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51426

Linh vire ki thuit dwec dé cap

Séng ché dé cap dén khang thé khang CD43 hoic ménh lién két khang
nguyén cia n6 lién két voi mién ngoai bao ciia CD43, dugce phidm diéu tri bénh ung
thu chira khéng thé khang CD43 hodc méanh lién két khang nguyén cia n6 lam hoat
chét, duoc phdm dé e ché té bao gbc ung thu chira khang thé khang CD43 lién két
v6i mién ngoai bao ciia CD43 1am hoat chét, va phuong phéap sang loc tic nhén Gc

ché té bao gbc ung thu.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

CD43 1a protein bé mit t€ bao dugc bidu hién & cac nguyén bao mau khéac
nhau loai tru héng ciu. CD43 & ngudi, dugc biét duéi dang sialophorin hoic
leukosialin, gdm c6 mién ngoai bao gidng muxin gdm 235 axit amin, mién xuyén
mang gdm 23 axit amin, va mién ndi bao gdm 123 axit amin, va thong tin di truyén
¢6 lién quan dugc ma héa trong mdt exon. C6 nhidu axit amin serin (46 gdc) va
threonin (47 gbc) trong mién CD43 ngoai bao & ngudi, va hau hét chiing mang
glycan duge lién két voi O (O-glycan). Ngoai ra, N-glycan ciing duoc lién két vai
CD43. Chu trac cua O-glycan dugc biét 1a thay ddi 16n phu thude vao loai t& bao.
CD43 ¢6 mdt intron gém 378 cap bazo, ma tach exon thanh hai, va toan bd thong
tin v& vat liéu phién ma dugc ma hoéa trong exon thir hai.

CD43 duoc tdng hop dudi dang tién chét c¢6 kich thuée khoang 40 kDa bao
gdm N-glycan, va dugc bién dbi thanh vét lidu c6 kich thude tir 115 kDa dén 200
kDa théng qua cac quy trinh glycosyl héa trudng thanh lién tuc. Quy trinh glycosyl
héa dugc kiém soat nghiém ngit sau khi phién ma tao thanh céc protein dang dong
phén ¢6 trong lugng phén tir ddc trung phu thudc vao loai va cic protein nay ¢ thé
duoc biéu hién khac nhau phu thudc vao loai té bao.

Epitop dugc glycosyl hoa cia CD43 da dugc biét duéi dang chi thi riéng

dugc gidi han & céc t€ bao mau trang (bach cau), va tinh hitu dung cu the cia n6 lam
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chi thi d6i v6i bénh méu 4c tinh dugc phét hién. Vé6i Iy do nay, trong nhiéu nghién
ctru, kha ning sir dung cac khang thé lién két véi epitop duge glycosyl hoa ciia CD43
nhim muc dich chin doan hoidc diéu tri bénh dugc khao sat. Khang thé don dong
loai gdm nhim nhan dién CD43 da dugc biét 1a kich thich co ché gay chét t& bao
theo chuong trinh & dong t€ bao tién than tao méu tiy xuong am tinh véi chi thi ma
biéu hidu qua mirc CD34 (Bazil et al. (1996) Blood, 87(4):1272-81) va cic nguyén
bao lympho T & ngudi (Brown et  al. (1996) J. Biol. Chem. 271:27686-95). Tuy
nhién, cac khang thé nay khong hiéu qua dé phat hién hoic diéu trj cic té bao ung
thu, do hiu hét chung phan tmg véi epitop duoc glycosyl héa duogc dinh vi trong
mién ngoai bao ciia CD43 dugc biéu hién trong cc té bao tao méau trudng thanh
(khong bi ung thu). Do d6, cin phat trién vat liéu duoc cai thién hon lién két véi
epitop dugc glycosyl hoa ctia CD43 dé chan doan, theo d6i va diu tri bénh mau 4c
tinh.

Mt khac, gia thuyét vé t& bao gbc ung thu, dé xuit té bao gbc khac thuong
lién quan dén sy xuit hién va tai phat clia bénh ung thu trong md hinh thir bac, da
duogc biét.

T4t ca cac md cia co thé ngudi duge bit ngudn tir té bao gde dic trung co
quan. Té bao géc ddc trung co quan c6 kha nang tu phuc hdi (tu tai sinh) va bi€t hoa
thanh tit ca cac t& bao tao nén mdi co quan. Cic té bao gdc dic trung co quan nay
dugc phan biét véi té bao gbc phdi & chd chung chi c6 thé duge biét hoa thanh cac
loai té bao trong co quan riéng biét.

Gié thuyét t& bao gbc ung thu chu yéu gdm c6 hai thanh phan. Thit nhét, khéi
u xuét hién trong té bao géc trong mo, va thir hai, khdi u xuét hién tir té bao géc co
dic tinh co ban cia té bao gde.

Té bao gbe ung thu 1a t& bao ung thu c6 kha ning tai sinh v6 han, dugc x4c
dinh 12 t& bao ma c6 thé tao ra hidu qua khéi u khi duoc tiém vao chudt nht bi tc
ché mién dich, va biéu hién tinh khong ddng nhit duy nhit clia n6 ma khéi u tién
phét mang trong khdi u duoc tao ra.

Gia thuyét té bao gdc ung thu tré nén cu thé héa hon dudi dang sinh hoc vé

té bao gbc da dugc phat trién gin day. Gia thuyét t& bao gbc ung thir tao ra budc tién
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b6 bing béo c4o ring bénh bach ciu & ngudi dwoc tai 1ap & chudt nhit duge te ché
mién dich dugc ghép céc té bao gbc ung thur c6 thé c6 tir bénh nhan bi bénh bach
cdu tiy bao cdp tinh vao nam 1997 (Bonnet D, Dick JE; Human acute myeloid
leukemia is organized as a hierarchy that originates from a primitive hematopoietic
cell. Nat Med 1997; 3: 730-7).

Tinh khéng ddng nhét khac nhau ma khdi u 4c tinh thé hién tuong ng voi
kha nang biét hoa khac nhau cua té bao gbc, va tinh khang thubc xuét hién 1ap lai
clia té bao ung thu, mic dii nhiéu phuong phap diéu tri dich ciing twong tmg véi tinh
chét co ban ctia té bao gbe. Do té bao gbc ung thu c6 thé tao ra khdi u méi bang cac
té bao tu tai sinh, du 1a céc té bao khdi u khac véi té bao géc ung thu dugc loai bd
hoan toan béng phAu thuét va héa tri, néu té bao géc ung thu dugce gift lai thi bénh
ung thu s€ tai phat.

Do d6, dé chira khoi hoan toan bénh ung thu, can phai phat trién k¥ thuat dé

trc ché hoic loai bé té bao gbc ung thu.

Ban chit k§ thuat cia sang ché

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét dugc phdm dé diéu tri bénh ung thu
thé rén chira khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén clia n6 ma
lién két véi epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cita CD43.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xut phuong phap diéu tri bénh ung
thu thé rin, bao gdm budc ding mét lugng hiru hidu duge phim cua khang thé khang
CD43 hodc ménh lién két khang nguyén clia né ma lién két véi epitop dugc dinh vi
trong mién ngoai bao ciia CD43 cho ddi tugng can diéu tri bénh ung thu thé rén.

Theo mot phuong an khac, sang ché d& xuét viéc sir dung dé didu tri bénh
ung thu thé rin ciia khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén ctia n6
ma lién két vdi epitop duge dinh vi trong mién ngoai bao ctia CD43.

Epitop c6 thé 1a polypeptit bao gdm tir 6 dén 9 axit amin lién tiép trong mién
ngoai bao cua CD43 chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 131. Khéang thé
khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén clia né c6 thé chira khang thé khang

CD43 dugc dé cap & trén hodc manh lién két khang nguyén ctia né.
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Dugc phdm, phuong phép va cach st dung dé diéu tri bénh ung thu thé rin
¢6 thé dugc dic trung, vi duy, bédi c6 tic dung tc ché ddi vai té bao géc ung thu ctia
bénh mau 4c tinh hodc bénh ung thu thé rdn. Theo mot phuong an, bénh ung thu thé
ran c6 thé 1a bénh ung thu da day va bénh mau 4c tinh c6 thé 13 bénh bach cau.

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé xuit duoc phdm dé e ché té bao gbc
ung thu, vi dy, té bao gbc ung thu ctia bénh méu 4c tinh hodc bénh ung thu thé ran,
chira khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két
v6i epitop duge dinh vi trong mién ngoai bao ctia CD43 lam hoat chét.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuit phuong phap e ché té bao gbc
ung thu, vi duy, té bao géc ung thu cua bénh méu 4c tinh hodc bénh ung thu thé rén,
bao gdbm budc dung mot lugng hitu hiéu duge phidm ciia khang thé khang CD43
hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 ma lién két vdi epitop dugc dinh vi trong
mién ngoai bao ciia CD43 cho ddi tuong cin diéu tri bénh mau 4c tinh ctia bénh ung
thu thé rén.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuit viéc sir dung dé e ché té bao
géc ung thu, vi du, té bao géc ung thu cia bénh mau ac tinh hodc bénh ung thu thé
rén, cua khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén cia né ma lién
két véi epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao ciia CD43.

Epitop c6 thé 12 polypeptit bao gdm tir 6 dén 9 axit amin lién tiép trong mién
ngoai bao cia CD43 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 131. Khéng thé
khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 c6 thé chira khang thé khang
CD43 dugc dé cap & trén hoidc manh lién két khang nguyén ctia né. Theo mot phuong
4n, bénh ung thu thé rin c6 thé 1a bénh ung thu da day.

Theo mot phwong 4n khéc, sang ché dé xuit thé lién hop gitta khang thé
khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két voi epitop duoc
dinh vi trong mién ngoai bao cia CD43, va té bao gbc ung thu, vi du, té bao gbc ung
thu ctia bénh méau 4c tinh hodc bénh ung thu thé rdn. Mot phuong dn dé xuét phuong
phép tao ra thé lién hop giita khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang
nguyén ciia né ma lién két véi epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cia CD43,

va té bao gbc ung thu, vi duy, té bao gbc ung thu ctia bénh méu 4c tinh hogdc bénh ung
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thur thé rén, trong d6 phwong phéap nay c6 thé bao gdbm budc ding khang thé khang
CD43 hoic manh lién két khang nguyén ctia né6 ma lién két véi epitop duge dinh vi
trong mién ngoai bao ciia CD43 vao mAu bénh ung thu, vi du, miu bénh ung thu thé
ran hodc bénh nhan bj bénh ung thu nhu bénh nhén bi bénh ung thur thé rén. Thé lién
hop hodc phwong phép tao ra thé lién hop nay c6 thé duogc sir dung cho cac muc dich
1am sang, chin doan, va/hoic thir nghiém ciing nhu viéc diéu trj ung thr.

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé xuét tic nhan dé sang loc tic nhan
didu tri bénh ung thu thé rén chira epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cta
CD43. Mot phuong 4n dé xuét phuong phép sang loc tic nhan diéu tri bénh ung thu
thé rén sir dung epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao ciia CD43. Mgt phuong
an d& xuét cach sir dung dé sang loc tic nhén diéu tri bénh ung thu thé rn cta epitop
dwoc dinh vi trong mién ngoai bao ciia CD43. Epitop c6 thé 14 polypeptit bao gdbm
tir 6 dén 9 axit amin lién tiép trong mién ngoai bao ctia CD43 chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 131. Tac nhén didu tri bénh ung thu thé ran dugc sang loc
nhu dugc mo ta & trén c6 thé duge dic trung béi c6 tac dung trc ché té bao gbc ung
thu, vi dy, té bao gdc ung thu ctia bénh mau 4c tinh hoic bénh ung thu thé rin. Theo
mot phuong 4n, bénh ung thu thé rin c6 thé 1a bénh ung thu da day.

Theo mét phuong 4n khac, sang ché dé xuét tac nhan dé sang loc tc nhan
trc ché té bao gbc ung thur, vi du, té bao gdc ung thu cita bénh méu 4c tinh hodc bénh
ung thu thé rin, bao gdm epitop duge dinh vi trong mién ngoai bao ciia CD43. Mot
phuong 4n d& xuit phurong phép sang loc tac nhan d8 tc ché té bao gbe ung thu, vi
du, té bao gbc ung thu cua bénh mau 4c tinh hoic bénh ung thu thé ran, sir dung
epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao ctia CD43. Mot phuong 4n dé xuét sir dung
dé sang loc tac nhan dé trc ché té bao gbc ung thu, vi du, té bao gbc ung thur ctia bénh
mau 4c tinh hodc bénh ung thu thé rin, cia epitop duge dinh vi trong mién ngoai
bao cua CD43. Epitop c6 thé 1a polypeptit bao gom tir 6 dén 9 axit amin lién tiép
trong mién ngoai bao ctia CD43 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 131.
Theo mot phuong &n, bénh ung thu thé rin c6 thé 1a bénh ung thu da day.

Theo mot phuong an khéc, sang ché @ xuit khang thé khang CD43 md&i
hoic manh lién két khang nguyén ciia n6. Khang thé khang CD43 hodc manh lién
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két khang nguyén cta né c6 thé lién két véi epitop duge dinh vi trong mién ngoai
bao ctia CD43. Epitop c6 thé 13 polypeptit bao gdm tir 6 dén 9 axit amin lién tiép
trong mién ngoai bao ciia CD43 chira trinh t axit amin néu trong SEQ ID NO: 131.

Khéng thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén cia n6 bao gdbm
ving bién dbi chudi ning (VH) va viing bién dbi chudi nhe (VL).

Ving bién dbi chudi ning c6 thé bao gdm ving quyét dinh tinh bd trg (CDR)
thir nhit (CDR1H), CDR thir hai (CDR2H) va CDR thir ba (CDR3H), theo thir tur tir
dau cudi N d¢én dau cubi C.

Theo mdt phuong 4n, khang thé khang CD43 hodc ménh lién két khang
nguyén cia no 1a thanh phan thiét yéu cua ving bién ddi chudi ning, va c6 thé bao
gdm CDRI1H bao gdm trinh ty axit amin GYX;MN (SEQ ID NO: 110; X; c6 thé
dugc chon tir tAt ca cac axit amin, va vi dy, c6 thé 1a F hodc Y) (vi du, GYFMN
(SEQ ID NO: 111) hodic GYYMN (SEQ ID NO: 112)), CDR2H bao gbm trinh tyr
axit amin RINPNX,GDSFYNQKFX;G (SEQ ID NO: 113; X, va X3 ¢6 thé dugc
chon tir tAt c4 cdc axit amin mot cach tuong Umg, va vi du, Xa¢o thé 1a N hoic S, va
X3 ¢6 thé 1a Q hodc K) (vi du, RINPNNGDSFYNQKFQG (SEQ ID NO: 114),
RINPNSGDSFYNQKFQG (SEQ ID NO: 115), RINPNNGDSFYNQKFKG (SEQ
ID NO: 116), hodac RINPNSGDSFYNQKFKG (SEQ ID NO: 117)), va CDR3H bao
gbm trinh tu axit amin EGYYGGRGYALDY (SEQ ID NO: 118).

Ving bién dbi chudi nhe c6 thé bao gdbm CDR thir nhat (CDR1L), CDR thir
hai (CDR2L) va CDR thtt ba (CDR3L), theo thir tu tir dau cudi N dén dau cudi C.

Theo mét phuong 4n, khéng thé khang CD43 hodc manh lién két khéng
nguyén cua né 1a thanh phan thiét yéu cta ving bién ddi chudi nhe, va c6 thé bao
gdbm CDRIL bao gbm trinh tu axit amin RTSQDISNYLN (SEQ ID NO: 119);
CDR2L bao gém trinh tu axit amin X4TXsRLHS (SEQ ID NO: 120; X4 va X5 c6 thé
duogc chon tir tAt ca cac axit amin mdt cach twong tng, va vi du, X4 c6 thé 1A N, Q
hodc A, va Xs5c6 thé 1 S hodc A) (vi du, NTSRLHS (SEQ ID NO: 121, NTARLHS
(SEQ ID NO: 122), QTSRLHS (SEQ ID NO: 123), hoac ATSRLHS (SEQ ID NO:
124)); va CDR3L bao gdm trinh ty axit amin QQSNMFPY (SEQ ID NO: 125).

Theo m{t phuong dn khéc, sang ché @& xult dugc phdm dé ngan ngira
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va/hoiic diéu tri bénh ung thu chira khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6, va chit mang duoc dung. ‘

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xuét phuong phap ngan ngira va/hoic
diéu tri bénh ung thu bao gdbm budc ding mdt lwong hiru hiéu dugc phim ciia khang
thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén cta né cho dbi tuong cin ngan
ngira va/hoic didu tri bénh ung thu.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé xuit tng dung dé ngin ngira va/hoiic
diéu tri, hodc diéu ché c4c tac nhan diéu tri bénh ung thu cua khang thé khéng CD43
hodc manh lién két khang nguyén cia né.

Theo mét phuong an cu thé, ddi véi duge pham, phuong phap va viée st
dung dé ngan ngira va/hodc diéu tri bénh ung thu, khang thé khang CD43 hodc manh
lién két khang nguyén ctia n6 ¢6 thé dugc tao ra dudi dang hoat chit don, dugc ding
ddng thoi véi vat lidu gay doc té bao nhu cac tac nhan didu tri bénh ung thu, hoidc
duogc tao ra dudi dang thé lién hop duogc lién két voi vat lidu gay doc té bao nhu céc
tac nhan didu tri bénh ung thu (thé lién hop khang thé-thude; ADC).

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé xuit phwong phap phat hién té bao
ung thu trong mAu sir dung khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén
ctia nd. Phuong phép phat hién nay ¢6 thé bao gdm buéc cho mau tiép xtic véi khang
thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia né va budc phat hién phan
mg khang nguyén-khang thé trong mau.

Theo mdt phwong 4n khéc, sing ché d& xuit phan tir axit nucleic ma hoa
khang thé khang CD43 hoic méanh lién két khang nguyén ctia né.

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé xudt vecto tai tb hop bao gdm phéan
ttr axit nucleic. Vecto tai té hop c6 thé dugc sir dung 1am vecto biéu hién dé bidu
hién phan tr axit nucleic trong té bao chil.

Theo mét phwong 4an khéc, sang ché dé xuét t& bao tai té hop bao gdm phéan
tir axit nucleic hodc vecto tai t& hop. Té bao tai td hop co thé thu dugc bang cach
bién nap phén tir axit nucleic hodc vecto téi t4 hop vao té bao chu.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché @& xuét phuong phap diéu ché khang
thé khang CD43 hogc manh lién két khang nguyén ctia n6. Phuong phép diéu ché
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nay c6 thé bao gdbm budc biéu hién phén tir axit nucleic trong té bao chi. Buéc bidu
hién nay c6 thé bao gdm budc nubi ciy té bao tai t6 hop, va tiy ¥, c6 thé con bao

gbm budc phan 14p va/hogc tinh ché khang thé tir mdi trudng nudi cdy té bao thu

duoc.

Theo mot phuong an cu thé, phwong phap diéu ché khang thé nay c6 thé bao
gbm:

(a) budc tao ra té bao tai td hop dugc bién nap véi phan tir axit nucleic hoic
vecto tai t6 hop;

(b) budc nudi cy té bao tai td hop trong diéu kién va/hoic khoang thoi gian
du dé biéu hién phan tir axit nucleic; va

(¢) budc phén l4p va/hoic tinh ché khang thé khang CD43 hogic manh lién
két khang nguyén ctia né tir cic mdi truomg nudi cdy thu dugc trong budc (b).

Giai phap k¥ thuat

Nhu duge md ta & trén, cin phéai phat trién k¥ thuat dé tc ché hoic loai bd
t€ bao gbc ung thu dé diéu tri hoan toan bénh ung thu, va dé 1am duoc diéu nay, can
lva chon chi thi t& bao gbc ung thu c6 thé phan 14p té bao gbc ung thu tir céc té bao
khéc.

O day, 1an déu tién dé xuét rang CD43 dugc biéu hién trén bé mit cia té bao
géc ung thu, vi duy, té bao géc ung thu ctia bénh mau 4c tinh hodc bénh ung thu thé
rin. CD43 da dugc biét dudi dang chi thi té bao mau tring (bach ciu) dic trung dugc
gidi han & hau hét cac té bao mau tréng, té bao géc tao mau, va cac tiéu cau, ngoai
trir t& bao méau d6 (hdng cdu), nhung khong dugc biét 1a dugc biéu hién trén té bao
gbc ung thu, vi du, t& bao gdc ung thu clia bénh méu 4c tinh hodc bénh ung thu thé
ran.

Ngoaira, dé xuit rﬁng khang thé khang CDA43 nhén dién va/hodc lién két dac
hiéu véi ving dic hiéu ciia mién ngoai bao ciia CD43 c6 tac dung tre ché ddi voi té
bao géc ung thu, vi du, té bao géc ung thu cia bénh mau 4c tinh hodc bénh ung thu
thé ran.

CD43 (cum biét héa 43) dugc goi la Leukosialin hodc sialophorin, va 1a

protein xuyén mang chi yéu dugc bi€u hién trong bé mat cua hiu hét cac nguyén
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bao mau ngoai trir té bao mau dé (hdng ciu). CD43 c6 thé thu dugc tir dong vat c6
v bao gém ddng vat linh truéng nhu ngudi (Homo sapiens), v.v., loai ggm nhdm
nhu chudt nhat (Mus musculus), v.v.. Vi du, CD43 c6 thé 1a CD43 & ngudi (vi duy,
s6 hiéu luu git NCBI AAA51949.1 (gen (mARN): M61827.1), NP_001025459.1
(gen (MARN): NM_001030288.1), NP_003114.1 (gen: NM_003123.3), v.v.), CD43
& chudt nhit (vi dy, sé hiu lwu gir NCBI NP 001032899,1 (gen:
NM 001037810.1), NP_033285.1 (gen: NM_009259,4), v.v.) va v.v.. Theo phuong
an nay, CD43 c6 thé 1a CD43 & ngudi (protein: S6 hiéu luu gitt NCBI AAA51949.1
(SEQ ID NO: 130); gen (mARN): M61827.1).

Mot phuong an ciia sang ché dé xuat duge phdm didu tri bénh ung thu thé
rin chira khang thé khang CD43 hosic manh lién két khang nguyén cia né ma lién
két véi epitop duoc dinh vi trong mién ngoai bao ciia CD43 1am hoat chét.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché d& xuit phuong phap diéu tri bénh ung
thu thé rén, bao gdm budc dung mot lugng hitu hiéu dugc phdm ciia khang thé khang
CD43 hoic manh lién két khang nguyén ctia né ma lién két véi epitop dugc dinh vi
trong mién ngoai bao ciia CD43 cho d6i trong can diéu tri bénh ung thu thé ran.

Theo mdt phuwong 4n khac, sang ché dé xuét viéc st dung dé didu tri bénh
ung thu thé rin cia khang thé khang CD43 hodc manh lién két khdng nguyén ciia no
ma lién két véi epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao ciia CD43.

Khéng thé khang CD43 hoic méanh lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két
vé6i epitop duoc dinh vi trong mién ngoai bao ctia CD43 dugc dic trung bang sy biéu
hién hoat tinh Grc ché d6i véi té bao géc ung thu, vi dy, té bao géc ung thu cia bénh
mau 4c tinh hodc bénh ung thu thé rén.

Do d6, mot phurong 4n ctia sang ché dé xuét dugc phim dé rc ché té bao gbc
ung thu, vi dy, té bao géc ung thu ctia bénh méau 4c tinh hodc bénh ung thu thé rin,
chira khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén ctia né ma lién két
v6i epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao ctia CD43 1am hoat chét.

Theo mot phuong an khéc, sang ché d& xuét phuong phép trc ché té bao gdc
ung thu, vi dy, té bao géc ung thu cia bénh méu 4c tinh hodc bénh ung thu thé ran,

bao gém buéc dung mot lugng hitu hidu duge phim cia khang thé khang CD43
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hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két véi epitop duge dinh vi trong
mién ngoai bao cia CD43 cho dbi turong can diéu tri bénh ung thu thé rin.

Theo mét phuong an khéc, séng ché dé xuét viéc sir dung dé trc ché té bao
gbc ung thu, vi du, t€ bao gbc ung thu ciia bénh mau ac tinh hodc bénh ung thr thé
rin, cta khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén cia né ma lién

két véi epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao ctia CD43.

MB& ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 12 két qua x4c nhan su bidu hién ciia CD43 trong dong té bao ung thu
da day & ngudi NCI-N87 (bén trai) va AGS (bén phai) bang phuong phap nhudém
mién dich (Truc X: ty 16 bidu hién CD43, truc Y: doc sb lugng té bao).

Céc hinh v& tir Fig.2a dén Fig.2c 14 két qua x4c nhan sy biéu hién cia CD43
trong cac dong té bao ung thu rin khac nhau bang phuong phép nhuém mién dich
(2a: dong t& bao ung thu da day; 2b: dong té bao ung thur truc trang; 2c: dong té bao
ung thu gan).

Fig.3 12 két qua x4c nhan d6 gy doc té bao cua thé lién hop (khéng thé khang
CD43)-MMAE @d6i vé6i dong té bao da day nguoi NCI-N87, SNU-719, va AGS.

Fig.4 12 két qua x4c nhan d6 gy doc té bao cua thé lién hop (khang thé khang
CD43)-DM1 dbi véi dong té bao da day ngudi NCI-N87, SNU-719, va AGS.

Fig.5 1 két qua x4c nhan d9 gay doc té bao cua thé lién hop (khéng thé khang
CD43)-Duocarmyxin d6i véi dong té bao da day ngudi NCI-N87 va AGS.

Fig.6 1a két qua x4c nhan tac dung chdng ung thur ctia khang thé khang CD43
mdt minh (DNP001) va thé lién hop khang thé khang CD43-Duocarmyxin (D-Duo)
trong mo hinh dong vat ung thu da day trong d6 dong té bao ung thu da diy & ngudi
dugc ghép.

Fig.7 1a két qua xac nhan su biéu hién cta epitop cia CD43 trong céc md
bénh ung thu thé rén khac nhau c6 ngudn gbc tir ngudi bang phuong phap hdéa md
mién dich (M; tiy sdng, C; v6 ndo).

Fig.8 12 két qua x4c nhén sy biéu hién ctia epitop ctia CD43 theo bénh & céc

bénh ung thu thé rin khac nhau c6 ngudn gdc tir nguoi bang phuong phap héa mo
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mién dich (A; té bao nhin dong diu (caxinom té bao nhan dong diu & da day), B;
caxinom tuyén 6ng thdm nhiém & v, C; caxinom tuyén tuy, D; caxinom té bao thén,
E; caxinom tuyén phéi, F; caxinom thanh quéan té bao vay, G; caxinom tii mat, H;
caxinom cb tir cung té bao vay, I; caxinom tir cung té bao vay, J; bénh ung thu bang
quang tiét niéu, K; caxinom phéi té bao vay, L; sacom tai bach cau hat).

Fig.9 12 két qua x4c nhén su biéu hién cia CD43, CD44, va CD133 trong té
bao gbc ung thu cua dong t& bao ung thu da day & ngudi NCI-N87 bang phuong
ph4p nhudm mién dich.

Fig.10 1a két qua ctia phuong phap nhudm héa mé mién dich ciia md tuyén
trc v6i khang thé don dong khang CD43 (YG5).

Fig.11 12 biéu d6 cua hé théng dém té bao da hoat hoa dong do dd phan ting
ctia khang thé don dong khang CD43 (YGS5) véi té bao tuyén trc.

Fig.12 14 hinh v& thé hién so lugc 11 loai dot bién lam khuyét CD43.

Fig.13 1a két qua thdm tach tdy xac nhan d6 phan mg cla khang thé don
dong khang CD43 (YGS5) v6i 11 loai dot bién 1am khuyét CD43.

Fig.14 12 so db so luge thé hién theo huéng minh hoa quy trinh tao ra plasmit
biéu hién chudi ning va chudi nhe ciia khang thé khang CD43.

Fig.15 12 biéu dd thé hién kha ning lién két ciia khang thé khang CD43 véi
epitop ciia CD43, sau khi xir Iy neuraminidaza vao té bao mau binh thudng.

Fig.16 12 biéu dd thé hién két qua cia budc do d9 phan ng chéo cua khang
thé khang CD43 v6i CEACAMS5 va CEACAMEG tai tb hop.

Fig.17 12 biéu dd thé hién mirc d6 biéu hién cta epitop ciia CD43 trong té
bao gdc khéi u (khdi u cau).

Fig.18 1a biéu d thé hién do gay doc té bao ctia khang thé khang CD43 véi
té bao CEM7 hodc CCRF-CEM (biéu hién epitop ciia CD43 & mirc thap), va cho
thdy rang khang thé khang CD43 khong c6 tinh gy doc té bao truc tiép.

Fig.19 la biéu dd thé hién kha ning séng s6t cua té bao dich dugc diéu tri
bing khang thé khang JL-1 dinh ddc t6 (khang thé khang JL-1 lién hop saporin), va
cho thdy rang co ché gy chét t& bao theo chuong trinh dién ra nhd khéng thé khang
JL-1 lién hgp saporin.
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Fig.20 13 biéu dd thé hién hién twong ndi hdp cia khang thé khang JL-1
(khang thé khang CD43) (ca khang thé chudt, ngudi) trong thir nghiém gay chét té
bao theo chuong trinh duge mb ta trén Fig.19, va két qua thu dugc bang phép phan
tich voi thiét bi dém té bao theo dong chay. Pdi véi viée nay, khang thé JL-1 chudt
nhét duoc xir 1y vao té bao trong khi 1am lanh trong 30 phut va duge di chuyén &
diéu kién nhiét d6 37°C, va sau d6 10° té bao dugc gom lai & mdi thdi diém duogc
biéu thi trén truc X cta bidu dd va khang thé thir hai khang IgG chudt nhit-PE duoc
xr Iy & nhiét d6 lam lanh trong 10 phit, va céc t& bao duoc rira va c¢b dinh.

Fig.21 1 hinh anh thé hién hién tuong két tip cing loai duoc cam tng boi
khang thé khang JL-1 trong té bao biéu hién khang nguyén CD43. Hinh anh ndy thu
dugc bing cach chup cc anh hién vi theo thoi gian da sip xép, sau khi xtt Iy khang
thé khang JI-1 vao 300000 t& bao mét cach twong g & ndng do bat dau 1a 40pg/mL
va nudi cdy ching trong diéu kién 1a 37°C va CO, 5%, va Fig.21 1a hinh anh thu
dugc tai 2 gior sau khi xir 1y khang thé.

Fig.22 1a két qua thé hién khang nguyén JL-1 thip va khéc loai biéu hién
trong té bao tiy xuong binh thudong. Cac bach cau don nhan cua tiy xuong binh
thuong duge nhudm véi khang thé chudt nhét khang JL-1, va sau d6 dugc nhuém
v6i F(ab)2-PE dé khang IgG chudt nhit, va dugc quan sat. Biéu dd chdng duge biéu
thi bang cach gi6i han dén cac té bao lympho.

Fig.23 thé hién ty 18 biéu hién cia khang nguyén JL-1 trong té bao mau ngoai
vi. Hai mau PBMC ngudi binh thuong duge nhudm véi khang thé chudt nhit khang
JL-1 ngudi (dong mau xanh: (d)), va su biéu hién & mirc thip khang nguyén JL1
dugc quan sat

Fig.24 12 biéu dd thé hién két qua cia phép do mtrc d6 hinh thanh cym cua
c4c tidu quan thé tiiy xuwong trong trudng hop xtt ly khing thé khang JL-1 lién két
v6i saporin vao té bao tiry xuong binh thudng khi xtt Iy so bo (JL1+) va truong hop
khong xt Iy. X4c nhan dugc ring cum tiéu quan thé tiy xwong khong duge tao ra
trong truong hop xir Iy so bd khang thé khang JL-1 lién hop saporin vao té bao tiy
xuong binh thudong. Két qua duge do sau khi phan 13p tity xuwong va thu gom cac té

bao mau tring (bach cau), va phan 13p va thu gom céc té bao CD34+ bing cach phan

12



51426 13/267

loai thanh JL-1 duong va 4m, va dua céc té bao da thu gom vao MethoCult véi
xytokin.

Fig.25 1a biéu dd thé hién tac dung diéu tri bénh clia ban than khang thé
khang JL1 va khang thé khang JL1 lién hop ddc t6 trong md hinh di ghép ALL bach
cdu 4c tinh, Fig.25A thé hién két qua trong md hinh bach cau 4c tinh CEM7 va
Fig.25B thé hién két qua trong m6 hinh NALM-6 (Dong té bao: NALM6 (B-ALL)),
theo thtr ty. Thit nghiém nay dugc thuc hién trong cac diéu kién sau: Chudt nhét:
NOD-SCID (8/nhém); cdy truyén: 0 ngay 107 té bao; ding: 15pg/1an tiém + 100pg
IgG khéi i.v. 1 1an/tudn bit dau tir ngay 8; diém cudi: trang thai liét.

Fig.26 thé hién mirc do biéu hién cia JL-1 trong nguyén bao AML chinh va
tiéu quan thé.

Fig.27 1a biéu dd thé hién tac dung gy chét té bao theo chuong trinh béi JL-
1 d3 dugc nhan hoa dang kham (ADCC va CDC), va Fig.27A la két qua cua phép
do do gy doc té bao bang cach sir dung Cell Titer Glo. Dong té bao CEM7 dugc
nudi cdy véi té bao tac dong (PBMC) va sau d6 khang thé kham JL-1 hogc khang
thé d6i chimg dugc bd sung. Fig.27B 14 két qua ctia phép do do gay doc té bao bang
céch st dung Cell Titer Glo. Dong té bao CEM7 dugc nudi cAy v6i mdi trudng nubi
cdy va khang thé kham JL1 dugc bd sung cing v6i bd thé tho. Dé 1am nhém déi
chung, khang thé isotyp IgG1 khong lién quan dén thir nghiém duoc st dung.

Fig.28 1a két qua cho thdy ring hoat tinh ADCC ctia khang thé kham JL-1
dugc 1am ting 1€n khi dugc khir fucosyl hoéa.

Fig.29 14 biéu d6 thé hién tac dung cia khang thé kham trdn trong dong té
bao CEM7 in vivo.

Fig.30 1a két qua thé hién su biéu hién cua JL1 trong tidu quan thé té bao gbc
bach cau 4c tinh (LSC).

Fig.31 1a biéu dd thé hién két qua cta phép phan tich tao thanh cum boi
khang thé khang JL1 duoc lién hop vé6i doc té (saporin: SAP) in vitro (CCC) (sb
luong cum trung binh), va né thé hién tac dung gay chét té bao theo chuong trinh
gia ting cia AML duong tinh véi khang nguyén. Té bao nay dugc cho vao chat nén

cum cua té bao gbc v6i JL1-saporin hodc IgG1 chuft nhét-saporin va qu4 trinh tao
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thanh cum dugc quan sat.

Fig.32 12 biéu d6 thé hién tac dung 12 khang thé khang JL1 dugc lién hop véi
doc td (saporin: SAP) in vitro (CCC) anh hudng dén sy ting sinh cia AML chinh
duong tinh véi khang nguyén.

Fig.33 1a biéu d6 thé hién tac dung &c ché sy phat trién cta té bao ung thu
AML chinh bang khang thé lién két véi doc t6 & chudt nhit NSG (in vitro), 5 x 107
té bao tiy xwong dugc thu tir bénh nhan AML JL-1* va dugc tiém trong tinh mach
vao 30 con chudt nhit NSG da dwogc chiéu xa. Sau 8 tuan, 45ug lidu JL1-debouganin
(DB), hIgG1-DB, hodc PBS dugc dung cho chudt nhét hing tun, va tiy xuong va
14 lach dugc thu gom, va duge dua vao ciy ghép va qué trinh hinh thanh khéi u dugc
quan sat.

Fig.34 va Fig.35 1a cac két qua x4c nhan ring cic khang thé dugc nhan
héa/duge cai bién tdi wu hoa khac nhau thé hién profin lién két bing nhau, so véi
khang thé JL-1 (chudt nhat) ban dau. Té bao CEM7 dugc nhudm véi khéng thé JL-
1 gbc ban dau hoic 3 loai khang thé dugc cai bién bang cach nhan héa dé quan sat.
Do d6, Fig.43 chi ra ring "Combo A" d3 cai bién thé hién profin t6t nhit, nhung tit
c4 cac khang thé thir nghiém khac thé hién murc do giy doc té bao dang ké trong té
bao CEM7. Fig.35 thé hién két qua cua phép phan tich do gay doc té bao noi hip
cua 3 khang thé dugc cai bién cubi, va do giy doc té bao dugc do vao 3 ngiy sau
khi tron khéang thé d6 hodc IgG khang ngudi-saporin.

Fig.36 thé hién két qua cua viéc sip xép trinh t axit amin ctia dong vo tinh
2 vong va 3 vong tot nhét, 13 viéc so sanh céc trinh ty axit amin cta dong vo tinh
géc va dong vo tinh dugc nhan héa hon nita, theo thir tu. Trong s6 d6, 153-28 thu
dugc tr 36-10 Q6R, va 257-10 thu dugc tir 45-37. CDR dugc biéu thi bang phong
chit in dam va gach chan.

TFig.37a 1a bidu dd thé hién mirc do lién két ciia tmg vién hang ddu ART140
vé6i IgG trong té bao CEM7 duong tinh véi JL-1 bing k§ thuat dém té bao theo dong
chay, va Fig.37b 1a biéu dd thé hién két qua trong nhém ddi chimg am, t€ bao U937.

Fig.38a la biéu d thé hién mic do lién két clia img vién hang dau ART140
v6i IgG trong té bao CEM7 duong tinh v6i JL-1 bang ELISA dua trén t€ bao (t€ bao
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séng trong huyén phit) va Fig.38b 1 biéu dd thé hién két qua trong nhém dbi chimg
am, t& bao U937.

Fig.39a 13 biéu d thé hién murc d6 lién két ciia nhém tng vién hang dau va
IgG cta thé dot bién Quikchange v6i CEM duong tinh véi JL-1 bang k¥ thuat dém
té bao theo dong chay, va Fig.39b 1a biéu db thé hién két qua trong nhém ddi chimg
am, t& bao U937.

Céc hinh v& tir Fig.40a dén Fig.40c 14 cac biéu dd thé hién mirc do lién két
cna IgG cia thé dot bién Quikchange véi CEM duong tinh v6i JL-1 bang k§ thuat
dém té bao theo dong chay.

Céc hinh vé tir Fig.41a dén Fig.41c 14 c4c biéu dd thé hién két qua xAc nhan
IgG cua thé dot bién Quikchange lién két véi CEM duong tinh véi JL-Ingay bang
ELISA dya trén té bao (t€ bao séng trong huyén phu).

Fig.42 1a bidu dd thé hién hoat tinh lién két epitop ctia khang thé kham
DNPOOL1.

Fig.43 thé hién theo huéng minh hoa axit amin ctia ving glycan trong viing
bién dbi chudi nhe cin dugc thay thé dé tao ra khang thé véi bién thé trong d6 gbc
axit amin ctia ving glycan ctia khang thé dugc nhan héa duge lam khuyét.

Fig.44 1a két qua cua cac bién thé thAm tach tiy biang cach st dung
Concanavalin A-HRP lién két v&i ving glycan ddi véi khang thé véi bién thé trong
d6 gbc axit amin cia ving glycan ctia khang thé duge nhan héa duoc 1am khuyét.

Fig.45 1a bidu dd thé hién kha niing lién két ctia khang thé v6i bién thé trong
d6 gbc axit amin cta ving glycan cta khang thé dugc nhan héa dugce lam khuyét.

Fig.46 13 bidu dd thé hién kha nang lién két ciia khéng thé kham khéng CD43
va khang thé khang CD43 dugc nhan hoa trong d6 gbc axit amin clia viing glycan

dugc 1am khuyét, véi té bao duong tinh véi khang nguyén (CD43), té bao CEM7.

MO ta chi tiét sang ché

O day, trir khi c6 quy dinh khéc, epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao
cia CD43 c6 thé c6 nghia 1a polypeptit bao gdm tir 6 dén 9 axit amin lién tiép trong
mién ngoai bao ctia CD43 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 131:
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SEQ ID NO: 131: Pro Leu Trp Thr Ser Ile.

Epitop c6 thé dugc dinh vi trong mién ngoai bao cua protein CD43, nhung
¢6 thé khéng dugc 16 ra méi truong bén ngoai trong diéu kién binh thuong, va c6
thé duoc 10 ra bén ngoai, néu té bao trd thanh té bao ung thu hodc té bao géc ung
thu. Do d6, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 nhan dién dic hiéu
va/hodc lién két dic hidu voi epitop c6 thé hudng dich va/hodc trc ché dic hiéu té
bao ung thu va/hoic té bao gdc ung thu.

Mién ngoai bao ciia CD43 trong d6 epitop duoc dinh vi c6 thé 13 ving axit
amin tir thir 73 dén thtr 81 ctia CD43 (AAAS51949.1; SEQ ID NO: 130) (SEQ ID NO:
134). Do d6, epitop c6 thé 13 ving axit amin lién tuc tir 6 dén 9 bao gdm SEQ ID
NO: 131 trong SEQ ID NO: 134 ctia CD43 (AAA51949.1).

Epitop c6 thé ¢ trinh tyr axit amin duge chon tir nhém gébm SEQ ID NO: tir
131 dén 134, va vi du, c6 thé c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 134:

SEQ ID NO: 132: Ser Pro Leu Trp Thr Ser Ile;

SEQ ID NO: 133: Gly Ser Pro Leu Trp Thr Ser Ile;

SEQ ID NO: 134: Glu Gly Ser Pro Leu Trp Thr Ser Ile.

Khéng thé khang CD43 hogc manh lién két khang nguyén ciia né c6 thé 1a
mot hoac nhiéu loai dugc chon tir nhém g6m tAt ca cac khéng thé hodc manh lién
két khang nguyén nhan dién epitop dugc dé cap & trén hoic lién két dac hiéu véi né.

O day, thuat ngir “JL-1” duoc sit dung v6i nghia cia CD43 hodc epitop dugce
dé cap & trén clia CD43.

O day, khang thé hosic manh lién két khang nguyén ctia né c6 thé dugc chon
tir nhom gdm khéang thé c6 ngudn gbc tir dong vat, khang thé kham, khang thé duoc
lam gidng nhu cta ngudi (nhan hoa) va manh lién két khang nguyén cia ching.
Khang thé ¢6 thé dugc san xuét tdng hop hodc tai td hop.

Khi khang thé dugc tao ra bang cach tao mién dich bing khang nguyén mong
mubn cho dong vat dugc dung cho nguodi nham muc dich diéu tri bénh, hé théng
mién nhiém thudong c6 thé xut hién. Pé tc ché hé théng mién nhiém, khang thé
kham duoc phét trién. Trong khang thé kham, ving hing dinh ctia khang thé ¢

ngudn gdc tir dong vat giy ra phan tng khang isotyp dugc thay thé bang ving hing
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dinh cta khang thé nguoi bang k¥ thuét di truyén. Khang thé kham dwoc cai thién
dang ké vé phan tmg khang isotyp so v6i khang thé c6 ngudn gbe tir dong vat, nhung
ngodi ra, van cé tac dung phu tiém tang cia phan ing khang idiotyp, do axit amin
c¢6 ngudn gbe tir dong vat c6 trong ving bién dbi. Khang thé dugc nhan héa duoc
phat trién dé cai thién céc tac dung phu nay. Khang thé nay dugc ciu tric bang cach
ghép CDR (ving quyét dinh tinh b trg) déng vai trod lién két khang nguyén trong
viing bién ddi ctia khang thé kham vao khung khang thé nguoi.

Vén d& quan trong nhét dbi véi k¥ thuat ghép CDR dé cdu tric khang thé
dugce nhan héa 13 lya chon khang thé ngudi duoc tdi wu héa c6 thé tiép nhan CDR
ctia khang thé ¢6 ngudn gbc tir dong vat tdt nhét, va dé 1am dugc diéu nay, sir dung
co s& dit liéu khang thé, phan tich ciu tric tinh thé, k¥ thuat tao mAu phan tir, v.v.,
dwogc st dung. Tuy nhién, tng dung cua k¥ thuat thiét ké khang thé b sung dé khoi
phuc lai kha néng lién két khéng nguyén la can thiét, do axit amin duogc dinh vi trén
khung khang thé c6 ngudn gbc tir dong vat c6 thé anh huong dén lién két khang
nguyén, mic dit ghép CDR ciia khang thé c6 ngudn gde tir dong vat vao khung khang
thé nguoi duge t6i wu héa, va do d6 ¢ nhiéu truong hop trong d6 kha ning lién két
khang nguyén khong dugce bao toan.

Khang thé hodc manh lién két khang nguyén cé thé dugc phan lap tir co thé
sdng (khong c6 trong co thé séng) hoic c6 thé khong xuét hién trong tu nhién, vi dy,
¢6 thé dugc san xuét tbng hop hodc téi to hop.

O day, “khang thé” c6 nghia 13 vat liéu dugc san xuét bﬁng céach kich thich
khang nguyén trong hé mién dich, va loai ctia n6 khong bi gidi han cy thé, va c6 thé
thu dugc trong tu nhién hodc khong phai trong tu nhién (vi duy, tdng hop hoic tai td
hop). Khang thé c6 loi dé biéu hién va san xuét quy md 16n, do né rat 6n dinh in
vitro va in vivo va thoi gian ban thai cua n6 dai. Ngoai ra, khang thé c6 céu tric
dime, va do d6, ai tinh cia n6 rét cao.

Khang thé hoan thién c¢6 ciu triic gom c6 hai chudi nhe c6 chidu dai ddy du
va hai chudi ning c6 chidu dai ddy di, va m&i chudi nhe dugc lién két v6i chudi
niing bang cac lién két disulfua. Viing héng dinh ctia khang thé dugc chia thanh ving

hing dinh chudi ning va ving khong bién d6i chudi nhe, va ving khong bién doi
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chudi niing thudc céc loai gama (y), mu (p), alpha (o), delta (3) va epsilon (g) va c6
gamal (yl), gama2 (y2), gama3 (y3), gama4 (y4), alphal (al) va alpha2 (02) 1a cac
16p phu (phén 16p). Viing hing dinh ctia chudi nhe c6 céc loai kapa () va lamda ().

Thuét ngit, “chudi ning” dugc giai thich 1 bao gdm tit ca cac chudi ning co
chiéu dai ddy da bao gdm mién bién ddi Vi bao gdm trinh tw axit amin chira trinh
ty ving bién d6i du dé tao ra dic hiéu ddi véi khang nguyén, 3 trong sb cic mién
ctia ving hang dinh Cui, Crz va Cas va viing ban 18, va cac manh cia nd. Ngoai ra,
thuat ngit, “chudi nhe” duoc giai thich 12 bao gém tAt ca cac chudi nhe c6 chiéu dai
day di bao gdbm mién bién ddi Vi bao gdm trinh tyr axit amin chia trinh tir viing bién
d6i du dé tao ra dic hiéu dbi voi khang nguyén, va mién ctia ving hing dinh Cp, va
cac manh cua no.

Thuat ngit "CDR (viing quyét dinh tinh b tro)" c6 nghia 14 trinh tir axit amin
clia ving siéu bién ctia chudi nang va chudi nhe ciia globulin mién dich. Chudi ning
va chudi nhe c6 thé bao gdm 3 CDR, mdt cach twong ung (CDRHI, CDRH2,
CDRH3 va CDRL1, CDRL2, CDRL3). CDR c¢6 thé tao ra gbc tiép xuc chinh d lién
két CDR véi khang nguyén hodc epitop. Néi cach khac, & day, thuat ngit “lién két
dic hiéu” hoic “nhan dién dic hiéu” cé nghia tuong ty nhu da duge biét cong khai
b&i ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vue k¥ thuit ny, va c6 nghia 1 khéng
nguyén va khang thé twong tac dic hiéu va tién hanh phan tmg mién dich.

Thuat ngir “manh lién két khang nguyén” 1a manh trong toan bd chu trac cla
globulin mién dich, va c6 nghia 14 mot phan polypeptit chira phén trong d6 khang
nguyén c6 thé lién két. Vi du, né c6 thé 1a scFv, (scFv),, scFv-Fc, Fab, Fab' hoic
F(ab'),, nhung khong gidi han & do.

Fab ctia manh lién két khang nguyén 1a cu triic chira viing bién dbi ctia chudi
nhe va chudi niang, ving hing dinh cia chudi nhe va viing hing dinh tht nhit ctia
chudi nang (Cui), va ¢6 1 manh lién két khang nguyén. Fab' khac v6i Fab & chd n6
c6 ving ban 18 chira mot hodc nhidu gdc xystein & d4u cudi C ciua mién Cm chudi
ning. F(ab'), khang thé dugc san xut bang cach tao ra manh lién két khang nguyén
gifta c4c gbc xystein clia viing ban 18. Fv 12 méanh khéang thé t6i thidu chi c6 ving

bién d6i chudi ning va ving bien d6i chudi nhe, va k¥ thuat tai to hop dé san xuat
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ménh Fv d4 dugc biét rong rai trong linh vure k§ thuat nay. Trong Fv hai chudi, viing
bién dbi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe duoc lién két bang cac lién két khong
phai cdng héa tri, va trong Fv chudi don, ving bién dbi chudi ning va ving bién ddi
chudi don dugce lién két bang lién két cong hoa tri thuong thong qua tac nhan lién
két peptit hodc dugc lién két truc tiép & dAu cudi C, do d6 n6 c6 thé tao ra cling ciu
truc v6i Fv hai chudi. T4c nhan lién két nay c6 thé 13 tac nhan lién két peptit gdm tir
1 dén 100 hodc tir 2 dén 50 axit amin bat ky, va trinh ty thich hop da dugc biét trong
Iinh vuc k¥ thudt ndy. Manh lién két khang nguyén c6 thé thu dugc bang sir dung
proteinaza (vi du, khi toan bd khang thé dugc cét gisi han bang papain, Fab c6 thé
thu dugc, va khi duge phan cit bing pepsin, manh F(ab'), c6 thé thu dugc), va co

thé dugc ciu truc bing k§ thuat i t hop gen.

N
A0

Thuat ngit “ving ban 1&” 1a mdt ving trong chudi ning cia khang thé, va c6
trong cac vung gitta CH1 va CH2, c6 nghia 1a vung c6 chirc ndng tao ra tinh linh
dong ctia manh lién két khang nguyén trong khéng thé. Vi dy, ving ban 1& c6 thé thu
duogc tir khang thé ngudi, va cu thé 13, c6 thé thu dugc tir IgA, IgE, hodc IgG, vi duy,
IgG1, 1gG2, 1gG 3, hodc 1gG4.

Khéng thé khang CD43 c6 thé 12 khang thé da dong hogc khang thé don dong,
va vi dy, ¢6 thé 1a khang thé don dong. Khang thé don dong ¢ thé duogc diéu ché
bang phwong phap da biét 1 trong linh vuc k¥ thuat ndy. Vi dy, né c6 thé dugc didu
ché bing cach sir dung k¥ thuat hién thi thé thuc khuén.

