d6i chudi ning va nhe ctia polypeptit lién két
khang nguyén, bién thé hodc din xuét cia chung trén cling phan tir polynucleotit hodc
trén cdc phén tt polynucleotit riéng bigt. Ngoai ra, polynucleotit theo séng ché c6 thé
ma hoéa phan ctia ving bién dbi chudi ning va nhe ctia polypeptit lién két khang nguyén,
bién thé hodc din xuit cia chiing trén cliing phan tir polynucleotit hodc trén cac phén tir

polynucleotit riéng biét.
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Phuong phép tao ra khang thé 1a da biét r5 trong linh vire k§ thuat va dugc mo ta
trong ban mo td. Theo cdc phuong an cu thé, ca ving bién dbi va hing dinh cia
polypeptit lién két khang nguyén theo sang ché 1a cua ngudi day du. Khang thé cia
ngudi ddy du c6 thé dugc tao ra bang cach st dung céac k¥ thuat duge md ta trong linh
vuc k§ thuat va nhu dugc mé ta trong ban mé ta. Vi du, khang thé cta nguoi day du
khang khang nguyén cu thé cé thé duge tao ra bing cach dung khang nguyén cho dong
vét chuyén gen ma da duoc cai bién d8 tao ra khang thé nhu vay dé dap tng véi thach
thirc khang nguyén, nhung locus ndi sinh cta né da dugc bét hoat. K¥ thuat 1am vi du
c6 thé dugc sir dung dé tao ra khang thé nhu viy dugc mo ta trong céc patent US:
6,150,584; 6,458,592; 6,420,140 ma dugc dua vao ban mo ta béng cach vién dan toan
bo.

Phwong phdp diéu tri
Nhu duoc mo ta trong ban md ta, khang thé, bién thé, dan xuét hodc thé lién hop
khang thé-dugc chit theo sang ché c6 thé dugc st dung trong phwong phép diéu tri va

chin doédn nhét dinh.

Sang ché con dé cap dén liéu phap dua trén khang thé bao gdm budc dung khang
thé, manh, hodc thé lién hop khang thé-duge chit theo sang ché cho bénh nhan chéing
han nhu dong vat, dong vat c6 vu, va nguoi dé diéu tri mot hodc nhiéu r6i loan hoic tinh
trang bénh dugc md ta trong ban mo ta. Hop chét tri liéu theo sang ché bao gdbm, nhung
khong gi6i han &, khang thé theo sang ché (bao gdm bién thé va din xuét cta ching nhu
dugc mo ta trong ban md ta) va axit nucleic hodc polynucleotit ma hoa khang thé theo

sang ché (bao gdm bién thé va din xuat cua chiing nhu duge md ta trong ban mo ta).

Khang thé theo séng ché cling co thé duoc st dung dé diéu tri hodc (rc ché bénh
ung thu. Nhu duge dé cap & trén, claudin 18.2 ¢6 thé duge biéu hién qua mirc & té bao
khdi u, cu thé 12 khéi u da day, tuy, thuc quan, budng tring, va phdi. Viée e ché claudin

18.2 d3 th& hién 12 hiru ich trong viéc diéu trj khdi u.

Theo d6, theo mot sb phwong 4n, dé cap dén phuong phép diéu tri bénh ung thu
& bénh nhan cén diéu tri. Theo mot phwong 4n, phuong phép nay doi héi budce cho bénh
nhan dung lugng hitu hi¢u ctia khang thé, manh, hoic thé lién hgp khang thé-duoc chit
theo sang ché. Theo mét s6 phuong 4n, it nh4t mot trong sb cac té bao ung thu (vi dy, té

bao nén) & bénh nhéan biéu hién qua mutc claudin 18.2.
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Sang ché ciing dé cap dén liéu phap té bao, ching han nhu liéu phép té bao T thu
thé khang nguyén kham (chimeric antigen receptor - CAR). Té bao thich hop co thé
dugc st dung, duoc cho tiép xuc v6i khang thé khang claudin 18.2 theo sang ché (hoic
theo cach khac duge thiét ké dé bidu hién khang thé khang claudin 18.2 theo sang ché).
Luac tiép xtic hodc thiét ké nhu vay, té bao sau d6 c6 thé duge dua vao bénh nhan ung
thu can diéu tri. Bénh nhan ung thu c6 thé méc bénh ung thu thude cac loai nhu duge
bdc 10 trong ban mo ta. Té bao (vi du, té bao T) co thé, vi du, 1a lympho bao T tham
nhiém khéi u, t& bao T CD4+, té bao T CD8+, hodc td hop ciia ching, ma khong gi6i

han & d6.

Theo mot sb phuong an, té bao dugc phén 14p tir chinh bénh nhén ung thu do.
Theo mot sé phuong 4n, t€ bao dugc cung cép bdi ngudi cho hodc tir ngan hang té bao.
Khi té bao dugc phan l4p tir bénh nhan ung thu, phan img mién dich khong mong mudn

¢6 thé duoc giam thiéu.

Vi du khong giéi han vé bénh ung thu bao gdm bénh ung thur bang quang, bénh
ung thu vu, bénh ung thu rudt két-tryc trang, bénh ung thu mang trong tir cung, bénh
ung thu thuc quan, bénh ung thu dau va cd, bénh ung thu than, bénh bach cau, bénh ung
thu gan, bénh ung thu phdi, bénh u lympho, u héc séc td, bénh ung thu tuy, bénh ung
thu tuyén tién liét, va bénh ung thu tuyén giap. Theo mot sd phuong 4n, bénh ung thu 1a

mot hodc nhiéu bénh trong s6 bénh ung thu da day, tuy, thuc quén, buéng tring, va phéi.

Céc bénh hodc tinh trang bénh khéc lién quan dén su ting kha nang séng sot cia
té bao, ma c6 thé duoc diéu tri, ngéan ngua, chin doan va/hoic tién luong béng khang
thé hodc bién thé, hodc din xuét cta ching theo sang ché bao gdbm, nhung khong gi¢i
han &, sy tién trién, va/hodc di cin 4c tinh va cac 161 loan lién quan chang han nhur bénh
bach cdu (bao gdbm bénh bach cu cép tinh (vi du, bénh bach cdu lympho bao cép tinh,
bénh bach cdu tuy bao cip tinh (bao gdm nguyén tiy bao, tién tay bao, tiy don nhan,
don nhan, va tang sinh nguyén hdng cau nguyén tiy bao)) va bénh bach cau man tinh
(vi du, bénh bach cau tiy bao (bach ciu hat) man tinh va bénh bach ciu lympho bao
man tinh)), bénh tang héng ciu vo cin, bénh u lympho (vi dyu, bénh Hodgkin va bénh
khong Hodgkin), bénh da u tiy, macroglobulin huyét Waldenstrom, bénh chudi ning,
va khdi u rén bao gém, nhung khéng gidi han &, sacom va caxinom chéng han nhu
sacom soi, sacom niém, sacom md, sacom sun, sacom sinh xuong, u nguyén séng,
sacom mach, sacom ndi mod, sacom bach huyét, sacom noi :mc”) bach huyét, u mang hoat
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dich, u trung biéu mo, khdiu Ewing, sacom co tron, sacom co van, sacom rudt két, bénh
ung thu tuy, bénh ung thu vii, bénh ung thu buéng triing, bénh ung thu tuyén tién liét,
caxinom té bao vay, caxinom té bao nén, ung thu tuyén, caxinom tuyén md hoi, caxinom
tuyén b nhon, caxinom thé nhu, ung thu tuyén thé nhu, caxinom u tuyén, caxinom dang
tiy, caxinom bét dau tir phé quan, caxinom té bao than, bénh u gan, caxinom 6ng mat,
ung thu rau, u tinh seminom, caxinom phdi, khdi u Wilm, bénh ung thu b tir cung, khdi
u tinh hoan, caxinom phéi, caxinom té bao nhd, caxinom bang quang, caxinom biéu mo,
bénh u thin kinh dém, bénh u té bao hinh sao, bénh u nguyén tiy bao, u so hiu, u té bao
mang ndo thit, u tuyén ting, u nguyén bao mach mau, bénh ung thu day than kinh thinh
giac, bénh u than kinh dém it nhanh, u mang ndo, u héc séc t, u nguyén bao than kinh

va u nguyén bao vdong mac.

Liéu luong va phac dd diéu tri cu thé d6i v6i bénh nhan cu thé bat ky s€ phu thude
vao nhidu yéu t, bao gdm khang thé cu thé, bién thé hodc dan xuét ciia ching duoc st
dung, tudi cua bénh nhan, trong lugng co thé, tinh trang stc khde chung, gidi tinh, va
ché do an, va thoi gian dung, tdc d6 bai tiét, két hop thudc, va muc do nang cua bénh cu
thé can diéu tri. Viéc diu chinh cac yéu td nay boi ngudi chim séc y té ndm trong hiu
biét trung binh trong linh virc k¥ thuat. Lugng con phu thudc vao bénh nhan cu thé can
diéu tri, duong dung, dang bao ché, dac diém cua hop chét duoc st dung, muc dd ndng
ctia bénh, va tdc dung mong mudn. Luong dugce st dung ¢ thé dugc xac dinh béng cac

nguyén ly dugc hoc va duge dong hoc da biét r6 trong linh vuc k¥ thut.

Phuong phap dung khang thé, manh, hodc thé lién hop khang thé-duoc chit bao
gdm, nhung khong giéi han &, dudng dung trong da, trong co, trong mang bung, trong
tinh mach, dudi da, trong miii, ngoai mang cung, va qua duong miéng. Polypeptit lién
két khang nguyén hodc ché pham c6 thé dugc ding bing dudng dung thich hop bat ky,
vi du bing c4ch tiém truyén hodc tiém vién liéu 16n, bang cach hép thu qua mang biéu
mod hoac c6 da-mang nhéy (vi du, niém mac miéng, va niém mac rudt va rudt théng,
v.v.) va cé thé duoc dung cung v6i chét ¢6 hoat tinh sinh hoc khac. Do d6, dugc phém
chira polypeptit lién két khang nguyén theo sdng ché c6 thé duoc dung qua dudng miéng,
qua rudt thing, ngoai dudng tiéu hoa, trong bé, trong 4m dao, trong mang bung, tai chd
(bang bot, thube md, thube nhéd giot hogc miéng dan qua da), dudong miéng, hoic dudi

dang phun qua duong miéng hodc mii.
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Thuat ngit “ngoai duong tiéu hoa” nhu duge stir dung trong ban mod ta chi phuong
thirc ding bao gdm tiém va tiém truyén trong tinh mach, trong co, trong mang bung,

trong xuong trc, dudi da va trong khép.

Viéc ding c6 thé ding toan than hosc khu tri. Ngoai ra, mong mudn 1 dua khang
th8 theo sang ché vao hé than kinh trung vong bing duong ding thich hop bat ky, bao
gdm tiém trong ndo that va trong vo; tiém trong ndo that c6 thé duge hd tro boi dng
thong dudng tiéu trong nio that, vi du, dugc gin v6i ngudn lwu tri, ching han nhu ngudn
luu trit Ommaya. Ciing c6 thé dung qua phdi, vi dy, bang cach sir dung thiét bi x6ng hit

hodc thiét bi khi dung, va dang bao ché v6i tao chat khi dung.

C6 thé mong mudn dung polypeptit lién két khang nguyén hoic ché phim theo
sang ché theo cach khu tri vao ving can didu tri; viéc nay c6 thé dat duoc bang cach, vi
du, va khong gidéi han ¢, tiém truyén khu trt trong khi ph?lu thuat, dung tai chd, vi du,
két hop voi bang bo vét thuong sau khi phau thust, bang cach tiém, bang cach ding ng
thong dudng tiéu, bing cach ding thudc dan, hodc bang cach cdy ghép, vat ciy ghép
nay c6 thé 1a vat liéu xbp, khong xdp, hoic gelatin, bao gdm mang chang han nhu mang
hoic soi sialastic. Tt hon 14, khi ding protein, bao gbm khang thé, theo sang ché, can

cén than trong viéc st dung vat li¢u ma protein khong hép thu duoc.

Luogng khang thé, manh, hoic thé lién hop khéng thé-dugc chét theo séng ché ¢o
hiéu qua trong viéc diéu tri, tc ché va ngan nglra bénh, r6i loan hodc tinh trang bénh
viém, mién dich hodc 4c tinh c6 thé dugc xac dinh b%mg cac k¥ thudt 1am sang tiéu chuén.
Ngoai ra, thtr nghi€ém in vitro c6 thé tuy y dwoc ding dé gitp x4c dinh khoéng lidu lugng
t6i wu. Lidu chinh x4c can ding trong bao ché ciing s& phu thudc vao dudong dung, va do
nghiém trong cta bénh, r6i loan hodc tinh trang bénh, va nén dugc quyét dinh theo danh
gia cia bac s§ va tinh trang ctia mdi bénh nhén. Liéu hitu hiéu c6 thé duge ngoai suy tir
dudng cong liéu-dap tmg thu dugc tir hé thit nghiém mod hinh dong vat hodc hé thir

nghiém in vitro.

La d& xuét chung, lidu lwong khang thé, manh, hosc thé lién hop khang thé-dugc
chét theo sang ché duogc ding cho bénh nhan thudng nam trong khoang tir 0,1 mg/kg
dén 100 mg/kg trong lugng co thé cta bénh nhén, tr 0,1 mg/kg dén 20 mg/kg trong
lwong co thé cia bénh nhan, hodc tr 1 mg/kg dén 10 mg/kg trong luong co thé ctia bénh

nhan. Thong thuong, khang thé ctia nguoi c6 thoi gian béan hity trong co thé nguoi dai
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hon so v6i khang thé tir loai khac do dép tmg mién dich di v6i polypeptit ngoai lai. Do
do, thuong c6 thé ding lidu thdp hon khéng thé ctia ngudi va ding it thuong xuyén hon.
Ngoai ra, lidu lugng va tin sudt ding khang thé theo séng ché c6 thé dugc giam di bang
cach tang cudng sy hap thu va tham nhap m6 (vi du, vao trong néo) ctia khang thé bang

cac cai bién chang han nhu, vi du, lipit hoa.

Theo mot phuong 4n khac, ché phim theo sang ché duogc ding két hop véi
xytokin. Xytokin c6 thé duoc dung véi ché phdm theo séng ché bao gdm, nhung khong
gi¢i han ¢, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, khang CD40,
CD40L, va TNF-a..

Theo céc phuong an khéc, ché phim theo sang ché dugc ding két hop véi phac

dd diéu tri hodc phong ngtra khéc, chéng han nhu, vi du, xa tri.

Ché phdm

Sang ché con dé cap dén duogc phdm. Ché phidm nay chtra lugng hitu hiéu cta
khang thé, manh, hoic thé lién hop khang thé-duoc chét, va chét mang chép nhan duoc.
Theo mdt s& phuong 4n, ché pham nay con bao gbm chét chéng ung thu thit hai (vi dy,

chat &rc ché diém ki€m soat mién dich).

Theo mdt phuong an cu thé, thuat ngit “duoc dung” c6 nghia la dd duoc phé
chuén boi co quan quan ly cta lién bang hodc chinh phu qudc gia hoic duge liét ké trong
dugc dién My hodc dugce dién thuong dung khac dé su dung & dong vat, va cu thé hon
la & nguoi. Ngoai ra, “chét mang dugc dung” thuong la chét don, chét pha lodng, vt
lidu két nang hodc chét phu trg bao ché thuoc loai bét ky dang rin, ban ran hodc 16ng,

khong ddc.

Thudt ngit “cht mang” chi chét pha lodng, chét bd tro, ta dugc, hodc chét dan
thudc ma chét didu tri duge dung cing. Chat mang duge ndy c6 thé 1a chit 1ong vo tring,
chéng han nhu nudc va dau, bao gém diu mo, dau dong vat, dau thuc vat hoic ¢ nguén
géc téng hop, chéng han nhu dau lac, ddu dau nanh, dau khoang, dau vung hodc tuong
tu. Nudc 1a chat mang wu tién khi dugc phdm dugc ding trong tinh mach. Dung dich
nude mudi va dung dich dextroza va glyxerol trong nudc cling cd thé dugc ding lam
chét mang dang long, cu thé 1a dung dich tiém dugc. T4 dugc dugce ly thich hop bao
gém tinh bot, glucoza, lactoza, sucroza, gelatin, mach nha, gao, bot mi, da phén, silica
gel, natri stearat, glyxerol monostearat, talc, natri clorua, sita tich béo dang kho,
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glyxerol, propylen, glycol, nuéc, etanol va chit twong tw. Ché pham, néu mudn, ciing c6
thé chira luong nhd chét 1am w6t hodc chét nhii héa, chat dém pH ching han nhu axetat,
xitrat hodc phosphat. Chit khang khuin chang han nhu rugu benzylic hoic metyl
paraben; chit chdng oxy héa ching han nhu axit ascorbic hodc natri bisulfit; chit tao
chelat ching han nhu axit etylendiamintetraaxetic; va chét diéu chinh tinh trrong chéng
han nhu natri clorua hodc dextroza cling dugce du kién. Ché phém nay co thé & dang
dung dich, hén dich, nhii tuong, vién nén, vién tron, vién nang, bot, dang bao ché giai
phéng kéo dai va dang twong tu. Ché phdm c6 thé duge bao ché duéi dang thude dan,
v6i chét két dinh va chit mang truyén thdng ching han nhu triglyxerit. Dang bao ché
qua dudng miéng c6 thé bao gdm chat mang tidu chun ching han nhu loai dung cho
dugc phém nhu manitol, lactoza, tinh bt, magie stearat, natri sacarin, xenluloza, magie
cacbonat, v.v.. Vi du vé& chdt mang dugc thich hop dwgc mé ta trong Remington's
Pharmaceutical Sciences boi E. W. Martin, dugc dua vao ban mo ta b::ing cach vién dan.
Ché pham nay chira luong c6 hiéu qua diéu trj ctia polypeptit lién két khang nguyén, ot
hon 12 & dang tinh ché, cing véi lwong chat mang thich hop dé tao ra dang dung thich
hop cho bénh nhan. Dang bao ché nén phu hop véi cach thire ding. Ché phdm ding
ngoai dudng tiéu hoa ¢ thé kém theo dng thudc tiém, xy lanh dung mot 1an hoic lo

nhiéu lidu lam tir thiy tinh hodc nhya.

Theo mdt phuong 4n, ché phim duoc bao ché theo quy trinh thudng quy dudi
dang dugc phdm thich hop cho viéc dung trong tinh mach cho ngudi. Thong thuong,
ché phdm dé dung trong tinh mach 1a dung dich trong dém chira nuéc dang truong vo
tring. Khi can thiét, ché pham ciing c6 thé bao gdm chét 1am én dinh va thubc gay mé
khu tra ching han nhu lignocain dé 1am giam dau & vi trf tiém. Thong thuong, cac thanh
phan duoc cung cip hoic tach riéng hodc dugc két hop cling nhau trong dang liéu don
vi, vi du, duéi dang bot dong kho dang khd hodc chat c6 khong chira nudc trong vt
chira duoc dong kin ching han nhu dng thubc tiém hodc thude bot déng goi chi 18 lwong
chit hoat tinh. Khi ché phdm dugc ding bang cach tiém truyén, né c6 thé dwgc phan
phdi trong chai tiém truyén chira nuéc hogc nude mudi loai duge 1y vo tring. Khi ché
phim dugc ding bang cach tiém, 6ng thube chira nude vo tring dé tiém hodc nude mudi

c6 thé duge cung cip dé cho cac thanh phan c6 thé duoc tron trude khi dung.

Hop chét theo sang ché c6 thé dugc bao ché dudi dang trung tinh hodc mudbi.

Muoi duge dung bao gom cdc mudi dugce tao thanh véi anion chang han nhu anion c6
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nguodn gdc tir axit clohydric, phosphoric, axetic, oxalic, tartaric, v.v., va cdc mudi dugc
tao thanh véi cation chang han nhu cation c6 nguon goc tir natri, kali, amoni, canxi, sat

(IIT) hydroxit, isopropylamin, trietylamin, 2-etylamino etanol, histidin, procain, v.v..
Vi du thire hién sang ché

Vi du 1: Tao ra khang thé don dong ctia chudt khang claudin 18 thé dong dang 2 (CLD
18A2) cta nguoi

a. Gdy mién dich:

Chudt nhat Balb/c va C57/BL6 duge gay mién dich béng vecto biéu hién nhan
thuc, ma hoa manh claudin 18.2 (CLD 18A2) cua nguoi. 50 ug ADN plasmit dugc tiém
vao co bdn diu dui (trong co) vao ngay 1 va 10. Sy c6 mit cta khéng thé hudng dén
khang CLD 18A2 cia ngudi trong huyét thanh cta chudt nhit dugc theo doi vao ngay
20 bang k¥ thuat dém té bao dong chay, sir dung té bao HEK293 dugc chuyén nhiém
tam thoi axit nucleic ma hoa CLD 18A2 ctia nguoi. Chudt nhit c6 dap tmg mién dich
c6 thé phat hién duoc (FIG. 1) dugc tiém thém ba va hai ngay trude khi dung hop bing
cach tiém trong mang bung 5 x 107 t& bao HEK293 duogc chuyén nhiém tam thoi axit

nucleic ma héa CLD 18A2 cia nguoi.
b. Tao ra té béo lai san sinh khédng thé don dong ctia ngueoi khdng CLDI18A2:

Té bao lach cua chudt nhit dwoc phéan 1ap va dung hop bang PEG v&i dong té bao
u tiy chudt nhét dva trén quy trinh tiéu chuén. Té bao lai tao thanh sau d6 dwgc sang loc
dé tao ra globulin mién dich c6 tinh ddc hiéu véi CLD 18A2 béng cach st dung té bao
HEK?293 duoc chuyén nhiém axit nucleic ma héa CLD18 cta ngudi bang k¥ thuat
ELISA té bao.

