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(57) Séng ché dé cap dén khang thé hoic manh gin két khang nguyén clia né gin két
dic hiéu véi Feline McDonough Sarcoma (FMS)-like tyrosine kinase 3 receptor (FLT3)
ligand (FLT3L), chira tdp hop cic ving xac dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2,
HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3, trong d6 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2, va LCDR3 bao gdm céc trinh tu axit amin twong ng nhu néu trong SEQ ID
NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.33, va SEQ ID
NO.34; axit nucleic dugc phan 1ap ma hod khéang thé nay hoic manh gan két khang
nguyén cua no; té bao vat chu duoc bién nap véi axit nucleic nay; té bao lai san xudt
khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén ctia n6; va phuong phap san xuét khang

thé nay hodc manh gan két khang nguyén ctia né.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé gan két dic higu véi FLT3L, duoc phim va phuong
phap san xuat khang thé nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Cé4c bénh tu mifn, ma xay ra khi hé mién dich cia co thé san sinh cac tu khang
thé, khoéng may 1a phé bién. Vi du, wéc tinh c6 trén 23 triéu ngudi M§ bi anh hudng bési
bénh tu mién. Hién nay c6 hon 80 loai bénh tu mién dugc ghi nhan. Céc vi du cu thé vé
cac bénh tu mién bao gé)m bénh lupus ban do hé théng, bénh viém co, héi chitng Sjogren
nguyén phat, bénh da xo ciing, bénh viém mang bd dao trude, bénh vay nén, va bénh

viém khép dang thép.

Bénh lupus ban do6 hé théng (SLE) duoc dic trung bdi cac khép bi dau, cdc hach
bach huyét bi sung va ban hinh cdnh buém trén ma. O SLE, cac ty khang thé chéng lai
cac md khoe manh tin cong hé mién dich cia dbi tuong bi bénh dan dén chirng viém. O
mutc d§ té bao, ddi twong bi bénh SLE c6 cac té bao T va B tir phan tmg, c6 ngudn gdc tir
cac té bao dudi gai (Patucka A K. et al. Immunology and Cell Biology (2002) 80: 484-
488). Hoi chirng Sjogren dugc dac trung bdi chung viém toan thdn man tinh cua céc co
quan ngoai tiét din dén su rdi loan chitc ning ciia co quan (Holdgate N. and St. Clair

E.W., F1000 Research. 1412 10.12688/f1000research.8352.1).

Bénh da xo cing (MS) duoc dic trung boi sy mat myelin ciia céc té bao than kinh
& bénh viém ndo va cot séng va hé than kinh trung wong (CNS). Bénh vay nén 14 bénh tu
mién ma thé hién 13 cdc mang da ngira, mau do. Bénh viém khép dang thap (RA) la réi
loan viém ctia mé6 hoat dich khép duge ddc trung bédi ching viém mang hoat dich dai
ding va sy ph4 hiy sun va xwong & khép. Tén hai c6 thé tién trién d& anh huong dén
nhiéu hé théng co thé. Bénh viém than lupus, c6 lién quan dén bénh lupus ban dé hé
théng va dan dén chimg viém than. Khi bi viém, than lam rd protein va cubi cing c6 thé
dan dén suy. Bénh viém mang bd dao trudc 1a nhém cac bénh viém ma tan cong, va co

thé pha hily mé mét dan dén mét thi giac.
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Ngoai ra, cac trang thai tién viém cip va man tinh di c6 lién quan dén va co thé 1a
nguyén nhén giy ra vo s6 bénh & dbi tugng. Cac vi du cu thé vé cac bénh duoc tin 13 ¢6
lién quan dén chimg viém man tinh bao gbm bénh tiéu dudng Typ 1 va Typ 2, bénh than
man tinh (CKD), bao gdm, vi du CKD géy ra bsi bénh tiéu dudng, bénh thén do dai thao
duong, va bénh huyét 4p cao; chirng xo vira dong mach, bénh Alzheimer, bénh ung thu,
va céac bién chimg lién quan cua cdc bénh nay, bao gdm bénh tim, chimg ting huyét 4p,
bénh thiéu mau, bénh viém mang ngoai tim, chung loan dudng xuong do thén, va cac
bénh khéc. Gidng nhu cic bénh tu mién, & cac bénh lién quan dén chtng viém man tinh,
co thé xuét hién ting phan Gng tién viém lién tuc, qua mirc ma co thé dan dén lam suy

nhugc va thuong 1a hon mé gay tr vong.

Nguyén nhan gay bénh tu midn 14 chua duogc biét rd. V& mat co ché, tiém an tat ca
bénh tu mién 14 sy dap tng tuy mién dang tiép dién ma duoc thic day (va/hoic khong bi
tic ché) boi hé théng didu hoa phirc tap ma b sung lién tuc cc té bao mién dich tu phan
tng. Co ché hoat dong tuong tu xay ra & bénh viém man tinh khong phai tu mién. Déi
v6i ly do nay, su can thiép tri liéu & cac bénh tu mién va d6i voi chimg viém man tinh da
hudéng dich vo s6 hé théng diéu hoa, cac thac truyén tin hiéu, va céac thanh phén cAu tao

cta chung.

Mot 16p dich tri liéu gia dinh bao gbm cac thu thé tyrosin kinaza (TKR), ma céc
thu thé xuyén mang ma lién két cac yéu td sinh trudng riéng biét va cac protein dé diéu
hoa ndi can bang té bao. Hon ndm muoi loai TKR nguoi da biét dugc chia thanh 20 16p
phan biét dugc xac dinh boi sy phat sinh loai v& mit di truyén ctia ching (Robins D.R., ef
al. Oncogene. (2000) 19: 5548-5557; Lemmon M.A., va Schlessinger J. Cell. (2010) 141:
1117-1134). TKR 16p III dugc dac trung bodi sy ¢6 mat ciia nam dén bay mién gidng
globulin mién dich trong phén ngoai bao chtra tir 70 dén 100 gbc ua nudc. Bén trong cac
TKR 16p 111, thy thé tyrosin kinaza 3 twong tu ung thu td chirc lién két McDonough ciia
meéo (FMS) (FLT3) 1a thu thé lién két mang dugc biéu hién trén céc té bao gdc cna ngudi,
c4c tién chét té bao tao huyét, cac té bao dudi gai, cac té bao T va B dugc hoat hoa, cic
bach cAu don nhén, va tidu thin kinh dém. FLT3 lién két v6i phdi tr FLT3 (FLT3L),
xytokin tao huyét dugc biéu hién bsi nhiéu loai té bao bao gdm cac té bao T da hoat hoa,
mang trong da hoat hoa, va cac té bao dém tiy xwong. FLT3L duoc biéu hién duéi dang

c4 bé mit té bao va homodime dugc tiét va cac tin hiéu qua thu thé cing ngudn goc cia
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no, FLT3. FLT3 duoc biéu hién trén bé mat té bao dudi dang monome va dugc hoat hoa
dua vio su gin két voi FLT3L. Dua vao sy gin két FLT3L, FLT3 dime hoa, tu
phosphoryl hoa, va hoat héa cac con duong truyén tin hiéu bao gdbm RAS/kinaza dugc
didu hoa boi tin hiéu ngoai bao (ERK), phosphatidylinositit 3-kinaza (PI3K) va yéu t6 tai
nap tin hi€u va yéu t6 hoat héa sy phién ma (STAT) 3 va 5. Sau qua trinh ty phosphoryl

hoa, FLT3 duoc dime hda duge ndi hoda va duge thoai bién.

FLT3L duogc san sinh trong su dap tmg véi céc tin hiéu viém, cu thé 1a cac xytokin
chudi y: IL-2, IL-7 va IL-15, va sy tuong tic cia nd véi FLT3 diéu khién qua trinh viém
cht yéu qua vai trd ctia n6 trong qué trinh biét hoa, tang sinh va sbng sot cta cac DC.
Ciing c6 vai tro gia dinh ddi v6i su truyén tin hiéu FLT3 & su sdng sot té bao T va B sau
khi hoat hoa, véi ca hai loai té bao dugc bao cao 1a diéu hoa tding mot cach tam thoi thu
thé (Astier AL et al., J. Immunology. 2010 v184: 685-93 va Tobon et al. Arthritis &
Rheumatism. 2010; 62(11): 3447-56). Ngoai ra, su séng sot té bao NK duoc cho ring phu
thudc gian tiép vao FLT3L qua yéu cAu ciia n6 dbi voi IL-15 thu duge tir cac DC, mic du
su quan sat nay dugc dya trén dit liéu cua chudt nhit (Guimond M et al., J. Immunology

2010; 184: 2769-75) va van chua dugc chimg minh ¢ nguoi.

Cac DC la dugc quan tAm dic biét & chimg viém vi ching la linh gac cia hé mién
dich, di tra tu vi tri viém dén hach bach huyét va bit dau sy dap tmg mién dich thich Gmg
ma cubi cung duogc yéu cu dé sinh ra bénh tu mién. Rong hon 13, ¢6 hai tp con cua DC:
Céc té bao dudi gai tuy/cd dién (cDC) va céc té bao dudi gai dang twong bao (pDC). Cac
¢DC san sinh ra cac xytokin viém thuat ngir, IFNI-IIL, IL-23, IL-12, IL-6, va IL-1B), trinh
dién khang nguyén ddi véi cac té bao T trong bdi canh dong kich thich, va cac chemokin
bi mat ma huy dong cac té bao dén vi tri viém va dam bao chung dong dinh vi khi dugc
yéu cau dbi voi su tuong tac té bao-té bao quan trong. Thong qua co ché nay, cac cDC
kich thich cac bach ciu trung tinh, cac té bao B, céac té bao T, va céc té bao NK dan dén
qué trinh hoat héa va giai phong NET (NETosis), qud trinh sén sinh tu khang thé, san
sinh IL-17, va san sinh xytokin viém bd sung. Cac pDC 1a ngudn cha yéu cta IFN loai I,
xytokin quan trong trong su dap ung bam sinh ma ting cudng su hoat hoa cua tat ca cac

nhanh cta hé mién dich.

Tuyén nudce bot tir dbi tugng bi bénh méc hoi ching Sjogren thé hién su biéu hién

FLT3 va FLT3L trén cac té bao B thdm nhiém (Tobon et al. Arthritis & Rheumatism.
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(2010) 62(11): 3447 - 3456). Ngoai ra, cac déi tuong bi bénh méc hdi chimg Sjogren thé
hién tAn suét ting cta cac té bao B biéu hién FLT3 trong hé tuan hoan va su sdng sot clia
chiung dugc ting cuong khi duoc ddng nudi ciy voi cac té bao nudc bot nguovi biéu hién
FLT3L. Cac dbi tugng c6 MS biéu hién protein FLT3 & céc thuong ton man tinh va hoat
dong cling nhu cac chit xam va chét tring (DeBoy C.A. et al. Exp Mol Pathol. (2010);
89(2): 109-116). Hon ntta, FLT3 duoc déng dinh vi v&i cac DC chua truong thanh & nédo
quanh mach chi dan sy thdm nhiém cta cac DC duong tinh FLT3 vao trong nio cua dbi
tuong c6 MS (Deboy et al.). O RA, cac mtrc FLT3L dich hoat dich duoc ting so véi cac
dbi tugng khoe manh. Ngoai ra, cac té bao bach ciu don nhan, cac té bao NK, va cac DC
tir ddi twong bi bénh RA biéu hién cac muc FLT3L cao (Ramos M. et al. Arthritis Res
Ther. (2013) 15(6): R209).

Hon nita, cac mic FLT3L huyét thanh va vi tri viém ting da dugc bao cao dbi voi
SLE, bénh viém co, hoi chirg Sjogren nguyén phat, MS, bénh viém mang bd dao trude,
va RA (Andersson et al. PLoS One (2012) 7: e47668; DeBoy et al. Exp va Mol Path
(2010) 89: 109-16).

Do d6, trong khi su sdng sét tién viém duoc trung gian béi FLT3 thuét ngft, qua
cac pDC va mDC) 1a dap tng sinh 1y c6 lgi & dbi twong khoée manh, né c¢6 kha nang co
cac tac dong co6 hai ¢ cac bénh tu mién. Do d6, su pha hiy hodc 1lam yéu con dudng
truyén tin hiéu FLT3/FLT3L ¢6 thé chung to 13 cong cu quan trong dé chdng lai cac bénh

tu mién va cac bénh viém khac cling nhu dé lam giam chirg viém.
Ban chat ky thuit ctia sang che

Sang ché @& cap dén khang thé gin két dic higu v6i FLT3L moi dé kiém so4t cac

bénh tu mién va cac bénh viém cap va/hodc man tinh khac.

Theo khia canh thir nhét, sang ché d& cap dén khang thé dugc phan 14p hodc méanh
gin két khang nguyén cla nd gin két dac higu véi FLT3L, chtra tap hop cac ving xéc
dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI, LCDR2, va LCDR3 trong d6
HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3 chira cac trinh tw axit amin nhu
néu trong: (a) cac SEQ ID NO.29, 30, 31, 32, 33, va 34, twong ing; hodc (b) cac SEQ ID
NO.29, 30, 31, 35, 33, va 34, twong Gng; hodc (c) cac SEQ ID NO.29, 36, 37, 32, 33, va
38, tuong Ung.
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Theo mot phuong an cta khia canh tha nhéit, khang thé dugc phan 1ap hodc manh
gin két khang nguyén cua n6 chtra ving bién d@6i chudi ning (VH) va vung bién d6i
chudi nhe (VL) c6 do twong ddng trinh tu it nhat bing 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%
so v6i: (a) SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2, tuong tng; hodc (b) SEQ ID NO.3 va SEQ
ID NO.4, tuong tng; hodc (¢) SEQ ID NO.5 va SEQ ID NO.6, twong tmg. Theo phuong
4n khac, VH va VL bao gdm (a) SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2, twong mg; hoac (b)
SEQ ID NO.3 va SEQ ID NO.4, twong tng; hodc (c) SEQ ID NO.5 va SEQ ID NO.6,
twong ng. Theo phuong 4n khac, khang thé duoc phan 14p hoic manh gin két khang
nguyén bao gém (a) ving chudi nang chira SEQ ID NO.61 va ving chudi nhe chira SEQ
ID NO.62; hoic (b) ving chudi ning chira SEQ ID NO.65 va ving chudi nhe chira SEQ
ID NO.66; hodc (¢) ving chudi ning chita SEQ ID NO.69 va ving chudi nhe chira SEQ
ID NO.70. Theo mdt phuong an, khang thé duoc phan 18p hodc manh gén két khang
nguyén cua no uc ché qua trinh hoat héa FLT3 dugc trung gian boi FLT3L. Theo phwong
&n khéc, khang thé duoc phan 1ap hodc méanh gin két khang nguyén cia né khdng phan
ung chéo v6i cac phén tir phdi tir TKR tuong tu v& mit cdu trac. Theo mdt phuong 4n,
khang thé dugc phan 13p hodc manh gén két khang nguyén cta n6 khong phan Gng chéo
v6i it nhat mot trong s6 huSCF va huCSF1. Theo phwong an khac, khang thé dugc phan
1ap hoac manh gin két khang nguyén cua n6 khong phan ung chéo véi huSCF hodc
huCSF1. Theo mdt phuong 4n, khang thé dugc phan 1ap hoic manh gin két khang
nguyén cua n6 la khang thé don dong, khang thé tai td hop, khang thé ctia nguoi, khang
thé nhan tao, hoic khang thé kham. Theo mdt phuong 4n, khang thé duoc phan 1ap hodc
manh gin két khang nguyén bao gdbm mién hing dinh globulin mién dich chudi niang
duoc chon tir nhém bao gdm: (a) mién hing dinh IgA; (b) mién hang dinh IgD; (c) mién
hing dinh IgE; (d) mién hing dinh IgG1; (e) mién hing dinh IgG2; () mién hing dinh
IgG3; (g) mién hing dinh IgG4; va (h) mién hing dinh IgM. Theo mot phuong an, khéang
thé dugc phan 14p hodc manh gin két khang nguyén bao gdm mién hang dinh IgG1. Theo
phuong an khéc, khang thé duoc phan lap hodc manh gin két khang nguyén bao gbm
 mién hing dinh globulin mién dich chudi nhe duoc chon tir nhom bao gbém: (a) mién
hang dinh Ig kappa; va (b) mién hing dinh Ig lambda. Theo mdt phuong &n, protein lién
két khang nguyén bao gdbm mién hing dinh IgG1 ngudi va mién hing dinh lambda ngudi.
Theo mot phwong 4n, mién hing dinh IgG1 bao gdbm mot hodc nhiéu sy thé axit amin
dugc chon tir nhém bao gdm L234F, L235E va P3318S, dugc danh s thtr tw theo chi s

5
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danh sb th tu chau Au cua Kabat (Edelman et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 63:78-85
(1969)).

Theo khia canh thtr hai, sdng ché dé cap dén axit nucleic dugc phan 14p ma hoa
khang thé dugc phan 1ap hodc manh gin két khang nguyén cia n6 theo khia canh thir
nhét va/hodc cac phuong 4n cua nd. Theo mot phuong 4n cua khia canh thir hai, axit
nucleic nay lién két diéu khién véi trinh ty diéu khién.

Theo khia canh th ba, sang ché dé cap dén vecto chira axit nucleic theo khia canh

tht hai va/hodc cac phuong én cuia no.

Theo khia canh thir tu, sdng ché & cap dén té bao vat chu duge bién nap véi axit
nucleic caa phan tir theo khia canh thtr hai va/hodc cac phuong an ctia n6 hodc vecto theo
khia canh thir ba. Theo mot phuong 4n, té bao vat chu 1a té bao vat chui dong vat co vi.
Theo phuong 4n khéc, té bao vat chi nay 1a t& bao HEK293, té bao u tiry chuot NSO,
hoic t& bao budng trimg chudt dong Trung Quéc (CHO).

Theo khia canh thtt ndm, sang ché dé cap dén dong té bao lai san xuét khang thé
hodc méanh gin két khang nguyén theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh néu trén

hodc cac phuong an cia no.

Theo khia canh thir su, sang ché dé cap dén té bao vat chu dugc phan 14p san Xuét
khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo khia canh bét k¥ trong s6 cac khia canh

néu trén hodc cac phuong an cua no.