Mat khéc, khang thé don dong riéng 1é c6 thé dugc sang loc bang cach st
dung dang ELISA dién hinh (Thtr nghiém hip thu mién dich dugc lién két enzym)
dya trén kha ning lién két véi CD43. Hoat tinh trc ché c6 thé dugc thir nghiém bang
cac phép phan tich chirc nang dé thir nghiém su twong tic phan tir cia t6 hop nhu
ELISA canh tranh, thit nghiém dya trén té bao, phén tich Scatchard, hodc cong
huéng plasmon bé mit, v.v.. Sau do, ai lyc véi CD43 (tri s6 Kd) dbi v6i mbi thanh
vién khéng thé don dong dugc lya chon dua trén hoat tinh tc ché manh c6 thé dugc
thir nghiém.

Vi dy, khang thé khang CD43 hodc manh lién két khing nguyén clia né c6
thé ¢6 i luc lién két (Kd; vi du, dugc do bing phép phan tich Scatchard) véi CD43
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(Vi du, CD43 & nguoi, CD43 & chudt nhit, v.v.) hoic epitop dugc dinh vi trong mién
ngoai bao cua CD43 béng 1 mM hodc nhé hon, 100 nM hodc nhé hon, 10 nM hoic
nhé hon, 5 nM hoéc nhé hon, hodc 3 nM ho#c nhé hon, vi dy, tir 1 pM dén 1 mM,
tir 1 pM dén 100 nM, tir 1 pM dén 10 nM, tir 1 pM dén 5 nM, tir 1 pM dén 3 nM, tir
10 pM dén 1 mM, tir 10 pM dén 100 nM, tir 10 pM dén 10 nM, tir 10 pM dén 5 nM,
tir 10 pM dén 3 nM, tir 100 pM dén 1 mM, tir 100 pM dén 100 nM, tir 100 pM dén
10 nM, tir 100 pM dén 5 nM, tir 100 pM dén 3 nM, tir 1 nM dén 1 mM, tir 1 nM dén
100 nM, tir 1 nM dén 10 nM, tir 1 nM dén 5 nM, hodc tir 1 nM dén 3 nM.

Mot phuong 4n d xuét dong té bao lai tao ra khang thé don dong khéng
CD43. Dong té bao lai c¢6 thé 1 dong té bao H-JL1 v&i sb hidu hru gitt KCLRF-BP-
00010.

Khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén ciia né c6 thé duge
ap dung v6i mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém gém vat liéu giy doc té bao,
V.V..

Do d6, duoc phém con ¢6 thé bao gém mot hodc nhiéu loai dugc chon tir
nh6m gdm vt lidu gy doc té bao, v.v., ngoai khang thé khang CD43 hoic manh
lién két khang nguyén ctia n6. Hon thé nita, phwong phap didu trj va/hoic trc ché c6
thé con bao gém budc dung mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém gém vat liéu
gay doc té bao, v.v., ngoai buéc diing khang CD43 hodc ménh lién két khang nguyén
cua no.

Cu thé, mot phuong an cua sang ché dé xuét dugc phém diéu tri bénh ung
thu thé rén chira (1) khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén cua
n6 ma lién két voi epitop duge dinh vi trong mién ngoai bao ciia CD43 va (2) mot
hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém gém vat li€u gay doc té bao, v.v., lam hoat chét.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xuit phuong phép diéu tri bénh ung
thu thé rin bao gdm (1) buéc ding mot lugng hitu hiéu duge phim cua khang thé
khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén clia n6 ma lién két véi epitop duoc
dinh vi trong mién ngoai bao cua CD43 cho d6i tuong can diéu tri bénh ung thu thé
rén, va (2) buéc ding mdt lugng hitu hidu duge phém ctia mdt hodic nhiéu loai dugc

chon tir nhém gém vat liéu gdy doc té bao, v.v., cho dbi tuong cAn diéu tri bénh ung
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thu thé rén.

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé xuit duoc pham dé wre ché té bao gbc
ung thu, vi du, té bao gdc ung thu trong bénh méu 4c tinh hogic bénh ung thu thé rin,
bao gbm (i) khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ctia né ma lién
két v6i epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao ciia CD43 va (ii) mdt hodc nhiéu
loai duoc chon tir nhém gém vat liéu gay doc té bao, v.v., 1am hoat chét.

Theo mot phuwong an khéc, sang ché dé xuit duoc pham dé e ché té bao gbc
ung thu, vi duy, té bao géc ung thu trong bénh mau 4c tinh hodc bénh ung thu thé rén,
bao gdm (i) budc ding mot lugng hiru hiéu}duqc phim cua khang thé khang CD43
ho#c manh lién két khang nguyén cia n6 ma lién két véi epitop duoc dinh vi trong
mién ngoai bao cia CD43 cho bénh nhan bi bénh ung thu, vi dy, bénh ung thu thé
ran bénh nhan, va (i) budc ding mot lwgng hiru hiéu duoc phim ctia mdt hodc nhiéu
loai dugc chon tir nhém gdm vt lidu gdy ddc té bao, v.v., cho bénh nhan bj bénh
ung thu, vi dy, bénh ung thu thé ran bénh nhan.

Déi v6i dugc phdm, khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang
nguyén ctia né va mot hodc nhiéu loai dugce chon tir nhém gdm vat lidu giy doc té
bao, v.v., c6 thé duge bao ché dudi dang mot ché pham bang cach lién hgp véi nhau
hodc dugce trén, hodc dugce bao ché duédi dang ché phém riéng r& mot cach tuong ing
va duge tron. Ddi v6i phuong phép nay, bude dung khéng thé khang CD43 hoic
manh lién két khang nguyén ctia n6 va mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém gém
vat liéu gay doc té bao, v.v., c6 thé dugc tién hanh dong thdi hoic theo tht ty khong
lién quan dén thir tu.

Vit liéu gy doc té bao c6 thé 1a tht ca cac vat liéu ¢6 tinh doc véi té bao ung
thu, cu thé 13, té bao ung thu rén, va cb thé 1a mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém
gbm chét ddng vi phéong xa, hop chét gy doc té bao (phén tir nhd), protein gy doc
té bao, tac nhan didu tri bénh ung thu, v.v., nhung khong gi¢i han & do. Protein gay
doc té bao ¢ thé 1a mot hoic nhiéu loai dugc chon tir nhém gém rixin, saporin,
gelonin, momordin, debouganin, doc t6 bach hau, doc tb pseudomonas, v.v., nhung
khong gi6i han & d6. Chat ddng vi phong xa c6 thé 1a mot hogc nhiéu loai dugc chon

tir nhém gdm B'L, 1¥¥Rh, *°Y, v.v., nhung khong gidi han & d6. Hop chét gay doc té
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bao c6 thé 1a mdt hodic nhiéu loai duge chon tir nhém gém duocarmyxin, monometyl
auristatin E (MMAE), monometyl auristatin F (MMAF), N2'-deaxetyl-N2'-(3-
mercapto-1-oxopropyl)maytansin (DM1), PBD (Pyrolobenzodiazepin) dime, v.v.,
nhung khong gidi han ¢ do.

Khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén ciia né va mot
hodc nhiéu loai duge chon tir nhém gf‘)m vat liéu gdy doc té bao, v.v., c6 thé dugc
str dung dudi dang thé lién hop hodc protein dung hop (trong trudng hop ma vt lidu
gay doc té bao va/hodc vat liéu chi thi 1a cc protein) dugc lién két v6i nhau (vi dy,
bing lién két cong hoa tri, lién két peptit, v.v..). Su lién hop gitra khang thé (hozic
manh lién két khang nguyén) va vt liéu gay doc t& bao co thé 1a theo k¥ thuat da
dugc biét rd trong linh vuce k¥ thuét nay thudc vé sang ché.

Hoat chét (khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia nd,
va/hodc vat licu gay doc té bao va/hodc vat liéu chi thi) c6 thé duoc ap dung (dugc
ding) v6i chit mang duge dung, va chit mang duge dung thuong dugce sir dung dé
bao ché thudc, va c6 thé 13 mot hoic nhiéu loai dugc chon tir nhém g6m lactoza,
dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, tinh bot, cao su acacia, canxi phosphat, alginat,
gelatin, canxi silicat, xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, xenluloza, nudc, si-
rd, metyl xenluloza, metylhydroxybenzoat, propylhydroxybenzoat, bot talc, magie
stearat, ddu khoang, v.v., nhung khong giéi han & d6. Khang thé khang CD43 con
¢6 thé bao gém mot hogic nhiéu loai duge chon tir nhém gdm chét pha lodng, ta duoc,
chét 1am tron, chét gitr do Am, chit lém ngot, chét tao huong, chit nhii héa, huyén
phi, chit bao quan, v.v., thuong duge st dung dé diéu ché dugc phdm khac véi céc
thanh phdn.

Hoat chét hodc duoc pham c6 thé duge dung qua dudng miéng hodc ngoai
duong tiéu hoa. Trong trudng hgp dung ngoai duong ti€u hoa, nd co thé dugc ding
bang cach tiém trong tinh mach, tiém duéi da, tiém trong co, tiém trong mang bung,
dung trong ndi bi, ding khu trl, dung trong miii, ding trong phéi, hoic ding trong
truc trang, v.v.. Trong trudong hop dung qua duong miéng, ché phim dung qua dudng
miéng nén dugc phi hodc dugce bao ché dbi vai thude c6 hoat tinh duge bao vé khoi

su phan huy trong da day, do protein hodc peptit duoc tiéu héa. Ngoai ra, khang thé
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khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén cta né c6 thé dugc ding bang thiét
bi bat ky ma nho d6 vat liéu c¢6 hoat tinh c6 thé dugc phan phéi dén té bao dich.

¢ day, “lugng hitu hiéu dugce phém” c6 nghia 14 lugng thé hién tac dung cé
y nghia didu tri bénh cua thudc. Mot lugng hiru hidu duoc pham cia hoat chét dbi
v6i liéu don c6 thé dugc ké don khac nhau theo cac yéu té nhu phuong phap bao
ché, cach dung, 46 tudi, can nang, gidi tinh, tinh trang bénh ctia bénh nhan, thic an,
thoi gian dung, khoang thoi gian diing, dudng ding, tdc do bai tiét va tinh nhay cam.
Vi du, mot lugng hiru hiéu duge phém cua hoat chét (vi dy, khéng thé khang CD43
ho#c manh lién két khang nguyén ctia n6) dbi vai lidu don c6 thé 12 nim trong khoang
tir 0,001 dén 100 mg/kg, hodc tir 0,02 dén 10 mg/kg, nhung khong gii han & do.
Lugng hitu hi€éu dugc phém 1idu don c6 thé duge bao ché duéi dang mot ché phém
& dang dung tich don vi, dugc bao ché & cac lurgng thich hgp, hodc duge diéu ché
bang cach dd diy vat chira da dung tich.

Bénh ung thu thé rin c6 thé c6 nghia 1a tat ca bénh 4c tinh khong lién quan
dén mau khac v6i bénh mau 4c tinh. Vi dy, bénh ung thu thé rén c6 thé 12 mot hodic
nhiéu loai dugce chon tir nhém gdm bénh ung thu phdi (vi du, caxinom té bao vay,
bénh ung thu phdi té bao nhé, bénh ung thu phéi té bao khong nhéd, caxinom tuyén
& phéi, caxinom té bao vay & phdi), bénh ung thu mang bung, bénh ung thu da, u
héc sic t6 trong da hodc nhén ciu, bénh ung thu truc trang, bénh ung thu gan hau
mon, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu rudt non, bénh ung thu tuyén noi tiét,
bénh ung thu tuyén can gidp, bénh ung thu tuyén thuong than, sacom md mém, bénh
ung thu niéu dao, bénh ung thu da day-rudt, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuyén
tuy, u nguyén bao dém, bénh ung thu cd, bénh ung thu buéng tring, bénh ung thu
gan, bénh ung thu tGi mat, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu vi, bénh ung thu
rudt két, bénh ung thu rudt gia, bénh ung thu tr cung, bénh ung thu mang trong da
con, bénh ung thu cd tir cung, bénh ung thu tuyén nudc bot, bénh ung thu than, bénh
ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu 4m hg, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu
d4u va cd, bénh ung thu ndo, sacdm xuong, v.v., nhung khong gidi han & do. Vi dy,
bénh ung thu thé rin c6 thé 1a bénh ung thu da day, bénh ung thu v, bénh ung thu
phéi, bénh ung thu rudt gia, bénh ung thu gan, bénh ung thu t4i mat, bénh ung thu
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than, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu buéng tring,
bénh ung thr ¢d tir cung, bénh ung thu tuyén tién liét, hodc bénh ung thu bang quang.
Bénh ung thu nay khong chi bao gdbm bénh ung thu tién phat ma con bao gdm bénh
ung thu di cin. Ngoai ra, bénh ung thu thé rin c6 thé 13 bénh ung thu c6 tinh khang
v&i céac tac nhan diéu tri bénh ung thu thong thuong (vi duy, tdc nhan diéu tri bénh
ung thu phén tir nho (hoéa chit chdng ung thu), tac nhan chdng chuyén hoéa, tac nhan
alkyl hoéa, thube khang sinh, vinca alkaloit, enzym, ho6c mdn, tac nhan tri li¢u dich,
va/hoidc tac nhan tri liéu khang thé, v.v.), va co thé 13 bénh ung thu tai phat sau khi
didu tri bing c4c tac nhan diéu tri bénh ung thu thong thuong (vi du, tac nhan didu
tri bénh ung thu phan tir nho (héa chét chéng ung thw), tic nhan chéng chuyén hoa,
tac nhan alkyl héa, thude khang sinh, vinca alkaloit, enzym, ho6c mon, tidc nhén tri
liéu dich, va/hodc tac nhan tri li€¢u khang thé, v.v.).

Téc dung diéu tri d6i v6i bénh ung thur thé ran khong chi bao gbm su trc ché
sinh trudng (s giam dinh luong) va co ché gy chét té bao theo churong trinh ciia té
bao ung thu (cu thé 13, t& bao gbc ung thu) hoic mod ung thu chira chiing, ma con bao
gdm tac dung rc ché d6i voi sy 1am gidm bénh ung thu bang cach tc ché su di trd,
xam 14n, di can, v.v..

J day, “viéce trc ché té bao gdc ung thu” c6 nghia tAt ca su e ché chirc ning
va/hodc dinh lugng cua té bao géc ung thu nhu sy e ché sinh trudng (su giam dinh
lwgng), co ché gay chét té bao theo chuong trinh, v.v., vi/hodc diéu tri va/hodc cai
thién bénh ung thu trong d6 té bao gbc ung thu duge bao gbm.

3 day, “bénh nhan” c6 nghia 12 bénh nhén cin diéu trj bénh ung thu (vi dy,
bénh ung thu thé rin hoic bénh méu 4c tinh), va/hodc sy trc ché té bao gbc ung thu,
vi du, té bao géc ung thu trong bénh mau ac tinh hodc bénh ung thu thé rin, va c6
thé 1a tht ca dong vat c6 v, vi du, ngudi, va c6 thé 12 bénh nhan bi bénh ung thu, c6
cac triéu ching cia bénh ung thu, hodc c¢6 nguy co tién trién bénh ung thu, hoic té
bao, mo, dich thé, hodic méi trudng nudi cdy chung dugc phan lap tir do.

Theo mdt phuong an khéc, sdng ché d& xuét thé lién hop trong d6 khang thé
khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két véi epitop duoc

dinh vi trong mién ngoai bao ciia CD43 va té bao gbc ung thur, vi du, té bao gbc ung
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thu trong bénh m4u 4c tinh hoic bénh ung thur thé rén, trong d6 khang thé hoac manh
lién két khang nguyén lién két voi t& bao gbe ung thu. Mot phuong 4an dé xuit
phuong phép tao ra thé lién hop trong d6 khang thé khang CD43 hoic manh lién két
khang nguyén ctia n6 ma lién két vé6i epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cia
CD43, va té bao gbc ung thu, vi dy, té bao gdc ung thu trong bénh méu 4c tinh hoic
bénh ung thu thé rén, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén lién két
v6i té bao gbc ung thu, bao gdbm bude tiép xtic khang thé khang CD43 hogic méanh
lién két khang nguyén cua né ma lién két véi epitop duge dinh vi trong mién ngoai
bao ctia CD43 véi mau bénh ung thu, vi du, miu bénh ung thu thé rin hoic ding n6
cho bénh nhan bi bénh ung thu, nhu bénh ung thu thé rin bénh nhan. Phuong phép
nay c6 thé duogc tién hanh in vivo hodc in vitro. Thé lién hop ho#ic phuong phap tao
ra tuong tu c6 thé duge sir dung cho cac muc dich 1dm sang, chan doén, va/hoic thi
nghi€ém ciing nhu viéc diéu tri bénh ung thu thé rn. Vi dy, né c6 thé duge sir dung
dé x4c nhan sy tdn tai cua té bao géc ung thu, vi dy, té bao gbc ung thu trong bénh
mau 4c tinh hodc bénh ung thu thé rin va/hodc sy hién thi vé té bao géc ung thu, vi
du, té bao gbc ung thu trong bénh mau 4c tinh hoic bénh ung thu thé rén, bang cach
xac dinh xem liéu phirc hop cé duogce tao ra khi khéng thé khang CD43 hodc manh
lién két khang nguyén ciia né tiép xtc v6i miu bénh ung thu. Sau d6, khéng thé
khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ctia né c6 thé con bao gdm vat liéu
chi thi (chat danh d4u). Vat lidu chi thi c6 thé 1a mét hodc nhiéu loai dugc chon tir
nhém gdm chét déng vi phong xa, vat liéu huynh quang, nhém mau, thudc nhudm,
v.v.. VAt liéu huynh quang c6 thé 1a tit ca cc vat liéu huynh quang thudng c6 sén,
va vi du, c6 thé 1a mdt hodic nhiéu loai dugc chon tir nhém gbm fluoresxein
isothioxyanat (FITC), phycoerythrin (PE), alophycoxyanin (APC) hodc biotin,
nhung khong gi6i han & d6. V4t liéu chi thi c6 thé dugc két hop (dugc lién két) véi
khang thé hoic manh lién két khang nguyén bang cac phuong phap phd bién (vi du,
cac lién két hoa hoc nhu lién két cdng hoa tri, lién Két phéi tri, lién két ion, v.v.). Su
két hop ctia khang thé (hoic manh lién két khang nguyén) va vat liéu chi thi c6 thé
1a theo k¥ thuat da dugc biét rd trong linh vuc k¥ thuat thude vé sang ché.

M3u bénh ung thu c6 thé 1a dong té bao ung thu hodc t& bao, md, dich thé,
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v.v., dugc phén 14p tir bénh nhan bi bénh ung thu hoic dugc nudi céy nhan tao. Mau
bénh ung thu thé rén c6 thé 1a dong té bao ung thu ran hodc té bao, md, dich thé,
v.v., dugc phén 1dp tir bénh nhan bi bénh ung thu thé rin hodc dugc nudi céy nhan
tao.

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé xuét viéc sir dung 1am chi thi dé phat
hién té bao gbc ung thu, vi dy, t& bao gbc ung thu ctia bénh mau 4c tinh hodc bénh
ung thu thé rdn ctia CD43, cu thé epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cia
CD43. Cy thé, mot phuong 4n dé xudt ché phdm dé phat hién té bao gbc ung thur, vi
du, té bao gbc ung thu trong bénh mau 4c tinh hoic bénh ung thu thé rin, bao gdm
vat liéu twong tac vai CD43, cu thé epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cia
CD43. Mot phuong 4n dé xuét phuong phap phat hién té bao gdc ung thu, vi du, té
bao gdc ung thu trong bénh méu 4c tinh hoic bénh ung thu thé rin bao gdm budc
tiép xuc vt liéu tuong tac véi CD43, cu thé epitop dugc dinh vi trong mién ngoai
bao cia CD43, va budc do xem li€u CD34, cu thé epitop dugc dinh vi trong mién
ngoai bao ctia CD43, cé tuong tic vai vat liéu hodc mirc do cta ching. Trong trudong
hop nay, khi tuong tac gitta CD43, cu thé epitop duge dinh vi trong mién ngoai bao
ciia CD43, va vt liéu c6 mit, hodc mic cia nd cao, mau té bao nay co thé dugc
quyét dinh (dugc xac dinh) 12 bao gdm té bao gbc ung thu, vi du, té bao gbc ung thu
trong bénh mau 4c tinh hodc bénh ung thu thé rin. VAt liéu trong tac c6 thé 1a mot
hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém gém tat ca cac vat liéu ma co thé tuong tac vai
CD43, cu thé epitop duoc dinh vi trong mién ngoai bao cia CD43, vi dy, vét lidu
hoéa hoc (hoa chit phan tir nho), khang thé, manh lién két khang nguyén cua khéng
thé, aptame, v.v.. Liéu c6 su twong tic, c6 thé dugc do boi cac phuong phap phan
tich protein phd bién st dung vat liéu twong téc, vi dy, sdc ky mién dich, thir nghiém
hép thu mién dich lién két enzym (ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa (RIA),
thir nghiém mién dich enzym (EIA), thit nghiém mién dich huynh quang (FIA), thi
nghiém mién dich phat quang (LIA), k¥ thuat thdm tach protein, su lai huynh quang
in situ (FISH)-, dém té bao theo dong chay, phuong phép vi ddy, v.v., nhung khong
gi6i han & d6. MAu té bao nay c6 thé 12 md, té bao, hodc mdi trudng nudi cay cua

chiing dugc phan 14p tir dong vat c6 v, vi du, ngudi, va vi dy, c6 thé 1a t€ bao ung
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thu, md ung thu, hodc mdi trudng nudi ciy cua chung dugc phéan lap tir bénh nhan
bi bénh ung thw, vi du, bénh nhan bi bénh ung thu thé rin.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché d& xuit cach sir dung dé sang loc cac
chét tri liéu bénh ung thu thé rin chira epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cia
CD43.

Theo mdt phuwong an khéc, sang ché @ xudt tac nhan dé sang loc cac chit
chbng bénh ung thu thé rin bao gbém epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cua
CD43.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuit phuong phéap sang loc cac tac
nhan diéu tri bénh ung thu thé rin bao gdm budc cho hop chat du tuyén tiép xtc véi
epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cua CD43, va budc lua chon hgp chat du
tuyén lién két véi epitop dé xac dinh n6 1a chét du tuyén dé didu tri bénh ung thu thé
ran,

T4c nhan (chét) tri liéu bénh ung thu thé rin dugc sang loc nhu trén c6 thé
dwoc dic trung bdi cb tac dung trc ché té bao gdc ung thur, vi du, té bao gbc ung thu
trong bénh mau 4c tinh hodc bénh ung thu thé ran.

Do d6, theo mdt phuong 4n khac, sang ché d& xuét cach sir dung dé sang loc
tac nhan trc ché té bao gbc ung thu, vi dy, té bao gdc ung thu clia bénh méu 4c tinh
hodc bénh ung thu thé ran, cua epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao cia CDA43.

Theo mot phuong an khéc, sang ché d& xuit tac nhan dé sang loc tc nhan
trc ché té bao gdc ung thu, vi du, té bao gdc ung thu ctia bénh méu 4c tinh hoic bénh
ung thu thé rin, ciia epitop dugc dinh vi trong mién ngoai bao ctia CD43.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xuét phuong phap sang loc tac nhan
trc ché té bao gbc ung thu, vi dy, té bao gbc ung thu trong bénh méu 4c tinh hoic
bénh ung thu thé rin, bao gdm budc cho hop chét du tuyén tiép xtic véi epitop dugc
dinh vi trong mién ngoai bao ctia CD43, va buéc lwa chon hop chét du tuyén lién
két v6i epitop dé xac dinh n6 1a vat lidu du tuyén cla tac nhan tc ché té bao gbc ung
thu, vi du, té bao gbc ung thu trong bénh méu 4c tinh hodc bénh ung thu thé ran.

Hop chét du tuyén lién két vdi epitop c6 thé ¢6 4i luc lién két véi epitop (Kd;
vi dy, dugc do bing phép phan tich Scatchard) bang 1 mM hoic nho hon, 100 nM

27



51426 28/267

hoac nho hon, 10 nM hodc nho hon, 5 nM hodc nhé hon, hodc 3 nM hoédc nhd hon,
vi du, tir 1 pM dén 1 mM, tir 1 pM dén 100 nM, tir 1 pM dén 10 nM, tir 1 pM dén 5
nM, tir 1 pM dén 3 nM, tir 10 pM dén 1 mM, tir 10 pM dén 100 nM, tir 10 pM dén
10 nM, tir 10 pM dén 5 nM, tir 10 pM dén 3 nM, tir 100 pM dén 1 mM, tir 100 pM
dén 100 nM, tir 100 pM dén 10 nM, tir 100 pM dén 5 nM, tir 100 pM dén 3 nM, tir
1 nM dén 1 mM, tir 1 nM dén 100 nM, tir 1 nM dén 10 nM, tir 1 nM dén 5 nM, hozc
tir 1 nM dén 3 nM.

Epitop 1a nhu dugce dé cap & trén va c6 thé c6 trinh ty axit amin duoc lya
chon trong SEQ ID NO: tir 131 dén 134. Epitop c6 thé duoc tao ra duéi dang toan
bd protein CD43 hodc mot ph?m bao gdm epitop, hodc dugc tdng hop hoa hoc hoic
duogc san xuét tai td hop.

Hop chét du tuyén c6 thé .duqc téng hop nhan tao hoic c6 thé 12 mot hodc
nhiéu loai duoc chon tir nhém gém c4c loai tu nhién, khac nhau cta céc hop chit,
polypeptit, oligopeptit, ciu tric peptit hodc ciu triic protein (vi du, khang thé, manh
lién két khang nguyén ctia khang thé, khang thé peptit, khang thé nano (nanobody),
v.v.), polynucleotit, oligonucleotit, ARN ddi nghia, shARN (ARN kep toc ngin),
siARN (ARN gay nhiéu nho), aptame, dich chiét ty nhién, v.v..

Su két hop ctia hop chit dy tuyén va epitop c6 thé duge tién hanh bang cach
x4c nhén su tao thanh phirc hop cua hop chét du tuyén va epitop, va né c6 thé dugc
tién hanh béng cac phuong phap khic nhau da duge biét phd bién trong linh vuc k¥
thuat. Vi dy, n6 ¢6 thé dugc do bing phan tmg enzym phd bién, huynh quang, phat
quang va/hodc sy do buc xa, va cu thé 13, c¢6 thé dugc do bing phuong phap duoc
chon tir nhém gém sic ky mién dich, héa mé mién dich, thir nghiém h'c“ip thu mién
dich lién két enzym (ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa (RIA), thir nghiém
mién dich enzym (EIA), thir nghiém mién dich huynh quang (FIA), thit nghiém mién
dich phat quang (LIA), k¥ thuét thdm tach protein, v.v., nhung khong gi6i han & dé.

Theo mdt phuong an, tdc nhan didu tri bénh ung thu thé rin hoic tic nhan
trc ché té bao géc ung thu dugc sang loc nhu trén co thé 1a mot hodc nhiéu loai dugc
chon tir nhém gdm khang thé, manh lién két khang nguyén cia khéng thé, cu tric

protein gidng khang thé (vi du, khang thé peptit, khang thé nano), v.v..
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Theo mdt phuong an khac, duge phém diéu tri bénh ung thu thé rén chura tac
nhén diéu trj bénh ung thu thé rin dugc sang loc nhur trén duoc dé xuit. Mot phirong
4n d& xuét phuong phap diéu tri bénh ung thur thé rin bao gdbm budc ding mot lwong
hiru hiéu dwgc phim cua tac nhan da sang loc dé didu tri bénh ung thwr thé rén cho
bénh nhan can diéu tri bénh ung thu thé rin. Theo mot phuong an, bénh ung thu thé
ran c6 thé 1a bénh ung thu da day.

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé xudt dugc phdm dé e ché té bao gbc
ung thu, vi duy, té bao géc ung thu trong bénh méu 4c tinh hodc bénh ung thu thé rin
bao gdm tac nhan e ché té bao gdc ung thu dugc sang loc nhu trén. Mot phuong 4n
dé xuét phuong phap e ché té bao gbe ung thr, vi du, té bao gbc ung thu trong bénh
mau ac tinh hodc bénh ung thu thé rén bao gém budc dung mot lugng hitu hiéu duge
phim ctia tac nhan wc ché té bao gdc ung thu nhu trén cho bénh nhén bi bénh ung
thu, vi dy, bénh ung thu thé rin bénh nhan. Theo mdt phuong 4n, bénh ung thur thé
rin c6 thé 1a bénh ung thu da day.

Theo mot phwong 4n khac, sang ché dé xuit khang thé khang CD43 méi
hodc manh lién két khang nguyén cta n6. Khang thé khang CD43 hoic manh lién
két khang nguyén cta n6 c6 thé lién két véi epitop dugc dinh vi trong mién ngoai
bao ctia CD43. Epitop c6 thé 1a polypeptit bao gdm tir 6 dén 9 axit amin lién tiép
trong mién ngoai bao cia CD43 chira trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO: 131.

Khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén cta n6 bao gdm
ving bién ddi chudi nang (VH) va ving bién dbi chudi nhe (VL). Khéng thé khang
CD43 hodc manh lién két khang nguyén ctia né c6 thé 1a khang thé c6 ngudn gde tir
dong vat (vi dy, khéng thé chuot nhét), khang thé kham, hoic khéng thé duogc nhan
héa, va c6 thé 1a khang thé don dong hoic khang thé da dong, va n6 ¢ thé dugc san
xuit khong ty nhién (vi du, su tdng hop héa hoc hogc sinh hoc, phuong phap tai td
hop, v.v.).

Ving bién dbi chudi ning c6 thé bao gdm ving quyét dinh tinh b trg (CDR)
thir nhat (CDR1H), CDR thir hai (CDR2H) va CDR thtr ba (CDR3H), theo thir tyr tir
dAu cubi N dén dau cubi C.

Theo mé6t phuong an, khéng thé khang CD43 hodc manh lién két khang
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nguyén ctia n6 c6 thé bao gdm CDR1H bao gdm trinh tyr axit amin GYXiMN (SEQ
ID NO: 110; X; ¢6 thé dwge chon tir tht ca cac axit amin, va vi du, c¢6 thé 14 F hoac
Y) (vi dy, GYFMN (SEQ ID NO: 111) hoic GYYMN (SEQ ID NO: 112)), CDR2H
bao gdm trinh ty axit amin RINPNX,GDSFYNQKFX;G (SEQ ID NO: 113; X, va
X3 ¢6 thé dugc chon tir tAt c& cac axit amin mot cach tuong ung, va vi du, Xz ¢6 thé
14 N hoic S, va X3 ¢6 thé 1a Q hodc K) (vi du, RINPNNGDSFYNQKFQG (SEQ ID
NO: 114), RINPNSGDSFYNQKFQG (SEQ ID NO: 115),
RINPNNGDSFYNQKFKG (SEQ ID NO: 116), hoac RINPNSGDSFYNQKFKG
(SEQ ID NO: 117)), va CDR3H bao gbm trinh ty axit amin EGYYGGRGYALDY
(SEQ ID NO: 118) 14 thanh phén thiét yéu ctia viing bién ddi chudi ning.

Ving bién dbi chudi ning con c6 thé bao gdbm khung ctia globulin mién dich
& ddu cubi N va/hoic ddu cudi C cia ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) dugc dé
cap & trén. Cu thé hon, ving bién d6i chudi ning c6 thé bao gdm khung thir nhét
(FR1H), ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) thtt nhit (CDR1H), khung thtt hai
(FR2H), CDR thit hai (CDR2H), khung thir ba (FR3H), CDR thir ba (CDR3H), va
khung thtr tr (FR4H) theo thir tu tir diu cudi N dén dau cubi C.

Theo mét phuong 4n cu thé, khang thé khang CD43 hoic manh lién két
khéng nguyén cua n6 dugc nhén hoa, va

(i) FR1H c6 thé bao gdm trinh ty axit amin tir s6 1 dén s6 30 ctia mot trong
s6 SEQ ID NO: 83 dén SEQ ID NO: 94, hojc trinh tyr axit amin ¢6 95% hodc 16n
hon, 96% hodc 16n hon, 97% hodc 16n hon, 98% hodc 16n hon, 99% hodc 16n hon,
99,1% hodc 16n hon, 99,2% hoéc 16n hon, 99,3% hoéc 16n hon, 99,4% hodc 16n hon,
99,5% hoic 16n hon, 99,6% hodc 16n hon, 99,7% hoéc 16n hon, 99,8% hodéc 16n hon,
99,9% hodc 16n hon, trinh tur tuong déng v64i trinh tu axit amin & trén;

(ii) CDR1H c6 thé bao gdm trinh tyr axit amin GYXiMN (SEQ ID NO: 110;
X1 ¢6 thé duge chon trong s6 tht ca cac axit amin, va vi du, c6 thé 1a F hoic Y), va
vi du, ¢cb thé bao gf‘)m trinh tu axit amin GYFMN (SEQ ID NO: 111) hodc GYYMN
(SEQID NO: 112);

(iii) FR2H c6 thé bao gdm trinh tir axit amin tir s6 36 dén s 49 trong sb mot

trong s6 SEQ ID NO: 83 dén SEQ ID NO: 94, hogc trinh tu axit amin ¢6 95% hodc

30



51426 31/267

16n hon, 96% hodc 16n hon, 97% hodc 16n hon, 98% hodc 16n hon, 99% hodc 16n
hon, 99,1% hodc 16n hon, 99,2% hodc 16n hon, 99,3% hodc 16n hon, 99,4% hodc
16n hon, 99,5% hodc 16n hon, 99,6% hoac 1é6n hon, 99,7% hoac 16n hon, 99,8% hoic
16n hon, 99,9% hodc 16n hon, trinh ty tuong déng v6i trinh tur axit amin néu trén;

(iv) CDR2H c6 thé bao gdm trinh tyr axit amin RINPNX,GDSFYNQKFX;G
(SEQ ID NO: 113; mdi trong s6 X» va X3 ¢6 thé 1a doc 1ap duoc chon tir tht ca cac
axit amin, va vi du, X2 c6 thé 1a N hoidc S, X3 ¢6 thé 1a Q hodc K), va vi du, c6 thé
bao ng)m trinh ty axit amin RINPNNGDSFYNQKFQG (SEQ ID NO: 114),
RINPNSGDSFYNQKFQG (SEQ ID NO: 115), RINPNNGDSFYNQKFKG (SEQ
ID NO: 116), hoac RINPNSGDSFYNQKFKG (SEQ ID NO: 117);

(v) FR3H ¢6 thé bao gdm trinh tyr axit amin tir s6 67 dén s6 98 trong s6 mot
trong ) SEQ ID NO: 83 dén SEQ ID NO: 94, hoic trinh ty axit amin c6 95% hodc
16n hon, 96% hodc 16n hon, 97% hoic 16n hon, 98% hodc 16n hon, 99% hodc 16n
hon, 99,1% hodc 16n hon, 99,2% hodc 16n hon, 99,3% hodc 16n hon, 99,4% hoidc
16n hon, 99,5% hodc 16n hon, 99,6% hodc 16n hon, 99,7% hodc 16n hon, 99,8% hodc
16n hon, 99,9% hodc 16n hon, trinh ty tuong déng v6i trinh tu axit amin néu trén;

(vi) CDR3H c6 thé bao gdm trinh tyr axit amin EGYYGGRGYALDY (SEQ
ID NO: 118);

(vii) FR4H c6 thé bao gbm trinh tur axit amin tir s6 112 dén sb 122 trong s
mét trong s6 SEQ ID NO: 83 dén SEQ ID NO: 94, hoic trinh tyr axit amin c6 95%
hoic 16n hon, 96% hodc 16n hon, 97% hoac 16n hon, 98% hoéc 16n hon, 99% hodc
16n hon, 99,1% ho#c 16n hon, 99,2% hodc 16n hon, 99,3% hoéc 16n hon, 99,4% hodc
16m hon, 99,5% hodc 16n hon, 99,6% hoic 16n hon, 99,7% hodc 16n hon, 99,8% hodc
16n hon, 99,9% hoic 16n hon, trinh tu trong ddng v&i trinh ty axit amin.

Vung bién dbi chudi nhe c6 thé bao gdm CDR thir nhit (CDR1L), CDR thit
hai (CDR2L) va CDR thtt ba (CDR3L), theo thir tu tir diu cubi N dén du cudi C.

Theo mdt phuong &n, khang thé khang CD43 hozc manh lién két khang
nguyén ctia n6 c6 thé bao gdm CDRIL bao gdm trinh ty axit amin RTSQDISNYLN
(SEQ ID NO: 119); CDR2L bao gdm trinh ty axit amin X4TXsRLHS (SEQ ID NO:

120; X4 va Xs c6 thé duogc chon tir tit ca cc axit amin mot cach twong Gng, va vi dy,
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X4c6thé 1A N, Q hodic A, va Xsc6 thé 1a S hodic A) (vi dy, NTSRLHS (SEQ ID NO:
121, NTARLHS (SEQ ID NO: 122), QTSRLHS (SEQ ID NO: 123), hoic
ATSRLHS (SEQ ID NO: 124)); va CDR3L bao gém trinh tu axit amin QQSNMFPY
(SEQ ID NO: 125) 14 thanh phén thiét yéu cta ving bién dbi chudi nhe.

Ving bién d6i chudi nhe con c6 thé bao gdm khung ctia globulin mién dich
& dau cudi N va/hodc du cudi C clia viing quyét dinh tinh b trg (CDR) dugc dé
cip & trén. Cu thé hon, ving bién dbi chudi nhe c6 thé bao gdm khung thir nhat
(FRIL), ving quyét dinh tinh b trg (CDR) thtr nhit (CDR1 L), khung thi hai (FR2
L), CDR thir hai (CDR2 L), khung thir ba (FR3 L), CDR thir ba (CDR3 L), va khung
thir tr (FR4 L) theo thtr ty tir ddu cubi N dén dau cubi C.

Theo mot phuong &n cy thé,

(viii) FR1L c6 thé bao gdm trinh tyr axit amin tir s6 1 dén s6 23 trong s6 mot
trong s6 SEQ ID NO: 95 d¢én SEQ ID NO: 109, hoc trinh tir axit amin c¢6 95% hosc
16n hon, 96% hodc 16n hon, 97% hodac 1én hon, 98% hoac 16n hon, 99% hodc 16n
hon, 99,1% hodc 16n hon, 99,2% hodc 16n hon, 99,3% hodc 16n hon, 99,4% hoidc
16n hon, 99,5% hodc 16n hon, 99,6% hodc 16n hon, 99,7% hodéc 16n hon, 99,8% hodc
16n hon, 99,9% hodc 16n hon, trinh tu tuong ddng vdi trinh ti axit amin & trén;

(ix) CDRI1L ¢6 thé bao gdm trinh tu axit amin RTSQDISNYLN (SEQ ID
NO: 119);

(x) FR2L ¢6 thé bao gdm trinh ti axit amin tir s6 35 dén s6 49 trong s& mot
trong s SEQ ID NO: 95 d¢én SEQ ID NO: 109, hoic trinh tyr axit amin c6 95% hodc
16n hon, 96% hodc 16n hon, 97% hodc 16n hon, 98% hodc 16n hon, 99% hoac 16n
hon, 99,1% hodc 16n hon, 99,2% hodc 16n hon, 99,3% hodc 16n hon, 99,4% hodc
16n hon, 99,5% hoac 16n hon, 99,6% hodc 16n hon, 99,7% hodc 16n hon, 99,8% hodc
16n hon, 99,9% hodc 16n hon, trinh tuy tuong déng v6i trinh tu axit amin & trén;

(xi) CDR2L c6 thé bao gbm trinh tu axit amin X4sTXsRLHS (SEQ ID NO:
120; mdi trong $6 X4 va Xs ¢6 thé 1a doc 1ap dugc chon tir tAt ca cac axit amin, va,
vi du, X4 c6 thé 1a N, Q, hodc A, va X5 ¢co thé 1a S hodc A), va vi du, c6 thé bao gém
NTSRLHS (SEQ ID NO: 121, NTARLHS (SEQ ID NO: 122), QTSRLHS (SEQ ID
NO: 123), hoiac ATSRLHS ((SEQ ID NO: 124).
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(xii) FR3L c6 thé bao gdm trinh ty axit amin tir s6 57 dén s6 88 trong s6 mot
trong s6 SEQ ID NO: 95 d¢én SEQ ID NO: 109, hoic trinh ty axit amin c6 95% hoc
16n hon, 96% hodc 16n hon, 97% hodc 16n hon, 98% hodc 16n hon, 99% hodc 16n
hon, 99,1% hodc 16n hon, 99,2% hodc 16n hon, 99,3% hodc 1én hon, 99,4% hoic
16n hon, 99,5% hodc 16n hon, 99,6% hodc 16n hon, 99,7% hodc 16n hon, 99,8% hoac
16n hon, 99,9% hozc 16n hon, trinh ti trong ddéng vdi trinh ti axit amin & trén.

(xiii) CDR3L ¢6 thé bao gdm trinh tur axit amin QQSNMFPY (SEQ ID NO:
125);

(xiv) FRAL c6 thé bao gbdm trinh tr axit amin tir s6 97 dén s 108 trong s6
mot trong sé SEQ ID NO: 95 dén SEQ ID NO: 109, hoic trinh tir axit amin c¢6 95%
hodc 16n hon, 96% hodc 16n hon, 97% hodc 16n hon, 98% hodc 1é6n hon, 99% hoac
16n hon, 99,1% hodc 16n hon, 99,2% hodc 16n hon, 99,3% hodc 16n hon, 99,4% hoac
16n hon, 99,5% hodc 16n hon, 99,6% hodc 16n hon, 99,7% hodc 16n hon, 99,8% hoac
16n hon, 99,9% hodc 16m hon, trinh tr twong ddng véi trinh ty axit amin néu trén.

Theo mot phuong 4n, khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang
nguyén cua né ¢6 thé bao gdm ving bién ddi chudi niang va viing bién ddi chudi nhe.
Ving bién ddi chudi nang c6 thé bao gdm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:
2,6,10, 14, 18,22, 26, 30, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, hodc 94. Vung
bién ddi chudi nhe c6 thé bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, 8, 12,
16, 20, 24, 28, 32, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
hodc 109.

Vi duy, khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén cta né ¢
thé duogc nhan héa, va c6 thé dugc minh hoa 13 bao gbm ving bién dbi chudi ning
va ving bién d6i chudi nhe duoc xac dinh nhu sau:

(a) ving bién di chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
83 va vung bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 95;

(b) ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
84 va vung bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 96;

(c) ving bién ddi chudi ning chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:

85 va ving bién dbi chubi nhe chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 97;
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(d) viing bién d6i chudi ning chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:
86 va vung bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 98;
(e) ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
87 va viing bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 99;
| (f) ving bién ddi chubi ning chtra trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:
88 va ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 100;
(g) ving bién dbi chudi nang chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
89 va vung bién dbi chudi nhe chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 101;
(h) viing bién dbi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
90 va vung bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 102;
(i) ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
91 va ving bién ddi chubi nhe chira trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO: 103;
(j) ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
93 va vung bién dbi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 103;
(k) ving bién d6i chudi ning chira trinh t axit amin néu trong SEQ ID NO:
94 va ving bién d6i chudi nhe chira trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO: 106;
(1) vung bién ddi chudi nang chira trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:
91 va viing bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 97;
(m) vung bién @i chudi ning chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:
85 va ving bién ddi chudi nhe chira trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 103;
(n) ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
93 va vung bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 107;
(0) viing bién dbi chudi ning chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:
93 va vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 108;
hodc
(p) ving bién dbi chudi nang chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
93 va vung bién dbi chudi nhe chira trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 109.
Mot phuong 4n cu thé, trinh tur axit amin ciia khung duge bao gbm trong
khang thé khang CD43 dugc nhan héa hoic ménh lién két khang nguyén ciia n6 ¢

thé duoc minh hoa nhu sau, nhung khong gidi han & do:
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(i) FR1H c6 thé bao gbém gbc axit amin tir s6 1 dén s6 30 ciia mdt trong sd
SEQ ID NO: 83 dén 94;

(ii) FR2H c6 thé bao gém gbc axit amin tir s6 36 dén sd 49 clia mot trong sd
SEQ ID NO: 83 dén 94;

(iii) FR3H c6 thé bao gdm gdc axit amin tir s6 67 dén sd 98 clia mét trong
s6 SEQ ID NO: 83 dén 94;

(iv) FR4H c6 thé bao gdm gbc axit amin tir s6 112 dén s6 122 ctia mot trong
s6 SEQ ID NO: 83 dén 94;

(v) FRIL ¢6 thé bao gbm gbc axit amin tir s6 1 dén s 23 ctia mét trong s6
SEQ ID NO: 95 dn 109;

(vi) FR2L ¢6 thé bao gdm gdc axit amin tir s6 35 dén s 49 ctia mot trong s6
SEQ ID NO: 95 dén 109;

(vii) FR3L c6 thé bao gdm gdc axit amin tir s6 57 dén s6 88 ctia mot trong
s6 SEQ ID NO: 95 dén 109;

(viii) FR4L c6 thé bao gdm gdc axit amin tir s 97 dén s6 108 clia mot trong
s6 SEQ ID NO: 95 dén 109.

Trong mot vi du khac, khang thé khang CD43 hodc manh lién két khéng
nguyén ctia n6 con c6 thé bao gdm viing hang dinh chudi ning & ngudi va/hodc ving
hing dinh chudi nhe & ngudi dugce tao ra tir globulin mién dich & ngudi. Globulin
mién dich & ngudi c6 thé dugc chon tir nhém gdm IgA, IgD, IgE, IgG (IgG1, IgG2,
IgG3, IgG4), IgM, v.v.. Vi dy, ving hing dinh chudi ning & ngudi cé thé bao gdm
trinh ty axit amin sb 123-452 néu trong SEQ ID NO: 40 hoic trinh ty axit amin ¢6
95% hodc 16n hon, 96% hoac 16n hon, 97% hodc 16n hon, 98% hodc 16n hon, 99%
hodc 16n hon, 99,1% hodc 16n hon, 99,2% hoadc 16n hon, 99,3% hodc 16n hon, 99,4%
hodc 16n hon, 99,5% hodc 16n hon, 99,6% hoac 16n hon, 99,7% hodc 16n hon, 99,8%
hodc 16n hon, 99,9% hoic 16n hon, trinh ty twong ddng véi trinh tu axit amin & trén;
va ving hang dinh chudi nhe & ngudi c6 thé bao gdm trinh tu axit amin s6 108-214
néu trong SEQ ID NO: 48 hodc trinh ty axit amin c¢6 95% hodc 16n hon, 96% hodc
16n hon, 97% hoic 16n hon, 98% hodc 16n hon, 99% hodc 16n hon, 99,1% hodc l6n

hon, 99,2% hodc 1én hon, 99,3% hodc 16n hon, 99,4% hodc 16n hon, 99,5% hodc
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16n hon, 99,6% hodc 16n hon, 99,7% hoéc 16n hon, 99,8% hodc 16n hon, 99,9% hoac
16n hon, trinh tir tuong ddng v6i trinh tir axit amin & trén.

Theo mdt phwong 4n khac, khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang
nguyén cia né c6 thé khac biét & chd gdc axit amin khong duoc glycosyl hoa. Déi
v6i didu nay, khi métip duoc glycosyl héa, vi du, métip N-glycosyl hoa (vi du, “N-
X-S/T” (X c6 thé 14 tit ca cac gbe axit amin)) 13 trong khang thé, cu thé, ving bién
dbi chudi nang va/hoic ving bién ddi chudi nhe, métip c6 thé duge cai bién. Vi du,
khi motip N-glycosyl hoa 1a “N-X-S/T> (X c¢6 thé 1a tht ca cac gdc axit amin), “N”,
“S/T” hogc ca hai trong sb chung trong métip c6 thé dwoc thay thé bang axit amin
khac v6i ban dau, mot cach tuong tmg. Theo mot phuong 4n, khang thé khang CD43
khong dugc glycosyl hoa hodc manh lién két khang nguyén ctia né cé thé bao gdbm
NTARLHS (SEQ ID NO: 122), QTSRLHS (SEQ ID NO: 123), hodc ATSRLHS
(SEQ ID NO: 124) 1a CDR2L. Theo mdt phuong an khac, khang thé khang CD43
khong duogc glycosyl héa hodic manh lién két khang nguyén ctia né c6 thé bao gdm
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 107, 108, hogc 109 13 ving bién ddi chudi
nhe.

Khéng thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 cu thé lién
két véi epitop dic trung duoc dé cap & trén cia CD43, va c6 thé duge chon tir nhém
gdm khéng thé dong vat (vi du, khang thé chudt nhit), khang thé kham, khing thé
duoc nhan héa va manh lién két khang nguyén cia chung. Khang thé dong vat c6
thé thu dugc tir cac loai dong vat khac véi ngudi, va vi dy, c6 thé thu dugc tir chudt
céng, chudt nhét, dé, chudt lang, Itra, thd, ngua, lac da khong budu, lac da, chim (vi
du, ga, vit, v.v.), va v.v., nhung khong giéi han & d6. Ky thuat dé cAu trac khéng thé
kham va/hodc khang thé dugc nhan hoa tir khang thé dong vat da duoc biét rd trong
Iinh vuc k§ thuat. Khang thé dugc nhan héa c6 thé 13 IgG (IgG1, [gG2, IgG3, 1gG4),
IgM, IgA, IgD, IgE hoc isotyp thich hop bat ky nhu phéan 16p bat ky.

3 day, lién két dac hidu v6i CD43 clia khang thé c6 thé c6 nghia la khang
thé ¢6 ai luc cao hon véi CD43 so véi peptit khong phai CD43, hodc ¢6 &i lyc cao
hon véi epitop duoc dé cap & trén ciia CD43 so v6i vang khac ctia CD43 hogc ving

ngoai bao khac.
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Lién két ctia khang thé va khang nguyén (cu thé hon, epitop) (lién két khang
nguyén-khang thé) c6 thé duoc do bang tit ca cac phwong phéap da biét trong linh
vire k¥ thuat. Vi du, lién két khang nguyén-khang thé c6 thé duoc do bang mot hodc
nhiéu loai phuong phap dwgc chon tir nhém gém ELISA, dém té bao theo dong chay,
nhudm héa mién dich, cam bién sinh hoc quang hoc BIAcore, v.v., nhung khong
gi¢i han & do6.

Thuét ngit doan (méanh) lién két khang nguyén duogc str dung & diy c6 nghia
12 mét phan (manh) cia khang thé c6 kha ning nhan dién dic hiéu khang nguyén
(CD43) hodc epitop dugce dé cap ¢ trén cia CD43 va/hodc lién két dic hiéu véi né.
Vi du, doan lién két khang nguyén c6 thé dugc chon tir nhém gdém cic manh Fab,
F(ab)2, Fv, scFv, scFv-Fc, v.v..