Huyén phu té bao don cia lympho bao lach tir chudt nhat da gdy mién dich dugc
dung hop vdi té bao u tiy cta chudt nhat khong tiét P3X63Ag8U.1 (ATCC, CRL 1597)
theo ty 1€ 2:1 nho st dung PEG 50% (Roche Diagnostics, CRL 738641). Té bao duoc
gieo & xAp xi 3 x 10%/giéng trong dia vi thé day phang, sau d6 1 khoang hai tuan trong
moi treong nudi cdy chon loc chira 10% huyét thanh thai bod, 2% thanh phan bd sung
dung hop té bao lai va tach dong (HFCS, Roche Diagnostics, CRL 1 363 735) thém
HEPES 10 mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, gentamyxin 50 ug/mL va HAT 1x
(Sigma, CRL H0262). Sau 10 dén 14 ngay, cac giéng riéng biét duoc sang loc bang k§
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thudt ELISA té bao dbi véi khang thé don dong khang CLD 18A2 (FIG. 2). T¢é bao lai
tiét khang thé dugc gieo lai, sing loc mot 14n nita v6i HEK293 biéu hién CLD 18A2
hoic CLD 18A1 bang k¥ thuat FACS va, néu van dwong tinh d6i véi CLD18A2 va 4m
tinh déi véi CLD18A1, dugc tach dong phu bing cich pha loding gi6i han. Cac dong
phu on dinh sau d6 dugc nudi cdy in vitro dé tao ra lugng nhé khang thé trong mdi
trudng nudi cy mo dé x4c dinh dic diém. It nhit mot dong tir mdi té bao lai, ma git lai
dugc d0 phan ing cua té bao géc (bang k¥ thuat FACS), duoc chon. Ba lo té bao luu trit
duoc tao ra cho mdi dong va luu trit trong nito 1ong.

¢. Chon khdng thé don dong lién két véi CLD 1842 khong lién két véi CLDISAI:

Dé x4c dinh isotyp cta khang thé, ky thuat ELISA isotyp dugc thyc hién. Kit
monoAB ID chudt nhét (Zymed, CRL 90-6550) dugc st dung dé xéac dinh 16p phu Ig
clia khang thé don dong phan (ing v6i CLD18A2 da nhan dién. 32 dong té bao lai duoc
tao ra: 64G11B4, 65G8BS8, 56E8F10F4, 54A2C4, 44F6B11, 15C2B7, 20F1E10,
72C1B6A3, 58G2C2, 101C4F12, 103A10B2, 40CI10E3, 78E8G9G6, 4F11E2,
10G7G11, 12F1F4, 78C10B6G4, 119G11D9, 113G12ESE6, 116A8B7, 105F7G12,
84E9E12, 103F4D4, 110C12B6, 85H12ES, 103H2B4, 103F6D3, 113E12F7, 120B7B2,
111B12D11, 111E7E2, va 100F4G12, chi tiét hon duge thé hién dudi day:

64G11B4, khang thé IgG1, « don dong ctia chudt nht
65G8B8, khang thé IgG1, k don dong ctia chudt nhét
S6E8F10F4, khang thé IgG1, k don dong cua chudt nhit
54A2C4, khang thé IgG1, « don dong ctia chudt nht
44F6B11, khang th8 IgG1, « don dong clia chudt nhat
15C2B7, khang thé IgG1, k don dong ctia chudt nhat
20F1E10, khang thé IgG1, k don dong ctia chudt nhét
72C1B6A3, khang thé IgG1, k don dong ciia chudt nhat
58G2C2, khéang thé IgG2a, k don dong cia chudt nhét
101C4F 12, khang thé IgG2b, k don dong clia chudt nhat
103A10B2, khang thé IgG2b, « don dong cia chudt nht

40C10E3, khang thé IgG1, A don dong clia chudt nhat
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78E8GIG6, khang thé IgG1, k don dong ciia chudt nhit
4F11E2, khang thé IgG1, « don dong clia chudt nhit
10G7G11, khéng thé IgG1, « don dong clia chudt nhat
12F1F4, khang thé IgG1, « don dong cta chudt nht
78C10B6G4, khang thé IgG1, k don dong ctia chudt nhit
119G11D9, khéng thé IgG1, k don dong ctia chudt nhat
113G12E5E6, khang thé IgG1, k don dong ciia chudt nhat
116A8B7, khang thé IgG1, « don dong ctia chudt nhit
105F7G12, khang thé IgG1, x don dong cta chudt nhét
84E9E12, khang thé IgG1, k don dong cua chudt nhét
103F4D4, khéng thé IgG1, « don dong ctia chudt nhat
110C12B6, khang thé IgG1, k don dong ctia chudt nhit
85H12E8, khang thé IgG1, k don dong ctia chudt nhat
103H2B4, khang thé IgG1, k don dong ctia chudt nht
103F6D3, khang thé IgG1, k don dong ctia chudt nhit
113E12F7, khéng thé IgG2a, k don dong cta chudt nhat
120B7B2, khang thé 1gG2a, x don dong cta chudt nhit
111B12D11, khang thé IgG2a, k don dong ctia chudt nhat
111E7E2, khang thé IgG2a, « don dong clia chudt nht

100F4G12, khang thé IgG3, k don dong clia chudt nhit.

Vi du 2. Giai trinh tu t& bao lai

Té& bao lai (1x107) duogc thu gom va ARN tdng sd duoc tach chiét bang cach st

dung chit phan tmg Tri Reagent nhu dugc md ta & trén d6i v6i mo lach. cADN duoc

tao ra bang cach str dung kit SuperScript III theo hudng dan cua nha san xut, dugc md

ta ¢ trén. San phém cADN tao thanh dugc st dung lam khudn cho PCR véi doan mdi

VhRevU va VhForU, san phdm PCR 300 bp tao thanh dugec rira sach bang cach sir dung

kit rira sach PCR va dugc giai trinh ty véi cung doan mdi. San phdm PCR ciing duge
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thue hién v&i doan mdi dic hiéu ving V chudi nhe VkRev7 va VkFor (d6i v6i chi ving
bién d6i) hodc doan mdi KappaFor (ddi v6i toan b chudi nhe kapa). Phan Gng giai trinh
tu duoc thuc hién ddi voi san phém PCR di lam sach dé thu duoc trinh tw ADN cho céc
khang thé, 64G11B4, 65G8B8, 56E8F10F4, 54A2C4, 44F6B11, 15C2B7, 20F1E10,
72C1B6A3, 58G2C2, 101C4F12, 103A10B2, 40C10E3, 78E8G9G6, 4FI11E2,
10G7G11, 12F1F4, 78C10B6G4, 119G11D9, 113G12ESE6, 116A8B7, 105F7G12,
84E9E12, 103F4D4, 110C12B6, 85H12E8, 103H2B4, 103F6D3, 113E12F7, 120B7B2,
111B12D11, 111E7E2, va 100F4G12. Trinh ty ving bién ddi (VH va VL) cta chung
duge thé hién trong Bang 1 dudi day.

Bang 1. Trinh ty ving bién déi ciia khéng thé

Chudi Trinh tu SE
khang thé Q
ID
NO
Chudi nhe
64G11B4 | DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMNCKSSQSLLNSGNQRNYLT | 117
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQADDLAV
YYCQNDYFY
PFTFGAGTNLELK
65G8B8 | DIMMTQSPSSLTVTTGEKVTLTCKSSQSLLNSGNLKNYLT | 118
WYQQKPGHPP
KLLIYWASTRESGVPVRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLTV
YYCQNVYIY
PFTFGSGTKLEMR

S6E8F10 | DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLT | 119
F4 WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTYFTLTISSVQAADLAV
YYCQNDYYF

PFTFGSGTKLEIK

54A2C4 | DTVMTQFPSSLSVSAGEKVTMSCKSSQSLLNGGNQKNYL | 120
AWYQQKPGQPP
KLLIYGASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNDLYY

PWTFGGGTKLEFK

44F6B11 | DIVMTQSPSSLTVTAGEKVIMSCKSNQSLLNSGNQKKYLT | 121
WYQQKPGQSP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSESGTDFTLTISSVRAEDLAV
YYCQNGYSY
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PFTFGSGTKLEMK

15C2B7

DIVMTQSPSSLTVTAGGKVTVSCKSSQSLLNSGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQTEDLAV
YYCQNNYYF

PLTFGAGTKLELK

122

20F1E10

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLFNSGNQRNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFILTITKVQAEDLAV
YYCQNVYSY

PLTFGAGTKLELK

123

72C1B6A
3

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLT
WYQQRPGQPP
KLLIYRASSRESGVPVRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCONDYIY

PYTFGGGTKLEMN

124

58G2C2

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
TLLIFWAFTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTINSVQAEDLAV
YYCQONSYSY

PFTFGSGTKLEIK

125

101C4F1
2

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQRNYLT
WYQQKPGQPP
RLLIYWSSTRDSGVPDRFTGSGSRTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNNFIY

PLTFGAGTKLELK

126

103B2

DIVMTQSPSSLTVTPGEKVTMSCRSSMSLFNSGNQKSYLS
WYHQKPGQPP
KLLIYWASTRDSGVPVRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCHNDYIY

PLTFGAGTKLELK

127

78E8GIG
6

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMNCRSIQSLLNSGNQKNYLS
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTIRSVLDEDLAV
YYCONSYSY

PFTFGSGTKLEMK

128

4F11E2

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTLTCRSSQSLLNSGNRKNYLT
WYQQIPGQPP

KLLIY WASTRESGVPDRFTGSGSGTYFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNAYSY

PFTFGSGTKLEKK

129

10G7Gl11

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMTCKSSQSLFNSGNQRNYLT
WYQRKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTYFTLTVSSVQAEDLA
VYYCQNAYYF

130
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PFTFGSGTKLEKK

12F1F4

DIVMTQSPSSLTVTARERVSMTCKSSQSLFNSGNQRNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWSSTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAIY
FCQNNYYY

PFTFGSGTKLEIK

131

78C10B6
G4

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLT
WYQQRPGQPP
KLLIYRASSRESGVPVRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNDYLY

PYTFGGGTKLEMN

124

119G11D
9

DIVMTQSPSSLTVTAGERVTMRCRSTQSLFNSGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGGGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNAYYY

PLTFGAGTKLERK

132

113G12E
5E6

DIVMTQSPSSLTVTAGERVTMSCKPSQSLLNSGNQKNYLA
WYQQKPGQPP
KLLLYWASTRESGVPDRFKGSGSGTDFTLTISSVQAEDLA
VYYCQNAYFY

PCTFGGGTKLEMK

133

116A8B7

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMRCRSTQSLFNSGNQRNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNAYYY

PLTFGVGTKLERK

134

105F7G1
2

DIVMTQSPSSLTVTAGERVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLA
WYQQKPGQPP
KLLLYWASTRESGVPDRFKGSGSGTDFTLTISSVQAEDLA
VYYCQNAYFY

PCTFGGGTKLEMK

135

84E9E12

DIVMTQSPSSLTVTTGEKVTMSCKSSQSVFNSGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLVYWASTRESGVPARFTGSGSGTVFTLTISSVQAEDLA
VYYCQNDYYF

PLTFGAGTRLELK

136

103F4D4

DIVMTQSPSSQTVTAGEKVTLSCRSSQSLLNGGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTYFTFTISSVQAEDLAV
YYCQNAYFY

PFTFGAGTKLELK

137

110C12B
6

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMRCRSTQSLFNSGNQRNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCONAYYY

134
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PLTFGVGTKLERK

85SH12E8

DIVMTQSPSSLTVTAGEK VTMNCKSSQSLLNSGNQRNYLS
WYQQEPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNIQAEDLAL
YFCQNAYFY

PFTFGSGTKLEIK

138

103H2B4

DILMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLT
WYQQKPGQSP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNNYFY

PLTFGVGTKLELK

139

103F6D3

DIVMTQSPSSQTVTAGEKVTLSCRSSQSLLNGGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTYFTFTISSVQAEDLAV
YYCQNAYFY

PFTFGAGTKLELK

137

113E12F7

DIVMTQSPSSLTVTTGEKVTMSCKSSQSLFNSGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTYFTLTISSVQAEDLAV
YYCONNYIY

PLAFGTGTKLELK

140

120B7B2

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLT
WYQQRPGQPP
KLLMYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSGQAEDLAI
YFCQNGYYF

PFTFGSGTKLETK

141

111B12D
11

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMRCRSSQSLFNSGNQRNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNNYIY

PLAFGAGTKLELK

142

111E7E2

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLFNSGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNNYIY

PLAFGAGTKLELK

143

100F4G1
2

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMRCKSTQSLLNSGNQRNYLT
WYQQKPGQSP
KLLIYWASTRESGVPERFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAV
YYCQNAYYY

PLTFGPGTKLERK

144

Chudi
nang
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64G11B4

QVQLHQSGTELVRPGTSVKVSCKASGYAFTNYLLEWVKQ
RPGQGLEWIGE
INPGNGGSNYNEKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSVD
SAVYFCARIY

YGNSFAYWGQGTLVTVSA

145

65G8B8

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTSYGVSWVRQPP
GKGLEWLGV
IWGDGNTIYHSALKSRLSISRDNSKRQVFLKVNSLQIDDTA
TYYCAKQGL

YGHAMDYWGQGTSVIVSS

146

56ERF10
F4

DVQLVESGGGLVQPGGSRKLSCTASGFTFNSFGMNWVRQ
APEKGLEWVAF
ISGGSNTIHYLDTVKGRFTISRDNPKNTLFLQMTSLRSEDT
AMYYCTRLA

LGNAMDYWGQGTSVIVSS

147

54A2C4

EVQHVETGGGLVQPKGSLKLSCAASGFTFNTNAMNWYVRQ
APGKGLEWVAR
IRSKSNNYATYYADSVKDRFTISRDDSQSMLY VQMNNLKT
EDTAMYYCVS

GAYYGNSKAFDYWGQGTLVTVSA

148

54A2C4°

QVQLHQSGTELVRPGTSVKVSCKASGYAFINYLLEWVKQ
RPGQGLEWIGE
INPGNGGSNYNEKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSVD
SAVYFCARIY

YGNSFAYWGQGTLVTVSA

145

54A2C4”

QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFPTYSIHWLKQ
GPGQGLEWIGY
INPSTIYTNYNQKFKYKATLTADKSSSTAYIQLSSLTSDDSA
VYYCAREG

YGRGNAMDYWGQGTSVTVSS

149

44F6B11

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSNYGMSWVRQ
TPDKRLEWVAT
FSYGDSHNYYSDSVKGRFTISRDIAKDALYLQMSSLRSEDT
AIYYCARFG

RGNTMDYWGQGTSVTVSL

150

15C2B7

QIQLVQSGPELRKPGETVKISCKASGYTFINYGMNWVKQ
APGKGLKWMAW
INANTGEPTYAEEFKGRFAFSLETSARSAYLQINSLKNEDT
ATYFCARLT

RGNSFDYWGQGTTLTVSS

151

20F1E10

QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTKYGMNWVRQ
APGKGLKWMGW
ISTNTGEPTYAEEFKGRFAFSLETSASTAFLQINNLKNEDTA
TYFCARLV

RGNSFDFWGQGITLTVSS

152
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72C1B6A
3

QVQLQQSGGELVKPGASVKMSCKAFGYTFTTYPIEWMKQ
NHGKSLEWIGN
FHPYNDDTKYNEKFKGKAKLTVEKSSSTVYLEVSRLTSDD
SAVYYCARRA

YGYPYAMDYWGQGTSVTVSS

153

58G2C2

QVHLQQSGAEVVRPGTSVKVSCKASGYAFTNYLIEWIKKR
PGQGLEWVGV
INPGRSGTNYNEKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSDD
SAVYFCARTR

YGGNAMDYWGQGTSVTVSS

154

101C4F1
2

QVQLKESGPGQVAPSQSLSIACTVSGFSLSSYGVHWVRQP
PGKGLEWLGV
IWAGGSTNYDSALMSRLTISKDNSRTRVFLKMNSLQTDDT
AIYYCARSLY

GNSLDSWGPGTTLTVSS

155

103B2

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGLSLTSFGVHWIRQPP
GKGLEWLGV
IWAGGSTNYNSALMSRLSISKDNSKSQVYLKMHSLQTDDT
AMYYCARSLY

GNSFDYWGQGTALTVSS

156

40C10E3

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLSSYGVNWVRQPP
GKGLEWLAA
IRSDGIITYNSVLKSRLRISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTA
MFYCARWEFR

GNVLDYWGQGTSVTVSS

157

78E8GIG
6

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLISYGVHWVRQPP
GKGLEWLGV
IWAGGRTNYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTYDT
AMYYCARDRY

GGNSLDYWGQGTSVTVSS

158

4F11E2

DVQLVESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTFSTFGMHWVRQ
APEKGLEWVAY
ITSGNSPIYFTDTVKGRFTISRDNPKNTLFLQMTSLGSEDTA
VYYCARSS

YYGNSMDYWGQGTSVTVSS

159

10G7G11

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTISGFSLNTYGVHWVRQPP
GKGLEWLVV
MLSDGNTVYNSSLKSRLSLTKDNSKSQLLLKMNSLQTDDT
AIYYCARHKA

YGNAMDYWGQGTSVTVSS

160

12F1F4

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLINYGVSWVRQPP
GKGLEWLGV
IWGDGNTNYQSALRSRLSIRKDTSKSQVFLKLNSVHTDGT
ATYYCAKVGR

GNAMDHWGQGISVIVSS

161
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78C10B6
G4

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLINYGVSWVRQPP
GKGLEWLGV
IRGDGNTNYQSALRSRLSIRKDTSKSQVFLKLNSVHTDGTA
TYYCAKVGR

GNAMDHWGQGISVIVSS

162

119G11D
9

EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTGFLMHWVKQ
KPGQGLEWIGY
INPYNDGTKYSEKFKGKATLTSDKSSSTAFMELSSLTSDDS
AVYYCARLD

YGNAMDYWGQGTSVTVSS

163

113G12E
5E6

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSDFSLTKYGVHWFRQSP
GKGLEWLGV
IWTGGNTDYNPALIPRLSFRKDNSKSQVFFKMNSLQSSDT
AVYYCARNGY

YGNAMDYWGQGTSVTVSS

164

116A8B7

EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKSSGYTFTGFLMHWVKQ
KPGQGLEWIGY
INPYNDGTKYSEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSDDS
AVYYCGRLD

YGNAMDYWGQGTSVTVSS

165

105F7Gl1
2

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSDFSLTKYGVHWFRQSP
GKGLEWLGV
IWTGGNTDYNPALIPRLSFRKDNSKSQVFFKMNSLQSSDT
AVYYCARNGY

YGNAMDYWGQGTSVTVSS

164

84E9E12

DVQLQESGPGLVKPSQSLSLSCSVTGYSITSGYFWTWFRQF
PGNKLEWMG
YISYDGSNNYNPSLKNRISITRDTSKNQFFLKLNSVITEDTA
TYYCASFR

FFAYWGQGTLVTVSA

166

103F4D4

QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFPTYSIHWLKQ
GPGQGLEWIGY

INPSTIY TNYNQKFK YKATLTADKSSSTAYIQLSSLTSDDSA
VYYCAREG

YGRGNAMDYWGQGTSVTVSS

149

110C12B
6

EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKSSGYTFTGFLMHWVKQ
KPGQGLEWIGY
INPYNDGTKYSEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSDDS
AVYYCGRLD

YGNAMDYWGQGTSVTVSS

165

85H12E8

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLSNYGVSWVRQPP
GKGLEWLGV
IWAGGNTNYNSALMSRLRISKDNSKSQVFLKMNSLQTDD
TARYYCARHGY

GKGNAMDNWGQGTSVTVSS

167
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103H2B4

QVQLQQPGAEPVKPGASVKLSCKASGYSFINFLTHWVRQ
RPGQGLEWIGE
INPTNGRTYYNEKFKRKATLTVDKSSTTVYMQLSNLTPED
SAVFYCARIY

YGNSMDYWGQGTLVTVSA

168

103F6D3

QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFPTYSIHWLKQ
GPGQGLEWIGY
INPNTIYTNYNQKFKYKTTLTADKSSSTAYIQLSSLTSDDSA
VYYCAREG

YGRGNAMDYWGQGTSVTVSS

169

113E12F7

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVTGFSLSSYGVHWVRQPP
GKGLEWLGV
IWAGGSTNYDSALMSRLSISKDRSKSQVFLKMTSLQTDDT
AMYYCARSLY

GNSFDHWGQGTTLTVSS

170

120B7B2

EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTGYIIQWMKQ
KPGLGLEWIGF
INPYNDGTKYNEQFKGKATLTSDKSSNAAYMELSSLTSED
SAVYYCARAY

FGNSFAYWGQGTLVTVSA

171

111B12D
11

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTSYGVHWVRQPP
GKGLEWLGV
IWAGGSTNYDSTLMSRLSISKDRSKSQVFLKMTSLQTDDT
AMYYCARSLY

GNSFDHWGQGTTLTVSS

172

111E7E2

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTSYGAHWVRQPP
GKGLEWLGV
IWAGGSTNYDSALMSRLSISKDRSKSQVFLKMTSLQTDDT
AMYYCARSLY

GNSFDHWGQGTTLTVSS

173

100F4G1
2

EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTGFLMHWVKQ
KPGQGLEWIGY
INPYNDGTKYSERFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSDDS
AVYYCARLD

YGNAMDYWGQGTSVTVSS

174

Vi du 3. Tao ra va tinh ché khang thé don dong phén Gng véi CLD18A2

Dé tao ra luong mg khéng thé cho viéc xac dinh dic diém chiic ning, té bao lai

dugc gieo trong binh phan tng sinh hoc dya trén tham tach (CELLine CL1000, Integra,

Chur, CH) ¢ néng d6 2 x 10° té bao/mL. Dich ndi chtra khang thé dugc thu gom mot lan

mdi tudn. M3i khang thé don dong ciia chudt nhét dugc tinh ché bang céch sir dung

Melon Gel (Pierce, Rockford, USA) va duoc ¢d béng cach két tia amoni sulfat. Néng
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d6 khang thé va do tinh ché duge wdce tinh bang dién di gel natri dodexylsulphat va

nhudém coomassie.

Vi du 4. Su lién két ctia khang thé don dong ctia chudt phan tmg véi CLD18A2

Té bao MKN45 bidu hién qua mirc CLD18A2 dugc thu gom tir binh thét cb. 100
ul té bao & ndng d6 1x10° té bao/mL dugc 0 voi khang thé so cdp duge chi ra trén FIG.
3 theo dai pha lodng 3 1dn bit d4u tir 100 nM dén 0,003 nM trong 30 phut trén d4. Sau
khi dugc rira bing 200 pl dém FACS hai 1n, t& bao dugc  véi khang thé thi cip trong
30 phut trén d4. Té bao dugce rira bing 200 pl dém FACS hai 1an va chuyén vao éng BD
Falcon 5 mL va phan tich bang k¥ thuat FACS. Két qua cta nghién ctu thé hién ring
khang thé tinh ché cia chudt c6 thé lien két v6i té bao MKN45 duge chuyén nhiém
CLD18A2 ciia ngudi bang k¥ thuat dém té bao dong chay véi EC50 cao, so v6i khang

thé tham chiéu duong.