Theo khia canh thit bay, sang ché @& cap dén phuong phép san xuét khang thé
hoic manh gin két khang nguyén cia n6 theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh néu
trén hodc cac phuong an cua no, bao g@)m bude (a) nudi céy té bao vat chu biéu hién
khang thé néu trén hoic méanh gin két khang nguyén hodc nudi cay té bao vat chu theo
khia canh thir ba hodc phuong 4n cta né hodc dong té bao lai theo khia canh tht tu; va
(b) phan lap khang thé néu trén hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 tix té bao vat cha
duoc nudi cdy néu trén.

Theo khia canh tht tam, sang ché d& cap dén khéang thé hodc méanh gin két khang
nguyén cia n6 dugc san xuét theo phuong phap theo khia canh thir sau.

Theo khia canh thir chin, sang ché @& cap dén duogc phém chtra khang thé hoic
manh gén két khang nguyén cta né theo khia canh bét k¥ trong s6 cac khia canh néu trén

6
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hoic cac phuong 4n ctia n6, va ta duge duge dung. Theo mot phuong éan, dugc phim nay

duoc cung cip dé st dung 1am thudc.

Sang ché ciing mo ta phuong phap didu tri bénh viém cép hodc man tinh, bao gébm
budec cho dbi trong can didu tri st dung lugng c6 hiéu qua didu tri cua khang thé duoc
phan 14p hodc manh cia no6 theo khia canh bét ky trong sd cac khia canh néu trén hoic
cac phuong 4n cia n6. Theo mot phwong 4n, bénh viém nay bao gbm bénh thin man tinh
(CKD) bao gdm, vi du CKD géy ra boi bénh tiéu duong, bénh than do di thio duong, va
bénh huyét ap cao.

Sang ché ciing mo ta phuong phéap didu tri bénh ty mién, bao gdbm budc cho dbi
tuong can diéu tri str dung lugng c6 hiéu qua diéu tri cua khang thé duge phéan 1ép hodc
manh ctia né theo khia canh bét ky trong sé cc khia canh néu trén hodc cic phuong an
ctia n6. Theo mdt phuwong 4n, bénh tu mién ndy bao gbdm bénh lupus ban do hé théng,
bénh viém co, hdi ching Sjogren nguyén phat, bénh da xo cirng, bénh viém mang bd dao
trude, bénh vay nén, hodc bénh viém khép dang thip.

Céc diu hiéu va uvu diém nay va cac déu hiéu va uu diém khac cia sang ché s&
duogc hiéu df?ly dt hon tir phin mb ta chi tiét sang ché sau day cung voi cac diém yéu cau
bao hd kém theo. Luu ¥ ring pham vi clia sdng ché duogc xac dinh boi bd yéu cau bao ho
va khong bédi viéc thao ludn cu thé cac ddu hiéu va cac vu diém trong phin mo ta sang
ché.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1A - 1C. Qua trinh tiét khang thé dan dau. Fig.1A m6 ta quy trinh sang loc xen
ké& v6i huFLT3L va muFLT3L va su lam giau thu dugc cla cac thu vién thuc khuén thé
BMYV, CS, DP47 va Dyax. Fig.1B mé ta quy trinh ma nho dé cac két qua sang loc duoc
tach dong vao trong cac vecto dbi voi HTRF canh tranh xudi dong. Fig.1C md ta cac két
qua HTRF (su phat huynh quang duoc quyét dinh béi thoi gian ddng nhét) canh tranh d6i
v6i cac khang thé chon loc dan dau.

Fig.2A-2C. Sy biéu hién FLT3L & cc dong té bao. Fig.2A chimg té su bicu hién
FLT3 tang & dong té bao RS4;11 so véi cc dong té bao EOL-1, MOLMI3, va MV4-11.
Fig.2B khéng dinh ring FLT3L t4i td hop lién két voi FLT3 trén dong té bao RS4;11 theo

cach phu thuc lidu. Fig.2C chimg t6 rang sy diéu hoa giam FLT3 trén bé mit cua cac té
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bio RS4;11 co thé dugc phat hién chinh xac véi khang thé khang FLT3 dugc ban sén c6
str dung phan tich dém té bao theo dong va sy diéu hoa giam nay xay ra trong su dap Ung

v6i st ghép ndi véi FLT3L theo cach phu thude lidu.

Fig.3A va 3B. Su phat sinh EC80 va thir nghiém sau do. Fig.3A thé hién duong
cong chuan do FLT3L duoc sir dung dé thu duoc néng dd ma tai @6 80% cua FLT3 bé
miit t& bao dugc didu hoa giam trén céc té bao RS4;11 (EC80). Fig.3B thé hién dic diém
trc ché cua khang thé khang FLT3L dugc ban sin va cAu trac tai td hop cua thu thé FLT3
(FLT3-Fc) chéng lai 96 pM FLT3L t4i t6 hop ma theo cach khac dan dén su diéu hoa
giam 12 80% ciia FLT3 bé mit té bao trén cac t€ bao RS4;11.

Fig.4A-4C. Su tc ché tng vién khang thé din dau ctia sSFLT3 ngudi va khi cyno.
Fig.4A thé hién cac dic diém e ché cta nam khang thé chon loc dan dau chéng lai 96
pM FLT3L nguoi. Fig.4B thé hién céc dic diém e ché ciia nam khang thé chon loc din
d4u chdng lai 96 pM FLT3L khi du6i dai. Fig.4C thé hién cac dic diém tc ché cia nam
khéng thé chon loc dan dau chéng lai FLT3L chudt.

Fig.5A-C. Sy tc ché khang thé chon loc dan dau ctia FLT3 bé mit té bao. Fig.5A
thé hién kha ning cta cac khang thé din dau lién két v6i FLT3L nguoi duoc biéu hién
trén b& mat cia cac dong té bao CHO duoc tai nap. Fig.5B thé hién khang thé dan dau
lién két v6i FLT3L bé mit té bao cta khi cyno. Fig.5C thé hién khang thé dan dau lién két
v6i FLT3L bé mit té bao ctia chudt nht.

Fig.6A-C. Khang thé chon loc din dau lién két voi FLT3L ngudi ndi sinh. Fig.6A
thé hién su biéu hién FLT3L trén cac té bao T so cip cua ngudi sau 7 ngay kich thich
bang IL-2. Fig.6B thé hién kha ning cua tit ca cac khang thé chon loc dan dau lién két
v6i FLT3L noi sinh trén céc té bao T so cdp clia ngudi, ngodi trir dong vo tinh 5D9I.
Fig.6C thé hién ring cai thién i luc ciia CATSD9 béi qué trinh dime héa trude khi 1 véi
céc té bao T so cip dugc phép phét hién sy lién két phu thudc liéu ctia dong vo tinh véi

FLT3L ndi sinh trén bé mit té bao T.

Fig.7A va 7B. Su uc ché truyén tin hiéu bé mit té bao boi cac khang thé chon loc
din du. Fig.7A thé hién duong cong déap Umg lidu cia cac té bao RS4;11 dbi véi cac té
bao CHO biéu hién FLT3L, x4c dinh 1000 CHO trén médi giéng khi s6 luong tbi vu dé
cam tmg 80% su diéu hoa giam cua FLT3 trén bé mat té bao RS4;11. Fig.7B thé hién
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rang tat ca cac khang thé chon loc dan d4u déu c6 kha ning tic ché FLT3L bé mat té bao

trén céc té bao CHO & pham vi nao do.

Fig.8A va 8B. Su hoat hoa va trung hoa cic con duong truyén tin hiéu ERK.
Fig.8A thé hién nghién clru bﬁng chirng cia khai niém thé hién su hoat hoa su truyén tin
hiéu ERK & cac té bao RS4;11 béi FLT3L. Fig.8B thé hién téc dung trc ché sy hoat héa
ERK dugc cam tmg béi FLT3L bing khang thé c6 ban trén thi truong.

Fig.9A va 9B. Sy phong bé khang thé chon loc din dAu cua sy truyén tin hiéu xudi
dong MEK 1/2 va ERK. Fig.9A thé hién hoat tinh hoat dong cua céac tng vién dong vo
tinh dan diu qua trinh phosphoryl hoa MEK 1/2 dugc cam tng béi FLT3L ngudi & cac té
bao gbc nguoi CD133+. Fig9B dua ra su khing dinh bd sung ctia hoat tinh hoat dong
dong vo tinh chéng lai su truyén tin hiéu dugc cam Gng boi FLT3L & cac té bao gbc

nguoi CD133+ so cAp, c6 str dung qua trinh phosphoryl hoa ERK lam chi béo.

Fig.10A va 10B. Tinh dac hiéu dich va dong luc hoc lién két cua céc khang thé
chon loc din dAu. Fig.10A thé hién su sang loc Pha III céc (mg vién dong vo tinh dan dau
va FLT3-Fc chéng lai dong vo tinh 5D9. Fig.10B thé hién sy sang loc Pha III ciia tat ca
cac dong vo tinh din diu va FLT3-Fc chéng lai CATS, 1a dai dién cua tAt ca cac dong vo

tinh khac véi CAT5DO.

Fig.11A va 11B. Kha nang phan tng chéo cta cac khang thé chon loc din dau ddi
v6i huSCF va huCSF. Fig.11A thé hién ring c4c khang thé chon loc din diu khong lién
két v6i huSCF tuong dong vé mit cAu tric. Fig.11B thé hién rang cac khang thé chon loc

din diu khong lién két v6i huCSF twong ddng vé mit ciu tric.

Fig.12A va 12B. Su tdi wu héa dong vo tinh. Fig.12A thé hién cac két qua cia
vong thir nhét ciia qua trinh t81 wu hoa dong vo tinh so véi CAT5D9 gbc v6i dong vo tinh
6 (C06) ¢6 sir dung phép phan tich didu hoa giam RS4;11 FLT3 1am chi béo. Fig.12B thé
hién cac két qua ciia vong thtt hai cua qué trinh t81 wu hoéa dong vo tinh so v6i CAT5D9
gbc v6i dong vo tinh 6 (C06), va cac khang thé chon loc din dau cudi cing: AM40 va

SC4017.

Fig.13A va 13B. Qua trinh trung hoa hidu qua FLT3L bé mit t& bao ndi sinh.
Fig.13A thé hién qud trinh diéu hoa giam RS4:11 FLT3 trong sy dap ng Vv6i sy pha
lodng theo béc cua céac té bao CD4+ T bidu hién FLT3L. Fig.13B thé hién céc dong v
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tinh dan dau trung hoa hoan toan hoat tinh ciia FLT3L bé mit té bao trén cac té bao CD4+
T.

Fig.14. Dé cuong nghién ctru vé viée trung hoa FLT3L & céac con khi dudi dai khoe
manh. Ba nhom céac con khi duc dudi dai (n=4 trén mdi nhém) dugce st dung 0,03, 1,
hodc 30 mg/kg AM40 (MEDI1116) trong nam lidu ding hang tuan trong mot thang, nhu
duoc chi dinh. Giai doan theo doi tam tudn sau liéu cubi duoc sir dung dé xac dinh d6 bén

ctia khang thé dugc st dung va hiéu qua ciia n6 doi véi cac quan the DC tuan hoan.

Fig.15A va 15B. Protein FLT3L huyét thanh va tan sudt DC tuan hoan sau khi st
dung khang thé khang FLT3L (AM40/MEDI1116). Fig.15A thé hién sy gén két dich boi
MEDI1116, do cac mic FLT3L huyét thanh tu do sau khi st dung tai 0,03, 1,0, va 30
mg/kg. Cac phép do huyét thanh hang ngay dugc thuc hién tir Ngay 1-8, sau d6 cac phép
do hang tudn dugc thuc hién t6i Ngay 85. Fig.15B md ta su giam va phuc hoi tin suét
CDlc+ (DC cb dién) tun hoan (trai) va tin suit DC dang twong bao (phai), duoc do dudi

dang ti I¢ phén tram ctia duong co s&, sau khi xir Iy bang MEDI1116.

Fig.16A-16D. phép do su bidu hién FLT3L va mdi twong quan két qua SLEDAI &
cac dbi twong bi bénh SLE so véi phép do huyét thanh va phan tich dém té bao theo dong
ctia cac té bao T. Fig.16A md ta cac mic FLT3L & huyét thanh ctia d6i tugng cho khoe
manh (HD) va ddi twong bi bénh SLE. Fig.16B mo ta mdi twong quan giira cac két qua
FLT3L SLEDAI huyét thanh. Fig.16C mé ta tAn suét té bao FLT3L+T tudn hoan & céc
d6i tuong cho khée manh (HD) va dbi twong bi bénh SLE. Fig.16D mé ti mdi twong
quan giita cac té bao FLT3L+ CD4+ T va céc két qua SLEDAL.

Fig.17A - 17C. Su bidu hién FLT3L & cac tap con t& bao CD4+ T va céac két qua
SLEDAL Fig.17A mb ta phan trim cAc t& bao CD4 Tyim sinn biéu hién FLT3L ¢ HD va dbi
tugng bi bénh SLE. Bang bén dudéi mo ta mbi twong quan cla cac t& bao CD4 Thim sinh
bidu hién FLT3L & déi twong bi bénh SLE so véi két qua SLEDAL Fig.17B md ta phan
trdm céc t& bao CD4 Typy biéu hién FLT3L & HD va dbi twong bi bénh SLE. Bang bén
dudi md td mbi twong quan cta cic t& bao CD4 Typy biéu hién FLT3L & dbi trong bi
bénh SLE so véi két qua SLEDAL Fig.17C mé ta phin tram céc té bao CD4 Tey biéu
hién FLT3L ¢ HD va d6i tuong bi bénh SLE. Béng bén dudi mo ta méi tuong quan cla
cac t& bao CD4 Tyim o biéu hién FLT3L & déi twong bi bénh SLE so véi két qua
SLEDAL

10
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Fig.18A - 18C. Su bidu hién FLT3L & c4c tip con PBMC CD4 tir céc dbi tuong bi
bénh viém co. Fig.18A md ta phan trdm céc té bao CD4 Tpjm sinn biéu hién FLT3L & HD
va dbi tuong bi bénh bi bénh viém co. Fig.18B mb ta phan trim cdc t& bao CD4 Typm
biéu hién FLT3L & HD va dbi twong bi bénh bi bénh viém co. Fig.18C mé ta phan trim
céc té bao CD4 Tey biu hién FLT3L & HD va biéu hién bi bénh viém co.

Fig.19A - 19B. Protein niéu va céc két qua viém than & chudt nht MRL. Fig.19A
mo ta su giam protein niéu tai 17 tuln sau khi st dung khang thé khang FLT3L. Fig.19B
md ta cac két qua viém than tai 18 tudn sau khi sir dung khang thé khang FLT3L.

Fig.20A - 20C. Cac quan thé té bao dudi gai lach & chudt nhat MRL. Fig.20A md
ta su thay dbi & tan sudt CD11+ siglec-H+pDC sau khi st dung khang thé khang FLT3L.
Fig.20B md ta tAn sudt CD11 ¢+CD11b+mDC sau khi st dung khang thé khang FLT3L.
Fig.20C mo ta tAn suat CD11c+CD8+mDC sau khi sir dung khang thé khang FLT3L.

Fig.21A va 21B. Két qua bénh ly tuyén nuéc bot & md hinh chudt nhdt bi hoi
chimg Sjogren NOD.H2h4. Fig.21A thé hién sy thay d6i & bénh Iy tuyén nudc bot & md
hinh chudt nht bi hdi chimg Sjogren NOD.H2h4 sau khi dung lidu didu trj cia khang thé
khang FLT3L so véi déi chimg isotyp. Fig.21B thé hién sy thay ddi ¢ bénh 1y tuyén nuée
bot & mo hinh chudt nhét bi hoi ching Sjdgren NOD.H2h4 sau khi ding liéu dw phong
ctia khang thé khang FLT3L so v6i dbi ching isotyp.

Fig.22A - 22D. Céc thay ddi sy c6 mat t& bao dubdi gai sau khi st dung khang thé
khang FLT3L. Fig.22 A va 22B md ta cac thay ddi & tin suat DC dang tuong bao
(B220+CD11c+Siglec-H+) sau khi str dung khang thé khang FLT3L, dugc thé hién bang
phép do té bao theo dong (A) va duge dinh lugng (B). Fig.22C va 22D mo ta nhing thay
dbi & tin sudt DC ¢b dién (B220™2CD11c™) sau khi st dung khang thé khéng FLT3L,
dwoc thé hién biang phép do té bao theo dong (C) va dugc dinh lugng (D).

Fig.23A - 23C. PK cta khang thé khang FLT3L (MEDI1116) & khi dudi dai trong
quan vé6i qué trinh trung hoa chirc nang cta FLT3L, duoc khing dinh béi su trc ché va tro
lai cta cac pDC. Nhu dugc chi ra boi cac miii tén, khang thé khang FLT3L (MEDI1116)
duoc sir dung cho khi dudi dai mot 14n mot tudn vao céac ngay 1, 8, 15, 22, 29. Fig.23 A
md ta PK cua khang thé khang FLT3L (MEDI1116). Fig.23 B m6 ta cac mirc FLT3L hoa
tan tai céc lidu khang thé khang FLT3L (MEDI1116) 1a 0,03 mg/kg, 1,0 mg/kg, va 30
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mg/kg. Fig.23 C mo ta tan sut pDC, duge do dudi dang ti 1€ phén trim cia dudng co sb,

tai cac lidu khang thé khang FLT3L (MEDI1116) 1 0,03 mg/kg, 1,0 mg/kg, va 30 mg/kg.

Fig.24A - 24C. M6 hinh dinh lidu & ngudi ddi véi khang thé khang FLT3L
(MEDI1116) phan chiu lidu ding Q4W. Fig.24 A mé ta PK cta khang thé khang FLT3L
(MEDI1116) & khi dudi dai. Fig.24 B m6 ta PD cta khang thé khang FLT3L (MEDI1116)
& khi dudi dai. Fig.24 C mo ta PD khang thé khang FLT3L (MEDI1116) dugc du doan &
nguoi.

