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

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0051294

A61K 47/68; CO7K 16/30; CO7K 16/18; (13) B

(51)202201
A61K 39/395; A61P 35/00

(21) 1-2023-03160 (22) 19/10/2021

(86) PCT/CN2021/124698 19/10/2021 (87) WO 2022/078523 21/04/2022

(30) 202011105383.0 15/10/2020 CN

(45) 25/09/2025 450 (43) 25/08/2023 425A

(73) 1. SHANGHAI MIRACOGEN INC. (CN)
Suite 4E, Building 3, No. 1238 Zhangjiang Rd, Pudong District, Shanghai 201203,
China
2. KEYMED BIOSCIENCES CO., LTD (CN)
Building 2, No. 18, Bio-town Middle Road, Chengdu Tianfu International Bio-town,
Shuangliu District Chengdu, Sichuan 610219, China

(72) HU, Chaohong (US); LI, Hu (US); CHEN, Bo (US); XU, Gang (CN); WANG, Ying
(CN).

(74) Coéng ty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) THE LIEN HQP KHANG THE DUQC CHAT VA CHE PHAM CHUA THE LIEN
HOP NAY



(21) 1-2023-03160

(57) Sang ché d& cap dén thé lién hop khang thé-duoc chat va tmg dung ctia thé lién hop
ndy, va cu thé 1a sang ché dé xuét thé lién hop khang thé-dugc cht, mudi va solvat duge
dung ctua thé lién hop nay, hodc solvat cua mubi néu trén. Thé lién hop khang thé-duoc chét
c6 cAu trac duoc bidu difn bing cong thirc I, trong d6 Ab 1a khang thé khang Claudin 18.2.
Thé lién hop khang thé-duoc chit theo sang ché ¢ hoat tinh tc ché su sinh truéng coa té

bao khdi u in vivo va in vitro tbt, doc tinh thép, va trién vong tng dyung tbt.
Ab- (L-D)
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Linh vye ky thuat dwoe daé cap

Sang ché lién quan dén linh vuc héa dugc, cu thé, lién quan dén thé lién hop

khang thé dugc chét va ting dung cua thé lién hop nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Ung thu da day 12 mot trong s6 cac bénh ung thu phd bién nhit trén toan thé gidi,
voi ty 1€ méc bénh cao hon & Dong A, Dong Au, va Nam My, va ty 1€ méc bénh thép
hon & Bic My va Africa. Phuong phap diéu trj ban dau tiéu chuén cho bénh ung thu da
day tién trién hodc tai phat 1a hoa tri. Mic du tién lugng clia cdc bénh nhén méc bénh
ung thu da day da dugc cai thién dang ké nho su phat trién ctia céc k¥ thuat phau thuat
va diéu tri trude, trong va sau qua trinh phau thuat, nhung ty 1& sdng s6t toan dién sau 5
nam chi chiém 10-15%. Liéu phap nhdm dich d& mang lai hi vong méi dé diéu tri bénh
ung thu da day téi phét/tién trién. Trastuzumab duoc két hop véi hoa tri ¢6 thé mang lai
mot s6 loi ich cho bénh nhan duong tinh véi HER2, nhung chi 15% bénh nhén c6 biéu
hién duong tinh véi HER2, va dbi tuong hudng lgi con han ché. Trong nhiing nim gan
day, liéu phap mién dich d3 mang lai hi vong méi dé diéu tri bénh ung thu da day téi
phét/tién trién; tuy nhién, theo céc két qua cua nghién citu KEYNOTE-12, ty 1& dbi
twong dwong tinh véi PD-L1 pht hop cho viée diéu tri nay chi chiém 40% s6 bénh nhén
méc bénh ung thu da day tai phét/tién trién hodc bénh ung thu biéu mo tuyén doan ndi
thuc quan-da day. Do do, viéc phat trién cac dugc chat méi diéu tri ung thu da day van

1a nhu cau cip thiét.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Tac gia sang ché da diéu ché thé lién hop khang thé dugc chét khang Claudin
18.2 qua nhiéu thu nghiém va cong trinh sang tao, va da xac nhan dugc réng thé lién

hop nay co hoat tinh sinh hoc tt, tir d6 hoan thanh sang ché.

Dé dat dugc muc dich nay, theo khia canh thir nhét cta sang ché, sang ché dé
xuét thé lien hop khang thé duoc chat, mudi, solvat dugc dung hodc solvat cua mudi néu
trén, va thé lién hop khéng thé dugc chét nay co cAu trac duge thé hién trong cong thirc

I
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Ab- (L-D)
- Cong thire I
trong do:

Ab 13 khang thé khang Claudin 18.2 chtta chudi nng va chudi nhe, va CDR1 clia
ving bién ddi chudi nang chra trinh ty dugc chon tir trinh tur nhu duoc thé hién trong
SEQ ID NO: 2, 10, 18, 26, 34, 42, 68, 76, 84 , 92, 100, 108 hodc 116 hodc thé dot bién
ctia ching, CDR2 cua vung bién d6i chudi nang chira trinh tu duge chon tir trinh ty nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 3, 11, 19, 27, 35, 43, 69, 77, 85, 93, 101, 109 hogc 117
hodc thé dot bién cua ching, va CDR3 cua vung bién dbi chudi nang chua trinh tu duoc
chon tir trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 4, 12, 20, 28, 36, 44, 70, 78, 86,
94, 102, 110 hodc 118 hogc thé dot bién cua chung, CDR1 ciia viing bién ddi chudi nhe
chura trinh tu dugc chon tu trinh ty nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 50, 58, 124
hozic 132 hodc thé dot bién cua chung, CDR2 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu
dugc chon tir trinh tu nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 51, 59, 125 hogc 133 hodc
thé dot bién cua chung, va CDR3 cua vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu dugc chon
tir trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 52, 60, 126 hodc 134 hogc thé dot bién

cta chung;
D 1a chét gy doc té bao.
L 14 chét lién két dé lien két khéng thé khang Claudin 18.2 va chét gy doc té bao;

p ndm trong khoang tir 2,0 dén 8,0 (vi dy, 2,0 dén 7,0, 2,0 dén 6,0, 2,0 dén 5,0,
2.0 dén 4,0, 3,0 dén 7,0, 3,0 dén 6,0, 3,0 dén 5,0 hodc 3,0 dén 4,0, hogc vi du, 3,0, 4,0,
5,0, 6,0 hodc 7,0).

Thé lién hop khang thé dugc chét theo sang ché c6 hoat tinh trc ché su sinh trudng
ctia té bao khdi u tdt & ca in vivo va in vitro, va co trién vong ung dung tdt. Thé lién hop
khang thé-duoc chat theo sang ché duoc tao thanh bang cach lién két khang thé khang
Claudin 18.2 va din xuét dolastatin MMAE thong qua chét lién két MC-vc-PAB, va co
ché hoat dong khang u ctia né nhu sau. Sau khi lién két voi Claudin 18.2 trén bé mat cua
cac t& bao khéi u, thé lién hop khang thé duge chét di vao cac té bao khdi u qua quéd
trinh nhap ndi bao va van chuyén téi lysosom, va sau d6 dugc phan huy bdi proteaza

trong lysosom dé giai phong MMAE. Sau khi di vao té bao chit, MMAE lién két voi
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tubulin va trc ché qua trinh polyme héa ctia nd, nhd d6 phong bé céac chirc ning sinh 1y
khac nhau cta té bao bao gdm ca gian phan tubulin, nhd d6 uc ché sy tang sinh cua té
bao khdi u va dan toi chét té bao khéi u.

Cin luu ¥ ring "thé lién hop khang thé dugc chat" 1a ché phdm chira cac phan tu
ADC c6 gia tri DAR gidng hodc khic nhau. Cu thé, sang ché dé xuit ché pham chira
nhiéu phan tir ADC. Theo céc truong hop nhét dinh, nhidu ADC, mdi ADC bao gdm
cing mot s6 luong phén tir duge chét trong ché phim. Theo cic trudng hop khac, nhiéu

ADC, mdi ADC bao gdm sb lwong khéac nhau ctia cdc phan tir duge chét trong ché pham.

Ty 18 duoc chét so véi khang thé (DAR) néu trén dé cap dén sd lugng phan t
duge chét (vi du, p trong cong thirc I) duge lién hgp voi khang thé. S6 luong phan tir
duoc chit dugc chira trong thé lién hop khang thé-duoc chét theo sang ché (vi du, p
trong cong thure I) thuong 1a sé nguyén. Khi sb lugng phan tir dugc chét duoc chira trong
thé lién hop khang thé-dugc chét theo sang ché (vi du, p trong cong thtrc I) 1 phan 56,
n6 dé cap dén sb luong trung binh cua céc phén tr duoc chét duoc lién hop véi mbi

khang thé trong ché phdm chira nhiéu phan tir ADC.

Ty 1€ dudc chét so véi khang thé (DAR) néu trén c6 thé duoc xdc nhan bang cac
phuong phap thong thuong, nhu phép ghi phd khéi, thir nghiém ELISA, HIC va HPLC.
Phéan b6 dinh luong ctia ADC theo gia tri p cling c6 thé dugc xac dinh. Trong mot sb
treong hop, viéc tach, tinh ché va xac nhan ADC déng nhét dbi vai gia tri p cu thé tur
cac ADC c6 tai luong duoc chét khac c6 thé dugc thuc hién bang cdc phuong phap nhu
HPLC pha dao hoac dién di.

Theo mdt s phuong 4an, CDR1 ctia ving bién ddi chudi ning cia khang thé
khang Claudin 18.2 chtra trinh tu dugc chon tir trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 2, 10, 18, 26, 34 hoic 42 hodc thé dot bién cia chung, CDR2 clia ving bién déi
chudi nang chtra trinh tu duge chon tir trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3,
11, 19, 27, 35 hoic 43 hodc thé dot bién cua ching, CDR3 ctia ving bién ddi chudi nang
chtra trinh ty dugc chon tir trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 4, 12, 20, 28,
36 hodc 44 hodc thé dot bién cua ching, CDR1 cta vung bién ddi chudi nhe chtra trinh
tu dugc chon tur trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 50 hodc 58 hodc thé dot
bién cua chung, CDR2 cua vung bién dbi chudi nhe chtra trinh tu duge chon tur trinh tu

nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 51 hodc 59 hodc thé dot bién cua chung, va CDR3
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cia vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu dugce chon tir trinh ty nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO: 52 hoic 60 hoic thé dot bién clia chung.

Theo mdt sé phuong 4n, CDRI cta ving bién déi chudi ning cta khéng thé
khang Claudin 18.2 chira trinh ty dugc chon tir trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 68, 76, 84, 92, 100, 108 hoac 116 hodc thé dot bién cta chung, CDR2 cua vung
bién ddi chudi ning chira trinh tw dugc chon tir trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 69, 77, 85,93, 101, 109 hodc 117 hodc thé dot bién ctia ching, CDR3 ctia ving
bién ddi chudi nang chtra trinh ty dugc chon tur trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 70, 78, 86, 94, 102, 110 hodc 118 hodc thé dot bién ctia chiing, CDR1 cta ving
bién dbi chudi nhe chura trinh ty duge chon tir trinh ty nhu duoc thé hién trong SEQ ID
NO: 124 hodc 132 hodc thé d6t bién cua ching, CDR2 clia viing bién d6i chudi nhe chta
trinh tu duoc chon tir trinh tu nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 125 hodc 133 hodc
thé dot bién cua ching, va CDR3 clia ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu duoc chon
tir trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 126 hodc 134 hodc thé dot bién clia
chung.

Theo mdt sé phuong an, CDR1, CDR2, CDR3 ctia ving bién dbi chudi ning
cua khang thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir céc t6 hop trinh tu sau day:

(1) SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:. 4,

(2) SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12,

(3) SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20,

(4) SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28,

(5) SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36,

(6) SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,

(7) SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70,

(8) SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 78,

(9) SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86,

(10) SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 94,

(11) SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 102,

(12) SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 110,
4
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(13) SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 118;

CDR1, CDR2, CDR3 cua vung bién ddi chudi nhe cta khang thé khang claudin
18.2 duoc chon tir cac td hop trinh tu sau day:

(1) SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52,
(2) SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60,
(3) SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 126,
(4) SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 134.

Theo mét sb phuong an, CDR1, CDR2, CDR3 cua vung bién d6i chudi nang cua
khang thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir céc t6 hop trinh tu sau day:

(1) SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,

(2) SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12,
(3) SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20,
(4) SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28,
(5) SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36,
(6) SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44;

CDR1, CDR2 va CDR3 cta ving bién dbi chudi nhe cta khang thé khang
Claudin 18.2 dugc chon tir cc t6 hop trinh tur sau day:

(1) SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52,
(2) SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60.

Theo mdt sb phuong an, CDR1, CDR2, CDR3 cta vung bién d6i chudi nang cla
khang thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir cac t6 hop trinh tu sau day:

(1) SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70,
(2) SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 78,
(9) SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86,
(4) SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 94,

(5) SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 102,
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(6) SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 110,
(7) SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 118;

CDR1, CDR2 va CDR3 cta ving bién ddi chudi nhe cia khéng thé khang
Claudin 18.2 dugc chon tir cac td hop trinh tu sau day:

(1) SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 126,
(2) SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 134.

Theo mot s6 phuong an, FR1 cla ving bién ddi chudi ning cua khang thé khang
Claudin 18.2 chtra trinh tu dugc chon tur trinh ty nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO:
5,13,21,29,37,45,71,79, 87,95, 103, 111 hodc 119 hodc thé dot bién ciia chting, FR2
clia vung bién ddi chudi ning chira trinh ty dugc chon tir trinh tu nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 6, 14, 22, 30, 38, 46, 72, 80, 88, 96, 104, 112 hodc 120 hoéc thé dot
bién cua ching, FR3 cta vung bién d6i chudi ning chura trinh ty dugce chon tir trinh tur
nhu dugc thé hién trong SEQ IDNO: 7, 15, 23, 31, 39, 47, 73, 81, 89, 97, 105, 113 hodc
121 hodc thé dot bién cua chung, FR4 clia ving bién ddi chudi ning chia trinh tu dugc
chon tir trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 8, 16, 24, 32, 40, 48, 74, 82, 90,
98, 106, 114 hoac 122 hoac thé dot bién cla chiung, FR1 cua vung bién d6i chudi nhe
chtra trinh tu dugc chon tir trinh ty nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO: 53, 61, 127
hoac 135 hodc thé dot bién cua chung, FR2 cta vung bién dbi chudi nhe chira trinh tu
duoc chon tir trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 54, 62, 128 hodc 136 hoac
thé dot bién cua chung, FR3 cua vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu dugc chon tir
trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 55, 63, 129 hodc 137 hogc thé dot bién
cia ching, va FR4 cta vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu dugc chon tir trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 56, 64, 130 hoic 138 hogc thé ddt bién cua ching.

Theo mot s6 phuong an, FR1 cta ving bién ddi chudi ning ctia khang thé khang
Claudin 18.2 chtta trinh ty dugce chon tir trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:
5,13,21,29,37 hodc 45 hodc thé dot bién cta chung, FR2 cua vung bién ddi chudi nang
chtra trinh tu duoc chon tir trinh tw nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 6, 14, 22, 30,
38 hodc 46 hodc thé dot bién cua ching, FR3 cua vung bién ddi chudi nang chua trinh
tu dugce chon tir trinh tu nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 7, 15, 23, 31, 39 hodc 47
hodc thé dot bién cla chung, FR4 cua vung bién d6i chudi ning chira trinh tu duge chon
tir trinh tw nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8, 16, 24, 32, 40 hodc 48 hodc thé dot

6
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bién cua chung, FR1 cua vung bién dbi chudi nhe chta trinh tu dugc chon tir trinh tu
nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 53 hoic 61, hodc thé d6t bién ctia chung, FR2 cua
vung bién d6i chudi nhe chta trinh tu duge chon tir trinh tu nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO: 54 hodc 62 hoic thé dot bién cua ching, FR3 clia ving bién déi chudi nhe
chtra trinh tu duoc chon tir trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 55 hodc 63
hodc thé dot bién cua chung, va FR4 ciia ving bién d6i chudi nhe chua trinh tu duge
chon tir trinh tu nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 56 hodc 64 hodc thé dot bién cua

chuing.

Theo mét s6 phuong 4n, FR1 ctia viing bién dbi chudi ning ctia khang thé khang
Claudin 18.2 chtra trinh tu dugc chon tir trinh tu nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO:
71,79, 87, 95, 103, 111 hodc 119 hogc thé dot bién cua chung, FR2 cta ving bién doi
chudi ning chia trinh ty dugc chon tir trinh ty nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 72,
80, 88, 96, 104, 112 hoic 120 hoic thd dot bién cua chung, FR3 clia ving bién dbi chudi
nidng chira trinh ty dugc chon tir trinh ty nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 73, 81,
89, 97, 105, 113 hodc 121 hoac thé dot bién cta ching, FR4 cua vung bién d6i chudi
nang cha trinh ty dugce chon tir trinh ty nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 74, 82,
90, 98, 106, 114 hodc 122 hodc thé dot bién cua ching, FR1 ctia ving bién déi chudi
nhe chira trinh ty duoc chon tit SEQ ID NO: 127 hodc 135 hodc thé dot bién cuia ching,
FR2 ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh twr duoc chon tir SEQ ID NO: 128 hoic 136
hodc thé dot bin ctia ching, FR3 ciia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tw dugc chon
tr SEQ ID NO: 129 hodc 137 hodc thé dot bién cua ching, va FR4 cla ving bién dbi
chudi nhe chtra trinh tu duge chon tt SEQ ID NO: 130 hodc 138 hodc thé dot bién cua

ching.

Theo mdt sb phuong an, FR1, FR2, FR3, FR4 cua vung bién dbi chudi nang cua
khang thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir cac t6 hop trinh tu sau day:

(1) SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,

(2) SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,
(3) SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24,
(4) SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32,

(5) SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40,
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(6) SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48,

(7) SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74,

(8) SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82,

(9) SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 90,

(10) SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 98,

(11) SEQ ID NO 103, SEQ ID NO 104, SEQ ID NO 105, SEQ ID NO 106,
(12) SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 114,
(13) SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 122;

FR1, FR2, FR3 va FR4 clia ving bién ddi chudi nhe ctia khang thé khang Claudin

18.2 dugc chon tir cac td hop trinh tu sau day:
(1) SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56,
(2) SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64,
(3) SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 130,
(4) SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 138,

Theo mdt s6 phuong an, FR1, FR2, FR3, FR4 cua vung bién ddi chudi nang cla
khang thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir cac t6 hop trinh tu sau day:

(1) SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,

(2) SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,
(3) SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24,
(4) SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32,
(5) SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40,
(6) SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48;

FR1, FR2, FR3 va FR4 clia ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé khang Claudin

18.2 duoc chon tir cac td hop trinh tu sau day:
(1) SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56,

(2) SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64.



51294 9/137

Theo mdt sb phuong an, FR1, FR2, FR3, FR4 cua vung bién d6i chudi ndng cua
khang thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir cac t6 hop trinh tu sau day:

(1) SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74,
(2) SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82,
(3) SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 90,
(4) SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 98,
(5) SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106,
(6) SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 114,
(7) SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 122;
FR1, FR2, FR3 va FR4 ctia ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé khang Claudin
18.2 dugc chon tir céc tb hop trinh tu sau day:
(1) SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 130,
(2) SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 138.

Theo mot s6 phuong 4n, ving bién d6i chudi ning cia khang thé khang Claudin
18.2 dugc chon tir trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1,9, 17, 25, 33, 41, 67,
75, 83,91, 99, 107, hodc 115;

ving bién ddi chudi nhe ciia khang thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir trinh tu
nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 49, 57, 123 hogc 131.

Theo mot s6 phuong 4n, viing bién ddi chudi niang cua khang thé khang Claudin
18.2 dugc chon tir trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1, 9, 17, 25, 33 hodc
41;

vung bién ddi chudi nhe cua khéng thé khang Claudin 18.2 dugc chon tu trinh ty
nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 49 hoc 57.

Theo mot s6 phuong an, ving bién déi chudi ning ctia khang thé khang Claudin
18.2 dugc chon tir trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 67, 75, 83, 91, 99, 107
hodc 115;

‘vung bién dbi chudi nhe ctia khang thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir trinh ty

nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 123 hodc 131.

9
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Theo mot s6 phuong 4an, viung bién d6i chudi ndng va ving bieén doi chudi nhe

cua khang thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir cac td hop trinh ty sau day:
(1) SEQID NO: 17 va SEQ ID NO: 57,
(2) SEQID NO: 41 va SEQ ID NO: 49,
(3) SEQID NO: 41 va SEQ ID NO: 57,
(4) SEQID NO:115 va SEQ ID NO:131.
Theo mdt sb phuong an, céc trinh tu cia vung bién ddi chudi ning va ving bién

dbi chudi nhe ctia khang thé khang Claudin 18.2 1an lugt 12 SEQ ID NO: 41 va SEQ ID
NO: 49.

Theo mot s6 phwong 4n, ving hing dinh chudi ning cua khang thé khang Claudin
18.2 duoc chon tir cac ving hang dinh IgG (vi du, IgGl, 1gG2, 1gG3, hoic IgG4), IgM,
IgA, IgD, IgE ctia nguoi, hodc cac thé dot bién cta cac ving héng dinh néu trén, tdt hon
la IgG1 cua nguoi;

ving hang dinh chudi nhe ctia khéng thé khang Claudin 18.2 dugc chon tir ving
hing dinh lamda, ving hing dinh kapa cta nguoi hodc th dot bién cta cac ving hing
dinh néu trén, tot hon 1a viing hang dinh kapa clia nguoi.

Theo mdt s6 phwong 4n, trinh ty axit amin cla chudi ning cua khang thé khang
Claudin 18.2 chira trinh tu néu trong SEQ ID NO:65, hodc trinh ty c¢6 do déng nhéat 16n
hon 70%, nhu 16n hon 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% v6i SEQ ID NO: 65;

trinh tu axit amin cua chudi nhe ctia khang thé khang Claudin 18.2 chira trinh tu
nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 66, hoic trinh tu ¢6 d6 ddng nhat 16n hon 70%,
nhu 16n hon 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% v&i SEQ ID NO: 66.

Theo mdt sd phuong an, p nam trong khoang tur 3,0 dén 4,0.

Theo mét sé phuong 4n, p nim trong khoang tir 3,0 dén 3,8.

Theo mdt sd phuong an, p 1a 3,0, 3.4, 3,5, hoac 3,8.

Theo mét sé phuong 4n, p 1a 3,8.

Theo mét s6 phuong 4n, chét gay doc té bao dugc chon tir nhém bao gdbm SN-

38, Gemcitabin, Monometyl auristatin E (MMAE), Monometyl auristatin F (MMAF),

maytansinoit (vi du, Maytansin DM1, Maytansin DM4), calicheamicin, MGBA (vi du,
10
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duocarmycin), doxorubicin, ricin, ddc td Diphtheria va cac doc td khac, 1131, interleukin,
yéu t& gy hoai tir khbi u, chemokin va céc hat nano.
Theo mot sb phuong 4n, chit gay doc té bao 1a MMAE.

Cau trac cia MMAE la:

H 0 Y OH
ff\ N.. N N

N N

| 0] ‘ ONG®, 0. ©

Theo mot sb phuong éan, chit lién két duoc chon tir nhém bao gém 6-
maleimidohexanoyl (MC), maleimidopropionyl (MP), N-suxinimidyl 4-(2-pyridylthio)
valerat (SPP), 4-(N-maleimidometyl)-xyclohexan-1-formyl (MCC), N-suxinimidyl(4-
iodo-axetyl)aminobenzoat ~ (SIAB), va  6-maleimidocaproyl-valin-Xitrulin-p-

aminobenzyloxycarbonyl (MC-vc-PAB).
Theo mét s6 phuong 4n, chét lién két 1a 6-maleimidocaproyl-valin-xitrulin-p-

aminobenzyloxycarbonyl (MC-vc-PAB).