Vi du 5. Su lién két cua khang thé don dong cia chudt phan tng voi thé dot bién
CLDI18A2

Té bao SU620 biéu hién noi sinh CLD18A2 mang d6t bién M149L duoc thu gom
tir binh thét cb. 100 pl té bao & ndng do 1x106 t& bao/mL duge 1 véi khang thé so cép
dugc chi ra trén FIG. 4 theo dai pha lodng 3 lan bét du tir 100 nM dén 0,003 nM trong
30 phut trén d4. Sau khi dugc rira bang 200 pl dém FACS hai lan, t€ bao dugc o voi
khang thé thir cdp trong 30 phit trén dé. Té bao dugc rira bang 200 ul dém FACS hai
1an va chuyén vao dng BD Falcon 5 mL va phéan tich bang k¥ thuat FACS. Két qua ctia
nghién ctru thé hién rang khang thé tinh ché cua chuot c6 thé lién két vai té bao SU620
bidu hién ndi sinh CLD18A2 ciia ngudi mang dot bién M149L bing k§ thuat dém té bao
dong chay v6i EC50 cao, trong khi khéng thé tham chiéu thi khong (FIG. 4).

Vi du 6. Su lién két cua khang thé don dong ctia chudt phan tng véi CLD18A2 cua
chudt nhit va cyno

D& danh gia tinh phan g chéo clia cac khang thé nay véi CLD18A2 cta chudt
nhét va cyno, té bao HEK293 biéu hién qué mirc CLD18A2 cua chudt nhit, cyno hodc
clia ngudi duoc thu gom tir binh thét ¢b. 100 pl t& bao & ndng do 1x10° té bao/mL dugc
1 v6i khang thé so cép dugce chi ra trén FIG. 3 theo dai pha lodng 3 1an bét dau tir 100
nM dén 0,003 nM trong 30 phit trén d4. Sau khi dugc rira bang 200 pl dém FACS hai
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14n, té bao dwoc u voi khang thé thi cép trong 30 phut trén da. Té bao duoc rira bang
200 ul dém FACS hai 1an va chuyén vao éng BD Falcon 5 mL va phan tich bang k§
thust FACS. Két qua ctia nghién ctru thé hién ring khang thé tinh ché cta chudt c6 thé
lién két véi CLD18A2 cua chudt nhét va cyno bang k¥ thuat dém té bao dong chay véi
EC50 cao, it nhat 1a trong ty v6i khang thé tham chiéu (FIG. 5, FIG. 6 va FIG. 7).

Vi du 7. Su lién két cua khang thé kham phan Gng véi CLD18A2
Gen VH va VK cua chudt duoc tao ra theo cach téng hop va sau d6 dugc tach
dong twong ing vao vecto chira mién hing dinh gama 1 ctia nguoi va kapa clia nguoi.

Khang thé kham tinh ché dugc tao ra tir té bao CHO dugc chuyén nhiém.

Té bao MKN45 biéu hién 6n dinh CLD18A2 hosic CLD18A1 cua ngudi dugc thu
gom tur binh thot c¢d. 100 pl té bao & ndng do 1x10° té bao/mL dugc 0 v6i khang thé
kham so cdp duge chi ra trén FIG. 4 theo dai pha loang 3 14n bit dAu tir 100 nM dén
0,003 nM trong 30 phtit trén d4. Sau khi duoc rira bing 200 pl dém FACS hai lan, t€ bao
duoc U v6i khang thé thir cAp trong 30 phut trén dé. Té bao dugc rira bang 200 pl dém
FACS hai 14n va chuyén vao éng BD Falcon 5 mL va phén tich bang k§ thuat FACS.
Két qua ctia nghién ctru thé hién rang khang thé kham c6 thé lién két voi CLD18A2 clia
ngudi vai EC50 cao, nhung khong li€n két voi CLD18A1 (FIG. 8 va FIG. 9).

Vi du 8. Kha ning gy doc té bao do té bao phu thudc khang thé (Antibody-Dependent
Cellular Cytotoxicity - ADCC) cia khang thé kham

Thir nghiém sinh hoc bao cdo ADCC str dung chi bao luén phién & diém gén hon
clia qua trinh hoat héa con duong ADCC MOA: hoat héa phién mé gen qua con duong
NFAT (yéu td hat nhan ctia té bao T hoat hoa) trong té bao hiéu tmg. Ngoai ra, thit
nghiém sinh hoc béo cdo ADCC sur dung té bao Jurkat duoc thiét ké biéu hién 6n dinh
thu thé FeyRIIIa, bién th8 V158 (4i luc cao), va yéu t6 dap tmg NFAT diéu khién su
biéu hién cta luciferaza dom dém lam té bao hiéu tng. Hoat tinh sinh hoc ADCC MOA
cua khang thé dugc dinh luong qua luciferaza dugce tao ra 1a két qua cua su hoat hoéa con
duong NFAT; hoat tinh luciferaza ¢ t€ bao hiéu tmg duoc dinh lugng b?mg chi bdo phat

quang (FIG. 1). Tin hiéu la cao, va nén cua thir nghiém thép.

Dai pha loang cta khang thé don dong kham claudin 18.2 hodc khéang thé tham

chiéu duge U trong 6 gid cam tng & 37°C voi té bao hiéu tng Jurkat dugc thiét ké (té
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bao hiéu ung cia thir nghiém sinh hoc ADCC), c6 hodc khong ¢ té bao dich cua thi
nghiém sinh hoc ADCC (biéu hién claudin 18.2). Hoat tinh luciferaza dugc dinh luong
bang cach sir dung chat phan Gng Bio-Glo™ (Bang 2). Két qua thé hién cac khang thé
kham nay c6 hoat tinh ADCC rat manh.

Bang 2. EC50 ctia khdng thé thir nghiém

Khang thé EC50 (pM)
4F11E2 22,18
12F1F4 36,77

64G11B4 125,7

72C186A3 46,32

78E8G9G6 15,86

103F6D3 79,53
120B7B2 5,806
Khéang thé tham chiéu 458,5

Vi du 9. Lam gidng nhu cla ngudi mAb cia chudt nhét 4F11E2, 72C1B6A3 va
120B7B2
Gen viing bién dbi cia mAb 4F11E2, 72C1B6A3 va 120B7B2 dugc ding d¢ tao
ra mAb dwogc 1am gidng nhu ciia ngudi. Trong budc thi nhét ctia quy trinh nay, trinh tu
axit amin cia VH va VL ctia MADb dugc so sanh vdi co so dit licu co s&n vé trinh tu gen
Ig clia ngudi dé tim kiém trinh tu gen Ig dong mam cta ngudi khép nhit tng thé.
Trinh ty axit amin cta khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi duoc liét ké

trong Bang 3 dudi day.

Bang 3. Trinh ty dugc lam gidng nhu ctia ngudi

Tén Trinh tu SE

ID
NO

4F11VH | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTFGMHWVRQA | 175
1 (VH | PGKGLEWVSY

ghép) ITSGNSPIYFTDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDT
AVYYCARSS

YYGNSMDYWGQGTLVTVSS
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4F11VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTFGMHWVRQA
PGKGLEWVAY
ITSGNSPIYFTDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDT
AVYYCARSS

YYGNSMDYWGQGTLVTVSS

176

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTFGMHWVRQA
PGKGLEWVAY
ITSGNSPIYFTDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDT
AVYYCARSS

YYGNSMDYWGQGTLVTVSS

177

4F11VL_
1 (VL
ghép)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSLLNSGNRKNYLTW
YQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAV
YYCQNAYSY

PFTFGGGTKLEIK

178

AF11VL_
2

DTVMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSLLNSGNRKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSVQAEDVAV
YYCQNAYSY

PFTFGGGTKLEIK

179

AF11VL_

DTVMTQSPDSLAVSLGERVTLNCRSSQSLLNSGNRKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSVQAEDVAV
YYCQNAYSY

PFTFGGGTKLEIK

180

72C1VH
1 (VH
ghép)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTTYPIEWVRQA
PGQRLEWMGN
FHPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARRA

YGYPYAMDYWGQGTLVTVSS

181

72C1VH

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTFTTYPIEWMRQ
APGQRLEWMGN
FHPYNDDTKYNEKFKGRVTITVDTSASTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARRA

YGYPYAMDYWGQGTLVTVSS

182

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTFTTYPIEWMKQ
APGQRLEWMGN
FHPYNDDTKYNEKFKGRVTITVDTSASTAYMEVSSLRSED
TAVYYCARRA

YGYPYAMDYWGQGTLVTVSS

183

72C1VH
4

QVQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTTYPIEWMKQ
APGQRLEWMGN

FHPYNDDTK YNEKFKGRVTLTVDTSASTVYLEVSSLRSED
TAVYYCARRA

YGYPYAMDYWGQGTLVTVSS

184
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72C1VL
1 (VL
ghép)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLNSGNQKNYLTW
YQQKPGQPP
KLLIYRASSRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVY
YCQNDYIY

PYTFGGGTKLEIK

185

72C1VL

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCKSSQSLLNSGNQKNYLTW
YQQKPGQPP
KLLIYRASSRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVY
YCQNDYIY

PYTFGGGTKLEIK

186

DIVMTQSPDSLAVSLGERVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLIYRASSRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSVQAEDVAVY
YCQNDYTY

PYTFGGGTKLEIK

187

120B7V
H 1 (VH
ghép)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYIIQWVRQA
PGQRLEWMGF

INPYNDGTK YNEQFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARAY

FGNSFAYWGQGTLVTVSS

188

120B7V
H 2

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTFTGYIIQWMRQ
APGQRLEWMGF
INPYNDGTKYNEQFKGRVTITSDTSASAAYMELSSLRSEDT
AVYYCARAY

FGNSFAYWGQGTLVTVSS

189

120B7V
H 3

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTFTGYIIQWMKQ
APGQRLEWIGF
INPYNDGTKYNEQFKGRATITSDTSASAAYMELSSLRSEDT
AVYYCARAY

FGNSFAYWGQGTLVTVSS

190

120B7V
H 4

EVQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTGYIIQWMKQ
APGQRLEWIGF
INPYNDGTKYNEQFKGRATLTSDTSASAAYMELSSLRSEDT
AVYYCARAY

FGNSFAYWGQGTLVTVSS

191

120B7V
L1 (VL
ghép)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLNSGNQKNYLTW
YQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAV
YYCQNGYYF

PFTFGGGTKLEIK

192

120B7V
L2

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCKSSQSLLNSGNQKNYLTW
YQQKPGQPP
KLLMYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAV
YYCQNGYYF

PFTFGGGTKLEIK

193
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120B7V
L 3

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCKSSQSLLNSGNQKNYLTW
YQQKPGQPP
KLLMYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSGQAEDVA

VYFCQNGYYF
PFTFGGGTKLEIK

194

120B7V
L 4

DIVMTQSPDSLAVSLGERVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLT
WYQQKPGQPP
KLLMY WASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSGQAEDVA
VYFCQNGYYF

PFTFGGGTKLEIK

195

Gen VH va VL duoc lam gidng nhu ctia ngudi duge tao ra theo cach tdng hop va

sau d6 duoc tach dong twong tng vao vecto chira mién hang dinh gama 1 clia nguoi va

kapa ctia ngudi. Viéc ghép cap VH ctia nguoi va VL cta nguoi tao ra khang thé dugc

lam gidng nhu ctia nguoi (xem Béng 4).

Bang 4. Khdng thé deoc lam giong nhu ctia ngudi véi cdc vimg VH va VL cua chiing

AF11E2

VH |[4F11VH 1 [4F11VH 2 [4F11VH 3
VL
AF11VL_ 1 |hudF11.1  |hudF11.4  |hudF11.7
AF11VL 2 |hudF11.2  |hu4F11.5  |hudF11.8
AF11VL 3 |hudF113  |hudF11.6  |[hudF11.9

72C1B6A3

VH [72CIVH_ 1 [72C1VH 2 [72C1VH 3 |72C1VH_4
VL
72CIVL_1 |hu72C1.10 [72C1.13 |hu72C1.16  |hu72C1.19
72CIVL 2 |hu72C1.11 [w72Cl.14 |hu72C1.17  |hu72C1.20
72C1VL 3 |[72C1.12  |hu72C1.15 |u72C1.18  |hu72C1.21

120B7B2

VH  |120B7VH_1 [120B7VH_2|120B7VH 3 |120B7VH_4
VL
120B7VL_1 |hul20B7.22 |hul20B7.26 |hul20B7.30 |hul20B7.34
120B7VL 2 |hul20B7.23 |hul20B7.27 [hul20B7.31 |hul20B7.35
120B7VL_3 |hul20B7.24 |hul20B7.28 [hul20B7.32 |hul20B7.36
120B7VL_4 |hul20B7.25 |hul20B7.29 [hul20B7.33 |hul20B7.37
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Vi du 10. Sy lién két cua khang thé duogc lam gibng nhu ciia ngudi phan Gng véi
CLD18A2

Té& bao MKN45 biéu hién én dinh CLD18A2 hoic CLD18A1 cua ngudi dugce thu
gom tir binh thét ¢b. 100 pl té bao & ndng do 1x10° t& bao/mL duge i véi khang thé so
cap dugc lam gidng nhu cua ngudi duge chi ra trén FIG. 4 theo dai pha loang 3 1an bt
dAu tir 100 nM dén 0,003 nM trong 30 phut trén d4. Sau khi dwgc rira bang 200 pl dém
FACS hai 13n, té bao duoc @ v6i khang thé thu cdp trong 30 phut trén da. TE bao dugc
rira bang 200 pl dém FACS hai 14n va chuyén vao éng BD Falcon 5 mL va phan tich
bang k¥ thuat FACS. Két qua ctia nghién ctru thé hién rang khang thé dugc lam gidng
nhu cia nguoi da néu co thé lién két véi CLD18A2 cua nguoi véi EC50 cao, nhung

khong lién két véi CLD18A1 (FIG. 10 va FIG. 11).

Vi du 11. Su lién két cua khang thé dugc 1am gidng nhu cua ngudi loai bo rai ro PTM
(cai bién sau dich m#) phan tng v6i CLD18A2

Cai bién sau dich ma (PTM) c6 thé gdy ra vin d@ trong qua trinh phat trién protein
tri liéu chéng han nhu tang tinh khong déng nhét, giam hoat tinh sinh hoc, giam do on
dinh, tinh sinh mién dich, phdn méanh va két tu. Anh hudng ctia PTM tiém ning phu
thudc vao vi tri cua ching va trong mot s6 truong hop phu thude vao su tiép xuc véi
dung moi. CDR cuia trinh ty dugc phén tich vé cac PTM tiém ning sau day: tich nhom
amit cla asparagin, dong phan hoa aspartat, nhom thiol tw do ctia xystein, N-glycosyl
hoa, oxy hda, phan manh bai vi tri thily phan tiém nang, v.v..

Dé 1am giam nguy co phat trién PTM ¢ 4F11E2, 72C1B6A3 va 120B7B2, mot
s6 axit amin c6 lién quan trong VH va VL dugc gdy dot bién. Va sau d6 9 khang thé

dugc tao ra:

Dong HC:LC* N
HC N55Q-LC N31E 1
HC N55Q-LC S32A 2
HC N55E-LC S32A 3
8
9

4F11E2

HC N55E&N104Q-LC S32A

HC NSSE&N104E-LC S32A

HC N55E&S105A-LC S32A 10
72C1B6A3 | HC WT-LC N31E 4
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HC WT-LC S32A 5

HC G57D&S104A-LC-

N96E&N31E 6
120B7B2

HC G57D&S104A-LC-

S32A&G97A 7

64/238

*V1 tri axit amin (vi du, N55) tinh theo sd luong géc axit amin trong trinh ty axit

amin VH ho#ic VL tuong (ng, khong phai theo Kabat hodc Chothia.

q SE
, Thé
Khang | 45t | Trinh tur (@6t bién duoc lam néi bt) b
thé e
bién N
O:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTFGMHW | 196
VRQAPGKGLEWVSY
Egscg ITSGQSPIYFTDTVKGRFTISRDNAKNSL YLQMNSLR
AEDTAVYYCARSS
YYGNSMDYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTFGMHW | 197
VRQAPGKGLEWVSY
E?SE ITSGESPIYFTDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLR
AEDTAVYYCARSS
YYGNSMDYWGQGTLVTVSS
Hc | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTFGMHW | 198
N55E | VRQAPGKGLEWVSY
& [TSGESPIYFTDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLR
4F11E2 | N104 | AEDTAVYYCARSS
Q YYGQSMDYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTFGMHW | 199
HC | VRQAPGKGLEWVSY
I;CSSE [TSGESPIYFTDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLR
N104E | AEDTAVYYCARSS
YYGESMDYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTFGMHW | 200
HC VRQAPGKGLEWVSY
1;5513 ITSGESPIYFTDTVK GRFTISRDNAKNSL YLQMNSLR
31054 | AEDTAVYYCARSS
YYGNAMDYWGQGTLVTVSS
LC DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSLLESGNRKN | 201
N31E | YLTWYQQKPGQPP
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KLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAE
DVAVYYCQNAYSY

PFTFGGGTKLEIK
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DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSLLNAGNRK
NYLTWYQQKPGQPP

202

I§3Cz | KLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAE
DVAVYYCQNAYSY
PFTFGGGTKLEIK
OVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTTYPIE | 181
WVRQAPGQRLEWMGN
%‘% FHPYNDDTK YNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSL
RSEDTAVYYCARRA
YGYPYAMDYWGQGTLVTVSS
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLNAGNQK | 203
NYLTWYQQKPGQPP
ZzA?B g3cz + | KLLIYRASSRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAED
VAVYYCQNDYTY
PYTFGGGTKLEIK
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLESGNQKN | 204
YLTWYQQKPGQPP
IEI(;IE KLLIYRASSRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAED
VAVYYCQNDYIY
PYTFGGGTKLEIK
| QVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFIGYIIQ | 203
HC | WVRQAPGQRLEWMGF
w10 | INPYNDDTKYNEQFKGRVIITRDTSASTAYMELSSL
& RSEDTAVYYCARAY
FGNAFAYWGQGTLVTVSS
.| DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLNAGNQK | 206
omn | Soaa | NYLTWYQQKPGQPP
o + o7 | KLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDETLTISSLQAE
N DVAVYYCQNAYYF
PFTFGGGTKLEIK
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLESGNQKN | 207
rc. | YLTWYQQKPGQPP
NO6E | KLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAE
N3] | DVAVYYCQEGYYF
E PFTFGGGTKLEIK

Té bao MKN45 biéu hién dn dinh CLD18A2 hoic CLD18A1 clia ngudi dugc thu
gom tir binh thét cé. 100 pl t& bao & ndng dd 1x10° t& bao/mL duge U v6i khang thé
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duoc 1am gidng nhu clia ngudi dugce gy dot bién so cAp duoc chi ra trén Fig. 4 theo dai
pha lodng 3 1An bat dau tr 100 nM dén 0,003 nM trong 30 phut trén d4. Sau khi dugc
rira bang 200 pl dém FACS hai 14n, t& biao duge G v6i khang thé thir cdp trong 30 phut
trén d4. Té bao duoc rira bing 200 pl dém FACS hai 1an va chuyén vao éng BD Falcon
5 mL va phén tich bang k¥ thuat FACS. Két qua cua thir nghiém thé hién rang khang
thé d4 néu c6 thé lién két véi CLD18A2 clia ngudi véi EC50 cao, nhung khong lién két
v46i CLD18A1 (FIG. 12 va FIG. 13).

Pé danh gia kha ning lién két khang nguyén cla bién thé loai bé rii ro cla
4F11E2d (HC N55E/LC S32A) va 4F11E2d (H N55E N104Q/LC S32A), cac bién thé
nay duogc thtt nghiém trong thir nghiém lién két dya trén t& bao. Khang thé khang
CLDN18.2 da pha loang theo day, bit ddu tir 100 nM, dwoc 4 v6i 10° té bao trong 30
pht trén d4. Sau khi duoc rira bing dém FACS, t€ bao sau d6 dugc i v6i khang thé thu
chp dugc danh ddu APC trong thém 30 phit trén da. Té bao da lién két v6i khang thé
duge phan tich bing k¥ thuat FACS. Cac bién thé thé hién lién két hiéu luc voi claudin
18.2 trén bé mit té bao (FIG. 14).

Vi du 12. Kha ning gy doc té bao do té bao phu thudc khéng thé (ADCC) cuia khéng
thé dugc lam gidng nhu ciia nguoi loai bé rui ro PTM

Day pha lodng cua khang thé dwoc 1am gidng nhu ctia ngudi loai bd rii ro PTM
claudin 18.2 hodc khang thé tham chiéu dugc 0 trong 6 gid cam Gmg & 37°C voi té bao
hiéu ng Jurkat dugc thiét ké (té bao hiéu ng ctia thir nghiém sinh hoc ADCC), ¢6 hodc
khong cé té bao dich cua thtr nghiém sinh hoc ADCC (biéu hién claudin 18.2). Hoat tinh
luciferaza dugc dinh lrong bang cach sir dung chét phan tmg Bio-Glo™ (Bang 5). Két

qua thé hién ring cac khéng thé dugc lam gidng nhu ctia ngudi nay ¢ hoat tinh ADCC

rAt manh.

Béng 5. ADCC
Sb Khang thé thir nghiém EC50
1 4F11E2 -HC N55Q-LC N31E 238,1
2 4F11E2 -HC N55Q-LC S32A 413,9
3 4F11E2 -HC N55E-LCS32A 148,1
4 72C1B6A3-HC WT-LC N31E 1651
5 72C1B6A3-HC WT- LCS32A 190,5
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6 120B7B2-HC G57D&104A-LC-  [492,6
7 120B7B2-HC G57D&10 4A-LC-  [113,9
Khéng |Khéng thé tham chiéu 158,3
thé ,tham

chiéu

Vi du 13. Lap ban dd epitop

T4t ca céc axit amin cia mién ngoai bao cla claudin 18.2 dugc gy dot bién riéng
bist thanh A. M3i claudin 18.2 dugc gay dot bién hodc kiéu hoang duge chuyén nhiém
vao té bao HEK293. Su bidu hién ctia claudin 18.2 duoc danh gia béi cac khéng thé da
néu. Két qua dugc thé hién trén FIG. 15 (chi gbc axit amin ¢ vi tri ma dot bién 1am giam

lién két duogc thé hién).