Fig.25A - 25B. Khang thé don dong khang FLT3L (LFC-1) trung hoa mot cach
hiéu qua FLT3L trong toan bd thoi gian didu tri va dan dén sy tich tu phtc hop dugce
chit/phbi tir tudn hoan. Fig.25A md ta cac mac FLT3L huyét thanh tu do sau khi st dung
khang thé khang FLT3L va khang thé dbi chung isotyp. Cac muc FLT3L ty do dugc do
bang cach st dung FT3L-IgG lam chét bt giit va khang thé da dong khang FLT3L chudt
nhit duge gin thé sulfo lam chét phat hién. Fig.25B md ta tdng cac mirc FLT3L huyét
thanh (dang tu do va lién kéf) sau khi st dung khang thé khang FLT3L va khang thé dbi
chung isotyp. Téng cac mirc FLT3L dugc do bang cach sir dung khang thé da dong khang
FLT3L chudt nhit dé bét git va phat hién.

Fig.26A - 26D. Sy phong bé FLT3L tc ché qua trinh hoat héa té bao T & lach va
hach bach huyét (LN) d4n luu SG cua cac chudt nhit NOD-H2™ gia. Su phong bé FLT3L
bing khang thé don dong khang FLT3L (LFC-1) din dén lam gidm tan suét té bao
CD44™ CD4+ va CD8+ T trai qua khang nguyén ¢ lach va LN dan luu tuyén nude bot (&
cudi ctia nghién ctru tai 24-26 tudn tudi). Cac dd thi thanh thu dugc tir phén tich dém té
bao theo dong ciia LN dan Iuu va lach. M>i thanh thé hién gia tri trung binh +/- sai s6
chuén ctia trung binh (SEM) cta n = 4-5 chudt. Fig.26A mo ta cdc quan thé t€ bao
CD44™ CD4+ T & lach sau khi sir dung khang thé khang FLT3L va khéng thé d6i chimg
isotyp. Fig.26B mé ta cac quan thé t& bao CD44™ CD4+ T ¢ LN sau khi st dung khéng
thé khang FLT3L va khang thé déi chimg isotyp. Fig.26C md ta céc quan thé € bao
CD44™ CD8+ T & lach sau khi st dung khang thé khang FLT3L va khang thé dbi chimg
isotyp. Fig.26D mo ta cac quan thé t& bao CD44™ CD8+ T & LN sau khi st dung khéng
thé khang FLT3L va khang thé d6i chimg isotyp.
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Fig.27. Su phong bé khang thé khang FLT3L tri liéu lam giam c6 chon loc hai do
dac hiéu tu khang thé IgG huyét thanh. C4c mau huyét thanh twong tng dugc do bang
phén tich tu khang thé UTSW IgG.

Mo ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén cac khang thé dugc phan lap hodc cac manh gin két khang
nguyén clua chung gén két dic hiéu véi FLT3L. Theo mot sb khia canh, cac phan tir nay
1a cac khang thé va manh gin két khang nguyén cua ching gén két dac hiéu voi FLT3L.
Theo mot phuong an, cac khang thé khang FLT3L theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé
trc ché hodc 1am gidm sy lién két FLT3/FLT3L d trc ché hoat hoa cac qué trinh truyén tin
hiéu viém. Céch tiép can nay c6 uu diém 12 n6 tin cong chimg viém tai ngudn truyén tin
hiéu cho phép cai thi¢n hon hiéu qua didu tri khang viém. Cac polynucleotit lién quan,
cac vecto, cac dugc phim chira cac khang thé khang FLT3L hodc ménh gin két khang
nguyén cua ching, cling dugc @& cap dén. Ciing dugc dé cap dén 1a phuong phép sén
xuét cling nhu phuong phap st dung khéng thé khang FLT3L va ménh gin két khang
nguyén theo sang ché, vi du phuong phép diéu tri bénh tu mién va/hodc bénh viém man

tinh & dbi tuong (1am liéu phap truc tip, liéu phap hé tro, hogc liéu phap két hop).

Dé sang ché c6 thé dugc hiéu 16 rang hon, thuat ngit nhét dinh dugc dinh nghia

trude tién. Cac dinh nghia bb sung dugc néu trong toan bd phan mo ta chi tiét.
Thuit ngir

Trude khi mé ta chi tiét sang ché, nén hidu ring sang ché khong bi gi6i han & cac
thanh ph??m ho#c cac budc quy trinh cu thé, vi vay c6 thé thay dbi. Trir khi ¢c6 quy dinh
khac, tAt ca thuat ngit khoa hoc va k¥ thuat duoc st dung & ddy c6 nghia nhu dugce hiéu
thong thuong bdi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ma sang ché thuoc
vé. Céc tai liéu tham khao sau day cung cAp cho nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc ky thudt dinh nghia chung vé nhiéu thuat ngit dugc st dung trong ban md ta nay:
Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (tai ban lan thir 2,
1994); The Cambridge Dictionary of Science and Technology (Walker ed., 1988); The
Glossary of Genetics, tai ban lan thir 5, R. Rieger et al. (eds.), Springer Verlag (1991); va
Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). Thuat ngit sau day c6
y nghia nhu dugc md ta cho ching dudi day, trir khi c6 quy dinh khac.

13
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Thuat ngtr “khang thé,” (hodc doan, bién thé, hodc din xuit cua nd) duoc st dung
trong ban mo ta d& chi it nhit mot phin nho ciia khang thé ma c6 kha nang lién két véi
khang nguyén, vi du it nhét mién bién ddi cua chudi ning (VH) va mién bién d6i cua
chudi nhe (VL) trong ngit canh khang thé dién hinh dugc san sinh béi té bao B. Cac ciu
trac khang thé co ban & cdc hé¢ dong vét c6 xuong sbng 1a di dugc hidu tuong dbi ro.
Xem, vi du Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Téi ban lan tha 2, 1988). C4c khéang thé hodc cac manh gén két khang
nguyén, cac bién thé, hodc cac dan xuit clia ching bao gdm, nhung khong bi gi6i han &,
cac khang thé da dong, don dong, khang thé coa nguoi, khang thé nhan tao hodc khang
thé kham, cac manh gén két epitop thuat ngit, Fab, F(ab"),, Fv, cac Fv don chudi (scFv),
cac khang thé don chudi, cac Fv dugc lién két boi disulfit (sdFv), cdc manh bao gém
mién VL hoic VH (Fd), cdc manh dugc tao ra boi thu vién biéu hién Fab, va cadc manh
khéng thé khac va céc t6 hop cta ching ma van gifta dugc chirc nang lién két khang

nguyén, firc la, kha ning li€n két voi, vi du FLT3L, mot cach dic hiéu.

Khang thé dién hinh bao gdm it nhét hai chudi nang (H) va hai chudi nhe (L) duoc
ndi lién v6i nhau qua céc lién két disulfit. Mdi chudi ning dugc tao thanh tir ving bién
d6i chudi ning (dugc goi tit & day 1a VH hodc Vy) va ving khong d6i chudi ning. Ving
khong dbi chudi ning nay duoc tao thanh tir ba mién, CH1, CH2, va CH3. M&bi chudi nhe
duoc tao thanh tur vung bién dbi chudi nhe (dugc goi tat & day 1a VL hodc Vi) va vung
khong ddi chudi nhe. Ving khong dbi chudi nhe nay duoc tao thanh tir mot mién, CL.
Cac ving VH va VL ¢o thé con duoc chia nhd thanh cdc ving siéu bién ddi, dugc goi 1a
cac vung xac dinh bd sung (CDR), dugc nam xen gitta v6i cac viung ma dugc bao toan
hon, dugc goi l1a cac ving khung (FW). M3i VH va VL dugc tao thanh tir ba CDR va bon
FW, duoc sip xép tir dau cling amino dén dau cung carboxy theo thir tu sau day: FW1,
CDR1, FW2, CDR2, FW3, CDR3, FW4. Céc viing bién ddi clia cac chudi ndng va chudi
nhe chira mién lién két ma twong tdc véi khang nguyén. Cac ving khong ddi cua céac
khang thé c¢6 thé didu khién su lién két cia globulin mién dich véi cdc md hodc cac yéu tb
chu, bao g6m cac té bao khéac nhau ctia hé mién dich thuat ngi, cac té bao yéu t tac
dong) va thanh phén thir nhét (Clq) cta hé bb sung c¢b dién. Cac khang thé 1am vi du theo
sang ché bao gbm cac khing thé khang FLT3L (gbc va duge tao dong mam), cic dong vo
tinh duoc t6i wu héa ai luc, cac khang thé dugc tbi wu héa thiéu ADCC, cac khang thé

duoc lién hop thudt ngit, ADC), va cac khang thé duoc tdi wu hoa khac thuat ngit, cac
14



53999 15/124

khang thé dugc t6i wu héa thoi gian ban huy huyét thanh bao gdm, vi du céc dot bién
YTE, xem Dall'Acqua et al., J. Biol. Chem. 281:23514-24 (2006) va bang sang ché My
s6 7,083,784, ma duogc Kkét hop toan by & day béng cach vién dan).

Theo cac phuong an nhét dinh, cac CDR cta VH (HCDR1, HCDR2, va HCDR3)
va cac CDR cua VL (LCDR1, LCDR2, va LCDR3) gdm cac trinh ty axit amin cta: (a)
cac SEQ ID NO.29, 30, 31, 32, 33, va 34, tuong ung; hodc (b) cac SEQ ID NO.29, 30,
31, 35, 33, va 34, tuong ung; hodc (c) cac SEQ ID NO.29, 36, 37, 32, 33, va 38, tuong
ung.

Khang thé co thé thude 16p bét ky trong sb nam 16p globulin mién dich chinh: IgA,
IgD, IgE, IgG, va IgM, hodc céc 16p phu (cac isotyp) cia ching thuét ngit, IgG1, 1gG2,
1gG3, 1gG4, IgAl va IgA2), dua trén do tuong ddng cua cac mién hang dinh chudi ning
ciia chung dugc dé cdp dén lan luot 1a alpha, delta, epsilon, gamma, va mu. Céc 16p
globulin mién dich khac nhau c6 cac cAu tric tiéu don vi khac nhau va da biét rd va cac
ciu hinh khong gian ba chidu. Cac khang thé c6 thé 1a trdn hodc duoc lién hop véi cac

phén t& khac nhu doc t6, ddng vi phong xa, v.v. dé tao thanh cac ADC.

Khang thé “phong bé” hoic khang thé “dbi khang” 1a khang thé ma we ché hoic
lam gidm hoat tinh sinh hoc ciia khang nguyén ma né lién két, nhu FLT3L. Theo khia
canh nhét dinh, khang thé phong bé hodc khang thé ddi khang v& co ban trc ché hoic tc
ché hoan toan hoat tinh sinh hoc cua khang nguyén. Vi dy, sy hoat hoa FLT3 dugc trung
gian béi FLT3L c6 thé dugc gidm bang it nhit 10%, it nhat 15%, it nhat 20%, it nht
25%, it nhat 30%, it nht 35%, it nhit 40%, it nht 45%, it nhat 50%, it nhat 55%, it nhét
60%, it nhit 65%, it nhat 70%, it nhit 75%, it nhit 80%.,it nhat 85%, it nhat 90%, it nhat
95%, hoac tham chi 100%.

Thuat ngit “khang thé FLT3L,” “khang thé ma lién két v6i FLT3L,” hodc “khang
thé khang FLT3L” dugc st dung trong ban mo ta d8 chi khang thé hoic manh gin két
khang nguyén ciia n6 ma c6 kha nang lién két FLT3L v6i 4i luc dang ké sao cho phan tr
nay hitu dung lam chét tri lidu-hode chit chin doan & FLT3L huéng dich. Thuit ngir
“khang FLT3L” ciing bao ham theo nghia rong cdc phan tir bao gdm, vi du cac CDR clia
cac khang thé theo sang ché dugc két hop thanh khung.

Thuét ngit “tao dong mam” duge sur dung trong ban md ta de chi cac axit amin tai

cac vi tri dic hiéu trong khang thé dugc dot bién nguoc thanh cac axit amin ¢ dong mam.
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“Ving bién dbi” ctia khang thé dé chi ving bién ddi ctia chudi nhe khang thé hogic
ving bién dbi ctia chudi niing khéng thé, mot minh hodc trong su két hop. Cic ving bién
dbi cua chudi ning va chudi nhe mdi loai gém bdn vung FW dugc két nbi bai ba vung
CDR. Céac CDR trong mdi chudi dugc giit cing nhau trong ving lan cén gan boi cac
viung FW va, véi cac CDR tur chudi con lai, gop phan tao nén thong tin cua vi tri lién két
khang nguyén cua cac khang thd. C6 it nhat hai k§ thuat dé xic dinh cac CDR: (1)
phuong phap dua trén do bién ddi trinh tu chéo loai (tirc 13, Kabat et al. Sequences of
Proteins of Immunological Interest, (tai ban lan tht, 1991, National Institutes of Health,
Bethesda Md.)); va (2) phuong phap dua trén cac nghién ctru tinh thé hoc vé& céac phirc
hop khang nguyén - khang thé (Al-lazikani et al. (1997) J. Molec. Biol. 273:927-948)).
Ngoai ra, nhitng sy két hop ctia hai phwong phép nay doi khi duoc st dung trong linh vurc
dé xac dinh cac CDR.

Hé théng danh sb thtr tw Kabat thuong dugc st dung khi dé cap dén gbc trong
mién bién ddi (khoang cac gbc 1-107 clia chudi nhe va cac gbc 1-113 ctia chudi ning)
thuat ngit, Kabat et al., Sequences of Immunological Interest, Tai ban lan thir 5. Public

Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)).

Thuét ngit “d4nh so thir ty vi tri axit amin nhu theo Kabat™ hogc “vi tri Kabat” va
loai twong tu dé chi hé thong danh s6 thir tu duoc st dung doi véi cac mién bien doi
chudi ning hodc cac mién bién doi chudi nhe cia su bién soan cac khang thé trong Kabat

etal., 1991).

Thuét ngt “mién lién két khing nguyén,” “manh gin két khang nguyén,” va
“manh gin két” duoc st dung trong ban mo ta dé chi mot phan ctia phan tir khang thé ma
bao gbém cAc axit amin chiu trach nhidm ddi voi sy gin két dic hiéu giita khang thé va
khang nguyén. Vung bién dbi cho phép khang thé hoac méanh gin két khang nguyén nhén
biét mot cach chon loc va gin két dic hiéu cac epitop trén khang nguyén. Tuc 1a, mién
VH va VL, hodc tip con cac vung xac dinh bd sung (CDR), ctia khang thé két hop dé tao
ra ving bién db6i ma x4c dinh vi trf lién két khang nguyén khong gian ba :Cl_l'iél,'l. Cu thé
hon 13, mién lién két khang nguyén dugc xac dinh bdi ba CDR trén mdi chudi trong sd
cac chudi VH va VL. Nhu duge stt dung & ddy, mot phan cla phan tt khdng nguyén ma
chiu trach nhiém d6i véi cac tuong tac dic hidu voi mién lién két khang nguyén duoc goi

1a “epitop.” Mién lién két khang nguyén thuong bao gbm ving bién ddi chudi nhe khang
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thé va ving bién ddi chudi ning khang thé, tuy nhién, khong nhét thiét phai bao gbm ca
hai. Vi du, manh khéang thé duogc goi 1a “Fd” chi gdbm mién VH, nhung van con chirc

nang lién két khang nguyén nao do cta khang thé nguyén ven.

Cac manh gin két ciia khang thé duoc tao ra bang cac ky thuat ADN tai td hop,
hodc bang su phan tach bang enzym hoidc hod hoc cac khang thé nguyén ven. Cac manh
gén két bao gém Fab, Fab', F(ab")2, Fv, va cac khang thé don chudi. Viéc cit cac khang
thé bang enzym papain tao thanh hai manh gin két khang nguyén gidng nhau, ciing dugc
biét dén 1a cac manh”Fab”, va manh “Fc”, khong c6 hoat tinh lién két khang nguyén
nhung c6 kha nang két tinh. Viéc cét cac khang thé bing enzym pepsin tao thanh ménh
F(ab')2 trong d6 hai nhanh ctia phan tr khang thé dugc lién két va bao gdm hai vi tri lién
két khang nguyén. Méanh F(ab')2 c6 kha nang lién két chéo voi khang nguyén. “Fv” khi
dugc stir dung & day dé chi manh tdi thiéu coa khéang thé ma van con ca vi tri nhan biét
khang nguyén va vi tri lién két khang nguyén. “Fab” khi dugc sir dung & day dé chi manh

ctia khang thé ma bao gom mién hang dinh cta chudi nhe va mién CH1 cua chuoi nang.

Nhu duoc sir dung ¢ day, vung Fc bao gdm céc polypeptit bao gdm ving khong
dbi cua khang thé khong bao gbm mién globulin mién dich viung khong d6i thtr nhét. Do
d6, Fc @& chi hai mién globulin mién dich ving khong dbi cudi cung cua IgA, IgD, va
IgG, va ba mién globulin mién dich ving khong dbi cubi cung cta IgE va IgM, va dau
cung N ving ban 18 linh hoat déi v6i cac mién nay. Déi véi IgA va IgM, Fe ¢6 thé bao
gbébm chudi J. DPéi v6i IgG, Fc bao gdm céc mién globulin mién dich Cgamma2 va
Cgamma3 (Cy2 va Cy3) va vung ban 1& gitta Cgammal (Cyl) va Cgamma?2 (Cy2). Mic
du cac duong bao cia vung Fe ¢ thé thay ddi, ving Fc chudi ning IgG ngudi ludn dugc
xéc dinh dé bao gdm cac gde €226 hodc P230 d6i voi ddu cing carboxyl cla n6, trong do

cach danh sé tht tu 12 theo chi s6 chau Au nhu dugc néu trong Kabat et al., 1991.

“Khang thé don dong” dugc st dung trong ban md ta dé chi quan thé khang thé
ddng nhét lién quan dén su nhén biét va gin két dic hidu cao cua yéu t6 quyét dinh khang
nguyén don, hodc epitop. Diéu nay 1a trai ngugc véi cac khang thé da dong ma thuong
bao gdm cac khang thé khac nhau hudng dén chdng lai céc yéu t6 quyét dinh khang
nguyén khic nhau.