Theo mét sé phuong an, L-D nhu duge mo ta trong cong thire I 1a MC-ve-PAB-

MMAE, va céu trac ctia n6 dugc thé hién trong cdng thirc sau day:

(0] H o}
N\/\/\)J\N N\_)J\N 0 _~ O 0 y NH
4 H OJ/é H ¢ OH

HN

O)\NHZ

Theo mdt s6 phuwong 4n,

Ab bao gom:

(a) CDR1, CDR2, CDR3 cua vung bién ddi chudi ning va CDR1, CDR2, CDR3
cla vung bién ddi chudi nhe, trong do trinh tu cia CDR1 cua vung bién ddi chudi nang
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 42, trinh tu ciia CDR2 clia viing bién ddi chudi nang
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 43, trinh ty cua CDR3 cua vung bién dbi chudi nang

duoc thé hién trong SEQ ID NO: 44, trinh ty cia CDR1 cua vung bién d6i chudi nhe
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 50, trinh tw cia CDR2 ctia viing bién doi chudi nhe
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dugc thé hién trong SEQ ID NO: 51, va trinh tw cia CDR3 cta viing bién doi chudi nhe
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 52;

(b) ving bién d6i chudi ning va ving bién ddi chudi nhe, trong do trinh ty cua
viing bién d6i chudi nang duge thé hién trong SEQ ID NO: 41, va trinh ty ctia vin bién
g g g g

dbi chudi nhe duoc thé hién trong SEQ ID NO: 49; va/hodc

(¢) chudi nang va chudi nhe, trong d6 trinh tu chudi ning duoc thé hién trong

SEQ ID NO: 65, va trinh tu chudi nhe dugc thé hién trong SEQ ID NO: 66;
L la MC-vc-PAB; va
D la MMAE.

Theo khia canh th hai ctia sang ché, sang ché dé xuat ché pham chutra thé lién

hop khang thé dugc chét néu trén, mudi, solvat dugc dung hoidc solvat cla mudi nay.

Theo mot s6 phuong an, ché phém coOn chira cac dugce chét hoa tri liéu da biét dé
diéu tri khdi u, nhu doxorubicin (Adriamycin), xyclophosphamit, taxan [nhu paclitaxel
(Taxol) ), docetaxel (Taxotere)], capecitabin (Xeloda), gemcitabin (Gemzar), vinorelbin
(Navelbine), tamoxifen, chét e ché aromataza (Arimidex, Furlong, Arnold New), 5-FU
cdng leucovorin, irinotecan (camptosar), oxaliplatin, cisplatin, carboplatin, estramustin,
mitoxantron (Novantrone), prednison, vincristin (Oncovin), doxorubicin, prednison,

v.v., hodc két hop cua chung.

Theo mot sd phuong én, ché phém con chira duge chat mién dich tri lidu da biét
dé diéu tri khéi u, vi dy, khang thé don dong PD-1 (nhu pembrolizumab, nivolumab,
v.v.), khang thé don dong PD-L1 (nhu Atezolizumab), khang thé don dong TIGIT,
khéng thé don dong 4-1BB, khang thé don dong VEGFR2 (nhu Ramucirumab, apatinib),
khang thé don dong HER2 (nhu trastuzumab, chét twong tu sinh hoc Trastuzumab,

Trastuzumab-dkst), v.v., hodc két hop clia ching.

Theo mot s6 phuong an, ché phém con chira chét tre ché mién dich duogc chon tir:
(1) glucocorticoit, nhu cortison va prednison; (2) chét chuyén hoa cua vi sinh vat, nhu
xyclosporin va tacrolimus, v.v.; (3) chét chéng chuyén héa, nhu azathioprin va 6-
mercaptopurin, v.v.; (4) khang thé khang lympho bao da dong va don dong, nhu globulin
khéang lympho bao va OKT3, v.v.; (5) chét alkyl hoa, nhu xyclophosphamit. Cu thé, chit

tc ché mién dich 13, vi du, metylprednisolon, prednison, azathioprin, prograf, xenipra,
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sule, xyclosporin, tacrolimus, rapamycin, mycophenolat mofetil, mizoribin,

xyclophosphamit, fingolimod, v.v.

Theo mét sé phuong an, ché phim con chira chit mang, chét pha lodng hodc ta

dugc duge dung.

Theo khia canh tht ba ctia sang ché, sang ché dé xuat viéc sir dung thé lién hop
khéang thé-duoc chét néu trén, mudi, solvat duge dung hodc solvat cla mubi néu trén
cua thé lién hop khang thé-dugc chét nay hodc ché phim néu trén trong viéc bao ché
thubc, cac thude nay duge sir dung dé ngin ngira va/hodc diéu tri bénh lién quan dén

Claudin 18.2.

Theo mét sd phuong 4n, bénh lién quan dén Claudin 18.2 1 bénh ung thu da day,

bénh ung thu biéu mo tuyén ctia doan ndi thyc quan-da day, bénh ung thu tuy.
Theo mdt sd phuong 4n, bénh lién quan dén Claudin 18.2 12 bénh ung thu da day.

Theo khia canh tht tu ciia sang ché, sang ché dé xuit phuong phap ngin ngira
va/hogc diéu tri bénh lién quan dén Claudin 18.2, bao gdm cac budc: cho d6i tugng can
ngan ngura va/hodc diéu tri st dung lugng hitu hiéu phong bénh va/hodc diéu tri cta hop
chét chira thé lién hop khang thé dugc chit néu trén, mudi, solvat dugc dung hoic solvat
ctia mudi néu trén cua thé 1ién hop khang thé-dugc chat nay, hodc ché pham néu trén.

Theo mdt sé phuong 4n, bénh lién quan dén Claudin 18.2 1a bénh ung thu da day,
bénh ung thu biéu mo tuyén ctia doan ndi thuc quan-da day, bénh ung thu tuy.

Theo mét sé phuong 4n, bénh lién quan dén Claudin 18.2 1a bénh ung thu da day.

Theo khia canh tha nam coa sang ché, sang ché dé xudt thé lién hop khang thé
dugc chit néu trén, muébi, solvat dugc dung hosic solvat ctia mubi néu trén cua thé lién
hop khang thé-dugc chat nay, hoic ché phdm néu trén, dugc dung dé ngan ngira va/hodc
diéu tri bénh lién quan dén Claudin 18.2.

Theo mdt sé phuong 4n, bénh lién quan dén Claudin 18.2 12 bénh ung thu da day,
bénh ung thu biéu mo tuyén cta doan ndi thyc quan-da day, bénh ung thu tuy.

Theo mot sb phuong &n, bénh lién quan dén Claudin 18.2 12 bénh ung thu da day.
MO ta vén tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién RT-PCR cua vi du theo sang ché cho thiy rang cac dong té bao
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chuyén nhifm én dinh HEK293 1dn luot biéu hién Claudin 18.1 va Claudin 18.2; ca
dong té bao chuyén nhidm én dinh HEK293 biu hién Claudin 18.2 va té bao KATO III
dbi chung déu co thé khuéch dai dai dic trung 780bp dic hiéu véi Claudin 18.2, trong
khi HEK293 bidu hién Claudin 18.1 chi ¢6 thé khuéch dai mot doan chung 1a 504bp.

Fig. 2 1a két qua sang loc dong té bao chuyén nhiém 6n dinh HEK293 biéu hién
Claudin 18.2 & mttc do cao bang FACS trong vi du theo sang ché, trong d6 cac cham
den 13 dbi chung am, va cac chim xam la dong té bao chuyén nhiém 6n dinh HEK293

biéu hién Claudin 18.2 & mic dd cao.

Fig. 3 1a két qua sang loc dong té bao chuyén nhiém 6n dinh NIH3T3 biéu hién
Claudin 18.2 & muc dd cao bang FACS trong vi du theo sang ché, trong d6 vach den la
ddi ching 4m, va phan t6 xam la dong té bao chuyén nhiém 6n dinh 3T3 biéu hién
Claudin 18.2; NO.32-H 12 dong té bao chuyén nhidm dn dinh 3T3 biéu hién Claudin
18.2 & muc do cao, NO.18-M 1a dong té bao chuyén nhiém 6n dinh 3T3 biéu hién
Claudin 18.2 & mtc do trung binh, va NO.6-L 1a dong té bao chuyén nhiém 6n dinh 3T3

biéu hién Claudin 18.2 & muic d6 thap.

Fig. 4 1a db thi thé hién c4c két qua ctia tac dung ADCC cua khang thé khang
Claudin18.2 theo vi du ctia sang ché.

Fig. 5 1a dd thi thé hién céc két qua cua tic dung CDC clia khéng thé khang
Claudin18.2 theo vi du ctia sang ché.

Fig. 6 1a sic ky dd twong tac ky nuéc (HIC) cia thé lién hop khang thé-dugc chét
theo vi du ctia sang ché.

Fig. 7 1a o thi thé hién cac két qua cua tac dung tiéu diét té bao trén dong té bao
LT-M11 ctia cdc ADC CM311 khac nhau theo vi du ctia séng ché.

Fig. 8 1a dd thi thé hién cac két qua cua hoat tinh trc ché trén sy sinh trudng cua
khéi u & mé hinh PDX chudt khong 16ng méc bénh ung thu da day cua ngudi STO#025
ctia CM311-ADC-1 va CM311-ADC-2 déi chung theo vi du clia séng ché.

Fig. 9 1a 46 thi cho thdy cac tac dung trén thé trong cua dong vat trong md hinh
PDX ctia chudt khong 16ng mac bénh ung thu da day cua nguoi STO#025 cia CM311-
ADC-1 va CM311-ADC-2 dbi ching theo vi du cta séng ché.

Fig. 10 12 d6 thi thé hién c4c két qua ctia hoat tinh tc ché trén sy sinh truéng khbi
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u ctia md hinh PDX chudt khéng 16ng mac bénh ung thu da day cua ngudi STO#523
ctia CM311-ADC-1 va CM311-ADC-2 dbi chimg theo vi du ctia sng ché.

Fig. 11 1 dd thi cho thay tac dung trén thé trong ctia dong vat trong mo hinh PDX
cta chudt khong 16ng mac bénh ung thu da day ctia ngudi STO#025 cia CM311-ADC-
1 va CM311-ADC-2 d6i chting theo vi du cla sédng ché.

Fig. 12 1a d0 thi thé hién cac két qua so sanh giita hoat tinh té bao in vitro cua thé
lién hop khang thé-duoc chét theo vi du ctia sang ché va khang thé (d thi khép doc 1ap
bién dbi Log QC).

MO té chi tiét sang ché

Céc phuong 4n theo sang ché s& duge md ta chi tiét khi tham chiéu dén cac vi du
sau ddy, va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu rang cac vi du sau
day nham dé minh hoa séng ché va khong 1am giéi han pham vi cia sang ché. Trong
truong hop céc didu kién cu thé khong dugc chi ra trong céc vi dy, ching duoc thyuc
hién theo cac diéu kién théng thuong hodc cic didu kién do nha san xuit dé xuét. Cac
thubc thi hodc dung cu dugc str dung, néu nha san xuét khong duogc chi dinh, 1a nhitng

san phdm thong thudng c6 thé mua dugce trén thi truong.

Theo sang ché, trir khi ¢ quy dinh khéc, cac thudt nglt khoa hoc va ky thuat dugc
sir dung & ddy c6 nghia thuong dugc hidu béi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat. Hon nita, cac quy trinh trong phong thi nghiém va céc thuat ngit lién quan
dén hoa hoc protein va axit nucleic, sinh hoc phén tir, nu6i céy té bao va md, vi sinh hoc,
mién dich hoc duogc st dung & day la cac thuét ngit va quy trinh thong thuong dugc st
dung rOng rdi trong c4c linh vuc twong Ung. Pdng thoi, & hiéu sdng ché 15 hon, cac

dinh nghia va giai thich thuét ngit c6 lién quan dugc dua ra dudi day.

Claudin protein la protein xuwong ma cAu tao nén cu tric mdi ndi chit ché. N6
nidm & phia trén cling ctia cac khoang gian bao 1ién k&. Phan b6 ctia né la dac hiéu mo-
co quan. Chure nang chinh cua né la két dinh gian bao, duy tri tinh phan cyc té bao, didu
hoa tinh thim giita cac té bao (paracellular), va tham gia vao viéc diéu hoa su tang sinh
va biét hoa té bao. O cac khéi u, cac mbi ndi chit ché giita céc té bao bi ph4 hity va
Claudin khong thé thuc hién dugc chirc ndng thong thuong cua né.

Claudin 18 1a thanh vién cua ho Claudin c6 2 exon thu nhét khac nhau, nén hai
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isoform c6 thé dugc tao ra bing cach ghép ndi luan phién: Claudin 18.1 va Claudin 18.2.
Hai isoform nay dugc phién ma va khuéch dai & cac md khac nhau tuong Gng, trong sd
6, Claudin 18.1 cht yéu dugc bidu hién & mé phdi, trong khi Claudin 18.2 dugc biéu
hién dic hiéu & mé da day. Claudin 18.2 (s6 dang ky ngan hang gen: NM_001002026.3)
khong duoc biéu hién & cac md binh thudng khéc trir niém mac da day, nhung né duoc
didu hoa tang dang ké & nhidu khéi u khac nhau, bao gdm 80% & u tuyén da day-rudt,

60% & u tuy, va mot s6 khdi u dudng mat, bu@)ng triing, va phéi.

Thuat nglt "bénh li€n quan dén Claudin 18.2" dé cap dén bénh trong do biéu hién
ctia Claudin 18.2 trong céc té bao md khéac véi (vi du, vuot qua) mirc binh thuong. Vi
du, néu mirc biéu hién ctia Claudin 18.2 trong té bao md nhit dinh cao hon murc biéu
hién cua Claudin 18.2 trong té bao md tham chiéu hogc dbi chung (tic 13, t& bao mo
binh thudng), n6 chi ra ring su tdn tai cua bénh lién quan dén Claudin 18.2 & dbi tuong
(dac biét 1a nguoi) ma té bao md cb ngudn gdc tir do.

Theo séng ché, trir khi c¢6 quy dinh khac, pham vi s6 bt ky nén duoc hiéu la gia

tri bat ky hodc pham vi phu bat ky nim trong pham vi nay.

Theo séng ché, thuat ngit "khang thé" dé cap dén phan tr globulin mién dich
thuong bao gdm hai cap giéng hét nhau ctia cdc chudi polypeptit, mdi cap c6 mot chudi
"nhe" (L) va mot chudi "ning" (H). Chudi nhe cua khang thé ¢ thé dugc chia thanh hai
loai: kapa va lamda. Chudi ning c6 thé dugc chia thanh nam loai: p, 8, v, o hodc ¢, va
khang thé ¢6 thé duoc chia thanh nidm loai: IgM, IgD, IgG, IgA va IgE theo sy khac
nhau cta chudi ning. Trong cic chudi nhe va ning, cac ving bién d6i va hing dinh dugc
lién két bang vung "I" chita khoang 12 hogc nhiéu hon 12 axit amin, va chudi ning con
chtra vung "D" chtra khoang 3 hodc nhidu hon 3 axit amin. Mi chudi ning bao gém
ving bién ddi chudi ning (Vi) va ving hing dinh chudi ning (Cn). Ving hang dinh
chudi nang gém 3 mién (Cul, Cu2 va Cu3). Mbi chudi nhe bao gbm ving bién d6i chudi
nhe (V1) va ving hing dinh chudi nhe (Cr). Vung hing dinh chudi nhe gdm mdt mién,
CL. Vung hing dinh cia khang thé c6 thé diéu tiét kha nang lién két cua globulin mién
dich véi cac mo hodc yéu t§ cta vat chi, bao gdm cac té bao khac nhau ctia hé mién
dich (vi du, té bao hiéu tng) va thanh phén Clq ctia hé thdng bd thé. Cac ving Vi va
VL ciing c¢6 thé duge chia nho thanh cac ving c6 tinh bién dbi cao goi 1a ving quyét
dinh b6 sung (CDR) xen k& v6i cac vung duge bao toan hon goi 1a viung khung (FR).
Mdi Vi va Vi bao gdbm 3 CDR va 4 FR dugc sip xép theo tht ty: FR1, CDR1, FR2,
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CDR2, FR3, CDR3, FR4 tir dau ciing amino dén dau cung carboxy. C4c viung bién ddi
(Vuva Vi) cua mdi cap chudi ning/ chudi nhe, twong tng, tao thanh vi tri lién két khang
thé. Viéc phén bd céc axit amin vao cac ving hodc mién cAu tric twong tng tuan theo
dinh nghia trong tai liéu Kabat Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991)), hodc Chothia & Lesk
(1987) J. Mol. Biol. 196:901-917, Chothia et al. (1989) Nature 342:878-883.

Theo sang ché, cac thuat toan dé x4c dinh do ddng nhét trinh tu (twong ddng) va
ty 1€ phén trdm do gidng nhau vé trinh tu 13, vi dy, thuat toan BLAST va BLAST 2.0,
lan luot duge mo ta trong Altschul et al. (1977) Nucl. Acid. Res. 25:3389- 3402 va
Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410. BLAST va BLAST 2.0 ¢ thé duge st
dung dé xac dinh phan tram do dbng nhét trinh tir axit amin theo sang ché bang cach str
dung, vi du, BLAST va BLAST 2.0 dugc md ta trong tai liéu hodc cac tham s6 mic dinh.
Phén mém dé thyuc hién phan tich BLAST kha dung dé cong b thong qua Trung tAm
Théng tin Cong nghé sinh hoc Qubc gia.

Theo sang ché, trinh tu axit amin c¢6 do ddng nhét trinh ty it nhat 12 70% véi trinh
tu axit amin chta trinh ty polypeptit ma vé co ban d6ng nhét véi trinh ty axit amin nay,
vi du, trinh tu axit amin c6 do ddng nhét trinh ty it nhat 1a 70%, t6t hon 1a it nhat 1a 75%,
80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% hoiic cao hon so véi trinh tw polypeptit ciia sang ché, khi st dung cac phuong phéap

duge mo ta & day (vi du, phan tich BLAST st dung cac tham sb chuén).

Theo séng ché, thé dot bién cua trinh ty axit amin dé cap dén thé dot bién c6 do
d6ng nhét 16n hon 70%, nhu 16n hon 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% v&i trinh tu axit amin, vi du, cac trinh tu ¢6 3, 2 hodc 1 dot bién
thay thé, x6a doan hoic bd sung cua axit amin. Tt hon 13, khong nhiéu hon 3 axit amin
dugc thay thé, bd sung hodc x6a doan. T6t hon nita 13, khong nhiéu hon 2 axit amin
duogc thay thé, bd sung hodc x6a doan. T6t hon ca 13, khong nhiéu hon 1 axit amin dugc
thay thé, bd sung hoic x6a doan.

Bién thé "thay thé" 12 bién thé trong d6 it nhét 12 mot gbe axit amin trong trinh tu
ty nhién dugc loai bd va axit amin khac dugc cai xen vao cung vi tri ctia n6. Cac dot
bién thay thé nay co thé 1a mot, trong d6 chi mot axit amin dugc thay thé trong phan ti,

hodc ¢c6 thé 1a nhiéu, trong d6 cing mot phén tir ¢6 hai hodc nhicu axit amin dugc thay
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thé. Nhidu dot bién thay thé c6 thé dugc thuc hién & cac vi tri lién tiép. Twong tu, mot
axit amin c6 thé duogc thay thé bang nhiéu gdc, trong d6 cac bién thé nay bao gdm ca
dot bién thay thé va dot bién cai xen. Bién thé "cai xen" (hoic "bo sung") la bién thé
trong d6 mot hodc nhiéu axit amin duoc cai xen vao vi tri cu thé sat ngay canh vi trinh
tu tu nhién. Sat ngay canh véi axit amin nghia la gén vao nhom chirc alpha-carboxyl
ho#ic alpha-amino cla axit amin. Bién thé "xo6a doan" 1a bién thé trong d6 mot hoac
nhiéu axit amin trong trinh tur axit amin ty nhién da dugc loai bo. Thong thuong, cac
bién thé x6a doan c6 mdt hoic hai axit amin dugc x6a doan trong vung cu thé cua phén

tu cia chung.

Theo cac phuong an nhit dinh, it hon lwong tdi da theo ly thuyét ctia gdc dugc
chit duge lién hop vdi khang thé trong phéan tng lién hop. N6i chung, khang thé khong
chtra nhiéu nhom xystein thiol ty do va phan tmg ma c6 thé lien két géc duoc chét; trén
thuc té, da s6 nhom xystein thiol trong khang thé ton tai dudi dang clu nbi disulfua.
Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé ¢6 thé dugc khtt véi chét khir nhu dithiothreitol
(DTT) hoic tris(2-carboxyetyl)phosphin (TCEP) ¢ cac diu kién khtr mot phan hoic

toan bd dé tao ra nhém xystein thiol phan Gng.

Theo mot sd phuong an, mubi duge dung l1a mudi axit vo co hodc mubi axit hiru
co, trong doé mudi axit vé6 co 13 hydroclorua, hydrobromua, hydroiodua, nitrat,
bicacbonat, cacbonat, sulfat hodc phosphat, mudi axit hitu co 12 format, axetat, propionat,
benzoat, maleat, fumarat, suxinat, tartrat, Xitrat, ascorbat, a-ketoglutarat, o-
glyxerophosphat, alkyl sulfonat hodc aryl sulfonat; tdt hon 1a, alkyl sulfonat 1a

metansulfonat hodc etansulfonat; aryl sulfonat 1a benzensulfonat hoéc p-toluensulfonat.

Mudi duge dung c6 thé thu dugc bang cach st dung cac quy trinh chudn da biét
trong linh vyuc nay, vi du, bang cach cho lugng du cua hop chét bazo phan mg véi axit

thich hgp tao ra anion dugc dung.

Nhu duoc sit dung & dy, trir khi ¢6 quy dinh khac, thudt ngft "tién dugc chat" dé
cap dén dan xuét c6 thé duge thiy phan, oxy héa, hodc duge phan tng cach khéac dudi
céc diéu kién sinh hoc (in vitro hodc in vivo) dé tao ra hop chit theo sang ché. Tién dugc
chét chi trai qua phan ung nay dudi cac didu kién sinh hoc dé trg thanh hoat chét, hodc
chung bét hoat & dang khong dugc phan tng cia ching. Tién duoc chét thuong co thé

duoc diéu ché bang cach sir dung cac phuong phéap da biét, nhu phuong phap dugc mod
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ta trong Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery (1995) 172-178, 949-982
(Manfred E. Wolff, ed., 5th ed.).

Theo séng ché, solvat d& cap dén céc dang cua thé lién hop khang thé-duogc chit
nay theo sang ché: phtrc hop & dang ran hodc 1éng duge tao thanh béng cach phi tri cac
thé lién hop khang thé-duoc chit v6i phan tir dung moi. Hydrat la dang solvat cu thé,

duoc phdi tri phan tir nude. Theo sang ché, hydrat 14 solvat duogc vu tién.

Phuong phép bao ché cac dugc pham khac nhau chira lugng hoat chét 1a da biét,
hoic s& rd rang voi ngudi co hidu biét trung binh trong linh vyc nay theo sang ché. Nhu
dugc md ta trong REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, Martin, E.W.,
ed., Mack Publishing Company, 19th ed. (1995), phuong phap bao ché cac dugc pham
nay bao gdm budc két hop cac ta dugc, chit mang, chit pha loang, v.v. dugc thich hop,
ma khong gay doc cho té bao hogc dong vat c6 v khi chung tiép xuc véi cic chét nay

& liéu lugng va nong do dugc st dung.