Nhu dugc thé hién trén FIG. 15, axit amin W30, N45, Y46, G48,1.49, W50, C53,
V54, R55, E56, S58, F60, E62, C63, R80, Y169, va G172 lién quan dén lién két cua ba
khang thé thtr nghiém, 4F11E2 (H4F), 72C186A3 (H72C1) va 120B7B2 (120), hodc
khéng thé tham chiéu 175D10 (IMAB362). W30 duong nhu tao thanh cum céc gde &
ntra ddu cua mién ngoai bao thu nhét cua protein claudin 18.2. N45, Y46, G438, L49,
W50, C53, V54, R55, E56, S58, F60, E62 va C63 dudong nhu tao cum cac géc tha hai
trong cling mién ngoai bao. Y169 va G172, mat khéc, nim & hodc gan véi mién ngoai

bao thr hai.

CAu trtc tinh thé cta céc protein claudin khac nhau da dugc phén tich. Nhu duge
thé hién trén FIG. 20 (phdng theo Suzuki et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1397: 25-34),
protein claudin bao gbm bdn doan xuyén mang, dau cung N noi bao ngén, vong ngoai
bao tht nhét 16n (vong 1, hodic ECS1) ma chira md tip lién tng W-LW-C-C, vong ngoai
bao thr hai ngan hon (vong 2, hodc ECS2), va dudi dau cung C ndi bao. Vong 1 bao

¢dm bén soi B, B1, B2, B3, va 4, va vong bao gdm mot soi B, p5.

Dot bién ctia W30, L49 va W50 thanh alanin ¢ thé 1am bét én dinh cAu hinh cua
vong 1. Dot bién cia C53 hogic C63 c6 thé phd va lien két disulfua gifra B3 va p4. R80
c¢6 thé quan trong trong viéc duy tri twong tc gifta cdc phan tit claudin 18.2 song song
trén bé mit té bao, hodc dé 1am 6n dinh cAu hinh cua vong 1. Céc géc con lai, bao g@)m
N45, Y46, G48, V54, R55, E56, S58, F60, va E62 (trong vong B3 dén p4), va Y169 va
G172 (trong B3), ¢6 thé c6 mit & mit phan cach trong lién két v6i khang the dugc thur
nghiém & day.
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Vi du 14. So sénh khang thé duoc lam giéng nhu cla ngudi 4F11E2, 72C1B6A3 va
120B7B2 véi khang thé claudin 18.2 tiéu chuén 175D10

Lién két dya trén té bao

Dé so sanh cac khang thé khang claudin 18.2 dugc 1am gidng nhu clia ngudi:
4F11E2 (HC N55E/LC S32A), 72C1B6A3 (HC WT/LC S32A) va 120B7B2 (HC G57D
S104A/LC S32A G97A) so v6i khang thé tiéu chuén 175D10 IMAB362), vi du nay
xé4c dinh sy lién két dua trén té bao & t& bao biéu hién claudin 18.2 ciia nguoi. Té bao
CHO-K1 biéu hién 6n dinh CLD18A2 ctia ngudi dugc phén loai vé chét biéu hién cao
va chét bidu hién thp dua trén mérc do bidu hién CLDN18.2 clia ngudi. Khang thé khang
CLDN18.2 da pha lodng theo day, bét dau tir 100 nM, duge u v6i 10° té bao trong 30
pht trén d4. Sau khi dwoc rita bing dém FACS, t€ bao sau d6 dugc & voi khéng thé thi
chp duoc danh diu APC trong thém 30 phit trén d4. Té bao da lién két véi khang thé
dugc phan tich bang k¥ thuat FACS.

Nhu dugc thé hién trén FIG 16, 4F11E2, 72C1B6A3 va 120B7B2 thé hién lién
két vurot trdi so voi 175D10 & ca té bao CHO-K1 claudin 18.2 cao va thép.

Thit nghiém ADCC

Pé so sanh thém tac dong ADCC cua khang thé khang claudin18.2 dugc 1am
gibng nhu cta ngudi: 4F11E2 (HC NSSE/LC S324), 72C1B6A3 (HC WT/ LC S324A)
va 120B7B2 (HC G57D S104A/LC S32A G97A) so v6i khang thé tiéu chuén 175D10
(IMAB362), vi du nay thyc hién thir nghiém ADCC duya trén té bao. N6i ngén gon, t&
bao NK92 duge nudi cdy ddng thoi véi té bao 293 biéu hién qué muc claudinl8.2 khi
¢6 mat khang thé khang claudin 18.2 & cac lidu khac nhau. Nhu duoc thé hién trén FIG.
17, 4F11E2, 72C1B6A3 va 120B7B2 thé hién hiéu lyc ADCC vugt trdi so voi khang
thé 175D10.

Déi voi khang thé tri lidu nhét dinh, ADCC ting cudng cb thé 1am tang ctra sd
diéu tri (therapeutic window) cho liéu phép dich dua trén khang thé. ADCC tang cudng
c6 thé dat duoc nhd thiét ké ving Fe ching han nhu c6 dot bién S239D/1332E. Trong
thir nghiém ADCC duya trén té bao NK92, khang thé 4H11E2, 72C1B6A3 va 120B7B2
c6 dot bién S239D/1332E & ving Fe 1am trung gian cho viéc tidu diét té bao t€ bao 293
biéu hién qua mirc claudin 18.2 qua trung gian t& bao NK92 manh hon so v6i khang thé
d6i chung 175D10 c6 cung dot bién S239D/1332E (FIG. 18).
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Thuee bao do 16 bao phu thugc khdng thé (ADCP)

Téc dong clia mAb khang CLDN 18.2 d6i véi su thuc bao té bao khoi u bdi dai
thuc bao duoc danh gia trong thir nghiém in vitro trong dé té bao NUG-C4 duong tinh
vGi CLDN18.2 dugc nuoi céy déng thoi vai dai thue bao dd biét hoa cua ngudi khi cod
mat cac ndng do khac nhau ctia mAb khéng CLDN 18.2. Noi ngén gon, bach ciu mono
CD14+ duoc tinh ché tir té bao don nhan méu ngoai vi (PBMC) ciia ngudi va duge biét
héa in vitro thanh dai thuc bao trudng thanh trong 6 ngay. Dai thuc bao ¢ ngudn gdc
tir bach cdu mono (MDM) duoc thu gom va gieo lai trong dia 24 giéng qua dém lam té
bao hiéu tng. NUG-C4 biéu hién CLDN 18.2-eGFP 1am té bao dich dugc b sung vao
MDM 6ty lelas té bao khdi u trén mdi thé thuc bao khi c6 mit cic ndng dd khac nhau
cia mAb khang CLDN 18.2. Sau 3 gio U, té bao dich khong duoc thuc bao dugc rira bo
béng PBS va thé thuc bao con lai duge thu gom va nhudm béng chét danh dau dai thyuc
bao CD14 sau do la phan tich dém té bao dong chay. Hé sd thuc bao dugc tinh bang
cach dinh lugng phﬁn tram té bao GFP+ & té bao CD14+, chudn hoa so v6i phén tram

ctia ddi chimg IgG.

Nhu duoc thé hién trén FIG. 19, tAt ca mAb C18.2 tang cudng dang ké su thuc
bio t& bao NUG-C4 theo cach phu thudc vao ndng do. O ca IgG1 kiéu hoang va dinh
dang IgG1 duoc gdy dot bién S239D/I332E, khang thé 4H11E2, 72C1B6A3 va
120B7B2 thé hién téc dong ADCP manh hon so v6i khang thé tham chiéu 175D10.

Tém lai, vi du ndy ching minh ring céc khéng thé m&i duoc phat trién 4F11E2,
72C1B6A3 va 120B7B2 c6 lién két dya trén té bao va hiéu luc ADCC/ADCP manh hon
so véi khang thé tham chiéu 175D10. Dy dinh 14 cac dic tinh cai thién cla cac khang
thé méi nay c6 thé 1 do tinh dic hidu lién két clia céc khang thé nay cao hon so v6i tinh
dic hiéu lién két ctia khang thé tham chiéu 175D10. Vi dy, twong tac ctia 175D10 véi
claudin 18.2 1& manh trong phd trén FIG. 15, ma bao gdm lién két manh véi D28, Q33,
N38 va V43, va sau d6 1a G59 va V79. Céc khang thé méi, 4F11E2, 72C1B6A3 va
120B7B2, ngugc lai, c6 do ddc hi¢u cao hon voi W30 nam trong ntra dau ctia mién ngoai
bao thit nhat, va d6 dic hiéu cao hon voi G48 dén E56 nam trong ntra thir hai ctua mién
ngoai bao tht nhit. Cac khang thé méi cling c6 lién két manh hon mot chit véi Y46 ma
cling & nira th hai. Lién két ctia ching véi D28, Q33, N38, V43, G59 va V79 yéu hon
dang k&, ma c6 thé gop phén vao su cai thién ADCC va ADCP cua cac khang thé méi.
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Vi du 15: Lién hgp pHAD v6i khang thé claudin 18.2

Su ndi bao ctia khang thé khang claudin 18.2 d lién két véi CLDN18.2 duge x4c
dinh bing cach st dung thir nghiém ndi bao dya trén chit nhuém phan tmg pHAD. Chat
nhudm pHAD la chét nhudm cam bién d6 pH ma c6 dd phat huynh quang rat thap & do
pH > 7 va d phat huynh quang tdng manh khi do pH cua dung dich tré nén axit. Chat
nhudm pHADb c6 cuc dai kich thich (Ex) ¢ 532nm va cuc dai phat xa (Em) & 560nm.
Khéng thé duoc lién hop v6i chat nhudm pHADb c6 thé dugc sir dung dé theo ddi sy noi
bao cta khang thé qua trung gian thu thé. Khi thé lién hop khéang thé-chat nhudm pHAb
Jién két v6i thu thé cta né trén mang té bao, n6 thé hién do phat huynh quang t61 thiéu.
Tuy nhién, khi ndi bao qua trung gian thu th&, thé lién hop khang thé-chat nhudm pHAb
di dén endosom va tlii lysosom & do6 do pH la axit, khién cho chat nhudm pHAb phat
huynh quang. Sy phat huynh quang c6 thé phat hién dugc nhd st dung céc k¥ thuat khac
nhau, bao gdm chup anh té bao, dém té bao dong chay va may doc dua trén dia phat

huynh quang c6 thiét bi loc thich hop.
Quy trinh thi nghiém:
A. Tao ra khdng thé

27 khang thé kham, 3 khang thé duoc lam gidng nhu cia ngudi va IgGl d6i
chimg duoc tao ra bang té bao ExpiCHO chuyén nhidm tam thoi va duge tinh ché bang

k¥ thuét sic ky ai luc Protein A.
B. Lién hop khdng thé vao hat sir dung chat nhuém phan ting pHAb Thiol

1. Lic nhe hodc sir dung mdy tron 14t ngugc dé tao huyén phu lai déng nhét hat
Protein A AmMag® (LC00695). Gitt huyén phu dong nhit khi tao cac phan phan udc

cua hat.

2. B4 sung 50p] huyén phii dic clia hat vao 6ng ly tAm nho 1,5 mL. Dat éng vao
vi tri ¢6 tr tinh trong 10 gidy.

3. Loai b6 va thai dém luu trit.
4. B6 sung 250ul PBS (d6 pH 7,4). Tron va dat 6ng 1én vi tri ¢6 tir tinh trong 10
gidy. Loai bd va thai dém.

5. B4 sung 1,0 mL mAu chtra 100 pg khéang thé vao hat.
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6. Tron mau trong 60 phit & nhiét dd phong. Giit hat trong huyén phi bang cach

tiép tuc tron.
7. Dt bng 1én vi tri ¢6 tir tinh trong 10 gidy. Loai bo dich ndi.

8. B6 sung 250ul dém lién hop thiol (dém phosphat 10mM chira EDTA 1mM, dd
pH 7,0) va tron. Dat 6ng 1én vi tri c6 tir tinh trong 10 gidy. Loai bd va thai dém. Lip lai

budc nay dé tong s6 1an rira 1a 2 lan.
9. Bb sung 100pul dém lién hop thiol.
10. B4 sung DTT vao ndng do cubdi cling 2,5 mM.

11. Tron mau trong 60 phut & nhiét d6 phong. Giit hat trong huyén phti bing cach

tiép tuc tron.
12. Dit bng & vi tri c6 tir tinh trong 10 gifly va thai dém.

13. B6 sung 250p] dém lién hop thiol va tron. Dt 6ng 1én vi tri c6 tir tinh trong

10 gidy. Loai b va thai dém. Lip lai budc nay dé tong sb 1an rira 1a 2 1an.
14. B6 sung 1001 dém lién hop thiol.

15. Ly tdm nhanh chit nhudém phéan tmg pHAb Thiol (G9835) (tuc 1a, 14.000 x g
trong may ly tim dé ban trong 5-10 gidy) va hoa tan & 10 mg/mL bing cach bd sung
25u1 hdn hop 1:1 DMSO-nuéce vao 0,25mg chét nhudém. Tron bang cach tron xody. Chd
1-3 phut cho dén khi chat nhu¢m hoa tan hoan toan. Tao dung dich nay ngay truéc khi

st dung.

16. B4 sung 1,2l chat nhudm phan tmg pHAb Thiol cho 100ug khang thé dé tao

lwong du chat nhudm 20 mol.
17. Tron trong 60 phut. Giit hat trong huyén phil bang céch tiép tuc tron.
18. Dat dng 1én vi tri ¢6 tir tinh trong 10 gidy. Loai bo va thai dich nbi.

19. B6 sung 250l dém lién hop thiol va trdn. Pt 1én vi tri ¢6 tr tinh trong 10
gidy. Loai bo va thai chit dém lién két/rira (PBS, d6 pH 7,4).

20. Lap lai bude 19 dé tdng sb 1an rira 12 2 1an.
21. B6 sung 100ul dém ria giai (glyxin 0,1M, d6 pH 3,0) vao hat.
22. Tron trong 5 phut & nhiét do phong.
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23. it 6ng 16n vi tri c6 tir tinh trong 10 gidy. Loai bd mAu da rira giai va chuyén

vao dng ly tAm nho méi chira 5pl dém trung hoa (Tris-HCI 1M, do pH 9,0).

Nong d6 khang thé va ty 18 chét nhudm so véi khang thé (dye-to-antibody ratio -
DAR) dbi véi khang thé thir nghiém dugc thé hién trong Bang 6.

Béng 6. Ty 18 chat nhudm so véi khang thé (DAR)

Dong DAR
64G11B4 2,5
65G8B8 4,2
SGESF10F4 3,2
44F6B11 3,0
15C2B7 3,0
20F1E10 2,7
58G2C2 3,1
101C4F12 2,4
103A10B2 3,5
78E8G9G6 2,3
10G7G11 3,1
12F1F4 2,4
78C10B6G4 2,9
119G11D9 3,2
113G12ESE6 2,9
116A8B7 2,6
105F7G12 2,8
84E9E12 2,8
103F4D4 2,1
110C12B6 2,8
85H12E8 3,8
103H2B4 2,7
103F6D3 3,1
113E12F7 3,9
111B12D11 2,7
111E7E2 3,5
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100F4G12 3,0
4F11E2 HC N55E-LC S32A
(BG2001-C) 3,0
72CIB6A3 HC  WT-LC
S32A(BG2001-D) 2,6

120B7B2 HC GS57D&S104A-
LC S32A&G97A (BG2001-E) | 3,0

IMAB362  (khéng thé tham
chiéu) 3,3

IgG (P6i ching) 2,9

Vi du 16: Sang loc su ndi bao cua khang thé claudin 18.2

Té bao MKN45 dugc chuyén nhiém 6n dinh CLDN18.2 clia ngudi dugce thu gom
bing Trypsi/EDTA 0,05% (Gibco, 25300-054) va dugce dit vao dia 96 giéng mau den
(Thermo Scientific #165305) & mat d¢ 20 K trén mdi 90 pl trén mbi giéng. Pia duoc 0
trong 20-24 gio true khi diéu tri bing khang thé dugc ddnh dau pHAb.

Dé ndi bao, khang thé claudin 18.2 duge lién hgp pHAD duge bd sung vao té bao
& hai ndng d6 (20nM va IOOriM) va duoc tron nhe nhang trong 1-2 phut trén may tron
dia va sau d6 U qua dém dé sy ndi bao xay ra (sy ni bao co thé duogc phat hién trong
mot vai gio). Pia dugc doc trén may doc dia huynh quang & Ex/Em: 532 nm/560 nm
trén Tecan Infinity M1000 Pro. Pé thu dugce do nhay cao hon, mdi truong dugc thay thé
bang PBS truéc khi doc dia.

Két qua dugc chuin héa bdi DAR duge thé hién trong Bang 7. Hiéu qua ndi bao

ctia khang thé thir nghiém 13 16n hon so vé&i khang thé tham chiéu IMAB362.

Bang 7. Két qua ndi bao

Dong Phat huynh quang
20nM 100nM
64G11B4 24030 33742
65G8B8 15101 20466
56E8F10F4 19865 28672
44F6B11 18438 26089
15C2B7 19400 33174
20F1E10 21146 45093
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58G2C2 18645 33059
101C4F12 15179 44394
103A10B2 11998 31328
78E8G9IG6 26815 41148
10G7G11 9603 35549
12F1F4 29457 43854
78C10B6G4 16190 29146
119G11D9 21438 34049
113G12E5SE6 11003 28896
116A8B7 21356 41720
105F7G12 14848 43122
84E9E12 18710 35080
103F4D4 31176 49098
110C12B6 19335 40139
85H12E8 19710 29070
103H2B4 23459 35834
103F6D3 123023 41266
113E12F7 13181 29861
111B12D11 15926 37384
111E7E2 12335 28040
100F4G12 17093 33537
4F11E2 HC N55E-LC S32A | 19008 28208
(BG2001-C)

72C1B6A3 HC WT-LC S32A | 26203 36535
(BG2001-D)

120B7B2 HC G57D&S104A- | 19204 31321
LC S32A&G97A (BG2001-E)

IMAB362 (khang thé tham | 7951 18907
chiu)

IgG (Dbi chimg) 854 2705

74/238

Vi du 17: EC50 cua su ndi bao cua khéng thé kham claudin 18.2 & té bao CHO-claudin

18.2

Té bao CHO dugc chuyén nhidm 6n dinh CLDN18.2 cua ngudi duge thu gom
bing Trypsin/EDTA 0,05% (Gibco, 25300-054) va dugc dt vao dia 96 giéng mau den
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(Thermo Scientific #165305) ¢ mat d6 10 K trén mdi 90 pl trén mbi giéng. Pia duoc v
trong 20-24 gidy trude khi diéu tri bing khang thé dugc danh déu pHAD.

D4 ndi bio, khang thé kham claudin 18.2 dugc lién hop pHAb duge bd sung vao
t& bao & cac ndng dd khac nhau (100nM, 30nM, 10nM, 3nM, 1nM, 0,3nM, 0,1nM,
0,03nM va 0,01nM) va dugc tron nhe nhang trong 1-2 phit trén may tron dia va sau do
duoc u qua dém dé cho phép sw nodi bao xay ra (sy ndi bao cé thé duoc phat hién trong
vai gio). Pia dugc doc trén may doc dia huynh quang & Ex/Em: 532 nm/560 nm trén
Tecan Infinity M1000 Pro. DPé thu dugc d6 nhay cao hon, mdi trudong dugc thay thé
bang PBS trude khi doc dia.

Két qua duoc chudn héa bing DAR dugc thé hién trén FIG. 21. Mot lan nita, hiéu
qua ndi bao ciia khang thé thir nghiém 1a 16n hon so v6i khang thé tham chiéu IMAB362.

Vi du 18: EC50 cua su ndi bao cua khang thé claudin 18.2 duoc lam giéng nhu cua
ngudi ¢ té bao CHO-claudin 18.2

Té bao CHO duoc chuyén nhiém 6n dinh CLDN18.2 cta ngudi dugc thu gom
bang Trypsin/EDTA 0,05% (Gibco, 25300-054) va dugc dit vao dia 96 giéng mau den
(Thermo Scientific #165305) & mat d§ 10 K trén mbi 90 pl trén mdi giéng. Pia dugc
trong 20-24 gio trude khi diéu tri bing khang thé dwoc ddnh ddu pHAD.

D& ndi bao, khang thé claudin 18.2 dugc lam gidng nhu ctia ngudi duge lién hop
pHAD dugc bd sung vao té bao & cac néng do khac nhau (100nM, 30nM, 10nM, 3nM,
1nM, 0,3nM, 0,1nM, 0,03nM va 0,01nM) va dugc tron nhe nhang trong 1-2 phut trén
mady tron dia va sau d6 dugc u qua dém dé cho phép su ndi bao xay ra (su ndi bao cé thé
duoc phat hién trong mot vai git). Pia duge doc trén mdy doc dia huynh quang & Ex/Em:
532 nm/560 nm trén Tecan Infinity M1000 Pro. Pé thu dugc do nhay cao hon, moi
truong duoc thay thé bing PBS trudce khi doc dia.

Két qué duogc chuin hoa béng DAR duoc thé hién trén FIG. 22, thé hién hiéu qua
noi bao cua khang thé thir nghiém tét hon so véi khang thé tham chiéu IMAB362.
Vi du 19: EC50 cta su ndi bao ciia khang thé claudin 18.2 duge lam gidng nhu cia
ngudi & té bao MKN45-caludin 18.2

Té bao MKN45 dugc chuyén nhiém dn dinh CLDN18.2 cua ngudi dugc thu gom
bing Trypsin/EDTA 0,05% (Gibco, 25300-054) va duge dat vao dia 96 giéng mau den
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(Thermo Scientific #165305) & mét do 10 K trén mdi 90 pl trén mdi giéng. Pia duge u
trong 2024 gi¢ trude khi didu tri bang khang thé dugc danh diu pHADb.

Dé ndi bao, khang thé claudin 18.2 duge 1am gidng nhu cia ngudi duge lién hop
pHAb dugc bd sung vao t& bao & céac néng d6 khac nhau (100nM, 30nM, 10nM, 3nM,
1nM, 0,3nM, 0,1nM, 0,03nM va 0,01nM) va dugc tron nhe nhang trong 1-2 phut trén
may tron dia va sau d6 dugc u qua dém dé cho phép su ndi bao xay ra (su ndi bao co thé
duogc phét hién trong mot vai gio). Pia dugce doc trén méy doc dia huynh quang & Ex/Em:
532 nm/560 nm trén Tecan Infinity M1000 Pro. Dé thu duge do nhay cao hon, moi
truong duoc thay thé bang PBS trudc khi doc dia.