Theo mdt phuong 4n, epitop ciia khang CD43 c6 thé 1 scFv khang CD43.
ScFv khang CD43 ¢6 thé bao gobm CDRHI1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2, va
CDRL3 dugc d& cap & trén, hodc bao gdm ving bién ddi chudi ning va ving bién
d6i chudi nhe dugc dé cap & trén.

Déi véi scFv khang CD43, ving bién dbi chudi ning va ving bién dbi chudi
nhe dugc dé cap & trén c6 thé duoc lién két bang mot tac nhan lién két thich hop.
T4c nhan lién két nady ¢ thé 1a tac nhan lién két peptit gdbm tir 1 dén 100 hozc tir 2
dén 50 axit amin bat ky, va trinh ty thich hop da duge biét trong linh vuc k§ thuat
ndy. Theo mot phwong 4n, tac nhén lién két peptit co thé dugc biéu hién duéi dang
GGGXsS (X6 1a G hodc A; SEQ ID NO: 126) hodc (GGGXe6S)n (n 1a sd nguyén nim
trong khoang tir 1 dén 5, va X dugc bao gdm trong mdi don vi 13p lai doc 1ap 1a G
hodc A), va vi du, ¢6 thé bao gom trinh tu axit amin GGGASGGGGSGGGGS (SEQ
ID NO: 127) hoic GGGGSGGGGSGGGAS (SEQ ID NO: 128), nhung khong gidi
han & do6.

Theo mot phuong an, scFv khang CD43 ¢6 thé bao gdm trinh tyr axit amin
néu trong SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, hodc 58, nhung khong giéi han & do.

Theo mdt phuong 4n, khang thd khang CD43 hogc manh lién két khang
nguyén cla né c6 thé thé hién tinh gay doc té bao déi véi t€ bao dich duogc lién hop

v6i vat lidu gy doc té bao ma c6 thé gy ra su chét té bao (vi du, bao gom sy gay

37

37/267



51426 38/267

chét t& bao theo chwong trinh nhu co ché gay chét té bao theo chuong trinh). Vit
liéu gay doc t€ bao c6 thé 12 mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém gém tAt ca cac
hop chit (hop chit phan tir nhé; tac nhan diéu tri bénh ung thu, v.v.), protein, peptit,
oligonucleotit, polynucleotit, v.v., dd biét thé hién doc tinh d6i véi té bao, cu thé 13,
té bao ung thu trong linh vuc k¥ thuét, va vi duy, c6 thé 1a mot hodic nhiéu loai duoc
chon tir nhém gdm chit ddng vi phéng xa, hop chét giy doc té bao (phan tir nho),
protein gy doc té bao, tic nhan diéu tri bénh ung thu, v.v.. Protein giy ddc té bao
co thé 1a mot hodc nhiéu loai duge chon tir nhém gém rixin, saporin, gelonin,
momordin, debouganin, ddc td bach hau, doc td pseudomonas, v.v., nhung khoéng
gidi han & d6. Chit ddng vi phong xa c6 thé 1a mot hodc nhiéu loai dugc chon tir
nhém gdm 13!1, 88Rh, *°Y, v.v., nhung khong gi6i han & d6. Hop chit gay doc té bao
¢6 thé 12 mot hodc nhiéu loai duge chon tir nhém gém duocarmyxin, monometyl
auristatin E (MMAE), monometyl auristatin F (MMAF), N2'-deaxetyl-N2'-(3-
mercapto-1-oxopropyl)maytansin (DM1), PBD (Pyrolobenzodiazepin) dime, v.v.,
nhung khong gidi han & do.

Theo mét phwong an khéc, khang thé khang CD43 hoic méanh lién két khang
nguyén ctia n6 c6 thé duge tao ra dudi dang thé lién hop trong d6 chi thi ¢6 thé phat
hién duoc lién hop. Thé lién hop c6 thé 1a thudng duoc sit dung dé phét hién sy c6
mat cia CD43 hodc epitop dugce dé cap ¢ trén cia CD43 in vitro hodc in vivo. Chi
thi c6 thé phét hién co thé duoc chon tir tit ca cac vat liéu chi thi thuong duge biét
trong linh vyuc k¥ thuét, va vi dy, c6 thé 12 mot hodc nhiéu loai dugce chon tir nhém
gbdm chi thi phéng xa (vi dy, *H, 1C, ¥S, *0Y, ¥Tc, n, 12’1, 131, 177Lu, $6Ho,
1538m, v.v.), enzym, chit danh d4u huynh quang, chit danh diu phat quang, chat
danh ddu phét quang sinh hoc, chit danh diu tir, vat liéu héa hoc nhu biotin, v.v.,
nhung khong gidi han & do. D& Iya chon chit danh diu thich hop theo viéc st dung
khang thé hodc epitop 12 18 rang d6i v&i ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat nay.

Mot phuong é4n dé xuét dugc phdm dé ngin ngira va/hodc diéu tri bénh ung
thu chtra khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén ciia né lam hoat

chét. Mot phuong 4n dé xuit dugc phim dé wc ché té bao gbc ung thu chira khang
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thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 1am hoat chit. M6t phuong
4n @& xudt phuong phép ngin ngira va/hoic diu tri bénh ung thu bao gdm budc
ding mét lugng hiru hidu dugc phdm cia khang thé khang CD43 hodic manh lién két
khang nguyén ctia n6 cho ddi twong can ngin ngira va/hodc diéu tri bénh ung thu.
Mot phurong 4n dé xuit phuong phéap e ché té bao gdc ung thu, bao gdm budc ding
mdt lrong hitu hidu duge phdm cua khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang
nguyén cia né cho dbi tuong can ngin ngira va/hodc diéu tri bénh ung thu. Luong
hiru hiéu dugc phim c6 nghia 13 luong hitu hidu dé thu duoc tac dung chéng ung thur
mong mudn, vi du, tac dung diéu tri bénh (vi dy, 1am ting sy chét té bao cua té bao
ung thu, 1am giam cdc mo ung thu, e ché su di cin cla bénh ung thu, v.v.) & dbi
tuong duge ding. D6i v6i duge pham va phuong phép, khang thé khang CD43 hoic
ménh lién két khang nguyén ctia n6 ¢6 thé duoc diing mot minh hodc & dang thé lién
hop dugc lién két véi vat liéu giy doc té bao. Vat liéu gay doc té bao 1a tuong trr nhur
duoc mo ta & trén.

Bénh ung thu c6 thé dic hidu ddi véi tit ci bénh ung thu biéu hién epitop
dugc dé cép ¢ trén ciia CD43. Theo mdt phuong an, bénh ung thu c6 thé 13 bénh
mau 4c tinh, va vi du, c¢6 thé 12 mot hodc nhiéu loai duoc chon tir nhém gém bénh
bach cu tiy bao cip tinh, bénh bach ciu nguyén bao lympho cép tinh, bénh bach
cAu don nhan cip tinh, u lympho Hodgkin, u lympho khong phai Hodgkin, v.v.. Theo
mot phuong an khéac, bénh ung thu c6 thé 12 mot hodc nhiéu loai dugc chon trong sb
cac bénh ung thu thé rin dugc dé cap ¢ trén.

Khang thé hodc manh lién két khang nguyén c6 thé dugc dung véi lugng du
dé lién két voi CD43 trén bé mit té bao, cu thé 13, epitop ctia CD43 hodc CD43 duoc
dé cp & trén trén t& bao khdi u biéu hién epitop ctia CD43, va lugng nay c6 thé duoc
xac dinh ma khong gay kho khan véi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat nay.

Lwong hiru hiéu dugc phdm dugc dé cap & trén hoic lugng day du c6 nghia
la lugng tao ra tdc dung mong do1i cho dbi twong dugc dung. Tac dung mong dgi nay
s& keém theo lién két ciia khang thé vi CD43 (hoic epitop cia CD43) dugc biéu hién

trén bé mit té bao, va lién két nay cé thé 13 thé hién tinh gdy doc té bao (vi duy, tinh
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gly ddc té bao phu thudc khang thé (ADCC) hoic tinh gay doc té bao phu thudc bd
thé (CDC)) théng qua khang thé, méanh lién két khang nguyén hoic vat liéu gy doc
té bao dugc lién hop véi khang thé hodc manh khang thé. Theo mot phuong an khac,
tadc dung mong doi 1a cam Ung su lién két cua khéng thé v6i CD43 duge bidu hién
trén bé mat cia té bao véi mot it hodc khéng c6 tinh gy doc té bao boi cac khéng
thé khac, va nhd do lién két nay c6 thé gitp cho ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt ndy phat hién va loai bd chon loc (vi dy, gan bach céu) tir cac té
bao CD43+ va cac té bao CD43+ & bénh nhan (vi dy, khéng thé hodc manh khang
thé dugc danh diu bang chi thi c6 thé phat hién). Luong phan tir khang thé can dén
c6 thé khac nhau phu thudc vao bénh nhan, gidi tinh, d6 tudi va tinh trang bénh ly
chung ctia bénh nhén, viéc dung hop chét cu thé, phuong phéap diung, v.v., & bénh
nhan. Do d6, n6 khong thé chi dinh 1a “lugng diy du chinh x4c”. Tuy nhién, trong
trueong hop cu thé bat ky, luong thich hop c6 thé dugc x4c dinh bang k¥ thuét thong
thuong bang cach sir dung thir nghiém thong thudng. Ngoai ra, lidu lugng nay cé
th& dwgc didu chinh theo tinh khan cip cta tinh hudng va c6 thé dugc didu chinh dé
suy ra lidu lugng ti wu. Vi dy, cac lidu lugng khac nhau c6 thé dugc ding hing
ngdy, hang tuin, hing thang hoic trong khoang thoi gian thich hgp khac.

Luong hitu hi¢u dugc phém dugc dé cap ¢ trén hodc luong d?ly da c6 thé
dugc xdc dinh bang cach kiém tra khang thé lién két voi té bao trong mau sinh hoc
(vi dy, mau dich thé (vi du, mau mau, v.v.), mau té bao/mod (vi duy, mau té bao/md
cta khéi u, v.v.), va v.v., thu dugc tir bénh nhan ma ung hodc duge cho dung khang
thé hodic manh lién két khang nguyén ctia né. Mau sinh hoc c6 thé dugc thu tir bénh
nhan tai thoi diém cu thé sau khi dung khang thé hoic manh khéng thé (vi du, khoang
5, 10, 15 hodc 20 phit sau khi dung). Sy c6 mat cia khang thé hoac manh khang thé
trén bé mit té bao trong mau (tirc 13, khang thé hosc manh lién két khang nguyén
dugc lién két véi CD43 hoic epitop ctia no trén bé mit té bao bang phan tmg khang
nguyén - khang thé) c6 thé dugc phan tich bang cach sir dung cc phuong phép da
dugc biét rd trong linh vurc k¥ thuat. Ngoai ra, mAu sinh hoc thu dugc c6 thé duge
sir dung d6i vi phép phan tich chung d8 do kha ning sdng st cua té bao hoic s6

lwong té bao sdng trong mAu. Dua trén thyc té ring sb lugng té bao duong tinh véi

40

40/267



51426

CD43 bi giam di sau khi diing khang thé hoic méanh khang thé (vi du, giam sb luong
té bao sdng trong mAu trong d6 khang thé hodc manh khang thé dugc dung, so véi

mAau d6i chimg twong ty miu thu dugc trude khi dung khang thé hoic manh khang

41/267

thé, v.v.), tinh gay doc té bao qua trung gian khang thé c6 thé duoc do. Tinh giy doc -

té bao c6 thé c6 trung gian boi mot minh khang thé (vi du, khang thé khéng duogc
lién hop khéng gibng véi vat lidu giy doc té bao hodc manh lién két khang nguyén)
va/hoic c6 thé c6 trung gian boi vét ligu gay doc té bao duoc lién hop vdi khang thé
hoic manh khang thé.

Khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén ciia né lién két
dic hiéu v6i epitop ciia CD43 dugce dé xudt & day c6 thé lam giam 10% hoic 16n
hon, 20% hodc 16n hon, 30% hodc 16n hon, 40% hodc 16n hon, 50% hodc 16m hon,
60% hodc 16n hon, 70% hodc 16n hon, 80% hodc 16n hon hodc 90% hodc 16n hon,
mirc t& bao duong tinh voi CD43 dich trong mau bénh nhan dugc ding, so véi mirc
té bao duong tinh v6i CD43 trong mau ddi chimg (vi du, mAu thu duoc tir bénh nhan
truée khi ding khang thé hodic manh khang thé). Theo mét phuong 4n, té bao duong
tinh v6i CD43 ¢6 thé 1a t& bao ung thu, vi dy, t& bao tao mau 4c tinh (vi du, té bao
bénh bach cu), va/hoic té bao gbc ung thur.

Theo mot phuong 4n khéc, lidu hrong (lwong hitu hiéu duge phdm) cua
khang thé hoic manh lién két khang nguyén c6 thé dugc danh gia va dugce x4c dinh
bang thtr nghiém dua trén té bao in vitro. Vi du, dé xac dinh ndng d6 ctia khang thé
hodc manh khang thé dé 1am giam sb lugng té bao duong tinh véi CD43 ma la dich
ctia khang thé hodc manh khang thé, thir nghiém dua trén té bao in vitro sir dung té
bao duong tinh véi CD43 (vi du, dong té bao CEM?7) c6 thé duogc tién hanh. Nong
d6 cua khang thé hoic manh khang thé dugc x4c dinh dé 1am giam sd luong cla cac
té bao in vitro (vi du, 1am giam it nhit 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%
hoac 90%, so véi s6 lugng té bao khi khang thé hodic manh khang thé khong c6 mit)
¢6 thé duogc chép nhan 13 co s d8 xé4c dinh lidu lwong du dé 1am giam s6 lwong té
bao duong tinh véi CD43 duogc can dén in vivo. Ngoai ra, liéu lugng c6 thé duoc xac
dinh khi xem xét cac yéu t6 nhu can nang cua bénh nhén, thé tich mau, tbc do thanh

thai, v.v..
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Thuét ngit, “ddi tuong hodc bénh nhan” dugc sir dung & day co thé duoc
chon trong s cic ddng vat bao gdm dong vat c6 via gibng ngudi, khi dot, tinh tinh,
v.v., hodc c6 thé 13 t& bao, md, dich thé dugce phan 14p tir ddng vat hodc mdi truong
nudi ctia chiing. Pong vat c6 via c6 thé bao gdm ngudi. Sang ché dugc dé xuit & day
c6 thé duge ap dung dé hudng dich dic hiéu té bao duong tinh v6i CD43 trong linh
vuc ding cho ngudi hoic thi y, va sang ché c6 ndi dung rd rang cé thé hiéu duoc
b&i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Théng thudng, “dong
vat” duge sir dung khong chi chung cho dong vét linh trudng gidng nguoi, khi, v.v.,
ma con ca vat nudi va vat cung nhu bo, ngua, clru, lon, lac da, dé, ltra, chd, méo,
v.v., va dong vat thi nghiém nhu chudt nhét, chudt céng, v.v.. Trong trudng hop
ngua, ngua duoc st dung trong mon thé thao dua ciing nhu nganh giai tri hoic vat
nuoi.

Khi cin, phwong phép dugc dé xult & day con c6 thé bao gdm budc tién hanh
cac phuong phép diéu tri bénh thi hai (vi du, tdc nhan trj liéu). Vi du, phuong phép
theo sang ché c6 thé bao gdm budc ding hop chét hoa tri khac (hoat chit thir hai)
cho ddi twong can diéu tri. Viéc diing hoat chét tht hai c6 thé dugc tién hanh déng
thoi voi viée ding khang thé hodc manh lién két khang nguyén dugc tao ra & day,
hodic ¢6 thé duge tién hanh theo thir tu bat ky (truée hoic sau khi dung khang thé,
V.V.).

Theo mot khia canh khac, ing dung trong diéu tri bénh ung thu; viéc tao ra
tac nhan diéu tri bénh ung thu; su tc ché té bao géc ung thu; va/hodc tao ra tdc nhan
tic ché té bao gdc ung thu cua khang thé khang CD43 hoic manh lién két khéng
nguyén dugc dé xuit & day.

Pbi vai dugc phém, phuong phép va cach st dung dugc boc 10 & day, bénh
ung thu c6 thé 12 bénh ung thu thé rin hogc bénh ung thu méu, va c6 thé 12 bénh ung
thu tién phat hodc bénh ung thu di can. Theo mdt phuong 4n, bénh ung thu 6 thé 1a
bénh mau 4c tinh. Bénh méu 4c tinh c6 thé 12 bénh bach ciu tiy bao cAp tinh, bénh
bach cdu nguyén bao lympho cip tinh, bénh bach cdu don nhén cip tinh hoic u
lympho Hodgkin, nhung khong giéi han ¢ d6. Bénh méu 4c tinh co6 thé 12 bénh ung

thu bao gdm té bao gdc ung thur.
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Theo mot phuong an khac, bénh ung thu cé thé 1a bénh ung thu thé rén. Bénh
ung thu thé rén c6 thé 1 mét hodic nhidu loai duoc chon tir nhém gdm bénh ung thu
phéi (vi du, caxinom té bao vay, bénh ung thu phdi té bao nho, bénh ung thu phdi té
bao khong nhé, caxinom tuyén & phdi, caxinom té bao vay & phdi), bénh ung thu
mang bung, bénh ung thu da, u hic sic t6 trong da hogc nhan cau, bénh ung thu truc
trang, bénh ung thu gén hdu mon, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu rudt non,
bénh ung thu tuyén ndi tiét, bénh ung thur tuyén cn giap, bénh ung thu tuyén thuong
than, sacom md mém, bénh ung thu ni¢u dao, bénh ung thu da day-rudt, bénh ung
thw da day, bénh ung thu tuyén tuy, u nguyén bao dém, bénh ung thu ¢d, bénh ung
thu buéng trimg, bénh ung thu gan, bénh ung thu tGi mat, bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu vi1, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu rudt gia, bénh ung thu tlr cung,
bénh ung thu mang trong da con, bénh ung thu ¢ tir cung, bénh ung thu tuyén nuéc
bot, bénh ung thu thén, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu 4m ho, bénh ung
thu tuyén giap, bénh ung thu diu va cd, bénh ung thu nio, sacém xuong, v.v., nhung
khong gi6i han & d6. Vi du, bénh ung thu thé rén c6 thé 1a bénh ung thu da day, bénh
ung thu v, bénh ung thu phdi, bénh ung thur rudt gia, bénh ung thu gan, bénh ung
thu tui mét, bénh ung thu than, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu tuyén giap,
bénh ung thu budng tring, bénh ung thu cd tir cung, bénh ung thu tuyén tién liét,
hodc bénh ung thu bang quang. Bénh ung thu nay khong chi bao gdm bénh ung thu
tién phat ma con bao gdm bénh ung thu di cin. Ngoai ra, bénh ung thu thé rin c6
thé 1a bénh ung thu cé tinh khang véi cac tac nhan didu tri bénh ung thu thong thudng
(vi dy, tac nhan didu tri bénh ung thu phan tir nho (hda chét chéng ung thu), chit
chéng chuyén héa, tac nhan alkyl hda, thude khang sinh, vinca alkaloit, enzym, ho6c
mon, tac nhan tri liéu dich, va/hodc tac nhan tri liéu 13 khang thé, v.v.), va c6 thé 1a
bénh ung thu tai phat sau khi didu trj cAc tc nhan diéu tri bénh ung thu thong thuong
(vi dy, tac nhén diéu trj bénh ung thu phéan tir nhé (hoéa chét chéng ung thu), chit
chéng chuyén hoéa, tac nhan alkyl hoa, thube khang sinh, vinca alkaloit, enzym, ho6c
mon, tac nhén tri liéu dich, va/hoac tac nhan tri lidu 1a khang thé, v.v.). Bénh ung
thu thé rin c6 thé 1a bénh ung thu bao gdm té bao gbc ung thu.

Téc dung cua viéc diéu tri bénh ung thu thé ran khong chi bao gom sy {rc
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ché sinh trudng (sw giam dinh lrong) va co ché gy chét t& bao theo chuong trinh
cta té bao ung thu (cu thé 13, t& bao gbc ung thu) hodc mé ung thw chira ching, ma
con bao gdm tac dung trc ché tinh trang trd nén xdu hon ctia bénh ung thur bang cach
ttc ché sy di tra, xaAm 14n, di can, v.v..

Khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén clia n6 duogc dé
xuit & ddy c6 thé duoc ding qua céc dudng ding khéc nhau, va c6 thé duge ding
qua dudng miéng hoic ngoai duong tiéu héa. Vi du, v& cac vi du thich hop cia
dudng dung, 13 ti€ém trong tinh mach, tiém trong dong mach, tiém trong co hodc
truyén, v.v., va theo mdt phuwong an, n6 c6 thé dugc ding bang cach tiém trong tinh
mach, nhung khong gidi han & do.

Theo modt phuong an, khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang
nguyén cia n6 cé thé duge bao ché & dang duge ding mot minh hoic cling v6i hop
chét trj liéu thir hai (vi du, hop chét héa tri).

Theo mdt khia canh khac, dugce phém chira khéang thé khang CD43 hoic
ménh lién két khang nguyén cta n6 dugc d& xuét & diy va mot hodc nhiéu loai chét
phu gia dugc chon tir nhém gbdm chit mang, chét pha lodng va t4 duge dugc dung
duoc d& xuit. Theo mot phwong 4n, khang thé dugc bao gbm trong duogc phim c6
thé bao gdm dang trong d6 vat liéu gay doc té bao dugc lién két hodc duoc lién hop.
Chét mang, chét pha lofing va t4 duoc dugc dung thich hgp da dugc biét rd béi nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vﬁc k¥ thuat nay, va nhu dugc 14y 1am vi dy, 13
dung dich nuéc mudi, dung madi (vi du, dung mdi tiém), mdi trudng phan tan, tac
nhan khéng ndm va/hodc khang khuén, chat hoat dong bé mit, tac nhan ding truong,
chét hip phu, v.v., nhung khong gi6i han & d6.

Theo mdt phuong an, dugce phém ¢6 thé duge bao ché duéi cac dang khéc
nhau cia ché phdm nhu trong cac dang lidu don vi khac nhau ciia ché phim c6 thé
tiém, v.v..

Viéc bao ché va viéc dung tiép theo duoc phim c6 thé 13 theo cac k¥ thuat
thong thuong trong linh vyc k¥ thuat. Viéc dung phu thudc vao tinh trang bénh ly
clia d6i tuong dbi v6i viée didu tri, tinh phan tng véi thudc, v.v., nhung mong mudn

dugc tiép tuc néu tac dung mong mudn kéo dai. Liéu luong, phuong phap ding va
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tan sudt 13p lai ctia dugc phém ¢ thé dugc x4c dinh c6 xem xét vé dd tudi, gidi tinh,
tinh trang bénh tét, tinh phan Ging véi thude, v.v., va diéu nay la rd rang dbi voi nguoi
c6 hiéu biét trung binh trong Iinh vire k§ thuét nay.

Mot phuong 4n ciia sang ché dé xuit phuong phap diéu ché khang thé khang
CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia né. Phuong phap diéu ché nay co6 thé
bao gdm budc biéu hién phén tir axit nucleic trong té bao chi. Budc biéu hién nay
c¢6 thé bao gdm budc nudi ciy té bao tai td hop, va tiy ¥, c6 thé con bao gdbm budc
phan 1ap va/hoic tinh ché khang thé tir mdi trudng nudi cdy té bao thu dugc.

Theo mét phwong 4n cu thé, phuong phap tao ra, c6 thé bao gom:

bude nudi cdy té bao tai tb hop duge bién nap véi axit nucleic ma hoa khang
thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia né hoic vecto tai td hop chira
chung trong diéu kién va/hogic khoang thdi gian du dé biéu hién axit nucleic; va

bude phan 1ap va/hodc tinh ché khang thé khang CD43 hodc manh lién két
khang nguyén ciia né tir té bao dugc nudi cdy hoic méi truedng nudi ciy thu duoc.

Té bao tai td hop c6 thé thu dugc bing cach bién nap t€ bao chu véi axit
nucleic ma hoa khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén ciia né
hoic vecto tai td hop chira né.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xuit khang thé khang CD43 da tinh
ché hodc manh lién két khang nguyén cia né thu dugce tir budce phan 1ap va/hodc tinh
ché. Khang thé thu duoc hodc manh lién két khang nguyén c6 thé 1a phan t tai td
hop duge phan 14p tir cac thanh phin khac dwgc lién két khi dugc biéu hién trong té
bao hodc dugc bai tiét ra ngoai t& bao. Theo mot phuong 4n, khéng thé dugc phan
lap va/hoiic dugce tinh ché hogc manh lién két khang nguyén c6 thé ¢ do tinh khiét
béng 50% hoac 16n hon, 60% hodc 16n hon, 70% hodc 16n hon, 75% hodc 16n hon,
80% hodc 16n hon, 85% hodc 16n hon, 90% hodc 16n hon, 95% hodc 16n hon, 96%
hodc 16n hon, 97% hodc 16n hon, 98% hodc 16n hon, hodc 99% hodc 16n hon. Nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vic k§ thuit ndy c6 thé hiéu ro rang mic d6 phan
18p va/hoac tinh ché phu thudc vao muc dich st dung va/hodc dang st dung khang
thé hodc manh lién Kkét khang nguyén. Vi duy, khi dugc du dinh dugc dung cho dong
vat, cu thé 13, trong co thé ngudi, o tinh khiét tinh ché cua khang thé hodc manh
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lién két khang nguyén c6 thé dugc yéu ciu & murc twong dbi cao, va khi dwgc st
dung cho céc thir nghi€ém in vitro, cac tap chét co thé chép nhén (vi dy, cac thanh
phan c6 ngudn gde tir té bao chi va/hoic mdi trudng nudi cy (protein, v.v.) va v.v.)
¢6 thé duoc bao gdm.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuét phan tir axit nucleic ma hoa
khang thé khang CD43 hodc ménh lién két khang nguyén cia n6. Theo mdt phuong
an cuy thé, axit nucleic c6 thé bao gdm phan tir axit nucleic mi héa ving bién ddi
chudi ning (mién lién két VH) cua khang thé hodc manh lién két khang nguyén,
phan tir axit nucleic ma héa viing bién ddi chudi nhe (mién lién két VL), hodc cac
dang két hop ciia chiing. Phan tir axit nucleic ma hoa ving bién dbi chudi ning c6
thé bao gdm trinh tr nucleotit duge chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 1, 5,9, 13, 17,
21, 25, va 29. Phan tir axit nucleic ma héa ving bién dbi chudi nhe c6 thé bao gdm
trinh tu nucleotit dugc chon tir nhém gém SEQID NO: 3,7, 11, 15, 19, 23, 27, va
31.

Axit nucleic ¢6 thé dugc bao gém trong vecto biéu hién thich hop. Vecto
biéu hién c6 thé 1a tit ca cac vecto thuong dugce st dung dé biéu hién gen ngoai lai
trong t& bao chu, va vi du, c6 thé dugc minh hoa duéi dang pTTS, pAPEX3p,
pcDNA3.2(-), v.v., nhung khong gidi han & do.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché d& xuét té bao tai td hop chira phan tir
axit nucleic ma héa khang thé khang CD43 hodc méanh lién két khang nguyén cla
n6 hodc vecto tai td hop chira chung (hodc vecto biéu hién). Té bao tai td hop thu
dugc bing cach dua phan tir axit nucleic ho#ic vecto tai t6 hop vao té bao chi, va té
bao nay c6 thé bidu hién phén tir axit nucleic. Vi du vé té bao chit 12 té bao khong c6
nhén dién hinh (vi du, E. Coli, v.v.) hodc té bao dong vit nguyén sinh, va té bao nhan
chuén (c6 nhan dién hinh) nhu té bao dong vat (vi dy, té bao CHO, COS, HEK-293E,
HEK-293T, gen dic hidu dugc cai bién (vi du, té bao dugc loai bo ciia nd, v.v.), té
bao thuc vat, té bao ndm (vi du, Saccharomyces cerevisiae, v.v.), té bao con trung
(vi du, té bao SI9, v.v.), nhung khong giéi han & do, va co thé dugc chon trong sb
tAt ca cac t& bao ma c6 thé bidu hién gen ngoai lai.

Theo mét phuong an khéc, sdng ché dé xuét phuong phéap phét hién CD43
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hoic phuong phép phat hién té bao dwong tinh véi CD43, bao gdm buéc cho khang
thé khang CD43 hodc ménh lién két khang nguyén cia né tiép xuc véi miu té bao
va budc x4c nhan xem liéu lién két khang nguyén-khang thé c6 & trong mau nay
khéng. Bang phuong phap nay, liéu CD43 c6 dugc bidu hién trén bé mat té bao trong
mau té bao nay c6 thé duge xac nhan khong, va do d6, phuong phap nay c6 thé duge
ap dung dé chdn do4n bénh lién quan dén sy bidu hién ctia CD43. Do d6, mét phurong
4n dé xuét phuong phap chin doan bénh c6 lién quan dén CD43 hodic phuong phép
cung cip thong tin dé chin doan céc bénh lién quan dén CD43, bao gdm budc cho
khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén ciia né tiép xic véi miu
té bao va budc xac nhin xem lidu lién két khang nguyén-khang thé ¢ & trong méu
nay khéng. Bénh lién quan dén CD43 12 bénh lién quan dén su c6 mit cia CD43
hoic su ting 1én cia CD43, va c6 thé 12 bénh ung thu, va bénh ung thu c6 thé 1a
bénh ung thu thé rén hodc bénh mau 4c tinh, va cu thé, c6 thé 13 bénh mau 4c tinh
lién quan dén su ting 1én cia CD43 (vi du, bénh bach cau nguyén bao lympho cép
tinh, bénh bach cu tuy bao cép tinh). Theo phuong 4n cu thé khac, bénh c¢6 lién
quan dén CD43 c¢6 thé 1 bénh ung thu bao gdm té bao gdc ung thr.

Trong phuong phép nay, lién két khang nguyén-khang thé c6 thé dugc xac
nhan bing cach phat hién xem lidu c6 phirc hop gilta khang thé (hodc manh lién két
khang nguyén cua nd) va cac dang protein CD43 (tirc 13, khi sy hinh thanh phirc hop
cua khéng thé-protein CD43 dugc phat hién, x4c nhin dugc réng c6 mat lién két
khang nguyén-khang thé). Sau do, d6i v6i su so sanh tuong ddi, c6 thé dugc so sanh
v6i két qua thu duge tir mau té bao thir nghiém bang cach tién hanh cung thir nghiém
dbi v6i mau té bao déi chimg. MAu té bao dbi ching c6 thé dugc chon trong sb té
bio Am tinh v6i CD43 da dugc bibt 13, hodc té bao binh thuong (cac té bao khong
phéi ung thu hodc céc té bao khong phai khéi u).

Theo mot phuong an, phuong phap phat hién hodc phuong phap chén doan,
c6 thé bao gdm:

(1) buée cho khang thé hoic manh lién két khang nguyén tiép xic véi mau
té bao thir nghiém va miu té bao dbi chimg; va

(2) budc do xem liéu c6 sy hinh thanh phirc hop gitta khang thé hodc manh
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lién két khang nguyén va té bao hoic mirc cia né. Sau do, khi c6 mat phirc hgp trong
mau t€ bao thir nghiém hodc muc trong dbi cao ciia phirc hop so v6i mau té bao dbi
chtmg duoc do, c6 thé duge xac nhan ring CD43 ¢6 mit trong mau té bao thir nghiém
hoic t& bao 12 t& bao biéu hién CD43 (ttc 13, té bao duong tinh véi CD43). Mau té
bao nay c6 thé duoc phan 1ap tir co thé sdng, va phuong phép c6 thé dugc tién hanh
in vitro.

Theo mot phwong 4n khéc, sang ché dé xuit ché phim dé phat hién hoac hién
thi (md ta bang hinh anh) CD43 chita khang thé khang CD43 hoic manh lién két
khang nguyén ciia n6. Mot phurong 4n dé xuét phuong phéap phat hién hoic hién thi
(md ta bang hinh 4nh) CD43 bang cach sir dung khang thé khang CD43 hoic manh
lién két khang nguyén cua n6. Ché phdm va phuong phép nay c6 thé dugc tng dung
dé phat hién va/hodc hién thi CD43 in vivo ciing nhu in vitro. Ddi véi ché phim va
phwong phép nay, khang thé hoic manh lién két khéang nguyén c6 thé 1a dang duoc
lién hop v6i chit danh du c6 thé phat hién, va vi du, chit danh déu c6 thé phét hién
6 th8 1a mot hodc nhiéu loai duge chon tir nhém gdm chit danh ddu phéng xa (vi
du, 3H, 14C, 358, °0Y, 9Tc, 1In, 1251, 1311, 177y, 66Ho, 53Sm, v.v.), enzym, chit danh
dAu huynh quang, chét danh ddu phét quang, chét danh diu phét quang sinh hoc,
chét danh diu tir, vat liéu hoa hoc giéng biotin, v.v., nhung khdng giéi han & do, va
c6 thé 12 tt ca cac chit danh dAu co6 thé phat hién dugc bang cac phuong phép phat
hién thong thudng dugce biét rd trong linh vuc k¥ thudt. Nhu dugc md ta & trén, sy
phét hién va/hoac hién thi CD43 in vitro va/hoic in vivo c6 thé duoc sir dung dé chin
doén céac bénh lién quan dén sy ting sd luong cia té bao duong tinh v6i CD43, vi
du, bénh ung thu, cu thé hon 12 bénh ung thu hodc bénh méu 4c tinh chira té bao géc
ung thu.

Phuong phéap phat hién va/hodc hién thi CD43 (in vivo) c6 thé bao gbm cac
budc sau day:

(i) buéc dung khéang thé khang CD43 hogic manh lién két khang nguyén cua
n6 cho dbi twong thir nghiém; va

(ii) budce do sy hinh thanh phtc hop cua khéng thé hoac manh lién két khang
nguyén hodc mic d¢ (mirc) hinh thanh phirc hop.
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Phtrc hop c6 thé 12 phirc hop ctia khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 va CD43 duoc biéu hién trén bé mit t& bao trong co thé cia ddi twong thir
nghiém hoic phirc hop dugc tao ra bang lién két khang nguyén-khang thé gitta khang
thé hozic méanh lién két khang nguyén ctia n6 va té bao biéu hién CD43 (té bao duong
tinh v6i CD43). Khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né c6 thé dugc st
dung & dang dugc lién hop vdi chit danh diu c6 thé phat hién duoc dé cap & trén.
Phuong phap hién thi c6 thé duge tng dung dé hién thi té bao biéu hién CD43, vi
du, té bao gbc ung thu.

Liéu phirc hop ctia khang thé hodc manh lién két khang nguyén c6 dugc tao
ra trong d6i trgng dung hay khong hodc mirc tao thanh c6 thé duge danh gia twong
d6i bang cach so sanh xem liéu phirc hop nay cé duoc tao thanh trong dbi tuong ddi
ching khong (vi du, dbi tugng khong bi bénh c6 lién quan dén CD43 hoac dbi tuong
khong chira t& bao biéu hién qud mirc CD43) hodic mirc tao thanh. Dbi véi viée so
sanh nay, phuong phap nay c6 thé bao gom,

(i-1) budc dung khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 cho dbi twong thir nghiém hodc déi trong ddi ching, mot cach twong tng;

(ii-1) budc do xem li¢u phirc hgp cia khéng thé hodc manh lién két khang
nguyén dugc tao thanh hodc mirc 9 (mirc) tao thanh trong dbi tuong thir nghiém va
dbi twong dbi chirng, mot cach tuong Ung; va

(iii) budc so sanh két qua dugc do trong dbi tuong thir nghiém véi két qua
trong d6i trong dbi chimg.

Phuong phap nay c6 thé dugc ting dung dé chén doan bénh lién quan dén
CD43 ctia d8i trong thir nghiém hodc xac nhan (phat hién) té bao gbc ung thu biéu
hién CD43. Trong trudng hop nay, khi tao thanh phirc hop hodc su taing cao mirc tao
thanh phitc hop so v6i ddi twong ddi chimg trong bude (ii) hogc (ii-1) duge do, ddi
tugng thir nghiém c6 thé dugc xac dinh 13 bénh nhan bi bénh lién quan dén CD43
hodc ¢6 thé duge xéac dinh ring déi tuong thir nghiém cé té bao gbc ung thur.

Su tao thanh phirc hgp khang nguyén (hodc té bao biéu hién khang nguyén
trén bé mat)-khang thé in vivo hodc in vitro c6 thé dugc do bang cac phuong phép

phé bién trong linh virc k§y thuat, va cac phuong phap phd bién nay 13 r5 rang dbi
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v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay. Vi dy, phirc hop c6
thé dwgc x4c nhan bang cach danh ddu khang thé hosic manh lién két khang nguyén
v6i chét danh déu c6 thé phat hién thich hop va do tin hiéu cta chét danh d4u hodc
bang cac phurong phéap phat hién thich hop. Phuong phép phat hién thich hop nay ¢6
thé 1a tit ca cac phuong phép phd bién trong linh vuc k§ thuit, va vi du, c6 thé 1a
ELISA, hé thng dém té bao theo dong chay duoc hoat hoa (FACS), k¥ thuat nhudém
héa md mién dich, v.v., nhung khong giéi han & cac phuong phép d6. |

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay hiéu rd ring cac
thay ddi va/hoic cai bién khac dbi véi sang ché duge dé xuit & day khac vai cac thay
dbi va/hodc cai bién dugc mo ta & trén c6 thé dugc tao ra. Séang ché dugc @& xuit &
day nén dugc hiéu 13 bao gdm tit ca cac thay ddi va/hodc cai bién nim trong pham
vi d3 duoc boc 16. Ngoai ra, sang ché dwoc dé xut & ddy c6 thé bao gdm toan bod
hodic mot cach twong tng tit ca cac budce, cac dic trung, ché phdm va/hodc hop chét
dugc mb ta hodc dé cap rd rang & day.

Céc phuong 4n cu thé s& dugc mo ta bang cach vién din dén phuong 4n sau
day, nhung cac vi du nay dugc néu ra chi nhdm muc dich minh hoa, va khong lam
giéi han pham vi dugc d& clp & trén ciia sang ché,

Hiéu rang trinh ty nucleotit dwoc phat trién va dugc md ta & day dugc cai
bién béng cac phuong phép da dugce biét o trong linh vuc k¥ thuat, vi du, su thudn
thuc 4i luc hodc phuong phap 1am gidm tinh gy mién dich va lam ting kha ning
lién két bing cach du doan va loai bo métip dé lién két véi MHC 16p 2. Sy hitu ich
cua tdc nhén trj liéu tir trinh ty nucleotit dugc phat trién va dugc mo ta & day cb thé
duogc ting cuong bang cach kiém soét cac dic tinh chirc nang bang tinh gy doc qua
trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC), tinh giy doc té bao phu thudc bd thé
(CDC), thoi gian ban thai cia huyét thanh, isotyp, lién két thu thé Fc hodc cac cach
két hop ctia cac tac dung ndy. Cac bién thé nay co thé dugc tién hanh bang phuong
phap thiét ké protein, phuong phép thiét ké glycan hodc phuong phap héa hoc. Theo
ting dung dugc yéu cAu ciia tac nhén trj liéu, su ting ho#ic gidm cac hoat tinh nay c6
thé 12 wu diém.

Nhidu phwong phép lam thuan thuc 4i luc ciia khéng thé da duoc biét trong
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linh virc k§ thuat. Hau hét cac phuong phap nay dua trén chién dich chung dé tao ra
thu vi€n protein panen ddt bién hoic protein dugc cai bién, va sang loc va chon loc,
dé 1am tiang 4i lyc. Viéc gy dot bién thuong duoc tién hanh & cip d6 ADN, vi du
bang PCR tao 16i ngiu nhién, bing k¥ thuét x4o tron gen, bing cach sir dung cac hoa
chét gay dot bién hodc birc xa, bang cach sir dung cic ching ‘dot bién’ c6 bd may
sao chép tao 18i ngAu nhién, hodc bing cac cach tiép cén siéu dot bién soma ma sir
dung may thuén thuc 4i lyc tir nhién. Viéc gy dot bién ciing ¢6 thé duge tién hanh
& cap d6 ARN, vi du bang cach str dung replicaza. Phuong phap dua trén thu vién
cho phép sang loc cac protein bién dbi duge cai thién c6 thé dua trén cac ky thuét
hién thi khac nhau nhu thé thuc khuén, ndm men, ribosom, cac té bao vi khuin hodc
té bao dong vat c6 v, va da dugce biét & trong linh vuc k¥ thuat. Sy thudn thuc ai
Iwe ¢6 thé dat duge bing cac phuong phap du doan/dinh huéng nhiéu hon, vi dy,
béng cach gy dot bién dinh huéng diém hoic tdng hop gen durge huéng din bing
cac phat hién tir protein 3D. Cac phuong phap 1am taing ADCC hodc CDC s€ dugc
biét bdi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vire k thuat nay.

Nhiéu phuong phép diéu bién thoi gian béan thai trong huyét thanh va phan
bd khéang thé trong co thé séng lam thay ddi su twong téc giita khang thé va thulthé
Fc méi sinh déng vai trd quan trong dé ngan chin IgG khdi su di héa, va duy tri
ndng d6 khang thé trong huyét thanh cao. Vi du, céc patent trong s6 patent My s
6,277,375; 6,821,505; 7,083,784, patent My s6 7,217,797 vA WO 2000/4207 c6 thé
dugc dé cap dén. Vi du khac vé su thay thé axit amin trong cac ving hang dinh diéu
bién kha ning lién két cua thu thé Fc va chirc ning qua trung gian thy thé nhu kha
ning lién két v6i FcRn va thoi gian béan thai trong huyét thanh duoc md ta trong
patent trong sb cac don xin cdp patent My s6 20090142340; 20090068175; va
20090092599.

Glycan dugc lién két v6i phan tir khang thé anh hudng dén hoat tinh cia
khang thé bao gdm thoi gian ban thai trong huyét thanh bang cach tic dong dén sy
tuong tac cta thu thé Fc va thu thé glycan. Do d6, dang glycan kiém soat hoat tinh
cta khang thé c6 thé tao ra cac uu diém cho tac nhan tri liéu. Phuong phap tao ra

dang glycan dugc kiém soat dugc biét 5 trong linh vuc k§ thuat, nhung n6 khong
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bi gi6i han & ndi dung duoc boc 16 trong patent My s6 6,602,684; 7,326,681;
7,388,081; va WO 2008/006554.

Phuong phap kéo dai thoi gian ban thai bang cach bb sung polyetylen glycol
(PEG) dugc sir dung dé kéo dai thoi gian ban thai trong huyét thanh ciia protein.

Thuét ngit "% ddng nhit" dugc sir dung & ddy dé mé ta nhiéu trinh tr. Nhu
s& duge hiéu, thuat ngir "% ddng nhét" c6 nghia 12 khi so sanh hai trinh ty trén ving
x4c dinh, hai trinh tu ¢6 sb lugng xac dinh cia géc giéng nhau & cung vi tri.

% ddng nhit cia mdt polypeptit so v&i polypeptit khac cé thé dugc xac dinh
bang phép phan tich GAP véi diém tao gap (khoang trbng)=5, va diém mo rong
gap==0,3. Trinh tu nghi vin 13 it nhat 50 axit amin, va phép phan tich GAP diéu
chinh ving cta hai trinh ty trong it nht 50 axit amin. Tt hon nita néu chiéu dai ctia
trinh tw nghi vén 13 it nhét 100 axit amin, va phan tich GAP diéu chinh viing ctia hai
trinh ty trong it nhét 100 axit amin. Tham tri tbt hon nita néu chiéu dai cia trinh tu
nghi vén it nhit 1a 250 axit amin, va phép phan tich GAP sip xép hai trinh tu trén
ving gbm it nhat 250 axit amin. Tt nhét 13, phan tich GAP sap xép trinh tu axit
amin cua toan bo chiéu dai ciia hai polypeptit dugc can nhéc.

Péi véi polypeptit duge xac dinh, nén hiéu ring céac sb vé % dong nhét cao
hon so véi cac sb duge @& xuit s& bao gdm cac phuong 4n duge wu tién. Do do, néu
¢6 thé, nén wu tién ring do it nhit % dong nhit, polypeptit bao gbm trinh ty axit
amin lién quan dén SEQ ID NO c6 d6 ddng nhét cta axit amin t6t hon 1a it nhét 95%
hodc 16m hon, tét hon nita 12 it nhit 97% hogc 16n hon, tham trf tt hon nita 14 {t nhét
98% hodc 16n hon, t6t hon nita 13 it nhét 99% hodc 16n hon, tét hon nita 1a it nhat
99,1% hoc 16n hon, t6t hon nira 1a it nhit 99,2% hodc 16n hon, tét hon nita la it nhat
99,3% hoic 16n hon, t6t hon nita 13 it nhit 99,4% hodc 16n hon, tdt hon nira 12 it nhat
99,5% hoic 16n hon, t6t hon nita 13 it nhit 99,6% hogc 16n hon, tét hon nita 1a it nhat
99,7% hogc 16n hon, tdt hon nita 13 it nhét 99,8% hogc 16n hon, tham tri tt hon nira
14 it nhit 99,9% hodc 16n hon.

0 day, su thay ddi cua trinh tu axit amin va trinh tu nucleotit ¢6 thé duoc
dua vao va duogc tao ra thdng qua sy thay dbi cua céac nucleotit bing dot bién ciia

axit nucleic in vivo bang viéc xir Iy héa hoc hodc phéng xa. Vi du vé dot bi€n nay
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bao gdm viéc 1am khuyét (1am mAt), xen (cai) hodc thay thé gbc ctia trinh tu axit
amin. Polynucleotit theo sang ché c6 thé dugc tién hanh céc k¥ thuat x4o tron ADN
nhu duge md ta béi Harayama, 1998 hoic cac phwong phap in vitro khéc dé tao ra
c4c polynucleotit dugc bién d6i ma hoa cac bién thé cua polypeptit. K§ thuat xao
tron ADN nay c6 thé st dung trinh tur gen ¢6 lién quan dén sang ché nhu Rht-B1 tir
céc loai thure vat khac v6i laa mi. San pham thu dugc tir ADN dot bién/dugc cai bién,
¢6 thé duge sang loc b%mg cach str dung k¥ thuat duge mo ta & day dé x4c dinh néu
ching mang, vi duy, kiéu hinh qué ting trudng. Vi du, viéc lam khuyét trinh tu axit
amin c6 thé bao gdm viéc 1am khuyét thuong khoang tir 1 dén 15 gdc axit amin, vi
dy, tir 1 dén 10 gbc axit amin hodic tir 1 dén 5 gdc axit amin lién tiép.

Vi du, sy thay thé trinh ty axit amin c6 thé bao gdm mét hodc 16n hon gbc
axit amin trong polypeptit dugc 1am mét va mot hodc 16n hon gbc axit amin ma khac
v6i céc gbe axit amin ban dau dugc chén (cai) tai vi tri nay.

Nhu dugce sir dung & day, “bao‘gém hoac chira)” ¢6 thé duoc st dung theo
nghia mé bao gém cac thanh phén, bude, tri sd duge boc 10, v.v., va khong dugc giai
thich v&i nghia dé loai trir c4c thanh phﬁn, bude, tri sd, v.v., khac véi ching, va trong
cac truomg hop, n6 khong thé loai trir nghia “v& co ban gém co6”.

Tét ca cac tai lidu duge dé cap ¢ day dugce bao gdm trong ban md ta dudi
dang tai li¢u tham khao.

Hiéu qua clia sang ché

Sang ché d& xuit khang thé c6 kha niang diéu tri té bao gbc ung thu ciing nhu
bénh mau &c tinh hodc bénh ung thu thé rin, va epitop ma khang thé nhén dién va
khang thé nhan dién chung hoic méanh lién két khang nguyén ciia n, nho @6 didu tri
bénh ung thu manh mé& hon va triét dé va gop ph?m vao su phat trién cta tac nhan tri

liéu t& bao hitu hiéu.

Vi du thie hién sang ché
Sau déy, sang ché s& dugc mb ta chi tiét hon nho cac vi du, nhung céc vi du
nay chi nham muc dich minh hoa va khéng dugc dy dinh 1a 1am gi6i han pham vi

cla sang ché. S& ro rang d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh virc k§ thuat
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nay réng cac vi dy dugc mo ta dudi day cod thé dugc cai bién ma khong vuot ra khoi
pham vi ctia sang ché.

Vi du 1. Tao ra khang thé khang CD43

1-1. Tao ra khang thé chudt nhét

1-1-1. Tao ra té bao san sinh khang thé don dong

Khang thé nay dugc tao ra bing cach dung hop té bao 14 lach ctia chudt nhit
tring Balb/c trong d6 té bao tuyén trc ngudi duoc tiém dudi dang khang nguyén va
dong t& bao u tay SP2/0-Agl4 (ATCC, CRL-1581) clia chudt nhit khang 8-
azaguanin.

107 t& bao tuyén rc nguodi (Bénh vién Pai hoc Qudc gia Seoul) dugc tiém
trong mang bung vao chudt nhét tring Balb/c mbi 2 tudn trong 6 tuan dé cam tng
d4ap trng mién dich, va 14 lach duogc tach ra vao 3 ngay sau lan cly truyén bd sung
cubi @8 tao ra huyén phu t& bao. Theo phwong phap ctia Koeler & Milstein (1975),
108 té bao 14 lach va 107 t& bao u tuy duoc dung hop té bao bang cach sir dung 400
polyetylen glycol. Céc té bao d dung hop duge rira va sau d6 dugce tao huyén phu
trong dung dich nudi cdy DMEM dugc bd sung 100uM hypoxanthin, 0,44uM
animopterin va 16uM thymidin (Dung dich nuéi ciy HAT), va cac té bao duoc chia

thanh phin mAu trong dia c6 96 giéng (16), va dugc nudi ciy trong méi trudng nudi
cy trong d6 nhiét 46 37°C, CO2 5% dugc cung cép.

Khi qué trinh hinh thanh cum dugc quan sat thiy sau 2 tuan, phan dich ndi
dugc gom lai va hiéu gia khang thé dugc do bing cach st dung k¥ thuat héa mo
mién dich va dém té bao theo dong chay.

Nhém duong 13 trudng hop trong d6 10° té bao hoic nhiéu hon duoc tao ra
trong mdi giéng (15). Céc té bao don dong ¢ hiéu gia khang thé cao duge thu gom
bang cach gom cac té bao trong giéng trong d6 cum c6 hiéu gid khang thé cao cua
phén dich ndi, dugc tao ra va dugc phan dong theo phuong phap thir nghiém pha
lodng gidi han. Dung dich nudi chy cua céc té bao don dong dugc dy trit bang cach
gom phan dich ndi cho c4c thir nghiém sau.