Duogc phdm theo sang ché c6 thé bao gom cac dung dich nuéc dém pH; ngoai ra
¢6 thé bao gém chit dém, nhu phosphat, xitrat, va cac axit hitu co khéc; céac chét chéng
oxy héa bao gdm axit ascorbic; polypeptit 6 khdi lwgng phan tir thip (nho hon khoang
10 géc); céc protein, nhu albumin huyét thanh, gelatin, hodc cac globulin mién dich; céac
polyme wa nuéc nhu polyvinylpyrrolidon; cac axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin,
arginin ho#c lysin; monosacarit, disacarit, va cac hydrat cacbon khéc bao gdm glucoza,
manoza, hodc dextrin; cac chét tao chelat nhu EDTA; c4c rugu duong nhu manitol hodc
sorbitol; cac ddi ion tao mudi nhu natri; va/hodc cac chét hoat dong bé mit khong ion

hoa nhu TWENTM, polyetylen glycol (PEG), va PLURONICS™.,

Dugc phim theo séng ché dugc san xuit bang cac phuong phap da biét, bao gdm
phuong phép tron, hoa tan hodc lam kho lanh thong thuong. Hop chét theo sang ché c6
thé duoc bao ché thanh dugc phdm va dugce st dung cho bénh nhan theo nhiéu duong
khéc nhau thich hop cho phuong thirc st dung dugc chon, vi du, theo dudng miéng hodc
ngoai dudng tiéu hoa (theo duong trong tinh mach, trong co, tai chd hodc dudi da).

Do do, cac hop chét theo sang ché két hop véi chét mang dugc dung (vi du, chét
pha lodng tro hodc chét mang c6 thé tiéu hoa va co thé an duoc) co thé dugc st dung
toan than, vi du, theo duong miéng. Ching cd thé dugc boc trong vién nang gelatin vo

cing hodc mém, c6 thé dugce nén thanh vién nén. Do6i véi st dung tri liéu duong miéng,
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hoat chét c6 thé duoc két hop v6i mdt hoac nhiéu ta duoc va c6 ¢ dang vién nén c6 thé
nudt duogc, vién nén ngim trong miéng, vién ngdm hinh thoi, vién nang, con ngot, hdn
dich, siro, vién nhén, va dang tuong tu. Cac ché phém va dang bao ché nay can chura it
nhét 13 0,1% hoat chét. Tét nhién, ty 1é cla ché phém va dang bao ché nay co thé khac
nhau va c6 thé thay ddi tir khoang 1% dén khoang 99% theo trong lugng cia dang lidu
don vi nhat dinh. Trong céc ché phém hitu ich v& mit tri liéu nay, hoat chét & luong sao

cho ¢6 thé thu dugc muc liéu hitu hiéu.

Vién nén, vién ngdm, vién tron, vién nang, v.v. cling cd thé chira: chét lién két,
nhu nhya tragacan, acacia, bot ngd, hodc gelatin; t dugc, nhu dicanxi hydro phosphat;
ta duge rd, nhu bot ngd, bot khoai ty, axit alginic, v.v.; td duoc tron, nhu magie stearat;
va chét tao ngot, nhu sucroza, fructoza, lactoza, hodc aspartam; hodc huong liéu, nhu
bac ha, tinh diu 16c d& xanh, hodc huong vi qua anh dao. Khi dang liéu don vi la vién
nang, né c¢é thé chira, ngoai cdc nguyén liéu clia loai néu trén, chat mang 1éng, nhu dau
thuc vat hodc polyetylen glycol. Cac nguyén li€u khac co thé c6 mit & dang 16p phu
hodc theo cach khac lam thay dbi trang thai vat ly cta dang liéu don vi ran. Vi du, vién
nén, vién tron hodc vién nang c6 thé duoc phu béng gelatin, sap, sen-lac (shellac), hoic
duong va chét tuong tu. Siro hodc con ngot co thé chtra cac hoat chét, sucroza hodc
fructoza lam chét tao ngot, metyl hodc propyl paraben lam chét bao quén, thubc nhudém
va huong liéu (nhu vi qua anh dao hodc vi cam). T4t nhién, nguyén lidu bt ky dugc st
dung d& diéu ché dang liéu don vi bat ky phai 12 dugc dung va vé co ban khong doc voi
lugng duge sit dung. Ngoai ra, cac hoat chit ¢6 thé dugc két hgp vao dang bao ché giai

phong duy tri va thiét bi giai phong duy tri.

Chét hoat tinh con c6 thé duogc st dung trong tinh mach hodc trong mang bung
bing cach truyén hozc tiém. Dung dich nudc chira cac hoat chét hodc mubi ctia chung
¢6 thé dugce didu ché, tuy y tron voi chit hoat dong bé mit khong doc. Cac chét phan tan
con ¢6 thé dugce didu ché trong glyxerol, polyetylen glycol 1ong, triaxetin, va hdn hop
ctia ching va trong dau. Trong diéu kién bao quan va st dung thong thuong, céac ché

phim nay chtra chat bao quan dé ngan chin sy phét trién cla vi sinh vat.

Dang lidu dugc thich hop dé tiém hodc truyén cé thé bao gdbm dung dich nudc
hodc chat phan tan vo trung hodc bt v6 triung chira hoat chét (tuy y dugc bao trong
liposom) thich hgp cho ché pham giai phong tire thi trong dung dich hodc chat phén tan
¢6 thé tiém duge hodc c6 thé truyén dugce vo trung. O tht ca cac truong hop, dang liéu
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cubi ciing phai duge vo trung, dang 16ng, va dn dinh & céc didu kién san xudt va bao
quéan. Chit mang long c6 thé 1a dung moi hodc méi trudng phén tan léng chia, vi du,
nude, etanol, polyol (vi du, glyxerol, propylen glycol, polyetylen glycol 16ng, va tuong
tw), dau thuc vat, glyxerit khong doc, va hén hop thich hgp cua ching. D§ chay thich
hop c6 thé dugc duy tri, vi du, béng cach tao liposom, béng cach duy tri kich c& hat
mong mudn trong trudng hop cac chét phén tan, hodc bing cach st dung céc chét hoat
dong bé mat. Viéc ngan chan vi sinh vét co thé dat dugc nho nhiéu chét khang khuin va
khéng ndm khac nhau, vi du, paraben, clorobutanol, phenol, axit sorbic, thimerosal, va
chit twong ty. Trong nhiéu trudng hop, t5t hon 1a bao gdm céc chét dang truong nhu
duong, chét dém hodc natri clorua. Viéce hép thu kéo dai cua cac ché phém ti€m duogc co
thé dat duoc 1a nhd st dung cac chit 1am cham hép thu, vi du, nhdm monostearat va

gelatin.

Cac dung dich tiém dugc vd trung co thé dugc bao ché béng cach két hop hoat
chit v6i lugng can thiét trong dung mai thich hop véi nhiéu thanh phan khac nhau dugc
liét ké trén day, néu cén thiét, tiép d6 1a 1am vo trung bang cach loc. Trong trudng hop
1a bot vo trung dé bao ché cac dung dich tiém duge vo trung, cac phuong phap bao ché
duoc uu tién 1a k¥ thuat séy kho chan khong va lam kho lanh, ma tao ra bot chira hoat
chit cong vdi cac thanh phan can thiét bd sungbat ky cé truée d6 trong dung dich dugc

loc v trung.

Chét mang ran hiru ich bao gdm céc chét rdn nghién thanh bot (vi dy, talc, dat sét,
xenluloza vi tinh thé, silic oxit, nhém oxit, va twong tu). Chét mang long hitu ich bao
gd6m nudc, etanol hodc etylen glycol, hodc hdn hop nudc-etanol/etylen glycol, trong dé
hop chét theo sang ché co thé dugc hoa tan hodc duge phan tan & ndéng do hitu hiéu, tuy
¥ v6i hd trg cia chét hoat dong bé mat khong doc. Céc chét bd trg (vi du, huong thom)
va chét khang khuan b sung c6 thé duge bd sung dé t6i wu hoa cac dic tinh cho muc

dich str dung nhét dinh.

Chét lam dy (nhu polyme tong hop, axit béo, mudi cua axit béo va este, rugu
béo, xeluloza dugc cai bién hodc cac nguyén liéu v6 co dugc cai bien) con co6 the duge
str dung v6i chat mang 10ng d€ tao thanh bot nhéo, gel, thudc md, xa phong, v.v. ¢ kha

ning boi tron, ¢6 thé dugce sir dung truc tiép 1én da cia ngudi st dung.

Céc ché pham néu trén co6 thé c6 ¢ dang liéu don vi, 1a cac don vi riéng biét veé
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mit vat Iy chira cac liéu luong dang don vi, thich hop dé str dung cho co thé nguoi va
dong vat c6 va khac. Dang lidu don vi c6 thé 1a mdt vién nang hodc vién nén, hodc nhiéu
vién nang hodc vién nén. Tuy thudc vao phuong phap diéu tri cu thé lién quan, luong
hoat chét trong liéu don vi co thé thay d6i hodc duoc diéu chinh tr khoang 0,1 dén

khoang 1000 mg hodc 16n hon.

Ngoai ra, con bao gom ung dung nhiéu dang lieu dugc chat méi nhu lacto-
liposom, vi cdu va nano cau, nhu st dung hé phén tan hat micro bao gdm mixen polyme,
nhil twong nano, nhii twong submicron, vi nang, vi cau, liposom va niosom (con dugc

biét dén 1a bot khi hoat dong bé mit khong ion).

Thuét ngfr "diéu tri" nhu duge st dung & day thuong dé cap dén viéc thu dugc
tac dung dugc ly va/hodc sinh ly mong mudn. Tac dung nay c6 thé 1a phong ngira vé
mit ngan ngira hoan toan hodc mot phén bénh hodc triu chirng ctia nd; va’hodc cd thé
1a dilu tri v& mat 1am 6n dinh hodc chita khéi mot phﬁn hodc hoan toan bénh va/hodc
tac dong bat loi do bénh nay. "Piéu tri" nhu duoc st dung & dy bao gdm viée diéu tri
bénh bét ky & bénh nhan, bao gbm: (a) ngin ngira bénh hodc triéu ching ¢ bénh nhan
d& méc bénh hoic tinh trang nhung chua dugc chén doan; (b) tc ché cac triéu chung
ctia bénh, tirc 13, ngan nglra su phat trién cta nd; hodc () cai thién triéu ching ctia bénh,

tirc 13, 1am cho bénh hodc triéu chiing thuyén giam.

Theo sang ché, "ddi tugng" dé cap dén dong vat c6 xuong sbéng. Theo cic phuong
an nhit dinh, dong vat c6 xuong séng dé cap dén dong vat c6 vi. Dong vat c6 va bao
gdm, nhung khong gi6i han ¢, gia suc (nhu trdu bo), thi nudi (nhu meo, cho, va ngua),
linh trudéng, chudt nhét, va chudt céng. Theo cac phuong an nhét dinh, dong vat co vi
la nguoi.

Theo séng ché, "luwong hitu hi¢u" dé cap dén luong hitu hi¢u dé dat dugc tac dung
tri liéu hodac phong nglra mong muén & lidu luong va thoi gian can thiét. "Luong hitu
hidu didu tri" cia chat/phan tir theo séng ché c6 thé thay d6i tuy thude vao cac yéu tb
nhu tinh trang bénh, tudi, giéi tinh va trong lugng cua ca thé va kha ning gay ra dap tmg
mong mubn cua chit/phén tir & c4 thé. Luong hitu hidu diéu tri bao gdbm lugng trong do6
hé qua gdy doc hoac gay hai bét ky ctia chat/phan tir khong troi bang tac dung c6 1¢i cho
viéc didu tri. "Luong hitu hidu phong ngira" d& cép dén lugng hitu hiéu & liéu lugng va

thoi gian cin thiét dé dat duge hiéu qua phong ngira mong mubn. Thong thudng, nhung
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khéng can thiét, lvong hitu hiéu phong ngira s& nhé hon lugng hitu hiéu diéu tri vi liéu
lugng phong nglra duge st dung cho d6i tuong trude khi khéi phat bénh hodc ¢ giai
doan sém cua bénh. Trong trudng hop bénh ung thu, lugng hitu higu diéu tri cta duge
chét lam giam sé luong té bao ung thu; thu nhé kich thude khdi u; tre ché (tuc 13, lam
cham dén mot muc do nao do, tot hon 1 1am dimg) su xAm nhap cua té bao ung thu vao
cac co quan xung quanh; rc ché (tac 13, lam cham dén mot mie do nao do, tdt hon 1a
lam dung) su di cdn cua khéi u; Ge ché su sinh trudng cua khéi u & mtrc do nao do;
va/hodc giam nhe mot hodc nhiéu tridu ching lién quan dén bénh ung thu & mtrc dd nao
do.

Theo sang ché, 20 axit amin thong thuong va chit viét tat cia chuing theo cach st
dung thong thudng. Xem Immunology-A Synthesis (2nd Edition, E.S. Golub and D.R.
Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)), duoc két hop vao day bé‘mg

cach vién dan.

Thuét ngit "khang thé kham" dé cap dén khang thé trong dé trinh tw ving bién
ddi c6 ngudn gde tir mot loai va trinh tw ving hing dinh c6 ngudn gde tir mot loai khéc,
nhu khang thé trong d6 cac trinh tur viing bién dbi c6 ngudn gde tir khang thé chudt va

trinh tu ving hing dinh ¢6 ngudn gdc tir khang thé nguoi.

Khang thé "duoc lam twong thich v&i nguoi” d& cap dén cac dang khang thé
khong phai ctia ngudi (vi du, chudt) ma la globulin mién dich kham, chudi globulin mién
dich, hodc cac manh ctia ching (vi du, Fv, Fab, Fab', F(ab')2 hodc cic trinh tu ngén lién
két khang nguyén khéc cua khang thé) chira trinh tu tb1 thiéu c6 ngudn gde tir globulin
mién dich khong phai ctia ngudi. Tét hon 13, khéng thé dugc lam tuong thich véi nguoi
13 globulin mién dich ctia ngudi (khéng thé nhan) trong d6 céc gbc clia ving quyét dinh
b6 sung (CDR) cua khang thé nhan c6 ngudn gdc tir cac thay thé gbc CDR ctia loai
khong phai nguoi co tinh déc higu, &i lyc va kha nang (khang thé cho) mong mudn nhu
chudt nhat, chuét céng hoéc tho.

Ngoai ra, trong qué trinh lam tuong thich véi nguoi, cling ¢6 thé gay dot bién goc
axit amin trong vung CDR1, CDR2 va/hoac CDR3 cua VH va/hodc VL, tir do cai thién
mot hoac nhiéu dic tinh lién két (vi du, ai luc) cta khang thé. Vi du, su phét sinh dot
bién qua trung gian PCR ¢6 thé duoc thuc hién dé dua cac dot bién ma tac dung ctia nd

trén kha ning lién két khang thé hodc cic dic didm chirc nang khac c6 thé duoc danh
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gid bang cach cac thir nghiém in vitro hodc in vivo dugc md ta ¢ déy. Thong thuong,
céc thé dot bién bao toan duge dua vao. Céc thé dot bién nay co thé 1a thay thé, bd sung
hoic x6a doan axit amin. Ngoai ra, thuong c6 khong nhiéu hon mdt hodc hai thé dot
bién trong CDR. Theo d6, khang thé duoc lam twong thich véi nguoi theo sang ché ciing

bao gdm cac khang thé chira 1 hogc 2 thé dot bién axit amin trong CDR.
Vi du thue hién sang ché

Sang ché s& dugc lam rd thém dudi ddy bang cac vi du cu thé, nhung cac vi du

nay khong gi6i han pham vi cua sang ché.
Vi du 1. Diéu ché khang thé dugc lam twong thich véi nguoi
1. Diéu ché khang thé don dong khang Claudin 18.2

Nhidu chién lugc duge s dung ddng thoi dé gay mién dich chudt Balb/c va sang
loc dé thu duge khang thé don dong lién két dic hiéu v6i chi Claudin 18.2, khong lién
két dac hiéu véi Claudin 18.1, bién thé ghép ndi khéac cta Claudin 18, nhu sau:

1) Céu trac cta dong té bao chuyén nhidm 6n dinh biéu hién Claudin 18.2

Plasmit Claudin 18.1-puc57-Amp (SynbioTech) chira trinh tu gen c6 chiéu dai
ddy da ctia Claudin 18.1 nguoi (UniProtKB-P56856) duge tong hop. St dung plasmit
nay lam mau, doan moi nguge dong 5'-ttggcaaagaattgctagatgtccaccaccacatgee-3' (SEQ
ID NO: 171), va doan mbi xudi dong 5'-tgttcgggccctectegattacacatagtegtgcttgg-3' (SEQ
ID NO: 172), chidu dai diy du ciia manh Claudin 18.1 cua nguoi (Metl-Val261) dugc
khuéch dai béng PCR. San phém duoc khuéch dai duoc thét enzym béng hdn hop cai
tap hop ADN NEBuilder HiFi (NEB, Cat: M0530L), va sau d6 dugc tach dong thanh hé
plasmit biéu hién nhén thyc. Tuong tu, plasmit Claudin 18.2-puc57-Amp (SynbioTech)
chira trinh tu gen c6 chiéu dai ddy du ctia Claudin 18.2 ngudi (UniProtKB-P56856-2)
duoc tong hop. St dung plasmit ndy lam mAu, doan mdi nguoc dong 5'-
ttggcaaagaattgctagatggecgtgactgectgte-3' (SEQ ID NO: 173), va doan mdi xudi dong 5'-
tgttcgggcectectegattacacatagtegtgettgg-3' (SEQ ID NO: 174), chiéu dai ddy di ctia manh
Claudin 18.2 ctia ngudi (Met1-Val261) duogc khuéch dai bing PCR. San pham dugc
khuéch dai duge thét enzym bang hdn hop céi tap hgp ADN NEBuilder HiFi (NEB, Cat.
No.: M0530L), va sau d6 dugc tach dong thanh hé plasmit biéu hién nhén thuc. Céc té
bao NIH3T3 va HEK293 lan luot dugc dién hoa voi plasmit nay, va 1-10 pg/mL
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Puromycin (Gibco, Cat. No.: A1113803) dugc st dung dé sang loc co gia 4p tirng budc

@8 thu duge dong té bao biéu hién 6n dinh.

Dong té bao chuyén nhidm 6n dinh HEK293 thu duge biéu hién Claudin 18.1 va
dong té bao chuyén nhiém én dinh HEK293 biéu hién Claudin 18.2 déu tién duogc xac
thuc bang phuong phap RT-PCR. ARN toan phan dugc chiét tir dong té bao duong tinh
véi kit chiét Trizol ARN, va kit phién ma nguoc (hé théng tong hop soi thit nhét
SuperScriptTM, Cat. No.: 18080051) dugc s dung dé thu dugc thu vién cADN bing
cach phién ma ngugc voi doan mdi Oligo (dT). Vi hai méanh ghép ndi cta Claudin,
Claudin 18.1 va 18.2 khac nhau & ving tir dau cling N dén mién ngoai bao thir nhit
(vong 1), doan moi KNB14 (5'-tgtgegecaccatggeegtg-3' (SEQ ID NO: 175)) va KNB15
(5'-tggaaggataagattgtacc-3' (SEQ ID NO: 176)) dugc thiét ké, ma c6 thé khuéch dai viing
(504bp) tir vong 1 dén dAu cung C (khong bao gdm vong 1) cia Claudin 18.1 va Claudin
18.2; doan mdi KNB16 (5-tgggtgccattggeeteetg-3' (SEQ ID NO: 177) dugc thiét ké, ma
06 thé lién két dic hiéu va bd sung véi dau cing N ctia Claudin 18.2, nhung khong lién
két v6i dAu ciing N ctia Claudin 18.1, va chi manh c6 chidu dai day du (780 bp) cta
Claudin 18.2 tir dAu cing N dén ddu cing C dugc khuéch dai, va té bao KATO III
(ATCC HTB-103) biu hién Claudin 18.2 dugc st dung lam ddi ching duong. Nhu
duoc thé hién trén Fig. 1, RT-PCR cho thdy ring dong té bao chuyén nhim 6n dinh
HEK?293 14n luot bidu hién Claudin 18.1 va Claudin 18.2. Ca dong té bao chuyén nhiém
dn dinh HEK293 bidu hién Claudin 18.2 va té bao KATO III di ching c6 thé khuéch
dai dai dac trung 780bp ddc hiéu dbi véi Claudin 18.2, trong khi HEK293 biéu hién
Claudin 18.1 c6 thé chi khuéch dai manh 504bp dung chung.

Cac dong té bao chuyén nhiém 6n dinh t& bao HEK293 biéu hién Claudin 18.2
va té bao NIH3T3 biéu hién Claudin 18.2 duoc tiéu hoa va thu thap, rira hai 1an bang
PBS, va u bang 100 pL khang thé so cép khang Claudin 18.2 cta thd dugc pha loang
1:200 (Abcam, EPR19202, Cat: ab222512) ¢ nhiét do 4°C trong 60 phut. Dung dich
khang thé so cip du dugce rta bang 0,5% BSA/PBS, va 50 uL khang thé thtr cap cua dé
khang IgGFc-AF647 tho (Jackson ImmunoResearch, Cat: 111-606-046), dugc thém va
0 & nhiét do 4°C trong 45 phut. Khang thé thur cép du dugc rira bang 0,5% BSA/PBS,
va cudi cung té bao duoc tai tao huyén phu béng 100 pL dung dich PBS, va dugc phat
hién ngay lap tic bang phuong phép dém té bao theo dong. Cac két qua dugc thé hién
trén Fig. 2 va Fig. 3.
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Fig. 2 thé hién céc két qua ciia dong té bao chuyén nhidm 6n dinh HEK293-
Claudin 18.2 dugc chuyén nhiém béng gen Claudin 18.2 ¢6 chiéu dai ddy di dugc phat
hién boi FACS. Céc chim den 1a té bao HEK293 khong duge chuyén nhiém, va céc
chdm xam 1a t& bao chuyén nhidm dn dinh HEK293 biéu hién Claudin 18.2. Té bao
HEK293 khong biéu hién Claudin 18.2, va té bao chuyén nhiém on dinh HEK293-

Claudin 18.2 biéu hién Claudin 18.2 & mirc cao trén bé mat té bao.

Fig. 3 thé hién cé4c két qua cia Claudin 18.2 trong dong té bao chuyén nhiém dn
dinh NIH3T3 biéu hién Claudin 18.2 & mitc d cao dugc phat hién béi FACS. Vach den
la d6i chimg am, va phén t6 xam la dong té bao chuyén nhiém 6n dinh 3T3 biéu hién
Claudin 18.2. NO.32-H la dong t& bao chuyén nhidm n dinh 3T3 biéu hién Claudin
18.2 & muc do cao, NO.18-M la dong té bao chuyén nhim 6n dinh 3T3 bicu hién
Claudin 18.2 & mirc do vira phai, va NO. 6-L la dong té bao chuyén nhiém 6n dinh 3T3

biéu hién Claudin 18.2 & mirc d¢ thip.