Thuét ngit “khang thé don dong” bao ham ca céac khang thé don dong nguyén ven
va chiéu dai ddy du ciing nhu cidc manh khéang thé (nhu Fab, Fab', F(ab'")2, Fv), cdc manh
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bién d6i don chudi (scFv), cac protein dung hop bao gbm mét phan khang thé, va phén tir
globulin mién dich dugc cai bién khac bt ky bao gdm vi tri nhan biét khang nguyén.
Hon nita, “khang thé don dong” duge st dung trong ban md ta dé chi cac khang thé nhu
vay duogc tao ra theo nhidu cach bét ky bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, boi dong té
bao lai, su chon loc thuc khuén thé, su biéu hién tai td hop, va cac dong vt chuyén gen

thuat ngit , su biéu hién cua khang thé ctia nguoi & chudt chuyén gen).

Thuat ngtr “khéng thé nhén tao” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi khang thé
thu duoc tir globulin mién dich khong phai nguoi thudt ngit, chudt), ma da duogc thiét ké

@2 1am tang d6 trong dong véi cic bién thé khang thé dugc san sinh & nguoi.

Thuat nglt “khang thé ctia nguoi” duge st dung trong ban md ta dé chi khang thé
duoc san sinh bdi nguodi hodc khang thé ¢6 trinh tu axit amin twong Gng véi khang thé
dugce san sinh boi ngudi duge tao ra bang cach st dung k¥ thuét da biét trong linh vuc
thuat ngit, su biéu hién tai t6 hop & cic té bao dugc nudi ciy, hodc su biéu hién & dong
vét chuyén gen). Do d6, thuat ngt khang thé ctia ngudi ciing bao ham khang thé ¢6 trinh
tu axit amin twong Ung v6i khang thé v& mat ngudn gdc duge san sinh bdi ngudi (hodc
bién thé dugc thiét ké hodc dan xuét ciia n6) nhung duoc biéu hién & hé théng khong phai
ngudi thuat ngtr, duge san sinh béi qua trinh tong hop hoa hoc; duge biéu hién tai to hop
& té bao vi khuén, dong vat ¢6 v, hodc con trung; hodc duge biéu hién & dbi tuong dong
vat). Do d6, khang thé thu dugc tir dbi tugng nguoi hodc tu té bao nguoi thuat ngftr, té bao
lai hodc dong té bao biéu hién khang thé t4i t6 hop hodc méanh ciia nd) va sau d6 duoc
biéu hién & dong vat, vi du chudt nhit, dugc coi 1a khang thé cua nguoi. Pinh nghia vé
khang thé ctia ngudi nay bao gbdm cac khang thé nguyén ven hoic c6 chidu dai day du,
cac manh cda chung, va/hoac cac khang thé bao gdm it nhat mot polypeptit chudi ning
va/hodc chudi nhe ctia nguoi nhu, vi du khang thé bao gém polypeptit chudi nhe chudt va

chudi nang nguoi.

Thuét ngit “khang thé kham” dwgc sir dung trong ban mo ta @& chi cac khang thé
trong d6 trinh ty axit amin cua phéan tir globulin mién dich c6 ngudn gdc tir hai hodc
nhiéu loai dong vat. Thong thudng, ving bién ddi cta ca chudi nhe va chudi ning tuong
ung voi vung bién dbi cta cac khang thé c6 ngudn gbc tir mot loai dong vat c6 vi thuét
ngit, chudt nhit, chudt cdng, tho, v.v.) v6i do dc hiéu, va/hogc i lyc, va/hodc kha nang

duoc mong mudn trong khi céc ving khong doi 12 twong dong véi cac trinh ty trong cac
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khang thé c6 ngudn gde tir loai khac (ludn 1a ngudi) dé tranh goi ra sy dap ing mién dich
O loai do.

Thuat ngit “polynucleotit” dugc st dung trong ban md ta dé chi mot axit nucleic
cling nhu nhiéu axit nucleic va d8 chi phan tir hodc cu tric axit nucleic duoc phan lap, vi
du ARN thong tin (mARN) hoic ADN plasmit (pADN). Polynucleotit c6 thé bao gdm
lién két phosphodieste thong thuong hodc lién két khong thong thuong thuét ngi, lién két
amit, nhu duoc phat hién & cac axit nucleic peptit (PNA)). Thuat ngir “axit nucleic” dugc
sir dung trong ban mo ta dé chi mot hodc nhiéu doan axit nucleic bét ky, vi du cdc manh
ADN hoic ARN, c¢6 mit & polynucleotit. Thuat ngit axit nucleic hodc polynucleotit “dugc
phén 1ap” dugc nhim dén 13 axit nucleic, ADN ho#ic ARN, ma di dugc loai bé khdi moi
truong tu nhién cua nd. Vi du, polynucleotit tai t8 hop ma ho4 tiéu don vi polypeptit
trong vecto dugc coi 12 duoc phan 1ap nhu theo sang ché. Cac vi du khac vé polynucleotit
dugc phéan 1dp bao gbm cac polynucleotit tai td hop dugc duy tri & cac té bao vat chit
khac loai hodc cac polynucleotit tinh khiét (mot phan hozc gan nhu tinh khiét) trong dung
dich. C4c phén tt ARN duoc phan lap bao gdm cac ban phién ma ARN in vivo hodc in
vitro ciia cac polynucleotit. Cac polynucleotit hodc axit nucleic duge phén 18p con bao
gdm cac phéan tr dugc san xuit bang cach tong hop. Ngoai ra, polynucleotit hodc axit
nucleic ¢6 thé ¢6 hodc khong bao gom yéu td diéu hoa nhu trinh tw khéi dong, vi tri lién

két ribosom, hoic trinh tu két thuc phién ma.

Theo cac phuong an nhét dinh, polynucleotit hodc axit nucleic la ADN. Trong
truong hop 1a ADN, polynucleotit bao gbdm axit nucleic ma ma hoa polypeptit thong
thudong c6 thé bao gbm trinh tw khéi dong va/hodc cac yéu t6 kiém soat phién ma hogc
dich ma khéc lién két didu khién v6i mot hoc nhidu ving ma héa. Lién két hogc gin két
didu khién 1a khi ving ma hoa cho san pham gen, vi du polypeptit, dugc lién két véi mot
hoidc nhiéu trinh tu diéu hoa theo cach nhu vy dé dat su biéu hién cua san phém gen
trong su tac dong hodc kiém soat cua (céc) trinh tu diéu hoa. Hai manh ADN (nhu ving
ma héa polypeptit va trinh tw khéi dong lién két véi n6) dugc “lién két diéu khién” hodc
“ofin két diéu khién” néu qua trinh cam g hoat dong cta trinh tu khoi dong dan dén su
phién md mARN ma hoa san phim gen mong muén va néu ban chit ciia lién két gitra hai
méanh ADN khong can trd khd ning cta trinh tu diéu hoa biéu hién kiém soat sy biéu hién

clia san pham gen hodc céan tré kha nang cliia khuéon ADN duge phién ma. Do do, vung
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trinh ty khéi dong s€ duge lién két didu khién v6i axit nucleic ma hoa polypeptit néu
trinh tu khoi dong nay c6 kha néng tac dong dén qua trinh phién m axit nucleic d6. Trinh
tu khéi dong nay co thé 1a trinh tu khoi dong dic hiéu t& bao ma kiém soat qué trinh
phién ma thuc su cia ADN chi ¢ céc- t& bao da x4c dinh trude. Cac yéu td kiém soat qua
trinh phién ma khéc, bén canh trinh tu khoi dong, vi du trinh ty tang cuong, trinh tu diéu
khién, trinh tu e ché, vi cdc tin hiéu két thuc phién ma, c6 thé duoc lién két didu khién
véi polynucleotit dé diéu khién qua trinh phién ma dac hiéu t€ bao. Cac trinh tu khéi

dong thich hgp va cac vung kiém soét phién ma khac theo séng ché.

Theo cac phuong an khéc, polynucleotit ¢6 thé 1a ARN, vi du & dang ARN thdong
tin (mARN).

Thuét ngit “vecto” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi axit nucleic khi duoc dua
vao trong té bao vat chu, nhd do tao ra té bao vat chu duogc bién nap. Vecto co thé bao
gbm cAc trinh ty axit nucleic ma cho phép no sao chép trong té bao vat chii, nhur gdc tai
ban. Vecto cling co thé bao g?)m mot hodc nhiéu gen chi thi chon loc va cac yéu td di

truyén khéac da biét trong linh vurc k¥ thuat.

Té bao “duoc bién nap”, hodc té bao “chu”, 1a té bao ma axit nucleic d3 duoc dua
vao trong d6 bang cac k¥ thuat sinh hoc phan tt. Thuat ngit su bién nap bao gdm tat ca
cac k¥ thudt ma nho d6 axit nucleic ¢ thé duoc dua vao trong té bao niy, bao gdbm su
chuyén nap bing cic vecto virut, sy bién nap bang cac vecto plasmit, va dugc ADN tran
vao bang xung dién, chuyén nhiém qua liposom, va gia tdc stng ban hat. Té bao dugc

bién nap hoic té bao vat chu c6 thé 1a t& bao vi khuan hodc t€ bao nhan chuan.

Thuét ngit “FLT3L” dugc st dung trong ban md ta dé chi phéi tir tyrosin kinaza 3
gidng nhu ung thu td chuc lién két McDonough ctia méo (FMS), polypeptit ma la xytokin
tao huyét ma lién két véi thy thé tyrosin kinaza 3 giéng FMS (FLT3). FLT3L dugc bicu
hién ban dau duéi dang protein lién két mang, trude khi duge tach bing enzym thanh
dang hoa tan. Ca dang dugc lién két mang (mFLT3L) va dugc tiét (sFLT3L) dugc bao
gbm trong dinh nghia v& FLT3L.

Trong ban mo t& nay, “bao gom,” “gdm c6,” “chira,” va “c6” va dang twong tu c6
thé c6 nghia dugc gan cho ching trong Ludt sang ché My va c6 thé c6 nghia la “bao
gbm,” “gdm c6,” va dang tuong ty; “vé co ban gom” hodc “co ban gébm” cling co6 nghia

dugc gan cho trong Luét sang ché My va thuét ngit nay c6 nghia két thiic ma, cho phép
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su hién dién cta nhi€u hon nhiing gi duoc liét ké mién 13 cac dic diém co ban hodc méi
cta chung duoc liét ké khong bi thay doi khi c6 su hién dién cla nhiéu hon nhitng gi da

duoc liét ké, nhung loai trir cAc phuong an da biét trong tinh trang k¥ thuét.

Thuét ngit “xac dinh,” “danh gia,” “phén tich,” “do,” va “phat hién” dugc st dung
trong ban mo ta dé chi ca su xac dinh vé mit dinh luong va dinh tinh, va vi vay, thuét ngir
“xac dinh” c6 thé duoc sir dung thay thé nhau & day v6i “phan tich,” “do,” va dang twong
tu. Khi su xac dinh dinh lugng dugc hudng dén, cum tir “xac dinh luong” cla chét phan
tich va loai tuwong tu co thé dugc st dung. Khi su x4c dinh dinh tinh va/hodc dinh lugong
duoc huong dén, cum tir “x4c dinh mirc” cia chét phén tich hoic “phat hién” chét phan
tich dugc str dung.

~, GG

Thuat ngit “tuong ddng” hoic “phan tram do tuong ddng” trong ngit canh cua hai
hodic nhiéu axit nucleic hodc polypeptit, dung dé chi hai hodc nhiéu trinh tw hoic tiéu
trinh tw ma gidng hodc co ti 1€ phan trim nhét dinh ciia nucleotit hodic cac gbe axit amin
giéng, khi dugc so sanh va dugc can trinh ty (cac khoang tréng dua vao, néu cﬁn) cho su
twrong xung toi da, khong xem xét dén su thé axit amin bao tha bat ky 1a mot phén ctia do
tuong dong trinh ty. Phan trim do tvong ddng c6 thé duge do bing cach str dung phan
mém hoic thujt to4n so sanh trinh tuy hodc bang cach quan sat bang mat thuong. Thuat
toan va ph.:?ln mém khéc nhau da biét trong linh vuc k§ thuat ma c6 thé dugc str dung dé
thu dugc su can trinh ty axit amin hodc nucleotit (xem vi dy, Karlin ef al., 1990, Proc.
Natl. Acad. Sci., 87:2264-2268, nhu dugc cai bién trong Karlin et al., 1993, Proc. Natl.
Acad. Sci., 90:5873-5877, va dugc két hgp vao cac chuong trinh NBLAST va XBLAST
(Altschul et al., 1991, Nucleic Acids Res., 25:3389-3402). Theo cac phuong an nhét dinh,
BLAST c6 khoang trbng c6 thé duge st dung nhu duge md ta trong Altschul ef al., 1997,
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. BLAST-2, WU-BLAST-2 (Altschul et al, 1996,
Methods in Enzymology, 266:460-480), ALIGN, ALIGN-2 (Genentech, South San
Francisco, California) hodac Megalign (ADNSTAR).

Thuat ngit “dwgc phan 14p” dugc st dung trong ban mod ta dé chi phan tr ma
khéng & trong hoan canh ty nhién ctia né. Khong c6 muirc do tinh ché cu thé nao dugc yéu
cAu. Vi du, khang thé duoc phan 1ap 1a khdng thé ma khong dugc tao ra hodc dugc dat
trong moi truong bam sinh hoic tu nhién ctia nd. Cac vt liéu sinh hoc dugc tao ra theo

cach tai to hop dugc coi 1a duge phan 14p nhu duge mo ta ¢ ddy ma duoc taora & té bao
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khong tw nhién, nhu té bao lai. Co cht, vi du protein duge phan l4p, nhu khang thé, cling
dugc coi l1a “dugc phan lap” néu n6 dugc tach, dugce tach phan doan, hodc dugc tinh ché
mot phin hodc v& co ban dwoc tinh ché bing khang thé bat ky thich hop. Vi du, khang thé

duoc coi 1a “duge phan 1ap” néu n6 vé co ban khong chira vt li€u t€ bao hodc céc protein

khéc tir nguon t€ bao hodc ngudn md ma né thu duge tir do.

Thuét ngit “gén két dic hiéu” duoc sir dung trong ban mo ta dé chi chét thuét ngr,
phéi tir hoc khang thé) ma nhan biét va lién két v6i phan tir thuat ngi, thu thé hodc
epitop), va ma lién két nay doi héi tinh bo sung nao do gitta chét thuét ngit, khang thé) va
phan tu thuat ngfr, phéi tir). Véi dinh nghia nay, khang thé dugc cho 1a “gan két dac hiéu”
v6i phéi tir khi né lién két v6i phéi tir d6 d& dang hon 1a lién két v6i phan tir ngau nhién,
khong lién quan. Thuét ngt “dd ddc hiéu” dugc su dung & day dé dinh lugng 4i luc twong
d5i ma nho d6 khang thé nhét dinh lién két v6i phdi tir nhat dinh. Vi du, khang thé “A”
c6 thé duge cho réng ¢O d0 dac hiéu cao hon dbi véi phéi tir da cho thuét ngtt, FLT3L)

hon khang thé “B.”

Thuat ngit “ai luc” duge st dung trong ban mo ta dé chi sé do cuong @6 lién két
cua epitop riéng r& v6i CDR cua khang thé. Xem, vi du Harlow et al., Antibodies: A
Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press), Tai ban 14n 2, 1988) tai cac
trang 27-28. Thuét ngir “su thu hat” dugc s dung trong ban md ta dé chi d6 én dinh téng
quat cua phire hop gitra quéan thé khang thé va khang nguyén, tirc 13, cudong do két hop
hoat dong ctia hon hop khang thé v6i khang nguyén. Xem vi du, Harlow tai cac trang 39-
34. Sy thu hat lién quan dén ca 4i luc cla céc khang thé riéng ré trong quan thé véi cac

epitop dac trung, va ca hiéu gia clia cac khang thé va khang nguyén.

Thuét ngt “Gc ché” hodc “phong bé” dugc st dung thay thé nhau & day va dé chi
su giam c6 y nghia théng ké hoat tinh sinh hoc, bao gdm su phong bé hoan toan hoat
tinh. Vi du, “su tc ché” c6 thé d& chi sy giam bang khoang 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90% hodc 100% hoat tinh sinh hoc.

Thuat nglt “chirc ning yéu td tac dong” duge str dung trong ban mé ta dé chi cac
hoat tinh ctia khang thé ma thu duge tr sy twong tac ctia cac thanh phan Fc ctia chiing véi
céc thu thé Fe hodc cac thanh phan cla phan bd sung. Céc hoat tinh nay bao gbm, vi du
kha ning gy doc té bao dugc gy ra bdi té bao phu thuge khang thé (ADCC), kha ning
gdy doc té bao phu thudc phﬁn bd sung (CDC), va su thuc bao té bao phu thudc khang thé
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(ADCP). Do do, protein lién két khang nguyén thuat ngit, khang thé hodc manh gin két
khang nguyén cua nd) véi chirc nang yéu t6 tac dong thay d6i dé chi protein lién két
khang nguyén thuat ngit, khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia nd) ma chura sy
thay dbi & vung Fc thuat ngir, su thé, su 1am khuyét, hodc su bd sung axit amin hodc su
thay ddi & oligosacarit) ma lam thay d4i hoat tinh cua it nhit mot chie ning yéu t6 tac
dong thudt ngit, ADCC, CDC, va/hoac ADCP). Protein li€n két khang nguyén thuit ngit,
khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua nd) véi chirc ning yéu t6 tac dong duge
ci thién dé chi protein lién két khang nguyén thuat ngft, khang thé hoic manh gin két
khang nguyén cia n6) ma chia su thay dbi & vang Fc thuat ngit, su thé, su lam khuyét,
hodc sy bd sung axit amin hodc sy thay dbi & oligosacarit) ma lam tang hoat tinh cua it

nhit mot chtre ning yéu t6 tic dong thuat ngit, ADCC, CDC, va/hoac ADCP).