1-1-2. Sang loc té bao don dong san sinh khang thé ddi véi protein bé mit té bao cua
té bao tuyén i
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Céc mb tuyén trc dong lanh (Bénh vién Pai hoc Qudc gia Seoul) va mé gin
trong parafin (Bénh vién Pai hoc Quéc gia Seoul) duoc cét thanh d6 day 4 micromet
dé sir dung. Sau khi trai qua qu4 trinh loai bo parafin va sau d6 bd sung huyét thanh
dé binh thudng (san phdm cua cong ty BioGenex), cic md gin trong parafin dugc
dé yén trong 1 gid & nhiét d6 trong phong. Sau khi ding timg khang thé so cp
(Dinona) cho cic md va sau d6 dé yén ching trong budng lanh 4°C qua dém dé phan
tng, ching duoc rira 3 14n bing ndc mudi dém phosphat vao ngay tiép theo. Chiing
dwoc u trong 1 gior & nhiét d6 trong phong véi khang thé dé khang globulin mién
dich chuét nhét dugc biotinyl hoa (2 giot, DAKO) lam khang thé thit hai, va sau do
duge rira 3 14n bing nudec mudi dém phosphat, va thé lién hop streptavidin-HRP
dugce xit 1y. Sau khi dung dung dich H>O»-aminoetyl carbazol trong 20 phut, ching
dwoc rira 3 14n bang nudc mudi dém phosphat, va qué trinh hién mau dugc quan sat
bing kinh hién vi quang hoc.

Do d6, dong té bao don dong H-JL1 san sinh khang thé ma chi phan tmg dic
hidu voi té bao tuyén trc ngudi c6 thé duoc phan loai. Dong t€ bao thu duge duge
ting cho T& chirc nghién ctru dong té bao Han Qudc (KCLRF) c6 dia chi tai
Yeongeon-dong, Jongno-gu, Seoul, Han Quéc vao 13/1/1997, va c6 s6 hiéu huu
gitt KCLRF-BP-00010.

M tuyén trc duge nhudém héa md mién dich v6i phin dich ndi cia dong té
bao don dong da duogc chon loc, va xac nhan dugc rﬁng té bao tuyén uc dugc nhudm
dudi dang té bao duong (Fig.10). Ngoai ra, té bao tuyén trc dugc nhudm duéi dang
té bao duong thé hién khia canh 13 dugc nhuém manh mé trong chu vi ctia té bao,
va tir 46 chung minh dugc ring dong té bao don dong san sinh khang thé khang
protein bé mit té bao.

Pé x4c nhan phan tng cla khang thé trong giai doan hién mau cta té bao
tuyén trc, quy trinh dém té bao theo dong chay dugc thuc hién. Tuyén e chia nguoi
duoc tach ra cho phiu thuat tim dugc cét thanh cic manh nhd va nghién bang phién
kinh, va t& bao tuyén trc duge gom lai. Sau khi phan ung khang thé (1*1075 té
bao/khang thé 10pg/mL) trong 30 phiit & nhiét d6 4°C trong té bao tuyén trc da phan

1ap, n6 duoc rira bang nudc mudi dém phosphat lanh, va khang thé dé khang globulin
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mién dich chudt nhét lién két véi FITC (Fluoresxein isothioxyanat) (Jackson
ImmunoResearch) dugc cho phan {ing trong 30 phtit & nhiét d¢ 4°C. Sau d6 né dugc
rira bang nuéc mudi dém phosphat lanh va SpL mdi khang thé khang CD8 lién két
v6i PE (phycoerythrin) (BD Bioscience) va khang thé khang CD4 lién két véi APC
(BD Bioscience) dugc bd sung va dugc cho phan tmg trong 30 phut & nhiét do 4°C.
N6 duge rira bing nudc mudi dém phosphat lanh va quy trinh dém té bao theo dong
chay dugc thuc hién bang cach str dung FACSCalibur (Becton Dickinson, Mountain
View, CA). Té bao tuyén trc dugc phan loai thanh té bao tuyén rc CD4-CD8 > té
bao tuyén trc CD4+CD8+ > té bao tuyén trc CD4+CD8- hosic CD4-CD8+ theo khia
canh biéu hién cia CD4 va CD8, va khang thé nay dugc cho phan (mg véi tt ca 4
loai té bao tuyén trc, nhung dic bi€t 13, n6 duge cho phan mg véi té bao tuyén ac
CD4+CD8+ & mirc d6 cao (tham chiéu dén Fig.11). Ving mau x4m trén Fig.11 14
nhém dbi chitng 4m, va dudng nét 1ién 13 bidu dd nhudm véi khang thé duge phan
loai.

1-1-3. San xuét khang thé don dong tir dong té bao don dong da phan loai

Chuot nhit Balb/c duge tiém 0,5mL pristan trong mang bung trudc 3 tudn,
va 107 t& bao don dong dwoc nudi cdy trong mdi trudng DMEM chira huyét thanh
bao thai bo 10% va dugc tiém trong khoang bung ctia cac con chudt nay, va sau do
cd truéng cua chudt nhét duge gom lai sau 2-3 tuan. 5-10mg/mL khang thé ndng 4
cao thu duge tir c¢b truéng nay.

Dé tinh ché cac khang thé tir ¢d trudng, k§ thuat sic ky Q-sepharose
(Pharmacia product) va k§ thuat sic ky hydroxylapatite (Bio-gel HTP Gel,
Pharmacia product) dugc thuc hién. 3,14g amoni sulfat (NH4)2S04) trong mdi
10ml cb truéng duge bb sung va duge hoa tan tir tir trén da (50% (NHs)2SO4 két tha).
Han hop nay dugc ly tim & tde do 15000 vong/phut trong 30 phut, va chit két tia
dugce hoa tan trong nude da khir ion, va sau do dugc thdm tach trong 1L dung dich
dém (phosphat 20mM, d6 pH = 7,4).

Dung dich nay di qua cdt Q-sepharose dugc can bang véi dung dich dém
(phosphat 20mM, d6 pH = 7,4) tir trudc va duoc hép phu, va sau d6 gradien ndng
d6 ctia NaCl chay dén gradien tuyén tinh tir OM dén 0,8M bang cach sir dung dung
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dich dém I (phosphat 20mM, d9 pH = 7,4) va dung dich dém II (phosphat 20mM,
NaCl 0,5M, d6 pH = 7,4), dé thu duoc chit rira giai. Mdi phan 14 phin di duoc gom
lai chira nhiéu khang thé bdi 15% SDS-PAGE. Phén nay duoc thdm tach bing dung
dich dém (phosphat 20mM, d6 pH = 6,8), va duoc hép phu bﬁmg cach di qua cdt
hydroxylapatite duoc can bang véi dung dich dém (phosphat 20mM, d6 pH = 6,8)
tir trude, va sau d6 gradien ndng do ctia phosphat chay dén gradien tuyén tinh tir OM
dén 0,3M bing cach st dung dung dich dém III (phosphat 20mM, d6 pH = 6,8) va
dung dich dém IV (phosphat 300mM, d6 pH = 6,8), dé thu duoc chét rira giai. Phan
nay duoc gom lai chi trong phin cé do tinh khiét khang thé 95% hodc 16n hon béi
15% SDS-PAGE. Nh¢ thir nghiém nay, 5-10mg khang thé don dong trong mdi 1ml
cb trudng co thé dugc gom lai.

Khéng thé thu duge goi 1a YGS.

1-1-4. Phan tich epitop cua CD43
X4y dung céu tric cta cAu tric chira doan CD43 mot phan

Nhu duge thé hién trén Fig.12, mdi dot bién 1am khuyét CD43 dugc xiy
dung c4u trac, va d6 phan tng ctia khang thé YGS5 véi dot bién 1am khuyét duge thi
nghi€m, va dugc phan tich vé& epitop ctia CD43. Protein CD43 (S6 hiéu hru giit NCBI
M61827.1) gbm c6 tdng cong 400 axit amin, va trinh ty axit amin tir s6 1 dén s6 19
1a trinh tu tin hiéu, va trinh tu axit amin tir s6 20 dén s 254 1a mién ngoai bao, va
trinh ty axit amin tir s 255 dén s6 277 1a mién xuyén mang, va trinh ty axit amin tir
56 278 dén sb 400 14 mién ndi bao.

Sau khi xay dung céu tric ciu traic ADN dé mdi dot bién 1am khuyét dugc
biéu hién & dau cudi C cua Glutathion-S- transferaza (GST), né dugc xen (cai) vao
vecto pGEX-2T (Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ). Sau day, vecto bao gdm
trinh tu axit amin tir s& 1 dén s6 253 cua protein CD43 duge goi 1a pGEX1-253, va
vecto bao gdm trinh ti axit amin tlr s6 1 dén sb 87 dugc goi 1a pGEX1-87, va vecto
bao gdm trinh tw axit amin tir s6 1 dén s6 87 cua protein CD43 dugc goi 1a pGEX1-
81, va vecto bao gdm trinh tyr axit amin tir s6 1 dén sb 75 cua protein CD43 duge
goi 1la pGEX1-75, va vecto bao gbm trinh tir axit amin tlr s6 1 dén s 70 ciia protein

CD43 dugc goi 1a pGEX1-70, va vecto bao gbm trinh tur axit amin tir sb 70 dén sb
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98 cua protein CD43 dugc goi 1a pGEX70-98, va pGEX71-81, pGEX76-81,
pGEX73-81, va pGEX73-80 dugc dit tén theo nguyén tic giéng nhu & trén.

Trinh ty ma héa d6t bién 1am khuyét duoc khuéch dai tir ADN b trg cua
CD43 nguoi, va cac doan mdi PCR dugc xay dung cAu tréc tir trinh tu trén Genebank,
va vi tri enzym gidi han BamHI/EcoRI hodc BamHI/BglII dugc bao gbm. Céc san
phdm PCR dugc cit bang BamHI/EcoRI hoic BamHI/BglII va lién két véi pGEX-
2T cta cung mdt vi tri enzym gidi han, va sau d6 dugce bién nap vao té bao TOP10F'
kha bién E. coli [F' [laclq, Tnl0(TetR)], mcrA, D(mrr-hsdRMS-mcrBC),
80lacZDM15, lacX74, deoR, recAl, araD139 D(ara-leu)7697, galK, rpsL(StrR),
endA1, nupG]. Trinh tu cta thé bién nap dugce phéan tich, tir 46 x4c nhén lai trinh tu
ctia dot bién lam khuyét.

Biéu hién protein dung hop d6t bién khuyét GST-CD43

Té bao E. coli TOP10 da bién nap dugc nudi cdy & nhiét do 37°C trong mdi
truong LB trong d6 50pg/mL ampixilin dugc b sung qua dém va té bao da nudi cdy
duoc pha loang gip 20 14n véi mdi truong LB, va sau d6 n6 dugc nudi cdy trong 3
dén 4 gio dén OD 0,6. IPTG (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) dugc bd sung
vao méi trudng nudi cdy & ndng d6 cudi 1a ImM va né duge nudi cly trong 4 gid
nita, va sau d6 né dugce ly tim & 6000 g trong 15 phut. Sau khi gom céac té bao chi
¢c6 céc té bao va dugc tao huyén phu véi 3ml dung dich dém lam tan (Tris 50mM,
d pH = 8,0, EDTA 1mM, NaCl 100mM) trong mdi 1g té bao, ndng do cudi 0,2mM
cua phenylmetylsulfonyl florua (Sigma Chemical Co.) dugc bb sung va sau d6 dit
trén d4 trong 30 phut.

Phan tich CD43 epitop

Sau khi céac dich tan té bao cua tirng thé bién nap biéu hién téng cong 11 loai
dot bién 1am khuyét duoc dwa vao 10% SDS-PAGE, k¥ thuat thim téch tay dugc
thuc hién voi khang thé YGS5 va khang thé khang GST, theo thir tu.

Fig.13 1a quy trinh thAm tach tdy xac nhan d6 phan ing cua khang thé YGS
v6i 11 loai dot bién lam khuyét, trong d6 A 1a truong hop sir dung khang thé YGS,
va B 1a truvong hop st dung khéng thé GST. Ngoai ra, lan 1 14 pGEX1-253, va lan 2
1a pGEX1-98, va lan 3 1a pGEX1-87, va lan 4 12 pGEX1-81, va lan 5 1a pGEX1-75,
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va lan 6 1a pGEX1-70, va lan 7 1 pGEX70-98, va lan 8 1a pGEX71-81, va lan 9 1a
pGEX73-81, valan 10 14 pGEX76-81, va lan 11 1a pGEX73-80, va lan 12 1a pGEX-
2T, va lan 13 1a té bao tuyén uc ngudi. Nhu dugce thé hién trén Fig.13, don vi nhé
nhét ctia dot bién 1am khuyét ¢6 tinh phéan tng véi khang thé YGS5 dugc xac nhan 1a
pGEX73-81, va tir d6 chimg minh duge rang thé quyét dinh khang nguyén ctia CD43
1a trinh ty axit amin tir s6 73 dén s6 81 (Glu Gly Ser Pro Leu Trp Thr Ser Ile; SEQ
ID NO: 4).

DPé tom tét cac vi du, théy duoc rﬁng YGS5 nhén dién truc tiép trinh tu axit
amin tir s6 73 dén s6 81, khong phai thanh phéan glyco ciia CD43 glycoprotein, khac
v6i cac khang thé thong thudong khéc. Trinh tu ndy dugc cho tiép xtic chi yéu trong
té bao nguyén thuy cia té bao lympho va té bao tuyén tic trong giai doan hién mau
cia nguyén bao mau, va tir d6 khéng thé YG5 nhén dién né, va n6é dugc che phu
bang c4ch glycosyl hoa hodc thay ddi cAu tric quanh trinh ty axit amin tir s6 73 dén
s6 81 trong té bao gbc tao mau, nhung té bio mau tréng trudng thanh va tiéu ciu, va
vi thé ca khang thé YGS5 c6 thé khong nhan dién no.

1-2. Tao ra khéng thé kham

Dua trén trinh tu axit amin cua khang thé chudt nhit khang CD43 da xay
dung céu trac YGS5, khang thé kham khang CD43 duoc tao ra.
1-2-1. Tao ra plasmit

D&i v6i su biéu hién cua khang thd kham khang CD43, plasmit dé biéu hién

chudi ning va biéu hién chudi nhe 1an luot durge tao ra. Vecto pOptiVEC (Invitrogen
Company) dugc st dung cho plasmit dé biéu hién chudi ning, va vecto pcDNA3.3
(Invitrogen Company) dugc sit dung cho plasmit dé biéu hién chudi nhe. ADN bd
tro ma héa ving bién déi cua chudi nang va chudi nhe d& biéu hién khang thé dugc
tach dong bing cach sir dung bd mdi Ig-Primer (Novagen Company), va nd dugc
xen vao vecto pGem-T (Promega Company), va sau d6 trinh tw ADN dugc xac nhén
bang cach giai trinh tu, va gen khang thé chudt nhit dugce xac nhan bang vi tri IMGT
(www.imgt.org).

D4 bidu hién ADN bd trg ma héa ving bién dbi va ADN b trg ma héa ving

khong bién dbi cia mdi khang thé dudi dang trinh tir axit amin lién tiép ma khong

59

59/267



51426

xen axit amin b sung vao, cic doan gen trong d6 trinh tw ma héa cta ving bién déi
da tach dong lién két vai trinh tr ma hoa ving khong bién dbi IgG1 & nguoi da bibt
(chudi ning) va viing khéng bién ddi kapa (chudi nhe) lan luot duogc téng hop
(Bioneer Inc). Sau khi gen biéu hién chudi ning va chudi nhe da duoc téng hop nhu
trén duoc cit béng enzym gidi han Xho I va Sal I, doan gen chudi ning duoc ndi
vao vecto pOptiVec, va doan gen chudi nhe duogc nbi vao vecto pcDNA3.3, mét
cach tuong tmg, tir d6 xdy dung ciu triic plasmit hoan thién dé biéu hién khang thé
(pcDNA3.3-plasmit biéu hién chudi nhe khang CD43 va pOptiVEC-plasmit biéu
hién chudi ning khang CD43). Quy trinh x4y dung ciu tric cia plasmit biéu hién
chudi ning va chudi nhe dugc thé hién so Iugc trén Fig.14.
2-1-2. Bién nap

Quy trinh bién nap duoc thuc hién bang cach chuyén nhiém pcDNA3.3-
plasmit biéu hién chudi nhe khang CD43 va pOpti VEC-plasmit biéu hién chudi niing
khang CD43 da duogc xay dung céu triic vao té bao DG44 (Invitrogen) thu dugc tir
CHO.

Trude tién, t& bao DG44 da duoc tao huyén phu dugc bién ddi thich hop véi
mdi trudng MEMa chita FBS 5% 3 ngdy trude khi chuyén nhiém, tir d6 chuyén héa
né thanh té bao dwgc hip phu cin bién ddi thich hop dé gia ting hiu qua chuyén
nhidm. Qua4 trinh chuyén nhidm duoc thyuc hién trong dia c6 6 giéng (18) bang cach
sir dung chit phan tng (thudc thir) chuyén nhiém Effectene (QIAGEN Company).
Té bao DG44 d3 bién dbi thich hop duge cdy chuyén & ndng do bang 1x10° té
bao/giéng mot ngay trude khi chuyén nhiém dugc tao ra, va lugng ADN dugc sur
dung d chuyén nhiém dugc st dung trong cing mot lugng 2pug mdi pcDNA3.3-
plasmit biéu hién chudi nhe khang CD43 va pOptiVEC-plasmit biéu hién chudi ning
khang CD43. Quy trinh chuyén nhiém dugc thuc hién trong 48 gio. Dé phan loai
nhém té bao da duge chuyén nhiém, phuong phap dém té bao theo dong chay va thir
nghiém hip thu mién dich lién két enzym (ELIA) dugc thuc hién, do d6, hai dong
v tinh ctia E#4, E#5 dugc chon loc. Nhom té bao da duge chon loc dugc nudi céy
trong moi trueong chon loc MEMa. chira 5% huyét thanh bao thai bo da tham tach
chtra Methotrexat 30nM (MTX) va 400pg/mL G418 (Geneticin) va ndng do cta
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MTX va G418 dugc ting dan 1én dé chon loc nhém té bao dugc bién nap.
2-1-3. Nudi céy té bao da dugc bién nap va tinh ché khang thé

Nhém té bao da dugc chuyén nhim va chon loc trén day (24,0x10° té
bao/mL hoic 16n hon, kha ning séng sot (%) 90% hodc 16n hon) duge nudi cdy cho
dén khi mtrc d6 biéu hién dat dugc bﬁng 600mg/L (theo ti€u chuén IPC (kiém soat
trong quy trinh)) trong méi truong Power CHO2 CDM (Lonza; lugng mdi truong
cubi 880L) trong diéu kién 14 37°C va CO, 5%.

Sau quy trinh 1am trong té bao (st dung thiét bi loc POD (1,1/0,2um)) bang
cach gom 800L dung dich nuéi ciy thu dwoc nhu trén, khang thé duge tinh ché bang
quy trinh cot 3 giai doan (Sic ky i luc protein A (pha tinh: ProteinA, dung dich dém
can bﬁng: Natri phosphat 50mM, natri clorua SOmM, d9 pH = 7,5, dung dich dém
rira giai: natri xitrat 20mM 46 pH = 3,0); séc ky trao ddi cation (pha tinh: SP FF,
dung dich dém can bang: natri xitrat 20mM do pH = 5,5, dung dich dém rira giai:
natri xitrat 20mM, 150mM, natri clorua, d6 pH = 6,1); séc ky trao ddi anion (pha
tinh: Q FF, dung dich dém can bang: natri xitrat 20mM, d6 pH = 6,5)).

biéu kién sédc ky 1a nhu sau:

Protein A

Trao doi cation

Trao d61 anion

Kiéu cdt

Mabselect sure

SP FF

QFF

B¢ diéu khién cot

6mm Bioprocess

10mm Bioprocess

10mm Bioprocess

(CL-3271) (CL-3201) (CL-3201)
Kich thude cot BPG 200 BPG 300 BPG 300
Thé tich cot 6,5L 14,0L 14,0L
Chiéu cao cot 20cm 20cm 20cm
Toc dd dong chay 62,8L/gid 141L/gidy 141L/gioy

Dang phéi tron ctia chét 16ng thd cudi dugc hoan thanh bang cach thuc hién

ddng thoi quy trinh trao ddi va c¢b dic dém thong qua quy trinh siéu loc/thim tach

siéu loc (UF/DF), va néng d6 cua protein cudi duge diéu chinh dén 11,5mg/mL.

Khéng thé kham khang CD43 thu dugc bang quy trinh nhu trén, va goi la

DNPOO1.

2-1-4. X4c nhan kha ning lién két cua viing epitop ctia khang thé kham
Pé x4c nhan rang khang thé kham da dugc tao ra DNP0O1 (c6 ving CDR
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gidng nhu khang thé chudt nhit) lién két véi cing mdt epitop nhu khang thé chudt
nhit, peptit epitop da dugc tdng hop dugc két hop theo phuwong phap héa hoc véi
protein albumin huyét thanh bo (BSA), va sau d6 ELISA dugc thuc hién.

- Trinh tu tong hop peptit epitop (goi 1a DN2)

EGSPLWTSIGASTGSC (SEQ ID NO: 129; epitop dugc biéu thi bing cach
gach chan)

Thé lién hop peptit DN2-BSA duoc tao ra bing cach lién hop peptit DN2 da
dugc tong hop vao protein BSA théng qua lién két EDC. Sau d6, ty 18 mol clia peptit:
protein BSA 1a 15:1.

Sau khi phui thé lién hop peptit DN2-BSA d4 duoc tao ra ¢ ndng d6 50pg/mL
trong mbi giéng, khang thé kham DNP001 dugc G & cic gradien ndng dd khac nhau.
Tiép do6, khang thé lién két v6i thé lién hop duoc phat hién bang cach do do phan
tng cua khang thé kham véi thé lién hop peptit DN2-BSA. Khéang thé duoc lién két
dugc phét hién béi khang khang thé ngudi-HRP (khang Ig ngudi-HRP), va céc gia

tri OD & 450nm duoc do va dugc thé hién trong bang sau va trén Fig.42.

Khang thé kham (ug/ml) | Gia tri OD

100 1,878
50 1,398
25 0,803
12,5 0,5
6,25 0,327
3,13 0,204
1,56 0,137

0 0,007

Nhu duoc thé hién trong két qua cia bang nay va Fig.42, ching minh dugc
rang khang thé kham DNP001 lién két vai peptit epitop theo céch phu thudc vao
ndng do.

Vi du 2: Nghién ctru mirc do biéu hién cua epitop CD43 & dong té bao ung thu ran
& nguodi

Pé nghién ciru murc d6 biéu hién ciia CD43 & céc dong té bao ung thu ran

khéc nhau, quy trinh nhudém mién dich va dém té bao theo dong chay dugc thuc hién.

Thong tin vé cac dong té bao duoc sir dung dé phan tich 12 nhu sau:
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Tén Ngudn gbc MB& bénh hoc S6 hiéu luu giiy
da day, vung da . X ATCC, CRL-
SNU_ 1 . > . v 3
day caxinom tuyen 5971
\ . £ A , KCLB,
SNU-719 da day caxinom tuyén, nguyén phat No.00719
NCI-N87 da day caxinom; di can dén gan ATCS%zgRL_
AGS da day caxinom tuyén ATCI(,:/.’?)SRL-
HT29 rudt két caxinom tuyén ATCC, HTB-38
LSI74T | ruotkés | DukewpB,caxinomtuyendai| ,rec cp.sg
truc trang
HCT116 rudt két Caxinom dai truc trang ATC% 7C CL-
. s ATCC, CRL-
C3A gan Caxinom té bao gan 10741
HepG2 gan U nguyén bao gan ATCC, HB-8065
PLC/PRF/5 gan Ung thu gan ATCS%’ZSRL-

Cu thé, mdi dong té bao duogc cdy truyén va duoc nudi cdy trong 100mm
thiét bj chira mdi trudng nudi cy té bao, va khi 70~80% bé mit dugc che phi té bao
nudi cdy, té bao nudi cy nay duge rira bang dung dich dém phosphat va sau d6 dugc
xtt Iy bang Trypsin-EDTA (Invitrogen), va dugc phan ly, va sau d6 dugc ly tam. Té
bao da két tia dugc tao huyén phu trong dung dich dém mot 14n nira va duoc chia
thanh phin miu 1 x 10° mdi phdn, va 1,5uL khang thé khang CD43 (YGS5)-
phycoerythrin (PE) da dugc tao ra trong vi du 1-1 dugc bd sung va dugc cho phan
g trong t lanh 4°C trong 20 phut. Sau khi phan Umg & nhiét 4§ 4°C trong 20 phit,
té bao dugc rira bang 4ml dung dich dém (1 x Nudc mudi dém phosphat, chit dém
PBS) mdt 14n nita, sau d6 né duge phén tich béng k¥ thuat dém té bao theo dong
chay (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). Dé so sanh, thir
nghiém giéng nhu vay sir dung khéng thé DFT-1 (2uL, Ancell corporation) thay vi
khang thé khang CD43 dugc thuc hién.

Céc két qua thu duge dugc thé hién trén Fig.1 va Fig.2a-Fig.2c. Trén Fig.1,
truc X thé hién mirc d6 biéu hién ciia khang nguyén CD43 ma phan tmg véi khang
thé YGS5 trong dong té bao duge néu va truc Y chi s& lugng té bao doc (s6 dém).

Nhu duoc thé hién trén Fig.1 va Fig.2a-Fig.2¢, khoang 60% mttc d9 biéu hién dugc
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thé hién trong caxinom tuyén Duke typ B (LS174T) & bénh ung thu truc trang, va
khoang 50, 37% mirc dd biéu hién dugc thé hién trong HCT116, HT29, va s biéu
hién ctia CD43 (epitop) dugc xac nhin trong céc loai dong té bao ung thu rin khac
nhau khéc.

Vi du 3: Thir nghiém tinh gy ddc té bao ciia khang thé khang CD43 vdi té bao ung
thu (in vitro)

3-1. Tao ra thé lién hop khang thé-doc t6

Viéc lién hop saporin (Sigma, St. Louis, MO) véi khang thé don dong dugc
thuc hién theo phuong phap thong thuong (Polito et al., 2004). Sau khi hoa tan khéng
thé (DNP001; dugc tao ra trong vi du 1-2) v saporin & ndng d6 bang 2mg/mL (ndng
d6 khéang thé) va 8mg/mL (ndng dd saporin), mdt cach twong tng trong chét dém
natri borat 50mM (do pH = 9,0), 2-iminothiolan (Sigma) dugc xir ly & ndng dd bang
0,4mM va 1,0mM, mdt cach twong ing. Sau dd, khéng thé va saporin dugc tron &
ty 18 bang 10:1 va duoc cho phan tng & nhiét d6 trong phong trong 16 gio, va thé
lién hop khang thé-saporin dugc tinh ché bang k¥ thuat loc gel. Sau day, thé lién hop
da dugc tao ra duge mo ta dudi dang thé lién hop khang CD43-saporin.

Tham khao phuong phap trén day, thé lién hop khang CD43-MMAE trong
d6 khang thé khang CD43 (DNPO001; dugc tao ra trong vi du 1-2) va monometyl
auristatin E (MMAE; Creative Biolabs) dugc lién hop, thé lién hop khang CD43-
DMI1 trong d6 khang thé khang CD43 (DNP001) va N2'-diaxetyl-N2'-(3-mercapto-
1-oxopropyl) maytansin (DM1; The Chemistry Research Solution LLC) dugc li€n
hop, va thé lién hop khang CD43-Duocarmyxin trong d6 khang thé khang CD43
(DNP001) va Duocarmyxin (The Chemistry Research Solution LLC) dugc lién hop,
va thé lién hop khéng thé khang CD43 (DNP001)-DM1 dugc tao ra, mot cach tuong
ung.

3-2. Tinh gy doc t& bao cua thé lién hop khang thé khang CD43-ddc t6 véi té bao
ung thu da day

Tinh gy doc t& bao cia thé lién hop khang thé-doc té dugc tao ra trong vi
du 3-1 (thé lién hop khéng CD43-saporin, thé lién hop khang CD43-DM1, thé lién
hop khéng CD43-MMAE, va thé lién hop khang CD43-Duocarmyxin) véi t€ bao
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ung thu da day dugc thir nghiém.

Ngay trudc thir nghiém, dong t& bao ung thu da day NCI-N87, AGS, va
SNU719 lan lugt dugc dan trén dia & 4x103 trong mdi giéng. Mbi thé lién hop khéng
thé-doc td duogc xir Iy vao mdi dong té bao da day & ndng d6 bang 10000ng/mL
(trong trudng hop thé lién hop (khang thé khang CD43)-MMAE va thé lién hop
(khang CD43)-DM1) hoic 1000ng/mL (trong trudng hop thé lién hop (khang
CD43)-Duocarmyxin). Sau d6, 10uL. EzCytox (Daeil lab, Han Qudc) dugc bd sung
vao mdi giéng sau 24 gid, 48 gid, va 72 gid, va céc té bao duogc nudi ciy trong thiét
bi chira CO, 37°C, va sau d6 kha ning sbng s6t cia ching dugc do bing may chup
anh quang phd hién vi.

Tinh gdy doc té bao clia mbi thé lién hop thu dugc dugc thé hién trén Fig.3
(thé lién hop (khang thé khang CD43)-MMAE), Fig.4 (thé lién hop (khédng CD43)-
DM1) va Fig.5 (thé lién hop (khang CD43)-Duocarmyxin). D9 gy doc té bao dugc
tinh bang dang thirc sau:

Do gay doc té bao (%) = [1-(sb lugng té bao séng sot/s6 lugng té bao ban
d4u)] x 100

Nhu dugc thé hién trén Fig.3, Fig.4 va Fig.5, xac nhan dugc ring thé lién
hop khang CD43-DMI va thé lién hop khéng CD43-MMAE thé hién tinh gy doc
té bao & tAt ca 3 loai dong té bao, va thé lién hop khang CD43-Duocarmyxin thé hién
tinh gy doc té bao & NCI-N87 va AGS.

Vi du 4: Thir nghiém tac dung chéng ung thu ctia khéng thé khang CD43 trong mb
hinh dong vét (in vivo)
4-1. Tao ra mé hinh déng vat ung thu da day (Tao u)

Mo hinh ung thu da day dugc tao ra bang cach sir dung dong té bao trong d6
su biéu hién CD43 dugc xac nhéan trong két qua cta vi du 2 (NCI-N87; ATCC, CRL-
5822). Trudc tién, 2,8X107 té bao NCI-N87 dugc chuén bi. Céc té bao di duge chuén
bi duge cdy truyén dudi da 5X10° té bao/100puL (RPMI) vao phia bén phai ciia chudt
nhit tryi 16ng. Chudt nhit trui 16ng da dugc cdy truyén dugc sip xép vao nhém dbi
ching (dung PBS) va nhém thir nghiém, va khéng thé khang CD43 (DNP001) dugc

tao ra trong vi du 1-2 dugc ti€ém vao tinh mach dudi véi luong bang 12mg/kg 2 14n
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mdi tudn trong 3 tudn vao 3 ngdy, hoic 0,2mg/kg thé lién hop khang CD43-
Duocarmyxin (DNP001-Duocarmyxin) dugc tao ra trong vi du 3-1 dugc ti€ém trong
mang bung mét 1an mbi tudn trong 3 tuln, sau khi cay truyén té bao ung thu. Kich
thude khéi u duge do trude khi ding tac nhén tri liéu 2 14n mdi tudn, va kich thudce
khéi u duoc tinh bang ding thtc sau:

Kich thuéc khdi u (mm?) = (truc chinh X truc phu?) / 2

Két qué thu dugc duge thé hién trén Fig.6. Nhu dugc thé hién trén Fig.6, xac
nhan dugc ring sy phat trién cua khéi u bit diu duge e ché trong nhém ding
DNPO001-Duocarmyxin (D-Duo) so v6i nhém ddi chimg tir ngay thir 7 sau khi bét
dAu thir nghiém. 26 ngay sau khi bit dau thir nghiém, kich thudc khdi u trung binh
clia chudt nhit dugc dung DNP001-Duocarmyxin, DNP001 m{t minh, va PBS 1an
luot 13 447,2mm?, 510,9mm?, 784,6mm?. Trong trudong hop nhém trong d6 thé lién
hop khang CD43-Duocarmyxin va khang thé khang CD43 dugc dung, su phét trién
ctia khdi u duge e ché 1an luot khoang 43% va 34%, so v4i nhom dbi chimg. Két
qua nay cho thdy tac dung trc ché dang ké su phat trién bénh ung thu da day cia
khang thé khang CD43 m6t minh va thé lién hop khéang CD43-Duocarmyxin.

Vi du 5: Nghién ctru su phan bd CD43 trong md bénh ung thu thé rdn cua nguoi

Ngoai bénh ung thu da day, dé xac nhan su biéu hién cia CD43 va kha ning
thtr nghiém d¢ hi€u nghiém tri li¢u trong cac bénh ung thu thé ran khac nhau, (bénh
ung thu da day, bénh ung thu da day té bao nhan dong diu, bénh ung thu v, caxinom
tuyén 6ng thdm nhiém trong s bénh ung thur vii, bénh ung thu than, bénh ung thu
tuyén tuy, bénh ung thur tii mat, bénh ung thu ¢d, bénh ung thu cb tir cung, bénh ung
thu bang quang, sacom bach cdu hat) huéng dich CD43, phuong phéap héa mo mién
dich dugc thuc hién & cac md khdi u c6 ngudn gde tir ngudi khéc nhau.

Viéc nhudm héa md mién dich dugc tién hanh theo tht ty sau. D& 1am mo
bénh ung thur thé rin, mé bénh ung thu thé rdn gin trong parafin (Bénh vién dai hoc
qudc gia Chungbuk) dugc sir dung. Trude tién, 1at c4t bénh ung thu thé rén parafin
trai qua qua trinh khit parafin véi 3 1an xylen trong 10 phit mdi 1an, hai 1an véi ruou
100% trong 5 phait mdi 1an, rrgu 80% trong 3 phut, rugu 50% trong 1 phut, rugu

20% trong 1 phut, va sau d6 dugc rira bang nudc may hai 1an. Sau d6, né dugc ngdm
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trong 1 x TBS (Nu6c mudi dém Tris) trong 10 phat. D& tai tao khang nguyén trong
md, chit dém HEPES 10mM (axit 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonic, do pH
= 8,0) dugc bd sung va tién hanh trong vi séng trong 15 phut va 1am mét nhanh trong
nuéc may, va lat cit sau d6 dugc ngam trong 1 x TBS trong 20 phut. Peroxidaza ndi
sinh dugc loai bo bang H20, 0,1% + metanol 100% trong 10 phut va dugc rira bing
nuéc may hai 1an. Sau d6, dé loai bé phan tng khong dic hiéu cia biotin va khang
nguyén-khang thé, quy trinh phong bé dugc tién hanh. Quy trinh phong bé dwoc thuc
hién bang c4ch nho 4 giot dung dich biotin vao va cho phan tmg & nhiét do trong
phong trong 15 phut. Sau khi nho 4 giot dung dich avidin (VECTOR laboratories)
vao md, n6 dugce cho phan tng & nhiét do trong phong trong 15 phut va sau d6 dugc
rira bang 1xPBS.

10pg/mL, Spg/mL mdi khang thé khang CD43 (YGS5) va khang thé DFT-1
(nhém dbi chimg; Ancell corporation) dugc tao ra trong vi du 1-1 dugc tao huyén
phu trong 150pL cia 1 x TBS dé bao phii mé, va né dugc cho phan tmg & nhiét do
trong phong trong 30 phit. Sau khi rira khang thé bang 1 x TBST (1 x TBS+ tween
20 0,1%) 3 14n trong 15 phat mdi 14n, khang thé thir hai (HRP khang chudt nhét/tho;
DAKO) dugc bao phit md 2 giot mdi 1an, va dugc cho phin tng & nhiét do trong
phong trong 30 phut. Sau d6, sau khi rira khang thé bang 1 x TBST (1 x TBS+ tween
20 0,1%) 3 1an trong 15 phut mdi 14n, phan tng hién mau dugc thuc hién véi DAB
(Diaminobenzidin). Sau khi rira khang thé bing 1 x TBS trong 5 phut hai 1in va
nhudm twong phan, né duge rira bing nudc méay. Sau d6, sau quy trinh khit hydrat
duoc tién hanh, né duogc le‘ip dat.

Két qua thu duoc duoc thé hién trén Fig.7 va Fig.8 va Bang 1. Tiéu chuan
dé xac dinh tinh duong CD43 trong mdi mé 1 nhu sau: 4m tinh: 0, duong tinh: dugc
phan loai thanh 1 dén 3 bac theo mic d6 nhudém YGS trong ving khéi u.

Bang 1. Su biéu hién ctia CD43 trong céc phan m6 ung thu khac nhau

Géc Tbong (n) Duong (n) %, tinh duong
Da day 213 179 84

Va 231 90 39
Phdi 28 13 46
Than 54 5 9
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Tuyén tuy 30 3 10
Tuyén giap 21 1 5
Thi mat 4 1 25
Tt cung 2 1 50
Bang quang 5 2 40
Cb tir cung 4 1 25

(Trong bang 1, tinh duong 14 gié trj s6 thu dugc bang cach chia s6 lwong md
dwong ngoai trir md m trong d6 YG5 khong duge nhudém cho téng sb lugng md cia
bénh ung thu tuong Ung;

Tbng 13 téng cdng s6 lrong md duoc sir dung dé nhudm;

Duong 13 s6 lvong mé thé hién phan tng dwong tinh véi YGS trong sb cac
md dugc st dung, mdt cach tuong ing)

Nhu duge x4c nhén trong bang 1, Fig.7 va Fig.8, ching minh dugc ring
CD43 dugc biéu hién trong khéi u xuét hién trong té bao biéu m6 chu yéu nhu bénh
ung thu da day, bénh ung thu da day té bao nhin déng diu, bénh ung thu vii, caxinom
tuyén 6ng thAm nhiém trong s§ bénh ung thu vii, bénh ung thu than, bénh ung thu
tuyén tuy, bénh ung thu tii mét, bénh ung thu cd, bénh ung thu cd tir cung, bénh ung
thu bang quang, sacom bach clu hat, v.v..

Vi du 6: Sy biéu hién CD43 trong té bao gbc ung thu ciia bénh ung thu da day

Mirc d bidu hién cua CD43 trong céc té bao gdc ung thu cta céc khdi u
khac nhau dugc thir nghiém. CD44 va CD133 (Prominin-1) 1a chi thi té bao gdc ung
thu phé bién da biét. Chi thi té bao gbc ung thu CD44 va CD133 dugc nhudm ba 1an
dé x4c nhan sy biéu hién CD43, tir d6 chitng minh ring CD43 duogc biéu hién trong
CD44 hoic nhém dwong tinh CD44*CD133*. Té bao NCI-N87 dugc cy truyén va
dugc nudi cdy trong 100mm thiét bi chira mdi trudng nuoi cay té bao, va khi 70~80%
bé mat dwge che phu té bao nudi céy, t& bao nudi céy dugc rira bing dung dich dém
phosphat va sau d6 duge xir ly bang Trypsin-EDTA (Invitrogen), va duge phén ly,
va sau d6 dugc ly tdm. Té bao da két tiia dugc tao huyén phui trong dung dich dém
mdt 14n nita. Sau khi cho chiing phan tmg véi khang CD44-alophycoxyanin (APC)
(10pL, Miltenyi Biotec), khang CD133-fluoresxein isothioxyanat (FITC) (10pL,
Miltenyi Biotec), va khéang thé khang CD43 (dugc tao ra trong vi du 1; YGS5)-
phycoerythrin (PE; 1,5uL, Dinona) trong ti lanh 4°C trong 20 phut, khang thé khong
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phan tmg dugc rira va dugc ¢d dinh véi paraformaldehyt 1%. Sau d6 cac té bao dugc
phan tich bang k¥ thut dém té bao theo dong chay (Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA). Thir nghiém gidng nhu vay st dung IgG1 chudt nhit thay
vi khang thé khang CD44 va khang thé khang CD133 lam nhém d6i chimg 4m duoc
thuc hién.

Két qua thu duoc duge thé hién trén Fig.9.

Nhu duge thé hién trén Fig.9, nhd két qua x4c nhan sy biéu hién ctia CD43
trong té bao gbc ung thu ciia bénh ung thu da day, xac nhan duge ring CD43 duong
tinh trong céc t& bao trong d6 cac chi thi biét héa té bao gdc ung thu ciia bénh ung
thu da day (CD44 hoic CD133) 1a duong tinh. Két qua nay cho thdy ring khang thé
khang CD43 theo sang ché c6 thé lién két dic hidu voi CD43 duge biéu hién trén bé
mit cta té bao gbc ung thu ctia bénh ung thu da day.

Vi du 7: Nghién ctru sy biéu hién ctia CD43 trong cic té bao gbc ung thu rén khac
nhau

Su biéu hién cua CD43 trong t& bao gbc ung thu ctia bénh ung thu thé rin
duong tinh véi CD43 néu trong vi du 5 dugce xac nhan bang cliing médt phuong phap
néu trong vi du 6.

Céc té bao c6 ngudn gdc tir mbi mod duong tinh véi CD43 duge boc 10 trong
vi du 5 (dong té bao c6 ngudn gdc tir bénh ung thur vii, bénh ung thu phdi, bénh ung
thu truc trang, bénh ung thu gan va bénh ung thu t4i mat, bénh ung thu thin, bénh
ung thu tuyén tuy, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung
thu ¢b, bénh ung thu ¢ tir cung, bénh ung thu bang quang) duge st dung. MBbi té
bao dugce cly truyén va dugc nudi cy trong 100mm thiét bj chira mdi truong nudi
cdy té bao, va khi 70~80% bé mit dugc che phit té bao nudi cdy, té bao nudi cdy
dugc rira bang dung dich dém phosphat va sau d6 dugce xt ly bang Trypsin-EDTA
(Invitrogen), va dugc phan ly, va sau d6 dugc ly tam. Khéi té bao da két tha duge
tao huyén phu trong dung dich dém mot 14n nita va duogc cho phan tng véi khang
CD44-alophycoxyanin (APC) dugc pha lodng 100 lan, khang CD44-
alophycoxyanin (APC), khang CD326 (EpCAM)-alophycoxyanin (APC), khang
CD133-fluoresxein isothioxyanat (FITC), khang thé khang CD43-phycoerythrin
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(PE) trong ti lanh 4°C trong 20 phut. Khang thé khéng phéan tmg duoc rira va dugce
c¢b dinh vé6i paraformaldehyt 1%, va sau d6 céc té bao duge phén tich bang k§ thuat
dém t& bao theo dong chay (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,
USA).

Do d6, nho két qua xac nhén sy biéu hién CD43 trong té bao gbc ung thu
ctia t€ bao c6 ngudn gbe tir mé duong tinh véi CD43 trong vi du 5, xac nhan dugc
rang CD43 1a duong tinh trong céc té bio trong d6 cac chi thi biét hoa mdi té bao
gbc ung thu (CD44, CD133, hoic EpCAM) 1a duong tinh.

Vi du 8: Thir nghiém su biéu hién CD43 trong té bao gdc ung thu ciia mb ung thur
ma&i cta bénh nhan

Dua trén két qua ctia vi du 5, su biéu hién ctia CD43 dugc thir nghiém sau
khi phan loai bing cach st dung chi thi t& bao gbc ung thur trong md ung thu cua
bénh nhan.

M6 ung thu méi ciia bénh nhan dugc don dong hoa dong déu. Té bao khéiu
da dugc don dong héda dugce ly tdm & 1700 vong/phit trong 3 phut va sau do phin
dich ndi dugce loai bd, va n6 duge tao lai huyén pht vao 10mL mdi trudng chira FBS
10% va sau d6 duge ly tdm & 1700 vong/phut trong 3 phit. Phan dich nbi duoc loai
bd va né duge tao lai huyén phi v6i 10mL 1 X PBS, va sau d6 dugc dém. Cac té
bao dugc phan bd vao cac dng FACS, va sau d6 sau khi cho chang phan tmg voi
khang CD44-alophycoxyanin (APC), khang CD44-alophycoxyanin (APC), khing
CD326 (EpCAM)-alophycoxyanin (APC), khang CD133-fluoresxein isothioxyanat
(FITC), khang thé khang CD43-phycoerythrin (PE) trong ti lanh 4°C trong 20 phut,
khang thé khong phan tmg dugc rira va duge c¢b dinh v6i paraformaldehyt 1%, va
sau d6 cac té bao duge phan tich bang k§ thuat dém té bio theo dong chay (Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA).

Nhu trén, nh két qua cta thir nghiém sy biéu hién CD43 trong té bao gbc
ung thu cua bénh ung thu da day trong té bao gdc ung thu ctia mo ung thu clia bénh
nhén, x4c nhan duoc ring CD43 13 duong tinh trong té bao gbc ung thu c6 ngudn
gdc tir md ung thu ciia bénh nhan.

Vi du 9: Uc ché sy hinh thanh cum té bao gdc ung thu bang khang thé khang CD43
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(in vitro)

Xé4c nhan dugc ring su hinh thanh cum té bao gdc dwong tinh véi CD43
trong bénh ung thu thé rén duong tinh vi CD43 ¢6 trong vi du 5 duogc trc ché bang
khang thé khang CD43 dugc x4c nhan trong vi du 6. Céc té bao c6 ngudn gdc tir mbi
md duong tinh véi CD43 dugc boc 10 trong vi du 5 (dong té bao c6 ngudn gbe tir
bénh ung thu vi, bénh ung thu phéi, bénh ung thu truc trang, bénh ung thu gan va
bénh ung thu tii mat, bénh ung thu than, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu tuyén
giap, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu cd, bénh ung thu cd cung, bénh
ung thu bang quang) duge st dung. Mi dong té bao duge cdy truyén va duge nubi
cdy trong 100mm thiét bi chira moi trudng nudi cdy té bao, va khi 70~80% bé mat
duogc che phi té bao nudi ciy, té bao nudi ciy dugc rira bang dung dich dém phosphat
va sau d6 duoc xit Iy bing Trypsin-EDTA (Invitrogen), va duge phan ly, va sau d6
dugc ly tam. Khéi té bao da két tha duge tao huyén phil trong dung dich dém mot
14n nita va khang thé khang CD43 dugc bd sung & ndng do bang 20pg/mL trong mbi
107 t& bao khdi u va dugc cho phan tmg trong ti lanh 4°C trong 20 phiit, va sau d6
khang thé khong phéan tmg dugc rira bing 1 X PBS. Sau khi bd sung 20pL IgG lién
két v6i hat tir tinh, né duoc cho phan tmg trong ti lanh 4°C trong 15 phut va sau d6
dugc rira bing 1 X PBS, va té bao duwong tinh véi CD43 dugc phan loai bang hé
thng tach MACS.

Sau khi cho céc té€ bao duong tinh véi CD43 d4 phén loai hodc cac té bao 4m
tinh phan tmg v&i khang CD44-alophycoxyanin (APC), khang CD326(EpCAM)-
alophycoxyanin (APC), khang CD133-fluoresxein isothioxyanat (FITC), khang thé
khang hat tir tinh-phycoerythrin (PE, 20ul, Miltenyi Biotec) trong ti lanh 4°C trong
15 phut, né dugce rira va dugc ¢d dinh vé6i paraformaldehyt 1%, va sau d6 dugc phén
tich bang k¥ thuat dém té bao theo dong chay (Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA).

Té bao duong tinh hoic té bao am tinh v6i CD43 thu dugc tir cée vi du duge
bb sung trong dia c6 6 giéng gén siéu thap (Corning Inc., Corning, NY, USA) & sb
lugng 5000 trong mdi giéng trong giéng chita moi trudng khong huyét thanh
(100IU/ml penixilin G, 100pg/mL streptomyxin, 20ng/mL yéu t6 sinh truéng bidu
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bi tai t6 hop & ngudi (hrEGF), 10ng/mL yéu t6 sinh truéng nguyén bio soi nén tai
td hop & nguoi (hrbFGF), 2% chit bd sung B27 khong c6 vitamin A, 1% chét bd
sung N2 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) dugc bao gdm). Sau d6, mdi khang thé
khang CD43 va khang thé ddi chimg dugc bd sung 100pg/mL va duge nudi cdy. Sau
do, cac dang cau dugc quan sat. Thir nghiém giéng nhu vdy dugc thuc hién b?mg
cach phan loai té bao dwong tinh v6i CD43 trong md ung thu méi clia bénh nhén.

Do d6, xac nhan dugc réng viéc tao u cuia té bao géc ung thu dugc Gc ché,
so voi nhém ddi ching, 12 két qua cua viéc dung khang thé khang CD43 vao té bao
gbc ung thu duong tinh véi CD43 cua cac khéi u khac nhau va md ung thu ctia bénh
nhan. Két qua nay thé hién tac dung trc ché dang ké sy phat sinh ung thu ciia té bao
gbc ung thu cia khang thé khang CD43.

Vi du 10: Thir nghiém tac dung chéng ung thu ciia khang thé khang CD43 trong cac
mo hinh dong vat ung thu khéc nhau (in vivo)

MO hinh ddng vit duge tao ra bang cach st dung céc dong té bao trong d6
su biéu hién CD43 dugc xac nhan trong cic két qua néu trong vi dy 7 va 8 va mod
ung thu méi, va phwong phap 14 gidng nhu trong vi du 4. Chudt nhit dugc chi dinh
nglu nhién vao nhém dbi chimg (ding PBS), va nhém thir nghiém, va khang thé
khang CD43 (DNP001 mAb) dugc tao ra trong vi du 2 dugc tiém vao tinh mach
dudi véi luong bang 8mg/kg 2 1an mdi tudn trong 3 tuan, hogc 0,2mg/kg, 0,5mg/kg,
Img/kg, Smg/kg khang CD43-saporin, DM1, MMAE, thé lién hop duocarmyxin
dugc tao ra trong vi du 3-1 duoc tiém trong mang bung mot 1An mdi tuin trong 3
tuln, vao 3 ngdy sau cdy truyén té bio ung thu.

Vi du 11: Thir nghiém vé sy thay dbi kha nang lién két vé6i té bao méu binh thuong
sau khi xir ly neuraminidaza

X4c nhan dugc xem lidu c6 thay dbi vé kha niang lién két vdi té bao lympho
binh thuong trong d6 khang thé nhan dién CD43 dugc biéu hién trong mau binh
thuong (DFT-1) va khang thé khang CD43 (YGS) nhén dién CD43 dac hiéu khdi u
dugc xir Iy bang neuraminidaza.