Dong té bao chuyén nhiém dn dinh duong ma da duge md rong dugce thu thap va
lam d6ng lanh, va dong té bao chuyén nhiém 6n dinh NIH3T3 biéu hién Claudin 18.2

dugce st dung aé gdy mién dich cho ddng vat.
2)  Diéu ché khang thé don dong khang Claudin 18.2 tir té bao lai

Chudt Balb/c céi 6-8 tudn tudi duoc gdy mién dich bang té bao chuyén nhiém on
dinh 3T3 biéu hién claudin 18.2 hodc plasmit m& hoa Claudin 18.2, twong ng, hodc
ludn phién. Khi gdy mién dich bing cac té bao, 1x10° té bao chuyén nhiém 6n dinh 3T3
biéu hién claudin 18.2 duoc tron voi chét bd trg Freund hodc chét bd tro khong phai
Freund mdi 14n, sau d6 duge tiém vao gbc dui va ban chan, va qua trinh gy mién dich
duoc thuc hién lai & cac vi tri khac hai tudn sau d6. Khi ADN dugc st dung dé gdy mién
dich, 20 pg plasmit dugce trén véi 1 pg CpG, va sau do tiém tryc tiép vao bung cia chudt
bing sung ban gen (Biorad) & 40 psi, va qué trinh gay mién dich duogc thuc hién mot
1An/tudn. Ba ngay trudc khi hop nhét, dong té bao chuyén nhidm 6n dinh HEK293 biéu
hién Claudin 18.2 & mitc d6 cao dugc st dung dé tiém tinh mach tai bang 1x10° t€
ba0/50 uL cho mdi chudt dé gay mién dich xung. Ba ngay sau, chudt dugc giét, va hach
bach huyét vung khoeo, ben va xuong chdu duogc thu thap va nghién trong DMEM dé
thu dugc huyén phu giau té bao B; loai bd lach chudt, nghién trong DMEM, va quay ly
tam d& thu duoc huyén phu té bao lach. Lugng thich hop cua hdn hop hach bach huyét
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va huyén phi té bao lach dugc tron véi SP2/0, va cac té bao duoc hop nhat bang cach

str dung thiét bi hop nhét bang dién.
3)  CAu trac cta thu vién khang thé thé thuc khuin khang Claudin 18.2

Mot ph?m ctia lach chu6t va huyén phu té bao hach bach huyét ngoai vi di thu
thap dugc st dung d8 chiét ARN toan phdn bang kit chiét ARN Trizol, va phién ma
nguge duge tién hanh bang kit phién ma nguoc (hé théng tdng hop soi thir nhét
SuperScript, Cat. No. 18080051) véi cac doan mdi dic hidu chudi nhe va chudi ning dé
1an luot tao ra thu vién cADN chudi nhe va chudi ning cta khang thé. Str dung thu vién
cADN nay lam mAu, cic doan mdi cta viing bién ddi chudi nhe va chudi ning dugc
dung dé khuéch dai cdc manh cta ving bién ddi chudi ning va chudi ning khang thé
bang PCR, va sau khi tiéu héa enzym, cic san phim PCR dugc tach dong thanh vecto
plasmit thé thure khuén chtra viing hing dinh chudi nhe khang thé Ckapa ctia ngudi hodc
ving hang dinh chudi nzng CHI IgG1 cua ngudi, 1an luot tao thanh thu vién chudi nhe
va thu vién chudi ning thé kham. Cac manh khang thé trong thu vién chudi nhe dugc
tiéu hoa hai lan béng BspQI va Sfil, va sau d6 dugc budc vao thu vien chudi ning dé
tao thanh thu vién biéu hién thé thuc khuin Fab thé kham & chudt dua trén thé thuc
khudn dang soi M13, vi dung tich thu vién 1a 1,2x10'°. Lay 0,8 mL thé thuc khuin
(chun d6 khoang 1x10'*/mL) va tron véi 200 puL 5% BSA/PBS, duoc thém 1x107 té
bao HEK293 biéu hién claudin 18.1, va dat trong bon nudc dé trong 1 gid; sau khi ly
tAm & tde dd 1000 vong/phit trong 10 phit, chat ni bé mat thu thap duge dugce tron voi
1x106 t& bao HEK293 biéu hién Claudin 18.2, ngdm bdn dé trong 1 gid, ly tim & toc do
1000 vong/phut trong 3 phut, va loai bé chét ndi bé mat; 1 mL 1% BSA/PBS duoc thém,
va rtta 1p lai 5-10 1dn; 1 mL 100 mM TEA dugc thém dé ly giai té bao, thém 0,5 mL
IM Tris-HCI, pH 7,5 dugc thém dé trung hoa sau khi 0 trong 10 phut & nhiét do phong,
va 10 mL TG1 E. coli. trong pha sinh truong logarit dugc sit dung dé 1ay nhidm thé thuc
khudn & nhiét do 37°C trong 30 phut. Theo cac quy trinh thong thuong cla sinh hoc
phén ti, cac thé thuc khuén dugc phuc hdi, viéc chudn do dugc phét hién va vong quét

tiép theo duogc thuc hién.
2. Sang loc va thu thdp trinh tu ctia cac khang thé dic hiéu khang Claudin 18.2
HEK?293 biéu hién Claudin 18.1, HEK293 biéu hién Claudin 18.2, va té bao

HEK293 14n luot duge nhudm trude bang thudc nhudm Cell Tracker Green CMFDA 5
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uM, 0,5 uM, va 0 uM (Thermo, Cat. No.: C2925), theo cac hudng dAn nhudm té bao
séng. Sau khi rtra thudc nhudm, cac té bao duge tron & ty 18 1:1:1, thém vao dia 96 giéng
(2x10° té bao/giéng), két hop véi chat ndi bé mit t& bao lai hodc chit nbi bé mat thu
dugc bang cach cam tng vi khudn va u trong bdn nuéc da trong 1 gio. Khang thé thu
cap dugc gin nhan AlexaFluro647 khang IgG Fc cta chudt hodc khang IgG F(ab)2 cla
ngudi (Jackson ImmunoResearch) dugc thém, va U trén nude da trong 45 phut. Sau khi
rira, 100 pL PBS dugc thém vao mdi giéng dé tai tao huyén phu té bao, t& bao dugc phan
tich bing thiét bi dém té bao theo dong (thiét bi sang iQue), ba quén thé t€ bao khac
nhau dugc khoanh tron theo su khac biét vé cuong do huynh quang cua kénh FL2, va
sau d6 khé ning lién két ciia khang thé duge thir nghiém véi mdi quén thé té bao trong
kénh FL4 dugc phét hién. Khang thé da sang loc lién két voi té bao chuyén nhiém 6n
dinh HEK293 biéu hién Claudin 18.2 ¢6 4i lyc va tinh ddc hidu cao, va khong lién két
v6i té bao chuyén nhiém én dinh HEK293 biéu hién Claudin 18.1 hogc té bao HEK293.
T céc té bao thé lai, tdng 320 dong vo tinh duoc sang loc bang FACS va 320 dong vo
tinh nay c6 thé lién két véi Claudin 18.2, nhung khong lién két voi Claudin 18.1; sau 3
vong quét, 62 dong vo tinh dugce chon tir thu vién thé thuc khuén Fab va 62 dong vo
tinh nay lién két v6i Claudin 18.2 véi ¢6 i luc cao nhung khong lién két véi Claudin

18.1.

Céc plasmit duge chiét tir dong vo tinh duong dugc sang loc tir thu vién thé thuc
khuén dé giai trinh ty, va trinh tu vung bién ddi duoc tach dong thanh cac vecto ving
hang dinh chudi ning va chudi nhe, twong ung, dé biéu hién IgG co chiéu dai day du.
Céac té bao duong thu duoc tir té bao lai dugc dung gidi bing cach thém 1 mL TRNzol,
va ARN toan phéan duoc chiét bang phuong phép guanidin thioxyanat. Dung hdn hop
ndy lam mau, sau khi tdng hop cADN soi thit nhat, cADN soi thir nhét dugc str dung
lam mAu tiép theo dé khuéch dai trinh tw ADN cla ving bién dbi tuong Gmg véi cac té
bao thé lai. Sau khi giai trinh tu cac san phém duoc khuéeh dai, thu duoc trinh tu ving
bién ddi cta cac chudi nang va chudi nhe ctia cac té bao lai tng vién, nhu dugc thé hién
dudi day.

Dong vo tinh 18D10:

Chuodi ndng

DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVT GYSITSNYAWN WIRQFPGNKLEWMG
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YINYSGNTNYNPSLKS RISITRDTSKNQFFLQLNSVTAEDTATYYCAT
SYYGNSFIY WGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 139).

Trong d6 cac phan dugc gach chan lan lugt 1 1a CDR1 (SEQ ID NO: 140), CDR2
(SEQ ID NO: 141), CDR3 (SEQ ID NO: 142) tir trai sang phai; va

Céc phén khong duogc gach chan lan luot 1a FR1 (SEQ ID NO: 143), FR2 (SEQ
ID NO: 144), FR3 (SEQ ID NO: 145), va FR4 (SEQ ID NO: 146) tir trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

GATGTGCAGCTTCAGGAGTCGGGACCTGGCCTGGTGAAACCTTCTCAGTCT
CTGTCCCTCACCTGCACTGTCACTGGCTACTCAATCACCAGTAATTATGCCT
GGAACTGGATCCGACAGTTTCCAGGAAACAAACTAGAGTGGATGGGCTAC
ATAAACTACAGTGGGAACACTAACTATAACCCATCTCTCAAAAGTCGAAT
CTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGTTGAATTC
TGTGACTGCTGAGGACACAGCCACATATTATTGTGCAACCTCCTATTATGG
TAATTCCTTTATTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA
(SEQ ID NO: 178).

Chubi nhe

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNOKNYLTWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQNAYSFPWTFG
GGTKLEIK (SEQ ID NO: 147).

Trong d6 cac phﬁn duogc gach chan lan luot 1a CDR1 (SEQ ID NO: 148), CDR2
(SEQ ID NO: 149), CDR3 (SEQ ID NO: 150) tir trai sang phai; va

Céc phan khong duoc gach chén lan luot 1a FR1 (SEQ ID NO: 151), FR2 (SEQ
ID NO: 152), FR3 (SEQ ID NO: 153), va FR4 (SEQ ID NO: 154) tir trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

GACATTGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGACTGTGACAGCAGGAGAG
AAGGTCACTATGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGTCTGTTAAACAGTGGAAA
TCAAAAGAACTACTTGACCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCTA
AACTGTTGATCTACTGGGCATCCACTAGGGAGTCTGGGGTCCCTGATCGCT
TCACAGGCAGTGGATCTGGAACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTGC
AGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGAATGCTTATAGTTTTCCGT
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GGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA (SEQ ID NO:179).
Dong vo tinh 18A9:
Chudi ning

QVQLQQSGREVVRPGTSVKVSCKPSGYAFTNYLIDWVKQRPGQGLEWIGGIN
PGSGDTVYNEKFKAKATLTADKSSMTANMQLSSLTSDDSAVYFCARRVRGNS
FDSWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 155).

Trong d6 cac phin dugc gach chén lan lugt 1a CDR1 (SEQ ID NO: 156), CDR2
(SEQ ID NO: 157), CDR3 (SEQ ID NO: 158) tir trdi sang phai; va

Céc phan khong duoc gach chan 14n luot 14 FR1 (SEQ ID NO: 159), FR2 (SEQ
ID NO: 160), FR3 (SEQ ID NO: 161), FR4 (SEQ ID NO: 162) tir trdi sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGACGTGAGGTGGTAAGGCCTGGGACTTC
AGTGAAGGTGTCCTGCAAGCCTTCTGGATACGCCTTCACTAATTACTTGAT
AGACTGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGCCTTGAGTGGATTGGAGGGA
TTAATCCTGGAAGTGGTGACACTGTGTACAATGAGAAGTTCAAGGCCAAG
GCAACACTGACTGCAGACAAATCCTCCATGACTGCCAACATGCAGCTCAG
CAGCCTGACATCTGATGACTCTGCGGTCTATTTCTGCGCAAGAAGGGTCCG
TGGTAATTCGTTTGATTCCTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGC
A (SEQ ID NO:180).

Chudi nhe

DIVMSQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLTWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFTGSGSGKDFTLTISSVQAEDLALYYCONNYFYPLTFG
AGTKLELK (SEQ ID NO: 163).

Trong d6 céc phan duge gach chan 1an luot 14 CDR1 (SEQ ID NO: 164), CDR2
(SEQ ID NO: 165), CDR3 (SEQ ID NO: 166) tir trai sang phai; va

Céc phan khong dugc gach chan lan luot 1a FR1 (SEQ ID NO: 167), FR2 (SEQ
ID NO: 168), FR3 (SEQ ID NO: 169), va FR4 (SEQ ID NO: 170) tir tréai sang phai.

Trinh tu axit nucleic
GACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCCCTGACTGTGACAGCAGGAGAG
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AAGGTCACTATGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGTCTGTTAAACAGTGGAAA
TCAAAAGAACTACTTGACCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCTA
AATTGTTGATCTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCT
TCACAGGCAGTGGATCTGGAAAAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTGC
AGGCTGAAGACCTGGCACTTTATTACTGTCAGAATAATTATTTTTATCCGCT
CACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAA (SEQ ID NO:181).

Céac manh trinh tu vung bién dbi chudi nang va chudi nhe néu trén dugc khuéch
dai bang PCR, va ving bién d6i chudi ning dugc tach dong thanh vecto chira ving hang
dinh chudi nang ctia ngudi dé biéu hién chudi ning IgG1 nguyén ven & té bao dong vat
¢6 vi. Tuong tu, ving bién déi chudi nhe dugc tich dong thanh vecto chira viing hang
dinh chudi nhe cta ngudi dé biéu hién chudi nhe kapa hoan chinh & té bao dong vat co
vi. Sau khi xdc minh trinh tu, chung dugc chuyén nhiém thanh cac té bao HEK293-6E
ctua dong vat c6 va, IgG1 duge biéu hién va tiét vao mdi truong, va chét ndi bé mat duge
thu thép, loc va sau d6 dugc tinh ché. IgG dugec tinh ché b%mg sdc ky Protein A, va chét
ndi bé mit nudi céy duoc tai 1én cOt Protein A dugc dinh ¢ thich hop, rua béng 50 mM
Tris-HCI pH 8,0, 250 mM NaCl, va IgG lién két dugce rira giai bang 0,1 M Glyxin-HCl,
pH 3,0. Protein dugc cd dic bang cach siéu loc st dung 6ng co dic (Millipore), va ndng
d6 cua IgG duoc xac dinh bing cach do quang phd théng qua phat hién OD280. Phan
tinh ché cta IgG dugc phan tich bang SDS-PAGE.

HEK293 bidu hién Claudin 18.1, HEK293 biéu hién Claudin 182 va t& bao
HEK293 duoc thu hoach trong pha sinh trudng logarit, sau khi ching dugc ti€u héa, 5
x 10* t ba0/100 UL dugc thém vao dia 96 giéng hinh chir U, ly tdm ¢ toc do 1100
vong/phut trong 3 phut, sau do chét ndi bé mit dugc loai bo. Cac té bao dugc g0 nhe, va
50 uL khang thé dugc pha lodng tudn tu duoc thém vao mdi giéng (ndng dd khéng thé
bét ddu tir 100 nM, pha lodng 5 lan cho 8 gradien), va i & nhiét do 4°C trong 1 gio. Sau
khi 1, 140 L 0,5% BSA duoc thém vao mdi giéng dé rira 3 1an, va 30 uL/giéng khang
thé thtr cAp AlexaFluro647 khang IgG cta ngudi (Jackson ImmunoResearch, Cat: 109-
606-170) dugce thém vao, va u ¢ nhiét 4o 4°C trong 40 phut. Sau khi u, 140 pL 0,5%
BSA dugc thém vao mdi giéng dé rira 3 1an, va cudi cing mdi giéng duoc téi tao huyén
phu trong 50 pL. PBS @& phat hién bang phuong phép dém té bao theo dong (thiét bi
sang iQue). Nhu dugc thé hién trong Bang 1, cac két qua cho thay rang khang thé IgG1
Claudin 18.2 thé kham chi nhan dién té bao HEK293 chuyén nhiém vé&i gen Claudin
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18.2 bidu hién Claudin 18.2, nhung khong c6 kha nang lién két véi HEK293 hodc
HEK?293 biéu hién Claudin 18.1.

Bang 1: Kha nang lién két ctia khang thé Claudin 18.2 véi dong t€ bao chuyén
nhidm én dinh (N.B. biéu thi khong phat hién thdy lién két)

mAb Claudin 18.2 Claudin 18.1 HEK?293
ECso (nM) ECso (nM) ECso (nM)
Dong vo tinh 0,37 N.B. N.B.
18D10
Dong vo tinh 0,31 N.B. N.B.
18A9

3. Qud trinh 1am twong thich v&i nguoi ciia khang thé khang Claudin 18.2

Trinh tu vung bién ddi cta khang thé don dong dugc chon dugc can chinh véi
trinh tw khang thé dong mam cia nguoi @8 tim ra trinh tu c6 tinh tuong dong cao dé
ghép CDR; sau do, thyc hién tao md hinh tuong ddng in silico dé phan tich viang CDR

va trinh tu axit amin khung bao quanh cta n6 dé nghién ctru ché do lién két khong gian
| ba chiéu ciia n6. Bang cach tinh luc tinh dién, lyc van der Waals, tinh ky nudc va gia tri
entropy, cac gdc axit amin chinh, ma c6 thé tuong tac véi dich va duy tri khung khong
gian, & mdi trinh tu gen ctia khang thé don dong duong tinh duge phan tich, va cac vi
tri dot bién nguoc dugc thiét ké theo d6. Ai luc HLA-DR dugc phan tich va trinh tu
khung dong mam ctia ngudi c6 it kha ning sinh mién dich duge chon. Céc gde axit amin
ma ¢6 thé duoc cai bién trong khi 1én men duge phan tich va cac thé dot bién dugc thiét
ké @8 lam giam kha ning cai bién.

Céc dAn xuit chudi ning va chudi nhe khéc nhau dugc thiét k. Sau khi tbng hop
trinh ty ddy du cta c4c dan xuét chudi nhe va chudi nang, ching dugc tach dong thanh
vecto chtra ving hing dinh Ckapa ctia chudi kapa khang thé hodc vung hang dinh CH1-
CH3 ctia IgG1 ctia ngudi. Sau khi céc plasmit mang céc din xuét chudi nhe va chudi
nang c6 cung ngudn gde tir cha me twong tmg dugce ghép cap, cac té bao HEK293.6E
duoc chuyén nhiém dé biéu hién khang thé trong 5-6 ngay, va chit nbi bé mat duoc thu

thép va tinh ché trén cot Protein A.
Céc trinh tu cta khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi nhu sau:

18D10:
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Ving bién ddi chudi nang:
18D10VHVv1:

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS GYSITSNYAWN WIRQPPGKGLEWIG
YINYSGNTNYNPSLKS RVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAT
SYYGNSFIY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1).

Trong d6 céac phén dugc gach chan lan luot 12 CDR1 (SEQ ID NO:2), CDR2
(SEQ ID NO:3), CDR3 (SEQ ID NO:4) tir trai sang phai; va

Cac phan khong duoc gach chan 1an lugt 1a FR1 (SEQ ID NO: 5), FR2 (SEQ ID
NO: 6), FR3 (SEQ ID NO: 7), va FR4 (SEQ ID NO: 8) tir trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGCAAGAGTCTGGACCTGGCCTGGTCAAGCCTAGCGAGAC
ACTGAGCCTGACCTGTACCGTGTCCGGCTACAGCATCACCAGCAACTACGC
CTGGAACTGGATCAGACAGCCTCCTGGCAAAGGCCTCGAGTGGATCGGCT
ACATCAACTACAGCGGCAACACCAACTACAACCCCAGCCTGAAGTCCAGA
GTGACCATCAGCAGAGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAG
CAGCGTGACAGCCGCCGATACAGCCGTGTACTACTGTGCCACAAGCTACT
ACGGCAACAGCTTCATCTACTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACCGTTTCTT
CT (SEQ ID NO: 182).

18D10VHV2:

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS GGSISSNYAWN WIRQPPGKGLEWMG
YINYSGNTNYNPSLKS RITISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAT
SYYGNSFIY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 9).

Trong d6 céc phan dugc gach chan lan lugt la CDR1 (SEQ ID NO: 10), CDR2
(SEQ ID NO: 11), CDR3 (SEQ ID NO: 12) tir trdi sang phai;

Céc phan khong dugc gach chin lan luot 12 FR1 (SEQ ID NO: 13), FR2 (SEQ
ID NO: 14), FR3 (SEQ ID NO: 15), va FR4 (SEQ ID NO: 16) tir trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGCAAGAGTCTGGACCTGGCCTGGTCAAGCCTAGCGAGAC
ACTGAGCCTGACCTGTACCGTGTCCGGCGGCAGCATCAGCAGCAACTACG

33



51294 34/137

CCTGGAACTGGATCAGACAGCCTCCTGGCAAAGGCCTCGAGTGGATGGGC
TACATCAACTACAGCGGCAACACCAACTACAACCCCAGCCTGAAGTCCAG
AATCACCATCAGCAGAGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGA
GCAGCGTGACAGCCGCCGATACAGCCGTGTACTACTGTGCCACAAGCTAC
TACGGCAACAGCTTCATCTACTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACCGTTTCT
TCT (SEQ ID NO: 183).

18D10VHYv3:

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS GGSISSNYAWN  WIRQPPGKGLEWIG
YINYSGNTNYNPSLKS RVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAT
SYYGNSFIY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 17).

Trong d6 céc phan duoc gach chan 14n luot 1a CDR1 (SEQ ID NO: 18), CDR2
(SEQ ID NO: 19), CDR3 (SEQ ID NO: 20) tir trdi sang phai; va

Cac phan khong dugc gach chan 1an lugt 12 FR1 (SEQ ID NO: 21), FR2 (SEQ
ID NO: 22), FR3 (SEQ ID NO: 23), va FR4 (SEQ ID NO: 24) tur trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGCAAGAGTCTGGACCTGGCCTGGTCAAGCCTAGCGAGAC
ACTGAGCCTGACCTGTACCGTGTCCGGCGGCAGCATCAGCAGCAACTACG
CCTGGAACTGGATCAGACAGCCTCCTGGCAAAGGCCTCGAGTGGATCGGC
TACATCAACTACAGCGGCAACACCAACTACAACCCCAGCCTGAAGTCCAG
AGTGACCATCAGCAGAGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGA
GCAGCGTGACAGCCGCCGATACAGCCGTGTACTACTGTGCCACAAGCTAC
TACGGCAACAGCTTCATCTACTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACCGTTTCT
TCT (SEQ ID NO: 184).

18D10VHV4:

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS GGSISSNYAWN  WIRQPPGKGLEWIG
YINYSGYTNYNPSLKS RVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAT
SYYGNSFIY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 25).

Trong d6 cac phan duoc gach chan 1an lugt 1a CDR1 (SEQ ID NO: 26), CDR2
(SEQ ID NO: 27), CDR3 (SEQ ID NO: 28) tir tréi sang phai; va
Céc phan khong duoc gach chan 1an lugt 1a FR1 (SEQ ID NO: 29), FR2 (SEQ
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ID NO: 30), FR3 (SEQ ID NO: 31), va FR4 (SEQ ID NO: 32) tir tréi sang phai.
Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGCAAGAGTCTGGACCTGGCCTGGTCAAGCCTAGCGAGAC
ACTGAGCCTGACCTGTACCGTGTCCGGCGGCAGCATCAGCAGCAACTACG
CCTGGAACTGGATCAGACAGCCTCCTGGCAAAGGCCTCGAGTGGATCGGC
TACATCAACTACAGCGGCTACACCAACTACAACCCCAGCCTGAAGTCCAG
AGTGACCATCAGCAGAGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGA
GCAGCGTGACAGCCGCCGATACAGCCGTGTACTACTGTGCCACAAGCTAC
TACGGCAACAGCTTCATCTACTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACCGTTTCT
TCT (SEQ ID NO: 185).

18D10VHVS:

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS GGSISSNYAWN  WIRQPPGKGLEWIG
YINYSGNTAYNPSLKS RVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAT
SYYGNSFIY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 33).

Trong d6 céc phin dugc gach chan lan lugt 1a CDR1 (SEQ ID NO:34), CDR2
(SEQ ID NO:35), CDR3 (SEQ ID NO:36) tir trai sang phai; va

Céc phan khong duge gach chan lan luot 12 FR1 (SEQ ID NO: 37), FR2 (SEQ
ID NO: 38), FR3 (SEQ ID NO: 39), va FR4 (SEQ ID NO: 40) tir tréi sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGCAAGAGTCTGGACCTGGCCTGGTCAAGCCTAGCGAGAC
ACTGAGCCTGACCTGTACCGTGTCCGGCGGCAGCATCAGCAGCAACTACG
CCTGGAACTGGATCAGACAGCCTCCTGGCAAAGGCCTCGAGTGGATCGGC
TACATCAACTACAGCGGCAACACCGCCTACAACCCCAGCCTGAAGTCCAG
AGTGACCATCAGCAGAGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGA
GCAGCGTGACAGCCGCCGATACAGCCGTGTACTACTGTGCCACAAGCTAC
TACGGCAACAGCTTCATCTACTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACCGTTTCT
TCT (SEQ ID NO: 186).