Thuat ngir “d6i twong” dugc st dung trong ban mo ta dé chi dong vat bat ky thuat
ngit, dong vat c6 vi), bao gbm, nhung khong bi gi6i han & nguoi, dong vat linh truéng
khéng phai 1a nguoi, loai gdm nhim, va dong vat tuong ty, ma la dbi tuong tiép nhén
didu tri cu thé. Thong thuong, thuat ngir “déi twong” va “ddi tugng bi bénh” va “ca thé”
duoc sir dung thay thé nhau & dy. Céc vi du bd sung vé cac dbi tugng bao gbdm dong vat

¢6 vi khong phai ngudi, nhu bo, ngua, cho, clru, hodc meo.

Thuat nglr “dugc phém” dugc st dung trong ban mo ta dé chi ché phém & dang ma
cho phép hoat tinh sinh hoc cua hoat chit thuét ngi, khang thé khang FLT3L theo sang
ché) c6 hiéu qua, va khdng chira cac thanh phén bd sung ma doc hai dén mirc khong chép
nhan duoc dbi voi dbi tugng ma sé st dung ché phdm nay. Ché pham nhu vay c6 thé vo

trung.

“Luong cb hiéu qua” cua khang thé khang FLT3L nhu theo sang ché 13 luong du
dé thyc hién muc dich cu thé da dua ra. “Luong c6 hidu qua” ¢ thé duogc xac dinh theo

kinh nghiém va theo cach thong thuong, li€én quan dén muc dich dé ra.

Thuét ngir “lugng c6 hi€u qua diéu tri” va “lugng co6 hiéu qua duge ly” dugc st
dung trong ban mo ta-d8 chi-lugng khang thé khang FLT3L theo séng ché hoic thude

khac c6 hiéu qua dé “diéu tri” bénh hodc roi loan ¢ doi tugng.

Thuét ngit nhu “viéc diéu tri” hodc “su diéu tri” hodc “dicu tri” hodc “lam thuyén
giam” hodc “thuyén gidm” duge st dung trong ban mo ta de chi ca (1) phép do tri liéu ma

ctru chita, 1am cham lai, 1am gidm céc triéu ching ctia, va/hodc dinh chi sy tién tri€n cia
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tinh trang hodc r6i loan bénh 1y duoc chin dodn va (2) phép do phong ngira hodc ngan
nglra ma ngan ngira va/hodc lam cham sy phat trién cua tinh trang hoic r6i loan bénh ly
duoc hudng dich. Do do, d6i twong cén diéu tri bao gbm dbi tugng dang c6 rdi loan; d6i
tuong co nguy co mic rdi loan nay; va ddi tugng ma rdi loan nay can phai dugc ngin
ngtra. Theo cac khia canh nhét dinh, ddi tugng “dugc diéu tri” thanh cong d6i v4i bénh tu
mién hodc bénh viém theo cac phuong phép cla sang ché néu dbi tuong bi bénh thé hién,
vi du su giam toan by, mot phﬁn, hodc tam thoi céc triéu chung lién quan dén bénh tu
mién hoic bénh viém.

Céac pham vi dugc dua ra ¢ day duoc hidu 1a dang téc ky dbi vai tat ca cac gia tri
nam trong pham vi nay. Vi dy, pham vi tir 1 dén 50 duoc hidu 1a bao gdm sb bat ky, tb
hop ctia cac s6, hodc pham vi con tir nhém bao g@)m 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13,
14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, hodc 50.

Thuat ngit “didu tri,” viéc diéu tri,” “su diéu tri,” va dang tuong tu, dé chi viéc 1am
giam va/hodc cai thién r6i loan va/hodc cac triéu chimg lién quan dén no. S& dugc hiéu rd
rang rﬁng, maic du khong dugc loai tru, viée diéu tri 161 loan hoic tinh trang bénh khong
yéu ciu 1a r6i loan, tinh trang bénh, hodc tri¢u ching lién quan dén no phai dugc loai bo
hoan toan. Vi du, nhu duwoc du tinh & day, su diéu tri rdi loan bao gém budc ngan ngura

viéc lam ting cac triéu ching cla roi loan nay.

Thuét nglr “hoac” dugc hiéu 12 bao gém trir khi dugc quy dinh cu thé hoac hién
nhién tir n6i dung 1a khac. Nhu duge st dung ¢ déy, cac danh tir chi sb it dugc hiéu 1a bao

ham ca dang s6 nhiéu trtr khi c6 quy dinh cu thé hodc hién nhién tir noi dung 1a khac.

Hon nita, “va/hodc” khi dugc st dung & day duoc léy la su boc 16 cu thé ctia mdi
dAu hiéu hodc thanh phén trong s6 hai hoic nhiéu d4u hiéu hoic thanh phén dac trung co
hoic khong c6 ddu hiéu hodc thanh phan khac. Do d6, thudt ngit “va/hoac” khi dugc su
dung trong cum tir nhu “A va/hodc B” ¢ diy dugc nham dé bao gém “Ava B,” “A hoac
B.” “A” (mdt minh), va “B” (mdt minh). Tuong tu, thudt ngit “va/hodc™ nhu duoc su
dung trong cum tir nhu “A, B, va/hodc C” dugc st dung trong ban mo ta dé chi ting
phuong 4n trong sb céac phuong 4n sau day: A, B, va C; A, B, hodc C; A hodc C; A hodc
B; B hoidc C; Ava C; AvaB; B va C; va A (mdt minh); B (mot minh); va C (mot minh).
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Trir khi c6 quy dinh cu thé hoac hién nhién tir ndi dung, thuét ngit “khoang” dugc
hiéu 1a ndm trong pham vi dung sai binh thuong trong linh vuc k¥ thuét, vi du nam trong
2 d6 léch chuén cua trung binh. “Khoang” ¢6 thé duoc hiéu 12 ndm trong 16n hon hoic
nho hon 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, hodc 0,01%
clia gia tri néu trén. Trir khi duoc chi ra 1a khac, tat ca cac gia tri s6 dugce dua ra & day

duoc coi 1a duge thay d6i hoan toan béi thuét ngit “khoang.”

FLT3L dugc biéu hién ban dau dudi dang protein lién két mang, truéc khi duge
tach bang enzym thanh dang hoa tan. Ca dang lién két mang (mFLT3L) va duoc tiét
(sFLT3L) déu c6 hoat dong chuc nang. Ving lién két FLT3L duoc bao toan cao gitta cac
loai, dén murc ma c6 kha ning phan tmg chéo loai dugc quan sét thdy gifta cac t6 hop
phéi ti/thu thé nguoi, loai gam nham va khi dudi dai. Tuy nhién, cac dot bién quan trong
xung quanh vi tri lién két duoc cho rang dé giai thich cho sy thiéu hut kha ning phan ting
chéo loai cua cac khang thé trung hoa duge tao ra véi FLT3L. Cac khang thé trung hoa
khang FLT3L c6 thé tic dong dén cac quan thé DC cb dién va dang twong bao, lam gidm
kha ning ciia hé mién dich cam ung va chéng chiu su dép Gmg viém kéo dai. Cac hiéu
qua thtr phat c6 thé bao gébm lam giam cic té bao NK tuan hoan va sy hoat héa té bao T
va B giam, dan dén su sbng sot clia ca hai loai té bao nay giam. Néi chung 14, su diéu hoa

giam ciia cac con duong nay c6 thé 1am gidm ching viém ty mién.

Theo mdt phuong an, dugc du tinh 1a khang thé khang FLT3L trung hoa thiic ddy
ndi can bang mién dich bang cach lam trc ché FLT3L khai lién két vi FLT3. Chién luogc
khang thé khang FLT3L huéng dich phéi tir qua thu thé dé tranh nguy co qué trinh dime
hoéa thu thé hodc truyén tin hiéu khong mong doi. Khong gidng nhu thu thé cua né, khong

¢6 mién truyén tin hiéu nao lién két vi FLT3L lién két mang.
Céc khang thé khang FLT3L

Theo phuong an duoc uu ti€n, sang ché d& cap dén cac phan tir lién két FLT3L
duoc phén 14p, vi du cic khang thé va cac méanh gin két khang nguyén cua no, gan két
dic hiéu véi FLT3L, vi du FLT3L nguoi. Trinh ty axit amin va nucleotit c6 chiéu dai day
da dbi véi FLT3L 1a da biét trong linh vuc k§ thuat (xem, vi du UniProt Acc. No. P36888
dbi voi FLT3L ngudi, hodc UniProt Acc. No. Q00342 dbi v6i FLT3L chudt nhat). Céc
khang thé khang FLT3L theo séng ché e ché su hoat hoa do FLT3L giy ra cua FLT3 va
nh& d6 1am giam sy truyén tin hiéu tidn viém va lam giam ching viém & dbi tuong.
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Theo phuong an dugc uu tién, cac khang thé khang FLT3L khong phéan tng chéo
v6i yéu to té bao gbc nguoi thé trong dong TKR tuong tu v& mat ciu trac (huSCF) hoic
yéu t6 kich thich tao méau ngudi (huCSF1). Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
ky thudt s€ nhén ra rang SCF va CSF 1a céc phéi tir ma ciing lién két v6i cac thy thé
tyrosin kinaza. Cac chét (rc ché FLT3 khong dic hiéu ma lién két v6i cac thanh vién ho
tyrosin kinaza bd sung gy ra doc tinh tir su ¢ ché toan bd su truyén tin hiéu tyrosin
kinaza. Do do6, quan trong la cac khang thé khang FLT3L chi lién két voi FLT3L, va
khong lién két véi thé twong dong tuong tu vé mat cdu trac. Nhidu khang thé khang
FLT3L va cac chat trc ché thiéu tinh dic hiéu va lién két trong pham vi rdng cta thu thé
tyrosin kinaza. Do d6, theo phuong dn dugc wu tién, khang thé khang FLT3L phai chimng
t6 4i luc cao d6i voi va gan két dac hiéu véi FLT3L.

Theo mot phuong an, cac khang thé khang FLT3L theo sang ché 1a cac khang thé
don dong, cac khang thé tai td hop, cac khang thé cta ngudi, cac khang thé nhén tao,

va/hoic cac khang thé kham.

Theo mot sb khia canh, cac phan ti lién két FLT3L bao gé)m Fab, Fab', F(ab'),, Fd,
Fv don chudi hoic scFv, Fv duoc lién két disulfit, mién V-NAR, IgNar, khang thé bén
trong, IgG CH2, khang thé nho, F(ab");, khang thé tetrame, khang thé trime, khang thé
dime, khang thé don mién, DVD-Ig, Fcab, mADb?, (scFv),, hodc scFv-Fc. Theo mot sb
khia canh, cac khang thé khang FLT3L la thudc loai IgG, vi du thudc loai IgG1 (bao gdbm
mién hing dinh globulin mién dich chudi ning IgG1). Theo cac phuong an khac, cic
khang thé khang FLT3L c6 mién hing dinh globulin mién dich chudi ning IgA, IgD, IgE,
IgG2, 1gG3, IgG4, hodc IgM.

Theo mdt sb phuong an, ving khong d6i IgG bao gdm ving khong d6i chudi nhe
dwoc chon tir nhém bao gém mién (ving) khong dbi Ig kappa va mién hang dinh Ig
lambda. Theo mdt phuong an cu thé, cac khang thé khang FLT3L bao gbm mién hing
dinh IgG1 nguoi va mién hing dinh lambda nguoi. Theo phuong 4n cu thé khéc, céac
khang thé khang FLT3L c6 dinh dang IgG1-TM sao cho cac dot bién‘durqc huéng dich
trong vung Fc thay ddi leuxin tai 243 thanh phenylalanin (L.243F), leuxin tai 235 thanh
axit glutamic (L235E), va prolin tai 331 thanh serin (P3318S); cach danh sb tht tu axit
amin 13 theo chi s& chau Au. Céc dot bién duge huéng dich 1am giam lién két FeR va

chirc ning yéu t6 tac dong ADCC (xem Organesyan et al., Acta Crystallogr D Biol
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Crystallogr. 2008 Jun 1; 64(Pt 6): 700-4; va WO 2009100309 A2, dugc két hop & day

bang cach vién dan).

Theo mot sb khia canh, cdc khang thé khang FLT3L 1a c4c khang thé cta nguoi
thuat ngir, cac khang thé CATSDY, SC4017, AM40, CAT8, CAT26, DTAX3, va DYAXS).

Khéng thé CAT5D9

Theo mot phuong an, khang thd CATSD9 d& chi khang thé gin két dic hiéu véi
FLT3L va bao gém cac vung x4c dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2, va LCDR3. HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3
bao gém céc trinh ty axit amin cia cac SEQ ID NO.29, 36, 37, 32, 33, va 38, tuong Ung.

Theo phuong an khac, khang thé CAT5D9 dé chi khang thé gan két dac hiéu voi
FLT3L va bao gdm hai mién VL c6 do tuong ddng trinh tur it nhét bang 95%, 96%, 97%,
98%, hodc 99% so véi trinh ty axit amin cia SEQ ID NO.6 va hai mién VH c6 do tuong
ddng trinh tu it nhat bing 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% so vdi trinh ty axit amin cta
SEQ ID NO.5.

Theo phuong an khac, khang thé CATSD9 dé chi khang thé ma bao gdm hai mién
VL c¢6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO.6 va hai mién VH c6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO.5.

Theo phuong an khac, khang thd CAT5D9 d& chi khang thé ma bao gdm hai mién
VL dugc ma hod béi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.20 va hai mién VH dugc mi
hoa béi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.19.

Theo mét phuong an, khang thé CAT5D9 dé chi khang thé IgG1 gén két dac hiéu
v6i FLT3L va bao gém chudi nhe c6 trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO.70 va chudi ning

¢6 trinh tu axit amin cua SEQ ID NO.69.

Theo phuong an khéc, khang thé CAT5D9 dé chi khang thé ma bao gbm chudi nhe
dugc ma hod béi trinh ty axit nucleic cia SEQ ID NO.72 va chudi ning duoc ma hoa bai

trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.71.

Khang thé SC4017

Theo mot phuong an, khang thé SC4017 dé chi khang thé gin két dic higu véi
FLT3L va bao gdm cac ving xac dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3,
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LCDR1, LCDR2, va LCDR3. HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3
bao gém céc trinh tu axit amin cta cac SEQ ID NO.29, 30, 31, 35, 33, va 34, tuong Gng.

Theo phuong 4n khdc, khéng thé SC4017 dé chi khang thé gan két ddc hiéu véi
FLT3L va bao gdm hai mién VL c¢6 do tuong ddng trinh tur it nhét bang 95%, 96%, 97%,
98%, hodc 99% so voi trinh ty axit amin cia SEQ ID NO.4 va hai mién VH c6 d6 tuong
d@)ng trinh tu it nhét béng 95%., 96%, 97%, 98%, hodc 99% so vdi trinh tu axit amin cia
SEQ ID NO.3.

Theo phuong an khac, khang thd SC4017 dé chi khang thé ma bao gdm hai mién
VL ¢6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO.4 va hai mién VH c6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO.3.

Theo phuong 4n khac, khang thé SC4017 dé chi khang thé ma bao gdm hai mién
VL dugc ma hod béi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.18 va hai mién VH dugc ma
hod bdi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.17.

Theo mdt phuong 4n, khang thé SC4017 dé chi khang thé IgG1 gan két ddc hiéu
v6i FLT3L va bao gé)m chudi nhe co trinh tu axit amin cia SEQ ID NO.66 va chudi nang
¢6 trinh tu axit amin cia SEQ ID NO.65. ’

Theo phuong an khéc, khang thé SC4017 d& chi khang thé ma bao gbém chudi nhe
dugc ma hod bdi trinh ty axit nucleic cua SEQ ID NO.68 va chudi ning duoc ma hoa bsi

trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.67.
Khang thé AM40 (MEDI1116)

Theo mét phuong 4n, khang thé AM40 dé chi khang thé gan két ddc hiéu véi
FLT3L va bao gdbm cac ving xic dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2, va LCDR3. HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3
bao g@)m céc trinh tu axit amin cta cac SEQ ID NO.29, 30, 31, 32, 33, va 34, tuong Gng.

Theo phuong 4n khac, khang thé AM40 dé chi khang thé gén két ddc higu voi
FLT3L v bao gdm hai mién VL ¢6 do twong ddng trinh tu it nhét bing 95%, 56%, 97%,
98%, hodc 99% so v6i trinh tu axit amin cua SEQ ID NO.2 va hai mién VH c6 d6 tuong
déng trinh tu it nhét béng 95%, 96%, 97%, 98%, hoac 99% so vdi trinh tu axit amin cta
SEQ ID NO.1.
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Theo phuong an khéc, khang thé AM40 dé chi khang thé ma bao gdm hai mién VL
¢ trinh ty axit amin 1la SEQ ID NO.2 va hai mién VH c6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO.1.

Theo phuong an khéc, khang thé AM40 dé chi khang thé ma bao gbm hai mién VL
dugc ma hod béi trinh tur axit nucleic cua SEQ ID NO.16 va hai mién VH dugc ma hoa

béi trinh tu axit nucleic cua SEQ ID NO.15.

Theo mdt phuong 4n, khang thé AM40 dé chi khang thé IgG1 gén két dac hiéu véi
FLT3L va bao gé)m chudi nhe c6 trinh ty axit amin cia SEQ ID NO.62 va chudi ning c6
trinh tu axit amin cua SEQ ID NO.61.

Theo phuong én khac, khang thé AM40 @ chi khang thé ma bao gdm chudi nhe
dugc ma hod boi trinh ty axit nucleic cia SEQ ID NO.64 va chudi ning dugc ma hoa boi

trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.63.
Khéng thé CATS

Theo mdt phuong an, khang thé CAT8 dé chi khang thé gin két dic hiéu voi
FLT3L va bao gdm cac ving xic dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3,
LCDRI1, LCDR2, va LCDR3. HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3
bao gém céc trinh tu axit amin cua cac SEQ ID NO.39, 40, 41, 42, 43, va 44, tuong ing.

Theo phuong én khéac, khang thé CAT8 dé chi khang thé gin két dic hicu véi
FLT3L va bao gém hai mién VL c6 d6 tuong déng trinh tu it nhét béng 95%, 96%, 97%,
98%, hoic 99% so véi trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO.8 va hai mién VH c¢6 d6 tuong
ddng trinh tu it nhat bang 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% so vdi trinh ty axit amin cta
SEQ ID NO.7.