10ml méu duoc thu tir ngudi khoe manh, va 40ml dung dich lam tan té bao
hdng cAu (Dung dich 1am tan RBC; NH4CI, NaHCO3, EDTA d6 pH = 8,0) dugc bd
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sung vao mau, va dugc lam tan & nhiét do trong phong trong 10 phat. Mau trong d6
céc té bao hdng ciu da duogc lam tan duoc ly tdm & 1700 vong/phut trong 5 phtt va
sau d6 phéan dich ndi duqc loai bo, va n6 dugce rira bing 10ml PBS hai 1an. 3*106té
bao lympho dugc tao huyén phi trong 130uL dung dich 1am tan t& bao hdng ciu thu
duge & trén, va S0uL neuminidaza (ELPIS, Han Quéc) va 20uL chat dém duoc bd
sung. Va sau do, té bao dugc cho phan tng & nhiét do 37°C trong 50 phut, va dugce
rira bang PBS. D& x4c nhin xem liéu c6 sy thay ddi cia epitop clia khang thé nhan
dién CD43 boi neuraminidaza hay khong, khang thé DFT-1 va YGS5 gén két FITC
va PE dugc bd sung vao t& bao va sau khi phan tng & nhiét d6 4°C trong 15 phut, té
bao ndy sau d6 dugc rira bing 4ml PBS. Té bao nay sau d6 dugc do bang k¥ thuit
dém té bao theo dong chay va hiéu gis d6i véi té bao lympho binh thuéng dugce do.

Két qud x4c nhén hi¢u gia cia hai khang thé d6i véi CD43 thu dugce & trén
(DFT-1 va YGS5) dugc thé hién trén Fig.15. Nhu duoc thé hién trén Fig.15, xac nhan
dugc ring DFT-1 thé hién hiéu gia cao trudc khi xtt Iy neuraminidaza, nhung khong
thé hién nhu vy sau khi xir Iy neuraminidaza, trong khi d6, YG5 khong biéu hién
hiéu gia trudce khi xir Iy neuraminidaza, nhung lai c6 hiéu gia 16,16% duoc thé hién
sau khi xr Iy neuraminidaza. Do d6, xac nhan dugc ring khang thé khang CD43
(YG5) theo sang ché khong nhan dién epitop dugc sialyl héa clia protein CD43, va
didu nay cho thiy ring khang thé khang CD43 theo séng ché khong gén két voi té
bao binh thudng va lién két dic hiéu véi té bao ung thu, cu thé 13, té bao gbc ung
thu.
Vi du 12: Thir nghiém d6 phan ing chéo v6i CEACAMS va CEACAM6

Dong v6 tinh 5F1 da biét 1a nhan dién protein CD43 dugc biét dén 12 nhan
dién ddng thoi CD43 va CEACAMG va lién két véi vi tri dugc fucosyl héa cua hai
protein. Thir nghiém dugc ring khang thé khang CD43 thé hién do phan ting chéo
v6i CEACAMS va CEACAMS, va sy thay dbi vé kha nang lién két clia khang thé
khang CD43 nho su thay ddi glycosyl héa cua epitop ctia CD43 bang kifunensin va
fucosidaza dugc thir nghi¢m.

Sau khi protein tai t hop rCEACAMS-hFC (Sinobiologics, Cat. No: 11077-
HO03H-50) va rCEACAMS6-hFC (DinonA inc.) dugc bd sung vao dia maxisorp
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ELISA & 200uL trong mdi giéng va cho phan tmg & nhiét 6 37°C trong 1 gidy, nhor
d6 phong bé. Khang thé don dong IgGl, YGS5, DFT-1, 9A6, hoic 8F5 (8F5:
Biomaterials, 2015 Oct, 67, 32-41, 9A6: SantaCruz Biotechnology, Cat. No: sc-
59899) dugc bd sung & 100ng trong mdi giéng, mot cach twong tmg, vao giéng dugc
phu protein rCEACAMS-hFC va rCEACAMG6-hFC va dugc cho phan Ung & nhiét
d6 37°C trong 1 gid, va sau d6 dugce rira bang PBS, dé loai bd cac khang thé khong
lién két. Sau d6, HRP-khéang thé dé khang IgG chudt nhét (Jackson) dwoc pha lodng
va duoc b sung, va n6 duoc cho phan tmg trong 30 phut va sau d6 dugc rira bang
PBS, va dung dich TMB dugc bd sung & 50uL trong mbi giéng va n6 duge cho phan
g trong 10 phit, va sau d6 50pL axit sulfuric dugc bd sung dé dimg phan g va
d6 hap thu & 450nm duoc do.

Két qua thu dugc duge thé hién trén Fig.16. Nhu dugc thé hién trén Fig. 16,
chtng minh duoc rang khang thé khang CD43 (YGS5) c6 dd phan ting nhé véi cac
protein tai td hgp CEACAMS va CEACAMS.

Ngoai ra, khong c6 su thay doi v& kha ning lién két cia khang thé khang
CD43 véi té bao CEM7 dugce xir ly fucosidaza va kifunensin (té bao dugc phan loai
14 c6 muc @) biéu hién CD43 trén b& mit té bao 50% hodc ting hon nita so véi té
bao ban dAu nho té bao don 1é nudi cdy té bao CCRF-CEM thu duge tir ATCC (CCL-
119); gidng nhu sau day). Két qua nay cho thdy rang khang thé duoc d& cap dén theo
sang ché (vi du, (khang thé khang CD43 (YG5)) gitr dugc kha nang lién két véi
CD43 ngay ca trong diéu kién trong d6 diéu kién duong ctia CD43 bi thay dbi, va
diéu nay c6 nghia 1a epitop ctia khang thé khong doc 1ap véi duong. Mit khéc, khang
thd CD43 thong thudmg, 5F1, da dugc biét 12 thé hién kha ning lién két epitop phu
thudc vao duong, va tir 6 chirng minh dugce réng khang thé duogc dé cap dén theo
sang ché c6 su khac biét véi khang thé thong thudng.

Vi du 13: Thir nghiém nudi cdy 3 chidu & t& bao ung thu da day (Thir nghiém khoi
u céu)

Dong t& bao ung thu da day, t& bao NCI-N87, duoc tao ra 1a 80~90% cua dia
150mm truéc thir nghiém. Té bao NCI-N87 dugc tao huyén phit bang cach xi ly 1
x Trypsin'EDTA va sau d6 dugc rira. Té bao NCI-N87 d4 tao ra dugc tao lai huyén
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phu véi moi truong (DMEM/F12 (GIBCO), B27 (Invitrogen), EGF & bFGF
(Invitrogen)) va sau d6 dugc chia thanh phin méu v6i 1*¥10%/2 ml trong 6 giéng (dia
gén siéu thdp), va sau d6 dugc nudi cAy trong ti i CO237°C trong 5 ngay. Sau khi
chup anh c4c té bao ciia mdi giéng bang kinh hién vi quang hoc, cac té bao dugc
tach thanh cac té bao don 1¢ bing 1 x TE 200pL va sau d6 dugc rira bang PBS. 1/50
huyét thanh chu6t nhit binh thudng dugc bd sung vao cac té bao, va né dugc phong
bé & nhiét d6 4°C trong 10 phut. Tiép d6, cac té bao duge chia thanh phén mau vao
cac dng dém té bao theo dong chay & 100pL mbi dng, va khang thé khang CD44
(eBioscience, Cat. No: 17-0441-82) va khang thé khang CD43 (YGS5, DFT-1) dugc
bd sung & 10uL, 1pL, mdt cach trong g, va né dugc cho phan tng & nhiét d6 4°C
trong 25 phut. Sau khi rira bang cing mét phuwong phép nhu trén, paraformaldehyt
1% (trong lurgng/thé tich) duoc bd sung trong mbi mau dé c¢b dinh cac té bao, va sau
d6 k¥ thuat @ém té bao theo dong chay dwgc thuc hién.

Két qua thu duoc duge thé hién trén Fig.18a (két qua tai thoi diém nudi ciy)
va 18b (két qua sau khi nudi ciy trong 5 ngay). Phan trén ctia mdi hinh vé& 1 hinh
anh hién vi va phin duéi 13 bidu db thé hién két qua cta k¥ thuat dém té bao theo
dong chay. Nhu dugc thé hién trén Fig.18a va Fig.18b, sy gia ting té bao duong tinh
kép CD44 va CD43 duoc xéc nhan trong khéi u cAu NCI-B87 dugc nudi ciy trong
5 ngdy bing cach st dung k¥ thust dém té bao theo dong chay, va xac nhén dugc
r%mg cum khdi u duge tao ra theo thoi gian. Ngoai ra, x4c nhan dugc rﬁng su biéu
hién CD43 tang 1én bing cach tao ra khdi u cau. Két qua nay cho thiy rang su biéu
hién CD43 ting 1én mot cach didc trung trong té bao gde khdi u.

Vi du 14: Phuong phap ELISA do kha ning lién két té bao dugc cai bién bang cach
str dung c4c t& bao dugc tao huyén phi trong huyén phu

Phuong phép phan tich nay dugc thiét ké dudi dang nghién ctru thi diém dé
x4c nhan kha nang lién két cia scFv hodc IgG véi cac té bao dugc tao huyén phi
trong huyén phu bang cach str dung thi nghiém ELISA c6 su giam tin hiéu co s&
trong dia poly-D-lysin.

Phuong phép:

1. Buéc gom céc té bao.
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a. Céc té bao dugc tao thanh vién bang cach dit cac té bao trong dng falcon
50mL va ly tdm & 500 x g trong 5 phut (tao thanh vién);

b. Cac té bao dugc tao thanh vién b%mg céch rira cac vién té bao thu dugc véi
10ml PBS mét 14n va ly tdm & 500 x g trong 5 phut (tao thanh vién);

c. Céc té bao duoc dém sau khi tao lai huyén phi céc té bao véi 1mL PBS
(dém té bao);

d. Cac té bao duoc pha lodng véi chit dém phong bé (PBS + FCS 3%) (ndng
d6 pha loang té bao: 5x10° té bao/giéng (10 x 10°té bao/mL));

e. Nguyén liéu t& bao 50uL trong mdi giéng dugce bd sung vao dia c6 96
giéng day hinh chit V.

2. 50uL chét chiét bao trong trong mbi giéng (scFv khang CD43) hodc IgG1
(ndng dd cubi duoc mong doi x 2 14n nguyén lidu da co dic; vi duy, khi ndng do cudi
bang 25ug/mL dugc mong doi, chudn bi 50pg/mL nguyén liéu) dugc bd sung (theo
phép phan tich so luge Layout, tao ra hai 14n hodc ba 14n). Cac mau duoc tron bing
cach sir dung dng pipet 4 14n médt cach cén than.

3. Chiing dugc nudi cdy & nhiét do trong phong trong 1 gio.

4. Chung dugc ly tim & 500 x g trong 5 phiit, dé tao thanh vién cac té bao.

5. Phan dich ndi duoc loai bo biang cach cho dia 14t ra ngoai hodc béng cach
hut.

6. Céc té bao duoc rira bang 200pL chit dém phong bé va cac miu dugce tron
bang céach sir dung dng pipet 4 lan.

7. Céc té bao duoc tao thanh vién biang cach ly tim & 500 x g trong 5 phit.

8. Phén dich ndi duoc loai bo bang cach cho dia 14t ra ngoai mot cach can
than hodc bing cach hut.

9. 100uL khang thé lién hop HRP khang Flag dugc pha lodng theo ty 1
1:1500 trong chit dém phong bé dugc bd sung vao cac vién té bao va dugce tao lai
huyén phit mét cach cin than, va dugc nudi cdy & nhiét do trong phong trong 30
phut.

10. Cac té bao dugc tao thanh vién bang cach ly tim & 500 x g trong 5 phut.

11. Phén dich ndi dugc loai bd bing cach cho dia 14t ra ngoai mot cach cAn
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than hoic bang cach ht.

12. Céc té bao duoc rira mot cach cn than bing cach bd sung 200uL chét
dém phong bé va cac mau thu dugce duoc tron bang cach sir dung dng pipet 4 1an.

13. Céac té bao dugc tao thanh vién bang cach ly tdim & 500 x g trong 5 phut.

14. Phén dich ndi duoc loai bd b?mg cach cho dia 13t ra ngoai mot cach cin
than hoac b%mg cach hut.

15. Céc té bao dugc rira mot cach cén than bing cach bd sung 200uL chét
dém phong bé va cac miu thu dugc duoc tron bang cach sir dung 6ng pipet 4 1an.

16. Cac té bao dugc tao thanh vién bing cach ly tim & 500 x g trong 5 phut.

17. Céc té bao duge tao lai huyén phu mdt cach cAn than vao co chét
SureBlue™ TMB Microwell Peroxidase 80pL va dugc nudi cdy & nhiét do trong
phong trong 5 phit, va sau d6 phan tng duoc dimg bang HCI 1M.

18. Cac mau 100pL. m&i mau duge chuyén vao dia c6 96 giéng tiéu chuan.

19. Pia (hp thu) & 450nm dugc doc.
Vi du 15: Phuong phap FACS do kha nang lién két té bao dugc cai bién bing cach
sir dung té bao dugc tao huyén phii trong huyén phi

Phép phan tich nay dugc thiét ké 12 mot phuong phép khic dung cho thir
nghiém FCAS dé 1am giam tin hiéu co so trong dia poly-D-lysin va danh gia kha
nang lién két cua scFv hoic IgG.

Phuong phép:

1. Bém té bao theo dong chay:

a. Budc gom té bao:

i. C4c & bao duge tao thanh vién trong éng falcon S0mL bang cach ly tam &
500 x g trong 5 phut (tao thanh vién);

ii. Cac té bao dugc tao thanh vién béng cach rira céc vién té bao thu dugc véi
10mL PBS mot 14n va ly tdm & 500 x g trong S phut (tao thanh vién);

iii. CAc té bao dwgc dém sau khi tao lai huyén phu cac té bao v6i lmL PBS
(dém té bao);

iv. Cac té bao duoc pha lodng véi chit dém phong bé (PBS + FCS 3%) (ndng
d5 pha loding t& bao: 5x10° t& bao/giéng (10 x 10°té bao/mL));
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v. Nguyén liéu té bao 50puL trong mdi giéng dugc bd sung vao dia c6 96
giéng day hinh chir V.

2. Theo phép phan tich so lwgc Layout, cac té bao dugc bd sung véi SOpL
IgG trong mdi giéng hai 14n hoic ba 1an (ndng do cudi dwoc mong doi x 2 14n nguyén
li€u da co dédc; vi du, khi néng dd cubi bfmg 25pg/mL duge mong doi, chuén bi
50pg/ml nguyén liéu), cac mau thu duge dugc trén bang cach st dung bng pipet 4
lan.

3. Ching dugc 0 ¢ nhiét do trong phong trong 30 phut.

4. Chét dém phong bé 200puL dugc bb sung. ,

5. C4c té bao duoc tao thanh vién bang cach ly tim & 500 x g trong 5 phut.

6. Phan dich ndi dugc loai bé bang cach cho dia 14t ra ngoai mdt cach can
than hodc bﬁng cach hut.

7.200puL chit dém phong bé dugc bd sung va cac té bao dugc rira sach mot
cach nhe nhang, va sau d6 dugc trén déu khoang 4 1an bang cach sir dung 6ng pipet.

8. Cac té bao dugc tao thanh vién bang cach ly tim & 500 x g trong 5 phut.

9. Moi trudong dugce loai bé.

10. Alexa Fluor 488 dé khang IgG nguoi 200puL. dugce pha lodng theo ty 1€
1:20 trong chit dém phong bé dugc bd sung vao cic vién té bao va ching dugc tao
lai huyén phu mot cach cAn than, va dé trén d4 trong 1 gid noi 4nh séng bi chan.

11. Céc t& bao dugc tao thanh vién bang cach ly tim & 500 x g trong 5 phut.

12. Méi truong dugc loai bo.

13. 200pL chit dém phong bé dugc bd sung va céc té bao dugc rira sach mot
cach nhe nhang, va sau d6 duoc tron déu bang cach sit dung dng pipet khoang 4 1an.

14. Cac té bao dugc tao thanh vién biang cach ly tim & 500 x g trong 5 phut.

15. Chat dém phong bé 200uL dugc bd sung va cac té bao duoc tao lai huyén
phu mot cach nhe nhang.

16. Pia dugc doc bing cach sir dung k¥ thuat dém té bao theo dong chay.
Vi du 16: Dém té bao theo dong chay scFv st dung ché pham scFv dé tan

Vi du nay thtr nghiém mirc do lién két ciia scFv véi CEM7 va té bao U937
(ATCC® CRL1593.2™), va cac scFv dé tan dugc st dung dugc biéu hién trong chu
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chét E. coli, va dugc thiét ké dé phan tich kha ning lién két té bao scFv bang k¥
thuat dém t€ bao theo dong chay.

Phuong phép:

Ngay 1: Ciy truyén dong v tinh

1. Pia nubi cdy ban dau:

a.200pL 2YT (2 x phan chiét nAm men) + 5% (trong lugng/thé tich) glucoza
+ amphixilin dugc nap vao dia nudi cdy c6 96 giéng.

b. scFv ¢6 thé 1 nhém so sanh ciing vdi cac dong vo tinh mong mudn (khang
CD43 (mJL1) ADN ma héa scFv: SEQ ID NO: 49; ADN ma héa scFv Sh741-112:
SEQ ID NO: 51; ADN mé hoa scFv Sh145-112: SEQ ID NO: 53; Sh146-112: SEQ
ID NO: 55; hoic ADN ma hoéa scFv Sh434-112: SEQ ID NO: 57) dugc ciy truyén
vao giéng.

2. Chung dwgc nudi cdy qua dém trong khi lac ching trong diéu kién 650
vong/phut, 37°C.

Ngay 2: Biéu hién scFv

Nubi cdy phan chiét chu cht:

3. Theo 14n st dung cudi cia dia biéu hién ciy truyén: phan chiét chu chét,
mdt hodc nhidu giéng mdi miu c6 thé dugc cly truyén.

a. Dia c6 96 giéng séu duoc nap 2YT véi ndéng d6 1,0 mL/giéng + Amp
(khong c6 glucoza).

b. Sau khi pha lodng moi trudng nudi chy ban diu dé c6 gid tri 0,1 tai ODeoo,
chung dugc ciy truyén vao dia 96 giéng. Ching dugc nudi chy trong khi lic trong
diéu kién 650 vong/phit, 30°C trong 2~4 gid. Pinh ky, d duc tai ODeoo dugc do
bang cach gom cac miu. Cic té bao duoc nudi cdy dé co gia tri ODeoo ndm trong
khoang tir 0,7 dén 1,0.

4. Cam ung su biéu hién ciia scFv trong dia biéu hién:

a. D& cam tmg su biéu hién cia mdi trudng nudi cAy phan chiét chu chit,
mdi 100pL 2YT + Amp trong 6 IPTG (nguyén liéu pha loang IPTG theo ty 1¢ 1:100)
duoc bd sung vao cac dia biéu hién.

b. Chung dugc nudi cdy qua dém két hop lic trong didu kién 650 vong/phut
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va 22°C.
Ngay 3: Tao ra phin chiét chu chit va dém té bao theo dong chay

Chiét chu chét:

5. Tao ra phén chiét chu chét:

a. Céc té bao dugc tao thanh vién bang cach ly tdm & 2000 x g trong 10 phut.

b. Phan dich nbi trong dia biéu hién dugc ric vao vat chira chira chét 1am
mAt mau, va moi trudng con lai trong dia dugc loai bo bang cach dung no 1én trén
khan gidy.

c. 75uL PPB lanh (chit dém kali phosphat) + chét rc ché proteaza (1 vién
nén trong mdi 50mL; dﬁy du; Roche, Cat. No: 04693116001) dugc dua vao mdi
giéng, va dugc tao lai huyén phi bang cach sir dung dng pipet 4 14n, va sau d6 dugc
nudi cdy trong diéu kién 1000 vong/phit va 4°C trong 10 phut.

d. Pugc dua vao mbi giéng, va dugc tao lai huyén phil bing cach st dung
dng pipet 4 1an, va sau d6 dugc nudi chy trong didu kién 1000 vong/phut va 4°C
trong 1 gio két hop lac.

e. Bia dugc ly tdm & 3000 x g trong 10 phut.

f. Phin chiét chu chét (khoang 270pL) dugc chuyén di va dua thiét bi loc
vao thung (dam bao hudng Al tuong Gng).

i. Phn trén: dia loc 96 giéng 1,2um

ii. Phan gifra: dia loc 96 giéng 100 K

iii. Phin du6i: dia tiéu chudn 96 giéng, day phing.

g. Pia dugc ly tAim & 4000 vong/phut trong 20 phut.

h. (Néu cén) dé chudn bi phép phan tich dém té bao theo dong chay, cac mau
dung cho mdi dong v tinh dugc gom.

6. Dém té bao theo dong chay:

a. MAu scFv: stt dung phan chiét chu chat

b. Gom céc té bao:

i. C4c té bao dugce tao thanh vién bang cach dua vao dng falcon 50mL va ly
tAm & 500 x g trong 5 pht (tao thanh vién).

ii. Cac té bao dugc trat xudng bing cach rita cac vién t€ bao mot lan bang
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cach st dung 10mL PBS va ly tdm & 500 x g trong 5 phnt.

iii. Cac té bao dugc dém, sau khi tao lai huyén phi cac té bao trong 1mL
PBS (dém té bao).

iv. Cac té bao duge pha loding v6i 0,5 x 10° té bao/giéng (2,5 x 10 té bao/mL).

v. 20pL nguyén liéu té bao trong mdi giéng duoc bd sung vio dia c6 96 giéng
déy hinh chit V.

c. 20pL phin chiét chu chit trong mbi giéng dugc bd sung hai 1an (scFv).

Va cac mau duoc tron nhe nhang bang cach st dung dng pipet khoang 4 14n.

d. Chiing dwgc dé yén & nhiét d6 trong phong trong 30 phut.

e. 180pL chit dém phong bé duoc bd sung.

f. Céc té bao dugce tao thanh vién bang cach ly tAm & 500 x g trong 5 phuit.

g. Phén dich ndi duoc loai bo bang cach cho dia 14t ra ngoai hogc hut.

h. 200uL chit dém phong bé dugc b sung va céc té bao dugc rira sach mot
cach nhe nhang, va sau d6 dugc tron déu bang cach st dung bng pipet khoang 4 14n.

i. Cac té bao duoc tao thanh vién biang cach ly tim & 500 x g trong 5 phiit.

j. Moi truong dugce loai bo.

k. Cac té bao dugc tao lai huyén phit mét cach nhe nhang bing cach b sung
50puL 5pg/mL khang thé lién hop PE khang Flag (BioLegend, Cat. No: 637310) vao
chit dém lién két da duogc chuin bi. Pia nén dugc bao vé tranh dnh sang mdt cach
t6i da, do khang thé nhay véi anh sang. Chiing dugc dé yén trén da trong 30 phut
trong diéu kién bao vé tranh 4nh séng.

1. Cac té bao dugc tao thanh vién bang cach ly tim & 500 x g trong 5 phut.

m. Moi truong dugce loai bo.

n. 200pL chit dm phong bé dugc bd sung va cac té bao duge rira sach mot
cach nhe nhang, va sau d6 dugce tron déu béng cach str dung 6ng pipet khoang 4 an.

0. Cac té bao duoc tao thanh vién bing cach ly tim & 500 x g trong 5 phut.

p. 200pL chét ¢ém phong bé dugc bd sung va cac té bao dugc tao lai huyén
phu mdt cach nhe nhang.

q. Dia dugc doc bang cach st dung k§ thuat dém té bao theo dong chiy
Guava (Merckmillipore). Ky thuét dém té bao theo dong chay nén duoc chuén bj tir
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trude dé nhan dién huynh quang vang. -
Vi du 17: Céc tinh chét chirc ning ctia khang thé chudt khang CD43 1am mau

Thir nghiém nay dugc thyre hién dé thé hién epitop dich thich hop dé xir Iy
khéng thé (JL-1). Trong thir nghiém nay, khang thé don dong chudt nhit khéng
CDA43 lién két v6i epitop (chudi nang: SEQ ID NO: 34; ADN ma héa chudi ning;
SEQ ID NO: 33; vecto biéu hién chudi ning (dwa trén pTT5): SEQ ID NO: 35; chudi
nhe: SEQ ID NO: 37, ADN ma héa chudi nhe: SEQ ID NO: 36; vecto biéu hién
chudi nhe (dua trén pTT5): SEQ ID NO: 37) dugc sir dung.

Xéc nhéan duoc ring mét lugng khang nguyén dang ké khong tach khoi té
bao, khi khang nguyén JL-1 (CD43) dugc nudi cdy & nhiét do 37°C trong 4 gio.
Chiing minh dugc réng khong ¢6 su chénh Iéch 16n vé khia canh kich thudce, khi
khang thé khang CD43 dugc tron trong chit dém va khang thé khdng CD43 duoc
trén trong phan dich ndi ciia Molt-4 thuc t& (dong té bao bach cau 4c tinh dang
lympho bao cép tinh CD43+; ATCC, CRL-1582) hodc HL-60 (ATCC) dugc so sanh
bing phép phan tich thdm tach tay.

Ngoai ra, xdc nhén dugc ring luong khang nguyén JL-1 (CD43) tudn hoan
trong huyét thanh ctia ngudi binh thuong khong du dé pha v lién két ciia khang thé
khang CD43 véi dich méot cach dang ké. Tac dung ctia 50% huyét thanh ngudi véi
khang thé khang CD43 lién két voi té bao bach ciu 4c tinh duge danh gia in vitro
(do IF (d6 phan Gng huynh quang mién dich). Két qua thu dugc dugc thé hién trong
bang 2.

Béang 2

Tac dung clia huyét thanh ngudi binh thudng trong vic lién ket caa JL-1(CD43)
v6i té bao bach cau 4c tinh

D0 phan ung IF
Dong t6 bao m‘}lé/%?“?’ ) “Khong c6 huyét thanh _ 50% huydt thanh
nguoi nguoi
Molt-4 50 ++ ND*
" 25 ++ ND
" 12,5 ++ ++
" 6,25 +/++ +/++
HL-60 50 + ND
" 25 + ND
" 12,5 + +/-
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" 6,25 +/- +/-

* ND, khong dugce xac dinh

Nhu dugc thé hién trong bang 2, xac nhan dugc rang huyét thanh khéng pha
v su lién két cta khang thé khéng CD43 véi té bao Molt-4 hoic té bao HL-60.

Ngoai ra, thir nghiém duoc ring khang thé khang CD43 trin ma khong dugc
lién hop khong c6 tac dung gay doc té bao truc tiép dbi vai té bao dich da duge
phan 1ap. V& viéc nay, t& bao CEM7 CD43+ (dugc biéu thi duéi dang khang
nguyén CEM7 cao) va té bao CCRF-CEM (té bao CEM gbc (ATCC); dugc bidu
thi duéi dang khang nguyén CEM?7 trung binh) duoc bd sung vao dia c6 96 giéng
& luong 40000 té bao/giéng, mot cach trong tmg, va khang thé CD43 chudt nhit
(khang thé don dong chudt nhit khang CD43 duoc chuén bi tir truéc) duge pha
lodng theo bac va dugc x1t ly, va tinh giy doc té bao dugc x4c dinh bang cach st
dung Cell Titer Glo (PromegaTM) vao ngdy nudi cdy thir ba. Thir nghiém gidng
nhu vy dbi voi té bao HIK (khang nguyén HIK thip) biéu hién CD43 & ndng do
thap duoc thuc hién dé so sanh.

Két qua thu duge duge thé hién trén Fig.18. Nhu duoc thé hién trén Fig.18,
chirmg minh duge ring khang thé CD43 chudt nhit khong biéu hién tinh gay doc
té bao dbi véi t& bao CEM7 CD43+ (Khang nguyén CEM7 cao) hoic té bao
CCRF-CEM (Khang nguyén CEM trung binh; CD43 duoc biéu hién it hon, so véi
té bao CEM?7).

Dong té bao nhu CEM7, CCRRF-CEM, Nalmé6 (ATCC, CRL-3273) va HL-
60 (ATCC, CCL-240), v.v., c6 mirc d6 biéu hién khang nguyén JL-1 (CD43) khéac
nhau riéng r€ (tr muc 4o biéu hién cao dén biéu hién thép theo thir ty dugc mo ta).
Khéng thé khang CD43 lién hgp saporin (tham khéo vi du 3-1 vé céu triic cia thé
lién hop; khang thé khang CD43 1a khang thé don dong chudt nhat khéng CD43
duge chuén bi tir truée) hodic dbi chimg isotyp duge xir ly & ndéng d6 dugc pha
lodng tir 20pg/mL vao mdi té bao (20000 té bao), va kha ning sbng st ctia té bao
dugce do bang cach sir dung Cell Titer Glom vao ngay nudi ciy thtr ba. IgG1 chudt
nhét sit dung 1am dbi chimg isotyp dugc st dung dé so séanh.

Két qua thu duoc duge thé hién trén Fig.19. Nhu duoc thé hién trén Fig.19,
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quan sat thiy ring kha ning séng s6t cia té bao cia CEM7 giam nhiéu nhét, khi
khéng thé khang CD43 lién hop saporin (dugc bidu thi dudi dang mJL-1 trén
Fig.19) dugc xitr 1y, va sau d6 dén t& bao CEM va NALMG. Tinh gy doc té bao
thip nhét (giam kha ning séng sét ciia té bao thap nhit) trong HL-60 ma khong
biéu hién dich dugc quan sat. Nhu Fig.19, khang thé khang CD43 lién két véi doc
t6 cam tmg su chét cua té bao dich. Té bao CEM7, CCRF-CEM, NALM6 va HL -
60 dugc xtr Iy bang khang thé khang CD43 biéu hién hoat tinh dé tiéu diét hidu
qua cac té bao, so v6i mitc dd biéu hién ciia khang nguyén co trong cac té bao.
Saporin biéu hién tac dung gay doc té bao chi trong trudng hop cam \ing bén trong
té bao.

Viéc ndi hip khang thé khang CD43 dugc thir nghiém. Khang thé chudt nhét
khang CD43 (khang thé don dong chudt nhét khang CD43 duoc chuén bi tir trudie)
dugc xir Iy vao céc té bao (CEM7) trong diéu kién lanh trong 30 phit, va duge
chuyén dén didu kién 37°C, va sau d6 10° t& bao dugc gom lai & thoi gian tuong
tng duogc bidu thi trong truc X trén Fig.20, va khang thé thr hai khang IgG chudt
nhét -PE (Santa cruz biotechnology, Cat. No: SC3738) dugc xur ly & nhiét do 1am
lanh trong 10 phut, va cac té bao dugc rira va dugc cb dinh, va sau @6 dugc phan
tich bang k¥ thuat dém té bao theo dong chay (tham khao vi du 15).

Két qua thu dugc dugc thé hién trén Fig.20. Nhu duge thé hién trén Fig.20,
khang thé khang CD43 di vao té bao khi lién két véi khang nguyén, va dit liéu
tuong Gng thé hién mtrc d6 khang thé trén bé mat té bao di vao té bao va bién mét
theo thoi gian. Dit liéu nay cho thiy su ndi hip ciia khang thé khédng CD43 (c4 ctia
khang thé chudt nhit va khang thé dugc nhan héa) d6i voi phan tich su chét té bao
theo chuong trinh, nhu dugc tham chiéu trén Fig.19.

Mt khac, hién twong két tap cing loai dugc cam Ung bdi khang thé khang
CD43 trong cac t& bao bidu hién khang nguyén dugc thir nghiém. Déi véi thir
nghiém nay, khang thé khang CD43 (khéng thé don dong chudt nhit khang CD43
duoc chuln bi tir trede) duge xi Iy & ndng do bat dau bang 40pg/mL vao 300000
té bao (CEM7, CCRRF-CEM, hoac HL-60) va dugc nubi cdy trong diéu kién 37°C,
CO; 5%, va sau d6 anh thu dugc bing cach chup 4nh hién vi tai thoi gian da sép

84



51426

xép (2 gid sau khi xir Iy khang thé). Anh thu duoc dugc thé hién trén Fig.21. Fig.21
13 hinh anh thé hién hién tuong két tip cing loai dugc cam tng bdi khang thé
khang CD43 (dugc biu thi dudi dang khang thé khang JL-1), chi ra ring khang
thé khang CD43 cam tmg su két tap cing loai ciia té bao biéu hién CD43 in vitro
va muc do két tap cing loai 13 lién quan dén murc d6 biéu hién khang nguyén
(CD43).

Ngoai ra, su biéu hién CD43 ¢ té bao tity xwong ngudi binh thudng duge thir
nghiém. Bach cAu don nhan cia tily xuong binh thudng dugc nhudém véi khang
thé chudt nhit khang CD43 (khang thé don dong chudt nhit khang CD43 duoc
chuén bi tir trudc), va sau d6 duge nhudm véi PE-khang thé dé khang F(ab)2 IgG
chudt nhét (Jackson, Cat. No: 115-035-072), va dugc quan sat bing phuong phap
duoc boce 19 trong vi du 15.

Két qua thu duge dugc thé hién trén Fig.22. Trén Fig.22, biéu d6 chdng biéu
thi c4c té bao lympho bi gi6i han. Nhu duoc thé hién trén Fig.22, mirc dd biéu
hién thip cia CD43 khéc loai dugc x4c nhén trong cic mau tiy xwong binh thudong
khac nhau, bdng cach nhudém khang thé khang CD43 (dugc biéu thi dudi dang
JL1), va ciing dugc xac nhén trong mot vai t& bao méu ngoai vi. N6i cch khac,
két qua nay thé hién mirc d6 bidu hién thip ciia CD43 khac loai trong té bao tiy
xuong binh thudong.

Miit khéc, sy bidu hién CD43 dugc do trong té bao CD34-+CD38- (té bao tao
méu duge phén loai 12 té bao biu hién CD43 va khong biéu hién CD38 bing thir
nghiém v6i FACS; gidng nhu sau ddy) tir cic mau tiy xwong ngudi binh thuong
khéc nhau (Bénh vién Pai hoc Québc gia Seoul) bing k§ thust dém té bao theo
dong chay, va xac nhén dugc rang thiéu sy biéu hién protein CD43 trong té bao
gbc tao mau va té bao tién than ma tao ra cum trong tiy xwong. Phuong phap xac
nhan dugc mo ta don gian nhu sau: té bao gbc tao mau ¢ day rén dugc cdy truyén
va0 30 con chudt nhit NSG (NOD/SCID x thiéu hut chudi g chung) tai 0 ngdy.
Sau 12 tudn, PBL (t bao lympho m4u ngoai vi) cua tit ca cac con chudt nhét nay
dugce phén tich vé6i té bao mién dich dugc biét héa cubi cing. Hé mién dich cua

tAt ca cac con chudt nhit dugc st dung trong thir nghiém dugc chy ghép, va thé
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lién hop khang thé khang CD43 (khang thé don dong chudt nhit khang CD43
dugc chudn bi tir trudce)-doc t6 (saporin) hodc chit din thudc (PBS) dugc dung
trong 4 tudn. Tai thoi diém 4 tuén sau didu tri, su ¢6 mit cia cac té bao mién dich
ngudi duge phén tich trong dong vat duge gay mién dich. Pé so sanh, thir nghiém

gidng nhu vay duge thuc hién bang cach sir dung thé lién hop IgG1 chudt nhét-
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doc t6 (saporin) thay vi khang thé khang CD43.

Két qua thu dugc dugc thé hién trong bang 3 sau:

Bang 3

PBL 16 tuin

% t& bao song s6t (SD)

Té bao B | Té bao T | Bach ciu don nhan | PMN
JL1-Boctd | 32(11) | 16 (4) 2,9 (2) 1,7(1,2)
Isotyp-Poctd | 31(5) | 17(6) 4,5 (4) 2,1(1,0)
Chét dan thudc | 28 (8) | 20(9) 2,8 (1) 1,4 (0,4)
LN 16 tuin % t& bao song st (SD)
Té bao B | Té bao T | Bach cau don nhan | PMN
JL1-Ddc td 36 (15) | 31(11) 0,3 (0,8) 1,6 (1,0)
Isotyp-Doc td | 38(10) | 39 (10) 0,1(0,2) 0,9 (0,4)
Chéat dan thude | 34 (13) | 37 (15) 0,2 (0,3) 1,3 (1,6)

86/267

(Trong bang nay, JL1 1a CD43; PMN: bach cAu nhan da mii; LN: hach lympho)

Nhu dugc thé hién trong bang 3, khi chudt nhét NSG duogc ghép vai té bao
gbc tao mau ngudi binh thuong (HSC) thu dugc tir té bao gbc mau rbén va thé lién
hop khang thé khang CD43-doc td (saporin) duge xir 1y trong 4 tudn, khong quan
st thay hién tuong hao hut phan tao méu bat ky. Két qua nay cho thdy rang thé lién
hop khéng thé khang CD43-doc t6 (saporin) khong tiéu diét té bao gbc tao mau hodc

té bao nguyén thiy trung gian.

Viéc nhudém hoéa md mién dich (IHC) duoc thuc hién bang cach st dung

khéang thé chudt nhit khang CD43 trong cdc mod ngudi binh thudng khéac nhau, va

két qua thu dugc duge thé hién trong bang 4 sau.

Béng 4
Kiéu mé # duong tinh | Cudng 40
Tiéu ndo 0/3
Tuyén thugng thén 0/3
Buong triing 0/3
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Tuyén tuy 0/3
Tuyén cén giap 0/3
Tuyén yén 0/3
Tinh hoan 0/3
Tuyén gidp 0/3
Vi 0/3
L4 lach 0/3
Amidan 0/3
Tuyén irc 373 +++
Tuy xuong 0/3
Phdi 0/3
Tim 0/3
Thyuc quan 0/3
Da day 0/3
Rudt non* 0/3
Rudt ket 0/3
Gan 0/3
Tuyén nudc bot 0/3
Than 0/3
Tuyén tién liét 0/3
* nhudm chét nhay

Nhu duoc thé hién trong Bang 4, viéc nhudm déc hiéu CD43 khong dugc
phat hién ra & md bat ky khac mé tuyén wc.

Ty 1¢ biéu hién cta khang nguyén CD43 dugc do bang cich nhudm hai
PBMC ngudi binh thudng (t& bao don nhin méu ngoai vi) v6i khang thé chudt nhit
khang CD43 ngudi (dugc biéu thi dudi dang JL-1: (d)) (tham khao vi du 15 (FACS),
va két qua duoc thé hién trén Fig.23. Nhu dugc thé hién trén Fig.23, ty 1& biéu hién
thap ciia CD43 dugc x4c nhan.

Khang thé chudt nhit khang CD43 lién hop saporin (10pL/mL) dugce xur ly
vao té bao tiiy xwong binh thudng tir trude (JL1+) va trudng hgp khong xur Iy (JL1-),
va mitc d6 hinh thanh cum cia cac tiéu quan thé tiy xuwrong nay duge do. Ty xwong
duoc phan 1ap tir cac té bao mau tréng & ngudi, va cac té bao CD34+ dugc phan 13p
va gom lai bang cach phan chia thanh JL-1 (CD43) duong va 4m. Sau d6 cac té bao
da dugc gom lai dugc dua vao Methocult cing véi xytokin va su hinh thanh cum
duge do. Két qua thu duoc duge thé hién trén Fig.24. Nhu dugc thé hién trén Fig.24,
x4c nhan duge ring cum céc tiéu quan thé tay xuong khong dugc tao ra trong trudng
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hop xit Iy khang thé chudt nhit khang CD43 lién hop saporin (10pL/mL) tir trude
(JL1+).

Mit khéc, tac dung didu tri bénh ciia ban than khang thé khang CD43 (trdn)
va thé lién hop khang thé khang CD43 lién két doc td-doc td (debouganin) duoc thir
nghiém trong md hinh chudt nhit di ghép ALL méic bénh bach ciu bang cach sir
dung dong té bao (md hinh chudt nhit méc bénh bach ciu cp tinh thu duge bing
cach ghép t& bao CEM7 vao chudt nhét). Khang thé don dong chudt nhét khang
CD43 dugc chun bi tir trude dudi dang khang thé khang CD43 duogc sir dung. Két
quéa thu duge dugc thé hién trén Fig.25. Trén Fig.25, khang thé khang CD43 duoc
bidu thi 1a JL1. Trén Fig.25, (A) thé hién két qua trong mé hinh bach cidu CEM7 va
(b) thé hién két qua trong m6 hinh NALM-6 (Dong té bao: NALM6 (B-ALL)), mot
cach twong tng, va thtr nghiém dugc thuc hién trong diéu kién sau: Chudt nhit:
NOD-SCID (8/nhém); ciy truyén: 107 té bao tai 0 ngay; ding: 15pg/lan tiém +
100pg IgG khéi i.v. 1x/tudn bit ddu tir ngay 8; diém cudi: trang thai liét. Nhu duge
th& hién trén Fig.25, khi khang thé khang CD43 tran (khong lién hop) duoc xir 1y
vao md hinh chudt nhét di ghép ALL duoc cdy truyén té bao CEM7 hoiic NALM-6,
bénh nay khéng xuét hién hoic bi lam cham.

Mt khéac, mirc d6 biéu hién CD43 trong nguyén bao AML chinh (Bénh bach
cAu tity bao cép tinh) va cac tiéu quin thé duogc do. Két qua dugc thé hién trén Fig.26.
Nhu dugc thé hién trén Fig.26, su biéu hién protein CD43 (dugc biéu thi dusi dang
JL-1) dugc phén tich trong nguyén bao AML tién phat va mac do phd bién ciia cac
tiéu qun thé cu thé. CD43 duoc biéu hién trong khoang 60% nhém AML.

Vi du 18: CAu triic ctia khang thé don dong khang CD43 dugc nhan hoa

Dua trén trinh tr dong mim duy tri khang thé CD43 chudt nhit (chudi ning:
SEQ ID NO: 34; ADN mi héa chudi ning: SEQ ID NO: 33; vecto biéu hién chudi
ning: SEQ ID NO: 35, chudi nhe: SEQ ID NO: 37; ADN ma héa chudi nhe: SEQ
ID NO: 36; vecto bidu hién chudi nhe (dva trén pTT5): trinh tr viing CDR ctia mi
chudi ning va chudi nhe cia SEQ ID NO: 38) (CDRH1: SEQ ID NO: 111 (GYFMN);
CDRH2: SEQ ID NO: 114 (RINPNNGDSFYNQKFQG); CDRH3: SEQ ID NO:
118 (EGYYGGRGYALDY); CDRLI1: SEQ ID NO: 119 (RTSQDISNYLN);
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CDRL2: SEQID NO: 121 (NTSRLHS); CDRL3: SEQ ID NO: 125 (QQSNMFPY))
va mi héa gen khéang thé nguoi, kidu scFv cia thu vién khang thé tai t6 hop dugc
nhan héa, trong d6 trinh tir tir ving dén viing khung lam viéc dugc két hop lai, dugc
x4y dung ciu tric.

Thu vién khang thé scFv da xay dung c4u trac dugc biéu hién va dugc sang
loc bang phuong phap biéu hién (hién thi) thyc khuén thé phd bién, va dong vo tinh
dwong duogc xay dung céu tric 1am thu vién con bidu hién cac bién thé dugc thay
thé trong viung trir CDR hodc mét phin trinh ty clia ving trong CDR, tir d6 lap lai
qua trinh sang loc.

Bing cach I3p lai cac chu ky khac nhau cia cic cdu triic thu vién nay va
phuong phép biéu hién, cac trinh ty bién thé cua khéng thé dugc nhan hoa thé hién
4l luc khang nguyén twong tu rat nhidu véi dong vo tinh gbc dugce cb dinh.

Trinh tu chudi ning ctia khang thé khang CD43 dugc nhan héa di ¢ dinh
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 40, 42, 44, va 46, va trinh tu chudi nhe dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 48, va viung bién dbi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe
dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, va 83 (ving bién ddi
chudi ning), va SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, va 83 (ving bién dbi chudi
nhe), mdt cach tuong Ung.

Ngoai ra, ving bién ddi chudi ning va ving bién d6i chudi nhe cta khang
th8 khang CD43 dugc nhan héa dot bién tir SEQ ID NO: 83 dugc cai bién (ving
bién dbi chudi ning) va SEQ ID NO: 95 (viing bién ddi chudi nhe) dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 84 dén SEQ ID NO:94 (viing bién ddi chudi ning) va SEQ ID
NO: 96 dén SEQ ID NO: 106 (viing bién ddi chudi nhe), mot céch tuong tng.

Kidu scFv cuia khang thé duoc tao ra bing cach lién két ving bién dbi chudi
ning va ving bién d6i chudi nhe thu duge véi GGGASGGGGSGGGGS (SEQ ID
NO: 127) hoac GGGGSGGGGSGGGAS (SEQ ID NO: 128).

Vi du 19: Tinh gay doc té bao phu thudc vao khang thé (ADCC) va tinh gay doc té
bao phu thudc vao bd thé (CDC) béi khang thé don dong khang CD43 duge nhan
héa hodc dang kham

Téc dung gy chét t bao theo chuong trinh (ADCC va CDC) béi khang thé
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khém khéng CD43 dugc tao ra (DNP001; Vi du 2-1-3) dugce thir nghiém. Trudc tién,
té bao tac dong dong t& bao CEM7 (PBMC; té bao don nhan méu ngoai vi) dugc
nudi ciy dong thoi véi khang thé kham khang CD43 hoic khang thé d6i chimg (IgG1
ngudi) trong 4 gid, va sau d6 do gy doc té bao dugc do bang cach st dung Cell
Titer Glo, va két qua dugc thé hién trén Fig.27A. Dong té bao CEM7 duoc nudi ciy
v6i moi trudng nudi cdy va khang thé kham khang CD43 cing véi bd thé thod
(cedarlane, Cat. No: CL3051), va sau d6 do gy doc té bao duoc do béng cach sir
dung Cell Titer Glo, va két qua duoc thé hién trén Fig.27B. Khang thé kham khéang
CD43 dugc biéu thi duéi dang JL-1 trén Fig.27. Nhu duoc thé hién trén Fig.27, x4c
nhén dugc ring khang thé kham khang CD43 cam Ung viéc tiéu diét qua trung gian
té bao tac dong (ADCC va CDC) & mirc d6 in vitro, so v6i khang thé ddi chimg IgG1
nguoi.

Fig.28 cho thiy ring khang thé kham khang CD43 dugc khir fucosyl hoa
(dugce khir fucosyl héa bang cach xir Iy kifunensin vao khing thé) (dugc biéu thi
dudi dang JL-1) 1am tiang cudng hoat tinh ADCC d6i véi CEM7 & mirc d9 in vitro.

Fig.29 12 biéu dd thé hién tac dung cta khing thé kham trin ma ban than né
khong lién két voi bat ot thir gi trong dong té bao CEM7 in vivo. Nhu duge thé hién
trén Fig.29, x4c nhan dugc ring khang thé kham khang CD43 tran (khong lién hop)
va khang thé kham khang CD43 lién hgp debouganin ting cudong kha ning sdng s6t
clia déng vat cdy truyén té bao CEM7 (mb hinh bach cAu 4c tinh ALL (bénh bach
cdu lympho bao cép tinh)).

Su biéu hién CD43 trong tiéu quéin thé té bao gbc bach cdu 4c tinh (LSC)
dugce thir nghiém. Ty xuong ciia bénh nhan mic AML (bénh bach ciu tiy bao cép
tinh) duoc nhudm v6i khang thé CD45 (BD), khang thé CD34 (BD), khéng thé CD38
(BD), khang thé CD43 (DNP001), hoic mIgG1 (dbi ching) véi Alexa488, va muc
d6 bidu hién CD43 dugc danh gia bang cach phan loai té bao gdc bach ciu 4c tinh
CD34+CD38-, va chung dugc so sanh véi nhém dbi ching. Két qua dugce thé hién
trén Fig.30 (JL1: CD43). Nhu dugc thé hién trén Fig.30, khang nguyén CD43 dugc
bidu hién trong tidu quin thé té bao khéi phat bénh bach cau (LSC) (CD34+/CD38-).

S6 lugng trung binh ctia cum dugce xtt 1y bang khang thé kham khéng CD43
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dugc lién hop véi ddc td (saporin: SAP) (CCC) duge do in vitro va duge thé hién
trén Fig.31. Két qua nay thé hién tac dung gy chét t& bao theo chuong trinh cua
AML duong tinh véi khang nguyén, duge bd sung véi thé lién hop khang thé CD43-
saporin hodc thé lién hop IgG1 chudt nhét-saporin vao co chit cum cua té bao gbe.

Ngoai ra, tac dung cia khang thé kham khang CD43 duoc lién hop véi doc
t6 (saporin: SAP) (CCC) dén sy tiang sinh AML chinh dwong tinh vé&i khang nguyén
dwgc do in vitro va duoc thé hién trén Fig.32. Két qua nay cho thdy ring CCC lam
giam sy tang sinh cia AML chinh. Két qua nay thu duoc bang cach dua nguyén bao
AML chinh vao mdi trudmg nudi cdy chira thé lién hop khang thé CD43-saporin
hoic thé lién hop IgG1 chudt nhit-saporin va do mirc do ting sinh té bao sau 3 ngay,
va tir két qué d6, x4c nhéan dugce réng su phat trién té bao cham di khi dugc nubi céy
trong moi trudong chira JL1-saporin (A) va ty 18 cac té bao chét ting 1én (B).

Nhu duge thé hién trén Fig.31 va Fig.32, khi dugc x4c nhan bai thit nghiém
cum (Fig.31) va thtr nghiém tang sinh (Fig.32) in vitro, khang thé kham dugc nhan
héa lién hop doc t6 c6 tinh gay doc té bao d6i v6i AML nguyén phét duong tinh véi
CD43.

Téc dung e ché dén sy phat trién té bao ung thu AML chinh béi khang thé
lién hop ddc tb & chudt nhit NSG (in vivo) duge thir nghiém. 5X107té bao tiy xuong
dugc thu gom tir bénh nhan AML CD43+, va chung dugc tiém trong tinh mach vao
30 con chudt nhit NSG duoc chiéu xa va sau 8 tuan, thé lién hop khang thé CD43
kham-debouganin (DB) (duoc biéu thi duéi dang JL1-DB), thé lién hop higG1-DB
(dugc biéu thi duéi dang Isotyp-DB), hoic PBS (chét din thudc) duge ding cho cac
con chudt nhit ndy & lidu 45ug mbi tudn trong 4 tuan. MAu, thy xwong va 14 lach sau
d6 duoc gom tir cac con chudt nhit d6, va hién tugng ghép va san sinh khéi u duge
quan sat. Két qua thu duoc duge thé hién trén Fig.33. Nhu duge thé hién trén Fig.33,
su phét trién cia té bao ung thu AML nguyén phat duge G ché bang khéng thé kham
duogc nhan hoa khang CD43 lién hop doc t& & chudt nhit NSG & muc do in vivo.

Fig.34 va Fig.35 xé4c nhén rang cac khang thé duoc nhan héa/dugc cii bién
t6i uu héa khac nhau thé hién profin lién két twrong duong so véi khang thé CD43
mau (chudt nhét). Té bao CEM7 dugc nhudm véi khang thé CD43 mau ban diu
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(ART140 JL1; khang thé chudt nhét khang CD43; chudi ning: SEQ ID NO: 34;
chudi nhe: SEQ ID NO: 37) va 3 loai khang thé dugc nhan héa (257-10 (SEQ ID
NO: 93 & 105); 456-D10 (SEQ ID NO: 94 & 106); Combo A (SEQ ID NO: 2 & 4)),
tir 46 do cudng d6 huynh quang, va két qua dugc thé hién trén Fig.34. Nhu dugc thé
hién trén Fig.34, x4c nhan duoc réng "Combo A" d3 cai bién thé hién profin t5t nhét,
nhung tit ca cac khang thé thir nghiém khac thé hién mirc d6 gy doc té bao dang ké
trong t& bao CEM7. D& thir nghiém su ndi hip té bao ciia khang thé dugc lién hop
v6i vat ligu gay doc té bao, 3 loai khang thé dugc nhan héa dugce tao phtrc tur trude
v6i khang IgG ngudi-saporin duge xir Iy vao té bao CEM?7, va do gay doc té bao
dugc do sau 3 ngay, va dugc thé hién trén Fig.35. Nhu dugc thé hién trén Fig.35,
khi thé lién hop cua 3 loai khang thé duoc cai bién va saporin dugc sir dung, d6 gay
ddc té bao cao mdt cach dang ké.