18D10VHYvé6:

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS GGSISSNYAWN  WIRQPPGKGLEWIG
YIYYSGNTNYNPSLKS RVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAT
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SYYGNSFIY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 41).

Trong d6 cac phin duge gach chan lan lugt 1a CDR1 (SEQ ID NO: 42), CDR2
(SEQ ID NO: 43), CDR3 (SEQ ID NO: 44) tir trai sang phai; va

Cac phan khong dugc gach chan 1an luot 1a FR1 (SEQ ID NO: 45), FR2 (SEQ
ID NO: 46), FR3 (SEQ ID NO: 47), FR4 (SEQ ID NO: 48) tir trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGCAAGAGTCTGGACCTGGCCTGGTCAAGCCTAGCGAGAC

ACTGAGCCTGACCTGTACCGTGTCCGGCGGCAGCATCAGCAGCAACTACG

CCTGGAACTGGATCAGACAGCCTCCTGGCAAAGGCCTCGAGTGGATCGGC
TACATCTACTACAGCGGCAACACCAACTACAACCCCAGCCTGAAGTCCAG

AGTGACCATCAGCAGAGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGA
GCAGCGTGACAGCCGCCGATACAGCCGTGTACTACTGTGCCACAAGCTAC

TACGGCAACAGCTTCATCTACTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACCGTTTICT
TCT (SEQ ID NO: 187).

Ving bién d6i chudi nhe:
18D10VLv1:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
KSSQSLLNSGNOQKNYLTWYQQKPGQPPKLLIY WASTRES
GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYC ONAYSFPWT FGQGTKVEIK
(SEQ ID NO: 49).

Trong d6 c4c phin dugc gach chan l1an lugt 1a CDR1 (SEQ ID NO: 50), CDR2
(SEQ ID NO: 51), CDR3 (SEQ ID NO: 52) tir trai sang phai; va

Céc phan khong dwoc gach chan 1an lugt 1a FR1 (SEQ ID NO: 53), FR2 (SEQ
ID NO: 54), FR3 (SEQ ID NO: 55), va FR4 (SEQ ID NO: 56) tir trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

GACATCGTGATGACACAGAGCCCTGATAGCCTGGCCGTGTCTCTGGGAGA
GAGAGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCAGAGCCTGCTGAACAGCGGCA
ACCAGAAGAACTACCTGACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGCCTCCT
AAGCTGCTGATCTACTGGGCCAGCACCAGAGAAAGCGGCGTGCCAGATAG
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ATTCAGCGGCAGCGGCTCTGGAACCGACTTCACCCTGACAATCAGCTCCCT
GCAGGCCGAGGATGTGGCCGTGTACTACTGTCAGAACGCCTACAGCTTCCC
CTGGACATTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAAATCAAG (SEQ ID NO: 188).

18D10VLV2:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC KSSQSLLNSGNQKNYLA
WYQQKPGQPPKLLIY WASTRES

GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYC QQAYSFPWT FGQGTKVEIK
(SEQ ID NO: 57).

Trong doé cac ph?m dugc gach chan lan lugt 1a CDR1 (SEQ ID NO: 58), CDR2
(SEQ ID NO: 59), CDR3 (SEQ ID NO: 60) tir trdi sang phai; va

Céc phan khong dugc gach chan lan luot 12 FR1 (SEQ ID NO: 61), FR2 (SEQ
ID NO: 62), FR3 (SEQ ID NO: 63), va FR4 (SEQ ID NO: 64) tr trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

GACATCGTGATGACACAGAGCCCTGATAGCCTGGCCGTGTCTCTGGGAGA
GAGAGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCAGAGCCTGCTGAACAGCGGCA
ACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGCCTCCT
AAGCTGCTGATCTACTGGGCCAGCACCAGAGAAAGCGGCGTGCCAGATAG
ATTCAGCGGCAGCGGCTCTGGAACCGACTTCACCCTGACAATCAGCTCCCT
GCAGGCCGAGGATGTGGCCGTGTACTACTGTCAGCAGGCCTACAGCTTCCC
CTGGACATTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAAATCAAG (SEQ ID NO: 189).

Céc trinh tu cta khang thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi uu tién nhu sau:
Trinh tu axit amin chudi ning:

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSNYAWNWIRQPPGKGLEWIGYIY
YSGNTNYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCATSYYGNSFI
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
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VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:65).
Trinh tu axit nucleic chudi ning

CAGGTTCAGCTGCAAGAGTCTGGACCTGGCCTGGTCAAGCCTAGCGAGAC
ACTGAGCCTGACCTGTACCGTGTCCGGCGGCAGCATCAGCAGCAACTACG
CCTGGAACTGGATCAGACAGCCTCCTGGCAAAGGCCTCGAGTGGATCGGC
TACATCTACTACAGCGGCAACACCAACTACAACCCCAGCCTGAAGTCCAG
AGTGACCATCAGCAGAGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGA
GCAGCGTGACAGCCGCCGATACAGCCGTGTACTACTGTGCCACAAGCTAC
TACGGCAACAGCTTCATCTACTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACCGTTTCT
TCTGCTAGCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAG
AGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTT
CCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCG
TGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCA
GCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCC
AAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTC
CTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCA
CGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT
GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGA
GTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAA
CCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
CCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCT
GGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATG
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAG
CAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGTCCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEQ ID NO: 190).

Trinh ty axit amin chudi nhe:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLNSGNQKNYLTWYQQKPGQPPKLL
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[YWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQNAYSFPWTFGQ
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC (SEQ ID NO: 66).

Trinh ty axit nucleic chudi nhe

GACATCGTGATGACACAGAGCCCTGATAGCCTGGCCGTGTCTCTGGGAGA
GAGAGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCAGAGCCTGCTGAACAGCGGCA
ACCAGAAGAACTACCTGACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGCCTCCT
AAGCTGCTGATCTACTGGGCCAGCACCAGAGAAAGCGGCGTGCCAGATAG
ATTCAGCGGCAGCGGCTCTGGAACCGACTTCACCCTGACAATCAGCTCCCT
GCAGGCCGAGGATGTGGCCGTGTACTACTGTCAGAACGCCTACAGCTTCCC
CTGGACATTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAAATCAAGCGAACTGTGGCTG
CACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
CTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAG
TACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGT
GTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCT
GACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAG
TCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGA
GAGTGTTAG (SEQ ID NO: 191).

18A9:
Ving bién ddi chudi ning:
18A9VHvVI:

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKPS GYAFTINYLID WVRQAPGQGLEWMG
GINPGSGDTVYNEKFQ GRVTLTADKSSMTAYMELSSLRSEDTAVYFCAR
RVRGNSFDS WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 67).

Trong d6 cac phan dugc gach chan lan lugt 1a CDR1 (SEQ ID NO: 68), CDR2
(SEQ ID NO: 69), CDR3 (SEQ ID NO: 70) tir trai sang phai; va

Céc phin khong dugc gach chan lan lugt 1a FR1 (SEQ ID NO: 71), FR2 (SEQ
ID NO: 72), FR3 (SEQ ID NO: 73), FR4 (SEQ ID NO: 74) tr trdi sang phai.

Trinh tu axit nucleic
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CAGGTTCAGCTGGTTCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCAGCAG
CGTGAAGGTGTCCTGCAAGCCTTCTGGCTACGCCTTCACCAACTACCTGAT
CGACTGGGTCCGACAGGCTCCTGGACAGGGACTTGAATGGATGGGCGGCA
TCAACCCTGGCAGCGGCGATACAGTGTACAACGAGAAGTTCCAGGGCAGA
GTGACCCTGACCGCCGACAAGTCTAGCATGACCGCCTACATGGAACTGAG
CAGCCTGAGAAGCGAGGATACCGCCGTGTACTTCTGTGCCAGAAGAGTGC
GGGGCAACAGCTTCGATTCTTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTTTCTT
CT(SEQ ID NO: 192).

18A9VHV2:

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKPS GYTFTNYLID WVRQAPGQGLEWMG
GINPGSGDTVYNEKFQGRVTLTADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCARRVRG
NSEFDS WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 75).

Trong do6 cac phan dugc gach chan lan luot 1a CDR1 (SEQ ID NO: 76), CDR2
(SEQ ID NO: 77), CDR3 (SEQ ID NO: 78) tir trai sang phai; va

Céc phan khong dugc gach chan 1an lugt 1a FR1 (SEQ ID NO: 79), FR2 (SEQ
ID NO: 80), FR3 (SEQ ID NO: 81), va FR4 (SEQ ID NO: 82) tir trdi sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGGTTCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCAGCAG
CGTGAAGGTGTCCTGCAAGCCTTCTGGCTACACCTTCACCAACTACCTGAT
CGACTGGGTCCGACAGGCTCCTGGACAGGGACTTGAATGGATGGGCGGCA
TCAACCCTGGCAGCGGCGATACAGTGTACAACGAGAAGTTCCAGGGCAGA
GTGACCCTGACCGCCGACGAGTCTACCAGCACCGCCTACATGGAACTGAG
CAGCCTGAGAAGCGAGGATACCGCCGTGTACTTCTGTGCCAGAAGAGTGC
GGGGCAACAGCTTCGATTCTTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTTTCTT
CT (SEQ ID NO: 193).

18A9VHV3:

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKPS GYTFINYLID WVRQAPGQGLEWMG
GINPGSGDTVYNEKFQGRVTLTADKSSMTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRVR
GNSFDS WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 83).

Trong d6 cac phin dwoc gach chan 1an lugt 1a CDR1 (SEQ ID NO: 84), CDR2
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(SEQ ID NO: 85), CDR3 (SEQ ID NO: 86) tur trai sang phai; va

Cac phan khong dugc gach chan lan lugt 1a FR1 (SEQ ID NO: 87), FR2 (SEQ
ID NO: 88), FR3 (SEQ ID NO: 89), va FR4 (SEQ ID NO: 90) tir trdi sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGGTTCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCAGCAG
CGTGAAGGTGTCCTGCAAGCCTTCTGGCTACACCTTCACCAACTACCTGAT
CGACTGGGTCCGACAGGCTCCTGGACAGGGACTTGAATGGATGGGCGGCA
TCAACCCTGGCAGCGGCGATACAGTGTACAACGAGAAGTTCCAGGGCAGA
GTGACCCTGACCGCCGACAAGTCTAGCATGACCGCCTACATGGAACTGAG
CAGCCTGAGAAGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGAAGAGTGC
GGGGCAACAGCTTCGATTCTTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTTTCTT
CT (SEQ ID NO: 194),

18A9VHv4:

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAS GYTFINYLID WVRQAPGQGLEWMG
GINPGSGDTVYNEKFQ GRVTLTADKSSMTAYMELSSLRSEDTAVYFCAR
RVRGNSFDS WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 91).

Trong d6 cac phan dugc gach chan lan lugt 1a CDR1 (SEQ ID NO: 92), CDR2
(SEQ ID NO: 93), CDR3 (SEQ ID NO: 94) tir trai sang phai; va

Cac phén khong dugc gach chan lan luot 1a FR1 (SEQ ID NO: 95), FR2 (SEQ
ID NO: 96), FR3 (SEQ ID NO: 97), va FR4 (SEQ ID NO: 98) tur trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGGTTCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCAGCAG
CGTGAAGGTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAACTACCTGAT
CGACTGGGTCCGACAGGCTCCTGGACAGGGACTTGAATGGATGGGCGGCA
TCAACCCTGGCAGCGGCGATACAGTGTACAACGAGAAGTTCCAGGGCAGA
GTGACCCTGACCGCCGACAAGTCTAGCATGACCGCCTACATGGAACTGAG
CAGCCTGAGAAGCGAGGATACCGCCGTGTACTTCTGTGCCAGAAGAGTGC
GGGGCAACAGCTTCGATTCTTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTTTCTT
CT (SEQ ID NO: 195).

18A9VHVS:
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QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKPS GYTFTINYLID WVRQAPGQGLEWMG
GINPGSGDTVYNEKFQ GRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCAR
RVRGNSFDS WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 99).

Trong d6 cac phan dugc gach chan 1an luot 1a CDR1 (SEQ ID NO: 100), CDR2
(SEQ ID NO: 101), CDR3 (SEQ ID NO: 102) tir tréi sang phai; va

Cac phan khong dugc gach chan 1an Iuot 1a FR1 (SEQ ID NO: 103), FR2 (SEQ
ID NO: 104), FR3 (SEQ ID NO: 105), va FR4 (SEQ ID NO: 106) tir tréi sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGGTTCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCAGCAG
CGTGAAGGTGTCCTGCAAGCCTTCTGGCTACACCTTCACCAACTACCTGAT
CGACTGGGTCCGACAGGCTCCTGGACAGGGACTTGAATGGATGGGCGGCA
TCAACCCTGGCAGCGGCGATACAGTGTACAACGAGAAGTTCCAGGGCAGA
GTGACCATCACCGCCGACGAGTCTACCAGCACCGCCTACATGGAACTGAG
CAGCCTGAGAAGCGAGGATACCGCCGTGTACTTCTGTGCCAGAAGAGTGC
GGGGCAACAGCTTCGATTCTTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTTTCTT
CT (SEQ ID NO: 196).

18A9VHV6:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKPS GYAFTNYLID WVRQAPGQGLEWMG
GINPGSGDTVYNEKFQ GRVTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYFCAR
RVRGNSFDS WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 107).

Trong d6 céc phin dugc gach chan lan lugt 12 CDR1 (SEQ ID NO: 108), CDR2
(SEQ ID NO: 109), CDR3 (SEQ ID NO: 110) tir trai sang phai; va

Céc phan khong dwgc gach chan 1an lugt 1a FR1 (SEQ ID NO: 111), FR2 (SEQ
ID NO: 112), FR3 (SEQ ID NO: 113), va FR4 (SEQ ID NO: 114) tir trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGGTTCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCAG

CGTGAAGGTGTCCTGCAAGCCTTCTGGCTACGCCTTCACCAACTACCTGAT

CGACTGGGTCCGACAGGCTCCTGGACAGGGACTTGAATGGATGGGCGGCA

TCAACCCTGGCAGCGGCGATACAGTGTACAACGAGAAGTTCCAGGGCAGA

GTGACCCTGACCGCCGACAAGTCTAGCAGCACCGCCTACATGGAACTGAG
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CAGCCTGAGAAGCGAGGATACCGCCGTGTACTTCTGTGCCAGAAGAGTGC
GGGGCAACAGCTTCGATTCTTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTTTCTT
CT (SEQ ID NO: 197).

18A9VHV7:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKPS GYTFTNYLID WVRQAPGQGLEWMG
GINPGSGDTVYNEKFQ GRVTLTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYFCAR
RVRGNSFDS WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 115).

Trong do, cac phén dugc gach chan 1an luot 1a CDR1 (SEQ ID NO: 116), CDR2
(SEQ ID NO: 117), CDR3 (SEQ ID NO: 118) tir trai sang phai; va

Céc ph??m khong dugc gach chan lan luot 1a FR1 (SEQ ID NO: 119), FR2 (SEQ
ID NO: 120), FR3 (SEQ ID NO: 121), va FR4 (SEQ ID NO: 122) tr trai sang phai.

Trinh tu axit nucleic

CAGGTTCAGCTGGTTCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCAG

CGTGAAGGTGTCCTGCAAGCCTTCTGGCTACACCTTCACCAACTACCTGAT

CGACTGGGTCCGACAGGCTCCTGGACAGGGACTTGAATGGATGGGCGGCA
TCAACCCTGGCAGCGGCGATACAGTGTACAACGAGAAGTTCCAGGGCAGA
GTGACCCTGACCGCCGACACCTCTACCAGCACCGTCTACATGGAACTGAGC
AGCCTGAGAAGCGAGGATACCGCCGTGTACTTCTGTGCCAGAAGAGTGCG

GGGCAACAGCTTCGATTCTTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTTTCTTC
T (SEQ ID NO: 198).

Ving bién doi chudi nhe:

18A9VLvI:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC KSSQSLLNSGNOKNYLT
WYQQKPGQPPKLLIY WASTRES

GVPDRFSGSGSGKDFTLTISSLQAEDVAVYYC QNNYFYPLT FGGGTKVEIK
(SEQ ID NO: 123).

Trong d6 céc phﬁn duoc gach chan 1an luot 13 CDR1 (SEQ ID NO: 124), CDR2
(SEQ ID NO: 125), CDR3 (SEQ ID NO: 126) tir trai sang phai; va

Céc phan khong duge gach chan lan luot 1a FR1 (SEQ ID NO: 127), FR2 (SEQ
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ID NO: 128), FR3 (SEQ ID NO: 129), va FR4 (SEQ ID NO: 130) tu trai sang phai.
Trinh ty axit nucleic

GACATCGTGATGACACAGAGCCCTGATAGCCTGGCCGTGTCTCTGGGAGA
GAGAGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCAGAGCCTGCTGAACAGCGGCA
ACCAGAAGAACTACCTGACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGCCTCCT
AAGCTGCTGATCTACTGGGCCAGCACCAGAGAAAGCGGCGTGCCAGATAG
ATTCAGCGGCAGCGGCTCTGGAAAGGACTTCACCCTGACAATCAGCTCCCT
GCAGGCCGAGGATGTGGCCGTGTACTACTGCCAGAACAACTACTTCTACCC
TCTGACCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG (SEQ ID NO:199).

18A9VLV2:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC KSSOSLINSGNOQKNYLA
WYQQKPGQPPKLLIY WASTRES

GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYC QONYFYPLT FGGGTKVEIK
(SEQ ID NO: 131).

Trong d6 céc phan dugc gach chan 1an luot 1a twong ung CDR1 (SEQ ID NO:
132), CDR2 (SEQ ID NO: 133), CDR3 (SEQ ID NO: 134) tir tréi sang phai; va

Cac phan khong dwoc gach chan 1an luot 1a FR1 (SEQ ID NO: 135), FR2 (SEQ
ID NO: 136), FR3 (SEQ ID NO: 137), va FR4 (SEQ ID NO: 138) tir trai sang phai.

Trinh tyu axit nucleic

GACATCGTGATGACACAGAGCCCTGATAGCCTGGCCGTGTCTCTGGGAGA
GAGAGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCAGAGCCTGCTGAACAGCGGCA
ACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGCCTCCT
AAGCTGCTGATCTACTGGGCCAGCACCAGAGAAAGCGGCGTGCCAGATAG
ATTCAGCGGCAGCGGCTCTGGAACCGACTTCACCCTGACAATCAGCTCCCT
GCAGGCCGAGGATGTGGCCGTGTACTACTGCCAGCAGAACTACTTCTACCC
TCTGACCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG (SEQ ID NO: 200).

Vi du 2. Nghién ctru dugc ly vé khéng thé duoc 1am twong thich véi ngudi
1. Xa4c dinh ai lyc (ECso) ctiia khang thé duoc lam twong thich véi ngudi

Thu hoach céc té bao trong pha sinh trudng logarit, phong bé bang 3% BSA trong
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30 phut, va dat trong dia 96 giéng hinh chit U c6 mat do 5x10* té bao/100 pL. Ly tdm
dia & tbc do 1100 vong/phut trong 3 phiit, va loai bo chét ndi bé mat. G6 nhe dia dé phan
tan té bao, va 50 pL khang thé duoc pha lodng tuln tu (ndng do khang thé bat dau tir
100 nM, 8 gradien pha lodng 5 14n) dugc thém vao mdi giéng va 0 & nhiét do 4°C trong
1 gio. Sau khi 4, 140 uL 0,5% BSA dugc thém vao mdi giéng dé rira ba lan, va 30
uL/giéng khang thé thir cip khang khang thé nguoi AF 647/APC dugc thém vao va u
trong 40 phut & nhiét do 4°C. Sau khi u, 140 pL 0,5% BSA duoc thém vao mdi giéng
dé rtra ba 1an, va cudi cing céc té bao trong mdi giéng dugc tai tao huyén phu trong 50

uL PBS dé phén tich FACS bang iQue (Intellicyt, USA) (xem Bang 2).

Bang 2: C4c két qua thir nghiém i luc d6i véi khang thé duge lam tuong thich

voi nguoi

Peinen khéng thé VL VI ECso (nM)
(tén)

18D10 kham 18D10 mVL 18D10 mVH 2,068
h 18D10.v11 18D10VLvl 18D10VHvI 1,131
H18D10.v12 18D10VLvl 18D10VHv2 1,678
H18D10.v13 18D10VLvI 18D10VHvV3 0,912
H18D10.v14 18D10VLvI 18D10VHv4 1,744
H18D10.v15 18D10VLvl 18D10VHvS 2,687
H18D10.v16 18D10VLvl 18D10VHv6 2,313
H18D10.v21 18D10VLv2 18D10VHvI 1,069
H18D10.v22 18D10VLv2 18D10VHvV2 1,897
H18D10.v23 18D10VLv2 18D10VHv3 0,982
H18D10.v24 18D10VLv2 18D10VHv4 1,926
H18D10.v25 18D10VLv2 18D10VHvVS 1,265
H18D10.v26 18D10VLv2 18D10VHV6 1,874
18A9 kham 18A9 mVL 18A9 mVH 1,034
H18A9.vl1 18A9VLv1 18A9VHv1 0,645
H18A9.v12 18A9VLv1 18A9VHV2 0,913
H18A9.v13 18A9VLv1 18A9VHV3 0,761
HI18A9.v14 18A9VLv] 18A9VHv4 0,548
H18A9.v15 18A9VLv] 18A9VHVS 1,407
HI18A9.v16 18A9VLv1 18A9VHv6 0,799
H18A9.v17 18A9VLv1 18A9VHvV7 1,425
H18A9.v21 18A9VLV2 18A9VHv1 1,027
H18A9.v22 18A9VLV2 18A9VHV2 0,822
H18A9.v23 18A9VLv2 18A9VHV3 1,170
H18A9.v24 18A9VLvV2 18A9VHv4 2,065
H18A9.v25 18A9VLvV2 18A9VHvS 0,964
H18A9.v26 18A9VLv2 18A9VHv6 1,405
H18A9.v27 18A9VLvV2 18A9VHv7 0,646
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2. Hoat tinh tiéu diét ADCC clia khéng th8 CM311 trén céc té bao khdi u

30 mL méu teoi duge dua vao 6ng ly tim 50 mL, thém 15 mL 1xPBS, tron k¥,
va hén hop duoc thém tir tir vao ng ly tim ma da duge thém 20 mL Ficoll-Paque Plus,
sao cho mau dugec trai déu trén bé mat cua Ficoll-Paque Plus. Ong ly tam dugc ly tim &
tde d6 2000 vong/phit trong 30 phut & nhiét d6 20°C, loai bé phan huyét thanh trén cung,
16p phu dém (buffy coat) (tirc la PBMC) dugce hép thu, va chia vao céc 6ng ly tAm 50mL
vé6i 10mL mdi dng. Thém vao mdi éng véi lugng khong nhé hon 30mL 1xPBS va tron
ky. Ong dugc ly tm & tbc do 1300 vong/phut trong 10 phut & nhiét do 4°C, chét ndi bé

mit duoc loai bd, va thém 10 mL 1xPBS vao 6ng dé rtra va dém s luong té bao.