~ Theo phuong an khéc, khang thé CATS8 dé chi khang thé ma bao gébm hai mién VL
¢c6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO.8 va hai mién VH c¢6 trinh tu axit amin 12 SEQ ID
NO.7.

Theo phuong &n khac, khang thé CAT8 d& chi khang thé ma bao gbm hai mién VL

duoc ma hod béi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.22 va hai mién VH dugc mé hoa

béi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.21.
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Theo mdt phuong an, khang thé CATS dé chi khang thé IgG1 gan két déc hidu véi
FLT3L va bao gdm chudi nhe c6 trinh ty axit amin cia SEQ ID NO.74 va chudi ning c6
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO.73.

Theo phuong an khac, khang thd CAT8 dé chi khang thé ma bao gdbm chudi nhe
dugc ma hod béi trinh ty axit nucleic cua SEQ ID NO.76 va chudi niing dugc ma hoa bai

trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.75.
Khéng thé CAT26

Theo mdt phuong 4n, khang thé CAT26 dé chi khang thé gin két ddc hiéu véi
FLT3L va bao gdm céc ving xac dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2, va LCDR3. HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3
bao gf‘)m céc trinh tu axit amin cua cac SEQ ID NO.45, 40, 46, 47, 48, va 49, tuong ung.

Theo phuong 4n khac, khang thé CAT26 dé chi khang thé gan két dac higu voi
FLT3L va bao gdm hai mién VL c6 do twong ddng trinh tu it nhat bang 95%, 96%, 97%,
98%, hoiic 99% so voéi trinh tu axit amin cia SEQ ID NO.10 va hai mién VH c6 d6 tuong
d@)ng trinh tu it nhét béng 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% so véi trinh tu axit amin cua
SEQ ID NO.9.

Theo phuong an khac, khang thd CAT26 d& chi khang thé ma bao gdm hai mién
VL ¢6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO.10 va hai mién VH c¢6 trinh tu axit amin 12 SEQ
ID NO.9.

Theo phuong 4n khéc, khang thé CAT26 dé chi khang thé ma bao gdm hai mién
VL duoc ma hod béi trinh tu axit nucleic cuia SEQ ID NO.24 va hai mién VH dugc ma
ho4 bdi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.23.

Theo mét phuong 4n, khang thé CAT26 dé chi khang thé IgG1 gén két ddc hiéu
voi FLT3L va bao gém chudi nhe c6 trinh tir axit amin cia SEQ ID NO.78 va chudi ning
cé trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO.77.

Thec phuong 4n khéc, khing thd CAT26 @& chi khang thé ma bao gbm chudi nhe
duoc ma hod béi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.80 va chudi ning dugc ma hoa bai

trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.79.

Khéng thé DYAX3
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Theo mot phuong an, khang thé Dyax3 dé chi khang thé gin két dic hiéu véi
FLT3L va bao gdm cac ving xac dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2, va LCDR3. HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3
bao gém céc trinh tu axit amin ctia cac SEQ ID NO.50, 51, 52, 53, 54, va 55, tuong Ung.

Theo phuong an khac, khang thé Dyax3 dé chi khang thé gin két dic hiéu véi
FLT3L va bao gdm hai mién VL c6 do tuong ddng trinh tu it nhat bang 95%, 96%, 97%,
98%, hodc 99% so voi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO.82 va hai mién VH c6 do tuong
ddng trinh t it nhét bing 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% so v6i trinh ty axit amin cla
SEQ ID NO.&81.

Theo phuong an khéc, khang thé Dyax3 dé chi khang thé ma bao gdm hai mién
VL ¢6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO.12 va hai mién VH c¢6 trinh tu axit amin 1a SEQ
ID NO.11.

Theo phuong an khéc, khang thé Dyax3 dé chi khang thé ma bao gdm hai mién
VL dugc ma hod béi trinh tu axit nucleic cua SEQ ID NO.26 va hai mién VH dugc mi
ho4 béi trinh tu axit nucleic cua SEQ ID NO.25.

Theo mot phuong an, khang thé Dyax3 dé chi khang thé IgG1 gan két dac higu véi
FLT3L va bao gém chudi nhe c¢6 trinh tu axit amin cua SEQ ID NO.82 va chudi ning c6
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO.81.

Theo phuong an khac, khang thé Dyax3 dé chi khang thé ma bao gém chudi nhe
duoc ma hod béi trinh ty axit nucleic cia SEQ ID NO.84 va chudi ning duoc mi hoa bai

trinh tu axit nucleic cua SEQ ID NO.83.
Khéang thé DYAXS

Theo mot phuong 4n, khang thé Dyax5 dé chi khang thé gin két dac hiéu véi
FLT3L va bao gdm cic ving xé4c dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2, va LCDR3. HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3
bao gdm céc trinh ty axit amin cta cac SEQ ID NO.56, 57, 52, 58, 59, va 60, tuong tng.

Theo phuong 4n khac, khang thé Dyax5 dé chi khang thé gin két ddc hiéu voi
FLT3L vi bao gdm hai mién VL c6 do twong ddng trinh ty it nhat bang 95%, 96%, 97%,
98%, hodc 99% so v6i trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO.86 va hai mién VH c¢6 do tuong
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ddng trinh ty it nhit bang 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% so vdi trinh ty axit amin cia
SEQ ID NO.85.

Theo phuong an khac, khang thé Dyax5 dé chi khang thé ma bao gdm hai mién
VL ¢6 trinh tu axit amin 1la SEQ 1D NO.14 va hai mién VH c6 trinh tu axit amin 13 SEQ
ID NO.13.

Theo phuong an khac, khang thé Dyax5 dé chi khang thé ma bao gbm hai mién
VL dugc ma hod boi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.28 va hai mién VH dugc ma
hod bdi trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.27.

Theo mot phuong an, khang thé Dyax5 dé chi khang thé IgG1 gin két dic hiéu véi
FLT3L va bao gdm chudi nhe c6 trinh tu axit amin cua SEQ ID NO.86 va chudi ning c6
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO.85.

Theo phuong 4an khéc, khang thé Dyax5 d8 chi khang thé ma bao gém chudi nhe
duoc ma hoa bai trinh ty axit nucleic cia SEQ ID NO.88 va chudi nang duoc ma hod béi

trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO.87.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, séng ché @ cap dén khang thé hodc manh gin két
khang nguyén cua no gén két dic hiéu v6i FLT3L, chira tdp hgp céc vung xac dinh bd
sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3 trong d6 HCDRI,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3 chita cac trinh ty axit amin nhu néu
trong: (a) cac SEQ ID NO.29, 30, 31, 32, 33, va 34, tuong ung; hodc (b) cac SEQ ID
NO.29, 30, 31, 35, 33, va 34, twong tng; hodc (c) cac SEQ ID NO.29, 36, 37, 32, 33, va

38, tuong Ung.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, khéng thé hodc manh gin két khang nguyén ciia né
bao gdm ving bién ddi chudi ning (VH) va ving bién doi chudi nhe (VL), trong d6 mbi
VH va VL bao gdbm ba CDR va bbn ving khung (FW), dugc sip xép tir ddu ciing amino
dén diu cung carboxy theo thur tu sau day: FW1, CDR1, FW2, CDR2, FW3, CDR3, va
FW4.

Theo céc khia canh nhét dinh, cac ving VH va VL ¢6 do twong ddng trinh tu va
trinh tu axit amin c6 do trong ddng trinh tu it nhit bang 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%
so véi: (a) SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2, tuong tmg; hodc (b) SEQ ID NO.3 va SEQ
ID NO.4, twong mg; hodc (c) SEQ ID NO.5 va SEQ ID NO.6, tuwong tng.
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Theo cac khia canh nhét dinh, cac CDR cua VH (HCDR1, HCDR2, va HCDR3)
va cac CDR cua VL (LCDR1, LCDR2, va LCDR3) gdm céc trinh tu axit amin cta: (a)
cac SEQ ID NO.29, 30, 31, 32, 33, va 34, tuong Ung; hodc (b) cac SEQ ID NO.29, 30,
31, 35, 33, va 34, twong tng; hodc (c) cac SEQ ID NO.29, 36, 37, 32, 33, va-38, tuong

ung.
Bang téng hop céc trinh ty khang thé khang FLT3L dugc thé hién dudi day trong
Bang 1.
Béng 1. Bang tdng hop trinh tu khang thé khang FLT3L.
Bang 1A
Khang thé VH (axit amin) VL (axit amin)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFS | NFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTRISGNIAG
SYALSWVRQAPGQGLEWMGTRPPTSRTASY | YFVQWYQQRPGSSPTTVIYEDYQRPSGVP
AM40 | AQKFQGRVTITVDESTSTGYMELSSLRSED | DRFSGSIDSSSNSASLTISGLKTEDEADYYC
TAVYYCASNDFVYGSYRFWGQGTTVTVSSA QSYDDYRRAAFGGGTKLTVL

(SEQ ID NO.1) (SEQ ID NO.2)
QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSS | NEMLTQPHSVSESPGKTVTISCTRTSGWIA
YALSWVRQAPGQGLEWMGTRPPTSRTASY | GYFVQWYQQRPGSSPTTVIYEDYQRPSGV

SC4017 | AQKFQGRVTITVDESTSTGYMELSSLRSEDT | PDRFSGSIDSSSNSASLTISGLKTEDEADYYC
AVYYCASNDFVYGSYRFWGQGTTVTVSS QSYDDYRRAAFGGGTKLTVL
(SEQ ID NO.3) (SEQ ID NO.4)
QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKISGGTFSS | NFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTRTSGNIAG
YALSWVRQAPGQGLEWMGGIIPVFRTASYA | YFVQWYQQRPGSSPTTVIYEDY QRPSGVP
CATSD9 | QKFQGRVTITVDESASTGYIELSSLKSEDTAT | DRFSGSIDRSSNSASLTISGLKPDDEADYYC
YYCASNNYVWGSYRFWGQGTTVTVSS QSYDDTSQGVFGAGTKVTVL

(SEQ ID NO.5) (SEQ ID NO.6)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSSY | QSVLTQPPSASGTPGQRVAISCSGSSSNIGS
AMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYA | GYVYWYQQVPGTAPTLLIHRNNQRPSGVP

CATS | DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA | DRFSGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCA
VYYCARSSGYYGANFDFWGQGTTVTVSS AWDDSLSGYVFGTGTKVTV
(SEQ ID NO.7) (SEQ ID NO.8)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS | oy 10ppsASGTPGQRVTISCSGSSSNIGIN
YAVSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYY
PVNWYQQLPGTAPKVLIYSDKYRPSGVAD
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
CAT26 | A DAY GSSWYFYYFDYWGQGTMYy | RFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYFCAA
WDDSLNGRVFGTGTKLTVL
TVSS (SEQ ID NO.10)

(SEQ ID NO.9) :
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESM. | [/ ovimochcer o cun by s T CRASQSIDT
YEMRWVRQAPGKGLEWVSVIPSGGKTFYA

YLNWYQQKPGK APKLLIY AASKLEDGVPS

Dyax3 | PSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA | ¢ oo GTGTDFTLTIRSLQPEDFASYFCQQS
Y VYYCARYSRWFGQLGFYSHYAMDVWSQG

YSSPGITFGPGTKVEIK
TTVIVSS (SEQ ID NO.12)
(SEQ ID NO.11) :
p 7 G

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS |\ 1y 0\ 11(5pSSI.SASVGDRVTITCRASQSISS
YIMVWVRQAPGKGLEWVSSIYSSGGSTSYA

DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA | YLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPS

Dyax5 RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQS

VYYCTRYSRWFGQLGFYSHYAMDVWSQG
TTVTVSS
(SEQ ID NO.13)

YSTPPWTFGQGTKVEIK
(SEQ ID NO.14)

Bang 1B
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Khang thé

VH (ADN)

VL (ADN)

AM40

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGA
GGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGG
TCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCA
GCAGTTATGCTCTTAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGA
ACGCGGCCGCCGACCTCCCGGACAGCAAG
CTACGCACAGAAATTTCAGGGCAGAGTCA
CGATTACCGTGGACGAATCCACGAGCACA
GGCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATC
TGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGTC
AAACGACTTCGTGTACGGGAGTTATCGTTT
CTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCT
CCTCAGCG
(SEQ ID NO.15)

AATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTC
GGAGTCTCCGGGGAAGACGGTAACCATCTCC
TGCACCCGCACCAGTGGGAACATTGCCGGCT
ACTTTGTGCAGTGGTACCAGCAGCGCCCGGG
CAGTTCCCCCACCACTGTGATCTATGAGGATT
ACCAACGACCCTCTGGGGTCCCTGATCGGTT
CTCTGGCTCCATCGACAGCTCCTCCAACTCTG
CCTCCCTCACCATCTCTGGACTGAAGACTGA
GGACGAGGCTGACTACTATTGTCAGTCTTATG
ATGACTACCGGCGGGCGGCGTTCGGCGGAGG
GACCAAGCTGACCGTCCTA
(SEQ ID NO.16)

SC4017

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGA
GGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGG
TCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCA
GCAGTTATGCTCTTAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGA
ACGCGGCCGCCGACCTCCCGGACAGCAAG
CTACGCACAGAAATTTCAGGGCAGAGTCA
CGATTACCGTGGACGAATCCACGAGCACA
GGCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATC
TGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGTC
AAACGACTTCGTGTACGGGAGTTATCGTTT
CTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCT
CCTCA
(SEQ ID NO.17)

AATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTC
GGAGTCTCCGGGGAAGACGGTAACCATCTCC
TGCACCCGCACCAGTGGGTGGATTGCCGGCT
ACTTTGTGCAGTGGTACCAGCAGCGCCCGGG
CAGTTCCCCCACCACTGTGATCTATGAGGAT
TACCAACGACCCTCTGGGGTCCCTGATCGGT
TCTCTGGCTCCATCGACAGCTCCTCCAACTCT
GCCTCCCTCACCATCTCTGGACTGAAGACTG
AGGACGAGGCTGACTACTATTGTCAGTCTTA
TGATGACTACCGGCGGGCGGCGTTCGGCGGA
GGGACCAAGCTGACCGTCCTA
(SEQ ID NO.18)

CAT5D9

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGA
GGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGG
TCTCCTGCAAGATTTCTGGAGGCACCTTCA
GCAGTTATGCTCTTAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGA
GGGATCATCCCTGTCTTTCGGACAGCAAGC
TACGCACAGAAATTTCAGGGCAGAGTCAC
GATTACCGTGGACGAATCCGCGAGCACAG
GCTACATAGAACTGAGCAGCCTGAAATCT
GAGGACACGGCCACATATTACTGTGCGTC
AAATAATTACGTTTGGGGGAGTTATCGTTT
CTGGGGCCAGGGGACCACGGTCACCGTCT
CCTCA
(SEQ ID NO.19)

AATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTC
GGAGTCTCCGGGGAAGACGGTCACCATCTCC
TGCACCCGCACCAGTGGGAACATTGCCGGCT
ACTTTGTGCAGTGGTACCAGCAGCGCCCGGG
CAGTTCCCCCACCACTGTGATCTATGAGGAT
TACCAACGACCCTCTGGGGTCCCTGATCGGT
TCTCTGGCTCCATCGACAGGTCCTCCAACTCT
GCCTCCCTCACCATCTCTGGACTGAAGCCTG
ACGACGAGGCTGACTACTATTGTCAGTCTTA
TGATGACACCTCTCAAGGTGTGTTCGGCGCA
GGGACCAAGGTCACCGTCCTA
(SEQ ID NO.20)

CAT8

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGG
CTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTITAG
CAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGG
CTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCA
GCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATAC
TACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCAC
CATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGC
TGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC
GAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAG
AAGCAGCGGCTACTACGGGGCCAATTTTG

CAGTCTGTGCTGACGCAGCCGCCCTCAGCGT
CCGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCGCCATCTC
TTGTTCTGGAAGCAGCTCCAACATCGGAAGT
GGTTATGTATACTGGTATCAGCAGGTCCCAG
GAACGGCCCCCACACTCCTCATCCATAGGAA
TAATCAGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGA
TTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGCCTC
CCTGGCCATCAGTGGGCTCCGGTCCGAGGAT
GAGGCTGATTATTACTGTGCAGCGTGGGATG
ACAGCCTGAGTGGTTATGTCTTCGGAACTGG