Két qua duge chudn hoa bang DAR dugc thé hién trén FIG. 23, thé hién hiéu qua
ndi bao clia khang thé thir nghiém 12 16n hon so v6i khang thé tham chiéu IMAB362.

Vi du 20: Thé lién hop khang thé dugc chét

MB&i khang thé duge tron véi xép xi 3 1an TCEP va khudy trong 2 gid & 37°C. Hé
phan ung dugc lam roi xubng nhanh trén 8 lan dbi véi VC - MMAE va 1 trong 1 gid
trén d4, va lugng xystein du 20 1an duge b6 sung qua thanh phan lién két dugc chit dé
dap tat phan tng. Cudi cung, san phdm ADC dugc tinh ché bang cach rira gidi qua
Sephadex G-25 dugc lam cn bing trong PBS va c6 bang k¥ thuat siéu loc ly tim. Thé
lién hgp duoc loc qua thiét bi loc 0,2um trong diéu kién vo trung va luu trit & -80°C dé
phan tich va thir nghiém. Ty 1€ dugc chét so v6i khang thé duge phan tich bang may do
ph6 UV, ham lwgng monome bang SEC-HPLC va ham lugng dugc chét tu do bang RP-
HPLC. DAR ctia khang thé lién hop veMMARE dugce thé hién trong Bang 8.

Bang 8. DAR ctia khang thé lién hgp veMMAE

Khang thé DAR
4F11E2 HC N55E-LC S32A 3,76
72C1B6A3 HC WT-LC S32A 3,93
IMAB362 (khang thé tham chiéu) | 4,00
IgG1 (d6i chimg) 3,81
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Vi du 21: Ai luc lién két va do dic hiéu trong dbi ciia khang thé tran khang CLDN 18.2
va thé lién hop khang thé dugc chét

Vi du ndy xéc dinh &i luc lién két va do dic hiéu tvong déi cia khéng thé trén
khang CLDN 18.2 va thé lién hop khéng thé duoc chét bing k¥ thuat dém té bao dong
chay st dung dong té bao dwong tinh va 4m tinh v6i CLDN18.2.

Té bao tir nudi ciy sinh trudong theo ham mil duge thu gom bang Trypsin/EDTA
0,05% (Gibco, 25300-054), va dugc dém nho st dung buéng dém Neubauer. Té bao
duogc quay ly tdm 5 phut ¢ 1.500 vong/phut (468xg), dich ndi duoc thai va té bao duge
tao huyén phu lai trong dém FACS (PBS chita 2% FCS (Gibco, 10270-106) dé phan tich
v6i khang thé duoc lién hop doc t6, PBS chira 2% FCS va EDTA 2 mM d¢ sang loc
khang thé trdn phan tng v6i CLDN18.2) ¢ mat do 2x10° té bao/mL. 100 pl huyén phu
té bao trén mdi giéng (twong ting véi 2x103 té bao/giéng) duoc chuyén vao dia vi chuén
d4y tron 96 giéng. Sau khi ly tAm trong 1 phut ¢ 1500 vong/phit, dich nbi duoc thai va
t& bao duoc tao huyén phu lai trong dém FACS chira khang thé dugc lién hop ddc t6
hodc khang thé trin & céc ndng do thich hop (1én dén 20 pg/mL dé do 4i luc twong d6i
hodc 50 pg/mL dbi véi d6i chung biéu hién) va duge u trong 30-45 phit ¢ 4°C. (Bang
8). Té bao duoc quay ly tAm trong 1 phut & 1500 vong/phut va dich nbi duge thai. Sau
khi té bao duge rua ba 1an béng dém FACS, té bao duoc tao huyén phu lai trong dém
FACS chira khang IgG nguoi dugce lién hgp APC (Jackson Immuno Research, 109-136-
170) hodc khéang IgG chudt nhét ctia dé dugc lién hop APC (Jackson Immuno Research,
115-136-146) hodc Protein L-FITC (1 pg/mL, phan tich mAB294 kham) va dugc t trong
30 phut & 4°C. (Bang 3). Sau khi 1, 100 ul dém FACS duge bd sung vao mdi méu, té
bdo dugc quay ly tm trong 1 phut & 1500 vong/phit va dich nbi duge thai. Budc rira
v6i dém FACS duoc lap lai hai 1an. Cubi ciing, té bao duge tao huyén phu lai trong 100
ul dém FACS va lién két duge x4c dinh bang cach st dung thiét bi phén tich sinh hoc
BD FACS Array.

Luu ¥ rang khéng thé lién hop doc td va khang thé trin dugc ding & ciing ndng
d0. Két qua duoc thé hién trén FIG. 24.
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Vi du 22: Doc tinh t& bao cia khang thé claudin 18.2 dugc lam giéng nhu cua ngudi véi
MMAE ¢6 hidu Iuc hon so véi IMAB362 véi MMAE & té bao chuyén nhiém DAN-G,
NUGC hodc SCG-7901

Té& bao biéu hién qua mirc claudin 18.2 clia nguoi (t& bao chuyén nhiém DAN-G,
NUGC hozic SCG-7901) duoc thu gom bang Trypsin/EDTA 0,05% (Gibco, 25300-054),
duoc tao huyén phu lai trong mdi tredng nudi cay t& bao va 50 pul huyén phu té bao véi
lwong t& bao twong ting dugc gieo trén mdi giéng trong dia nudi chy té bao 96 giéng.
Sau 24 gid, IMAB362 hoic khang thé dbi chimg dugce lién hop doc t6 duge pha loang
trong 50 pl mai trudong nuodi cly & cac ndng do thich hop dugc bd sung va té bao dugc
nudi ciy trong thém 72 gio nita. Anh huéng cta khang thé claudin 18.2 duge lam gidng
nhu cia ngudi véi MMAE déi v6i kha ning séng sot ciia té bao duge xéc dinh bing
cach st dung thr nghiém kha ndng sdng sot ctia t€ bao phéat quang CellTiter-Glo®
(G7572).

Quy trinh thtr nghiém khé nang séng sot clia té bao phat quang CellTiter-Glo®
(G7572) duge st dung 1a nhu sau:

1. Chun bi dfa nhiéu giéng c6 thanh khong trong sudt voi té bao dong vat c6 vi
trong moi truong nudi cdy, 100pl trén mdi giéng dbi voi dia 96 giéng hodc 25ul trén
mdi giéng ddi voi dia 384 giéng. Dia nhidu giéng can phai tuong thich v6i may do phat
quang dugc su dung.

2. Chuén bi giéng déi ching chira mdi trrong nudi cdy ma khong 6 té bao dé

thu dugc gié tri 4o phat quang nén.

3. B4 sung hop chét thir nghiém vao giéng thi nghiém, va u theo quy trinh nuéi
cay.

4. Lam can bang dia va ham lugng ctia n6 & nhiét do phong trong xép xi 30 phut.

5. Bb sung thé tich cuia chét phan tng CellTiter-Glo® bang thé tich ctia moi
treong nudi cdy té bao c6 trong mdi giéng (vi du, bd sung 100ul chét phan Gng vao
100p] méi trudng nudi ciy chia té bao ddi v6i dia 96 giéng, hodc bd sung 25l chét
phan tng vao 25ul moi truong nudi chy chira té bao d6i voi dia 384 giéng).

6. Tron ham lugng trong 2 phit trong may lic quy dao dé cam tmg su phan giai
té bao.
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7. Cho dfa ¢ & nhiét d6 phong trong 10 phut ¢ 1am 6n dinh tinh hiéu phét quang.
Luu y: Tin hiéu phat quang that thuong trong dia tiéu chudn c6 thé 13 do gradien nhiét

do, gieo té bao khong déu hodc hiéu tng canh cua dia nhiéu giéng.
8. Ghi lai d0 phat quang.

Két qua thtr nghiém dugc thé hién trén FIG. 25A-C. Ca BG2001-C va BG2001-
D, khi dugc lién hop véi MMAE, di lam tdng manh doc tinh t& bao so v6i thé lién hop
IMAB362-NMAE tham chiéu, & tit ca cac té bao dugc thir nghiém. Do do, két qua nay
chimg minh kha nang cai thi¢n cuia khang thé theo sang ché trong viéc ndi bao duge chét

duogc lién hop.

Vi du 23: Doc tinh té bao cua khang thé claudin 18.2 dugc lam gidng nhu ctia ngudi voi
MMAE c6 hiéu lyc hon so véi IMAB362 véi MMAE ¢ SNU620 biu hién nodi sinh
claudin 18.2 cua nguoi

Té bao SNU620 dugc tao huyén phi lai trong méi truong nudi chy té bao va 50
ul huyén phu té bao v6i lugng té bao twong tng duoc gieo trén mdi giéng trong dia nudi
chy t€ bao 96 giéng. Sau 24 gid, khang thé dugc lién hop doc t6, bao gdm khéng thé
tham chiéu IMAB362, duoc pha loang trong 50 pl moi truong nudi cly & cac ndng do
thich hop dugc bd sung va té bao duge nuéi cdy trong 72 gid nita. Tac dung ctia khang
thé claudin 18.2 dwgc lam giéng nhu ctia ngudi véi MMAE d6i v6i kha nang sdng sot
clia t& bao dugc xéac dinh bang cach st dung tht nghiém kha nang sbng sot cuia té bao
phét quang CellTiter-Glo® (G7572). Nhu dugc thé hién trén FIG. 26, ca BG2001-C va
BG2001-D ¢6 hiéu qua tét hon trong viéc phan ph6i MMAE duogc lién hop vao té bao
SNU620 so v6i khang thé tham chiéu IMAB362, khang thé khang claudin 18.2 dan dau

trong qua trinh phat trién 1am sang.

Vi du 24: Hiéu lyc in vivo cta thé lién hop khang thé dugc chét

Vi du nay thtt nghiém hiéu lyc ciia mot trong s cac thé lién hop khang thé-dugc
chét (ADC), so v6i mot minh khang thé (mAb), trong viéc lam gidm su tdng truéng cua
khéi u & chudt nhét trin dugc céy t& bao khéi u cta nguoi.

0,1 mL (5%10° t& bao) té bao c6 ngudn gbe tir bénh nhan ngudi (duge tron voi
Matrigel 1:1) dugc cdy truyén duéi da & lung bén phai ctia mdi chudt nhét. Khi thé tich
khdiu trung binh dat 60~80 mm?, 30 chuft nhét dugce chon cho thir nghiém diéu tri.
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18 ngay sau khi cdy truyén, 5 chudt nhét c6 kich ¢& khdi u ndm trong khoang
330-520 mm3 dugc chon cho mdi didu trj (1 mg/kg, 3 mg/mk, 10 mg/kg hodc 20 mg/kg
ADC, QW) trong 3 tudn. DPé so sanh, viéc didu tri bang chi riéng khang thé (mAb) 1a &
lidu 10 mg/kg (BIW).

Két qua duoc thé hién trén FIG. 27. ADC 6 cé liéu 10 mg/kg va 20 mg/kg Gc ché
hoan toan su tdng trudéng cua khéi u, ma khong lam gidm trong lugng co thé cta dong
vat. FIG. 28 th& hién tac dung 1am giam khéi u trung binh va riéng 1€ & mdi dong vat.

Do d6, tac dung lam giam khéi u ctia ADC tét hon dang ké so véi mdt minh khéng thé.

Sang ché khong gidi han pham vi & cac phuong an cu thé duoc mb ta ma duoc
du dinh 1a chi minh hoa cho cac khia canh riéng biét cua sang ché, va ché phém hodc
phuong phap bit ky tuong duong vé chirc nang déu nim trong pham vi ctia séng ché.
RO rang v6i nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat rang cac cai bién va
bién ddi khac nhau c6 thé duge thuc hién trong phuong phéap va ché pham theo sang ché
ma khong di 1éch khdi pham vi cua sang ché. Do d6, du dinh 13 sang ché bao gdm céc
ci bién va bién ddi theo sang ché vai didu kién 13 ching nim trong pham vi cia yéu
cAu bao hd di kém va cic phuong 4n twong duong.

T4t ca cac cong bd va don yéu cau clp patent dugc dé cap trong ban md ta nay
duoc dua vao day bang cach vién dan & cing pham vi nhu thé 1a timg cong bd hozc don
yéu cau cap patent riéng r& dugc chi ra cu thé va riéng ré& 1a dwoc dua vao bang cach

vién dan.
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YEU CAU BAO HQ
1. Thé lién hop khéng thé-duoc chét, chira géc dugc chét duoc gén cong hoa tri v6i

khang thé hoic manh cua khang thé nay c6 tinh ddc hiéu lién két v6i protein claudin

18.2 cua nguoi kidu hoang, trong d6 khéng thé hodc manh cia khang thé nay chia ving

bién ddi chudi nhe chtra ving quyét dinh bd sung chudi nhe CDRL1, CDRL2, va

CDRL3 va vung bién ddi chudi ning chira viing quyét dinh bd sung chudi ning CDRHI,
CDRH2, va CDRH3, trong do:

(2)

(b)

CDRL1 bao gdm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:304,
CDRL2 bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO:227,
CDRL3 bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO:19,
CDRHI1 bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:253,
CDRH2 bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:306, va
CDRH3 bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:307, hozc
CDRLI bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:309,
CDRL2 bao g@)m trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:227,
CDRL3 bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:13,
CDRH1 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:246,
CDRH?2 bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO:311, va

CDRH3 bao gdm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:294, va

gbc duoc chit bao gdm monometyl auristatin E (MMARE).

2. Thé lién hop khang thé-duge chit theo diém 1, trong do:

CDRL1 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:304,

CDRL2 bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:227,

CDRL3 bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:19,

CDRHI1 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:253,
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CDRH2 bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:306, va
CDRH3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:307.

3. Thé lién hop khang thé-duge chét theo diém 2, trong d6 khang thé hoic manh
cua khang thé nay chta ving bién dbi chudi nhe bao gdm trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID NO:206 va ving bién dbi chudi ning bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO:205.

4. Thé lién hop khang thé-dugc chit theo diém 1, trong d6:
CDRLI1 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:309,
CDRL2 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:227,
CDRL3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13,
CDRH]1 bao gbm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:246,
CDRH2 bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:311, va
CDRH3 bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:294.

5. Thé lién hop khang thé-dugc chit theo diém 4, trong d6 khang thé hoic manh
ctia khang thé nay chia ving bién d6i chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO:202 va ving bién dbi chudi ning bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO:197.

6.  Thé lién hop khéng thé-dugc chat theo diém 1, trong d6 goc duge chit duge gén
v6i khang thé hodc manh cia khang thé nay thong qua thanh phan lién két.

7. Thé lién hop khéang thé-dugc chit theo diém 6, trong d6 thanh phan lién két c6
thé thiy phan dugc trong diéu kién axit.

8. Thé lién hop khang thé-dugc chét theo diém 1, trong d6 khang thé hoic manh
cta khang thé nay duoc 1am gidng nhu ctia ngudi.

9.  Thé lién hop khéng thé-duoc chét theo diém 1, trong d6 khéng thé hodc manh

cta khang thé nay chira viing hang dinh chudi ning.
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10.  Thé lién hop khang thé-dugc chét theo diém 9, trong d6 ving hing dinh chudi
nng c6 cac mién c6 ngudn gbc tir phan tir IgGr.

11.  Thé lién hop khang thé-dugc chét theo didm 10, trong d6 ving hang dinh chudi
ning chira dot bién S239D/I332E theo d4nh s6 EU.

12.  Thé lién hop khang thé-dugc chét theo diém 1, trong d6 khang thé hogc manh
cua khang thé nay chira viing hing dinh chudi nhe.

13.  Thé lién hop khang thé-duoc chét theo diém 12, trong d6 ving hang dinh chudi

nhe chtra mién hr?lng dinh kapa hodc mién héng dinh lambda.

14.  Thé lién hop khéng thé-dugc chat theo diém 6, trong d6 thanh phan lién két bao
gdm valin-xitrulin (Val-Cit), phenylalanin-lysin (Phe-Lys), maleimidocapronic-valin-
xitrulin-p-aminobenzyloxycarbonyl (mc-Val-Cit-PABA),  sulfosucxinimidyl-4-[N-

maleimidometyl]xyclohexan-1-carboxylat (smcc), hodc maleimidocaproyl (mc).

15.  Thé lién hop khang thé-dugc chit theo diém 1, trong do ty 1& ciia gbc duge chat

s0 v6i khang thé hodc manh clia khang thé nay nam trong khoang tir 1:1 dén 20:1.

16.  Thé lién hop khang thé-dugc chit theo diém 1, trong d6 ty 1€ clia gbc duge chét

s0 v6i khang thé hodc manh ctia khang thé nay ndm trong khoang tir 2:1 dén 6:1.

17.  Thé lién hop khang thé-duge chit theo diém 1, trong d6 ty 1& ctia gbc duge chét
so voi khang thé hodc manh cta khang thé nay la khoang 2:1, 2,5:1, 3:1, 3,5:1, 4:1,
4,5:1, hodac 5:1.
18.  Thé lién hop khang thé-dwoc chét, chira gbe duge chat duge gan cong hoa tri véi
khang thé dugc 1am gibng nhu clia ngudi ¢6 tinh dc hiéu lién két véi protein claudin
18.2 ctia ngudi kiéu hoang, trong d6 khang thé nay chua:
(1)  ving bién dbi chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:206 va ving bién dbi chudi ning bao gdm trinh tw axit amin néu trong

SEQ ID NO:205,

(2)  vung hing dinh chudi ning c6 cac mién c6 nguoén goc tir phan tir [gG1 va

dot bién S239D/I332E theo danh sb EU,
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(3)  ving hing dinh chudi nhe chita mién hing dinh kapa hodc mién hing dinh

lambda;
gbc dugc chét bao gdm monometyl auristatin E (MMAE);

trong d6 gbc dugce chit duge gén voi khang thé qua thanh phan lién két bao gdm
maleimidocapronic-valin-xitrulin-p-aminobenzyloxycarbonyl (mc-Val-Cit-

PABA); va

trong d6 ty 1& ctia gbe duoc chét so v6i khang thé hodc manh cta khang thé nay

la khoang 2:1, 2,5:1, 3:1, 3,5:1, 4:1, 4,5:1, hodc 5:1.

19.  Thé lién hop khang thé-dugc chét, chira gbc dugc chat dugc gin cong hoa tri véi
khang thé duoc lam gidng nhw ciia ngudi c6 tinh dic hiéu lién két véi protein claudin
18.2 ctia ngudi kiéu hoang, trong d6 khang thé nay chira:
(1)  ving bién ddi chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:202 va ving bién dbi chudi ning bao gdm trinh tur axit amin néu trong
SEQ ID NO:197,
(2)  vung hang dinh chudi ning c6 cac mién c6 ngudn gde tir phan tir IgGy va
dot bién S239D/1332E theo danh s6 EU,

(3)  ving hing dinh chudi nhe chira mién hing dinh kapa hoic mién hing dinh

lambda;
gbc duogc chit bao gdm monometyl auristatin E (MMAE);

trong d6 gbc dugc chat dugce gén v6i khang thé qua thanh phan lién két bao gdm
maleimidocapronic-valin-xitrulin-p-aminobenzyloxycarbonyl (mc-Val-Cit-

PABA); va
trong d6 ty 18 ciia gbc dugce chét so v6i khang thé hodc manh ctia khdng thé nay
la khoang 2:1, 2,5:1, 3:1, 3,5:1, 4:1, 4,5:1, hodc 5:1.
20.  Dugc phim chira:
(i) thé lién hop khéng th8-duge chit chira gbe duoc chét duoc gin cdng hoa tri

v6i khang thé hodc manh cta khéang thé nay c6 tinh dac hiéu lién két véi protein claudin
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18.2 ciia ngudi kiéu hoang, trong d6 khéng thé hodc manh cta khang thé nay chira ving
bién ddi chudi nhe chira ving quyét dinh bd sung chudi nhe CDRL1, CDRL2, va
CDRL3 va ving bién d6i chudi ning chira ving quyét dinh bd sung chudi ning CDRH]I,
CDRH2, va CDRH3, trong d6:

(@ CDRLI bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:304,
CDRL2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:227,
CDRL3 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:19,
CDRHI1 bao gém trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:253,
CDRH?2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:306, va
CDRH3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:307, hodc

(b) CDRLI bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO:309,
CDRL2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:227,
CDRL3 bao gdm trinh t axit amin néu trong SEQ ID NO:13,
CDRHI bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:246,
CDRH2 bao g@)m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:311, va
CDRH3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:294; va

gbc duge chit bao gdm monometyl auristatin E (MMAE); va

(ii) chit mang dwoc dung.

21.  Dugc phdm theo diém 20, trong d6 thé lién hop khang thé-dugc chét chira gbe
duoc chat dugc gén cong hoa tri voi khang thé dugc lam gidng nhu ctia ngudi 6 tinh
dac hiéu lién két véi protein claudin 18.2 ctia nguoi kiéu hoang, trong d6 khang thé nay

chua:

(1)  ving bién d6i chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:206 va ving bién dbi chudi ning bao gbm trinh tyr axit amin néu trong

SEQ ID NO:205,
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(2)  ving hing dinh chudi ning c6 cac mién c6 ngudn gde tir phan tir IgG1 va

dot bién S239D/1332E theo danh sb EU,

(3) vung h'fmg dinh chudi nhe chtra mién héng dinh kapa hoac mién hé‘mg dinh

lambda;
gbe duoc chét bao gdm monometyl auristatin E (MMAE);

trong d6 gde duge chit dugce ghn v6i khang thé qua thanh phan lién két bao gdbm
maleimidocapronic-valin-xitrulin-p-aminobenzyloxycarbonyl (mc-Val-Cit-

PABA); va

trong d6 ty 18 cua g duge chét so v&i khang thé hoic manh ctia khang thé nay

la khoang 2:1, 2,5:1, 3:1, 3,5:1, 4:1, 4,5:1, hodc 5:1.