Céc té bao duoc tai tao huyén phil trong méi truong FBS/RPMI 1640 va nudi chy
& nhiét do 37°C trong 5% CO2 trong 2 gio. Mdi truong dugce ly tam & tbe do 1300
vong/phut trong 10 phut, chit ndi bé mat duge loai bd, va té bao duoc tai tao huyén phu
trong moi truong FBS/RPMI 1640 mot 1An nita, va cdy trong dia 96 giéng hinh chit U,
4x105 té bao/giéng, 50 uL/giéng. Khang thé 18D10 kham, 18A9 kham, khang thé dugc
1am tuwong thich v&i nguoi khang Claudin 18.2 18D10, 18A9 (tirc la CM311, CM311 la
tén chung cia khang thé duoc lam twong thich véi nguoi 18D10 hodc 18A9) néu trén
va cac dung dich pha lodng cuia khang thé khang KLH d6i chtng (40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25
ng/mL) duoc thém vao, 25 pL/giéng. Céc dia duge u trong 30 phit & nhiét d§ 37°C, 5%
CO,. Ly dfa ra va thém té bao KATO III, 8x10° té bao/giéng, 25 pL/giéng. Céc dia
duoc u & nhiét @6 37°C vé6i 5% CO; trong 3,5 gio, thém 2 pL 10x dém dung giai vao
giéng giai phong tbi da ctia té bao dich, va tiép tuc 0 & nhiét 6 37°C bang 5% CO; trong
30 phut. Lay dia ra, ly tim & tbc d6 1000 vong/phit trong 3 phut, va chét ndi bé mit
dugc chuyén vao dia ELISA den, 50 uL/giéng. Thém 50uL/ giéng chit nén phat hién
LDH, 0 & nhiét do phong trong 10 phut, va thém 25 pL/ giéng dung dich dimg dé dung
phan tng. OD (mét d6 quang) duoc kiém tra bang may doc vi dia (Biotek).

Két qua duoc tinh nhu sau:
% ti€u dlét té bao = (ODthit nghiém = ODgiéi phéng déi chl’mg) / (ODgiéi phong t6i da — ODgiéi phéng dbi
Chl'mg) x100%
Nhu duoc thé hién trén Fig. 4, khang thé khang thé dugc lam tuong thich véi
ngudi khang Claudin 18.2, 18D10 va 18A9 c6 hoat tinh ADCC manbh.
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3. Hoat tinh tiéu diét té bao CDC cua khang thé CM311 trén cac té bao khdi u

Té bao KATO III trong pha sinh truéng logarit dugc tai tao huyén phil & mét do
1x107 té bao/mL. CFSE (Sigma, 87444-5MG-F) dugc thém & ndng do cudi cung 1a 1
uM. U & nhiét dd phong trong 10 phut, va thém 3 thé tich moi truong dé 1am dirng phan
tng. Ly tdm & téc dd 1000 vong/phit & nhiét dd 4°C trong 5 phit, loai bo chét noi bé
mit, tai tao huyén phil trong mdi trudng, va gieo cac té bao vao dia 96 giéng, 1x10° té
bao/giéng, 50 uL/giéng. Thém khang thé 18D10 kham, 18A9 kham, khang thé dugc lam
twong thich voi ngudi khang Claudin 18.2 18D10, 18A9 (CM311) va khang thé dbi
chimg khang KLH (cdc ndng do pha loang la 30, 10, 3,33, 1,11, 0,37 pg/mL) dé pha
lodng nhu néu trén, 50 pL/giéng. Cac phin bd sung duge pha lodng dén 30% v&i moi
truong, va thém vao dia, 50 plL/ giéng. U & nhiét 6 37°C, 5% CO; trong 2 gio, ly tdm &
tbc do 1000 vong/phut trong 3 phat, va loai bd chit nbi bé mat. Dung dich nhudém PI
(pha lodng ty 1& 1:200) dugc trdn véi sulfat latec (Invitrogen, S37227), va sau d6 thém
vao dia 96 giéng, 100 pL/giéng. U trén nudc dé trong 10 phut, va sau d6 phan tich té
bao bang FACS. Nhu duoc thé hién trén Fig. 5, khang thé duoc 1am tuong thich voi
ngudi khang Claudin 18.2 18D10 va 18A9 c¢é tac dung CDC manbh.
Vi du 3. Didu ché va phan tich thé lién hop khang thé-dugc chat

1. Didu ché thé lién hop khang thé-duoc chét

10 mg khang thé CM311 dugc trao d6i dém bang céach st dung thiét bi siédu loc
15 mL 30 KD thanh dém khtr (25 mM natri borat, pH 8,0, 25 mM NaCl, 5 mM EDTA)
trong tdng cong ba lan; thé tich cubi cung khoang 1 mL, chuyén vao éng ly tim
Eppendorf méi (da can), va cén; do ndng d6 protein va tinh tbng lugng protein. 2,5 lan
lugng mol clia DTT dugc thém vao khéang thé va i & nhiét do phong trong 2 gid va tron
lién tuc. Hon hop dugc trao dbi dém bing cach sir dung thiét bi siéu loc 15 ml 30 KD
thanh dém ghép doi (50 mM Tris, pH 7,2, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA) trong téng cong
ba 14n. Thu dung dich, do biang A280 dén xac dinh ndng do protein, va can, va tinh tong
luong protein. Liy 10 uL miu va do bang phuong phap Ellman dé x4c dinh s6 nhom

thiol tu do.

Ngoai ra, ndng d6 mol ctia cac nhém thiol tw do duge tinh bang cong thirc sau:
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A412x 112
1

Cthiol = m(m

b: do dai qu§ dao quang cia cuvet (thuong 1a 1 cm).

S mol ctia cadc nhém thiol ty do duge tinh tir ndng d6 mol ctia cac nhém thiol tu

do va thé tich cua dung dich protein toan phan.

Thém 1,1 14n sd mol cua nhém thiol ty do cia ve-MMAE (ttc 1a MC-ve-PAB-
MMAE) (dugc hoa tan trong DMSO) vao khang thé khtr, tron & nhiét do phong va cho
phan Gng trong 2 gio, tron ngit quing. Thém N-axetylxystein v6i luong glp 20 1an sb
mol ciia ve-MMAE (tirc 18 MC-ve-PAB-MMAE) trong dung dich phén ng vao hé phan
ting, tron, va hdn hop duge dé yén trong 5 phut. Hon hop dugc trao d6i dém bang cach
sir dung thiét bi siéu loc 15 ml 30 KD thanh dung dich gbc lién hop (20mM Histidin, 3%
Sucroza, 0,03% Tween-80, pH 5,5) trong tong cong 3 Jan. San pham thé lién hop khang
thé-duge chit ADC khang Claudin-18.2 thu dugc (thuat ngit duge st dung chung cho
cac thé lién hop khang thé-dugc chét dugc diéu ché tir khang thé dugc lam twong thich
v6i nguoi 18D10 hodc 18A9) duge bao quan & nhiét do 4°C.

2. X4c dinh DAR cua thé lién hop khang thé-dugc chét

Téi trong duoc chat (ty 1& duoc chit so v6i khang thé, DAR) cua thé lién hop
khang thé-dugc chat duoc xéc dinh bang sic ky twong tac ky nude (HIC-HPLC).

Profin HIC cta thé lién hop khang thé-duge chdt CM311-18D10-VH6/VL1-

ADC dién hinh dugc thé hién trén Fig. 6. Theo dién tich dinh cta profin, DAR trung
binh 1a 3,8.

Tuong tw, DAR trung binh cua thé lién hop khang thé-dugc chat CM311-18D10-
VH3/VL2-ADC 1a 3,5.

DAR trung binh ctia thé lién hop khang thé-dugc chat CM311-18D10-VH6/VL2-
ADC 12 3,4.

DAR trung binh cua thé lién hop khang thé-dugc chat CM311-18A9-VH7/VL2-
ADC 12 3,0.

Cén luu y rdng tén cta cac thé lién hop khang thé-duoc chit néu trén, nhu

48



51294 49/137

CM311-18D10-VH6/VL1-ADC, chi ra ring khang thé dugc ding trong quy trinh didu
ché thé lién hop khang thé-dugc chét 1a CM311-18D10-VH6/VL1. Ngoai ra, tén khang
thd CM311-18D10-VH6/VL1 chi ra ring khang thé dwoc ding trong quy trinh diéu ché
thé lién hop khang thé-duge chit néu trén 12 khéng thé trong 16p céc khang thé 18D10
¢6 ving bién dbi ctia chudi ning 12 VHv6 va ving bién dbi ctia chudi nhe 1a VLv1; Nhu
c6 thé thiy tir Bang 2 néu trén, khang thé dic hidu dugc dung trong quy trinh didu ché
thé lién hop khang thé-duge chit néu trén 14 h18D10.v16. Tén clia ba thé lién hop khang
thé-duge chat con lai CM311-18D10-VH3/VL2-ADC, CM311-18D10-VH6/VL2-ADC
va CM311-18A9-VH7/VL2-ADC c6 thé dwoc hidu bang cach tham khao phan néu trén.
Cu thé, khang thé dic hidu dugc dung trong quy trinh didu ché thé lién hop khang thé-
dugc chat CM311-18D10-VH3/VL2-ADC 1a h18D10.v23 trong Bang 2; khang thé dac
hiéu duge ding trong quy trinh didu ché thé lién hop khang thé-dugc chat CM311-
18D10-VH6/VL2-ADC la h18D10.v26 trong Bang 2; khang thé dic hiéu dugc dung
trong quy trinh didu ché thé lién hop khang thé-duge chat CM311-18A9-VH7/VL2-
ADC 1a h18A9.v27 trong Bang 2.

Vi du 4. Nghién ctru dugc luc hoc in vitro cia thé lién hop khang thé-duoc cht

Sau 1-2 1an truyén ctia dong té bao phuc hdi, dau tién chit ndi bé mit duoc hut
pipet vao 6ng ly tdm 15 mL, ly tim, va loai bé chit ndi bé mat thu dugc; rira binh nudi
cdy té bao bing 5 mL PBS, va sau d6 tidu té bao bang 2 mL Trypsin-EDTA. Té bao
duoc tai tao huyén phil bang moi trudng trong 6ng ly tam 15 mL trude d6, va quay ly
tam; loai bo chit ndi bé mat, cac té bao duoc tai tao huyén phu véi mdi truong mot lan
nita, va ly 0,5 mL va dém bang méay dém té bao. Té bao dugc dit trén dia nubi cdy té
bao 96 ging (t& bao LT-1C8 & mét do 5000 hodc 10000 té bao/giéng, té bao LT-M11 &
mat d6 5000 t& bao/giéng, va BxPC-3 & mat d6 3000 té bao/giéng); sau 24 gid nudi cdy,
cac ndng do pha lodng tuln tw cia thé lién hop khang thé-duge chat CM311 ADC (dugc
lién hop bang cac khang thé don dong CM311 khac nhau) duge thém vao va u trong 96
gio, sau do thube thu phat hién CCK-8 hodc Presto-Blue dugc thém vao mdi giéng, va

str dung may doc vi dia d& phat hién va tién hanh khép b6n thong sb.

Thubc thir va ngudn thir nghiém:
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Cac muc
Thé lién hop khang thé-dugc chit (tén) | Nong do Diéu kién bao quan
CM311-18D10-VH3/VL2-ADC 1,0 mg/mL 2-8°C
CM311-18D10-VH6/VL1-ADC 1,2 mg/mL 2-8°C
CM311-18D10-VH6/VL2-ADC 0,9 mg/mL 2-8°C
CM311-18A9-VH7/VL2-ADC 0,7 mg/mL 2-8°C
Dong té bao
Dong Kiéu té bao Mirc biéu hién Nguon Mai trudng
teé bao Claudin 18.2 nuoi cay
LT- Dong té bao on Biéu hién cao KEYMED IMDM +
M11 dinh KATO BIOSCIENCES | 20% FBS
COLTD
LT- Dong té bao 6n | Biéu hién trung | KEYMED IMDM +
1C8 dinh KATO binh BIOSCIENCES | 20% FBS
CO LTD.

Céc két qua thir nghiém:

Gia tri ICso trung binh ctia mdi CM311 ADC dugc thé hién trong Bang 3. Fig. 7
13 dd thi md ta tac dung tiéu diét té bao trén cac té bao LT-M11 bang cdc CM311 ADC
khac nhau.

Bang 3: Gia tri ICso ctia cdc CM311 ADC & cac dong té bao duoc sang loc

Dong | ICsotrung binh ICso trung binh ICso trung binh ICso trung binh
té bao cua CM311- cia CM311- cia CM311- cia CM311-18A9-
18D10- 18D10- 18D10- VH7/VL2- ADC
VH3/VL2- ADC | VH6/VL1- ADC | VH6/VL2- ADC (ng/mL)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LT- 520,5 2539 615,1 111,1
1C8
LT- 200,3 113,8 349,6 155,5
M1l 131,5 51,07 146,6 51,22
BxPC 5295 4632 4237 4045
-3

Luuy: Trén Fig. 7:
Mau 1: CM311-18D10-VH3/VL2-ADC
Mau 2: CM311-18D10-VH6/VL1-ADC

Mau 3: CM311-18D10-VH6/VL2-ADC
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Mau 4: CM311-18A9-VH7/VL2-ADC

C6 thé thiy tir cac két qua trong Bang 3 va Fig. 7 1a cdc CM311 ADC khéc nhau
cho théy hoat tinh tiéu diét té bao dang ké & cac dong té bao biéu hién Claudin 18.2 vira
va cao, nhung khong c6 hoat tinh tiéu diét t& bao dang ké & dong té bao BxPC-3 am tinh
v61 Claudin 18.2.

Vi du 5. Nghién ctru dugc lyc hoc in vivo vé c4c thé lién hop khang thé-dugc chat

Hoat tinh khang u cia CM311ADC dugc thtr nghiém & hai m6 hinh PDX ung
thu da day, STO#025 va STO#523. Ca hai mo hinh ung thu da day déu c6 ndng do
mARN Claudin 18 cao hon.

Quy trinh thiét 14p mo6 hinh PDX ung thu da day cua nguoi ¢ chudt khong long
nhu sau: mod khéi u c¢6 thé tich khoang 15-30 mm? duge ciy ghép duéi da vao lung cia
chudt khong 16ng BALB/c. Khi thé tich khéi u dat 150-260 mm?, chudt duoc chia ngiu
nhién thanh cdc nhém, v6i 5 chudt mdi nhom, dé dam béao ring thé tich khdi u d6ng nhét
gitta cac nhom khéac nhau va thé trong cling dugc xem xét. C6 tdng 4 nhom, bao gdm
nhom chit din, nhém ding 1 mg/kg CM311-ADC-1, nhém dung 3 mg/kg CM311-
ADC-1 va nhém ding 3 mg/kg CM311-ADC-2 (ADC déi chung, khong lién két). Trong
s cac nhom nay, CM311-ADC-1 1a thé lién hop khang thé dwoc chat CM311-18D10-
VH6/VL1-ADC; so v6i CM311-ADC-1, khang thé CM311-ADC-2 la d6i chimg isotyp

IgG1 cta ngudi, khong lién két voi dich trén bé mat clia cac te bao khoi u.

Phan tich dit liéu: Trong qua trinh thir nghiém, do thé tich khéi u hai lan mét tuan.
Cong thirc tinh thé tich khdi u (TV) la: TV = Ixw?2, trong do 1 va w lan luot 1a chidu
dai va chidu rong do duoc ctia khdi u. Thé tich khdi u twong dbi (RTV) dugc tinh theo
cac két qua do, RTV = V¢/VO0, trong d6 VO 1a thé tich khéi u do dugc tai thoi gian dung
ctia nhém (tuc 13, ngay 0), va Ve la thé tich khéi u do dwoc vao ngay cubi. Ty 1é ting
sinh khéi u twong d6i T/C (%) = (RTV ¢ nhém sir dung/RTV & nhém chat dén)x100%.
Ty 18 e ché su sinh trudéng cla khéi u TGI% = (thé tich khdi u trung binh ctia nhém
chét dan-thé tich khéi u trung binh ctia nhém sir dung)/thé tich khéi u trung binh cua
nhém chat dAnx100%. Khi T/C(%) < 40%, va P < 0,05, ADC thu nghiém duoc coi la

c6 tac dung trc ché dang ké trén su sinh trudng cia khoi u.

51



51294 52/137

Két qua thir nghiém:

1) Nghién ctru hiéu lyc cia CM311ADC ¢ md hinh PDX ung thu da day cua
ngudi STO#025 ¢6 bidu hién mARN Claudin 18 cao

Céc két qua thir nghiém dugc thé hién trén Fig. 8 va Fig. 9. Sau khi sir dung
CM311-ADC-1 véi lidu 1 va 3 mg/kg, ty 18 tang sinh khdi u twong d6i T/C (%) vao ngay
28 14n Iuot 12 29,86% va 0%, va ty 1& tc ché sy sinh truong khéi u TGI% lan luot 1a
70,13% va 100%, v6i 1an luot 0/5 va 5/5 khdi u bi thodi héa hoan toan, va 2/5 va 0/5
khdi u bi thoai hoa mét phan; T/C (%) clia nhém CM311-ADC-2 (3 mg/kg) 12 67,24%,
va TGI % l1a 32,76%. Két qua thir nghiém cho thiy ring ca CM311-ADC-1 (3 mg/kg)
va CM311-ADC-1 (1 mg/kg) c6 hoat tinh trc ché dang ké trén sy sinh trudng clia khéi
u, trong khi CM311-ADC-2 (3 mg/kg) khong c6 hoat tinh khang u dang ké. Chudt mang
khéi u c6 thé dung nap CM311-ADC-1 va CM311-ADC-2 rét tét.

2) Nghién ctru hiéu luc cia CM311ADC trong m6 hinh PDX ung thu da day cua ngudi
STO#523 ¢6 biéu hién mARN Claudin 18 cao

Céc két qua thir nghiém dugc thé hién trén Fig. 10 va Fig. 11. Sau khi st dung
CM311-ADC-1 & liéu 1 va 3 mg/kg, ty 16 ting sinh khdi u twong dbi T/C (%) vao ngay
28 14n luot 14 35,60% va 6,79%, va ty 18 (e ché su sinh truong khdi u TGI% lan luot la
64,40% va 93,21%; T/C (%) ciia nhém CM311-ADC-2 (3 mg/kg) 1a 114,81%, va TGI%
14 -14,81%. Cac két qua thir nghiém cho thdy ring ca CM311-ADC-1 (3 mg/kg) va
CM311-ADC-1 (1 mg/kg) déu co hoat tinh tc ché chéng lai su sinh trudng cua khéi u
dang ké, trong khi CM311-ADC-2 (3 mg/kg) khong c6 hoat tinh khéng u dang ké. Chuot
mang khdi u ¢6 thé dung nap CM311-ADC-1 va CM311-ADC-2 rét t6t.

Vi du 6. So sanh hoat tinh té bao in vitro giita khang thé va thé lién hop khéng thé-dugc
chét

Phuong phép thtr nghiém:

Dong té bao KATO III duoc dat & mat 6 5000 té bao/giéng, va cac mau dugc
thr nghiém dugc thém vao 24 gio sau do. TAt ca mau duge thit nghiém dugc pha lodng
2.4 14n bat ddu tir ndng do cudi cung 1a 1000 ng/mL trong 9 l4n va u trong 96 gio, va
doc cuong do huynh quang bang may doc vi dia sau khi hién mau trong 60 phit bing

PrestoBlue.
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Cac mau dugc thir nghiém nhu sau:

Mau 1: CM311, cu thé 1a CM311-18D10-VH6/VLI;

Mau 2: ADC khang Claudin-18.2, cu thé 1a CM311-18D10-VH6/VL1- ADC;

53/137

MAau 3: ADC ddi chtng, khong lién két, cu thé 1 IgG-L1D1 (IgG-L1D1 la ADC
trong d6 khang thé IgG duogc lién hgp v6i phan tir nhd L1D1 (tic 1a veMMAE, tire 1a,

MC-vc-PAB-MMAE).

Céc két qua thit nghiém dugc thé hién trén Fig. 12 va Bang 4. Nhu c6 thé thay tir
Fig. 12, ADC khang Claudin-18.2 (vi du CM311-18D10-VH6/VL1-ADC) cho théy hiéu
luc tiéu diét té bao manh véi gid tri ECso 1a 16,37 ng/mL; trong khi CM311 (vi du
CM311-18D10 -VH6/VL1) va IgG-L1D1 khong thé hién hidu luc tiéu diét té bao dang

ke.

Béang 4: Céc két qua so sanh hoat tinh té bao in vitro cta khang thé va thé lién

hop khang thé-dugc chét (két qua khép 4 tham )

A~D

Hiéu chudnduong ¥= DO + gy
cong: 4 tham sb 14 (81

Tham sé Gia trj woe lwong

CMILL

o A 4,087
RF =0,928
EC50 = 1,200+13 8 0,516
c 1200613
o “2,4%ced
ADC khang Claudin 18.2 A g 4107 :
R: =0,987
ECS0 = 16,37 B 1437
< 16,37
0 3,337
61103 e taoe
£° =0,080 ?
ECS0 = 8,040+82 B 0,555
c 9 Me+12
) <7,86e44

0,017
0,571
641018
619048
0,017
0,149
1,287
0015
o013
0,330
4620418

2236510
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Sai sb chun

Khoang tin cay
[4,046, 4,127}
{0,881, 1,913}

[-4,572418, 1,57e+19]
{r1,51e+130Q, 1 51e+10]
t&,ﬁ&ﬁ, 4,148]
{1,073, 1,801]
{13,22,19,52}
{3,299, 3,375}
{4,065, 4,130}
{0,253, 1,362}
{~1,130419, 1,k3e+18]

{-5y45e430, 5A%e+10]
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YEU CAU BAO HQ
1. Thé lién hop khéang thé-duoc chét, mudi, solvat dugc dung hodc solvat ctia mubi néu trén
ctia thé lién hop khang théd-duoc chit nay, trong d6 thé lién hop khang thé-duge chét nay

c6 chu trac dugce thé hién trong cong thic I:
Ab-(L-D)p
Cong thic [
trong d6 Ab la khéang thé khang Claudin 18.2 bao gdm chudi nzng va chudi nhe,
trong do:
trinh tu ciia vung bién dbi chudi nang CDR1 la nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 42,
trinh tw cta ving bién dbi chudi ning CDR2 1 nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 43,
trinh tu cua vung bién d6i chudi ning CDR3 la nhu duogc thé hién trong SEQ ID
NO: 44,
trinh ty ciia vung bién d6i chudi nhe CDRI la nhu dugc thé hién trong SEQ ID

NO: 50,

trinh tu ca ving bién dbi chudi nhe CDR2 1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 51, va

trinh tu clda vung bién ddi chudi nhe CDR3 13 nhu duoc thé hién trong SEQ ID
NO: 52;

D 1a MMAE;
L 1a MC-vc-PAB; va
platir2,0 d&én 8,0.

2. Thé lién hop khang thé-dugc chit theo diém 1, mudi, solvat dugc dung hodc solvat

ctia mudi néu trén cua thé lién hop khéng the-dugc chat nay,
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trong d6 vung bién ddi chudi nang c6 trinh ty duge thé hién trong SEQ ID NO: 41

va ving bién dbi chudi nhe ¢6 trinh tu duge thé hién trong SEQ ID NO: 49.

3. Thé lién hop khéng thé-dugc chat theo diém 2, mudi, solvat dugc dung hodc solvat

ctiia mudi néu trén cua thé lién hop khéng thé-dugc chat nay,

trong d6 chudi niang c6 trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 65 va chudi nhe
¢6 trinh tu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 66.
4. Thé lién hop khang thé-duge chit theo didm bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, mudi,
solvat dugc dung hodc solvat cta mudi néu trén cia thé lién hop khéng thé-duoc chét nay,
trong d6 p 1a tir 2,0 dén 7,0, 2,0 dén 6,0, 2,0 dén 5,0, 2,0 dén 4,0, 3,0 dén 7,0, 3,0 dén 6,0,
3,0 dén 5,0 hodc 3,0 dén 4,0.

5. Thé lién hop khéang thé-dugc chit theo diém 4, mudi, solvat duoc dung hodc solvat cua
mudi néu trén cia thé lién hop khang thé-duoc chit nay, trong do p la tu 3,0 dén 4.0.