ACTTCTGGGGGCAGGGGACCACGGTCACC GACCAAGGTCACCGTC
GTCTCGAGT (SEQ ID NO.22)
(SEQ ID NO.21)
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GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGG
CTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACT | CAGTCTGTGTTGACGCAGCCGCCTTCAGCGT
CTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAG | CTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCTC
CAGCTATGCCGTGAGCTGGGTCCGCCAGG | TTGTTCTGGAAGCAGCTCCAACATCGGAATC
CTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCA | AATCCTGTGAACTGGTACCAACAACTCCCCG
GCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATAC | GAACGGCCCCCAAAGTCCTCATTTATAGTGA
carac | TACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCAC | TAAATACCGGCCCTCAGGGGTCGCTGACCGC
CATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGC | TTCTCTGGCTCCAAGTCTGGAACCTCAGCCTC
TGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC | CCTGGCCATCAGTGGCCTCCAGTCTGAGGAT
GAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGTGAA | GAGGCTGATTACTTCTGTGCAGCATGGGATG
AGACGCATATGGCAGCAGCTGGTACTTTTA | ACAGCCTGAATGGTCGCGTCTTCGGAACTGG
CTACTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACAAT GACCAAGCTGACCGTCCTA
GGTCACCGTCTCGAGT (SEQ ID NO.24)
(SEQ ID NO.23)
GAAGTTCAATTGTTAGAGTCTGGTGGCGGT
CTTGTTCAGCCTGGTGGTTCTTTACGTCTTT | GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCC
CTTGCGCTGCTTCCGGATTCACTTTCTCTAT | TGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCGCCAT
GTACGAGATGCGTTGGGTTCGCCAAGCTCC | CACTTGCCGCGCAAGTCAGAGCATCGACACC
TGGTAAAGGTTTGGAGTGGGTTTCTGTTAT | TATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGA
CCCTTCTGGTGGCAAGACTTTTTATGCTGA | AAGCCCCTAAACTCCTGATCTATGCTGCATC
bya | CTCCOTTAAAGGTCGCTTCACTATCICTAG | CAAGTTGGAAGACGGGGTCCCATCAAGATTC
AGACAACTCTAAGAATACTCTCTACTTGCA | AGTGGCAGTGGAACTGGGACAGATTTCACTC
GATGAACAGCTTAAGGGCTGAGGACACGG | TCACCATCAGAAGTCTGCAACCTGAAGATTT
CCGTGTATTACTGTGCGAGATACAGCAGAT | TGCAAGTTATTTCTGTCAACAGAGCTACTCTA
GGTTCGGGCAGCTAGGGTTTTACTCCCACT | GTCCAGGGATCACTTTCGGCCCTGGGACCAA
ACGCTATGGACGTCTGGAGCCAAGGGACC GGTGGAGATCAAA
ACGGTCACCGTCTCAAGC (SEQ ID NO.26)
(SEQ ID NO.25)
GAAGTTCAATTGTTAGAGTCTGGTGGCGGT
CTTGTTCAGCCTGGTGGTTCTTTACGTCTTT | GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCC
CTTGCGCTGCTTCCGGATTCACTTTCTCTTC | TGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCAT
TTACATTATGGTTTGGGTTCGCCAAGCTCC | CACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGC
TGGTAAAGGTTTGGAGTGGGTTTCTTCTAT | TATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGA
CTATTCTTCTGGTGGCTCTACTTCTTATGCT | AAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATC
byaxs | GACTCCGTTAAAGGTCGCTICACTATCTCT | CAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGAGACAACTCTAAGAATACTCTCTACTTG | AGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTC
CAGATGAACAGCTTAAGGGCTGAGGACAC | TCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTT
AGCCGTGTATTACTGTACGAGATACAGCA | TGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGT
GATGGTTCGGGCAGCTAGGGTTTTACTCCC | ACCCCTCCGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCA
ACTACGCTATGGACGTCTGGAGCCAAGGG AGGTGGAAATCAAA
ACCACGGTCACCGTCTCAAGC (SEQ ID NO.28)
(SEQ ID NO.27)
Bang 1C
Khang thé | HCDRI HCDR2 HCDR3 LCDRI LCDR2 LCDR3
SYALS | TRPPTSRTASYA | NPFVYGS | 1r1sGNIAGYF | EDYQRPS
YRF QSYDDYRRAA
AM40 | (SEQID QKFQG SPO D VQ SEQID | A0 D NOSH
N029) | (sEQIDN030) | (%) | (SEQIDNO32) | NO33) :
SYALS | trpprsrTASYA | NPFVYGS | 1RTSGWIAGYF | EDYQRPS
YRF QSYDDYRRAA
SO seQip SEQII%F(IEI% 30y | GEQID 1o I\];QNO 35 (1511(33(23?) (SEQID NO.34)
No29) | (SEQ 30 1 Nosiy | SEQ 33) 33)
sYaLs | GIPVFRTASYA | \NYVWG | 1o TSGNIAGYF | EDYQRPS
SYRF QSYDDTSQGV
CATSD9 | (SEQID QKFQG SEOID VQ SEQID | A0 IDNO3s)
No29) | (sEQDNo36) | (EYS | (sEQIDNO32) | NO33) :
SYAMS | 4 1sGsGGsTYy | SSOYYGA | gGsSSNIGSGY | RNNQRPS
NFDF AAWDDSLSGYV
A | seQ SEADISDVIEOG a0y | GEQID g 1\13%\10 ) (;1(5)%1) (SEQID NO.44)
No39y | CFQ 40) | Noan | CFQ 42) 43)
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DAYGSSW
SYAVS | AISGSGGSTYY | DAYSSSW | SGSSSNIGINP | SDRYRPS | , oo cos
CAT26 | (SEQID ADSVKG SEO D VN SEQID | “(SE b NO9)
N043) | (sEQDNO40) | [Z%E | SEQIDNO4T) | NO4B) :
YSRWFGQ
MYEMR | VIPSGGKTFYA | LGFYSHY | bcocrir | AASKLED | oo o
DYAX3 | (SEQID DSVKG AMDY | Fe sy | SR | oo Noss)
NO.50) | (SEQIDNOS1) | (SEQID : NO.54) :
NO.52)
YSRWFGQ
SYIMV | SIYSSGGSTSYA | LGFYSHY | pacosissyin | AASSLOS | oosysrppwt
DYAX5 | (SEQID DSVKG AMDY | o) | SEQID | &R N 0i60)
NO.56) | (SEQIDNO.57) | (SEQID : NO.59) :
NO.52)
Bang 1D
Khsng thé HC LC
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGG
TFSSYALSWVRQAPGQGLEWMGTRPPT
SRTASYAQKFQGRVTITVDESTSTGYME
LSSLRSEDTAVYYCASNDFVYGSYRFWG
QGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG | \ip\ iy TQPHSVSESPGKTVTISCTRTSGNIAGYF
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
VOWYQQRPGSSPTTVIYEDYQRPSGVPDRFSGS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
IDSSSNSASLTISGLKTEDEADYYCQSYDDYRR
TQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDK
AAFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQA
AM40 | THTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTL
\M40 NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
(axit amin) | MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYS
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT COVTHEGSTVEKTVAPTECS
VLHQDWINGKEYKCKVSNKALPASIEK (S50 1D 1062
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ :
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
K
(SEQ ID NO.61)
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCT |
GAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTG | 4 s 1T TTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCG
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGC
GAGTCTCCGGGGAAGACGGTAACCATCTCCTG
ACCTTCAGCAGTTATGCTCTTAGCTGG
CACCCGCACCAGTGGGAACATTGCCGGCTACT
GTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTT
TTGTGCAGTGGTACCAGCAGCGCCCGGGCAG
GAGTGGATGGGAACGCGGCCGCCGAC
TTCCCCCACCACTGTGATCTATGAGGATTACCA
CTCCCGGACAGCAAGCTACGCACAGA
ACGACCCTCTGGGGTCCCTGATCGGTTCTCTG
AATTTCAGGGCAGAGTCACGATTACCG
GCTCCATCGACAGCTCCTCCAACTCTGCCTCC
TGGACGAATCCACGAGCACAGGCTAC
CTCACCATCTCTGGACTGAAGACTGAGGACGA
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAG
GGCTGACTACTATTGTCAGTCTTATGATGACTA
GACACGGCCGTGTATTACTGTGCGTCA
CCGGCGGGCGGCGTTCGGCGGAGGGACCAAG
AACGACTTCGTGTACGGGAGTTATCGT
CTGACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCGGCGC
AM40 | TTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACC
CCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAG
(ADN) | GTCTCCTCAGCGTCGACCAAGGGCCCA
GAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGT
TCCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCA
GTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTG
AGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCC
ACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCG
CTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTC
TCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTC
CCCGAACCGGTGACGGTGTCCTGGAAC
CAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGC
TCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCAC
AGCTACCTGAGCCTGACGCCTGAGCAGTGGA
ACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCA
AGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCAC
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTG
GCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTG
ACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACC T A GANTGTTCA
CAGACCTACATCTGCAACGTGAATCAC
AAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAA
GAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAA (SEQ ID NO.64)
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGC
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ACCTGAATTCGAGGGGGGACCGTCAGT
CTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGA
GGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCA
TAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGG
TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGG
ACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCA
GCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA
GCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACA
GGTCTACACCCTGCCCCCATCCCGGGA
GGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCC
TGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTA
CAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTC
CGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGC
AGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCG
TGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACT
ACACGCAGAAGAGCTTAAGCCTGTCTC
CGGGTAAA
(SEQ ID NO.63)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGG
TFSSYALSWVRQAPGQGLEWMGTRPPT
SRTASYAQKFQGRVTITVDESTSTGYME
LSSLRSEDTAVYYCASNDFVYGSYRFW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC

NFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTRTSGWIAGYF
VQWYQQRPGSSPTTVIYEDYQRPSGVPDRFSGS
IDSSSNSASLTISGLKTEDEADYYCQSYDDYRR

SC4017 | DKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKD | AAFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQA
(axit amin) | TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW | NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS | ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAS CQVTHEGSTVEKTVAPTECS
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTK (SEQ ID NO.66)
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSL
SPGK
(SEQ ID NO.65)
ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTC | AATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTC
TTGGTAGCAACAGCTACAGGTAAGGG | GGAGTCTCCGGGGAAGACGGTAACCATCTCC
GCTCACAGTAGCAGGCTTGAGGTCTAG | TGCACCCGCACCAGTGGGTGGATTGCCGGCT
ACATATATATGGGTGACAATGACATCC | ACTTTGTGCAGTGGTACCAGCAGCGCCCGGG
ACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTACA | CAGTTCCCCCACCACTGTGATCTATGAGGATT
CTCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG | ACCAACGACCCTCTGGGGTCCCTGATCGGTTC
GGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTC | TCTGGCTCCATCGACAGCTCCTCCAACTCTGC
GGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG | CTCCCTCACCATCTCTGGACTGAAGACTGAGG
SC4017 | AGGCACCTTCAGCAGTTATGCTCTTAG | ACGAGGCTGACTACTATTGTCAGTCTTATGAT
(ADN) | CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAG | GACTACCGGCGGGCGGCGTTCGGCGGAGGGA

GGCTTGAGTGGATGGGAACGCGGCCG
CCGACCTCCCGGACAGCAAGCTACGCA
CAGAAATTTCAGGGCAGAGTCACGATT

ACCGTGGACGAATCCACGAGCACAGG
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATC
TGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGC
GTCAAACGACTTCGTGTACGGGAGTTA
TCGTTTCTGGGGCCAAGGGACCACGGT

CCAAGCTGACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGC
GGCGCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCT
CTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACT
GGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAG
CCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAG
CCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACA
CCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGG
CCAGCAGCTACCTGAGCCTGACGCCTGAGCA
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CACCGTCTCCTCAGCGTCGACCAAGGG
CCCATCCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
TCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCG
GCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTAC
TTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCCTGG
AACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTG
CACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCC
TCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTG
GTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGC
ACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAAT
CACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGA
CAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCC
AGCACCTGAATTCGAGGGGGGACCGTC
AGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAA
GGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCC
TGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGT
GAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTT
CAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGG
AGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT
GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCAC
CAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCT
CCCAGCCTCCATCGAGAAAACCATCTC
CAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC
CACAGGTCTACACCCTGCCCCCATCCC
GGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTC
AGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTC
TATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG
GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAA
CTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGC
AAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCA
CTACACGCAGAAGAGCTTAAGCCTGTC
TCCGGGTAAA
(SEQ ID NO.67)

GTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAG
GTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGA
CAGTGGCCCCTACAGAATGTTCA
(SEQ ID NO.68)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKISGGT
FSSYALSWVRQAPGQGLEWMGGIIPVF
RTASYAQKFQGRVTITVDESASTGYIEL
SSLKSEDTATYYCASNNYVWGSYRFWG
QGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDK

NFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTRTSGNIAGYF
VQWYQQRPGSSPTTVIYEDYQRPSGVPDRFSGS

CAT5D9 | THTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTL
(axit amin) | MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY IDRSSNSASLTgﬁgéiggﬁgﬁig?cQSYDDTSQ
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV (SEQ ID NO.70)
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPASI :
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK
(SEQ ID NO.69)
AGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTG | AATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTC
cATsDo | AGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGA | GGAGTCTCCGGGGAAGACGGTCACCATCTCC
(ADN) AGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCA | TGCACCCGCACCAGTGGGAACATTGCCGGCT

CCTTCAGCAGTTATGCTCTTAGCTGGG
TGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTG

ACTTTGTGCAGTGGTACCAGCAGCGCCCGGG
CAGTTCCCCCACCACTGTGATCTATGAGGATT
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AGTGGATGGGAACGCGGCCGCCGACC
TCCCGGACAGCAAGCTACGCACAGAA
ATTTCAGGGCAGAGTCACGATTACCGT
GGACGAATCCACGAGCACAGGCTACA
TGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGG
ACACGGCCGTGTATTACTGTGCGTCAA
ACGACTTCGTGTACGGGAGTTATCGTT
TCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCCTCAGCGTCGACCAAGGGCCCAT
CCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCT
GGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCC
CGAACCGGTGACGGTGTCCTGGAACTC
AGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACAC
CTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGG
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGAC
CGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCA
GACCTACATCTGCAACGTGAATCACAA
GCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGA
GAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAA
CTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCAC
CTGAATTCGAGGGGGGACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACA
CCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG
TCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCC
ACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACT
GGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGA
GCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGT
CAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGA
CTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAG
CCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAG
CCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAG
GTCTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAG
GAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCT
GACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCC
CAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTAC
AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCC
GACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAG
CTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCA
GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTA
CACGCAGAAGAGCTTAAGCCTGTCTCC
GGGTAAA
(SEQ ID NO.71)

ACCAACGACCCTCTGGGGTCCCTGATCGGTTC
TCTGGCTCCATCGACAGGTCCTCCAACTCTGC
CTCCCTCACCATCTCTGGACTGAAGCCTGACG
ACGAGGCTGACTACTATTGTCAGTCTTATGAT
GACACCTCTCAAGGTGTGTTCGGCGCAGGGA
CCAAGGTCACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGC
GGCGCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCT
CTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACT
GGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAG
CCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAG
CCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACA
CCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGG
CCAGCAGCTACCTGAGCCTGACGCCTGAGCA
GTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAG
GTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGA
CAGTGGCCCCTACAGAATGTTCA
(SEQ ID NO.72)

Cac dan xuat

Céc khang thé khang FLT3L theo séng ché c6 thé bao gbm cac bién thé cua cac
trinh tu duoc dé cap dén ma van giit duge kha ning gdn két dac hjéu v6i FLT3L. Cac
bién thé nay c6 thé thu dugc tir cac trinh tu cua cac khang thé bai ngudi c6 hidu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat bang céch sir dung céc k¥ thuét da rd trong linh vuc k§
thuat. Vi du, su thé, lam khuyét, hoidc b sung axit amin, cO thé duoc tao ra trong céac

vung FR va/hodc trong cac CDR cua cac khang thé khang FLT3L ma khong ngén chin su
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lién két ctia cac khang thé nay véi cc epitop cuia ching. Trong khi cc thay dbi & cac FR
luén dugc thiét ké dé cai thién @ on dinh va kha ning gay mién dich ctia mién lién két
khang nguyén, su thay dbi & cac CDR thuong duge thiét ké dé lam tang ai luc cua mién
lién két khang nguyén d6i véi dich clia né. Céc bién thé cua cac FR ciing bao gdm céc
alotyp globulin mién dich xuét hién ty nhién. Nhiing thay ddi lam tang i lyc ndy c6 thé
duoc xac dinh bing kinh nghiém bédi cac k§ thuét thong thuong ma bao gbm thay dbi
CDR va thtr nghiém 4i luc cua mién lién két khang nguyén dbi véi dich ctia né. Vi dy, su
thé axit amin bao toan c6 thé duoc tao ra bén trong CDR bét ky trong s6 cac CDR di boc
16. Nhitng thay ddi khac nhau c6 thé duoc tao ra theo cac phuong phap duge md ta trong
tai liéu Antibody Engineering, tai ban 14n thtr 2, Oxford University Press, ed. Borrebaeck,
1995. Nhitng thay d6i nay bao gdm nhung khong bi gi6i han ¢ cac trinh tu nucleotit ma
duoc thay dbi boi su thé cac codon khéc nhau ma ma hoa gbc axit amin twong duong vé
mit chirc ning bén trong trinh ty, do d6 tao ra su thay dbi “cam”. Vi du, cac axit amin
khéng phan cuc bao gf’.)m alanin, leuxin, isoleuxin, valin, prolin, phenylalanin,
tryptophan, va methionin. Cac axit amin trung tinh phén cuc bao gbém glyxin, serin,
threonin, xystein, tyrosin, asparagin, va glutamin. Cac axit amin tich di¢n duong (bazo)
bao gdm arginin, lysin, va histidin. C4c axit amin tich di¢n 4m (axit) bao gbdm axit

aspartic va axit glutamic.

Céac din xuét va cac chét tuong tu clia cac khéng thé theo sang ché c6 thé dugc tao
ra bang cac k¥ thuat khac nhau da biét trong linh vurc k¥ thuat, bao gbm céac phwong phap
t4i td hop va tong hop (Maniatis (1990) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, tdi ban
lan 2, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., va Bodansky et al.
(1995) The Practice of Peptide Synthesis, Téi ban 14n 2, Spring Verlag, Berlin, Dtrc).

Theo mdt phuong an, phuong phap san xuit mién VH ma 1 bién thé trinh ty axit
amin cia mién VH theo sang ché bao gém bude bd sung, loai bo, thé, hodc chén thém
mot hodc nhiéu axit amin trong trinh ty axit amin cua mién VH dugc bdc 10 trong sang
ché, tuy y két hop mién VH do d6 dugc dé cap dén voi mot hodc nhiéu mién VL, va thtr
nghiém mién VH hoic t6 hop hodc cac to hop VH/VL dbi véi su gén két dic hidu véi
khang nguyén. Phuong phap tuong tu ¢ thé duoc st dung trong d6 mot hodc nhiéu bién

thé trinh tu cia mién VL theo sang ché duoc két hop v6i mot hoac nhiéu mién VH.
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Céc k¥ thuit xdo tron hodc td hop twong tu cling dugc boc 10 bdi Stemmer (Nature
(1994) 370: 389-391), nguoi ma mo ta k¥ thuét lién quan dén gen p-lactamaza nhung
quan sat thiy rang phuong phap nay c6 thé duoc st dung dé tao ra khang thé.

Theo cac phuong an khéc, co thé tao ra cac ving VH hodc VL méi mang mét hodc
nhidu trinh tw ¢6 ngudn gbc tir c4c trinh tu theo sang ché c6 str dung su gy dot bién ngiu
nhién mot hodc nhidu gen VH va/hodc VL duge chon. Mot ky thuat nhu vay, PCR c6 kha
ning giy sai sét, dugc md ta boi Gram et al. (Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. (1992) 89:
3576-3580).