22.  Dugc pham theo diém 20, trong d6 thé lién hop khéng thé-dugc chit chira gdc
duoc chit duge gén cOng hoa tri voi khang thé duoc lam giéng nhu cua ngudi co tinh
dac hiéu lién két v6i protein claudin 18.2 ctia ngudi kidu hoang, trong d6 khang thé nay

chura:
(1) vung bién ddi chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:202 va ving bién d6i chudi nang bao gdm trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO:197,
(2)  ving hing dinh chudi ning c6 cac mién c6 ngudn gde tir phéan tir IgG1 va
d6t bién S239D/I332E theo dénh sé EU,

(3) vung hing dinh chudi nhe chira mién hing dinh kapa hozc mién hé“mg dinh

lambda;
gbc duoc chit bao gdm monometyl auristatin E (MMAE);

trong d6 gdc duoc chat duge ghn v6i khang thé qua thanh phan lién két bao gdm
maleimidocapronic-valin-xitrulin-p-aminobenzyloxycarbonyl (mc-Val-Cit-
PABA); va
trong d6 ty 1& cta gbc duge chét so v6i khang thé hoic manh cta khang thé nay 1a
khoang 2:1, 2,5:1, 3:1, 3,5:1, 4:1, 4,5:1, hodc 5:1.
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37

12

PRT
Trinh tu

Téng hop

37

Gln Ser Leu Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

38
12
PRT
Trinh tu

Téng hop

38

Gln Ser Val Phe

1

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

<220>
<223>

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

<400>

39

4

PRT
Trinh tu

Téng hop

Gly Ala Ser Xaa

1

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

40

4

PRT
Trinh tu

nhan tao

Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr

5

nhéan tao

Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr

5

nhan tao

nhén tao

47372

10

10

12
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<220>
<223>

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

<400>

47372

Téng hop
X
(4)..(4)
Trbéng

40

Trp Ala Phe Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<400>

41

4

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hop
X
(41..(4)
Trong

41

Trp Ser Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<400>

42

9

PRT

Trinh ty nhén tao

Téng hop

42

Gln Asn Asp Tyr Phe Tyr Pro Phe Thr

1

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

5

43

9

PRT

Trinh ty nhén tao

13
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<220>
<223>

<400>

Téng hop

43

Gln Asn Val Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

44

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

44

Gln Asn Asp Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

45

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

45

Gln Asn Asp Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

46

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

46

Gln Asn Gly Tyr

1

<210>
<211>
<212>

47
9
PRT

47372

Ile Tyr Pro Phe Thr
5

nhédn tao

Tyr Phe Pro Phe Thr
5

nhén tao

Tyr Tyr Pro Trp Thr

5

nhdn tao

Ser Tyr Pro Phe Thr
5

14
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<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tu
Téng hop
47

Gln Asn Asn Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

48

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

48

Gln Asn Val Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

49

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

49

Gln Asn Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

50

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

50

Gln Asn Asn Phe

1

<210>

51

47372

nhén tao

Tyr Phe Pro Leu Thr
5

nhdn tao

Ser Tyr Pro Leu Thr
5

nhdn tao

Ser Tyr Pro Phe Thr
5

nhan tao

Ile Tyr Pro Leu Thr
5

15
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

PRT
Trinh tu
Téng hop
51

His Asn Asp Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

52

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

52

Gln Asn Asn Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

53

9

PRT
Trinh tu

Tdng hop

53

Gln Asn Ala Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

54

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

54

Gln Asn Ala Tyr

1

47372

nh&n tao

Ile Tyr Pro Leu Thr
5

nhé&n tao

Tyr Tyr Pro Phe Thr
5

nhéan tao

Tyr Tyr Pro Leu Thr
5

nh&n tao

Phe Tyr Pro Cys Thr
5

16
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

55

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

55

Gln Asn Asp Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

56

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

56

Gln Asn Ala Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

57

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

57

Gln Asn Asn Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

58

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

58

Gln Asn Asn Tyr

nhé&n tao

47372

Tyr Phe Pro Leu Thr

5

nhdn tao

Phe Tyr Pro Phe Thr

5

nhé&n tao

Phe Tyr Pro Leu Thr

5

nhé&n tao

Ile Tyr Pro Leu Ala

17
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

59

38

PRT
Trinh tu
Téng hop
59

Gly Tyr Ala Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

60

8

PRT
Trinh tu

Téng hop

60

Gly Phe Ser Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

61

8

PRT
Trinh tu

Téng hop

61

Gly Phe Thr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

62

PRT
Trinh tu

Téng hop

62

47372

nhan tao

Thr Asn Tyr Leu
5

nhén tao

Thr Ser Tyr Gly
5

nhén tao

Asn Ser Phe Gly
5

nhdn tao

18

122/238



Gly Phe Thr Phe
1

<210> 63
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 63

Gly Tyr Thr Phe
1

<210> 64
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tdng hop

<400> 64

Gly Phe Thr Phe
1

<210> 65
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tdng hop

<400> 65

Gly Tyr Thr Phe
1

<210> 66
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbng hop

47372

Asn Thr Asn Ala
5

nhéan tao

Pro Thr Tyr Ser
5

nhan tao

Ser Asn Tyr Gly
5

nhé&n tao

Thr Asn Tyr Gly
5

nhé&n tao

19
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<400> 66

Gly Tyr Thr Phe
1

<210> 67
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 67

Gly Phe Ser Leu
1

<210> 68
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 68

Gly Leu Ser Leu
1

<210> 69
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 69

Gly Phe Ser Leu
1

<210> 70
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

47372

Thr Lys Tyr Gly
5

nhén tao

Ser Ser Tyr Gly
5

nhén tao

Thr Ser Phe Gly
5

nhédn tao

Ile Ser Tyr Gly
5

nhan tao

20
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<220>
<223> Tbng hop

<400> 70

Gly Phe Ser Leu
1

<210> 71
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbng hop

<400> 71

Gly Phe Ser Leu
1

<210> 72
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tdng hop

<400> 72

Gly Tyr Thr Phe
1

<210> 73
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 73

Asp Phe Ser Leu

1

<210> 74
<211> 9
<212> PRT

47372

Asn Thr Tyr Gly
5

nhan tao

Ile Asn Tyr Gly
5

nhén tao

Thr Gly Phe Leu

5

nhan tao

Thr Lys Tyr Gly
5

21
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<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tu
Téng hop
74

Gly Tyr Ser Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

75

8

PRT
Trinh tu

Téng hop

75

Gly Phe Ser Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

76

8

PRT
Trinh tu

Téng hop

76

Gly Tyr Ser Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

77

8

PRT
Trinh tu
Tdéng hop
77

Ile Asn Pro Gly

1

<210>

78

47372

nhan tao

Thr Ser Gly Tyr Phe
5

nhé&n tao

Ser Asn Tyr Gly
5

nhdn tao

Thr Asn Phe Leu
5

nhén tao

Asn Gly Gly Ser
5

22
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7

PRT
Trinh tu
Téng hop
78

Ile Trp Gly Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

79

8

PRT
Trinh tu

Téng hop

79

Ile Ser Gly Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

80
10
PRT
Trinh tu

Téng hop

80

Ile Arg Ser Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

81

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

81

Ile Asn Pro Gly

1

47372

nhan tao

Gly Asn Thr
5

nhén tao

Ser Asn Thr Ile
5

nhan tao

Ser Asn Asn Tyr Ala Thr
5 10

nhén tao

Asn Gly Gly Ser Asn
5

23
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<210> 82
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 82

Ile Asn Pro Ser
1

<210> 83
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 83

Phe Ser Tyr Gly
1

<210> 84
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 84

Ile Asn Ala Asn
1

<210> 85
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 85

Ile Ser Thr Asn

47372

nhén tao

Thr Ile Tyr Thr
5

nhé&n tao

Asp Ser His Asn
5

nhén tao

Thr Gly Glu Pro
5

nhé&n tao

Thr Gly Glu Pro

24
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

86

8

PRT
Trinh tu

Téng hop

86

Ile Asn Pro Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

87

7

PRT
Trinh tu

Téng hop

87

Ile Trp Ala Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

88

7

PRT
Trinh tu

Téng hop

88

Ile Trp Ala Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

89

7

PRT
Trinh tu

Téng hop

89

47372

nhdn tao

Arg Ser Gly Thr
5

nhén tao

Gly Ser Thr
5

nhé&n tao

Gly Arg Thr

5

nhé&n tao

25
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Met Leu Ser AsSp
1

<210> 90
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 90

Ile Arg Gly Asp
1

<210> 091
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 91

Ile Trp Thr Gly
1

<210> 92
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbng hop

<400> 92

Ile Ser Tyr Asp
1

<210> 93
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

47372

Gly Asn Thr
5

nhé&n tao

Gly Asn Thr
5

nhén tao

Gly Asn Thr
5

nhédn tao

Gly Ser Asn
5

nhan tao

26
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<400>

93

Ile Trp Ala Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

94

8

PRT
Trinh tu

Téng hop

94

Ile Asn Pro Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

95

8

PRT
Trinh tu

T7dng hop

95

Ile Asn Pro Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

96
11
PRT
Trinh tu

Téng hop

96

Ala Arg Ile Tyr

1

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

97

12

PRT
Trinh tu

47372

Gly Asn Thr
5

nhéan tao

Asn Gly Arg Thr
5

nhan tao

Thr Ile Tyr Thr
5

nhén tao

Tyr Gly Asn Ser Phe Ala Tyr
5 10

nhén tao

27
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<220>
<223>

<400>

Téng hop

97

Ala Lys Gln Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

98
11
PRT
Trinh tu

Téng hop

98

Thr Arg Leu Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

99

14

PRT
Trinh tu

Téng hop

99

Val Ser Gly Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

100
13
PRT
Trinh tuy

Téng hop

100

Ala Arg Glu Gly

1

<210>
<211>
<212>

101
11
PRT

Leu Tyr Gly His Ala Met Asp Tyr

5

nhé&n tao

Leu Gly Asn Ala Met Asp Tyr

5

nhan tao

Tyr Tyr Gly Asn Ser Lys Ala Phe Asp Tyr

5

nhédn tao

Tyr Gly Arg Gly Asn Ala Met Asp Tyr

5

47372

10

10

10

10

28
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<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tu
Téng hop
101

Ala Arg Phe Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

102
11
PRT
Trinh tu

Téng hop

102

Ala Arg Leu Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

103
11
PRT
Trinh tu

Téng hop

103

Ala Arg Leu Val

1

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

<220>
<223>

<400>

104
12
PRT
Trinh tu

Téng hop

104

Ala Arg Thr Arg

1

<210>

105

nhdn tao

Arg Gly Asn Thr Met Asp Tyr

5

nhé&n tao

Arg Gly Asn Ser Phe Asp Tyr

5

nhan tao

Arg Gly Asn Ser Phe Asp Phe

5

nhén tao

Tyr Gly Gly Asn Ala Met Asp Tyr

5

47372

10

10

10

10

29
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11
PRT
Trinh tu
Téng hop
105

Ala Arg Ser Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

106

11

PRT
Trinh tu

Téng hop

106

Ala Arg Ser Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

107
12
PRT
Trinh tu

Téng hop

107

Ala Arg Asp Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

108
12
PRT
Trinh tu

Tdng hop

108

Ala Arg His Lys

1

nhén tao

Tyr Gly Asn Ser Leu Asp Ser

5

nhén tao

Tyr Gly Asn Ser Phe Asp Tyr

5

nhdn tao

Tyr Gly Gly Asn Ser Leu Asp Tyr

5

nhé&n tao

Ala Tyr Gly Asn Ala Met Asp Tyr

5

47372

10

10

10

10

30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

109
11
PRT
Trinh ty

Téng hop

109

Ala Lys Val Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

110
11
PRT
Trinh tu

Téng hop

110

Ala Arg Leu Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

111
12
PRT
Trinh tu

Téng hop

111

Ala Arg Asn Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

112
11
PRT
Trinh tu

Tdng hop

112

Gly Arg Leu Asp

nhé&n tao

Arg Gly Asn Ala Met Asp His

5

nhan tao

Tyr Gly Asn Ala Met Asp Tyr

5

nhan tao

Tyr Tyr Gly Asn Ala Met Asp Tyr

5

nhé&n tao

Tyr Gly Asn Ala Met Asp Tyr

47372

10

10

10

31
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

113

8

PRT
Trinh tu

Téng hop

113

Ala Ser Phe Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

114
13
PRT
Trinh tu

Téng hop

114

Ala Arg His Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

115

11

PRT
Trinh tu

Tdng hop

115

Ala Arg Ile Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

116
11
PRT
Trinh tuy

Téng hop

116

47372

nhdn tao

Phe Phe Ala Tyr
5

nhan tao

Tyr Gly Lys Gly Asn Ala Met Asp Asn
5 10

nh&n tao

Tyr Gly Asn Ser Met Asp Tyr

5 10

nhan tao

32
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Ala Arg Ser Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Lys

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

117
113
PRT

Trinh tu

Téng
117
val

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Phe

118
113
PRT

Trinh ty nhan tao

Téng

hop

Met

Thr

20

Arg

Leu

Phe

Val

Tyr
100

hop

47372

Tyr Gly Asn Ser Phe Asp His

5

nhan tao

Thr

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Asp

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

10

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Ala

33

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Asn

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ala

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Leu

137/238



47372 138/238

<400> 118
Asp Ile Met Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Thr Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Leu Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Leu Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly His
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Val Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Thr Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Val Tyr Ile Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Met
100 105 110

Arg

<210> 119
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 119

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

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

34



Pro

Pro

65

Ile

Asp

Lys

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

35

Lys

Arg

Ser

Tyr

120
113
PRT

Leu

Phe

Val

Phe
100

Trinh tu

Téng

120

Asp Thr Val

1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

hop

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Leu

Thr

Gln

85

Pro

nhén tao

Thr

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

Ile

Gly
70

Tyr
55

Ser

Ala Ala

Phe

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Thr

Phe

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Ala

40

Gly

Gly

Asp

47372

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Ser

Gly

Ala

90

Ser

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

35

Thr

Thr

75

Val

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Arg

Tyr

Tyr

Thr

Ser

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

Glu

Phe

Tyr

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Ala

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

Val

Thr

80

Asn

Ile

Gly

Gly

Gln

Val

Thr

80

Asn
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47372 140/238

85 90 95

Asp Leu Tyr Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Phe
100 105 110

Lys

<210> 121
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 121

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

Glu Lys Val Ile Met Ser Cys Lys Ser Asn Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Lys Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Glu Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Arg Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Gly Tyr Ser Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Met
100 105 110

Lys

<210> 122

36



47372 141/238

<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbdng hop

<400> 122
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Ala Gly

1 5 10 15

Gly Lys Val Thr Val Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Thr Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asn Tyr Tyr Phe Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110

Lys

<210> 123
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 123

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

37



Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Val

Lys

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Thr

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Gly

Pro

Ile

Lys

Asn

Pro
50

Val

Gln

35

Lys

Arg

Lys

Ser

124
113
PRT

Thr

20

Arg

Leu

Phe

Val

Tyr
100

Trinh tu

Tdng
124

Val

Val

Gln

35

Lys

hop

Met

Thr

20

Lys

Leu

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

nhé&n tao

Thr

Met

Asn

Leu

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Gln

Ser

Tyr

Ile

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Ser

Cys

Leu

Tyr
55

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Thr

40

Arg

47372

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

38

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Leu

Gln

Gln

Ser

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Thr

Ser

Gln

Arg
60

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Arg

45

Glu

Phe

30

Pro

Ser

Ile

Cys

Leu
110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Asn Ser

Gly Gln

Gly Val

Leu Thr
80

Gln Asn
95

Glu Leu

Ala Gly

15

Asn Ser

Gly Gln

Gly Val
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47372 143/238

Pro Val Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asp Tyr Ile Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Met
100 105 110

Asn

<210> 125
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 125

Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Ala Gly

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Thr Leu Leu Ile Phe Trp Ala Phe Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Asn Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Ser Tyr Ser Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

39



Lys

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asn

Lys

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Phe

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

<220>
<223>

126
113
PRT

Trinh tu

Téng

126

Val

Val

Gln

35

Arg

Arg

Ser

Ile

127
113
PRT

Trinh ty nhéan tao

Téng

hop

Met

Thr

20

Arg

Leu

Phe

Val

Tyr
100

hop

nhédn tao

Thr

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

47372

Ser

Ser

25

Trp

Ser

Ser

Leu

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Arg

Ala

90

Ala

40

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

AsSp

Phe

Tyr

Lys

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ala

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Leu
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<400>

127

Asp Ile Val

1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Lys

Lys

Asn

Pro

50

Val

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ile

128
113
PRT

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr
100

Trinh tu

Téng

128

hop

Asp Ile Val Met

1

Glu Lys Val Thr

20

Gly Asn Gln Lys

Thr

Met

Ser

Leu

Thr

Gln

85

Pro

nhé&n tao

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Arg

Ser

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Thr Gln Ser Pro

5

Met Asn Cys Arg

Asn Tyr Leu Ser

47372

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Leu

Met

His

Thr

Thr

75

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Asp

Phe

Tyr

Lys

Ser Ser Leu Thr Val

10

Ser Ile Gln Ser Leu

25

Trp Tyr Gln Gln Lys

41

Thr

Phe

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Pro

15

Asn

Gly

Gly

Leu

His

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Leu

Thr Ala Gly

15

Leu Asn Ser

30

Pro Gly Gln
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Pro

Pro

65

Ile

Ser

Lys

Pro

50

Asp

Arg

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Val

Ser Tyr
100

129
113
PRT
Trinh tu

Téng hop

129

Asp Ile Val Met

1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Val Thr
20

Arg Lys

35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Val

Leu

Thr

Leu

85

Pro

nhén tao

Thr

Leu

Asn

Leu

Thr

Gln

Ile

Gly

70

Asp

Phe

Gln

Thr

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr
55

Ser

Glu

Thr P

Ser

Cys

Leu

Tyr

Ser

Glu

40

Trp

Gly

Asp

Pro

Arg

Thr

40

Trp

Gly

Asp

47372

Ala

Ser

Leu

Gly S

105

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Ser

Gly

Ala
90

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

42

Thr

Thr

75

Val

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Tyr

Tyr

45

Glu

Phe

Tyr

=
=
w

Val

Leu

Ile

45

Glu

Phe

Tyr

Ser

Thr

Cys

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Gly

Leu

Gln
95

Ala

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

Val

Thr

80

Asn

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn
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47372 147/238

85 90 95

Ala Tyr Ser Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Lys

Lys

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Glu Lys

Gly Asn

Pro Pro

50

Pro Asp

65

Val Ser

Ala Tyr

Lys

<210>

100

130
113
PRT
Trinh tu

Téng hop
130

Val Met
Val Thr

20

Gln Arg

35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Val

Tyr Phe

100

131

105 110

nhén tao

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

Met Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
25 30

Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Gln
40 45

TLeu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
55 60

Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
70 75 80

Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Lys
105 110

43



47372 148/238

<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 131

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Ala Arg

Glu Arg Val Ser Met Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Arg Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ser Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Ile Tyr Phe Cys Gln Asn
85 90 95

Asn Tyr Tyr Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 132
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 132

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

44



47372 149/238

Glu Arg Val Thr Met Arg Cys Arg Ser Thr Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Gly Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Ala Tyr Tyr Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Arg
100 105 110

Lys

<210> 133
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 133
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Ala Gly

1 5 10 15

Glu Arg Val Thr Met Ser Cys Lys Pro Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Leu Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

45



47372 150/238

Pro Asp Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Ala Tyr Phe Tyr Pro Cys Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Met
100 105 110

Lys

<210> 134
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 134

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Ala Gly

Glu Lys Val Thr Met Arg Cys Arg Ser Thr Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Arg Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Ala Tyr Tyr Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Val Gly Thr Lys Leu Glu Arg
100 105 110

46



Lys

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile

Glu Arg

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp
65

Ile Ser

Ala Tyr

Lys

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

<220>
<223>

135
113
PRT

Trinh tu

Téng

135

Val

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Phe

136
113
PRT

Trinh ty nhén tao

Téng

hop

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr
100

hop

nhan tao

Thr

Met

Asn

Leu

Lys

Gln

85

Pro

Gln

Ser

Tyr

Leu

Gly

70

Ala

Cys

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

47372

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

47

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ala
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

vVal

Thr

80

Asn

Met

151/238



47372 152238

<400> 136
Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Thr Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Phe Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Val Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Val Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asp Tyr Tyr Phe Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Arg Leu Glu Leu
100 105 110

Lys

<210> 137
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 137

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

Glu Lys Val Thr Leu Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Gly
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

48



Pro

Pro

65

Ile

Ala

Lys

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

35

Lys

Arg

Ser

Phe

138
113
PRT

Leu

Phe

Val

Tyr
100

Trinh tu

Téng

138

Asp Ile Val

1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Val

Gln

35

Lys

Arg

Asn

hop

Met

Thr

20

Arg

Leu

Phe

Ile

Leu

Thr

Gln

85

Pro

nhan tao

Thr

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

Ile

Gly

Ala

Phe

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Ser

40

Trp

Gly

Asp

47372

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

49

Thr

Thr

75

Val

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Leu

Arg

60

Tyr

Tyr

Thr

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Glu

45

Glu

Phe

Phe

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Gly Val

Phe Thr
80

Gln Asn
95

Glu Leu

Ala Gly
15

Asn Ser

Gly Gln

Gly Val

Leu Thr

80

Gln Asn
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47372 154238

85 90 95

Ala Tyr Phe Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile

Lys

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Glu Lys

Gly Asn

Ser Pro

50

Pro Asp

65

Ile Ser

Asn Tyr

Lys

<210>

100

139
113
PRT
Trinh tu

Téng hop
139

Leu Met
Val Thr

20

Gln Lys

35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Val

Phe Tyr

100

140

105 110

nhé&n tao

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

Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
25 30

Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
40 45

Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
55 60

Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70 75 80

Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Pro Leu Thr Phe Gly Val Gly Thr Lys Leu Glu Leu
105 110

50



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Glu Lys

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp
65

Ile Ser

Asn Tyr

Lys

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

<220>
<223>

<400>

113
PRT
Trinh tu
Téng hop

140

Val Met

Val Thr
20

Gln Lys
35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Val

Ile Tyr
100

141
113
PRT
Trinh tu

Téng hop

141

47312 155/238

nh&n tao

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Thr Gly

Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
25 30

Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
40 45

Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
55 60

Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
70 75 80

Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Pro Leu Ala Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Glu Leu
105 110

nhdn tao

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Ala Gly

1

5 10 15

51



47372 156/238

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Met Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Tle Ser Ser Gly Gln Ala Glu Asp Leu Ala Ile Tyr Phe Cys Gln Asn
85 90 95

Gly Tyr Tyr Phe Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Thr
100 105 110

Lys

<210> 142
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 142

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

Glu Lys Val Thr Met Arg Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Arg Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
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47312 157/238

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Tle Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asn Tyr Ile Tyr Pro Leu Ala Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110

Lys

<210> 143
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 143

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Ala Gly

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asn Tyr Ile Tyr Pro Leu Ala Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110

53



Lys

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Gly

Ser

Pro

65

Ile

Ala

Lys

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Glu

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

144
113
PRT

Trinh tu

Téng

144

Val

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Tyr

145
118
PRT

Trinh ty nhan tao

Téng

hop

Met

Thr

20

Arg

Leu

Phe

Val

Tyr
100

hop

nhé&n tao

Thr

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

Gln

Arg

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

47372

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

10

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Pro

54

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ala
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Arg
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47372 150/238

<400> 145

Gln Val Gln Leu His Gln Ser Gly Thr Glu Leu Val Arg Pro Gly Thr
1 A

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Rla Ser Gly Tyr Ala Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Leu Leu Glu Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Asn Pro Gly Asn Gly Gly Ser Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 . 60 ' .