6. Thé lién hop khéang thé-dugc chit theo diém 5, mudi, solvat duoc dung hoic solvat ctia
mudi néu trén cta thé lién hop khang thé-duge chit nay, trong d6 p 1a tir 3,0 dén 3,8.

7. Thé lién hop khang thé-duoc chit theo diém 6, mudi, solvat duoc dung hodc solvat clia
mudi néu trén cia thé lién hop khéng thé-duoc chét nay, trong d6 p 12 3,0, 3,4, 3,5 hodc 3,8.
8. Thé lién hop khang thé-duogc chét theo diém 7, mudi, solvat dugc dung hodc solvat cta
mubi néu trén cua thé lién hop khang thé-dugc chét nay, trong d6 p 1a 3,8.

9. Ché phim chura thé lién hop khang thé-dwoc chit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir
1 dén 8, mudi, solvat dugc dung hoic solvat ctia mubi néu trén cua thé lién hop khéng thé-
duoc chét nay.

10. Ché phdm theo diém 9, trong d6 ché phdm nay con chira it nhit mot trong s6 duge chat
hoéa tri liéu, dugc chat mién dich trj liéu hodc chét tc ché mién dich da biét trong viéc diéu
tri khoi u; va/hodc

it nhét 12 mot chat mang, chét pha loang hodc ta dugc dugc dung.
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<212>
<213>

<220>
<223>

20 25

30
14
PRT
Nhan tao

18D160VHv4 FR2

30

5 10

31
32
PRT
Nhan tao

18D1QVHv4 FR3
11

72/137



<400>

31

51294

Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys

1

5

10

15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Thr

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

<220>
<223>

<400>

20

32
11
PRT
Nhan tao

18D10VHv4 FR4

32

25

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

33

118

PRT

Nhan tao

18D10VHV5

33

Gln Val Gln Leu Gln

1

Thr Leu Ser Leu Thr

20

Tyr Ala Trp Asn Trp

35

Ile Gly Tyr Ile Asn

50

Lys Ser Arg Val Thr

65

Glu Ser

Cys Thr

Ile Arg

Tyr Ser

55

Ile Ser
70

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Pro

Ser

25

Pro

Asn

Asp

10

Gly Leu
10

Gly Gly

Pro Gly

Thr Ala

Thr Ser
75

12

Val Lys

Ser Ile

Lys Gly
45

Tyr Asn
60

Lys Asn

30

Pro

Ser

30

Leu

Pro

Gln

Ser Glu
15

Ser Asn

Glu Trp

Ser Leu

Phe Ser
80



51294 74137

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

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

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 34

<211> 11

<212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> 18D10VHV5 CDR1

<400> 34

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Asn Tyr Ala Trp Asn
1 5 10

<210> 35

<211> 16

<212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> 18D10VHv5 CDR2

<400> 35
Tyr Ile Asn Tyr Ser Gly Asn Thr Ala Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 36

<211> 9

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18D10VHv5 CDR3

<400> 36

Ser Tyr Tyr Gly Asn Ser Phe Ile Tyr
13



51294 75/137

210> 37

<211> 25

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18D1@VHV5 FR1

<400> 37
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser
20 25

<210> 38

<211> 14

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18D10VHvV5 FR2

<400> 38
Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 39

<211> 32

<212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> 18D1@VHv5 FR3

<400> 39
Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Thr
20 25 30

14



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

<220>
<223>

<400>

40
11
PRT
Nhan

tao

18D10VHV5 FR4

40

51294

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val
1

Thr Leu

Tyr Ala

Ile Gly

50

Lys Ser

65

Leu Lys

Ala Thr

Leu Val

41
118
PRT
Nhan

18D16VHV6

41

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Ser

Thr

tao

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Val

Ser

Tyr

100

Val

5

Gln

Thr

Trp

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Gly

Ser

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Asn

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Pro

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Ala

Phe
105

10

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Ile

Leu

Gly

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

15

Val

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gln
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

Gly

Glu

Asn

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Thr

76/137



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

<220>
<223>

<400>

115

42
11
PRT
Nhan tao

18D10VHv6 CDR1

42

51294

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Asn Tyr Ala Trp Asn

1

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

220>
<223>

<400>

Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
10

1

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

<220>
<223>

<400>

Ser Tyr Tyr Gly Asn Ser Phe Ile Tyr

1

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

<220>
<223>

5

43

16

PRT

Nhan tao

18D10VHv6 CDR2

43

5

44

9

PRT

Nhan tao

18D160VHv6 CDR3

44

5

45

25

PRT

Nhan tao

18D10VHv6 FR1

10

16

77/137



51294 78/137

<400> 45

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

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser
20 25

<210> 46

<211> 14

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18D10VHvV6 FR2

<400> 46

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

210> 47

<211> 32

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18D10VHv6 FR3

<400> 47
Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr
20 25 30

<210> 48

<211> 11

<212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> 18D10VHv6 FR4

<400> 48

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
17



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

<220>
<223>

<400>

49
113
PRT
Nhan

18D10VLVv1

49

Asp Ile Val

1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Ala

Lys

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

Ala

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

50
17
PRT
Nhan

tao

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Phe
100

tao

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Trp

18D1eVLv1l CDR1

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

51294

10

Ser
10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gln

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

18

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Ile

79/137
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<400> 50

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Thr

<210> 51

211> 7

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18D10VLv1 CDR2

<400> 51

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 52

<211> 9

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18D1eVLv1 CDR3

<400> 52
Gln Asn Ala Tyr Ser Phe Pro Trp Thr

1 5

<210> 53

<211> 23

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18D1eVLvl FR1

<400> 53
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
19



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

<220>
<223>

<400>

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
15

1

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

<220>
223>

<400>

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys

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

<220>
<223>

<400>

51294

20

54
15
PRT
Nhan tao

18D10VLvV1 FR2

54

5 10

55
32
PRT
Nhan tao

18D10VLv1 FR3

55

5 10

20 25

56
10
PRT
Nhan tao

18D10VLV1 FR4

56

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1

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

5 10

57
113
PRT
Nhan tao

20

30

15

81/137



<220>
<223>

<400>

18D10VLvV2

57

Asp Ile Val Met

1

Glu Arg

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp
65

Ile Ser

Ala Tyr

Lys

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

220>
<223>

<400>

Ala

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

58
17
PRT

Thr
20

Lys

Leu

Phe

Leu

Phe
100

Nhan tao

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Trp

18D1evVLiv2 CDR1

58

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

51294

Ser Leu Ala
10

Ser Gln Ser

Tyr Gln Gln

Ser Thr Arg
60

Gly Thr Asp
75

Ala val Tyr
90

Gln Gly Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1

Ala

5

10

21

15



<210> 59

211> 7

<212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> 18D10VLv2 CDR2

<400> 59
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 60

<211> 9

<212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> 18D1eVLv2 CDR3

<400> 60

Gln Gln Ala Tyr Ser Phe Pro Trp Thr

1 5

<210> 61

<211> 23

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18D1@VLv2 FR1

<400> 61

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

1 5

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys
20

<210> 62

<211> 15

<212> PRT
<213> Nhan tao

51294

22

83/137



<220>
223>

<400>

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys

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

<220>
<223>

<400>

51294

18D10VLv2 FR2

62
5 10

63

32

PRT

Nhan tao

18D10VLv2 FR3

63

5 10

20 25

64
10
PRT
Nhan tao

18D1@VLv2 FR4

64

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1

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

220>
<223>

<400>

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

5 10

65
448
PRT
Nhan tao

Trinh tu axit amin chudi nang

65

23

30

84/137



Thr

Tyr

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly

50

Ser

Lys

Thr

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Ser

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Leu

20

Asn

Ile

Val

Ser

Tyr

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Thr

Trp

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Gly

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Thr

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Asn

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg
215

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200

Val

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Ala

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

51294

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Ile

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Gly

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

24

Ser

Lys

Tyr

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
220

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Ser

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Asn

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

85/137



His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
420

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Pro

Lys

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
425

51294

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

25

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His
430

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

86/137
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Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 66

<211> 220
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin chubi nhe

<400> 66
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
85 90 95

Ala Tyr Ser Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160

26



Gln Ser Gly

Ser Thr Tyr

Glu Lys His

195

Ser Pro Val

210

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

<220>
<223>

<400>

67
118
PRT
Nhan

Asn

Ser

180

Lys

Thr

tao

18A9VHV1

67

Gln Val Gln

1

Ser

Leu

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Lys

Asp

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Val

Ser

165

Leu

Val

Lys

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Gln

Ser

Tyr

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Glu

Ser

Ala

Phe
215

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Asn

Ser

Thr

Cys

200

Asn

Gly

Pro

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Val

Leu

185

Glu

Arg

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Phe

51294

Thr

170

Thr

Val

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asp

Glu

Leu

Thr

Glu

Val

Tyr

Gln

Val

Ser

75

Thr

Ser
27

Gln

Ser

His

Cys
220

Lys

Ala

Gly

Tyr

Ser

Ala

Trp

Asp

Lys

Gln
205

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Met

Val

Gly

Ser

Ala

190

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln

Lys Asp

175

Asp Tyr

Leu

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Gly

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Thr
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51294

100 105

Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

68
10
PRT
Nhan tao

18A9VHv1 CDR1

68

Gly Tyr Ala Phe Thr Asn Tyr Leu Ile Asp

1

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

220>
<223>

<400>

Gly Ile Asn Pro Gly Ser Gly Asp Thr Val Tyr Asn Glu Lys Phe Gln

1

<210>
<211>
212>
<213>

220>
<223>

<400>

5 10

69
16
PRT
Nhan tao

18A9VHv1 CDR2

69

5 10

70

9

PRT

Nhan tao

18A9VHv1 CDR3

70

Arg Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser

1

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

5

71

25

PRT

Nhan tao

28

110
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<220>
<223> 18A9VHv1l FR1

<400> 71

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

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Pro Ser
20 25

<210> 72
<211> 14
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv1l FR2

<400> 72

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 5 10

<210> 73

<211> 33

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv1l FR3

<400> 73
Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Met Thr Ala Tyr Met

1 5 10 15

Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala
20 25 30

Arg

<210> 74
<211> 11
<212> PRT

29



<213>

220>
<223>

<400>

Nhan

tao

18A9VHV1

74

Trp Gly Gln Gly

1

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

220>
<223>

<400>

75
118
PRT
Nhan

tao

18A9VHv2

75

Gln Val Gln

1

Ser

Leu

Gly

Gln

65

Met

Ala

Leu

Val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Val

Lys

Asp

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Thr
115

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Val

100

Val

FR4

51294

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

5

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Asn

Gly

Pro

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Phe
105

10

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

Asp

Val

Tyr

Gln

Val

Ser

75

Thr

Ser

30

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Phe
95

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

91/137



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

<220>
<223>

<400>

51294

76
10
PRT
Nhan tao

18A9VHv2 CDR1

76

Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Leu Ile Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

Gly Ile Asn Pro Gly Ser Gly Asp Thr Val Tyr Asn Glu Lys Phe Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

77
16
PRT
Nhan tao

18A9VHv2 CDR2

77

5 10

78

9

PRT

Nhan tao

18A9VHv2 CDR3

78

Arg Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser

1

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

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

5

79

25

PRT

Nhan tao

18A9VHv2 FR1

79

31

92/137



01294 03/137

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Pro Ser

210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20 25

80
14
PRT
Nhan tao

18A9VHv2 FR2

80

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

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

81

33

PRT

Nhan tao

18A9VHvV2 FR3

81

Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met

1

5 10 15

Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala

Arg

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

<220>
223>

<400>

20 25 30

82
11
PRT
Nhan tao

18A9VHv2 FR4

82

32



51294

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<210> 83

<211> 118

<212> PRT

<213> Nhéan tao

220>

<223> 18A9VHv3

<400> 83

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Val

20

Leu Ile Asp Trp
35

Gly Gly Ile Asn

50

Gln Gly Arg Val

65

Met Glu Leu Ser

Ala Arg Arg Val

100

Leu Val Thr Val
115

<210> 84

<211> 10

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223>

18A9VHv3 CDR1

5

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Asn

Gly

Pro

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Phe
105

10

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asp

Val

Tyr

Gln

Val

Ser

75

Thr

Ser

33

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Met

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

94/137



51294

<400> 84

Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Leu Ile Asp
1 5 10

<210> 85

<211> 16

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv3 CDR2

<400> 85

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

<210> 86

<211> 9

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv3 CDR3

<400> 86
Arg Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser
1 5

<210> 87

<211> 25

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv3 FR1

<400> 87
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Pro Ser
20 25

34

95/137



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

220>
<223>

<400>

88
14
PRT
Nhan tao

18A9VHvV3 FR2

88

51294 06/137

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

1

216>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

89

33

PRT

Nhan tao

18A9VHv3 FR3

89

10

Gly Arg Vval Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Met Thr Ala Tyr Met

1

5

10 15

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

Arg

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

220>
<223>

<400>

20

90

11

PRT

Nhan tao

18A9VHvV3 FR4

90

25 30

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<210>
<211>
<212>

5

91
118
PRT

10

35



51294

<213> Nhan tao

<220>
<223> 18ASVHV4

<400> 91
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

1 5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25

Leu Ile Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40

Gly Gly Ile Asn Pro Gly Ser Gly Asp Thr Val
50 55

Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser
65 70 75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90

Ala Arg Arg Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser
100 105

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 92
<211> 10
<212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> 18A9VHv4 CDR1

<400> 92

Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Leu Ile Asp
1 5 10

36

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Met

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

97/137



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

<220>
<223>

<400>

Gly Ile Asn Pro Gly Ser Gly Asp Thr Val Tyr Asn Glu Lys Phe Gln
10

1

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

220>
<223>

<400>

Arg Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
10

1

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

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

220>
<223>

93
16
PRT
Nhan tao

18A9VHv4 CDR2

93

5

94

9

PRT

Nhan tao

18A9VHv4 CDR3

94

5

95
25
PRT
Nhan tao

18ASVHv4 FR1

95

5

20

96
14
PRT
Nhan tao

18A9VHvV4 FR2

51294

37

98/137



51294 99/137

<400> 96

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 5 10

<210> 97

<211> 33

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv4 FR3

<400> 97
Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Met Thr Ala Tyr Met

1 5 10 15

Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala
20 25 30

Arg

<210> 98

<211> 11

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv4 FR4

<400> 98
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 99

<211> 118
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHV5

<400> 99

38



Gln

Ser

Leu

Gly

Gln

65

Met

Ala

Leu

Val

Val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Val

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Lys

Asp
35

Ile

Arg

Leu

Arg

Thr
115

100
10
PRT
Nhan

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Val

100

Val

tao

18A9VHV5

100

Gly Tyr Thr Phe

1

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

<220>
223>

101
16
PRT
Nhan

tao

18A9VHV5

51294

Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

Ser Cys Lys Pro Ser Gly Tyr
25

Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
40

Pro Gly Ser Gly Asp Thr Val
55

Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser
70 75

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90

Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser
105

Ser Ser

CDR1

Thr Asn Tyr Leu Ile Asp
5 10

CDR2
39

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Phe
95

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

100/137



51294

<400> 101

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

<210> 102
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHvV5 CDR3

<400> 102
Arg Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser
1 5

<210> 103
<211> 25
212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> 18A9VHV5 FR1

<400> 103
Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Pro Ser
20 25

<210> 104
<211> 14
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> 18A9VHV5 FR2

<400> 104

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 5 10

40

101/137



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

<220>
<223>

<400>

105

33

PRT

Nhan tao

18A9VHV5

105

Gly Arg Val Thr

1

Glu Leu Ser Ser

Arg

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

106
11
PRT
Nhan tao

18A9VHV5

106

Trp Gly Gln Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

107
118
PRT
Nhan tao

18A9VHV6

107

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Val

20

51294

FR3

Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met
5 10 15

Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala
25 30

FR4

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

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

Ser Cys Lys Pro Ser Gly Tyr Ala Phe Thr Asn Tyr
25 30

41

102/137



Leu

Gly

Gln

65

Met

Ala

Leu

Ile

Gly

Gly

Glu

Arg

Val

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

<220>
<223>

<400>

Asp
35

Ile

Arg

Leu

Arg

Thr
115

108
10
PRT
Nhan

Trp

Asn

Val

Ser

Val

100

Val

tao

18A9VHV6

108

Gly Tyr Ala Phe

1

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

109
16
PRT
Nhan

tao

18A9VHvV6

109

Gly Ile Asn Pro

1

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

CDR1

Arg

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Ser

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Asn

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Phe
105

51294

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asp

Thr Asn Tyr Leu Ile Asp

5

CDR2

10

Gln

Val

Ser

75

Thr

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Glu Trp

Glu Lys

Thr Ala

Tyr Phe

95

Gln Gly
110

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Gly Ser Gly Asp Thr Val Tyr Asn Glu Lys Phe Gln

5

10

42

15

103/137



<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

51294

110

9

PRT

Nhan tao

18A9VHv6 CDR3

110

Arg Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

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

1

5

111
25
PRT
Nhan tao

18A9VHV6 FR1

111

5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Pro Ser

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

<220>
<223>

<400>

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

1

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

<220>
<223>

20 25

112
14
PRT
Nhan tao

18A9VHV6 FR2

112

5 10

113

33

PRT

Nhan tao

18A9VHv6 FR3
43

104/137



51294 105/137

<400> 113

Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met
1 5 10 15

Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala
20 25 30

Arg

<210> 114
<211> 11

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHV6 FR4

<400> 114

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 115
<211> 118
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv7

<400> 115
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 Pro Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Leu Ile Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

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

a4



Gln Gly Arg Val
65

Met Glu Leu Ser

Ala Arg Arg Val
100

Leu Val Thr Val
115

<210> 116
<211> 10
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHV7

<400> 116

Gly Tyr Thr Phe
1

<210> 117
<211> 16
<212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> 18ASVHvV7

<400> 117

Gly Ile Asn Pro
1

<210> 118
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHV7

Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr

70

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

85

Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr

Ser Ser

CDR1

Thr Asn Tyr Leu Ile Asp

5

CDR2

Gly Ser Gly Asp Thr Vval Tyr Asn Glu Lys Phe Gln

5

CDR3

105

51294

90

10

10

75

45

110

95

15

80

106/137



51294

<400> 118

Arg Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser
1 5

<210> 119
<211> 25

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHvV7 FR1

<400> 119

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

1 5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Pro Ser
20 25

<210> 120
<211> 14
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv7 FR2

<400> 120
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly

1 5 10

<210> 121
<211> 33

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHV7 FR3

400> 121

Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr Met

1 5 10

46

15

15

107/137



51294 108/137

Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala
20 25 30

Arg

<210> 122
<211> 11
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VHv7 FR4

<400> 122
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 123
<211> 113
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLvV1

<400> 123

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 Lys 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
47



51294 109/137

85 90 95

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

Lys

<210> 124
<211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv1 CDR1

<400> 124
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15

Thr

<210> 125
211> 7

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv1l CDR2

<400> 125
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser

1 5

<210> 126
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv1l CDR3

<400> 126

48



51294 110/137

Gln Asn Asn Tyr Phe Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 127
<211> 23

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv1 FR1

<400> 127
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
20

<210> 128
<211> 15

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv1l FR2

<400> 128
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 129
<211> 32

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv1 FR3

<400> 129

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Lys Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30

49



210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

130
10
PRT
Nhan

tao

18A9VLV1

130

Phe Gly Gly Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

131
113
PRT
Nhan

tao

18A9VLv2

131

Asp Ile Val

1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asn

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

Ala

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Phe

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

FR4

51294

Thr Lys Val Glu Ile Lys

5

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
105

10

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

50

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Leu
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

111/137



51294

Lys

<210> 132
<211> 17

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv2 CDR1

<400> 132

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10

Ala

<210> 133
<211> 7

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv2 CDR2

<400> 133

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 134
<211> 9

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv2 CDR3

<400> 134

Gln Gln Asn Tyr Phe Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 135
<211> 23
<212> PRT

51

15

112/137
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<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv2 FR1

<400> 135

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
20

<210> 136
<211> 15

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> 18A9VLv2 FR2

<400> 136

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 137
<211> 32

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> 18A9VLv2 FR3

<400> 137

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 138
<211> 10

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
52



<223>

<400>

18A9VLv2 FR4

138

51294

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1

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

<220>
223>

<400>
Asp Val
1

Ser Leu

Tyr Ala

Met Gly
50

Lys Ser
65

Leu Gln

Ala Thr

Leu Val

<210>
<211>
<212>

139
118
PRT
Nhan

Chudi nang dong vé tinh 18D10

139

Gln
Ser
Trp
35

Tyr
Arg
Leu

Ser

Thr
115

140
11
PRT

tao

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Ile

Asn

Tyr

100

Val

5

Gln

Thr

Trp

Asn

Ser

Ser

85

Tyr

Ser

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Gly

Ala

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Thr

Thr

Asn

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Pro

Thr

25

Phe

Asn

Asp

Glu

Phe
105

10

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Ile

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

53

Val

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Lys

Ile

Lys

45

Asn

Asn

Thr

Gly

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gln
110

Ser
15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gly

Gln

Asn

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Thr
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<213>

<220>
<223>

<400>

Nhan

CDR1

140

Gly Tyr Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

141
16
PRT
Nhan

CDR2

141

Tyr Ile Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

142
9
PRT
Nhan

CDR3

142

51294

tao

chudi nang dong vé tinh 18D10

Ile Thr Ser Asn Tyr Ala Trp Asn
5 10

tao

chudi ndng dong vo tinh 18D10

Tyr Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
5 10 15

tao

chudi nang dong vé tinh 18D10

Ser Tyr Tyr Gly Asn Ser Phe Ile Tyr

1

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

<220>
223>

<400>

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

1

143
25
PRT
Nhan

5

tao

FR1 chudi nang dong vé tinh 18D10

143

5 10 15

54

115/137



51294 116/137

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Thr

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

<220>
<223>

<400>

20 25

144
14
PRT
Nhan tao

FR2 chudi nang dong v6 tinh 18D10

144

Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp Met Gly

1

210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

145
32
PRT
Nhan tao

FR3 chudi nang dong vo tinh 18D10

145

Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe Leu Gln

1

5 10 15

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

210>
<211>
212>
<213>

<220>
223>

<400>

20 25 30
146
11
PRT
Nhan tao
FR4 chudi nang dong voé tinh 18D10

146

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

1

<210>
<211>
212>

5 10

147
113
PRT

55



tao

Chudi nhe ddong v6 tinh 18D10

CDR1 chudi nhe dong vd tinh 18D10

<213> Nhan

220>

<223>

<400> 147

Asp Ile Val

1

Glu Lys Val

Gly Asn Gln
35

Pro Pro Lys

50

Pro Asp Arg

65

Ile Ser Ser

Ala Tyr Ser

Lys

<210> 148

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhan

<220>

<223>

<400> 148

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Phe
100

tao

Thr

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Trp

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

51294

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

%0

Gly

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

Ile

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1

5

10

56

15

117/137



Thr

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

<220>
<223>

<400>

149
7
PRT
Nhan

CDR2

149

Trp Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

150

PRT

Nhan

CDR3

150

Gln Asn Ala

1

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

<220>
223>

<400>

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

1

151
23
PRT
Nhan

51294

tao

chudi nhe dong v6 tinh 18D10

Thr Arg Glu Ser
5

tao

chudi nhe dong vé tinh 18D10

Tyr Ser Phe Pro Trp Thr
5

tao

FR1 chudi nhe dong vd tinh 18D10

151

5 10

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys

<210>
<211>
<212>

152
15
PRT

20

57

118/137



<213>

220>
<223>

<400>

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1

Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys

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

<220>
<223>

<400>

51294

Nhan tao

FR2 chudi nhe dong v6 tinh 18D10

152

5 10

153
32
PRT
Nhan tao

FR3 chudi nhe dong vé tinh 18D10

153

5 10

20 25
154
10
PRT
Nhan tao
FR4 chudi nhe ddng vé tinh 18D10

154

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

1

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

220>
223>

<400>

5 10

155
118
PRT
Nhan tao

Chudi nang dong vé tinh 18A9

155

58

119/137



Gln Val Gln
1
Ser Val Lys
Leu Ile Asp
35
Gly Gly Ile
50
Lys Ala Lys
65
Met Gln Leu
Ala Arg Arg
Leu val Thr
115
<210> 156
<211> 10
<212> PRT
<213> Nhén
220>
<223> CDR1
<400> 156
Gly Tyr Ala
1
<210> 157
<211> 16
212> PRT
<213> Nhan
220>
<223> CDR2