Nhu dugce thé hién trén Fig.34 va Fig.35, muc d0 lién két va murc d6 gy doc
té bao cua c4c bién thé khang thé khang CD43 dwoc nhan hoa khac nhau 1a bang
nhau, so v6i khang thé CD43 chudt (ART140 JL1) in vitro. Synagis (Medimmune
Company) la khang thé don dong dugc nhan hoéa (IgG) dbi v6i thé quyét dinh khéng
nguyén trén vi tri khang nguyén A cua protein F ciia RSV dugc st dung lam nhém
d6i chung.

Fig.37a va Fig.37b thé hién mot sb bién thé khang thé khang CD43 dugc
nhén héa (tham khao Fig.36) lién két véi khang nguyén CD43 trén bé mit té bao, so
v6i khang thé CD43 chudt (ART140 JL1) bing k¥ thuat dém té bao theo dong chay.
Té bao U937 dugc sir dung lam ddi ching 4m trong d6 su biéu hién cia khéang
nguyén CD43 trén bé mit bi thiéu hut.

Fig.38a va Fig.38b cho thdy ring mét sb bién thé khang thé khang J CD43
dugc nhan héa (tham khao Fig.36) lién két v6i khang nguyén CD43 trén bé mit té
bao, so v6i khéng thé CD43 chudt (ART140 JL1) bang thir nghiém hép thu mién
dich lién két enzym (ELISA). Té bao U937 dugc st dung 1am dbi chiing am trong
d6 su bidu hién cua khang nguyén CD43 trén bé mit 1 thiéu hut.

Fig.39a va Fig.39b cho thdy ring bién thé khang thé khang CD43 dugc nhan
hoa nhd dot bién Quikchange (Combo A (SEQ ID NO: 91 (ving bién ddi chudi
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ning); SEQ ID NO: 103 (ving bién dbi chubi nhe)), Combo B (SEQ ID NO: 91
(ving bién ddi chudi ning); SEQ ID NO: 103 (viing bién dbi chudi nhe)), Combo
C(SEQ ID NO: 85 (ving bién dbi chudi ning); SEQ ID NO: 97 (viing bién dbi chudi
nhe))) lién két vi CD43 trén bé mit t& bao, so v6i khang thé CD43 chudt (ART140
JL1) va khung gbc vong 3 bang k¥ thuat dém té bao theo dong chay.

Céc hinh v& tir Fig.41a dén Fig.41c cho thiy rang bién thé khang thé khang
CD43 dugc nhan héa nhd dot bién Quikchange (Combo A, Combo B, Combo C)
lién két v6i khang nguyén JL1 trén bé mit t& bao, so voi khang thé CD43 chudt
(ART140 JL1) va khung gbc vong 3.

Vi dy 20: Tao ra khang thé cai bién loai bé gdc axit amin ciia ving dugc glycosyl
héa ctia khang thé duoc nhan hoa

Phat hién ra rang c6 trinh tur axit amin ¢6 kha ning glycosyl héa trong viing
bién dbi chudi nhe (SEQ ID NO: 105) cia khang thé khang CD43 dugc nhan héa
thu duge tir vi du 18 (257-10; bao gbm SEQ ID NO: 93 (viing bién dbi chudi ning)
+ SEQ ID NO: 105 (ving bién di chudi nhe)), va khang thé dot bién dugc tao ra dé
loai bo né.

Do viée glycosyl hoa epitop chudi nhe (ving bién d6i chudi nhe) c¢6 kha ning
16n gay ra cac tac dong tiéu cuc dén kha ning lién két khang nguyén va céc tinh chét
vét 1y cta khang thé, va c6 thé anh hudéng dén hiéu suit phan hiy trong qua trinh san
xuit hang loat sau d6, nén kha ning phit trién khéng thé dé 1am tac nhan trj lidu gia
ting bang cach thay thé axit amin c6 kha ning glycosyl héa tiém tang thanh axit
amin khéc.

Vi tri thit 50 cta gbc axit amin asparagin (Asn, N) va vi tri thi 52 cua gbc
axit amin serin (Ser, S) dugc chon loc lam axit amin c6 kha ndng glycosyl hoa vung
bién ddi chudi nhe (SEQ ID NO: 105) ciia khang thé khang CD43 dugc nhén héa
(tham khao Fig.43). Khang thé dot bién duoc tao ra bing cach thay thé vi tri thir 50
cta gdc axit amin asparagin (Asn, N) cua SEQ ID NO: 8 thanh glutamin (Gln, Q)
hoic alanin (Ala, A), vd/hoic thay thé vi tri thir 52 clia gbc axit amin serin (Ser, S)
thanh alanin (Ala, A), va ving bién d6i chudi nhe ciia khang thé dot bién thu dugc
nhu trén dugc thé hién trong SEQ ID NO: 107 (S52A), 108 (N50Q), va 109 (N50A).

93

93/267



51426

SEQ ID NO 107 (S52A)

DTQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRTSQDISNYLNWYQQKPGKAPKL
LIYNTARLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNMFPYTF
GQGTKLEIK

SEQ ID NO 108 (N50Q)

DTQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRTSQDISNYLNWYQQKPGKAPKL
LIYQTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNMFPYTF
GQGTKLEIK

SEQ ID NO 109 (N50A)

DTQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRTSQDISNYLNWYQQKPGKAPKL
LIYATSRLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNMFPYTF
GQGTKLEIK

Khang thé typ IgG1 bao gdm ving bién dbi chudi ning (SEQ ID NO: 93) va
ving bién dbi chubi nhe ciia khang thé da cai bién thu duge 55 dugc tao ra, va k¥
thuét thdm tach tay dugce thuc hién béng cach st dung Concanavalin A-HRP lién két
véi vung dugc glycosyl hda (Sigma-Aldrich).

Két qua thu dugce dugc thé hién trén Fig.44. Nhu dugc thé hién trén Fig.44,
xac nhan duge ring Concanavalin A lién két voi tit ca cac ving chudi nhe va viing
chudi ning trong khang thé trong d6 axit amin ctia viing dugc glycosyl héa khong
dugc cai bién (bao gdm SEQ ID NO: 93 va SEQ ID NO: 105; kiéu dai), nhung su
lién két trong ving chudi nhe khong xuét hién & ba loai khang thé dwogc cai bién
(scFv). Két qua nay c6 nghia 1a viéc glycosyl héa ving chudi nhe cua khang thé
duoc loai bo.

Ngoai ra, bang cach do kha ning lién két cua khang thé vai té bao duong
tinh v&i CD43, té bao CEM7, kha ning lién két khang nguyén dugc phan tich. Két
qua thu dugc duge thé hién trén Fig.45. Nhu dugc thé hién trén Fig.45, khéng the da
c&i bién thé hién kha nang lién két khang nguyén tuong duong v6i khang thé kiéu
dai.

Khéng thé kham (DNP001) va khang thé dugc nhan héa da ci bién loai bd
su glycosyl héa (ving bién déi chudi ning; SEQ ID NO: 93; ving bién dbi chudi
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nhe: SEQ ID NO: 109) lién két véi té bao duong tinh véi khang nguyén (CD43), té
bao CEM7, va chiing dugc phén tich bang k§ thuat dém té bao theo dong chay. Két
qué thu dugc dugc thé hién trén Fig.46. Nhu duogc thé hién trén Fig.46, xac nhan
duoc rang khang thé duogc nhan hoa da cai bién thé hién kha ning lién két té bao

biéu hién CD43 tang cudng hon so véi khang thé kham.
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISME

FOR THE PURPOSE DF PATENT PROCEDURE

J 3
INTERNATIONAL FORM
RECEPTION IN THE CASE ] AN ORIGINAL DEPOSIT -
tesued put:sunnt tu Rule 7.1
10 : Seong Hoe Park .
Pathology Department, Seoul National Unlvarsity Col lage of Medicine %
28 Chongho-Ku Yongow!)ong. Seoul, 110-799, Korea
1. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM
Identification reference given by Accession number giveni“'by. the
the DEPOSITOR : INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:

H-JLl : KCLRF-BP-00010

Il. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganiss Identified under 1 above was mccompanied by :
[X ] A scientific description

[X ] A proposed taxonomic. designation

{Mark with a cross where applicable},

HI. RECEIPT AND ACCEPTANCE

-

This International Depositary Authorlty accepts the microorganism identified
under [ above, which was received by it on January 13, 1997

IV. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY - ¥

?
Name : Korean Cell Line Reséarch Signature{s) : ’

Poundation Director ? : G";, A
Addresn : Cancer Research Institute

Seou]l Nat’] Univ.

College of Medicine
28 Yongon-Dong, Chongno-Gu |[Date : 1997, 1,14,
Seoul, 110-744, Korea

Form BP/4 (KCLRF Fors 17) Pages scle
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé khang CD43 hoic méanh lién két khang nguyén ctia né, trong d6 khang
thé nay bao gdm:

CDRI1H néu trong SEQ ID NO: 111,

CDR2H néu trong SEQ ID NO: 114,

CDR3H néu trong SEQ ID NO: 118,

CDRIL néu trong SEQ ID NO: 119,

CDR2L néu trong SEQ ID NO: 122, 123, hodc 124, va

CDR3L néu trong SEQ ID NO: 125.

2. Khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia né theo diém 1,
trong d6 khang thé nay bao gbm:

CDRI1H néu trong SEQ ID NO: 111,

CDR2H néu trong SEQ ID NO: 114,

CDR3H néu trong SEQ ID NO: 118,

CDRIL néu trong SEQ ID NO: 119,

CDR2L néu trong SEQ ID NO: 124, va

CDR3L néu trong SEQ ID NO: 125.
3. Khéng thé khang CD43 hoc manh lién két khang nguyén cta né theo diém 1,
trong d6 khang thé nay bao gdm:

ving bién d6i chudi ning néu trong SEQ ID NO: 6; va

vung bién ddi chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 107, 108, hoac 109.
4. Thé tiép hop bao gom:

khang thé khang CD43 hogc manh lién két khang nguyén clia né theo diém 1;
va

it nhat mot vat liéu dugce chon tir nhém gém vat li€u gay doc té bao va vat
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liéu danh dau.

5. Thé tiép hop theo diém 4, trong d6 vat lidu gay doc té bao 13 it nhat mot vat lidu
duoc chon tir nhém bao gém rixin, saporin, gelonin, momordin, debouganin ddc td
bach hau, doc t6 pseudomonas, cic ddng vi phong xa, duocarmyxin, monometyl
auristatin E (MMAE), monometyl auristatin F (MMAF), N2'-deaxetyl-N2'-(3-
mercapto-1-oxopropyl)maytansin (DM1), va pyrolobenzodiazepin (PBD) dime.

6. Dugc pham chira:

khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém 1

va chét mang dugc dung.
7. Duogc phdm chira:
thé tiép hop theo diém 5, va
chéit mang dugc dung.
8. Duoc phém dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 dugc phém nay chura:

khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén clia n theo diém

bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, va
chit mang dugc dung.
9. Dugc pham dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 dugc phim nay chua:

khang thé khang CD43 hoic manh lién két khang nguyén ciia n theo diém

bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, va
chét mang dugc dung;
trong d6 bénh ung thu 14 bénh mau 4c tinh hodc bénh ung thu thé ran.

10. Dugc phdm theo diém 8, trong d6 duge pham nay con chira vat liéu gay doc té
bao.

11. Duoc phém theo diém 10, trong d6 vat liéu gay doc té bao 1 it nhat mot vt lidu
duoc chon tir nhém bao gém rixin, saporin, gelonin, momordin, debouganin, doc td

bach hau, ddc t0 pseudomonas, cac déng vi phong xa, duocarmyxin, monometyl
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auristatin E (MMAE), monometyl auristatin F (MMAF), N2'-deaxetyl-N2'-(3-
mercapto-1-oxopropyl)maytansin (DM1), va pyrolobenzodiazepin (PBD) dime.

12. Dugc phim dé trc ché té bao gbc ung thu, trong d6 duge phim nay chira:

khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén cta né theo didm

bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, va
chit mang dugc dung.
13. Dugc phdm dé trc ché té bao gdc ung thu, trong d6 duoc phdm nay chira:

khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém

bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, va
chét mang dugc dung;

trong d6 té bao gdc ung thur 14 té bao gbc ung thu trong bénh mau 4c tinh hogic bénh

ung thu thé rin.
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FIG. 10
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FIG. 23
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FIG. 24
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FIG. 25
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FIG. 26
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FIG. 27
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FIG. 28
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FIG. 29
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FIG. 30
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FIG. 31
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FIG. 32
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FIG. 34
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FIG. 35
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(90100 Q1 088} ~=recceesccccccocosossscoeseansseosacasnscanarmnrcennsennerannsrnnesefrrancornosranemannrenenransannonnfe
ﬁunﬁg Q7 D88} ~cc=ssscscsezsnseassesasseacscessanacossssesezasszsaaasssEanseasasEaEssananEaEsaEaEasssnaensneesnsnansseznanfe
(BOTEON 8T BEB) oo - oo e T T TTETPEREEREREE
ﬁm@ﬁg QI 088} sesseafassnsasssssonssssssssnsssassssssssessssssssnssusnensnannnfjjfjeanannnnenusnanannanfunfjescancccacifoasas
izovcoN ar 05 T
{E6T:08 GT DBEE} s=nvssfacscansenaascsszceseazsasaanssaseansssseseseanssscsesseassfiffffosacacsanscanasasnsafeosnsnassanas)eanss
L - ) T S & - B S ol
{8Bt08 4T B3E) == B T LLLLLITILCEEE L EEEEREEEEEEEY 11y, EEEPEERETEEELEEEEREE S TEREEEEERE SELEE

{essox o1 0z8} M
{¢6:0H a1 £45) O - SO A

{5E:0H Gf BB} rcscesmassesassessssnscsasasseassssasssassezasssansesasanassnansaflifensrnncansesnsaenacsnsancsanssrnafssces

{56108 a1 b3z} RO E 1SS 1000 RTINS L L LABIOA Y AT 545000 1

GoscasEssEEscIsscEssffecoascnnssaan}feanzs

:.“,...:_:..__:.__.:_.:u_..:_u.:_.,..;::.T:_._a.,.__u.:__._;::._::_::_..:_.:_

113 8 BL B8 b5 ¥ 14 114 111 b

SR EESEEEEEEENES

{f6:08 4F Hmw --yu-umm.mnnn
{06208 07 DEB) ======r=mce=mmanan: mecmmmcannss mmmes sf]fe=emmsnorecennmranenaanannn

_Eumg it Emm nnnnnunnnnnsunununnnannnnnnnnnnnnnnunnnnnnnlnnnnunusnnnnannnnnnnnnnnssnnsnnnnennnuunnunnnnnﬂwwnnnnnasnnnsnnnnnunnnunnnnun

{RBF0R 0T D) ====c=c======s= ceses

{i9208 47 gm* sEpEsmmmsmmsesa smss=smrosssrssmrssamccammzeseczcnefearroranseanrsemssamseanneanree

{99°0K Q1 g} ---=--====-==- .

Tl .

ﬂ.wwg Fifd EE nnn-nnannnunsnn-nn-nn-nn-nn.-wannunnnas:nnunsnﬁn-nnnnnnw-n_unn.-.nn.sn.u-.-nn--un-ann-nn-nnnswwwnuuu:n-namw-n-nsnn::nnn-

{€9108 41 098} SSALVTID0ONTTVACHDOR: AAYL YT

_ﬁ.Z_::_.::_::_r.:_..:.._::_::_.::_::_::_::_::_:?_

1141 1141 oot i3 08 oL o3 0§

_un...ummns~uus.._nusu—w.-.._.._.—su_

13 oz or ]

I L5-56
aBuryomMY uglq 30@
H0K-19€
04=49¢
L0D-83¢
13198
$1E=pEt
RA 8E-E51
Th ¥ 91-9¢
Th ZLT-IMTGF

d1a-25¢
HA 91-45%
HA LE-BF

BuryoNMQ u31q 39d

S0H-T92
S0a=69t
L08-53¢
T12-19¢
$18- KT
A 8E-T6T

Hh 290 07-3¢



CVH140
Textbox


Trung binh nhén

60000+
L
40000+

20000+

51426

FIG. 37a

Thi nghiém lién két té bao: ART 140
Té bao CEM 7, IgG dwgc tinh ché,
Trung binh nhén, 01.06.11
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FIG. 37b

Thi nghiém lién két té bao: ART 140
Té bao U937, IgG dwoc tinh ché,
Trung binh nhan, 01.06.11
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FIG. 38a

ELISA: ART 140 8- Dbi chimg khéng c6 IgG
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FIG. 38b

ELISA: ART 140
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FIG. 39a

Thir nghiém lién ket té bao: ART 140
Té bao CEM7, IgG da tinh ché
Trung binh nhan, 04.08.11
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FIG. 39b

Thir nghiém lién két té bao: ART 140
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FIG. 40a
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A, Thir nghiém lién két té bao: ART 140
Té bao CEM7, trung binh nhan IgG di tinh ché, 04.08.11
Dot bién quikchange dworc lién két so v6i khung géc vong 3
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FIG. 40b

B. Thir nghiém lién két té bao: ART 140
Té bao CEM?7, trung binh nhéan IgG d tinh ché, 04.08.11
Quikchange HC + 153-28 LC so v6i khung goc vong 3
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FIG. 40c

C. Thir nghiém lién két té bao: ART 140
Té bao CEM7, trung binh nhan IgG da tinh ché, 04.08.11
153-28 HC + Quikchange LC so véi khung gbc vong 3

60000+
- JL-1
40000+ - 368-G7
& 361-HO5
& 324-B10
4 361-C11
20000- © 369-F05
& ComboC
«% Khong c6 IgG
(vl
0,1 1 10 100

Noéng a6 IgG (ug/mL)

ComboA =Quikchange HC&LC
ComboB = Quikchange HC +
153-28 LC

ComboC = 153-28 HC +
Quikchange LC



CVH140
Textbox


Té bao CEM-7, IgG da tinh ché

51426

FIG. 41a

ELISA: ART 140
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FIG. 41c

Cac dot bién lién két, ELISA dwa
trén té bao d6i véi ART 140
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FIG. 43
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FIG. 45
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DINONA
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DANH MUC TRINH TU

TIEP HQP VA DUQC PHAM CHUA CHUNG

<130> OPP20162379KR
<150> UsS 62/240,276
<151> 2015-10-12
<150> AU 2016901555
<151> 2016-04-28
<160> 134

<170> KopatentIn 2.0
<210> 1

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223>

bién quikchange

<400> 1

caggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag
60

tcctgcaagg ccagcggcta cagcatcggce
120

cctggacagg gcctggaatg gatgggccgg
180

aaccagaaat tcaagggcag ggtgaccacg
240

atggaactga gcagcctgag aagcgaggac
300

tattacggcg gcagaggcta cgccctggat
360

tcctece

366

<210> 2

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

gtgaagaaac
ggctactaca
atcaacccca
acccgcgaca
a;cgccgtgt

tactggggcc

ctggcgccag

tgaactgggt

acagcggcga

ccagcaccag

actactgcgc

agggcaccct

KHANG THE KHANG CD43 HOAC MANH LIEN KET KHANG NGUYEN CUA NO, THE

cgtgaaggtg

gcgccaggcet

cagcttctac

caccatgtac

cagagagggc

ggtgaccgtg
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<220>
<223> Trinh tu axit amin clia VH cua Combo A &6t bién quikchange
<400> 2
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Ile Gly Gly Tyr
20 25 30

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

Gly Arg Ile Asn Pro Asn Ser Gly Asp Ser Phe Tyr Asn Gln Lys Phe
Lys Gly Arg Val Thr Thr Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Met Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 3
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220> _
<223> Trinh ty nucleotit citia ving bién @i chudi nhe (VL) cla Combo A

dét bién quikchange

<400> 3
gacatccaga tgacccggag ccctagcagc gtgtccgcca gcgtgggcgg cagagtgcecc
60

atcacctgtc ggaccagcca ggacatcagc aactacctga actggtatca gcagaagccc
120

gacggcaccg tcaagctgct gatctacaac accagccggc tgcacagcgg cgtgccaagc
180

agattcagcg gcagcggctc cggcaccgac ttcaccctga ccatcagctc cctgcagcecc
240



gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag agcaacatgt tcccctacac cttcggecag

300

ggtatcaagc tggagatcaa gcgt

324

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

<220>
<223>

<400>

Asp
1
Gly
Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Ile

Arg

Asn

Asn

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

caggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaagc ccggcgccag cgtcaaggtg

60

4
108
PRT

Trinh ty nhdn tao

Trinh ty axit amin

4
Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

5
366
ADN

Met

Pro

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Arg

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Ile

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Trinh ty nhén tao

cua

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu
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VL ctia Combo A dét bién

Ser

Thr

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

Val

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

quikchange

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

trinh tu nucleotit cua VH citia 257-10 (bién thé vong 2)

5
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gaggcaggcc

cagcttctac

caccgtgtac

cagggagggc

ggtgaccgtg

tcctgcaagg ccagcggcta caccttcaac ggctacttca tgaactgggt
120
cctgggcagg gactggagcg gatgggccgc atcaacccca acaacggcga
180
aaccagaagt tccagggccg cgtcaccatg acccgcgaca ccagcaccag
240
atggagctgc ccagcctgcg cagcgaggac accgccgtgt actactgcge
300
tactacggcg gcagaggcta cgccctggac tactggggcc agggcaccct
360
tcctee
366
<210> 6
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Trinh tyu axit amin cua VH cta 257-10 (Bién thé
<400> 6
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Asn
20 25 30
Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35 40 45
Gly Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser Phe Tyr Asn Gln
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr
65 70 75
Met Glu Leu Pro Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90
Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu Asp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

vong 2)

Gly

15

Gly

Arg

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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<210> 7
<211> 325
<212> ADN
<213> Trinh ty nhéan tao
<220>
<223> Trinh tu nucleotit ciia VL cua 257-10 (bién thé vong 2)
<400> 7
gacacccaga tgacccagag cccttcttct gtctccgcecca gcgtgggcga ccgcgtgacc
60
atcacctgcc gcaccagcca ggacatcagc aactacctga actggtatca gcagaagccc
120
ggcaaggccc ccaagctgct gatctacaac accagcaggc tccactctgg agtccccagc
180
cgcttctcecg gectccgggte tggaaccgac ttcaccctga ccatcagctc cctgcagcecc
240
gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag agcaacatgt tcccctacac cttcgggcag
300
gggaccaagc tggagatcaa gcgta
325
<210> 8
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Trinh ty axit amin cta VL cta 257-10 (bién thé vong 2)
<400> 8
Asp Thr Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asn Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
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Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Met Phe Pro Tyr

90

105

gtgaagaagc

ggctacttca

atcaacccca

acccgcgaca

accgccgtgt

tactggggcc

ccggcgcecag

tgaactgggt

acaacggcga

ccagcaccag

actactgcgce

agggcaccct

85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100
<210> 9
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Trinh ty nucleotit cua VH cua 456-D10
<400> 9
caggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag
60
tcctgcaagg ccagcggcta caccttcaac
120
cctgggcagg gactggagcg gatgggcecge
180
aaccagaagt tccagggccg cgtcaccatg
240
atggagctgc ccagcctgcg cagcgaggac
300
tactacggcg gcagaggcta cgccctggac
360
tecctee
366
<210> 10
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Axit amin VH cua 456-D10
<400> 10

95

cgtcaaggtg

gaggcaggcc

cagcttctac

caccgtgtac

cagggagggc

ggtgaccgtg

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

1

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Asn Gly Tyr

20

25

30
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Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35 40 45
Gly Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser Phe Tyr Asn Gln
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr
65 70 75
Met Glu Leu Pro Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90
Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu Asp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 11
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Trinh ty nucleotit cta VL cua 456-D10
<400> 11
gacacccaga tgacccagag cccttcttcect gtctccgecca gegtgggega
60
atcacctgcc gcaccagcca ggacatcagc aactacctga actggtatca
120
ggcaaggccc ccaagctgct gatctacaac accagcaggc tccactctgg
180
cgcttctcecg gctcecgggte tggaaccgac ttcaccctga ccatcagcetce
240
gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag agcaacatgt tcccctacac
300
gggaccaagc tggagatcaa gcgg
324
<210> 12
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao

Arg Met

Lys Phe

Val Tyr

80

Tyr
95

Cys

Tyr Trp

ccgcgtgacce

gcaggagccce

agtccccagce

cctgcagccec

cttcgggcag
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<220>
<223> Trinh ty axit amin ctia VL cua 456-D10
<400> 12
Asp Thr Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Asp Ile Ser
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Glu Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 40 45
Tyr Asn Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro‘Ser Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Met Phe
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105
<210> 13
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh ty nucleotit cuia VH cua 324-Bl0
<400> 13
caggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaaac ctggcgccag
60
tcctgcaagg ccagcggcta cagcatcggce ggctactaca tgaactgggt
120
cctggacagg gcctggaatg gatgggccgg atcaacccca acagcggcga
180
aaccagaaat tcaagggcag ggtgaccatg acccgcgaca ccagcaccag
240
atggaactga gcagcctgag aagcgaggac accgccgtgt actactgcgce
300
tattacggcg gcagaggcta cgccctggat tactggggcc agggcaccct
360

Val
15

Gly

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Tyr

cgtgaaggtg

gcgccaggcet

cagcttctac

caccgtgtac

cagagagggc

ggtgaccgtg
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tcctcee
366
<210> 14
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh ty axit amin cta VH cua 324-B10
<400> 14
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser
20 25
Tyr Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly
35 40
Gly Arg Ile Asn Pro Asn Ser Gly Asp Ser Phe Tyr
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
85 90
Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala
100 105
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 15
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Trinh ty nucleotit cuia VL clia 324-B10
<400> 15

gacattcaga tgacccggag ccctagcagc gtgtccgcca gcgtgggcga cagagtgtcc

60

Lys

Ile

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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atcacctgtc ggaccagcca ggacatcagce

120

gacggcaccg tcaagctgct gatctacaac

180

agattcagcg gcagcggctc cggcaccgac

240

gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag

300

ggtatcaagc tggagatcaa gcgg

324

<210> 16

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cuaa

<400> 16

Asp Ile Gln Met Thr Arg Ser Pro

1 5
Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Arg
20
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Asn Thr Ser Arg Leu His Ser
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Ile Lys Leu
100

<210> 17

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

aactacctga

accagccggce

ttcaccctga

agcaadatgt

actggtatca

tgcacagcgg

ccatcagctc

tcccecctacac

VL cua 324-B10

Ser

Thr

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

10

Val

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

gcagaagccc

cgtgccaagc

cctgcagccecc

cttcggccag

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr
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ctggcgccag

tgaactgggt

acaacggcga

ccagcaccag

actactgcgce

agggcaccct

Lys

Ser

Gly

Tyr

Thr

Ala

<223> Trinh ty nucleotit cua VH cua 361-Cll

<400> 17

caggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaaac
60

tcctgcaagg ccagcggcta cagcatcggc ggctacttca
120

cctggacagg gcctggaatg gatgggccgg atcaacccca

180

aaccagaaat tcaagggcag ggtgaccatg acccgcgaca

240

atggaactga gcagcctgag aagcgaggac accgccgtgt

300

tattacggcg gcagaggcta cgccctggat tactggggcec

360

tcectcee

366

<210> 18

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia VH cua 361-Cl1l

<400> 18

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
Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser Phe
50 55

Lys Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser
65 70 75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr

85 90

11

Lys

Ile

Leu

45

Asn

Ser

Val

Pro

Gly

Glu

Gln

Thr

Tyr

cgtgaaggtg

gcgccaggct

cagcttctac

caccgtgtac

cagagagggc

ggtgaccgtg

Gly Ala

15

Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

Val Tyr

Tyr Cys
95
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Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp

100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 19
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Trinh ty nucleotit clia VL cia 361-Cl1l
<400> 19
gacattcaga tgacccggag ccctagcagc gtgtccgcca gecgtgggcegg
60
atcacctgtc ggaccagcca ggacatcagc aactacctga actggtatca
120
gacggcaccg tcaagctgct gatctacaac accagccggc tgcacagcgg
180
agattcagcg gcagcggctc cggcaccgac ttcaccctga ccatcagcetce
240
gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag agcaacatgt tcccctacac
300
ggtatcaagc tggagatcaa gcgg
324
<210> 20
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Trinh ty axit amin cta VL cua 361-Cl1l
<400> 20

Asp Ile Gln
1

Gly Arg Val

Leu Asn Trp
35

Met
5

Ser
20

Tyr

Thr Arg Ser Pro Ser Ser

Ile Thr Cys Arg Thr Ser

Gln Gln Lys Pro Asp Gly

40

Val
10

25

Thr

12

Gln Asp Ile

Ser Ala

Val Lys
45

cagagtgtcc

gcagaagccce

cgtgccaagc

cctgcagccce

cttcggccag

Ser Val Gly

15

Ser Asn Tyr
30

Leu Leu Ile
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Tyr Asn Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Met Phe Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Ile Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105
<210> 21
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Trinh ty nucleotit ctia VH clia 368-GO07
<400> 21
caggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaaac ctggcgccag cgtgaaggtg
60
tcntgcaagg ccagcggcta cagcatcggc ggctacttca tgaactgggt gcgceccagget
120
cctggacagg gcctggaatg gatgggccgg atcaacccca acaacggcga cagcttctac
180
aaccagaaat tcaagggcag ggtgaccatg acccgcgaca ccagcaccag caccgtgtac
240
atggaactga gcagcctgag aagcgaggac accgccgtgt actactgcgce cagagagggc
300
tattacggcg gcagaggcta cgccctggat tactggggcc agggcaccct ggtgaccgtg
360
tcctcee
366
<210> 22
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu axit amin cia VH cia 368-G07

13
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<400> 22
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Ile Gly
20 25 30
Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35 40 45
Gly Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser Phe Tyr Asn Gln
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90
Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu Asp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 23
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhdn tao
<220>
<223> Trinh ty nucleotit cla VL cta 368-G07
<400> 23
gacattcaga tgacccggag ccctagcagc gtgtccgcca gcgtgggcga
60
atcacctgtc ggaccagcca ggacatcagc aactacctga actggtatca
120
gacggcaccg tcaagctgct gatctacaac accagccggc tgcacagcgg
180
agattcagcg gcagcggctc cggcaccgac ttcaccctga ccatcagctce
240
gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag agcaacatgt tcccctacac
300
ggtatcaagc tggagatcaa gcgg
324

14

Gly
15

Ala
Gly Tyr
Trp Met
Lys Phe
Val Tyr

Tyr
95

Cys

Tyr Trp

cagagtgccc

gcagaagccc

cgtgccaagc

cctgcagccce

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

<220>
<223>

<400>

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Asn

Asn

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

caggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaaac ctggcgccag cgtgaaggtg

60

tcctgcaagg ccagcggcta cagcatcggc ggctacttca tgaactgggt gcgccaggcet

120

cctggacagg gcctggaatg gatgggccgg atcaacccca acaacggcga cagcttctac

180

24
108
PRT

Trinh ty nhédn tao

Trinh ty axit amin

24
Gln

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

25
366
ADN

Met

Pro

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Arg

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ile

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Trinh ty nhan tao

cua

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

51426

VL cua 368-G07

Ser

Thr

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

Val

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Trinh ty nucleotit clia VH cia 369-F05

25

15

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

162/267



aaccagaaat tcaagggcag ggtgaccatg acccgcgaca ccagcaccag caccatgtac

240

atggaactga gcagcctgag aagcgaggac accgccgtgt actactgcgc cagagagggc

300

tattacggcg gcagaggcta cgccctggat tactggggcec agggcaccct ggtgaccgtg

360
tcctcce

366

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

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Phe Met

Gly Arg

50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Gln

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

<220>

51426

26
122
PRT
Trinh ty nhédn tao

Trinh ty axit amin ctia VH cta 369-F05

26
Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25

Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40

Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser
55

Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr
70

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90

Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly
100 105

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

27

324

ADN

Trinh ty nhén tao

16

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Met

Tyr

95

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

163/267



<223>

<400> 27

gacattcaga

60

atcacctgtc

120

gacggcaccg

180

agattcagcg

240

gaggacttcg

300

ggtatcaagc

324

<210> 28

<211> 10

<212> PR

<213>

<220>

<223>

<400> 28

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Vval

Leu Asn Trp

35
Tyr Asn Thr
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

tgacccggag

ggaccagcca

tcaagctgct

gcagcggctc

ccacctacta

tggagatcaa

8
T

Trinh ty axit amin

Met Thr

Ser Ile

20

Tyr Gln

Ser Arg

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln
100

Gly

Arg

Thr

Gln

Leu

Asp

70 75

Tyr

Ile

51426

ccctagcagce gtgtccgceca

ggacatcagc aactacctga
gatctacaac accagccggc
cggcaccgac ttcaccctga
ctgccagcag

agcaacatgt

gcag

Trinh ty nhan tao

cua

Ser Val

10

Ser Pro Ser

Thr
25

Cys Arg Ser Gln

Pro Thr

40

Lys Asp Gly

His Ser Val Pro

55

Gly

Phe Thr Leu Thr Ile

Gln Gln

90

Tyr Cys Ser

Glu
105

Lys Leu Ile Lys

17

Trinh ty nucleotit cua VL cua 369-F05

gcgtgggcga

actggtatca

tgcacagcgg

ccatcagctc

tcccctacac

VL cua 369-F05

Ser Ala Ser

Ile Ser

30

Asp

Val Lys Leu

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Met Phe

Arg

cagagtgtcc

gcagaagccc

cgtgccaagc

cctgcagccc

cttcggccag

Val
15

Gly

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Tyr
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<210> 29
<211> 36
<212> AD
<213>

<220>

<223>

<400> 29
caggtgcagce
60
tcctgcaagg
120
cctggacagg
180
aaccagaaat
240
atggaactga
300
tattacggcg
360

tcctee

366

<210> 30
<211> 12
<212> PR
<213>

<220>

<223>

<400> 30

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys
Phe Met Asn
35

Gly Arg Ile
50

6
N

tggtgcagag

ccagcggcta

gcctggaatg

tcaagggcag

gcagcctgag

gcagaggcta

2
T

Trinh ty axit amin

Leu
5

Val
20

Trp

Asn

Val Gln Ser

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Asn Asn

51426

Trinh ty nhén tao

cggcgccgag

cagcatcggc

gatgggccgg

ggtgaccacg

aagcgaggac

cgccctggat

Trinh tu nhédn tao

40

55

gtgaagaaac

ggctacttca

atcaacccca

acccgcgaca

accgccgtgt

tactggggcec

Gly Ala Glu Val

10

Ala Ser Gly Tyr

25

Ala Pro Gly Gln

Gly Asp Ser Phe

18

Trinh tu nucleotit ctia VH cua 361-HO05

ctggcgccag

tgaactgggt

acaacggcga

ccagcaccag

actactgcgc

agggcaccct

clla VH cua 361-HO05

Lys Lys Pro

Ser Ile Gly

Leu Glu

45

Gly

Tyr Asn Gln

60

cgtgaaggtg

gcgccaggct

cagcttctac

caccgtgtac

cagagagggc

ggtgactgtg

Gly Ala
15
Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe
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51426

Lys Gly Arg Val Thr Thr Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90
Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu Asp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 31
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh ty nucleotit clia VL cua 361-HO05
<400> 31
gacattcaga tgacccggag ccctagcagc gtgtccgcca gcgtgggcga
60
atcacctgtc ggaccagcca ggacatcagc aactacctga actggtatca
120
gacggcaccg tcaagctgct gatctacaac accagccggc tgcacagcgg
180
agattcagcg gcagcggctc cggcaccgac ttcaccctga ccatcagctce
240
gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag agcaacatgt tcccctacac
300
ggtatcaagc tggagatcaa gcgg
324
<210> 32
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh ty axit amin cua VL cla 361-HO0S
<400> 32

Val Tyr
80

Tyr Cys
95

Tyr Trp

cagagtatcc

gcagaagccc

cgtgccaagc

cctgcagecce

cttcggccag

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

19
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Asp Arg Val

Leu Asn Trp

Asn Thr

50

Tyr

Ser
65

Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

33
13
AD

<220>

<223> Tr

<400> 33
gaggttcagc
60

tcctgcaagg
120

cacggcaaga
180

aaccagaaat
240

atggaggtcc
300

tactacggtg
360

tcctcagcecta
420

tctgggggca
480

Ser Ile

20

Tyr Gln

Ser Arg L

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln
100

Gly I

56
N

inh ty ADN

tgcagcagtc

cctctggtta

gccctgagtg

tcaagggcac

tgagcctgac

ggcgaggcta

gcaccaaggg

cagcggccect

Thr

Gln

Asp

Tyr

51426

Cys Arg

Pro
40

Lys

His Ser

55

eu

Phe Thr

70

Tyr Cys

le Lys Leu

Trinh ty nhdn tao

ctla chudi ndng (HC) (mJL-1)IgG khang CD43 & chudt

tggtcctgag

ctcaattggt

gattgggcgt

ggccacattg

atctgaggac

tgctttggac

cccatcggtc

gggctgectg

10

Thr
25

Ser Gln

Asp Gly Thr

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Ser

Glu
105

Ile Lys

ctggtgaagc

ggctacttta

attaatccta

actgttgacc

tctgcagtct

tactggggtc

ttcccectgg

gtcaaggact

20

Asp Ile Ser

30

Val Lys Leu

45
Ser Phe
60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Met Phe

Arg

ctggggcttc

tgaactgggt

acaatggtga

gctcttctga

attattgtgg

aaggcacctc

caccctcctce

acttccccga

15

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Tyr

agtgaagatt

gaagcagagc

ttctttctac

cacagtccac

ccgcgaaggt

ggtcaccgtc

caagagcacc

accggtgacg
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51426

gtgtcgtgga actcaggcgc cctgaccagc
540

tcctcaggac tctactccecct cagcagegtg
600

cagacctaca tctgcaacgt gaatcacaag
660

gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca
720

gggggaccgt cagtcttcct cttcccccca
780

acccctgagg tcacatgcgt ggtggtggac
840

aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat
900

tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc
960

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac
1020

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa
1080

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg
1140

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg
1200

cccgtgctgg actccgacgg ctceccttcectte
1260

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc
1320

tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg
1356

<210> 34

<211> 452

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cta HC

ggcgtgcaca

gtgaccgtgc

cccagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

aaagccctcc

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatgce

ggtaaa

(mJL-1)

21

ccttcecegge

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcacce

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgcc

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

tgtcctacag

cttgggcacc

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatcccgg

ctatcccagc

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

IgG khang CD43 & chudt
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<400>

Glu

1

Ser

Phe

Gly

Lys

65

Met

Gly

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

Val

Val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

34
Gln

Lys

Asn

35

Ile

Thr

Val

Glu

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ala

Leu

Gly

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg
260

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Gln

Cys

Lys

Asn

Leu

70

Leu

Tyr

Val

Ala

Leu
150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Gly

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

vVal

51426

Pro

Ser

25

His

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr
265

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Arg

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

22

Leu

Tyr

Lys

Phe

Ser

75

Ser

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Val

Ser

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

Lys

Ile

Pro

45

Asn

Asp

Val

Leu

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp
270

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Ala

Tyr

Tle

Phe

His

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser
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His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Pro
450

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

<220>
<223>

<400>

gtacatttat attggctcat gtccaatatg accgccatgt tgacattgat tattgactag

60

ttattaatag taatcaatta cggggtcatt agttcatagc ccatatatgg agttccgcegt

120

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

35

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

5734

ADN

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Trinh tu nhé&n tao

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

51426

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Vecto ddy d0 cta HC cna(mJL-1)
dung @& biéu hién

(dua trén pTT5)

35

23

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

IgG khéng CD43 & chudt dugc st

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu
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tacataactt
180

gtcaataatg
240

ggtggagtat
300

tccgeccect
360

gaccttacgg
420

ggtgatgcgg
480

tccaagtctc
540

ctttccaaaa
600

gtgggaggtc
660

catcgctgtc
720

tttccagtac
780

acctgagcga
840

cacagtcgca
900

ttctggcgga
960

tcgaggtgag
1020

gcgggcatta
1080

acctggcccg
1140

acaggtgtcc
1200

acggtaaatg

acgtatgttc

ttacggtaaa

attgacgtca

gactttccta

ttttggcagt

caccccattg

tgtcgtaata

tatataagca

tgcgagggcc

tcttggatcg

gtccgcatceg

aggtaggctg

ggtgctgetg

gtgtggcagg

cttctgcgcet

atctggccat

actcccaggt

51426

gcccgectgg

ccatagtaac

ctgcccactt

atgacggtaa

cttggcagta

acaccaatgg

acgtcaatgg

accccgceccce

gagctcgttt

agctgttggg

gaaacccgtc

accggatcgg

agcaccgtgg

atgatgtaat

cttgagatcc

aagattgtca

acacttgagt

ccaagtttgc

ctgaccgccc

gccaataggg

ggcagtacat

atggcccgec

catctacgta

gcgtggatag

gagtttgttt

gttgacgcaa

agtgaaccgt

ctcgcggttg

ggcctccgaa

aaaacctctc

¢gggcggcag

taaagtaggc

agctgttggg

gtttccaaaa

gacaatgaca

cgccaccatg

24

aacgaccccc

actttccatt

caagtgtatc

tggcattatg

ttagtcatcg

cggtttgact

tggcaccaaa

atgggcggta

cagatcctca

aggacaaact

cggtactccg

gagaaaggcg

cgggtggcgg

ggtcttgaga

gtgagtactc

acgaggagga

tccactttgce

gcttggatga

gcccattgac

gacgtcaatg

atatgccaag

cccagtacat

ctattaccat

cacggggatt

atcaacggga

ggcgtgtacg

ctctcttceg

cttcgcggtce

ccaccgaggg

tctaaccagt

tcggggttgt

cggcggatgg

cctctcaaaa

tttgatattc

ctttctctcce

tgcttctect
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cggactcctt
1260

gaagcctggy
1320

ctttatgaac
1380

tcctaacaat
1440

tgaccgctct
1500

agtctattat
1560

gggtcaaggc
1620

cctggcaccc
1680

ggactacttc
1740

gcacaccttc
1800

cgtgccectcece
1860

caacaccaag
1920

accgtgccca
1980

caaggacacc
2040

ccacgaagac
2100

caagacaaag
2160

cgtcctgcac
2220

cctcccagcece
2280

gcgtacggat

gcttcagtga

tgggtgaagc

ggtgattctt

tctgacacag

tgtggccgeg

acctcggtca

tcctccaaga

cccgaaccgqg

ccggctgtcecce

agcagcttgg

gtggacaaga

gcacctgaac

ctcatgatct

cctgaggtca

ccgcgggagyg

caggactggc

cccatcgaga

51426

caggagaggt

agatttcctg

agagccacgg

tctacaacca

tccacatgga

aaggttacta

ccgtctectce

gcacctctgg

tgacggtgtc

tacagtcctc

gcacccagac

gagttgagcc

tcctgggggg

cccggacccce

agttcaactg

agcagtacaa

tgaatggcaa

aaaccatctc

tcagctgcag

caaggcctct

caagagccct

gaaattcaag

ggtcctgagce

cggtgggcga

agctagcacc

gggcacagcg

gtggaactca

aggactctac

ctacatctgce

caaatcttgt

accgtcagtc

tgaggtcaca

gtacgtggac

cagcacgtac

ggagtacaag

caaagccaaa

25

cagtctggtc

ggttactcaa

gagtggattg

ggcacggcca

ctgacatctg

ggctatgcectt

aagggcccat

gccctgggcet

ggcgccctga

tccctcagcea

aacgtgaatc

gacaaaactc

ttcctettece

tgcgtggtgg

ggcgtggagg

cgtgtggtca

tgcaaggtct

gggcagcccce

ctgagctggt

ttggtggcta

ggcgtattaa

cattgactgt

aggactctgce

tggactactg

cggtcttcce

gcctggtcaa

ccagcggegt

gcgtggtgac

acaagcccag

acacatgccc

CcCccCcaaaacc

tggacgtgag

tgcataatgce

gcgtcctcac

CCaacaaagc

gagaaccaca
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ggtgtacacc
2340

cctggtcaaa
2400

ggagaacaac
2460

cagcaagctc
2520

gatgcatgag
2580

ataggatccc
2640

gtgttggaat
2700

cgagatccct
2760

gactacgaca
2820

gtacaacttg
2880

ctatccagac
2940

aattagggtt
3000 -

ggcgcgattg
3060

agggttgttg
3120

gggtagcata
3180

agcataggct
3240

agtatatgcet
3300

agcatatgct
3360

ctgcccccat

ggcttctatc

tacaagacca

accgtggaca

gctctgcaca

ccgacctcga

tttttgtgtc

cggagatctc

tctctgeecce

ccaactgaac

taaccctaat

agtaaaaggg

ctgcgatctg

gtcctcatat

tactacccaa

atcctaatct

atcctaattt

atcctaatct

51426

cccgggatga

ccagcgacat

cgecteeegt

agagcaggtg

accactacac

cctctggcta

tctcactcgg

tagctagagg

ttcttcgegg

cctaaacggg

tcaatagcat

tcctaaggaa

gaggacaaat

tcacgaggtc

atatctggat

atatctgggt

atatctgggt

atatctgggt

gctgaccaag

cgccgtggag

gctggactcc

gcagcagggg

gcagaagagc

ataaaggaaa

aaggacatat

atcgatcccc

ggcagtgcat

tagcatatgc

atgttaccca

cagcgatgta

tacacacact

gctgagagca

agcatatgct

agcatatgct

agcataggct

agtatatgct

26

aaccaggtca

tgggagagca

gacggctcct

aacgtcttct

ctctccctgt

tttattttca

gggagggcaa

gccecggacyg

gtaatccctt

ttccecgggta

acgggaagca

ggtgggcggg

tgcgcctgag

cggtgggcta

atcctaatct

atcctaatct

atcctaatct

atcctaatct

gcctgacctg

atgggcagcc

tcttcctcta

catgctccgt

ctccgggtaa

ttgcaatagt

atcatttggt

aactaaacct

cagttggttg

gtagtatata

tatgctatcg

ccaagatagg

cgccaagcac

atgttgccat

atatctgggt

atatctgggt

atatctgggt

gtatccgggt
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agcatatgct
3420

agcatatact
3480

tatgctatcc
3540

tatgctatcc
3600

taggctatcc
3660

tatgctatcc
3720

tgagaattaa
3780

tcatgataat
3840

cccctatttg
3900

cctgataaat
3960

tcgececttat
4020

tggtgaaagt
4080

atctcaacag
4140

gcacttttaa
4200

aactcggtcg
4260

aaaagcatct
4320

gtgataacac
4380

cttttttgca
4440

atcctaatag

acccaaatat

taatctatat

taatctatat

taatctatat

taatctgtat

ttcttgaaga

aatggtttct

tttattttte

gcttcaataa

tccetttttt

aaaagatgct

cggtaagatc

agttctgcta

ccgcatacac

tacggatggc

tgcggccaac

caacatgggg

51426

agattagggt

ctggatagca

ctgggtagca

ctgggtagta

ctgggtagca

ccgggtagcea

cgaaagggcc

tagacgtcag

taaatacatt

tattgaaaaa

gcggcatttt

gaagatcagt

cttgagagtt

tgtggcgcegg

tattctcaga

atgacagtaa

ttacttctga

gatcatgtaa

agtatatgct

tatgctatcc

taggctatcc

tatgctatcc

tatgctatcc

tatgctatcc

tcgtgatacg

gtggcacttt

caaatatgta

ggaagagtat

gccttectgt

tgggtgcacg

ttcgccccga

tattatcccg

atgacttggt

gagaattatg

caacgatcgg

ctcgccttga

27

atcctaattt

taatctatat

taatctatat

taatttatat

taatctatat

tcatgataag

cctattttta

tcggggaaat

tcecgctcecatg

gagtattcaa

ttttgctcac

agtgggttac

agaacgtttt

tgttgacgcc

tgagtactca

cagtgctgcc

aggaccgaag

tcgttgggaa

atatctgggt

ctgggtagca

ctgggtagca

ctgggtagca

ctgggtagta

ctgtcaaaca

taggttaatg

gtgcgcggaa

agacaataac

catttccgtg

ccagaaacgc

atcgaactgg

ccaatgatga

gggcaagagc

ccagtcacag

ataaccatga

gagctaaccg

ccggagctga
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atgaagccat
4500

tgcgcaaact
4560

ggatggaggc
4620

ttattgctga
4680

ggccagatgg
4740

tggatgaacg
4800

tgtcagacca
4860

aaaggatcta
4920

tttcgttcca
4980

tttttctgcg
5040

gtttgccgga
5100

agataccaaa
5160

tagcaccgcc
5220

ataagtcgtg
5280

cgggctgaac
5340

tgagatacct
5400

acaggtatcc
5460

gaaacgcctg
5520

accaaacgac
attaactggc
ggaﬁaaagtt
taaatctgga
taagccctcece
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctgce
tcaagagcta
tactgttctt
tacatacctc
tcttaccggg
ggggggttcyg
acagcgtgag
ggtaagcggc

gtatctttat

51426

gagcgtgaca

gaactactta

gcaggaccac

gccggtgagce

cgtatcgtag

atcgctgaga

tatatacttt

ctttttgata

gaccccgtag

tgcttgcaaa

ccaactcttt

ctagtgtagce

gctctgctaa

ttggactcaa

tgcacacagc

ctatgagaaa

agggtcggaa

agtcctgteg

ccacgatgcc

ctctagcttc

ttctgcgctce

gtgggtctcg

ttatctacac

taggtgcctc

agattgattt

atctcatgac

aaaagatcaa

Caaaaaaacc

ttccgaaggt

cgtagttagg

tcctgttacce

gacgatagtt

ccagcttgga

gcgccacgct

caggagagcg

ggtttcgcca

28

tgcagcaatg

ccggcaacaa

ggccctteeg

cggtatcatt

gacggggagt

actgattaag

aaaacttcat

caaaatccct

aggatcttct

accgctacca

aactggcttc

ccaccacttc

agtggctgct

accggataag

gcgaacgacc

tcccgaaggg

cacgagggag

cctctgactt

gcaacaacgt

ttaatagact

gctggctggt

gcagcactgg

caggcaacta

cattggtaac

ttttaattta

taacgtgagt

tgagatcctt

gcggtggttet

agcagagcgc

aagaactctg

gccagtggcg

gcgcagcggt

tacaccgaac

agaaaggcgg

cttccagggg

gagcgtcgat
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51426

tatggaaaaa cgccagcaac gcggcctttt

IgG khéng CD43 & chudt

ccgcgtcacc

gcagaaacca

cgtcccatca

cctggaacaa

gttcgggggg

cttcccgcca

taacttctat

taactcccag

caccctgacg

ccatcagggc

ttttgtgatg ctcgtcaggg gggcggagcec

5580

tacggttcct ggccttttge tggecttttg ctcacatgtt ctttcctgeg ttatcccecctg
5640

attctgtgga taaccgtatt accgcctttg agtgagctga taccgctcgc cgcagccgaa
5700

cgaccgagcg cagcgagtca gtgagcgagg aagc

5734

<210> 36

<211> 642

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Trinh tu ADN cta chudi nhe (LC) (mJL-1)