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Val Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Ile Tyr Tyr Gly Asn Ser Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ala

115
<210> 146
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 146

Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln
1 5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

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

55



47372 160/238

35 40 45

Gly Val Ile Trp Gly Asp Gly Asn Thr Ile Tyr His Ser Ala Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Arg Gln Val Phe Leu
65 70 75 80

Lys Val Asn Ser Leu Gln Ile Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Lys Gln Gly Leu Tyr Gly His Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Ile Val Ser Ser

115
<210> 147
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 147

Asp Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Gly Met Asn Trp val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Phe Ile Ser Gly Gly Ser Asn Thr Ile His Tyr Leu Asp Thr Val
50 55 60

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

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

56



Thr Arg

Ser Val

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

<220>
<223>

<400>

Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Arg
50

Ser Val

65

Leu Tyr

Tyr Cys

Trp Gly

<210>

Leu Ala
100

Ile Val
115

148
123
PRT
Trinh tu

Téng hop
148

Gln His

Lys Leu
20

Asn Trp
35

Ile Arg

Lys Asp

Val Gln

Val Ser
100

Gln Gly
115

149

47372 161/238

85 90 95

Leu Gly Asn Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Ser Ser

nhé&n tao

Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Lys Gly

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Asn
25 30

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
40 45

Ser Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Gln Ser Met
70 75 80

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

Gly Ala Tyr Tyr Gly Asn Ser Lys Ala Phe Asp Tyr
105 110

Thr Leu Val Thr vVal Ser Ala
120

57



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Val

Ser Ile

Gly Tyr

Lys Tyr
65

Ile Gln

Ala Arg

Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

120
PRT

Trinh tu

Téng
149

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Glu

Ser

115

150
118
PRT

hop

Leu

Met

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Gly

100

Val

Trinh tu

Téng

150

hop

Glu Val Gln Leu

1

nhé&n tao

Gln

Ser

Leu

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Gly

Val

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Thr

Arg

Ser

nhén tao

Gly

Ala

Gly

Ile

Ala

Ser

Gly

Ser
120

47372

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Asp

Asn
105

Glu
10

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Ala

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Met

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

Asp

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Pro

Pro

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Gly

5

10

58
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Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr Phe Ser Tyr Gly Asp Ser His Asn Tyr Tyr Ser Asp Ser Val
50 55 60

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

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 90 95

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

Ser Val Thr Val Ser Leu

115
<210> 151
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 151
Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Arg Lys Pro Gly Glu

1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45

Ala Trp Ile Asn Ala Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Glu Glu Phe
50 55 60

59



Lys

65

Leu

Ala

Thr

Gly

Gln

Arg

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Ile

Leu

Thr
115

152
118
PRT

Phe

Asn

Thr

100

Val

Trinh tu

Téng

152

Gln Ile Gln

1

Thr

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Val

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Leu

hop

Leu

Ile

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Val
100

Ala

Ser

85

Arg

Ser

Phe
70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Asn

nhéan tao

Val

Ser

Val

Thr

Ala

Asn

85

Arg

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Asn

Leu

Asn

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Ser

47372

Glu Thr Ser Ala Arg Ser Ala Tyr

Glu

Phe
105

Pro

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Phe
105

75

Asp Thr Ala Thr Tyr

90

Asp Tyr Trp Gly Gln

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

Asp

60

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Gly

110

Pro

Thr

30

Lys

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Phe
95

Gly

Gly

15

Lys

Trp

Glu

Ala

Phe

95

Gly

80

Cys

Thr

Glu

Tyr

Met

Phe

Phe

80

Cys

Ile

164/238



Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Pro Ile

Gly Asn
50

Lys Gly
65

Leu Glu

Ala Arg

Gly Thr

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

<220>
<223>

Thr Val
115

153
120
PRT
Trinh tu
Téng hop

153

Gln Leu

Lys Met
20

Glu Trp
35

Phe His

Lys Ala

Val Ser

Arg Ala
100

Ser Val
115

154
119
PRT
Trinh tu

Téng hop

47372

Ser Ser

nhédn tao

Gln Gln Ser Gly Gly Glu

Ser Cys Lys Ala Phe Gly
25

Met Lys Gln Asn His Gly
40

Pro Tyr Asn Asp Asp Thr
55

Lys Leu Thr Val Glu Lys
70

Arg Leu Thr Ser Asp Asp
85 90

Tyr Gly Tyr Pro Tyr Ala
105

Thr Val Ser Ser
120

nhan tao

61

Leu

Tyr

Lys

Lys

Ser

75

Ser

Met

Val

Thr

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Thr

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

165/238



<400>

154

Gln Val His

1

Ser

Leu

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Ile

Val

50

Gly

Gln

Arg

Ser

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Glu
35

Ile

Lys

Leu

Thr

Val
115

155
117
PRT

Leu

Val

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Arg

100

Thr

Trinh tu

Téng

155

Gln Val Gln

1

Ser Leu Ser

Gly Val His

hop

Leu

Ile

20

Trp

Gln

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Val

nhén tao

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Lys

Arg

Thr

Thr

Gly

Ser

Gly

Ala

Arg

40

Ser

Ala

Ser

Asn

Lys Glu Ser Gly

5

Ala Cys Thr Val

47372

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Ala
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Met

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Asp

Val Arg

Ala Phe

Gly Leu

45

Tyr Asn

60

Ser Ser

Ala Val

Tyr Trp

Pro Gly Gln Val Ala

10

Ser Gly Phe Ser Leu

25

Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu

62

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Gln

Thr

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Pro Ser Gln

15

Ser Ser Tyr

30

Glu Trp Leu

166/238



Gly

Ser

65

Lys

Arg

Leu

Val

50

Arg

Met

Ser

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Gln
1

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Val

Leu

Val

Val

50

Arg

Met

35

Ile

Leu

Asn

Leu

Val

115

156
117
PRT

Trp

Thr

Ser

Tyr

100

Ser

Trinh tu

Téng

156

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

His

hop

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Ala

Ile

Leu

85

Gly

Ser

nhédn tao

Lys

Thr

Ile

Ala

Ile

Leu

Gly

Ser

70

Gln

Asn

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Gln

Gly

Lys

Thr

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

40

Ser

Asp

Asp

Leu

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Asp

47372

Thr

Asn

Asp

Asp
105

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Asn

Ser

Thr

90

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

63

Tyr

Arg

75

Ala

Trp

Leu

Leu

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Thr

Ile

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Met

45

Ser

Arg

Tyr

Pro

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Ala

Val

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Val

Tyr

Leu

Phe

Cys

Thr

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Tyr

Cys

Met

Leu

80

Ala

Thr

Gln

Phe

Leu

Met

Leu

80

Ala
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Arg Ser

Leu Thr

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Leu

Gly Val

Ala Ala

50

Ser Arg

65

Lys Met

Arg Trp

Val Thr

<210>

Leu Tyr
100

Val Ser
115

157
117
PRT
Trinh tu

Téng hop
157

Gln Leu

Ser Ile
20

Asn Trp
35

Ile Arg

Leu Arg

Asn Ser

Phe Arg
100

Val Ser
115

158

47372 168/238

85 90 95

Gly Asn Ser Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ala
105 110

Ser
nhé&n tao

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

Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr
25 30

Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
40 45

Ser Asp Gly Ile Ile Thr Tyr Asn Ser Val Leu Lys
55 60

Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
70 75 80

Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Met Phe Tyr Cys Ala
85 90 95

Gly Asn Val Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser
105 110

Ser

64



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Ser

Val

Leu

Val

Val

50

Arg

Met

Asp

Val

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

<220>
<223>

<400>

118
PRT

Trinh tu

Téng
158

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

Asn

Arg

Thr
115

159
119
PRT

hop

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Tyr

100

Val

Trinh tu

Tdng

159

hop

Asp Val Gln Leu

1

47372 | 160/238

nhan tao

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

Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ile Ser Tyr
25 30

Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
40 45

Ala Gly Gly Arg Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met
55 60

Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
70 75 80

Leu Gln Thr Tyr Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Gly Gly Asn Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Ser Ser
nhan tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
5 10 15

65



Ser Arg Lys

Gly Met His
35

Ala Tyr Ile
50

Lys Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Ser

Thr Ser Val
115

<210> 160
<211> 118
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

Tdng
<400> 160
Gln Val Gln
1

Ser Leu Ser

Gly Val His
35

Val Val Met
50

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Thr

Ser

100

Thr

Trinh tu

hop

Leu

Ile

20

Trp

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Val

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Gly

Gly

Ser

nhan tao

Lys

Thr

Val

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

Thr

Gln

Gly
55

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Asn

Gly

Ile

Pro

40

Asn

47372

Ser

25

Pro

Pro

Asp

Glu

Ser
105

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Gly

Glu

Ile

Asn

Asp

90

Met

Phe

Lys

Tyr

Pro

75

Thr

Asp

Gly Leu

Gly Phe

Gly Lys

Val

66

Tyr

Thr

Phe

60

Lys

Ala

Tyr

Val

Ser

Gly

Asn
60

Phe

Leu

45

Thr

Asn

Val

Trp

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Asn

30

Glu

Ser

Thr

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

Ser

15

Thr

Trp

Leu

Phe

Val

Val

Phe

80

Cys

Gly

Gln

Tyr

Leu

Lys

170/238



Ser

65

Lys

Arg

Ser

Arg

Met

His

Val

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Asn

Lys

Thr
115

161
117
PRT

Ser

Ser

Ala

100

Val

Trinh tu

Tdng

16l

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Lys

Leu

Val

Val

50

Arg

Leu

Val

Ser

Ser

35

Ile

Leu

Asn

Gly

hop

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Arg
100

Leu

Leu

85

Tyr

Ser

nhén tao

Lys

Thr

Val

Gly

Ile

Val

85

Gly

Thr Lys Asp

70

Gln Thr Asp

Gly Asn Ala

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Arg

70

His

Asn

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Ala

Gly

Val

Pro

40

Asn

Asp

Asp

Met

47372

Asn Ser Lys Ser Gln

75

Asp Thr Ala Ile Tyr

90

Met Asp Tyr Trp Gly

105

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Gly

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

His

67

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Trp

Val

Ser

Gly

Gln

60

Ser

Thr

Gly

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Gln

Leu Leu Leu

80

Tyr Cys Ala

95

Gln Gly Thr

110

Pro

Ile

30

Glu

Ala

Val

Tyr

Gly
110

Ser

15

Asn

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Ile

Gln

Tyr

Leu

Arg

Leu

80

Ala

Ser
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Val Ile Val Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

162
117
PRT
Trinh tu

Téng hop

162

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Lys

Val

Leu

Val

Val

50

Arg

Leu

Val

Ile

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

<220>
<223>

Ser Ile
20

Ser Trp
35

Ile Arg

Leu Ser

Asn Ser

Gly Arg
100

Val Ser
115

163
118
PRT
Trinh tu

Téng hop

47372

Ser

nhén tao

Lys Glu Ser Gly Pro Gly

Thr Cys Thr Val Ser Gly
25

Val Arg Gln Pro Pro Gly
40

Gly Asp Gly Asn Thr Asn

Ile Arg Lys Asp Thr Ser
70

Val His Thr Asp Gly Thr
85 90

Gly Asn Ala Met Asp His
105

Ser

nh&n tao

68

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Trp

Val

Ser

Gly

Gln

60

Ser

Thr

Gly

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Gln

Pro

Ile

30

Glu

Ala

Val

Tyr

Gly
110

Ser

15

Asn

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Ile

Gln

Tyr

Leu

Arg

Leu

80

Ala

Ser

172/238



47372 173/238

<400> 163

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Phe
20 25 30

Leu Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Ser Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Phe
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Asp Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

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

Ser Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 164
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 164

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Asp Phe Ser Leu Thr Lys Tyr
20 25 30

Gly Val His Trp Phe Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu

69



47372 174/238

35 40 45

Gly Val Ile Trp Thr Gly Gly Asn Thr Asp Tyr Asn Pro Ala Leu Ile
50 55 60

Pro Arg Leu Ser Phe Arg Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Phe
65 70 75 80

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

Arg Asn Gly Tyr Tyr Gly Asn Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 165
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 165

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ser Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Phe
20 25 30

Leu Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Ser Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Asp Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

70



Gly Arg

Ser Val

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

<220>
<223>

<400>

Asp Val
1

Ser Leu

Tyr Phe

Met Gly

50

Lys Asn

65

Leu Lys

Ala Ser

Val Ser

<210>

Leu Asp
100

Thr Val
115

166
115
PRT
Trinh tuy

Téng hop
166

Gln Leu

Ser Leu
20

Trp Thr

Tyr Ile

Arg Ile

Leu Asn

Phe Arg

100

Ala
115

167

47372 175/238

85 90 95

Tyr Gly Asn Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Ser Ser

nhé&n tao

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

Ser Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Gly
25 30

Trp Phe Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
40 45

Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
55 60

Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe
70 75 80

Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 90 95

Phe Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
105 110

71



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Leu

Gly Vval

Gly Val
50

Ser Arg
65

Lys Met

Arg His

Thr Ser

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

<220>
<223>

<400>

119
PRT

Trinh tu

Téng
167

Gln

Ser

Ser
35

Ile

Leu

Asn

Gly

Val
115

168
118
PRT

hop

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Arg

Ser

Tyr

100

Thr

Trinh ty

Tdng

168

hop

Gln Val Gln Leu

1

nhan tao

Lys

Thr

Val

Ala

Ile

Leu

85

Gly

Val

nhén tao

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Gln

Lys

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Gly

Ser

Gly

Val

Pro

40

Asn

Asp

Asp

Asn

47372

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala
105

Gly

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Met

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Arg

Asn

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Ala

Val

Tyr

Gly
110

Ser
15

Asn

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Gln

Gln

Tyr

Leu

Met

Leu

80

Ala

Gly

Gln Gln Pro Gly Ala Glu Pro Val Lys Pro Gly Ala

5

10

72

15
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47372 177/238

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

Leu Thr His Trp Val Arg Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Asn Pro Thr Asn Gly Arg Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

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

Met Gln Leu Ser Asn Leu Thr Pro Glu Asp Ser Ala Val Phe Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ile Tyr Tyr Gly Asn Ser Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ala

115
<210> 169
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 169

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Pro Thr Tyr
20 25 30

Ser Ile His Trp Leu Lys Gln Gly Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Asn Thr Ile Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

73



47372 178/238

Lys Tyr Lys Thr Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Ile Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Asp Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Gly Tyr Gly Arg Gly Asn Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 170
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 170
Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln

1 5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Thr Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asp Ser Ala Leu Met
50 55 60

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Arg Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
65 70 75 80

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

Arg Ser Leu Tyr Gly Asn Ser Phe Asp His Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110

74



Leu Thr Val Ser

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

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser Val

Ile Ile

Gly Phe
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Leu Val

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

<220>
<223>

115

171
118
PRT

Trinh tu

Téng
171

Gln

Lys

Gln

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Thr
115

172
117
PRT

hop

Leu

Met

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Tyr

100

Val

Trinh tu

Téng

hop

47372

Ser

nhdn tao

Gln Gln Ser Gly Pro Glu

Ser Cys Lys Ala Ser Gly
25

Met Lys Gln Lys Pro Gly
40

Pro Tyr Asn Asp Gly Thr
55

Thr Leu Thr Ser Asp Lys
70

Ser Leu Thr Ser Glu Asp
85 90

Phe Gly Asn Ser Phe Ala
105

Ser Ala

nhdn tao

75

Leu

Tyr

Leu

Lys

Ser

75

Ser

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Ala

Tyr

Gln
110

Gly

Gly

Trp

Gln

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr

179/238



47372 180/238

<400> 172

Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln
1 5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

Gly Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asp Ser Thr Leu Met
50 55 60

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Arg Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
65 70 75 80

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

Arg Ser Leu Tyr Gly Asn Ser Phe Asp His Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110

Leu Thr Val Ser Ser

115
<210> 173
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 173

Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln
1 5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

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

76



35

Gly Val Ile
50

Ser Arg Leu
65

Lys Met Thr

Arg Ser Leu

Leu Thr Vval
115

<210> 174
<211> 118
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

Téng
<400> 174
Glu Val Gln
1

Ser Val Lys

Leu Met His
35

Gly Tyr Ile
50

Lys Gly Lys
65

Met Glu Leu

Trp

Ser

Ser

Tyr

100

Ser

Trinh tuy

hop

Leu

Met

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Ala

Ile

Leu

85

Gly

Ser

nhé&n tao

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Gly

Ser
70

Gln

Asn

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Gly

Lys

Thr

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

40

Ser

Asp

Asp

Phe

Gly

Ala

Lys

40

Asp

Ser

Ser

47372

Thr

Arg

Asp

Asp
105

Pro

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Asn

Ser

Thr

90

His

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

77

Tyr

Lys

75

Ala

Trp

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Ser

Asp

60

Ser

Met

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

45

Ser

Gln

Tyr

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Ala

Val

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

Phe

Cys

95

Thr

Gly

15

Gly

Trp

Arg

Ala

Tyr

Met

Leu

80

Ala

Thr

Ala

Phe

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

181/238



Ala Arg

Ser Val

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

<220>
<223>

<400>

Glu Val

1

Ser Leu

Gly Met

~Ser Tyr

50

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

Thr Leu

<210>

Leu Asp
100

Thr Val
115

175
119
PRT
Trinh tu

Téng hop
175

Gln Leu

Arg Leu
20

His Trp
35

Ile Thr

Arg Phe

Met Asn

Ser Ser
100

Val Thr
115

176

47372 182/238

85 90 95

Tyr Gly Asn Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Ser Ser

nhdn tao

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

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Phe
25 30

vVval Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
40 45

Ser Gly Asn Ser Pro Ile Tyr Phe Thr Asp Thr Val
55 60

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
70 75 80

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Tyr Tyr Gly Asn Ser Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
105 110

Val Ser Ser

78



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

119
PRT

Trinh tu

Téng

176

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Arg

His
35

Ile

Arg

Met

Ser

Val
115

177
119
PRT

hop

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

100

Thr

Trinh ty

Téng

177

hop

Glu Val Gln Leu

1

47372 183/238

nhé&n tao

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

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Phe
25 30

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
40 45

Ser Gly Asn Ser Pro Ile Tyr Phe Thr Asp Thr Val
55 60

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
70 75 80

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Tyr Tyr Gly Asn Ser Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
105 110

Val Ser Ser

nhén tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
5 10 15

79



Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Gly

Pro

Ile

Arg

Asn

Pro
50

Arg

His
35

Ile

Arg

Met

Ser

Val
115

178
113
PRT

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

100

Thr

Trinh tu

Téng
178

Val

Ala

Arg

35

Lys

hop

Met

Thr

20

Lys

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Val

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ser

nhédn tao

Thr

Ile

Asn

Leu

Gln

Asn

Tyr

Ile

Ser

Cys

Leu

Tyr
55

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Asn

Pro

Arg

Thr

40

Trp

47372

Ser

25

Pro

Pro

Asp

Glu

Ser
105

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

80

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

Gly

Phe

60

Lys

Ala

Tyr

Ala

Ser

Gln

Arg

Phe

Leu

45

Thr

Asn

Val

Trp

Val

Leu

Lys

45

Glu

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr Phe

Trp Val

Thr Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys
95

Gln Gly

Leu Gly

15

Asn Ser

Gly Gln

Gly Vval

184/238



Pro Asp Arg Phe

65

Ile Ser Ser Leu

Ala Tyr Ser Tyr

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

<220>
<223>

<400>

Asp Thr

Glu Arg

Gly Asn

Pro Pro

50

Pro Asp
65

Ile Ser

Ala Tyr

179
113
PRT

100

Trinh tu

Téng

179

Val

Ala

Arg

35

Lys

Arg

Ser

Ser

hop

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr
100

47372

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

70

75

Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys

85

90

Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

nhédn tao

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Phe

Ser

Cys

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Arg

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

105

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

81

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Leu
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Leu

Gln
95

Glu

Leu
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Thr
80

Asn

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Ile

185/238



Lys

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Ala

Lys

Thr

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

180
113
PRT
Trinh tu
Téng hop
180

Val Met

Val Thr
20

Arg Lys
35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Val

Ser Tyr

100

181
120
PRT

Trinh ty nhén tao

Téng hop

nhén tao

Thr

Leu

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Phe

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Arg

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

47372

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

82

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Leu
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Ile

186/238



47372 187/238

<400> 181
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Rla Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30

Pro Ile Glu Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Asn Phe His Pro Tyr Asn Asp Asp Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

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

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Arg Ala Tyr Gly Tyr Pro Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 182
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 182

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30

Pro Ile Glu Trp Met Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met

83



Gly Asn
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Pro Ile

Gly Asn

50

Lys Gly

Met Glu

35

Phe His

Arg Val

Leu Ser

Arg Ala
100

Leu Val
115

183
120
PRT
Trinh tu

Téng hop
183

Gln Leu

Lys Val
20

Glu Trp
35
Phe His

Arg Val

Val Ser

Pro Tyr Asn
55

Thr Ile Thr
70

Ser Leu Arg
85

Tyr Gly Tyr

Thr Val Ser

nhan tao

Val Gln Ser

Ser Cys Lys

Met Lys Gln

Pro Tyr Asn
55

Thr Ile Thr
70

Ser Leu Arg

40

Asp

Val

Ser

Pro

Ser
120

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Val

Ser

47372

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Thr

Thr

Asp

Ala

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

84

Lys

Ser

75

Thr

Met

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

60

Ala

Ala

Asp

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gly

Gly

15

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

Phe

Tyr

Cys

Gln

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

188/238



Ala Arg Arg Ala

100

Gly Thr Leu Val

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

<220>
<223>

<400>

Gln
1

Ser

Pro

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Val

Val

Ile

Asn

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<210>

115

184
120
PRT

Trinh tu

Téng

184

Gln

Lys

Glu

35

Phe

Arg

Val

Arg

Leu

115

185

hop

Leu

Met
20

Trp

His

Val

Ser

Ala

100

Val

85

47372

90

95

Tyr Gly Tyr Pro Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln

Thr Val Ser Ser

nhan tao

Val

Ser

Met

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Gly

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

120

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Val

Ser

Pro

Ser
120

105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

85

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Met

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Thr

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

189/238



47372 190/238

<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhéan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 185
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Ser Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asp Tyr Ile Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 186
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 186