Leu

Val

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Val

100

Val

tao

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Ala

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Asn

Gly

Pro

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Arg

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Asp

Phe
105

chudi nang dong vo tinh

Phe Thr Asn Tyr Leu Ile

tao

5

chudi ndng dong vé tinh

51294

Glu Val
10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Val

Lys Ser

75

Asp Ser
90

Asp Ser

18A9

Asp
10

18A9
59

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Met

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Phe
95

Gly

Thr

Tyr

Ile

Phe

Asn

80

Cys

Thr

120/137



<400>

Gly Ile Asn Pro Gly Ser Gly Asp Thr Val Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1

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

<2205
<223>

<400>

51294

157
5 10

158

9

PRT

Nhan tao

CDR3 chudi nadng dong vo tinh 18A9

158

Arg Val Arg Gly Asn Ser Phe Asp Ser

1

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

220>
<223>

<400>

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

1

5

159

25

PRT

Nhan tao

FR1 chudi nang dong vé tinh 18A9

159

5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Pro Ser

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

<220>
223>

<400>

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

1

20 25

160
14
PRT
Nhan tao

FR2 chudi nang dong vd tinh 18A9

160

5 10

60
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

51294 122/137

161
33
PRT
Nhan tao

FR3 chudi nang dong v6 tinh 18A9

161

Ala Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Met Thr Ala Asn Met

1

5 10 15

Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Asp Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala

Arg

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

<220>
<223>

<400>

20 25 30

162
11
PRT
Nhan tao

FR4 chudi nang dong vdé tinh 18A9

162

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

1

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

163
113
PRT
Nhan tao

Chudi nhe dong vo tinh 18A9

163

Asp Ile Val Met Ser 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

61



Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asn

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

220>
<223>

<400>

Gln
35

Lys

Arg

Ser

Phe

164
17
PRT
Nhan

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr
100

tao

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

51294

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Ala

CDR1 chudi nhe dong vé tinh 18A9

164

Gln Gln

Thr Arg
60

Lys Asp
75

Leu Tyr

Gly Thr

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gln

Val

Thr

80

Asn

Leu

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1

Thr

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

<220>
223>

<400>

165
7
PRT
Nhan

tao

5

10

CDR2 chudi nhe ddng vé tinh 18A9

165

62

15

123/137



51294

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser

1

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

220>
<223>

<400>

5

166

9

PRT

Nhan tao

CDR3 chudi nhe dong vd tinh 18A9

166

Gln Asn Asn Tyr Phe Tyr Pro Leu Thr

1

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

<220>
223>

<400>

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

1

5

167

23

PRT

Nhan tao

FR1 chudi nhe dong vo tinh 18A9

167

5 10

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys

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

<220>
<223>

<400>

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1

<210>
<211>
<212>

20

168

15

PRT

Nhan tao

FR2 chudi nhe dong vo tinh 18A9

168

5 10

169
32
PRT

63
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<213>

<220>
<223>

<400>

51294 125/137

Nhan tao

FR3 chudi nhe dong vd tinh 18A9

169

Gly val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Lys Asp Phe Thr

1

5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Leu Tyr Tyr Cys

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

<220>
<223>

<400>

20 25 30
170
10
PRT
Nhan tao
FR4 chudi nhe ddong vé tinh 18A9

170

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys

1

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

<220>
223>

<400>

5 10

171

37

ADN

Nhan tao

doan méi ngugc dong

171

ttggcaaaga attgctagat gtccaccacc acatgcec 37

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

172
38
ADN
Nhan tao

doan moéi xudi dong

172

tgttcgggee ctcctecgatt acacatagtc gtgettgg 38

64



51294

<210> 173
<211> 37
<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> doan mdéi ngugc dong

<400> 173
ttggcaaaga attgctagat ggccgtgact gectgtce

<210> 174
<211> 38

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> doan moi xudi dong

<400> 174
tgttcgggee ctcctcgatt acacatagtc gtgettgg

<210> 175
<211> 20
<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> doan mo6i KNB14

<400> 175
tgtgecgeccac catggeegtg

<210> 176
<211> 20
<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> doan méi KNB15

<400> 176
tggaaggata agattgtacc

210> 177
<211> 20
<212> ADN
<213> Nhan tao

65

126/137

37

38

20

20



<220>
<223>

<400> 177
tgggtgccat

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

178
354
ADN

<220>

<223>

<400> 178

doan moi KNB16

tggectectg

Nhan tao

51294

Chudi nang dong vé tinh 18D10

gatgtgcagc ttcaggagtc gggacctgge ctggtgaaac

acctgcactg
tttccaggaa
aacccatctc
ctgcagttga
tatggtaatt
<210>
<211>

<212>
<213>

179
339
ADN

<220>
<223>

<400> 179
gacattgtga

atgagctgca
tggtaccagc
gagtctgges
atcagcagtg
ccgtggacgt

<210>
<211>

180
354

tcactggcta
acaaactaga
tcaaaagtcg
attctgtgac

cctttattta

Nhan tao

Chudi nhe dong

tgacacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tccctgatcg
tgcaggctga

tcggtegags

ctcaatcacc
gtggatggsc
aatctctatc
tgctgaggac

ctggggccaa

agtaattatg
tacataaact
actcgagaca

acagccacat

gggactctgg

vdé tinh 18D10@

tccatcctcc
gagtctgtta
gcagcctcect
cttcacaggc
agacctggca

caccaagctg

ctgactgtga
aacagtggaa
aaactgttga
agtggatctg
gtttattact

gaaatcaaa

66

cttctcagtc
cctggaactg
acagtgggaa
catccaagaa
attattgtgc

tcactgtctc

cagcaggaga
atcaaaagaa
tctactgggc
gaacagattt

gtcagaatgc

tctgtccctc
gatccgacag
cactaactat
ccagttcttc
aacctcctat

tgca

gaaggtcact
ctacttgacc
atccactagg
cactctcacc

ttatagtttt

20

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

339
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212>
<213>

ADN

<220>

223>

<400> 180

Nhan tao

51294

Chudi nang dong vé tinh 18A9

caggtgcagc tgcagcagtc tggacgtgag gtggtaaggc

tcctgcaagc
cctggacagg
aatgagaagt
atgcagctca
cgtggtaatt
<210>
<211>

<212>
<213>

181
339
ADN

220>
223>

<400> 181
gacattgtga

atgagctgca
tggtaccagc
gaatctggeg
atcagcagtg
ccgctcacgt
<210>
<211>

<212>
<213>

182
354
ADN

<220>

<223>

<400> 182

caggttcagc tgcaagagtc tggacctgge ctggtcaagc ctagcgagac actgagectg

cttctggata
gcecttgagtg
tcaaggccaa
gcagcctgac

cgtttgattc

Nhan tao

Chudi nhe dong

tgtcacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tccctgatceg
tgcaggctga

tcggtgetgg

Nhan tao

18D10VHvV1

cgccttcact

gattggages

ggcaacactg

aattacttga
attaatcctg

actgcagaca

atctgatgac tctgeggtct

ctggggccaa gggactctgg

vd tinh 18A9

tccatcctcc
gagtctgtta
gcagcctcect
cttcacaggc
agacctggca

gaccaagctg

ctgactgtga
aacagtggaa
aaattgttga
agtggatctg
ctttattact

gagctgaaa

67

ctgggacttc
tagactgggt
gaagtggtga
aatcctccat
atttctgegce

tcactgtctc

cagcaggaga
atcaaaagaa
tctactgggc
gaaaagattt

gtcagaataa

agtgaaggtg
aaaacagagg
cactgtgtac
gactgccaac

aagaagggtc

tgca

gaaggtcact
ctacttgacc
atccactagg
cactctcacc

ttatttttat

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

339

60
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acctgtaccg tgtccggecta cagcatcacc

cctcctggeca aaggectcga gtggatcgge

aaccccagcc tgaagtccag agtgaccatc

ctgaagctga gcagcgtgac agccgccgat

tacggcaaca gcttcatcta ctggggccag

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

183
354
ADN
Nhan tao

<220>
<223> 18D1@VHv2
<400> 183

caggttcagc tgcaagagtc tggacctggc

acctgtaccg tgtccggegg cagcatcagce

cctcctggeca aaggectcga gtggatggge

aaccccagcc tgaagtccag aatcaccatc

ctgaagctga gcagcgtgac agccgecgat

tacggcaaca gcttcatcta ctggggccag

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

184
354
ADN
Nhan tao

<220>
<223> 18D10VHv3
<400> 184

caggttcagc tgcaagagtc tggacctggc

acctgtaccg tgtccggecgg cagcatcagce

cctcctggeca aaggcctcga gtggatcggce
aaccccagcc tgaagtccag agtgaccatc
ctgaagctga gcagcgtgac agccgccgat

tacggcaaca gcttcatcta ctggggccag

51294

agcaactacg
tacatcaact
agcagagaca
acagccgtgt

ggcacactgg

ctggtcaagc
agcaactacg
tacatcaact
agcagagaca
acagccgtgt

ggcacactgg

ctggtcaagc
agcaactacg
tacatcaact
agcagagaca
acagccgtgt

ggcacactgg
68

cctggaactg
acagcggcaa
ccagcaagaa
actactgtgc

tcaccgtttc

ctagcgagac
cctggaactg
acagcggcaa
ccagcaagaa
actactgtgc

tcaccgtttc

ctagcgagac
cctggaactg
acagcggcaa
ccagcaagaa
actactgtgc

tcaccgtttc

gatcagacag
caccaactac
ccagttctcc
cacaagctac

ttct

actgagcctg
gatcagacag
caccaactac
ccagttctcc
cacaagctac

ttct

actgagcctg
gatcagacag
caccaactac
ccagttctcc
cacaagctac

ttct

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

354



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

185
354
ADN

<220>
223>

<400> 185
caggttcagc

acctgtaccg
cctcctggcea
aaccccagcc
ctgaagctga
tacggcaaca
<210>
<211>

<212>
<213>

186
354
ADN

<220>
<223>

<400> 186
caggttcagc

acctgtaccg
cctcctggcea
aaccccagcc
ctgaagctga
tacggcaaca
<210>
<211>

<212>
<213>

187
354
ADN

<220>
223>

Nhan tao

18D10VHV4

tgcaagagtc
tgtccggegs
aaggcctcga
tgaagtccag
gcagcgtgac

gcttcatcta

Nhan tao

18D1@VHV5

tgcaagagtc
tgtccggegs
aaggcctcga
tgaagtccag
gcagcgtgac

gcttcatcta

Nhan tao

18D16VHV6

tggacctggce
cagcatcagc
gtggatcggc
agtgaccatc
agccgcecgat

ctggggccag

tggacctggc
cagcatcagc
gtggatcggc
agtgaccatc
agccgcecgat

ctggggccag

51294

ctggtcaagc
agcaactacg
tacatcaact
agcagagaca
acagccgtgt

ggcacactgg

ctggtcaagc
agcaactacg
tacatcaact
agcagagaca
acagccgtgt

ggcacactgg

69

ctagcgagac
cctggaactg
acagcggcta
ccagcaagaa
actactgtgc

tcaccgtttc

ctagcgagac
cctggaactg
acagcggcaa
ccagcaagaa
actactgtgc

tcaccgtttc

actgagcctg
gatcagacag
caccaactac
ccagttctcc
cacaagctac

ttct

actgagcctg
gatcagacag
caccgcctac
ccagttctcc
cacaagctac

ttct

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

354
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<400> 187
caggttcagc

acctgtaccg
cctcctggcea
aaccccagcc
ctgaagctga
tacggcaaca
<210>
<211>

<212>
<213>

188
339
ADN

<220>
<223>

<400> 188
gacatcgtga

atcaactgca
tggtatcagc
gaaageggeg
atcagctccc
ccctggacat
<210>
<211>

<212>
<213>

189
339
ADN

<220>
<223>

<400> 189
gacatcgtga

atcaactgca
tggtatcagc

gaaagecgecg

tgcaagagtc
tgtccggegs
aaggcctcga
tgaagtccag
gcagcgtgac

gcttcatcta

Nhan tao

18D10VLv1

tgacacagag
agagcagcca
agaagcccgg
tgccagatag
tgcaggccga

tcggccaggg

Nhan tao

18D16VLv2

tgacacagag
agagcagcca
agaagcccgg

tgccagatag

tggacctggc
cagcatcagc
gtggatcgge
agtgaccatc
agccgecgat

ctggggccag

ccctgatagce
gagcctgctg
ccagcctect
attcagcggc
ggatgtggcc

caccaaggtg

ccctgatagce
gagcctgetg
ccagcctect

attcagcggc

51294

ctggtcaagc
agcaactacg
tacatctact
agcagagaca
acagccgtgt

ggcacactgg

ctggecegtgt
aacagcggca
aagctgctga
agcggetcectg
gtgtactact

gaaatcaag

ctggeecgtgt
aacagcggca
aagctgctga

agcggetctg
70

ctagcgagac
cctggaactg
acagcggcaa
ccagcaagaa
actactgtgc

tcaccgtttc

ctctgggaga
accagaagaa
tctactgggce
gaaccgactt

gtcagaacgc

ctctgggaga
accagaagaa
tctactgggc

gaaccgactt

actgagcctg
gatcagacag
caccaactac
ccagttctcc
cacaagctac

ttct

gagagccacc
ctacctgacc
cagcaccaga
caccctgaca

ctacagcttc

gagagccacc
ctacctggcc
cagcaccaga

caccctgaca

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240
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51294

atcagctccc tgcaggecga ggatgtggec gtgtactact gtcagcaggc ctacagcttc

ccctggacat tcggccaggg caccaaggtg gaaatcaag

<210> 190
<211> 1347
<212> ADN
<213> Nhan
<220>

<223>

<400> 190

tao

caggttcagc tgcaagagtc tggacctggc

acctgtaccg
cctcctggea
aaccccagcc
ctgaagctga
tacggcaaca
accaagggcc
geggecectgg
tcaggcgccc
tactccctca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtcttecctct
acatgcgtgg
gacggcgteg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc

aagaaccagg

tgtccggege
aaggcctcga
tgaagtccag
gcagcgtgac
gcttcatcta
catccgtctt
gctgeectggt
tgaccagcegg
gcagecgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
tctccaacaa
cccgagaacc

tcagcctgac

cagcatcagc
gtggatcggc
agtgaccatc
agccgecgat
ctggggccag
ccccctggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccc
cagcaacécc
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctcecca
acaggtgtac

ctgecctggtce

Trinh tu axit amin chudi nang

ctggtcaagc
agcaactacg
tacatctact
agcagagaca
acagccgtgt
ggcacactgg
ccctectcca
ttccccgaac
ttcccggetg
tccagcagct
aaggtggaca
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgeggg
caccaggact
gcccccateg
accctgcccc

aaaggcttct

71

ctagcgagac
cctggaactg
acagcggcaa
ccagcaagaa
actactgtgc
tcaccgtttc
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtc
tgggcaccca
agagagttga
aactcctggg
tctccceggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga

atcccagcga

actgagcctg
gatcagacag
caccaactac
ccagttctcc
cacaagctac
ttctgctagce
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct
gggaccgtca
ccctgaggtc
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
ggagatgacc

catcgccegtg

300

339

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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51294

gagtgggaga gcaatgggca gccggagaac aactacaaga ccacgcctcec cgtgetggac

tccgacgget ccttettcct ctatagcaag ctcaccgtgg acaagagceag gtggcagcag

gggaacgtct tctcatgctc cgtgatgecat gaggctctge acaaccacta cacgcagaag

tccctctcce tgtctccggg taaatga

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

191
663
ADN

<220>

<223>

<400> 191

Nhan tao

gacatcgtga tgacacagag ccctgatagc

atcaactgca
tggtatcagc
gaaagcgecy
atcagctccc
ccctggacat
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
tag

<210>
<211>

<212>
<213>

192
354
ADN

<220>

<223>

<400> 192

agagcagcca
agaagcccgg
tgccagatag
tgcaggccga
tcggecagee
tccegecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgcet

atcagggcct

Nhan tao

18A9VHV1

gagcctgctg
ccagcctect
attcagcggc
ggatgtggec
caccaaggtg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgccc

trinh tu axit amin chudi nhe

ctggeegtgt
aacagcggca
aagctgctga
agcggctctg
gtgtactact
gaaatcaagc
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

ctctgggaga
accagaagaa
tctactgggc
gaaccgactt
gtcagaacgc
gaactgtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

gagagccacc
ctacctgacc
cagcaccaga
caccctgaca
ctacagcttc
tgcaccatct
tgttgtgtgce
taacgccctc
cacctacagc

ctacgcctgc

gggagagtgt

caggttcagc tggttcagtc tggcgccgaa gtgaagaaac ctggcagcag cgtgaaggtsg

72

1200

1260

1320

1347

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

663

60
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tcctgcaagce
cctggacagg
aacgagaagt
atggaactga

cggggcaaca

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

193
354
ADN

<220>
<223>

<400> 193
caggttcagc

tcctgeaage
cctggacagg
aacgagaagt
atggaactga

cggggcaaca

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

194
354
ADN

<220>
<223>

<400> 194
caggttcagc

tcctgcaagce

cctggacagg

cttctggcta
gacttgaatg
tccagggcag
gcagcctgag

gcttecgattc

Nhan tao

18A9VHv2

tggttcagtc
cttctggcta
gacttgaatg
tccagggcag
gcagcctgag

gcttcgattc

Nhan tao

18A9VHv3

tggttcagtc
cttctggcta

gacttgaatg

aacgagaagt tccagggcag

atggaactga

gcagcctgag

cgccttcacc
gatgggcgsc
agtgaccctg
aagcgaggat

ttggggccag

tggcgccgaa
caccttcacc
gatgggcgsc
agtgaccctg
aagcgaggat

ttggggccag

tggcgeccgaa
caccttcacc
gatgggcgsc
agtgaccctg

aagcgaggat

51294

aactacctga
atcaaccctg
accgccgaca
accgccgtgt

ggaaccctgg

gtgaagaaac
aactacctga
atcaaccctg
accgccgacg
accgeccegtgt

ggaaccctgg

gtgaagaaac
aactacctga
atcaaccctg
accgccgaca

accgeccgtgt

73

tcgactgggt
gcageggega
agtctagcat
acttctgtgc

tcaccgtttc

ctggcagcag
tcgactgggt
gcagcggcega
agtctaccag
acttctgtgc

tcaccgtttc

ctggcagcag
tcgactgggt
gcageggega
agtctagcat

actactgtgc

ccgacaggct
tacagtgtac
gaccgcctac
cagaagagtg

ttct

cgtgaaggtg
ccgacaggct
tacagtgtac
caccgcctac
cagaagagtg

ttct

cgtgaaggty
ccgacaggct
tacagtgtac

gaccgcctac

cagaagagtg

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

134/137



51294

cggggcaaca gcttcgattc ttggggeccag ggaaccctgg tcaccgtttc ttct

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

195
354
ADN

<220>
<223>

<400> 195
caggttcagc

tcctgcaagg
cctggacagg
aacgagaagt
atggaactga

cggggcaaca

<210>
211>
<212>
<213>

196
354
ADN

220>
223>

<400> 196
caggttcagc

tcctgcaagce
cctggacagg
aacgagaagt
atggaactga

cggggcaaca

<210>
<211>
212>
<213>

197
354
ADN

<220>

Nhan tao

18A9VHv4

tggttcagtc
cttctggcta
gacttgaatg
tccagggcag
gcagcctgag

gcttcgattc

Nhan tao

18A9VHV5

tggttcagtc
cttctggcta
gacttgaatg
tccagggcag
gcagcctgag

gcttegattc

Nhan tao

tggcgecgaa
caccttcacc
gatgggcgec
agtgaccctg
aagcgaggat

ttggggccag

tggcgccgaa
caccttcacc
gatgggcgec
agtgaccatc
aagcgaggat

ttggggccag

gtgaagaaac
aactacctga
atcaaccctg
accgccgaca
accgccgtgt

ggaaccctgg

gtgaagaaac
aactacctga
atcaaccctg
accgccgacg
accgccgtgt

ggaaccctgg

74

ctggcagcag
tcgactgggt
gcagceggega
agtctagcat
acttctgtgc

tcaccgtttc

ctggcagcag
tcgactgggt
gcagcggcega
agtctaccag
acttctgtgc

tcaccgtttc

cgtgaaggtg
ccgacaggct
tacagtgtac
gaccgcctac
cagaagagtg

ttct

cgtgaaggtg
ccgacaggct
tacagtgtac
caccgcctac
cagaagagtg

ttct

354

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

354



<223>

<400> 197
caggttcagc

tcctgcaage
cctggacagg
aacgagaagt
atggaactga

cggggcaaca

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

198
354
ADN

<220>
223>

<400> 198
caggttcagc

tcctgcaagc
cctggacagg
aacgagaagt
atggaactga

cggggcaaca

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

199
339
ADN

<220>

<223>

<400> 199

18A9VHV6

tggttcagtc
cttctggcta
gacttgaatg
tccagggcag
gcagcctgag

gcttegattc

Nhan tao

18A9VHV7

tggttcagtc
cttctggcta
gacttgaatg
tccagggcag
gcagcctgag

gcttegattc

Nhan tao

18A9VLV1

tggcgecgaa
cgccttcacc
gatgggcesc
agtgaccctg
aagcgaggat

ttggggccag

tggcgecgaa
caccttcacc
gatgggcgsc
agtgaccctg
aagcgaggat

ttggggccag

51294

gtgaagaaac
aactacctga
atcaaccctg
accgccgaca
accgecgtgt

ggaaccctgg

gtgaagaaac
aactacctga
atcaaccctg
accgccgaca
accgccegtgt

ggaaccctgg

ctggcecgccag
tcgactgggt
gcagegsgega
agtctagcag
acttctgtgc

tcaccgtttc

ctggecgccag
tcgactgggt
gcagegsgcega
cctctaccag
acttctgtgc

tcaccgtttc

cgtgaaggtg
ccgacaggct
tacagtgtac
caccgcctac
cagaagagtg

ttct

cgtgaaggtg
ccgacaggct
tacagtgtac
caccgtctac
cagaagagtg

ttct

gacatcgtga tgacacagag ccctgatagc ctggecgtgt ctctgggaga gagagcecacc

atcaactgca agagcagcca gagcctgectg aacagcggca accagaagaa ctacctgacc

tggtatcagc agaagcccgg ccagectcct aagetgetga tctactggge cagcaccaga

75

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

354

60

120

180
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51294

gaaagcggcg tgccagatag attcagegge ageggetctg gaaaggactt caccctgaca

atcagctccc tgcaggecga ggatgtggece gtgtactact gccagaacaa ctacttctac

cctctgacct tcggeggagg caccaaggtg gaaatcaag

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

<220>
<223>

<400>

200
339
ADN
Nhan tao

18A9VLV2

200

gacatcgtga tgacacagag ccctgatagc ctggecgtgt ctctgggaga

atcaactgca agagcagcca gagcctgetg aacagcggca accagaagaa

tggtatcagc agaagcccgg ccagectcct aagetgetga tctactgggc

gaaagcggcg tgccagatag attcagcgge ageggetctg gaaccgactt

atcagctccc tgcaggecga ggatgtggec gtgtactact geccagcagaa

cctctgacct tcggcggagg caccaaggtg gaaatcaag

72

1

76

gagagccacc
ctacctggcc
cagcaccaga
caccctgaca

ctacttctac

240

300

339

60

120

180

240

300

339
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