<400> 36

gatatccaga tgacacagac tacatcctcc ctgtctgcct ctctgggcga
60

atcagctgcc ggacaagtca ggacattagc aattatttga actggtatca
120

gatggtactg ttaaactcct gatctataac acatcacgct tgcactcagg
180

cggttcagtg gcagcgggtc tggtacagat tattccctca ccattcgcaa
240

aaagatattg ccacttactt ttgccaacag agcaatatgt ttccgtacac
300

gggaccaagc tggaaatcaa gcgtacggtg gctgcaccat ctgtcttcat
360

tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc tctgttgtgt gcctgctgaa
420

cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgccc tccaatcggg
480

gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagcag
540

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgcct gcgaagtcac
600

29
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51426

ctgagttcac cggtgacaaa gagcttcaac aggggagagt gt

642

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

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asn
50

Ser Gly
65

Lys Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

130

Lys Val

145

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn

37
214
PRT
Trinh tyu nhén tao

trinh ty axit amin

37
Gln Met Thr Gln Thr

Val Thr Ile Ser Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Thr Ser Arg Leu His
55

Ser Gly Thr Asp Tyr
70

Ile Ala Thr Tyr Phe
85

Gly Gly Gly Thr Lys
100

Val Phe Ile Phe Pro
115

Ser Val Val Cys Leu
135

Gln Trp Lys Val Asp
150

Val Thr Glu Gln Asp
165

Leu Thr Leu Ser Lys
180

Glu Val Thr His Gln
195

Arg Gly Glu Cys

cua

Thr

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

LC cua

Ser

Thr

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

30

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

(mJL-1)

Ser

Asp

Val

Ser

60

Arg

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Met

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

IgG khang CD43 & chudt

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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51426

210
<210> 38
<211> 5038
<212> ADN
<213> Trinh ty nhadn tao
<220>
<223>

dung d& biédu hién
(dga trén pTTS)

<400> 38

gtacatttat
60

ttattaatag
120

tacataactt
180

gtcaataatg
240

ggtggagtat
300

tccgceccect
360

gaccttacgg
420

ggtgatgcgg
480

tccaagtctc
540

ctttccaaaa
600

gtgggaggtc
660

catcgctgtce
720

tttccagtac
780

attggctcat

taatcaatta

acggtaaatg

acgtatgttc

ttacggtaaa

attgacgtca

gactttccta

ttttggcagt

caccccattg

tgtcgtaata

tatataagca

tgcgagggcce

tcttggatcg

vecto ddy du cua LC cua

gtccaatatg

cggggtcatt

gccecgectgg

ccatagtaac

ctgcccactt

atgacggtaa

cttggcagta

acaccaatgg

acgtcaatgg

accccgcececcecce

gagctcgttt

agctgttggg

gaaacccgtc

(mJL-1)

accgccatgt

agttcatagc

ctgaccgccce

gccaataggg

ggcagtacat

atggcccgece

catctacgta

gcgtggatag

gagtttgttt

gttgacgcaa

agtgaaccgt

ctcgecggttg

ggcctccgaa

31

tgacattgat

ccatatatgg

aacgaccccc

actttccatt

caagtgtatc

tggcattatg

ttagtcatcg

cggtttgact

tggcaccaaa

atgggcggta

cagatcctca

aggacaaact

cggtactccg

IgG khadng CD43 & chudt dugc su

tattgactag

agttccgegt

gcccattgac

gacgtcaatg

atatgccaag

cccagtacat

ctattaccat

cacggggatt

atcaacggga

ggcgtgtacg

ctctctteeg

cttcgecggte

ccaccgaggg
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acctgagcga
840

cacagtcgca
900

ttctggcgga
960

tcgaggtgag
1020

gcgggcatta
1080

acctggcccg
1140

acaggtgtcc
1200

acttctcgga
1260

gactacatcc
1320

tcaggacatt
1380

cctgatctat
1440

gtctggtaca
1500

cttttgccaa
1560

caagcgtacg
1620

atctggaact
1680

acagtggaag
1740

ggacagcaag
1800

cgagaaacac
1860

gtccgcatcg

aggtaggctg

ggtgctgctg

gtgtggcagg

cttctgcgcet

atctggccat

actcccaggt

ttactattgt

tccetgtcetg

agcaattatt

aacacatcac

gattattccc

cagagcaata

gtggctgcac

gcctcectgttg

gtggataacg

gacagcacct

aaagtctacg

51426

accggatcgg

agcaccgtagg

atgatgtaat

cttgagatcc

aagattgtca

acacttgagt

ccaagtttgc

tatggctgcg

cctctctggg

tgaactggta

gcttgcactce

tcaccattcg

tgtttccgta

catctgtctt

tgtgcctget

ccctccaatc

acagcctcag

cctgcgaagt

aaaacctctc

cgggcggcag

taaagtaggc

agctgttggg

gtttccaaaa

gacaatgaca

cgccaccatg

aggtgcgcgce

cgaccgcegtce

tcagcagaaa

aggcgtccca

caacctggaa

cacgttcggg

catcttccceg

gaataacttc

gggtaactcc

cagcaccctg

cacccatcag

32

gagaaaggcg

cgggtggcgyg

ggtcttgaga

gtgagtactc

acgaggagga

tccactttgce

gatatgaggg

tgtgatatcc

accatcagct

ccagatggta

tcacggttca

caaaaagata

ggggggacca

ccatctgatg

tatcccagag

caggagagtg

acgctgagca

ggcctgagtt

tctaaccagt

tcggggttgt

cggcggatgg

cctctcaaaa

tttgatattc

ctttctctce

taccagcaca

agatgacaca

gccggacaag

ctgttaaact

gtggcagcgg

ttgccactta

agctggaaat

agcagttgaa

aggccaaagt

tcacagagca

aagcagacta

caccggtgac

1791267



aaagagcttc
1920

gaaatttatt
1980

atatgggagg
2040

ccecegececg
2100

gcatgtaatc
2160

atgcttcccg
2220

cccaacggga
2280

tgtaggtggg
2340

cacttgcgcece
2400

agcacggtgg
2460

tgctatccta
2520

tgctatccta
2580

ggctatccta
2640

tgctatccta
2700

tgctatccta
2760

atcctaatct
2820

atcctaatct
2880

atcctaattt
2940

aacaggggag

ttcattgcaa

gcaaatcatt

gacgaactaa

ccttcagttg

ggtagtagta

agcatatgct

cgggccaaga

tgagcgccaa

gctaatgttg

atctatatct

atctatatct

atctatatct

atctgtatcc

atttatatct

atatctgggt

atatctgggt

atatctgggt

51426

agtgttagga

tagtgtgttg

tggtcgagat

acctgactac

gttggtacaa

tatactatcc

atcgaattag

taggggcgceg

gcacagggtt

ccatgggtag

gggtagcata

gggtagtata

gggtagcata

gggtagcata

gggtagcata

agcatatgcect

agcatatgct

agcataggct

tccececgacce

gaattttttg

cccteggaga

gacatctctg

cttgccaact

agactaaccc

ggttagtaaa

attgctgcga

gttggtcctc

catatactac

ggctatccta

tgctatccta

tgctatccta

tgctatccta

tactacccaa

atcctaatct

atcctaatct

atcctaatct

33

tcgacctetg

tgtctctcac

tctctagcta

ccccecttette

gaaccctaaa

taattcaata

agggtcctaa

tctggaggac

atattcacga

ccaaatatct

atctatatct

atttatatct

atctatatct

atagagatta

atatctggat

atatctgggt

atatctgggt

atatctgggt

gctaataaag

tcggaaggac

gaggatcgat

gcggggcagt

cgggtagcat

gcatatgtta

ggaacagcga

aaattacaca

ggtcgctgag

ggatagcata

gggtagcata

gggtagcata

gggtagtata

gggtagtata

agcatatgct

agcataggct

agtatatgct

agcatatgct
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atcctaatct
3000

atcctcatga
3060

tacgcctatt
3120

cttttcgggg
3180

tgtatccgcet
3240

gtatgagtat
3300

ctgtttttgc
3360

cacgagtggg
3420

ccgaagaacyg
3480

cccgtgttga
3540

tggttgagta
3600

tatgcagtgc
3660 -

tcggaggacc
3720

ttgatcgttg
3780

tgcctgcagce
3840

cttccecggcea
3900

gctcggccect
3960

ctcgcggtat
4020

atatctgggt

taagctgtca

tttataggtt

aaatgtgcgce

catgagacaa

tcaacatttc

tcacccagaa

ttacatcgaa

ttttccaatg

cgccgggcaa

ctcaccagtc

tgccataacc

gaaggagcta

ggaaccggag

aatggcaaca

acaattaata

tccggcectgge

cattgcagca

51426

agtatatgct

aacatgagaa

aatgtcatga

ggaaccccta

taaccctgat

cgtgtcgccce

acgctggtga

ctggatctca

atgagcactt

gagcaactcg

acagaaaagc

atgagtgata

accgcttttt

ctgaatgaag

acgttgcgca

gactggatgg

tggtttattg

ctggggccag

atcctaatct

ttaattcttg

taataatggt

tttgtttatt

aaatgcttca

ttattccctt

aagtaaaaga

acagcggtaa

ttaaagttct

gtcgccgcecat

atcttacgga

acactgcggc

tgcacaacat

ccataccaaa

aactattaac

aggcggataa

ctgataaatc

atggtaagcc

34

gtatccgggt
aagacgaaag
ttcttagacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggca
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtggce
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt

ctccecgtate

agcatatgct

ggcctcgtga

tcaggtggca

cattcaaata

aaaaggaaga

ttttgcctte

cagttgggtg

agttttcgcece

gcggtattat

cagaatgact

gtaagagaat

ctgacaacga

gtaactcgcc

gacaccacga

cttactctag

ccacttctgce

gagcgtgggt

gtagttatct
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acacgacggg
4080

cctcactgat
4140

atttaaaact
4200

tgaccaaaat
4260

tcaaaggatc
4320

aaccaccgct
4380

aggtaactgg
4440

taggccacca
4500

taccagtggc
4560

agttaccgga
4620

tggagcgaac
4680

cgcttcccga
4740

agcgcacgag
4800

gccacctctg
4860

aaaacgccag
4920

tgttctttcce
4980

ctgataccgc
5038

<210> 39
<211> 13

gagtcaggca

taagcattgg

tcatttttaa

cccttaacgt

ttcttgagat

accagcggtg

cttcagcaga

cttcaagaac

tgctgccagt

taaggcgcag

gacctacacc

agggagaaag

ggagcttcca

acttgagcgt

caacgcggcc

tgcgttatcce

tcgeegeage

56

51426

actatggatg

taactgtcag

tttaaaagga

gagttttcgt

cctttttttce

gtttgtttgce

gcgcagatac

tctgtagcac

ggcgataagt

cggtcgggct

gaactgagat

gcggacaggt

gggggaaacg

cgatttttgt

tttttacggt

cctgattctg

cgaacgaccg

aacgaaatag

accaagttta

tctaggtgaa

tccactgagc

tgcgcgtaat

cggatcaaga

caaatactgt

cgcctacata

cgtgtcttac

gaacgggggg

acctacagcg

atccggtaag

cctggtatct

gatgctcgtc

tcctggectt

tggataaccg

agcgcagcga

35

acagatcgct

ctcatatata

gatccttttt

gtcagacccc

ctgctgcttg

gctaccaact

tcttctagtg

cctcgctcectg

cgggttggac

ttcgtgcaca

tgagctatga

cggcagggtc

ttatagtcct

aggggggcgag

ttgctggect

tattaccgcce

gtcagtgagc

gagataggtg

ctttagattg

gataatctca

gtagaaaaga

CaaacCaaaaa

ctttttccga

tagccgtagt

ctaatcctgt

tcaagacgat

cagcccagct

gaaagcgcca

ggaacaggag

gtcgggtttc

agcctatgga

tttgctcaca

tttgagtgag

gaggaagc
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<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 39
caggtgcagc
60
tcctgcaagg
120
cctgggcagg
180
aaccagggct
240
ctgcagatca
300
tactacggcg
360
tccagcgcta
420
tctgggggca
480
gtgtcgtgga
540
tcctcaggac
600
cagacctaca
660
gagcccaaat
720
gggggaccgt
780
acccctgagg
840
aactggtacg
900

ADN
Trinh ty nhédn tao

Trinh ty ADN

tggtgcagag

ccagcggcta

gactggagtg

tcaccggccg

gcagcctgaa

gcagaggcta

gcaccaaggqg

cagcggccct

actcaggcgc

tctactccct

tctgcaacgt

cttgtgacaa

cagtcttcct

tcacatgcgt

tggacggcgt

51426

cua HC cua

cggcagcgag

caccttcacc

gatgggccge

cttcgtgttce

ggccgaggac

cgccctggac

cccatcggtce

gggctgcctg

cctgaccagce

cagcagcgtg

gaatcacaag

aactcacaca

cttcceccececca

ggtggtggac

ggaggtgcat

Sh741JLH IgG

ctgaagaagc
ggctacttca
atcaacccca
agcctggaca
accgccgtgt
tactggggcc
ttccececectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg

aatgccaaga

36

ccggcgccag

tgaactgggt

acaacggcga

ccagcgtgtce

actactgcgc

agggcaccct

caccctcctce

acttccccga

ccttceecggce

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcace

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

cgtcaaggtg

gcggcaggcc

cagcttctac

caccgcctac

cagggagggc

ggtgaccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag
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51426

tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc

960

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac

1020

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa

1080

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg

1140

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg

1200

cccgtgectgg actccgacgg ctccttette

1260

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgce

1320

tacacgcaga agagcctctc cctgtcteccg

1356

<210> 40

<211> 452

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua

<400> 40

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly

50 55
Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu
65 70
Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala
85
Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly

ctcaccgtcc

aaagccctcce

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatgce

ggtaaa

HC cua Sh741JLH

Glu
10

Ser Leu

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Asp Ser Phe

Thr Ser

75

Asp

Glu Asp Thr

90

Arg Gly Tyr

37

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgcc

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

IgG

Lys Lys Pro

Thr Phe Thr

30
Leu Glu
45

Gly

Tyr Asn Gln

60

Val Ser Thr

Ala Val Tyr

Ala Leu Asp

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatcccgg

ctatcccagc

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

Gly Ala

15

Gly Tyr

Trp Met

Gly Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Tyr Trp
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Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

vVal

Gly

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

51426

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

38

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

vVal

Val

Pro
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385

Pro Val Leu

Val Asp Lys

Met Glu

435

His

Pro
450

Ser Gly

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

41
13
AD

<220>
<223>

<400> 41
cagatgcagc
60

tcctgcaagg
120

ccecggcecagg
180

aaccagaagt
240

atggagctgt
300

tactacggcg
360

tccagcgcta
420

tctgggggca
480

gtgtcgtgga
540

tcctcaggac
600

51426

390

Asp Ser Asp Gly Ser

405

Ser Arg Trp Gln Gln

420

Ala Leu His Asn His

Lys

56
N

tggtgcagag

ccagcggcta

ccctggagtg

tccaggaccg

ccagcctgceg

gcagaggcta

gcaccaaggg

cagcggccct

actcaggcgc

tctactccct

440

Trinh tu nhan tao

Trinh tyg ADN cua HC cua

cggcgccgag

caccttcacc

gatgggccgce

cgtcaccatc

cagcgaggac

cgccctggac

cccatcggtce

gggctgcctg

cctgaccagce

cagcagcgtg

395

Phe Phe
410

Leu

Gly Asn
425

Val

Tyr Thr Gln

Tyr Ser Lys

Phe Ser Cys

430
Lys Ser Leu
445

Sh145JLH IgG

gtgaagaaaa

ggctacttca

atcaacccca

acccgcgacce

accgccatgt

tactggggcc

ttcceeectgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgc

39

ccggcagcag

tgaactgggt

acaacggcga

gcagcatgag

actactgcgc

agggcaccct

caccctcctce

acttccccga

ccttcecgge

cctccagcag

400

Leu Thr

415

Ser Val

Ser Leu

cgtcaaggtg

gcgccaggcce

cagcttctac

caccgcctac

cagggagggc

ggtgaccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc
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51426

cagacctaca tctgcaacgt gaatcacaag
660

gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca
720

gggggaccgt cagtcttcct cttcccceccca
780

acccctgagg tcacatgegt ggtggtggac
840

aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat
900

tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc
960

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac
1020

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa
1080

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg
1140

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg
1200

ccecgtgectgg actccgacgg ctcecttcette
1260

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc
1320

tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg
1356

<210> 42

<211> 452

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223>

<400> 42

ccCagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

aaagccctcce

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatgce

ggtaaa

ccaaggtgga

gcccagcacc

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgcc

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

Trinh ty axit amin cta HC cta Sh145JLH IgG

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatcccgg

ctatcccagc

gaccacgcct

ggacaagagc

gcCcacaaccac

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1

5

10

40

15
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Ser

Phe

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Val

Met

Arg

50

Asp

Glu

Arg

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His
290

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

1385

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys
295

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

51426

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Gly

Gly

Ser

Arg

Asp

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

41

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

Thr

Ala

Tyr

60

Met

Ala

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln
300

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Met

Leu

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

vVal

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr
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Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Pro
450

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

<220>
<223>

<400>

caggtgcagc tggtgcagag

60

tcctgcaagg ccagcggcta

120

cctgggcagg gactggagtg

180

aaccagaagt tccagggccg

240

Val Val

Glu Tyr

Lys Thr

340

Thr Leu
355

Thr Cys

Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser
420

Glu Ala
435

Gly Lys

43
1356
ADN

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Trinh tu nhén tao

Trinh ty ADN cua HC cua

43

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

cggcgccgag

caccttcaac

gatgggccgce

cgtcaccatg

51426

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

42

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

gtgaagaagc

ggctacttca

atcaacccca

acccgcgaca

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Sh146JLH IgG

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

ccggegecag

tgaactgggt

acaacggcga

ccagcaccag

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

cgtcaaggtg

gaggcaggcc

cagcttctac

caccgtgtac

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu
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atggagctgt
300

tactacggcg
360

tccagcgcecta
420

tctgggggcea
480

gtgtcgtgga
540

tcctcaggac
600

cagacctaca
660

gagcccaaat
720

gggggaccgt
780

acccctgagg
840

aactggtacg
900

tacaacagca
960

ggcaaggagt
1020

atctccaaag
1080

gatgagctga
1140

gacatcgccg
1200

ccecgtgetgg
1260

aggtggcagc
1320

ccagcctgceg

gcagaggcta

gcaccaaggg

cagcggcecect

actcaggcgc

tctactcecct

tctgcaacgt

cttgtgacaa

cagtcttcct

tcacatgcgt

tggacggcgt

cgtaccgtgt

acaagtgcaa

ccaaagggca

CcCcaagaacca

tggagtggga

actccgacgg

aggggaacgt

51426

cagcgaggac

cgccctggac

cccatcggtce

gggctgectg

cctgaccagc

cagcagcgtg

gaatcacaag

aactcacaca

cttcccecccecca

ggtggtggac

ggaggtgcat

ggtcagcgtce

ggtctccaac

gcecccgagaa

ggtcagcctg

gagcaatggg

ctccttcectte

cttctcatgce

accgccgtgt

tactggggcc

ttccecectgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgc

Ccccagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

aaagccctcec

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatge

43

actactgcgce

agggcaccct

caccctcctc

acttccccga

ccttccecgge

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcacc

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgceg

tgcaccagga

cagccccecat

acaccctgcecce

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

cagggagggc

ggtgaccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatceccgg

ctatcccagc

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

190/267



51426

tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg ggtaaa

1356

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

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Phe Met

Gly Arg

50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Gln

Ser Val

130

Ala Ala

145

Val Ser

Ala Val

Val Pro

His Lys

44

452

PRT

Trinh ty nh&n tao

Trinh ty axit amin

44
Gln Leu Val Gln Ser

Lys Val Ser Cys Lys
20

Asn Trp Val Arg Gln
35

Ile Asn Pro Asn Asn
55

Arg Val Thr Met Thr
70

Leu Ser Ser Leu Arg
85

Glu Gly Tyr Tyr Gly
100

Gly Thr Leu Val Thr
115

Phe Pro Leu Ala Pro
135

Leu Gly Cys Leu Val
150

Trp Asn Ser Gly Ala
165

Leu Gln Ser Ser Gly
180

Ser Ser Ser Leu Gly
195

Pro Ser Asn Thr Lys

cla

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

HC cua Shl46JLH

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

44

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

IgG

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Gly

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

val

Val

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser
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Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Pro
450

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

<220>

51426

215

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
230

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
245 250

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
260 265

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
275 280

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
295

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
310

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
325 330

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
340 345

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
355 360

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
375

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
390

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
405 410

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
420 425

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
435 440

Gly Lys

45

1356

ADN

Trinh ty nhén tao

45

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu
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<223>

<400> 45

caggtgcagc
60

acctgcgcecg
120

cccggcaagg
180

aaccagagcc
240

ctgaagctgt
300

tactacggcg
360

tccagcgcta
420

tctgggggcea
480

gtgtcgtgga
540

tcctcaggac
600

cagacctaca
660

gagcccaaat
720

gggggaccgt
780

acccctgagg
840

aactggtacg
900

tacaacagca
960

ggcaaggagt
1020

Trinh tyu ADN

tgcaggagag

tctacggagg

gcctggagtg

tgaagagccg

ccagcgtgac

gcagaggcta

gcaccaaggqg

cagcggcccet

actcaggcgc

tctactccct

tctgcaacgt

cttgtgacaa

cagtcttcct

tcacatgcgt

tggacggcgt

cgtaccgtgt

acaagtgcaa

51426

cta HC cua

cggecceecgge

aagcttcagc
gatcggccgce
cgtgaccatc
cgccgeccgac
cgccctggac
cccatcggtc
gggctgcectg
cctgaccagce
cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttcccceccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc

ggtctccaac

Sh434JLH IgG

ctggtgaagc

ggctacttca

atcaacccca

agcgtggaca

accgccgtgt

tactggggcc

ttcccectgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgce

cccagcaaca

tgcccacegt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

aaagccctec

46

ccagccagac

tgaactggat

acaacggcga

ccagcaagaa

actactgcgce

agggcaccct

caccctcctc

acttccccga

ccttececegge

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcacce

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccccat

cctgagcctg

caggcagccc

cttcagctac

ccagttcagc

cagggagggc

ggtgaccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc
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atctccaaag
1080

gatgagctga
1140

gacatcgccg
1200

ccecgtgetygg
1260

aggtggcagc
1320

tacacgcaga
1356

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

46
45
PR

<220>
<223>

<400>
Gln Val
1

46
Gln

Thr Leu Ser

Phe Met Asn

35

Gly Arg Ile

Lys Ser Arg

Leu Lys Leu

Ala Arg Glu

Gly Gln Gly

115

ccaaagggca

CCaagaacca

tggagtggga

actccgacgg

aggggaacgt

agagcctctce

2
T

Trinh ty axit amin

Leu Gln G

Leu Thr C

20

Trp Ile

Asn Pro A

Val Thr I

Ser Ser V

85

Gly Tyr T
100

Thr Leu V

Arg

51426

gccccgagaa

ggtcagcctg

gagcaatggg

ctccttcecttce

cttctcatgc

cctgtctcceg

Trinh tu nhan tao

cua

lu Ser Gly

ys Ala Val

Gln Pro

40

Asn
55

sn Gly

le
70

Ser Val

al Thr Ala

yr Gly Gly

al Thr Val

120

ccacaggtgt

acctgcctgyg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatgce

ggtaaa

HC cua Sh434JLH

Pro Gly Leu

10

Tyr
25

Gly Gly

Pro Gly Lys

Asp Phe Ser

Thr Ser

75

Asp

Ala Asp Thr

Arg
105

Gly Tyr

Ser Ser Ala

47

acaccctgcecc

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

Val Lys Pro

Phe Ser

30

Ser

Leu Glu

45

Gly

Tyr Asn Gln

60

Lys Asn Gln

Ala Val Tyr

Ala Leu Asp

110

Thr
125

Ser Lys

cccatcccgg

ctatcccagce

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

Ser Gln

15

Gly Tyr

Trp Ile

Ser Leu

Phe Ser

80

Tyr Cys

Tyr Trp

Gly Pro
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Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
405

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

vVal

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

51426

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
410

48

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
415

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

val

Pro

400

Thr

195/267



51426

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val

420

425

430

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu

435

Ser Pro Gly Lys

440

450
<210> 47
<211> 642
<212> ADN
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Trinh ty ADN

<400> 47

gacatccaga
60

atcacctgcc
120

ggcaaggccce
180

-agattctccg
240

gaggacttcg
300

ggcaccaagc
360

tctgatgagce
420

cccagagagg
480

gagagtgtca
540

ctgagcaaag
600

ctgagttcac
642

tgacccagag

gcaccagcca

ccaagctgct

gcagcggatc

ccacctacta

tggagatcaa

agttgaaatc

ccaaagtaca

cagagcagga

cagactacga

cggtgacaaa

cta LC cua

ccccagcagce

ggacatcagc

gatctacaac

tggcaccgac

ctgccagcag

gcgtacggtg

tggaactgcc

gtggaaggtg

cagcaaggac

gaaacacaaa

gagcttcaac

445

Sh112JLL IgG

gtgtccgcca

aactacctga

accagccgcecc

ttcaccctga

agcaacatgt

gctgcaccat

tctgttgtgt

gataacgccc

agcacctaca

gtctacgcect

aggggagagt

49

gcgtgggcga

actggtatca

tgcacagcgg

ccatcagcag

tcccctacac

ctgtcttcat

gcctgctgaa

tccaatcggg

gcctcagcag

gcgaagtcac

gt

ccgcgtgacc

gcagaagccce

cgtgccctcece

cctgcagccc

cttcggccag

cttccegeca

taacttctat

taactcccag

caccctgacg

ccatcagggc

196/267



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

<220>
<223>

<400>

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile
Arg
Asn
Asn

50
Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
130
Val
Ser
Thr

Cys

Asn
210

<210>

48

214

PRT
Trinh ty nhédn tao

Trinh ty axit amin

48
Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

49

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

cla

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

51426

LC cta Shll12JLL

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

50

Val

Gln

Ala

Pro

Tle

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

IgG

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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51426

<211> 751

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> trinh tyu ADN cta (mJL1)
<400> 49

ccatggccga ggttcagctg cagcagtctg
60

tgaagatttc ctgcaaggcc tctggttact
120

agcagagcca cggcaagagc cctgagtgga
180

ctttctacaa ccagaaattc aagggcacgg
240

cagtccacat ggaggtcctg agcctgacat
300

gcgaaggtta ctacggtggg cgagggtatg
360

tcaccgtctc ctcaggcggc ggagctagcg
420

atatccagat gacacagact acatcctccc
480

tcagctgccg gacaagtcag gacattagca
540

atggtactgt taaactcctg atctataaca
600

ggttcagtgg cagcgggtct ggtacagatt
660

aagatattgc cacttacttt tgccaacaga
720

ggaccaagct ggaaatcaag cgggcggccg
751

<210> 50

<211> 247

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

scFv khéang

gtcctgagcet

caattggtgg

ttgggcgtat

ccacattgac

ctgaggactc

ctttggacta

ggggaggagg

tgtctgcctce

attatttgaa

catcacgctt

attccctcac

gcaatatgtt

C

51

CD43 & chudt

ggtgaagcct

ctactttatg

taatcctaac

tgttgaccgce

tgcagtctat

ctggggtcaa

atccggaggc

tctgggcgac

ctggtatcag

gcactcaggc

cattcgcaac

tcecgtacacg

ggggcttcag

aactgggtga

aatggtgatt

tcttctgaca

tattgtggcc

ggcacctcgg

gggggatctg

cgcgtcacca

cagaaaccag

gtcccatcac

ctggaacaaa

ttcggggggyg
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<220>
<223>

<400>

Met

1

Gly

Gly

Trp

Lys

65

Val

Tyr

Tyr

Ser

Gln

145

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

225

Thr

Ala

Ala

Tyr

Ile

50

Phe

His

Cys

Trp

Gly

130

Thr

Cys

Lys

His

Tyr

210

Phe

Lys

trinh ty axit amin

50
Glu

Ser

Phe

35

Gly

Lys

Met

Gly

Gly

115

Gly

Thr

Arg

Pro

Ser

195

Ser

Cys

Leu

Val

Val

20

Met

Arg

Gly

Glu

Arg

100

Gln

Gly

Ser

Thr

Asp

180

Gly

Leu

Gln

Glu

Gln

Lys

Asn

Ile

Thr

Val

85

Glu

Gly

Gly

Ser

Ser
165

Gly

Val

Thr

Gln

Ile
245

Leu

Ile

Trp

Asn

Ala

70

Leu

Gly

Thr

Ser

Leu

150

Gln

Thr

Pro

Ile

Ser

230

Lys

Gln

Ser

Val

Pro

55

Thr

Ser

Tyr

Ser

Gly

135

Ser

Asp

Val

Ser

Arg

215

Asn

Arg

cua

Gln

Cys

Lys

40

Asn

Leu

Leu

Tyr

Val

120

Ala

Ile

Lys

Arg

200

Asn

Met

51426

(mJL1)

Ser

Lys

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Thr

Gly

Ser

Ser

Leu

185

Phe

Leu

Phe

Gly

10

Ala

Ser

Gly

Val

Ser

90

Gly

Val

Gly

Leu

Asn

170

Leu

Ser

Glu

Pro

52

ScFv

Pro

Ser

His

Asp

Asp

75

Glu

Arg

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Ile

Gly

Gln

Tyr
235

khang CD43 & chudt

Glu

Gly

Gly

Ser

60

Arg

Asp

Gly

Ser

Asp

140

Asp

Leu

Tyr

Ser

Lys

220

Thr

Leu

Tyr

Lys

45

Phe

Ser

Ser

Tyr

Gly

125

Ile

Arg

Asn

Asn

Gly

205

Asp

Phe

Val

Ser

30

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

110

Gly

Gln

Val

Trp

Thr

190

Ser

Ile

Gly

Lys

15

Ile

Pro

Asn

Asp

Val

95

Leu

Gly

Met

Thr

Tyr

175

Ser

Gly

Ala

Gly

Pro

Gly

Glu

Gln

Thr

80

Tyr

Asp

Ala

Thr

Ile

160

Gln

Arg

Thr

Thr

Gly
240
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<210> 51
<211> 75
<212>
<213>

<220>

<223> Tr

<400> 51

1

ADN
Trinh ty nhén tao

inh ty ADN

51426

cila Sh741-112 scFv

ccatggccca ggtgcagctg gtgcagagcg
60

tcaaggtgtc ctgcaaggcc agcggctaca
120

gccaggccce tgggcaggga ctggagtgga
180

gcttctacaa ccagggcttc accggccgcet
240

ccgcctacct gcagatcagce agcctgaagg
300

gggagggcta ctacggaggg agagggtacg
360

tgaccgtgtc ctccggcggc ggaggatccg
420

acatccagat gacccagagc ccttcttctg
480

tcacctgccg caccagccag gacatcagca
540

gcaaggcccc caagctgctg atctacaaca
600

gcttctccgg ctccgggtet ggaaccgact
660

aggacttcgc cacctactac tgccagcaga
720

ggaccaagct ggagatcaag cgggcggccg
751

<210> 52

<211> 245

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

gcagcgagct

ccttcaccgg

tgggccgcecat

tcgtgttcag

ccgaggacac

ccctggacta

gaggcggggg

tctccgceccag

actacctgaa

ccagcaggct

tcaccctgac

gcaacatgtt

C

53

gaagaagccc

ctacttcatg

caaccccaac

cctggacacc

cgccgtgtac

ctggggccag

atctggggga

cgtgggcgac

ctggtatcag

ccactctgga

catcagctcc

cccctacacc

ggcgccageg

aactgggtgc

aacggcgaca

agcgtgtcca

tactgcgcca

ggcaccctgg

ggagctageg

cgcgtgacca

cagaagcccg

gtccccagcec

ctgcagcccg

ttcgggcagg
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<220>

<223>

<400> 52

Gln

1

Ser

Phe

Gly

Thr

65

Leu

Ala

Gly

Gly

Pro

145

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

225

Leu

Val Gln

Val Lys

Met Asn
35

Arg Ile
50

Gly Arg

Gln Ile

Arg Glu

Gln Gly
115

Gly Gly
130

Ser Ser

Thr Ser

Gly Lys

Gly Val

195

Leu Thr
210

Gln Gln

Glu Ile

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Gly

100

Thr

Ser

Val

Gln

Ala

180

Pro

Ile

Ser

Lys

Val

Ser

Val

Pro

Val

Ser

85

Tyr

Leu

Ser

Asp

165

Pro

Ser

Ser

Asn

Arg
245

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Tyr

Val

Gly

Ala

150

Ile

Lys

Arg

Ser

Met
230

Trinh tu axit amin

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Ser

Lys

Gly

Thr

Gly

135

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

215

Phe

cuaa

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Gly

Val

120

Ala

Val

Asn

Leu

Ser

200

Gln

Pro

51426

Sh741-112 scFv

Ser

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Gly

Tyr

Ile

185

Gly

Pro

Tyr

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

Gly

Ser

Asp

Asp

Leu

170

Tyr

Ser

Glu

Thr

54

Leu

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Ile

Arg

155

Asn

Asn

Gly

Asp

Phe
235

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Val

Ala

Ala

Gly

Gln

140

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

220

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

Gly

125

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

205

Ala

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

190

Thr

Thr

Gly

Gly

15

Gly

Trp

Gly

Ala

Tyr

95

Tyr

Ser

Gln

Thr

Gln

175

Leu

Asp

Tyr

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Gly

Ser

Cys

160

Lys

His

Phe

Tyr

Lys
240
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51426

ctia Shl45-112 scFv

<210> 53

<211> 751

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty ADN

<400> 53

ccatggccca gatgcagctg gtgcagagcg
60

tcaaggtgtc ctgcaaggcc agcggctaca
120

gccaggcceccee cggccaggcc ctggagtgga
180

gcttctacaa ccagaagttc caggaccgcg
240

ccgcctacat ggagctgtcc agcctgegca
300

gggagggcta ctacggcggc agaggctacg
360

tgaccgtgtc ctccggcggce ggaggatccg
420

acatccagat gacccagagc ccttcttctg
480

tcacctgccg caccagccag gacatcagca
540

gcaaggcccce caagctgctg atctacaaca
600

gcttctececgg ctcecgggtct ggaaccgact
660

aggacttcgc cacctactac tgccagcaga
720

ggaccaagct ggagatcaag cgggcggccyg
751

<210> 54

<211> 245

<212> PRT

gcgccgaggt

ccttcaccgg

tgggccgeat

tcaccatcac

gcgaggacac

ccctggacta

gaggcggggyg

tctccgcecag

actacctgaa

ccagcaggct

tcaccctgac

gcaacatgtt

e}

55

gaagaaaacc

ctacttcatg

caaccccaac

ccgegaccgce

cgccatgtac

ctggggccag

atctggggga

cgtgggcgac

ctggtatcag

ccactctgga

catcagctcc

cccctacacc

ggcagcagceg

aactgggtgc

aacggcgaca

agcatgagca

tactgcgcca

ggcaccctgg

ggagctageg

cgcgtgacca

cagaagcccg

gtccccagcece

ctgcagcccg

ttcgggcagg
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<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Phe

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Gly

Pro

145

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

225

Leu

Met

Val

Met

Arg

50

Asp

Glu

Arg

Gln

Gly

130

Ser

Thr

Gly

Gly

Leu

210

Gln

Glu

Trinh ty nhédn tao

Trinh tu axit amin

54
Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly

115

Gly

Ser

Ser

Lys

Val

195

Thr

Gln

Ile

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Thr

Ser

Val

Gln

Ala

180

Pro

Ile

Ser

Lys

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Gly

Ser

Asp

165

Pro

Ser

Ser

Asn

Arg
245

Gln

Cys

Arg

Asn

Ile

~70

Leu

Tyr

Val

Gly

Ala

150

Ile

Lys

Arg

Ser

Met
230

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Gly

135

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

215

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val

120

Ala

Val

Asn

Leu

Ser

200

Gln

Pro

51426

Sh145-112 scFv

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Gly

Tyr

Ile

185

Gly

Pro

Tyr

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Arg

Asp

90

Gly

Ser

Asp

Asp

Leu

170

Tyr

Ser

Glu

Thr

56

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Ile

Arg

155

Asn

Asn

Gly

Asp

Phe
235

Lys

Thr

Ala

Tyr

60

Met

Ala

Ala

Gly

Gln

140

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

220

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Met

Leu

Gly

125

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

205

Ala

Gln

Thr

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

190

Thr

Thr

Gly

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Ser

Gln

Thr

Gln

175

Leu

Asp

Tyr

Thr

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Trp

Gly

Ser

Cys

160

Lys

His

Phe

Tyr

Lys
240
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<210> 55

51426

clla Shl46-112 scFv

<211> 751

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty ADN

<400> 55

ccatggccca ggtgcagctg gtgcagagcg
60

tcaaggtgtc ctgcaaggcc agcggctaca
120

ggcaggccce tgggcaggga ctggagtgga
180

gcttctacaa ccagaagttc cagggccgcg
240

ccgtgtacat ggagctgtcc agcctgcgca
300

gggagggcta ctacggcggc agaggctacg
360

tgaccgtgtc cagcggcggc ggaggatccg
420

acatccagat gacccagagc ccttcttctg
480

tcacctgcecg caccagccag gacatcagca
540

gcaaggcccc caagctgctg atctacaaca
600

gcttctccgg ctccgggtect ggaaccgact
660

aggacttcgc cacctactac tgccagcaga
720

gtacaaagct ggagatcaag cgggcggccg
751

<210> 56

<211> 247

gcgccgaggt

ccttcaacgg

tgggccgcat

tcaccatgac

gcgaggacac

ccctggacta

gaggcggggg

tctcecgecag

actacctgaa

ccagcaggct

tcaccctgac

gcaacatgtt

Cc

57

gaagaagccc

ctacttcatg

caaccccaac

ccgcgacacce

cgccgtgtac

ctggggtcaa

atctggggga

cgtgggcgac

ctggtatcag

ccactctgga

catcagctcc

cccctacacc

ggcgccagcg

aactgggtga

aacggcgaca

agcaccagca

tactgcgcca

ggcaccctgg

ggagctagcg

cgcgtgacca

cagaagcccg

gtccccagec

ctgcagcccg

ttcgggcagyg
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

1

Gly

Gly

Trp

Lys

65

Val

Tyr

Tyr

Ser

Gln

145

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

225

Thr

Ala

Ala

Tyr

Met

50

Phe

Tyr

Cys

Trp

Gly

130

Ser

Cys

Lys

His

Phe

210

Tyr

Lys

PRT
Trinh ty nhédn tao

Trinh ty axit amin

56
Gln

Ser

Phe

35

Gly

Gln

Met

Ala

Gly

115

Gly

Pro

Arg

Pro

Ser

195

Thr

Cys

Leu

Val

Val

20

Met

Arg

Gly

Glu

Arg

100

Gln

Gly

Ser

Thr

Gly

180

Gly

Leu

Gln

Glu

Gln

Lys

Asn

Ile

Arg

Leu

85

Glu

Gly

Gly

Ser

Ser

165

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

Leu

Val

Trp

Asn

Val

70

Ser

Gly

Thr

Ser

Val

150

Gln

Ala

Pro

Ile

Ser

230

Lys

Val

Ser

Val

Pro

55

Thr

Ser

Tyr

Leu

Gly

135

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

215

Asn

Arg

ctua

Gln

Cys

Arg

40

Asn

Met

Leu

Tyr

Val

120

Gly

Ala

Ile

Lys

Arg

200

Ser

Met

51426

Sh146-112 scFv

Ser

Lys

25

Gln

Asn

Thr

Arg

Gly

105

Thr

Gly

Ser

Ser

Leu

185

Phe

Leu

Phe

Gly

10

Ala

Ala

Gly

Arg

Ser

90

Gly

Val

Ala

Val

Asn

170

Leu

Ser

Gln

Pro

58

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

75

Glu

Arg

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tle

Gly

Pro

Tyr
235

Glu

Gly

Gly

Ser

60

Thr

Asp

Gly

Ser

Asp

140

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

220

Thr

Val

Tyr

Gln

45

Phe

Ser

Thr

Tyr

Gly

125

Ile

Arg

Asn

Asn

Gly

205

Asp

Phe

Lys

Thr

30

Gly

Tyr

Thr

Ala

Ala

110

Gly

Gln

Val

Trp

Thr

190

Ser

Phe

Gly

Lys

15

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

95

Leu

Gly

Met

Thr

Tyr

175

Ser

Gly

Ala

Gln

Pro

Asn

Glu

Gln

Thr

80

Tyr

Asp

Gly

Thr

Ile

160

Gln

Arg

Thr

Thr

Gly
240
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<210> 57
<211> 75
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 57
ccatggccca
60

tgagcctgac
120

ggcagccecce
180

tcagctacaa
240

agttcagcecct
300

gggagggcta
360

tgaccgtgtc
420

acatccagat
480

tcacctgccg
540

gcaaggcccec
600

gcttctcecgg
660

aggacttcgc
720

gtacaaagct
751

<210> 58

245

1

ADN
Trinh tu nhédn tao

ggtgcagctg

ctgcgccegte

cggcaagggc

ccagagcctg

gaagctgtcc

ctacggcggce

cagcggcggce

gacccagagc

caccagccag

caagctgctg

ctccgggtcet

cacctactac

ggagatcaag

51426

caggagagcg

tacggaggaa

ctggagtgga

aagagccgcg

agcgtgaccg

agaggctacg

ggaggatccg

ccttcttctg

gacatcagca

atctacaaca

ggaaccgact

tgccagcaga

€gggcggccg

Trinh ty ADN cla Sh434-112 scFv

gcccecggcect

gcttcagcgg

tcggccgcecat

tgaccatcag

ccgccgacac

ccctggacta

gaggcggggg

tctccgecag

actacctgaa

ccagcaggct

tcaccctgac

gcaacatgtt

C

59

ggtgaagccc

ctacttcatg

caaccccaac

cgtggacacc

cgccgtgtac

ctggggccag

atctggggga

cgtgggcgac

ctggtatcag

ccactctgga

catcagctcc

cccctacacc

agccagaccc

aactggatca

aacggcgact

agcaagaacc

tactgcgcca

ggcaccctgg

ggagctagcg

cgcgtgacca

cagaagcccg

gtccccagece

ctgcagcccg

ttcgggcagg
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Thr

Phe

Gly

Lys

Leu

Ala

Gly

Gly

Pro

145

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys
225

Val

Leu

Met

Arg

50

Ser

Lys

Arg

Gln

Gly

130

Ser

Thr

Gly

Gly

Leu

210

Gln

245
PRT

Trinh tyu nhédn tao

Trinh ty axit amin

58
Gln

Ser

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly

115

Gly

Ser

Ser

Lys

Val

195

Thr

Gln

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Thr

Ser

Val

Gln

Ala

180

Pro

Ile

Ser

Gln

Thr

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Gly

Ser

Asp

165

Pro

Ser

Ser

Asn

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Val

Tyr

Val

Gly

Ala

150

Ile

Lys

Arg

Ser

Met
230

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Thr

Gly

Thr

Gly

135

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

215

Phe

Gly

Val

Pro

40

Gly

Val

Ala

Gly

Val

120

Ala

Val

Asn

Leu

Ser

200

Gln

Pro

51426

Sh434-112 scFv

Pro

Tyr

25

Pro

Asp

Asp

Ala

Arg

105

Ser

Ser

Gly

Tyr

Ile

185

Gly

Pro

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Phe

Thr

Asp

Gly

Ser

Asp

Asp

Leu

170

Tyr

Ser

Glu

Thr

60

Leu

Gly

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Ile

Arg

155

Asn

Asn

Gly

Asp

Phe

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ala

Gly

Gln

140

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

220

Gly

235

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Leu

Gly

125

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

205

Ala

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Gln

Tyr

Asp

110

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

190

Thr

Thr

Gly

Ser

15

Gly

Trp

Ser

Phe

Tyr

95

Tyr

Ser

Gln

Thr

Gln

175

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gln

Tyr

Ile

Leu

Ser

80

Cys

Trp

Gly

Ser

Cys

160

Lys

His

Phe

Tyr

Lys
240
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51426

Leu Glu Ile Lys Arg

245
<210> 59
<211> 1356
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Trinh tyu ADN ctia HC cua
<400> 59
caggtgcagc tggtgcagag cggcagcgag
60
tcctgcaagg ccagcggcta caccttcacc
120
cccggacagg ggcccgagtg gatgggceccge
180
aaccagggct tcaccggccg cttcgtgttce
240
ctgcagatca gcagcctgaa ggccgaggac
300
tactacggcg gcagaggcta cgccctggac
360
tccagcgcta gcaccaaggg cccatcggtc
420
tctgggggca cagcggccct gggctgcectg
480
gtgtcgtgga actcaggcgc cctgaccagc
540
tcctcaggac tctactccct cagcagcgtg
600
cagacctaca tctgcaacgt gaatcacaag
660
gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca
720
gggggaccgt cagtcttcct cttcccccca
780

Sh741JLHP45 IgG

ctgaagaagc

ggctacttca

atcaacccca

agcctggaca

accgccgtgt

tactggggcc

ttccecectgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgc

cccagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

61

ccggcgcecag

tgaactgggt

acaacggcga

ccagcgtgtc

actactgcgce

agggcaccct

caccctcctce

acttccccga

ccttcecceggce

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcacce

acaccctcat

cgtcaaggtg

gcgccaggcec

cagcttctac

caccgcctac

cagggagggc

ggtgaccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

208/267



51426

ggtggtggac

ggaggtgcat

ggtcagcgtc

ggtctccaac

gcceccgagaa

ggtcagcctg

gagcaatggg

ctccttcette

cttctcatgc

cctgtctceceg

acccctgagg tcacatgegt
840

aactggtacg tggacggcgt
900

tacaacagca cgtaccgtgt
960

ggcaaggagt acaagtgcaa
1020

atctccaaag ccaaagggca
1080

gatgagctga ccaagaacca
1140

gacatcgccg tggagtggga
1200

cccgtgctgg actccgacgg
1260

aggtggcagc aggggaacgt
1320

tacacgcaga agagcctctc
1356

<210> 60

<211> 452

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223>

amin thit 45 dugc thay thé bang P

<400> 60
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys
Phe Met Asn
35

Gly Arg Ile
50

Leu Val Gln

5

Val Ser Cys

20

Trp Val Arg

Asn Pro Asn

Ser

Lys

Gln
40

Asn
55

Gly Ser

Ala Ser

Ala Pro

Gly Asp

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcce

aaagccctcecce

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatgce

ggtaaa

10

Gly Tyr
25

62

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgcc

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

Trinh ty axit amin cta HC cua Sh741JLHP45 IgG,

Glu Leu Lys Lys Pro

Thr Phe Thr
30

Gly Gln Gly Pro Glu

45

Ser Phe Tyr Asn Gln

60

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatcccgg

ctatcccagc

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

209/267

trong d6 gbc axit

Gly Ala
15
Gly Tyr

Trp Met

Gly Phe



Thr

65

Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

vVal

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Gly

Gln

Arg

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Arg

Ile

Glu

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Phe

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
340

Val

Ser

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Phe

70

Leu

Tyr

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Ser

Lys

Gly

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

51426

Leu

Ala

Gly

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Lys
345

Thr

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

63

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Val

Ala

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Ser

Val

Leu

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu
350

Ala

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

210/267



Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Pro
450

Ser Gly

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

61
13
AD

<220>

<223> Tr

<400> 6l
cagatgcagc
60

tcctgcaagg
120

cctggacagg
180

aaccagaagt
240

atggagctgt
300

tactacggcg
360

tccagcgcta
420

Leu Pro

Leu

Cys

Ser Asn

Pro

Val

Gly

51426

Ser Arg

360

Asp

Lys Phe

375

Gly

Gln Pro Glu

390

Ser
405

Asp

Ser
420

Arg

Ala

Leu

Lys

56
N

inh ty ADN

tggtgcagag

ccagcggcta

ccccecgagtg

tccaggaccg

ccagcctgcg

gcagaggcta

gcaccaaggg

Asp

Trp

His

Gly Ser Phe

Gln Gln Gly

425

Asn His

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Val

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu

440

Trinh tu nhédn tao

ctia HC cua

cggcgeegag

caccttcacc

gatgggccgce

cgtcaccatc

cagcgaggac

cgccctggac

cccatcggtc

Lys
445

Sh145JLHP45 IgG

gtgaagaaaa

ggctacttca

atcaacccca

acccgcgacc

accgccatgt

tactggggcc

ttcccectgg

64

ccggcageag

tgaactgggt

acaacggcga

gcagcatgag

actactgcgc

agggcaccct

caccctcctce

cgtcaaggtg

gaggcaggcc

cagcttctac

caccgcctac

cagggagggc

ggtgaccgtg

caagagcacc
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51426

tctgggggca cagcggccct gggctgcectg
480

gtgtcgtgga actcaggcgc cctgaccagce
540

tcctcaggac tctactccct cagcagegtg
600

cagacctaca tctgcaacgt gaatcacaag
660

gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca
720

gggggaccgt cagtcttcct cttcccecca
780

acccctgagg tcacatgcgt ggtggtggac
840

aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat
900

tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc
960

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac
1020

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa
1080

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg
1140

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg
1200

cccgtgctgg actccgacgg ctecttette
1260

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgce
1320

tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg
1356

<210> 62

<211> 452

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgc

cccagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcce

aaagccctcecce

ccacaggtgt

acctgecctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatge

ggtaaa

65

acttccccga

ccttceecgge

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcacce

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgcce

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagagagtt
tgaactcctg
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatcccecgg
ctatcccagc
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

212/267



<220>
<223>

thay thé& bd&ng P)