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

86



47372 191/238

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Ser Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asp Tyr Ile Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 187
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 187

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

Glu Arg Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Ser Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

87



47372 192/238

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asp Tyr Ile Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 : 105 110

Lys

<210> 188
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 188

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
20 25 30

Ile Ile Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Phe Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Gln Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Vval Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ala Tyr Phe Gly Asn Ser Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

88



Leu Val Thr Val

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Ile

Gly

Lys

65

Met

Ala

Leu

Val

Val

Ile

Phe

50

Gly

Glu

Arg

Val

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

<220>
<223>

115

189
118
PRT

Trinh tu

Téng
189

Gln

Lys

Gln
35

Ile

Arg

Leu

Ala

Thr

115

190
118
PRT

hop

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Tyr

100

Val

Trinh tu

Téng

hop

47372

Ser Ser

nhé&n tao

Val Gln Ser Gly Ala Glu

Ser Cys Lys Ala Ser Gly
25

Met Arg Gln Ala Pro Gly
40

Pro Tyr Asn Asp Gly Thr
55

Thr Ile Thr Ser Asp Thr
70

Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90

Phe Gly Asn Ser Phe Ala
105

Ser Ser

nhédn tao

89

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Thr

Arg

Tyr

Ala

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Ala

Tyr

Gln
110

Gly

15

Gly

Trp

Gln

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

193/238



<400>

190

Gln Val Gln

1

Ser

Ile

Gly

Lys

Met

Ala

Leu

Val

Ile

Phe

50

Gly

Glu

Arg

Val

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Gln
35

Ile

Arg

Leu

Ala

Thr

115

191
118
PRT

Leu

Val

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Tyr

100

Val

Trinh tu

Téng

191

hop

Glu Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Met

20

Ile Ile Gln Trp

Val

Ser

Met

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Ser

nhan tao

Gln

Cys

Lys

Tyr

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

Asn Asp

55

Thr Ser

Arg Ser

Asn Ser

Val Gln Ser Gly

5

Ser Cys Lys Ala

Met Lys Gln Ala

47372 194/238

Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
10 15

Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
25 30

Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
45

Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Gln Phe
60

Asp Thr Ser Ala Ser Ala Ala Tyr
75 80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
10 15

Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
25 30

Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile

90



47372 195/238

35 40 45

Gly Phe Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Gln Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ser Asp Thr Ser Ala Ser Ala Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ala Tyr Phe Gly Asn Ser Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 192
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 192

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

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn

91



47372 196/238

85 90 95

Gly Tyr Tyr Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile

Lys

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Glu Arg

Gly Asn

Pro Pro

50

Pro Asp

65

Ile Ser

Gly Tyr

Lys

<210>

100

193
113
PRT
Trinh tuy

Téng hop
193

Val Met
Ala Thr

20

Gln Lys

35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Leu

Tyr Phe
100

194

105 110

nhén tao

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

Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
25 30

Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
40 45

Leu Met Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
55 60

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70 75 80

Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
105 110

92



47372 197/238

<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 194
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Met Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Gly Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Phe Cys Gln Asn
85 90 95

Gly Tyr Tyr Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 195
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 195

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

93



Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Gly

Lys

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Tyr

196
119
PRT

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Gly

Phe
100

Trinh ty

Téng

196

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Gly Met His

35

Ser Tyr Ile

50

hop

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Met Ser

Asn Tyr

Leu Met

Ser Gly

70

Gln Ala
85

Pro Phe

nhan tao

Val Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Ser Gly

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

Gln

Gln
55

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Ser

47372

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Pro

Ser Gln

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

75

Ala Val
90

Gly Gly

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Ile Tyr

94

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Thr

Gly

Phe
60

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Phe

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Asn Ser

Gly Gln

Gly Vval

Leu Thr

80

Gln Asn
95

Glu Ile

Gly Gly

Thr Phe

Trp Val

Thr Val

198/238



Lys

Leu

Ala

Thr

Gly

Gln

Arg

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Leu

Met

Tyr

Gly

Gln

Arg

Arg Phe

Met Asn

Ser Ser
100

Val Thr
115

197
119
PRT
Trinh tu

Téng hop
197

Gln Leu

Arg Leu
20

His Trp

35

Ile Thr

Arg Phe

Met Asn

Ser Ser
100

47372

Thr Ile Ser Arg Asp

70

Ser Leu Arg
85

Tyr Tyr Gly

Val Ser Ser

nhan tao

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Ser Gly Glu
55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Tyr Tyr Gly

Ala

Asn

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Asn

Glu

Ser
105

Gly

Ser

25

Pro

Pro

Asp

Glu

Ser
105

Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr

75

Asp Thr Ala Val Tyr

90

Met Asp Tyr Trp Gly

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

95

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Phe

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Thr

Asn

Val

Trp

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Tyr
95

Gln

Gly

15

Thr

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

80

Cys

Gly

Gly

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

199/238



Thr Leu Val Thr

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Leu

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

<220>
<223>

115

198
119
PRT

Trinh ty

Téng
198

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Ser

Val

115

199
119
PRT

hop

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

100

Thr

Trinh tu

Téng

hop

47372

Val Ser Ser

nhén tao

Val Glu Ser Gly Gly Gly

Ser Cys Ala Ala Ser Gly
25

Val Arg Gln Ala Pro Gly
40

Ser Gly Glu Ser Pro Ile
55

Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70

Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90

Tyr Tyr Gly Gln Ser Met
105

Val Ser Ser

nhén tao

96

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Phe

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Thr

Asn

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Gly

15

Thr

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Phe

val

vVal

Tyr

80

Cys

Gly

200/238



47372 201/238

<400> 199

Glu Val Gln Leu Val 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 Thr Phe
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Tyr Ile Thr Ser Gly Glu Ser Pro Ile Tyr Phe Thr Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser 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 Ser Ser Tyr Tyr Gly Glu Ser Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 200
<211> 119
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 200

Glu Val Gln Leu Val 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 Thr Phe
20 25 30

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

97



Ser Tyr

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Glu Arg

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp
65

Ile Ser

35

Ile Thr

Arg Phe

Met Asn

Ser Ser
100

Val Thr
115

201
113
PRT
Trinh tu

Téng hop
201

Val Met

Ala Thr
20

Arg Lys

35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Leu

Ser Gly Glu
55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Tyr Tyr Gly

Val Ser Ser

nhdn tao

Thr Gln Ser

Ile Asn Cys

Asn Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55

Ser Gly Ser
70

Gln Ala Glu

40

Ser

Arg

Ala

Asn

Pro

Arg

Thr

40

Trp

Gly

Asp

47372

Pro

Asp

Glu

Ala
105

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

vVal

Ile

Asn

Asp

Met

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

98

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Phe

60

Lys

Ala

Tyr

Ala

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

45

Thr

Asn

Val

Trp

Val

Leu

Lys

Glu

Phe

Tyr

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr

Leu

Tyr

Gln

Leu

15

Glu

Gly

Gly

Leu

Gln

Val

Tyr

Cys

Gly

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

202/238



47372 203/238

85 90 95

Ala Tyr Ser Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile

Lys

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Glu Arg

Gly Asn

Pro Pro

50

Pro Asp

65

Ile Ser

Ala Tyr

Lys

<210>

100

202
113
PRT
Trinh ty

T4ng hop
202

Val Met
Ala Thr

20

Arg Lys

35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Leu

Ser Tyr

100

203

105 110

nhén tao

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

Ile Asn Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ala
25 30

Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
40 45

Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
55 60

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70 75 80

Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
105 110

99



47372 204/238

<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 203
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ala
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Ser Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asp Tyr Ile Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 204
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 204
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

100



Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Lys

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Ile

Gly

Val

Val

Ile

Phe
50

Ala

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ile

205
118
PRT

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Trinh tu

Téng
205

Gln

Lys

Gln
35

Ile

hop

Leu

Val

20

Trp

Asn

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Asn

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

nhén tao

Val

5

Ser

Val

Pro

Gln

Cys

Arg

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn
55

Lys

Thr

40

Arg

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Asp

47372

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Ser Gln

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

75

Ala Val
90

Gly Gly

Glu Val

10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Lys

101

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Lys

Thr

Arg

Tyr
60

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Lys

Phe

Leu
45

Asn

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Glu Ser

Gly Gln

Gly Val

Leu Thr
80

Gln Asn
95

Glu Ile

Gly Ala

15

Gly Tyr

Trp Met

Gln Phe

205/238



Lys Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Ala

Leu Val Thr

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Ala

Ile

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

115

206
113
PRT

Val

Ser

Tyr

100

Val

Trinh tu

Tdéng

206

Val

Ala

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Tyr

hop

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Phe
100

Thr

Ser

85

Phe

Ser

nhé&n tao

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Ile Thr Arg

70

Leu Arg Ser

Gly Asn Ala

Ser

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Phe

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr
40

Trp

Gly

Asp

Phe

47372

Asp

Glu

Phe
105

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

Thr Ser Ala Ser

75

Asp Thr Ala Val

90

Ala Tyr Trp Gly

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

102

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Thr

Gln
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ala

Tyr
95

Gly

Leu
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Tyr
80

Cys

Thr

Gly

Ala

Gln

Val

Thr

80

Asn

Ile

206/238



Lys

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Gly

Lys

Ile

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

47372

207
113
PRT
Trinh ty nhén tao

Téng hop
207

Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser

Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser
20 25

Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr
35 40

Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser
55

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
70

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala
85 90

Tyr Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly
100 105

208

17

PRT

Trinh tu nhé&n tao

Téng hop

103

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Leu

15

Glu

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Glu

Ile

207/238



47372 208/238

<400> 208

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Arg Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 209

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 209

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Leu Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 210

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 210

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 211

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Téng hop

104



47372 200/238

<400> 211

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Gly Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Ala

<210> 212

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 212

Lys Ser Asn Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Lys Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 213

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 213

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser Gly Asn Gln Arg Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 214

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop
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47372 210/238

<400> 214

Arg Ser Ser Met Ser Leu Phe Asn Ser Gly Asn Gln Lys Ser Tyr Leu

1 5 10 15
Ser

<210> 215

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 215

Arg Ser Ile Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Ser

<210> 216

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 216

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Arg Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 217

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Téng hop
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47372 211/238

<400> 217

Arg Ser Thr Gln Ser Leu Phe Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 218

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 218

Lys Pro Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Ala

<210> 219

<211> 17

<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 219

Arg Ser Thr Gln Ser Leu Phe Asn Ser Gly Asn Gln Arg Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 220

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Téng hop
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47372 212/238

<400> 220

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Ala

<210> 221

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 221

Lys Ser Ser Gln Ser Val Phe Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 222

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 222

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Gly Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 223

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Tbéng hop
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47372 213/238

<400> 223

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Arg Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Ser

<210> 224

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 224

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 225

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 225

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser Gly Asn Gln Arg Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 226

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Tbéng hop
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<400>

Lys Ser Thr Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Arg Asn Tyr Leu

1

Thr

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

<220>
<223>

<400>

226

227

7

PRT
Trinh tu

Téng hop

227

Trp Ala Ser Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

228

7

PRT
Trinh tu

Téng hop

228

Gly Ala Ser Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

229

7

PRT
Trinh tu

Téng hop

229

Arg Ala Ser Ser

1

<210>

230

5

nhén tao

Arg Glu Ser
5

nhé&n tao

Arg Glu Ser
5

nhan tao

Arg Glu Ser
5

47372

10

110
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<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 230

Trp Ala Phe Thr
1

<210> 231
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 231

Trp Ser Ser Thr
1

<210> 232
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tuy

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 232

Trp Ala Ser Thr
1

<210> 233
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 233

Trp Ser Ser Thr
1

47372

nhén tao

Arg Glu Ser
5

nhén tao

Arg Asp Ser
5

nhén tao

Arg Asp Ser
5

nhén tao

Arg Glu Ser
5
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<210> 234
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 234

Asn Tyr Leu Leu
1

<210> 235
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 235

Ser Tyr Gly Val
1

<210> 236
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 236

Ser Phe Gly Met
1

<210> 237
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 237

Thr Asn Ala Met

47372

nhén tao

Glu

nhén tao

Ser

nhan tao

Asn

nhan tao

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

<220>
<223>

<400>

238

5

PRT
Trinh tuy

Téng hop

238

Thr Tyr Ser Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

239

5

PRT
Trinh tu

Téng hop

239

Asn Tyr Gly Met

1

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

<220>
<223>

<400>

240

5

PRT
Trinh tu

Téng hop

240

Asn Tyr Gly Met

1

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

<220>
<223>

<400>

241

5

PRT
Trinh tu

Téng hop

241

47372

nhé&n tao

His

nhén tao

Ser

nhan tao

Asn

nhan tao

113
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Lys Tyr Gly Met
1

<210> 242
<211> 5

<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 242

Thr Tyr Pro Ile
1

<210> 243
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 243

Asn Tyr Leu Ile
1

<210> 244
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 244

Ser Tyr Gly Val
1

<210> 245
<211> 5

<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbng hop

47372

Asn

nhén tao

Glu

nhédn tao

Glu

nhén tao

His

nhan tao
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<400> 245

Ser Phe Gly Val
1

<210> 246
<211> 5

<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 246

Thr Phe Gly Met
1

<210> 247
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 247

Thr Tyr Gly Val
1

<210> 248
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 248

Asn Tyr Gly Val
1

<210> 249
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

47372

His

nhén tao

His

nhén tao

His

nhan tao

Ser

nhéan tao
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<220>
<223> Tdng hop

<400> 249

Gly Phe Leu Met
1

<210> 250
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbng hop

<400> 250

Lys Tyr Gly Val
1

<210> 251
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Tbng hop

<400> 251

Ser Gly Tyr Phe
1

<210> 252
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 252
Asn Phe Leu Thr

1

<210> 253
<211> 5
<212> PRT

47372

His

nhé&n tao

His

nhé&n tao

Trp

nhdn tao

His
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<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh ty
Téng hop
253

Gly Tyr Ile Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

254

5

PRT
Trinh tu

Téng hop

254

Ser Tyr Gly Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

255

17

PRT
Trinh tu

Téng hop

255

Glu Ile Asn Pro

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Val Ile Trp Gly Asp Gly Asn Thr Ile Tyr His Ser Ala Leu Lys Ser

256
16
PRT
Trinh tu

Téng hop

256

47372

nhén tao

Gln

nhé&n tao

His

nhan tao

Gly Asn Gly Gly Ser Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
5 10 15

nhén tao
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47372 222/238

1 5 10 15
<210> 257

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 257

Phe Ile Ser Gly Gly Ser Asn Thr Ile His Tyr Leu Asp Thr Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 258

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 258

Arg Ile Arg Ser Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Asp

<210> 259
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 259

Tyr Ile Asn Pro Ser Thr Ile Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Tyr
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47372

<210> 260
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 260

Thr Phe Ser Tyr Gly Asp Ser His Asn Tyr Tyr Ser Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 261

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 261

Trp Ile Asn Ala Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Glu Glu Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 262

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 262

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

Gly
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47372

<210> 263
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 263

Asn Phe His Pro Tyr Asn Asp Asp Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 264

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 264

Val Ile Asn Pro Gly Arg Ser Gly Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 265

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdbng hop

<400> 265

Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asp Ser Ala Leu Met Ser
1 5 10 15

<210> 266
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16
PRT
Trinh tu
Téng hop
266

Val Ile Trp Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

267
16
PRT
Trinh tu

Téng hop

267

Val Ile Trp Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

268

17

PRT
Trinh tu

Téng hop

268

Tyr Ile Thr Ser

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

269
16
PRT
Trinh tu

Téng hop

269

47372

225/238

nhé&n tao

Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser

5 10 15

nhén tao

Gly Gly Arg Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser

5 10 15

nhén tao

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

nha&n tao
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Val Met Leu Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

270
16
PRT
Trinh tu

Téng hop

270

Val Ile Trp Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

271
16
PRT
Trinh tu

Téng hop

271

Val Ile Arg Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

272

17

PRT
Trinh tu

Téng hop

272

Tyr Ile Asn Pro

1

Gly

<210>
<211>
<212>

273
16
PRT

47372

226/238

Asp Gly Asn Thr Val Tyr Asn Ser Ser Leu Lys Ser
5 10 15

nhan tao

Asp Gly Asn Thr Asn Tyr Gln Ser Ala Leu Arg Ser
5 10 15

nhan tao

Asp Gly Asn Thr Asn Tyr Gln Ser Ala Leu Arg Ser

5 10 15

nhén tao

Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Ser Glu Lys Phe Lys
5 10 15
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<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tu
Téng hop
273

Val Ile Trp Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

274
16
PRT
Trinh tu

Téng hop

274

Tyr Ile Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

275
16
PRT
Trinh tu

Téng hop

275

Val Ile Trp Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

276
17
PRT
Trinh tu

Téng hop

276

Glu Ile Asn Pro

1

Arg

47372 227/238

nhan tao

Gly Gly Asn Thr Asp Tyr Asn Pro Ala Leu Ile Pro
5 10 15

nhén tao

Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Asn
5 10 15

nhédn tao

Gly Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser
5 10 15

nhén tao

Thr Asn Gly Arg Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
5 10 15
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47372

<210> 277
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 277

Tyr Ile Asn Pro Asn Thr Ile Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Tyr

<210> 278

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 278

Phe Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Gln Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 279

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 279

Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asp Ser Thr Leu Met Ser
1 5 10 15

<210> 280
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Ser Glu Arg Phe Lys

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

17

PRT
Trinh tu
Tdng hop
280

281

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

281

Ile Tyr Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

282
10
PRT
Trinh tu

Téng hop

282

Gln Gly Leu Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

283

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

283

nhé&n tao

5

nhén tao

47372

10

Asn Ser Phe Ala Tyr

5

nhé&n tao

Gly His Ala Met Asp Tyr

5

nhé&n tao

10
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Leu Ala Leu Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

284
12
PRT
Trinh tu

Téng hop

284

Gly Ala Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

285
11
PRT
Trinh ty

Téng hop

285

Glu Gly Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

286

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

286

Phe Gly Arg Gly

1

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

<220>
<223>

287

9

PRT
Trinh tu
Téng hop

47372

Asn Ala Met Asp Tyr
5

nhdn tao

Gly Asn Ser Lys Ala Phe Asp Tyr

5

nhén tao

Arg Gly Asn Ala Met Asp Tyr

5

nhé&n tao

Asn Thr Met Asp Tyr
5

nhdn tao

10

10
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<400>

47372

287

Leu Thr Arg Gly Asn Ser Phe Asp Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

288

9

PRT

Trinh tu nhé&n tao

Téng hop

288

Leu Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

Arg Ala Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

Thr Arg Tyr Gly

1

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

5

289
11
PRT
Trinh tyu nhé&n tao

Téng hop

289

5

290
10
PRT
Trinh ty nhé&n tao

Téng hop

290

5

291

9

PRT

Trinh tu nhé&n tao

Tyr Pro Tyr Ala Met Asp Tyr

10

Gly Asn Ala Met Asp Tyr

10

127

231/238



<220>
<223> Téng hop

<400> 291

Ser Leu Tyr Gly
1

<210> 292
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Téng hop

<400> 292
Ser Leu Tyr Gly

1

<210> 293
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 293

Asp Arg Tyr Gly
1

<210> 294
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty

<220>
<223> Tbng hop

<400> 294
Ser Ser Tyr Tyr

1

<210> 295
<211> 10
<212> PRT

47372

Asn Ser Leu Asp Ser
5

nhén tao

Asn Ser Phe Asp Tyr
5

nhén tao

Gly Asn Ser Leu Asp Tyr

5 10

nhén tao

Gly Asn Ser Met Asp Tyr
5 10
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<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh ty
Téng hop
295

His Lys Ala Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

296

9

PRT
Trinh tuy

Téng hop

296

Val Gly Arg Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

297

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

297

Leu Asp Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

298
10
PRT
Trinh tuy

Téng hop

298

Asn Gly Tyr Tyr

1

<210>

299

47372

nhédn tao

Gly Asn Ala Met Asp Tyr
5 10

nhé&n tao

Asn Ala Met Asp His
5

nhan tao

Asn Ala Met Asp Tyr
5

nhan tao

Gly Asn Ala Met Asp Tyr
5 10
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6

PRT
Trinh tu
Téng hop
299

Phe Arg Phe Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

300

11

PRT
Trinh tu

Téng hop

300

His Gly Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

301

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

301

Ile Tyr Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

302

9

PRT
Trinh tu

Téng hop

302

Ser Leu Tyr Gly

1

nhdn tao

Ala Tyr

nhan tao

Lys Gly Asn Ala Met Asp Asn

5

nhén tao

47372

10

Asn Ser Met Asp Tyr

5

nhdn tao

Asn Ser Phe Asp His

5
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47372

<210> 303
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhédn tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 303

Ala Tyr Phe Gly Asn Ser Phe Ala Tyr

1 5
<210> 304

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 304

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ala Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 305

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 305

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Glu Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 306

<211> 17

<212> PRT
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<213>

<220>
<223>

<400>

Phe Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Asp Thr Lys Tyr Asn Glu Gln Phe Lys

1

Gly

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

<220>
<223>

<400>

47372

Trinh ty nhén tao

Téng hop

306

5

307

9

PRT

Trinh ty nhé&n tao

Téng hop

307

Ala Tyr Phe Gly Asn Ala Phe Ala Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

Arg Ser Ser Gln

1

Thr

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

<220>
<223>

5

308
17
PRT
Trinh ty nhén tao

Téng hop

308

5

309

17

PRT

Trinh ty nhén tao

Téng hop

10

10
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Ser Leu Leu Glu Ser Gly Asn Arg Lys Asn Tyr Leu

15
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<400> 309

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ala Gly Asn Arg Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 310

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 310

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

1 5 10 15
Gly

<210> 311

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 311

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

1 5 10 15
Gly

<210> 312

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop
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<400>

312

Ser Ser Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

313
10
PRT
Trinh tuy

Téng hop

313

Ser Ser Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

314

10

PRT
Trinh tuy

Téng hop

314

Ser Ser Tyr Tyr

1

47372

Gly Gln Ser Met Asp Tyr
5 10

nhé&n tao

Gly Glu Ser Met Asp Tyr

5 10

nhan tao

Gly Asn Ala Met Asp Tyr
5 10

134

238/238