<400>

Gln

1

Ser

Phe

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

vVal

His

Cys

225

Gly

Met

Val

Met

Arg

50

Asp

Glu

Arg

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Trinh ty axit amin

62
Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val
245

Gln

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

51426

bién thé& HC

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Arg

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro
250

66

cua

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Sh145JLHP45

Lys

Thr

Ala

Tyr

Met

Ala

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Lys

Phe

Pro

45

Asn

Ser

Met

Leu

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Thr

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

IgG

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr
255

213/267

(gbc 45 duoc

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr

80
Cys
Trp
Pro
Thr
Thr
160
Pro
Thr
Asn
Ser
Leu

240

Leu



Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Pro
450

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

<220>
<223>

<400>

gacatccaga tgacccagag ccccagcagc gtgtccgcca gcgtgggcga ccgegtgacce

60

Ser

Asp

275

Asn

vVal

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

63
642
ADN

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Trinh ty nhdn tao

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

51426

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

430

Leu

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Trinh tu ADN bién thé& cua LC cua Shl112JLV44 IgG

63

67

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

vVal

Leu

214/267



51426

atcacctgcc gcaccagcca ggacatcagce

120

ggcaaggccg tgaagctgct gatctacaac

180

agattctccg gcagcggatc tggcaccgac

240

gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag

300

ggcaccaagc tggagatcaa gcgtacggtg

360

tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc

420

cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg

480

gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac

540

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa

600

ctgagttcac cggtgacaaa gagcttcaac

642

<210> 64

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin bién

thay thé béng V)

<400> 64

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Asn Thr Ser Arg Leu His Ser

50 55

aactacctga

accagccgcc

ttcaccctga

agcaacatgt

gctgcaccat

tctgttgtgt

gataacgccc

agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

th& LC cua

Ser Val

10

Ser

Thr
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

68

actggtatca

tgcacagcgg

ccatcagcag

tcccecctacac

ctgtcttcat

gcctgctgaa

tccaatcggg

gcctcagcag

gcgaagtcac

gt

Sh112JLV44 IgG (gbc 44 duoc

Ser Ala Ser

Ile Ser

30

Asp

Val Lys Leu

45
Ser Phe
60

Arg

gcagaagccc

cgtgccctec

cctgcagccc

cttcggccag

cttcccgceca

taacttctat

taactcccag

caccctgacg

ccatcagggc

Val
15

Gly
Asn Tyr
Ile

Leu

Ser Gly

215/267



Ser Thr A

65

Gly Ser Gly

Glu Phe Ala Thr T

85

Asp

Thr Phe Gln

100

Gly Gly

Val
115

Pro Ser Phe Ile

Thr Ala

130

Ser Val Val C

Lys Val Gln Trp Lys V
145 1
Glu Val

Thr Glu G

165

Ser

Thr Thr

180

Ser Leu Leu S

Ala Glu

195

Cys Val

Phe Asn Glu C

210

Arg Gly

<210> 65

<211> 1356

<212> ADN

<213> Trinh tyu nha

<220>
<223>
bao tén)

Trinh ty ADN

<400> 65

gaggtgcagc tggtccagag
60

agctgcaagg ccagcggcta
120

ccaggcaagg gactggagtg
180

aaccagaagt tcaagggccg
240

Thr

Phe

Thr Hi

51426

Phe Thr

sp
70
Tyr

yr Cys

Leu

Lys

Pro
120

Pro

Leu Leu

135

ys

al
50

Asp Asn

ln Asp Ser

er Lys Ala

is Gln Gly

200

ysS

n tao

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Thr Ile

75

Gln
90

Ser

Ile Lys

Asp Glu
Phe

Asn

Gln
155

Leu

Asp Ser

170

Tyr Glu

Ser Ser

Ser Ser Leu

Asn Met Phe

Thr Val

110

Arg

Gln Leu

125

Lys

Tyr Pro

140

Arg

Ser Gly Asn

Thr Tyr Ser

Lys His Lys

190
Val Thr
205

Pro

ctla CDhRZ7VHKb (Cac bién thé IgG

cggcgecgag

caccttcagc

gatgggccgce

cgtcaccatc

gtcaagaagc

ggctacttca

atcaacccca

accgccgaca

69

ctggcgccac

tgaactgggt

acaacggcga

ccagcaccga

Gln Pro

80

Pro
95

Tyr
Ala Ala
Ser Gly
Glu Ala

Gln
160

Ser

Leu Ser

175

Val Tyr

Lys Ser

216/267

dugc nhédn hda duoc

cgtcaagatc

ccgccaggcec

cagcttctac

caccggctac



ctggagctgt
300

tactacggcg
360

agcagcgcta
420

tctgggggcea
480

gtgtcgtgga
540

tcctcaggac
600

cagacctaca
660

gagcccaaat
720

gggggaccgt
780

acccctgagg
840

aactggtacg
900

tacaacagca
960

ggcaaggagt
1020

atctccaaag
1080

gatgagctga
1140

gacatcgccg
1200

ccegtgetgg
1260

aggtggcagc
1320

ccagcctgag

gcagaggcta

gcaccaaggyg

cagcggccct

actcaggcgce

tctactccct

tctgcaacgt

cttgtgacaa

cagtcttcct

tcacatgcgt

tggacggcgt

cgtaccgtgt

acaagtgcaa

ccaaagggca

CCcaagaacca

tggagtggga

actccgacgg

aggggaacgt

51426

aagcgaggac

cgccctggac

cccatcggtce

gggctgcctyg

cctgaccagc

cagcagcgtg

gaatcacaag

aactcacaca

cttcccececca

ggtggtggac

ggaggtgcat

ggtcagcgtc

ggtctccaac

gccccgagaa

ggtcagcctg

gagcaatggg

ctccttcecttce

cttctcatge

accgccgtgt

tactggggcc

ttcceectgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgc

cccagcaaca

tgcccaccegt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

aaagccctec

ccacaggtgt

acctgcctygg

cagccggaga

ctctacagca

tcecgtgatge

70

actactgtgc

agggcaccct

caccctcctc

acttccccga

cctteecegge

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcacc

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgcc

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

cgccgagggce

ggtgtccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatceccgg

ctatcccagce

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

217/267



51426

tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg ggtaaa

1356

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

<220>
<223>

66
452
PRT
Trinh ty nhan tao

Trinh ty axit amin

héa duoc bao tén)

<400>
Glu Val
1

Thr Val

Phe Met

Gly Arg
50

Lys Gly
65

Leu Glu

Ala Ala

Gly Gln

Ser Val

130
Ala Ala
145
Val Ser

Ala Val

Val Pro

66
Gln Leu Val Gln Ser

Lys Ile Ser Cys Lys
20

Asn Trp Val Arg Gln
35

Ile Asn Pro Asn Asn
55

Arg Val Thr Ile Thr
70

Leu Ser Ser Leu Arg
85

Glu Gly Tyr Tyr Gly
100

Gly Thr Leu Val Ser
115

Phe Pro Leu Ala Pro
135

Leu Gly Cys Leu Val
150

Trp Asn Ser Gly Ala
165

Leu Gln Ser Ser Gly
180

Ser Ser Ser Leu Gly
195

cua

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr
200

CDhRZ7VHKDb

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

71

Val

Tyr

Lys

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

(Cac

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

bién thé& IgG duoc nhan

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asp

Val

Leu

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys
205

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Gly

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

vVal

Val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

218/267



His

Cys

225

Gly

Met

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Pro
450

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

51426

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
215

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
230

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
245 250

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
260 265

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
275 280

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
295

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
310

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
325 330

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
340 345

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
355 360

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
375

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
390

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
405 410

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
420 425

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
435 440

Gly Lys

67

1356

ADN

Trinh tu nhan tao

72

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

vVal

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu

219/267



<220>
<223>

Trinh tu ADN

dugc bao tdn)

<400> 67

gaggtgcagce
60

agctgcaagg
120

ccaggcaagqg
180

aaccagaagt
240

ctggagctgt
300

tactacggcg
360

agcagcgcta
420

tctgggggca
480

gtgtcgtgga
540

tcctcaggac
600

cagacctaca
660

gagcccaaat
720

gggggaccgt
780

acccctgagg
840

aactggtacg
900

tacaacagca
960

tggtccagag

ccagcggcta

gactggagtg

tcaagggccg

ccagcctgag

gcagaggcta

gcaccaaggg

cagcggccct

actcaggcgc

tctactccct

tctgcaacgt

cttgtgacaa

cagtcttcct

tcacatgcgt

tggacggcgt

cgtaccgtgt

51426

cua CDhRZ7VH_KbR73 (Cac bién thé

cggcgccgag

caccttcagc

gatgggccgc

cgtcaccatc

aagcgaggac

cgccctggac

cccatecggtce

gggctgcctg

cctgaccagc

cagcagcgtg

gaatcacaag

aactcacaca

cttcccecceca

ggtggtggac

ggaggtgcat

ggtcagcgtc

gtcaagaagc

ggctacttca

atcaacccca

accgccgacc

accgccgtgt

tactggggcc

ttcceceectgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgc

Cccagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

73

ctggcgccac

tgaactgggt

acaacggcga

gcagcaccga

actactgtgc

agggcaccct

caccctcctce

acttccccga

ccttccecgge

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcacce

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

220/267

IgG duoc nhan hoda

cgtcaagatc

ccgccaggcece

cagcttctac

caccggctac

cgccgagggc

ggtgtccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat



51426

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac
1020

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa
1080

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg
1140

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg
1200

cccgtgectgg actccgacgg ctceccttectte
1260

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc
1320

tacacgcaga agagcctctc cctgtctcceg
1356

<210> 68

<211> 452

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua

nhan héa dugc bao tdn)

<400> 68
Gln

Glu Val
1

Thr Val

Phe Met
Gly Arg
Lys Gly
Glu

Leu

Ala Ala

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Leu Val

Ile
20

Ser
Trp Val
Asn Pro
Val Thr

Ser
85

Ser

Gly
100

Tyr

Gln

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Tyr

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

Asn
55

Gly
Thr Ala
Ser

Arg

Gly Gly

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg
105

aaagccctcc

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatgce

ggtaaa

CDhRZ7VH_KbR73

Glu
10

Val

Gly Tyr

25

Gly Lys

Phe

Ser

Ser
75

Arg

Asp Thr

90

Gly Tyr

74

cagcccccat

acaccctgcc

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

(Cac

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30
Leu Glu
45

Gly

Tyr Asn Gln

Thr Asp Thr

Ala Val Tyr

Ala Leu Asp

110

cgagaaaacc

cccatccecgg

ctatcccagce

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

bién thé IgG duoc

Gly Ala

15

Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

Gly Tyr

80

Tyr
95

Cys

Tyr Trp

221/267



Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu
385

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
390

Ser

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

51426

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

75

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn
395

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro
400

222/267



Pro Val Leu

Val Asp Lys

Met Glu

435

His

Pro
450

Ser Gly

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

69
13
AD

<220>
<223>
bao tdn)

Tr

<400> 69

gaggtgcagc
60

agctgcgceccg
120

ccagggaaag
180

aaccagaagt
240

ctgcagatga
300

tactacggcg
360

tccagcgcecta
420

tctgggggca
480

gtgtcgtgga
540

tcctcaggac
600

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe

405

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

420

Ala Leu His Asn His Tyr Thr

Lys

56
N

inh tyu ADN

tggtcgagag

ccagcggctt

gcctggagty

tcaagggccg

acagcctgag

gcagaggcta

gcaccaaggyg

cagcggccct

actcaggcgc

tctactccect

51426

440

Trinh tu nhan tao

Leu
410

Val
425

Gln

Tyr Ser Lys

Phe Ser Cys

430
Lys Ser Leu
445

ctia CDhL7IVHKb (Cac bién thé& IgG

cggcgggggc

caccttcacc

ggtggcccegce

cttcaccctg

ggccgaggac

cgccctggac

cccatcggtce

gggctgcctg

cctgaccagc

cagcagcgtg

ctggtgcagce

ggctacttca

atcaacccca

agcgtggacc

accgccgtgt

tactggggcc

ttcceectgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgc

76

ctggcggcag

tgaactgggt

acaacggcga

gcagcaagaa

actactgcgc

agggcaccct

caccctcctc

acttccccga

ccttececcgge

cctccagcag

Leu Thr
415

Ser Val

Ser Leu

223/267

dugc nhdn hda duogc

cctgcgcectg

ccgccaggcece

cagcttctac

caccctgtac

cagagagggc

ggtcaccgtg

caagagcacc

accggtgacyg

tgtcctacag

cttgggcacc



51426

cagacctaca tctgcaacgt gaatcacaag
660

gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca
720

gggggaccgt cagtcttcct cttcccecccca
780

acccctgagg tcacatgcgt ggtggtggac
840

aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat
900

tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc
960

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac
1020

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa
1080

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg
1140

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg
1200

ccecgtgectgg actccgacgg ctccttettce
1260

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc
1320

tacacgcaga agagcctctc cctgtctceccg
1356

<210> 70

<211> 452

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223>

hdéa duoc ba

<400> 70

o tdn)

cccagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

aaagccctcecc

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatge

ggtaaa

ccaaggtgga

gcccagceacce

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgcc

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatcccgg

ctatcccagce

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

Trinh tu axit amin ctia CDhL7IVHKb (Cac bién thé IgG dugc nhan

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

1

5

10

77

15

224/267



Ser

Phe

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Leu

Met

Arg

Gly

Gln

Arg

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His
290

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Glu

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Cys

Arg

Asn

Leu

70

Leu

Tyr

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys
295

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ala

Gly

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

51426

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Gly

Gly

Ser

Arg

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

78

Phe

Lys

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln
300

Phe Thr
30

Leu Glu
45

Asn Gln

Asn Thr

Val Tyr

Leu Asp
110

Thr Lys
125

Ser Gly

Glu Pro

His Thr

Ser Val
190

Cys Asn
205

Glu Pro

Pro Glu

Lys Asp

Val Asp
270

Asp Gly
285

Tyr Asn

Gly

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

225/267



Tyr Val Val Ser

305

Arg

Gly Lys Glu Tyr Lys

325
Ile

Glu Thr

340

Lys Ile

Val Thr

355

Tyr Leu Pro

Leu Thr Leu

370

Ser Cys

Glu
385

Trp Glu Ser Asn

Val Ser

405

Pro Leu Asp

Val Ser

420

Asp Lys Arg

Met Glu

435

His Ala Leu

Pro
450

Ser Gly Lys

<210> 71

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

51426

Leu Thr

Lys Val

Lys Ala

Ser Arg

360

Lys
375

Gly
Gln Pro
Gly Ser
Gln Gln

His
440

Asn

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

His
315

Leu

Asn
330

Lys
Gly Gln
Glu Leu
Pro

Tyr

Asn
395

Asn

Phe
410

Leu

Asn Val

Thr Gln

Gln Asp Trp

Ala Leu Pro

Glu
350

Pro Arg

Thr Lys Asn

365
Ser Ile
380

Asp

Tyr Lys Thr

Tyr Ser Lys

Phe Ser Cys

430
Ser Leu
445

Lys

ctia CDhRZ7VHAM (Cac bién thé& IgG

<211> 1356

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh ty ADN

bao tdn)

<400> 71

gaggtgcagc tggtccagag
60

agctgcaagg ccagcggcta
120

ccaggcaagg gactggagtg
180

aaccagaagt tcaagggccg
240

cggcgccegag

cagcatcggc

gatgggccgce

cgtcaccatc

gtcaagaagc

ggctacttca

atcaacccca

accgccgaca

79

ctggcgccac

tgaactgggt

acaacggcga

ccagcaccga

Asn
320

Leu

Ala
335

Pro

Pro Gln

Gln Val

Ala Val

Thr Pro

400
Leu Thr
415

Ser Val

Ser Leu

226/267

dugc nhdn hda duoc

cgtcaagatc

ccgeccaggec

cagcttctac

caccggctac



ctggagctgt
300

tactacggcg
360

agcagcgcta
420

tctgggggca
480

gtgtcgtgga
540

tcctcaggac
600

cagacctaca
660

gagcccaaat
720

gggggaccgt
780

acccctgagg
840

aactggtacg
900

tacaacagca
960

ggcaaggagt
1020

atctccaaag
1080

gatgagctga
1140

gacatcgccg
1200

ccegtgcetgg
1260

aggtggcagc
1320

ccagcctgag

gcagaggcta

gcaccaaggg

cagcggcect

actcaggcgc

tctactccct

tctgcaacgt

cttgtgacaa

cagtcttcct

tcacatgcgt

tggacggcgt

cgtaccgtgt

acaagtgcaa

ccaaagggca

CCaagaacca

tggagtggga

actccgacgg

aggggaacgt

51426

aagcgaggac

cgccctggac

cccatcggtce

gggctgcctg

cctgaccagc

cagcagcgtg

gaatcacaag

aactcacaca

cttcccecccceca

ggtggtggac

ggaggtgcat

ggtcagcgtc

ggtctccaac

gccccgagaa

ggtcagcctg

gagcaatggg

ctccttcttce

cttctcatgc

accgccgtgt

tactggggcc

ttcececeectgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgc

cccagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

aaagccctcc

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatgce

80

actactgtgc

agggcaccct

caccctcectce

acttccccga

ccttcececgge

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcecacce

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgcce

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

cgccgagggce

ggtgtccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

Cgagaaaacc

cccatccecgg

ctatcccagc

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

227/267



51426

tacacgcaga agagcctctc cctgtctecg ggtaaa

1356

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

<220>
<223>

72
452
PRT
Trinh tu nhdn tao

Trinh ty axit amin cua

héa dugc bao tdn)

<400>
Glu Val
1

Thr Val

Phe Met

Gly Arg
50

Lys Gly
65

Leu Glu

Ala Ala

Gly Gln

Ser Val

130
Ala Ala
145
Val Ser

Ala Val

Val Pro

72
Gln Leu Val Gln Ser Gly

Lys Ile Ser Cys Lys Ala
20

Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ile Asn Pro Asn Asn Gly
55

Arg Val Thr Ile Thr Ala
70

Leu Ser Ser Leu Arg Ser
85

Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly
100

Gly Thr Leu Val Ser Val
115 120

Phe Pro Leu Ala Pro Ser
135

Leu Gly Cys Leu Val Lys
150

Trp Asn Ser Gly Ala Leu
165

Leu Gln Ser Ser Gly Leu
180

Ser Ser Ser Leu Gly Thr
195 200

CDhRZ7VHAM

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

81

Val

Tyr

Lys

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

(Cac

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

bién th& IgG duoc nhan

Lys
Ile
Leu

45
Asn
Asp
Val
Leu
Thr
125
Ser
Glu
His
Ser

Cys
205

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Gly

Gly

Trp

Lys

Gly

Tyr

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

228/267



His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Pro
450

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

51426

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
215

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
230

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
245 250

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
260 265

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
275 280

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
295

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
310

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
325 330

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
340 345

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
355 360

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
375

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
390

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
405 410

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
420 425

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
435 440

Gly Lys

73

1356

ADN

Trinh ty nhén tao

82

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu

229/267



<220>
<223>

Trinh ty ADN

dugc bao tdn)

<400> 73

gaggtgcagc
60

agctgcaagg
120

ccaggcaagg
180

aaccagaagt
240

ctggagctgt
300

tactacggcg
360

agcagcgcta
420

tctgggggca
480

gtgtcgtgga
540

tcctcaggac
600

cagacctaca
660

gagcccaaat
720

gggggaccgt
780

acccctgagg
840

aactggtacg
900

tacaacagca
960

tggtccagag

ccagcggcta

gactggagtg

tcaagggccg

ccagcctgag

gcagaggcta

gcaccaaggg

cagcggccct

actcaggcgce

tctactccct

tctgcaacgt

cttgtgacaa

cagtcttcct

tcacatgcgt

tggacggcgt

cgtaccgtgt

51426

ctia CDhRZ7VHAMR73 (CAc bién thé& IgG duoc nhan hoa

cggcgccgag

ctccatcggce

gatgggccgce

cgtcaccatc

aagcgaggac

cgccctggac

cccatcggte

gggctgcctg

cctgaccagce

cagcagcgtg

gaatcacaag

aactcacaca

cttccccecccea

ggtggtggac

ggaggtgcat

ggtcagcgtc

gtcaagaagc

ggctacttca

atcaacccca

accgccgacce

accgccgtgt

tactggggcc

ttccececetgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgaccgtgce

cccagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

83

ctggcgccac

tgaactgggt

acaacggcga

gcagcaccga

actactgtgc

agggcaccct

caccctcctc

acttccccga

ccttcecegge

cctccagcag

ccaaggtgga

gcccagcacce

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cgtcaagatc

ccgccaggcece

cagcttctac

caccggctac

cgccgagggce

ggtgtccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

230/267



ggcaaggagt
1020

atctccaaag
1080

gatgagctga
1140

gacatcgccg
1200

ccecgtgetgg
1260

aggtggcagc
1320

tacacgcaga
1356

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

74
45
PR

<220>
<223>
hdéa dugc ba

<400>
Glu Val
1

74
Gln

Thr Val Lys

Phe Met Asn

35

Gly Arg Ile

50

Lys Gly Arg

Leu Glu Leu

Ala Ala Glu

acaagtgcaa

ccaaagggca

CCcaagaacca

tggagtggga

actccgacgg

aggggaacgt

agagcctctc

2
T

Trinh ty axit amin

o tdn)

Leu Val

Ile
20

Ser

Trp Val

Asn Pro
Val Thr

Ser
85

Ser

Gly
100

Tyr

Gln

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Tyr

51426

ggtctccaac

gccecgagaa

ggtcagcctg

gagcaatggg

ctccttctte

cttctcatgc

cctgtctccg

Trinh ty nhédn tao

cua

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

Asn
55

Gly
Thr Ala
Ser

Arg

Gly Gly

aaagccctcce

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatge

ggtaaa

CDhRZ7VHAMR7 3

Ala Glu Val

10

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Lys

Asp Ser Phe

Ser
75

Asp Arg

Glu Asp Thr

90

Arg
105

Gly Tyr

84

cagcccccat

acaccctgcce

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

(Cac bién

Lys Lys Pro

Ser Ile Gly

30
Leu Glu
45

Gly

Tyr Asn Gln

Thr Asp Thr

Ala Val Tyr

Ala Leu Asp

110

cgagaaaacc

cccatcccgg

ctatcccagce

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

Gly Ala

15

Gly Tyr

Trp Met
Lys Phe
Gly Tyr

Tyr
95

Cys

Tyr Trp

231/267
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Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu
385

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

vVal

Thr

vVal

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
390

Ser

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

51426

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

85

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn
395

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro
400

232/267



51426

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
405 410

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
420 425 430

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

435 440 445
Ser Pro Gly Lys
450

<210> 75

<211> 1356

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Trinh ty ADN ctila CDhL7IVHAM (Cac bién thé IgG

bao tén)

<400> 75

gaggtgcagc tggtcgagag cggcgggggc ctggtgcagc ctggcggcag

60

agctgcgeccg ccagcggcta ctccatcggce ggctacttca tgaactgggt

120

ccagggaaag gcctggagtg ggtggcccgc atcaacccca acaacggcga

180

aaccagaagt tcaagggccg cttcaccctg agcgtggacc gcagcaagaa

240

ctgcagatga acagcctgag ggccgaggaé accgccgtgt actactgcge

300

tactacggcg gcagaggcta cgccctggac tactggggcc agggcaccct

360

tccagcgcta gcaccaaggg cccatcggtc ttcccecctgg caccctcecte

420

tctgggggca cagcggccct gggcectgcctg gtcaaggact acttccccga

480

gtgtcgtgga actcaggcgc cctgaccagc ggcgtgcaca ccttcecccgge

540

tcctcaggac tctactccct cagcagcgtg gtgaccgtgce cctccagceag

600

86

Leu Thr

415

Ser Val

Ser Leu

233/267

dugc nhédn hbéa dugc

cctgcgectg

ccgccaggcec

cagcttctac

caccctgtac

cagagagggc

ggtcaccgtg

caagagcacc

accggtgacg

tgtcctacag

cttgggcacc



51426

cagacctaca tctgcaacgt gaatcacaag
660

gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca
720

gggggaccgt cagtcttcct cttcccecca
780

acccctgagg tcacatgcegt ggtggtggac
840

aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat
900

tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc
960

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac
1020

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa
1080

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg
1140

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg
1200

cccgtgectgg actccgacgg ctceccttettce
1260

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc
1320

tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg
1356

<210> 76

<211> 452

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223>

héa duoc ba

<400> 76

o tdn)

CccCcagcaaca

tgcccaccgt

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccgtcc

aaagccctcc

ccacaggtgt

acctgcctgg

cagccggaga

ctctacagca

tccgtgatgce

ggtaaa

ccaaggdtgga

gcccagcacc

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgcg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgcc

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

caagagagtt

tgaactcctg

gatctcccgg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat

Ccgagaaaacc

cccatccecgg

ctatcccagce

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

Trinh tu axit amin c@ia CDhL7IVHAM (Cac bién thé& IgG dugc nhéan

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

1

5

10

87

15
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Ser

Phe

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Leu

Met

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Val

130

Ala

‘Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His
290

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Glu

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Cys

Arg

Asn

Leu

70

Leu

Tyr

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys
295

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ala

Gly

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

51426

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Gly

Gly

Ser

Arg

Asp

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

88

Tyr

Lys

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

Ser

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln
300

Ile

Leu

45

Asn

Asn

Val

Leu

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Gly

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr
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Tyr Val Val Ser

305

Arg

Gly Lys Glu Tyr Lys

325
Ile

Glu Thr

340

Lys Ile

Val Thr

355

Tyr Leu Pro

Leu Thr Leu

370

Ser Cys

Glu
385

Trp Glu Ser Asn

Val Ser

405

Pro Leu Asp

Val Ser

420

Asp Lys Arg

Glu
435

Met His Ala Leu

Pro
450

Ser Gly Lys

<210> 77

<211> 642
<212> ADN
<213>

<220>

<223> Trinh tu ADN

<400> 77
gacatccaga tgacccagag
60

atcacctgcc gcaccagcca
120

ggcaaggccc ccaagctgct
180

agattctccg gcagcggatc
240

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

51426

Leu Thr

Lys Val

Lys Ala

Ser Arg

360

Lys
375

Gly
Gln Pro
Gly Ser
Gln Gln

His
440

Asn

Trinh ty nhdn tao

Val His

315

Leu

Asn
330

Ser Lys

Lys Gln

345

Gly

Asp Glu Leu

Phe Tyr Pro

Glu Asn

395

Asn

Phe Phe

410

Leu

Gly Asn Val

425
Thr

Tyr Gln

Gln Asp Trp

Ala Leu Pro

Glu
350

Pro Arg

Thr Lys Asn

365
Ser Ile
380

Asp

Tyr Lys Thr

Tyr Ser Lys

Phe Ser Cys

430
Ser Leu
445

Lys

ctia CDhRZ7Vk (bién thé chudi nhe)

cceccagcagce

ggacatcagc

gatctacaac

tggcaccgac

gtgtccgcca

aactacctga

accagccgcec

ttcagcctga

89

gcgtgggcga

actggtatca

tgcacagcgg

ccatcaatag

Asn
320

Leu

Ala
335

Pro

Pro Gln

Gln Val

Ala Val

Thr Pro

400

Leu Thr

415

Ser Val

Ser Leu

ccgcgtgacce

gcagaagccc

cgtgcectcec

cctgcagccc
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gaggacttcg
300

ggcaccaagg
360

tctgatgagc
420

cccagagagg
480

gagagtgtca
540

ctgagcaaag
600

ctgagttcac
642

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

78
21
PR

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

78
Gln

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

Asn Thr

50

Tyr

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Pro Ser Val

ccacctacta

tggagatcaa

agttgaaatc

ccaaagtaca

cagagcagga

cagactacga

cggtgacaaa

4
T

Trinh ty axit amin

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Ser Arg

Gly Thr

Ala Thr

85

Gly
100

Gly

Phe Ile

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

51426

ctgccagcag

gcgtacggtg

tggaactgcc

gtggaaggtg

cagcaaggac

Jgaaacacaaa

gagcttcaac

Trinh tuy nhdn tao

cuaa

Ser Pro

Cys Arg

Pro
40

Lys
His Ser
55

Phe Ser

Tyr Cys
Lys Val

Pro Pro

agcaacatgt

gctgcaccat

tctgttgtgt

gataacgccc

agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

tcccctacac

ctgtcttcat

gcctgctgaa

tccaatcggg

gcctcagcag

gcgaagtcac

gt

cttcggecggce

cttcccgceca

taacttctat

taactcccag

caccctgacg

ccatcagggc

CDhRZ7Vk (bién thé& chudi nhe)

Ser Val

10

Ser

Thr
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Ser

Glu
105

Ile Lys

Ser Asp Glu

90

Ser Ala Ser

Ile Ser

30

Asp

Pro Lys Leu

45
Ser Phe
60

Arg

Asn Ser Leu

Asn Met Phe

Thr Val

110

Arg

Gln Leu Lys

Val
15

Gly

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Tyr
Ala Ala

Ser Gly

2371267



51426

115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn
145 150 155
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser
165 170

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys

180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr

195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 79
<211> 642
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Trinh tu ADN cta CDhRZ7VKFS (bién thé chudi nh
<400> 79
gacatccaga tgacccagag ccccagcagc gtgtccgeca gcgtgggcga
60
atcacctgcc gcaccagcca ggacatcagc aactacctga actggtatca
120
ggcaaggccc ccaagctgct gatctacaac accagccgcc tgcacagcgg
180
agattctccg gcagcggatc tggcaccgac ttcagcctga ccatccgcag
240
aaggacttcg ccacctacta ctgccagcag agcaacatgt tcccctacac
300
ggcaccaagg tggagatcaa gcgtacggtg gctgcaccat ctgtcttcat
360
tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc tctgttgtgt gcctgcetgaa
420
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgccc tccaatcggg
480

91

Glu Ala

Gln
160

Ser

Leu Ser

175

Val Tyr

Lys Ser

e)

ccgcgtgacc

gcagaagccce

cgtgccctece

cctgcagccc

cttcggcggce

cttcccgceca

taacttctat

taactcccag
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gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagcag caccctgacg

540

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgcct gcgaagtcac ccatcagggc

600

51426

ctgagttcac cggtgacaaa gagcttcaac aggggagagt gt

642

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

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asn
50

Ser Gly
65

Lys Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala
130

Lys Val
145

Glu Ser

80
214
PRT
Trinh tyu nhdn tao

Trinh ty axit amin

80
Gln Met Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Thr Ser Arg Leu His
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gly Gly Thr Lys
100

Val Phe Ile Phe Pro
115

Ser Val Val Cys Leu
135

Gln Trp Lys Val Asp
150

Val Thr Glu Gln Asp
165

cua

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

CDhRZ7VkKFS (bién thé& chudi nhe)

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp
170

92

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Arg

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
175

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser
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51426

185

ctgtccgcca

aactacctga

accagccgcce

ttcaccctga

agcaacatgt

gctgcaccat

tctgttgtgt

gataacgccc

agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

Ser Thr
180
Ala Cys
195 200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 81
<211> 642
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Trinh ty ADN cta CDhL7IVk (bién thé
<400> 81
gacatccaga tgacccagag ccccagcagc
60
atcacctgcc gcaccagcca ggacatcagce
120
ggcaaggccc ccaagctgct gatctacaac
180
agattctccg gcagcggatc tggcaccgac
240
gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag
300
ggcaccaagg tggagatcaa gcgtacggtg
360
tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc
420
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg
480
gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac
540
ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa
600
ctgagttcac cggtgacaaa gagcttcaac
642

93

205

chudi nhe)

gcgtgggcga

actggtatca

tgcacagcgg

ccatcagcag

tccecctacac

ctgtcttcat

gcctgctgaa

tccaatcggg

gcctcagcag

gcgaagtcac

gt

Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
190

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

ccgcgtgacce

gcagaagccce

cgtgccectcce

cctgcagceccce

cttcggccag

cttcccgceca

taacttctat

taactcccag

caccctgacg

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

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asn

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

130

Lys Val

145

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn
210

<210>

82
214
PRT
Trinh ty nhadn tao

Trinh ty axit amin

82
Gln Met Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Thr Ser Arg Leu His
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

Val Phe Ile Phe Pro
115

Ser Val Val Cys Leu
135

Gln Trp Lys Val Asp
150

Val Thr Glu Gln Asp
165

Leu Thr Leu Ser Lys
180

Glu Val Thr His Gln
195

Arg Gly Glu Cys

83

cuaa

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

51426

CDhL7IVk (bién thé chudi nhe)

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

94

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

vVal

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Phe Met

Gly Arg

50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Phe Met

Gly Arg

122
PRT

Trinh ty nhén tao

vung bién ddi chudi ning (VH) cua shl46-112

83
Gln Leu

Lys Val
20

Asn Trp
35

Ile Asn

Arg Val

Leu Ser

Glu Gly
100

Gly Thr
115

84
122
PRT

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Trinh ty nhdn tao

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

51426

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Ser

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

ving bién &3i chudi ning (VH) cua 36-10 Q6R

84

Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

5

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20

25

Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

40

Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp

Glu
10

Gly

Gly

Ser

95

Val

Tyr

Gln

Phe

Lys

Ser

Gly

Tyr

Lys

Ile

Leu

45

Asn

Pro
Gly
30

Glu

Gln

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

Gly
15
Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe
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Lys
65
Met

Ala

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Gln

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Phe

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gly

Val

Val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gln

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

Arg

Leu

Glu

Gly
115

85
122
PRT

Val

Ser

Gly

100

Thr

Thr
Ser
85

Tyr

Leu

Met
70
Leu

Tyr

Val

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Trinh tu nhédn tao

Arg

Ser

Gly

Val
120

51426

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Arg
Asp
90

Gly

Ser

Ser
75

Thr

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Ser

Val

Leu

ving bién d&di chudi n&ng (VH) cua 153-28

85
Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Gly
115

86
122
PRT

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Trinh ty nhén tao

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

Gly

Ser

96

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

Thr

Tyr

Asp
110

Pro

Gly

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Val
Tyr
95

Tyr

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

Tyr
80
Cys

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

243/267



<220>
<223>

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Tyr Met

Gly Arg

50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Phe Met

Gly Arg

50

Lys Gly

51426

vung bién &3i chudi ning (VH) cua 324-B10

86
Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys

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

Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
35 40 v 45

Ile Asn Pro Asn Ser Gly Asp Ser Phe Tyr Asn
55 60

Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Arg Ser Thr Ser
70 75

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
85 90

Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu
100 105

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

87

122

PRT

Trinh ty nhédn tao

viung bién d8i chudi n&ng (VH) cua 361-Cll

87
Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys

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

Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
35 40 45

Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser Phe Tyr Asn
55 60

Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser

97

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

AsSp
110

Pro

Gly.

Glu

Gln

Thr

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

2441267



65

70

51426

75

80

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

85

90

95

Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp

100

105

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Phe

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gly

Val

Val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gln

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

<220>
<223>

115

88
122
PRT

Trinh ty nhdn tao

120

viung bién ddi chudi ning (VH) cua 368-G07

88
Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly
115

89
122
PRT

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly
100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Trinh ty nhédn tao

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Ser

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

ving bién @i chudi ndng (VH) cha 369-F05

98

110

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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<400>
Gln Val
1

Ser Val

Phe Met

Gly Arg

Lys Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Gly Gln

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

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Phe Met

Gly Arg

50

Lys Gly

Met Glu

51426

89
Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25

Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40

Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser
55

Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr
70

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90

Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly
100 105

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

90
122
PRT
Trinh ty nhdn tao

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

viung bién d4i chudi n&ng (VH) cua 361-HO5

90
Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25

Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40

Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser
55

Arg Val Thr Thr Thr Arg Asp Thr
70

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp

99

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Asn

Ser

Val

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Pro

Gly

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Met

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys
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85

51426

90

95

Ala Arg Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp

100

105

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Tyr Met

Gly Arg

50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>

115

91
122
PRT

Trinh ty nhan tao

120

110

viung bién ddi chudi n&ng (VH) cha thé dét bién

91
Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly
115

92
122
PRT

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly
100

Thr

Val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Gln

Cys

Arg

Asn

Thr

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Trinh ty nhan tao

vung bién &3i chudi ning (VH) cua 45-37

92

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Arg

Asp

90

Gly

Ser

100

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

quikchange

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Met

Tyr

95

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

2471267



Gln

Ser

Phe

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Val

Val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gln

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

<220>
<223>

<400>

Gln
1
Ser
Phe
Gly
Gln
65

Met

Ala

Val

Val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly
115

93

122
PRT

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly
100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Trinh ty nhédn tao

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

51426

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Ser

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

ving bién @i chudi n&ng (VH) cha 257-10

93
Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Pro

Glu

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

Glu
10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

101

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Pro

Asn

30

Arg

Gln

Thr

Tyr

Asp

Gly

15

Gly

Arg

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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100

51426

105

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Phe

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Val

Val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gln

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

<220>
<223>

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

1

115

94
122
PRT

Trinh ty nhan tao

120

vung bién &di chudi ning (VH) cua 456-D10

94
Gln Leu

Lys Val
20

Asn Trp
35

Ile Asn

Arg Val

Leu Pro

Glu Gly
100

Gly Thr
115

95
108
PRT

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Trinh tyu nhan tao

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Ser

Val

Tyr

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Leu

viung bién &bi chudi nhe (VL) cua shl146-112

95

5

10

102

110

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Gly

Arg

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

15

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Trp
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Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asn

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<400>
Asp Ile

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asn
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>

51426

Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Asp
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser
55 60

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90
Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg

100 105

96
108
PRT
Trinh ty nhédn tao

vung bién adi chudi nhe (VL) cua 36-10

96
Gln Met Thr Arg Ser Pro Ser Ser Val Ser

Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Asp
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val
35 40

Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser
55 60

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

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90

Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105

97
108
PRT

103

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Q6R

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

250/267



<213>
<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asn

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asn

50

Ser Gly
65

51426

Trinh ty nhédn tao
vung bién @i chudi nhe (VL) cua 153-28

97
Gln Met Thr Arg Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala

Val Ser Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Asp Ile
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys
35 40 45

Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg
55 60

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

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Met
85 90

Gly Gln Gly Ile Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105

98

108

PRT

Trinh tuy nhédn tao

vung bién &di chudi nhe (VL) clha 324-B10

98
Gln Met Thr Arg Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala
5 10

Val Ser Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Asp Ile
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys

Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg
55 60

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

104

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

251/267



51426

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Met Phe Pro Tyr

85

90

Thr Phe Gly Gln Gly Ile Lys Leu Glu Ile Lys Arg

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

<220>
<223>

<400>

Asp
1
Gly
Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Ile

Arg

Asn

Asn

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

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

1

99
108
PRT

100

Trinh ty nhadn tao

105

vung bién ddi chudi nhe (VL) cua 361-Cl1

99
Gln

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100
108
PRT

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Tle

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Arg
Thr
Gln
Leu
Asp

70

Tyr

Ile

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Trinh tw nhan tao

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Thr

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

Val

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

ving bién @i chudi nhe (VL) cua 368-G07

100

5

10

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

15

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Asp Arg Val Pro Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr

20

25

105

30

252/267



Leu Asn
Tyr Asn
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asn
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

51426

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly

Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val
55

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90

Gly Gln Gly Ile Lys Leu Glu Ile
100 105

101
108
PRT
Trinh tu nhan tao

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Val

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Lys

Arg

Ser

Met

viung bién d3i chudi nhe (VL) ctha 369-F05

101
Gln Met Thr Arg Ser Pro Ser Ser

Val Ser Ile Thr Cys Arg Thr Ser
20 25
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly
Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val
55

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90

Gly Gln Gly Ile Lys Leu Glu Ile
100 105

102
108
PRT
Trinh ty nhan tao

106

Val

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Leu

Phe

Leu

Phe

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile

Pro
80

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

253/267



<220>
<223>

<400>

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Asn

Asn

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Gly

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Ile

Arg

Asn

Asn

50

Gly

Asp

51426

viung bién d&4i chudi nhe (VL) cua 361-H05

102
Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

103
108
PRT

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Arg
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Ile

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Trinh ty nhan tao

ving bién dbi chudi nhe (VL) cta th& ddt bién quikchange

103
Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Met

Pro

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr
85

Arg

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ser

Thr

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Thr

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Gly

val

Thr

Gln
90

107

Val

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Val

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Met

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr
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51426

Thr Phe Gly Gln Gly Ile Lys Leu Glu Ile Lys Arg

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

<220>
<223>

<400>

Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Thr

Arg

Asn

Asn

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>
Asp Thr Gln Met

1

104
108
PRT

100

Trinh ty nhdn tao

105

vung bién &bi chudi nhe (VL) cua 45-37

104

Gln

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

105
108
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr Gln Ser Pro

Ile Thr Cys Arg

Gln Gln Lys Pro

40

Arg Leu His Ser
55

Thr Asp Phe Thr
70

Thr Tyr Tyr Cys
85

Gly Thr Lys Leu

Trinh ty nhén tao

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser Ala

Asp Ile

Pro Lys

45
Ser Arg
60
Ser Ser

Asn Met

Arg

vung bién dbi chudi nhe (VL) cua 257-10

105

Asp Arg Val Thr

20

Leu Asn Trp Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser

5

10

Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Asp Ile Ser

25

30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu

108

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Asn

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Tyr

Ile

255/267



Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Asn
50
Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Thr

Arg

Asn

Asn

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

35

Thr Ser Arg Leu His
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

106
108
PRT
Trinh tu nhédn tao

40

Ser

Thr

Cys

Leu

51426

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Val

Thr

Gln

90

Ile

Pro
Ile
75

Ser

Lys

Ser
60
Ser

Asn

Arg

45

Arg

Ser

Met

ving bién d3i chudi nhe (VL) cha 456-D10

106
Gln Met Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Glu
35

Thr Ser Arg Leu His
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

107
107
PRT
Trinh ty nhén tao

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Val

Gln

Ala

Pro

Tle

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Bién thé viung bién d&di chudi nhe (VL)

109

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

(dugc khir glycosyl héa)

Phe Ser Gly

Leu

Phe

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Gln

Pro
95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Pro
80

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr
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<400>
Asp Thr
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asn

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<400>
Asp Thr

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Gln

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

107
Gln Met Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys

Thr Ala Arg Leu His

55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys
100

108
107
PRT
Trinh ty nhan tao

Bién thé& vung bién

108
Gln Met Thr Gln Ser

Val Thr Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Thr Ser Arg Leu His
55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gln Gly Thr Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

51426

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

chudi nhe

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

110

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

(VL)

Ser

Asp

Pro

Ser
60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

Ala

Ile

Lys
45

Arg

Ser

Met

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Ser

Ser
30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

(dugc khir glycosyl hoéa)

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

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

<220>
<223>

<400>
Asp Thr
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

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

<220>

<223>
cua nd

<400>

100

109
107
PRT

Trinh ty nhadn tao

Bién thé& vung bién

109
Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Thr Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

110
5
PRT

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Trinh ty nhédn tao

MOD_RES
(3)
Xaa la

CDRH1 cuia khdng thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén

110

Phe

Gly Tyr Xaa Met Asn

1

5

(F)

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

51426

105

chudi nhe (VL) duogc

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

hodc Tyr (Y)

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Tle

111

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Met

khu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

glycosyl hoéa)

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr
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<210> 111

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> CDRH1 ctlia khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén
cia nd

<400> 111
Gly Tyr Phe Met Asn
1 5

<210> 112

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> CDRH1 cua khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén
clia nd

<400> 112
Gly Tyr Tyr Met Asn
1 5

<210> 113

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>

<221> MOD_RES

<222> (6)

<223> Xaa la Asn (N) hoac Ser (S)
<220>

<221> MOD_RES

<222> (16)

<223> Xaa la Gln (Q) hodc Lys (K)

<220>
<223> CDRH2 cla khang thé& khang CD43 hodc manh lién két khadng nguyén
caa nd

<400> 113
Arg Ile Asn Pro Asn Xaa Gly Asp Ser Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Xaa
1 5 10 15

112



51426 260/267

Gly

<210> 114

<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> CDRH2 ctia khang thé& khang CD43 ho#c manh lién két khang nguyén
cla nd
<400> 114
Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15
Gly

<210> 115

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> CDRH2 cuia khang thé& khang CD43 hodc manh lién k&t khang nguyén
ctia nd

<400> 115
Arg Ile Asn Pro Asn Ser Gly Asp Ser Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 116

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> CDRH2 cua khang thé& khang CD43 hodc manh 1ién két khé&ng nguyén
cta nd

<400> 116
Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Ser Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

113
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Gly

<210> 117

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> CDRH2 clia khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén
cla nod

<400> 117
Arg Ile Asn Pro Asn Ser Gly Asp Ser Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 118

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> CDRH3 clla khéng thé& khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén
ctia nd

<400> 118
Glu Gly Tyr Tyr Gly Gly Arg Gly Tyr Ala Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 119

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> CDRL1 c@a khéng thé& khang CD43 hodc manh 1lién két khang nguyén
cla nd

<400> 119
Arg Thr Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 120

114



<223> CDRL2 cua khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén

<223> CDRL2 cua khang thé& khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén

<223> CDRL2 cua khang thé& khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)

<223> Xaa la Asn (N) hodc Gln

<220>

<221> MOD RES

<222> (3)

<223> Xaa la Ser (S) hodc Ala

<220>

cua ndé

<400> 120

Xaa Thr Xaa Arg Leu His Ser
1 5

<210> 121

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

cua nd

<400> 121

Asn Thr Ser Arg Leu His Ser
1 5

<210> 122

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

cua nd

<400> 122
Asn Thr Ala Arg Leu His Ser
1 5

51426

115
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<210> 123

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> CDRL2 cua khang thé khang CD43 hodc madnh lién két khang nguyén
cua nd

<400> 123
Gln Thr Ser Arg Leu His Ser
1 5

<210> 124

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> CDRL2 cua khang thé khang CD43 hodc manh lién k&t khang nguyén
cua nd

<400> 124
Ala Thr Ser Arg Leu His Ser
1 5

<210> 125

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> CDRL3 cua khang thé khang CD43 hodc manh lién két khang nguyén
cua nd

<400> 125
Gln Gln Ser Asn Met Phe Pro Tyr
1 5

<210> 126

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> MOD_RES

<222> (4)

<223> Xaa la Gly (G) hoac Ala (A)

116



<220>

<223> tdc nhan lién két

<400> 126

Gly Gly Gly Xaa Ser
1 5

<210> 127

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tadc nhan lién két

<400> 127

Gly Gly Gly Ala Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 128

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> tadc nhan lién két

<400> 128

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ala Ser
1 5 10

<210> 129

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> peptit chta epitop, DN2

<400> 129

Glu Gly Ser Pro Leu Trp Thr Ser Ile Gly Ala Ser Thr Gly Ser Cys
1 5 10

<210> 130

51426

117
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

1

Ala

Leu

Ile

Leu

65

Ile

Glu

Thr

Thr

Arg

145

Ser

Glu

Ser

Thr

Ser
225

Ala

Leu

Val

Thr

50

Pro

Gly

Val

Ser

Val

130

Thr

Arg

Thr

Leu

Gly

210

Val

400
PRT

Trinh ty nhadn tao

CD4

130
Thr

Gly

Ser

35

Ser

Pro

Ala

Ser

His

115

Thr

Ser

Gly

Ser

Glu

195

Ser

Lys

3¢

Leu

Ser

20

Thr

Asp

Ser

Ser

Ile

100

Pro

Gly

Gly

Thr

Lys

180

Thr

Leu

Leu

nguoi

Leu
Thr
Ser
Pro
Thr
Thr

85
Lys
Ala
Gly
Ala
Ser
165
Gly
Ser

Glu

Ser

Leu

Thr

Glu

Lys

Ser

70

Gly

Met

Val

Thr

Pro

150

Gly

Thr

Thr

Pro

Thr
230

Leu

Ala

Pro

Ala

55

Ile

Ser

Ser

Pro

Tle

135

Val

Pro

Ser

Gly

Ser

215

Met

Leu

Val

Leu

40

Asp

Asn

Pro

Ser

Ile

120

Thr

Thr

Pro

Gly

Thr

200

Ser

Met

51426

Gly

Gln

25

Ser

Ser

Glu

Leu

Val

105

Thr

Thr

Thr

Leu

Pro

185

Thr

Gly

Ser

Val

10

Thr

Ser

Thr

Gly

Pro

90

Pro

Ala

Asn

Ala

Thr

170

Pro

Gly

Ala

Pro

118

Leu

Pro

Lys

Gly

Ser

75

Glu

Gln

Asn

Ser

Ala

155

Met

Val

Pro

Ser

Thr
235

Val

Thr

Met

Asp

Pro

Pro

Glu

Ser

Pro

140

Ser

Ala

Thr

Pro

Gly

220

Thr

Val

Ser

Tyr

Gln

Leu

Thr

Thr

Leu

125

Glu

Ser

Thr

Met

Val

205

Pro

Ser

Ser

Gly

30

Thr

Thr

Trp

Thr

Pro

110

Gly

Thr

Leu

Val

Ala

190

Thr

Gln

Thr

Pro

15

Glu

Thr

Ser

Thr

Tyr

95

His

Ser

Ser

Glu

Ser

175

Thr

Met

Val

Asn

Asp

Pro

Ser

Ala

Ser

80

Gln

Ala

His

Ser

Thr

160

Leu

Asp

Thr

Ser

Ala
240
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Ser

Pro

Leu

val

Gly

305

Gly

Ser

Gln

Leu

Asp
385

Thr

Val

Leu

Leu

290

Pro

Ser

Arg

Gly

Lys

370

Ala

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

<220>
<223>

<400>
Pro Leu Trp Thr Ser Ile

1

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

<220>
<223>

Val Pro Phe Arg Asn
245

Ala Val Leu Val Ala
260

Leu Leu Trp Arg Arg
275

Ser Arg Gly Gly Lys
295

Ala Gln Val Pro Glu
310

Gly Gly Asp Lys Gly
325

Arg Pro Thr Leu Thr
340

Ser Leu Ala Met Glu
355

Gly Glu Glu Glu Pro
375

Pro Ala Pro Asp Glu
390

131

6

PRT

Trinh ty nhén tao

epitop

131

5
132
7

PRT
Trinh tu nhan tao

epitop

Pro

Leu

Arg

280

Arg

Glu

Ser

Thr

Glu

360

Leu

Pro

51426

Asp

Leu

265

Gln

Asn

Gly

Gly

Phe

345

Leu

Val

Glu

Glu

250

Ala

Lys

Gly

Ala

Phe

330

Phe

Lys

Ala

Gly

119

Asn

Val

Arg

Val

Val

315

Pro

Gly

Ser

Ser

Gly
395

Ser

Ile

Arg

Val

300

Thr

Asp

Arg

Gly

Glu

380

Asp

Arg

Val

Thr

285

Asp

Val

Gly

Arg

Ser

365

Asp

Gly

Gly

Leu

270

Gly

Ala

Thr

Glu

Lys

350

Gly

Gly

Ala

Met

255

Val

Ala

Trp

Val

Gly

335

Ser

Pro

Ala

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Gly

320

Ser

Arg

Ser

Val

Pro
400
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<400> 132
Ser Pro Leu Trp Thr Ser Ile
1 5

<210> 133

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> epitop

<400> 133
Gly Ser Pro Leu Trp Thr Ser Ile
1 5

<210> 134

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> epitop

<400> 134
Glu Gly Ser Pro Leu Trp Thr Ser Ile
1 5

120
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