Phuong phap khac ma co thé duoc st dung dé huéng su gy dot bién dén cac
CDR ciia cac gen VH hodc VL. Cac k¥ thuat nay dugc boc 1o béi Barbas et al. (Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S.A. (1994) 91: 3809-3813) va Schier et al. (J. Mol. Biol. (1996) 263:
551-567).

Tuong tw, mot, hai, hodc ca ba CDR cua mién lién két khang nguyén co thé duoc
ghép vao danh muc cac mién VH hoic VL, ma sau d6 dugc sang loc manh gin két khang

nguyén dic hiéu dbi véi FLT3L.

Mot phan ciia mién bién dbi globulin mién dich hitu dung & déy co thé bao gom it
nhat mot trong sé cac CDR vé co ban nhu duge néu ra & day va, tuy y, can thiép vao céc
ving khung tir cdc manh scFv nhu dugc néu ra & day. Phén nay c6 thé bao gdm it nhét
khoang 50% cuia mot trong hai hodc ca hai FR1 va FR4, 50% la 50% dau cing C cla
FR1 va 50% dau cung N ctia FR4. Cac gbc bd sung tai du cing N hoic du cung C cla
phan co ban clia mién bién ddi c6 thé 1a phan thuong khong lién két v6i cac ving mién
bién dbi xuét hién tu nhién. Vi du, su tao cAu tric cua khang thé b%lng cac k¥ thuat ADN
t4i t6 hop c6 thé din dén viéc dua cac gbc dau cung N hogc du cing C dugc ma hoa boi
cac cau ndi duoc dua vao dé thic day viéc tach dong hodc cac budce thao tac khac. Cac
bude thao téc khac bao gdm dua céc cau néi vao dé ndi cac mién bién ddi véi cac trinh tu
protein khac bao gbm céc ving khong d6i chudi ning globulin mién dich, cac mién bién
- db1 khéc thuat ngit, trong qua trinh san xuét cac khang thé dime), hodc cac chét danh du

c6 protein nhu dugc thao luan chi tiét hon dudi day.

C4c mién lién két khang nguyén cla sang ché theo sang ché co thé dugc lién két
véi phan tir hoat dong khac, vi du peptit hodc protein khac (albumin, khang thé khac,

v.v.). Vi du, cac mién lién két khang nguyén c6 thé duge lién két boi phuong phap lién
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két chéo héa hoc ho#c bdi phwong phép tai t6 hop. Cac mién lién két khang nguyén nay
c6 thé ciing dugc lién két v6i mot trong sb nhidu polyme khong chira protein, vi du
polyetylen glycol, polypropylen glycol, hodc polyoxyalkylen, theo cach dugc néu trong
Bing sang ché My cac s6 4,640,835; 4,496,689; 4,301,144; 4,670,417; 4,791,192; hodc
4,179,337. C4c mién lién két khang nguyén ndy c6 thé duoc cai bién vé mit héa hoc bdi
st lién hgp cong hoa tri véi polyme, vi du dé tang chu ky ban hiy tudn hoan cta chiing.
Céac polyme va cac phuong phap lam vi du dé gan ching ciing dugc thé hién trong Bing

séng ché M¥ s 4,766,106; 4,179,337; 4,495,285, va 4,609,546.

Khang thé duogc boc 16 c6 thé ciing dugc thay dbi dé c6 mo hinh glycosyl héa ma
khac vai md hinh tu nhién. Vi du, mot hodc nhiéu géc carbohydrat co thé duoc loai bo
va/hoic mot hodc nhiéu vi tri glycosyl hoa duge bd sung. Viéc bd sung cic vi tri glycosyl
hoéa vao cac manh khang thé theo séng ché c6 thé dugc hoan thanh béi viéc thay dbi trinh
tu axit amin dé chira cac trinh tu lién Umg vi tri glycosyl héa da biét trong linh vuc k§
thuat. Cac phuong phéap khac dé 1am ting sd lwong cac gbc carbohydrat trén cdc manh
khang thé 1a bang cach ghép cdp hoa hoc hodc enzym cla céc glycosit voi cac gbc axit
amin cta khang thé. Cac phuong phép ndy dugc md ta trong WO 87/05330, va trong
Aplin et al. (1981) CRC Crit. Rev. Biochem., 22: 259-306. Viéc loai bd céc géc
carbohydrat bt ky khoi khéng thé c6 thé duoc hoan thanh theo cach hoa hoc hodc
enzym, vi du nhu dugc mo ta boi Hakimuddin et al. (1987) Arch. Biochem. Biophys.,
259: 52; va Edge et al. (1981) Anal. Biochem., 118: 131 va bdi Thotakura et al. (1987)
Meth. Enzymol., 138: 350. Cac manh khang thé nay ciing c6 thé duoc gin thé véi chit
dénh diu phat hién dugc, hodc chit déanh diu hoat dong. Cac chit danh diu phat hién
duoc bao gdm cac chét danh ddu phéng xa nhu 1311 hodc 99Tc, ma cling c6 thé dugc gin
vao cac manh khéang thé bang cach sit dung hoa hoc thong thudng. Céc chét danh dau
phat hién duogc ciing bao gbm céc chit danh d4u enzym nhu peroxidaza cai ngua hodc
phosphataza kiém. Céc chit danh diu phat hién duge con bao gbm céc gbc hoa hoc nhu
biotin, ma co thé dugc phat hién qua sy lién két voi géc phat hién duoc cung nguén géc

dic trung, vi du avidin dugc danh déu.

Cac mién lién két khang nguyén, trong do6 trinh ty CDR chi khac nhau khong dang
ké v6i trinh tu dugc néu & day dugc bao ham trong pham vi clia sang ché. Thong thuong,

axit amin duoc thé béi axit amin lién quan c6 dién tich, cac dic dieém ky nudc, hodc hoa
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hoc lap thé tuong tu. Cac su thé nay 13 nim trong hidu biét cia ngudi c6 hidu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat. Khong gidng nhu trong cdc CDR, su thay d6i déang ké hon
6 thé duoc tao ra & cac FR ma khong anh huéng bét lgi dén cac tinh chat lién két cta
khang thé. Nhing thay d6i d@bi. v6i cac FR bao gdm, nhung khong bi gidi han &, viéc
nhan héa cac gbc khung nhit dinh duoc thiét ké hodc c6 ngudn gdc khong phai tir nguoi
ma quan trong dbi véi su tiép xtic khang nguyén hodc dé dn dinh hoa vi tri lién két, vi du
thay d6i 16p hodc 16p phu cta ving khong dbi, thay ddi cac gbc axit amin ddc hiéu ma c6
thé thay ddi chirc ning yéu td tac dong nhu lién két thu thé Fc, vi du nhu duge mo ta
trong Bing sang ché My sb 5,624,821 va 5,648,260 va Lund ef al. (1991) J. Immun. 147:
2657-2662 va Morgan et al. (1995) Immunology 86: 319-324, hoac thay dbi cac loai ma

tir 46 vang khong ddi thu duoc.

Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét s& danh gid rang cac cai bién
duoc mo ta trén day khong phai la tat ca, co thé duogc st dung cho céc tiéu don vi protein
duoc mo ta & day, va co thé cac cai bién khac ciing c¢6 kha ning d6i voi ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat tlr cic boc 10 cla sang ché.

Ai luc va do dac hiéu khang thé khéang FLT3L

Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thudt s& nhan biét ring cac khang
thé khang FLT3L dé s dung trong bénh tu mién yéu cAu lién két ai luc cao, nhung phai
khéng c6 doc tinh ma ngan viéc st dung ching & nguoi. Cac thé twong ddng tuong tu vé
mit cdu tric cua FLT3L bao gbm yéu t6 t& bao gbc (SCF, ciing duge biét dén 1a phdi tir
KIT) va yéu td kich thich tao mau 1 (CSF1, ciing duoc biét dén 1a yéu t6 kich thich tao
méu thue khudn thé “M-CSF”). Khang thé khang FLT3L khong dic hiéu ma lién két v6i
FLT3L va ciing lién két véi SCF va CSF1 c6 thé dan dén do doc ngoai dich. Do d6 céac
khang thé khang FLT3L theo sang ché van c6 tinh dic hiéu lién két véi chi FLT3L, nhung
khong lién két v6i cac xytokin twong tu vé& mat ciu trac nhu SCF va CSF1. Nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét s& biét st dung, nhung khong bi gigi han &,
cac dong luc hoc lién két, bao g@)m Ko, Ko va Kp 1am céc phép do do déc hiéu lién Kkét.

FLT3L huyét thanh va pDC tudn hoan 13 céc chi thi sinh hoc ma c6 thé dugc st
dung l1am chét chi thi do doc lién quan dén cac dong vo tinh dan ddu khang thé khang
FLT3L. Giam nhanh pDC khi FLT3L duoc trung hoa chi ra sy uc ché viéc truyén tin hiéu
t€ bao qua trung gian FLT3L ma ting cudng sy dép Gng mién dich. Su phuc hdi nhanh
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tAn suét pDC trong su c6 mit ctia FLT3L tr do ¢6 thé phan anh viéc khong cé tinh doc
trong khang thé khang FLT3L. Theo phuong an dwoc uu tién, khing thé khang FLT3L
trung hoa FLT3L va cho phép 1am suy kiét mot cach dao nguge duge cDC va pDC khi
FLT3L tu do phuc hdi. Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat s& nhan biét
rang giam cac té bao dudi gai sau qua tinh trung hoa FLT3L, sau d6 trd lai duong co s la

chi din cua doc tinh thip ciia dong vo tinh dan dau.
Phuong phép san xuat khang thé khang FLT3L

Thuc hanh sang ché s dung, trir khi dugc chi ra 1a khéc, cdc k¥ thuét sinh hoc
phéan tr (bao gém cac k¥ thuat tai td hop), vi sinh vét hoc, sinh hoc té bao, hoa sinh va
mién dich hoc, ma ciing tét trong tAm nhin ctia ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k§ thuét. Cac ky thuat nay dugc gidi thich dﬁy da trong tai li€u, nhu, “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, tai ban lan thir hai (Sambrook, 1989); “Oligonucleotit
Synthesis” (Gait, 1984); “Animal Cell Culture” (Freshney, 1987); “Methods in
Enzymology” “Handbook of Experimental Immunology” (Weir, 1996); “Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells” (Miller and Calos, 1987); “Current Protocols in Molecular
Biology” (Ausubel, 1987); “PCR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis, 1994);
“Current Protocols in Immunology” (Coligan, 1991). Céac ky thuét nay cé thé 4p dung
duoc dé san xut polypeptit theo séng ché, va, nhu vy, c6 thé duge xem xét trong qua
trinh tao ra va thuc hanh sang ché. Cac k¥ thuat ddc biét hitu dung dbi voi cac phuong an

cu thé s& dugc thao luan trong phan Vi du thuc hién séng ché.

Theo mdt phuong an, axit nucleic dugc phan 1dp ma hoa khang thé khang FLT3L
hodc manh gin két khang nguyén cta né dugc lién két didu khién v6i mot hodc nhiéu
trinh tu diéu khién sy biéu hién trong té bao vat chi. Axit nucleic dugc phan 14p c6 thé
duoc két hop tai t6 hop vao trong vecto, ma dén luot vecto duge chuyén nap vao trong té

bao vat chii bang cach sir dung cac k§ thuat da biét.

Theo mot phuong an, cac té bao vat chu dugc bién nap voi axit nucleic dugc phan
1ap ma hoa khang thé khang FLT3L hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 ma dugc
lién két didu khién véi mot hogc nhiéu trinh ty didu khién dugc dy tinh & day. Céc vi du
vé céc té bao vat chu duoc dy tinh bao gbm cac té bao dong vat c6 v, nhu té bao
HEK293, t& bao u tay chudt NSO, hodc té bao buéng triang chudt d&‘)ng Trung Quéc
(CHO).
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Theo mét phuong &n, cac khang thé don dong khang FLT3L thuét ngit, CAT5D9,
SC4017, hoic AM40) va manh gin két khang nguyén ctia n6 c6 thé dugc tao ra bang
cach sir dung cac phuong phap té bao lai, nhu cac phwong phap duge mo ta boi Kohler
and Milstein (1975) Nature 256:495. St dung phuong phap té bao lai, chudt nhit, chudt
déng, hodc dong vat chu thich hop khac, duoc gy mién dich nhu dugc md ta trén day dé
khién cho céc té bao lympho san xuit khang thé ma s& gén két dac hiéu v6i khang nguyén

gy mién dich.

Theo phuong an khéc, cac lympho bao cling cé thé dugc gdy mién dich in vitro.
Sau khi gdy mién dich, c4c lympho bao dugc phén 14p va dugc dung hop véi dong té bao
u tay thich hop bang cach sit dung, vi du polyetylen glycol, dé tao thanh té bao thudc
dong té bao lai ma sau do6 co thé dwoc chon ra khéi cac lympho bao va céc té bao u tiy
chua dugc dung hop. Céc té bao lai ma san xuét cac khang thé don dong huéng dic hiéu
chéng lai khang nguyén dugc chon nhu duoc xac dinh bang phuong phép két tia mién
dich, thAm tach mién dich, ho#c béng thr nghiém lién két in vitro thuat ngi, thir nghiém
mién dich phéng xa (RIA); thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA)) sau
d6 c6 thé dugc nhan 1én trong moi trudng nudi cdy in vitro bang cach st dung cic
phuong phap chuan (Coding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic
Press, 1986) hodc in vivo dudi dang cac khdi u cb truéng ¢ dong vat. Cac khang thé don
dong nay sau do6 co thé duoc tinh ché tir moi truong nudi céy hodc dich ¢b truéng nhu

duoc mo ta cho céc khang thé da dong trén day.

Theo cach khac, cac khang thé don dong khang FLT3L thuat ngit, CAT5D9,
SC4017, hoic AM40) va manh gin két khang nguyén ctia n6 ciing c6 thé duoc tao ra
bing cach str dung cac phuong phap ADN téi t6 hop nhu duge mo ta, vi du trong Bing
sang ché My sb 4,816,567. Céc polynucleotit ma héa khang thé don dong dugc phan lap
tir cac té bao B trudng thanh hodc cac té bao lai, nhu béng RT-PCR st dung cac mdi
oligonucleotit ma khuéch dai dic hiéu cac gen ma hoa cac chudi nang va nhe cua Khang
thé, va trinh ty cta chung duoc x4c dinh bang cach sir dung cac quy trinh thong thuong.
Sau do, cac polynucleotit dugc phan lap ma hda cac - chudi nang va nhe duroc tach dong
vao trong cac vecto biéu hién thich hop ma khi dugc chuyén nap vio trong cac té bao vét
cht nhu té bao E. coli, cac t& bao COS khi, céc té bao buéng tring chudt déng Trung

Quéc (CHO), hoic cic té bao u tiy ma theo cach khac khong sén xuét protein globulin
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mién dich, san xuét cac khang thé don dong béi té bao vat chu. Con nira, cic khang thé
don dong tai t6 hgp khang FLT3L hogc cac manh gin két khang nguyén clia né cla cic
lodi mong muén c6 thé dugc phéan 1ap tir cac thu vién biéu hién bicu hién cic CDR ciia
loai mong mudn nhu dugec mé ta (McCafferty er al., 1990, Nature, 348:552-554;
Clarkson et al., 1991, Nature, 352:624-628; va Marks et al., 1991, J. Mol. Biol., 222:581-
597).

(Céc) polynucleotit mad hoéa khang thé khang FLT3L hoic manh gan két khang
nguyén ciia n6 c¢6 thé con duge cai bién theo nhiéu cach khic nhau c6 st dung k§ thuat
ADN t4i t§ hop dé tao ra cic khang thé thay thé. Theo mot sb khia canh, cac mién hing
dinh cua cac chudi nhe va chudi ning cua, vi du khang thé don dong chudt nhit c6 thé
duoc thé (1) d6i véi cac ving d6 cua, vi du khang thé ctia ngudi dé tao ra khang thé kham
hodc (2) dbi vai polypeptit khong phai globulin mién dich dé tao ra khang thé dung hop.
Theo mot sb khia canh, cac ving khong ddi duogc cét cut hodc dugc loai bo dé tao ra
manh khang thé mong mudn coa khang thé don dong. Su gay dot bién huéng vi tri hodc
mat do cao clia vung bién ddi c6 thé dugce st dung dé t6i vu hoa do dic hiéu, ai luc v.v.

ctia khang thé don dong.

Theo cac khia canh nhét dinh, khang thé khang FLT3L hodc manh gin két khang
nguyén ctia no la khang thé ctia ngudi hodc méanh gin két khang nguyén cua né. Céc
khang thé ctia ngudi c6 thé duoc tao ra truc tiép bang cach sir dung cac ky thuét khac
nhau d3 biét trong linh vire. Cac lympho bao B ngudi duoc bét tir hoa duge gdy mién
dich in vitro hoac dugc phén 14p tu ca thé dugc gdy mién dich ma san xuit khang thé
hudéng dén chéng lai khdng nguyén dich c6 thé dugc tao ra (Xem, vi du Cole et al,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boemer et al.,
1991, J. Immunol., 147 (1):86-95; va Bang sang ché M¥ s6 5,750,373).

Con nira,khang thé ciia ngudi khang FLT3L hodc méanh gin két khang nguyén cta
n6 ¢c6 thé duge chon tir thu vién thuc khuin thé, noi ma thu vién thyc khuin thé d6 biéu
hién cac khang thé cua ngudi, nhu duge md ta, vi du trong Vaughan ef al., 1996, Nat.
Biotech., 14:309-314, Sheets et al., 1998, Proc. Nat'l. Acad. Sci., 95:6157-6162,
Hoogenboom and Winter, 1991, J. Mol. Biol., 227:381, va Marks et al., 1991, J. Mol.
Biol., 222:581). Céc k¥ thuat dé tao ra va st dung cac thu vién thuc khudn thé khang thé
ciing duoc mo ta trong Bing sang ché My s6 5,969,108, 6,172,197, 5,885,793, 6,521,404;
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6,544,731; 6,555,313; 6,582,915; 6,593,081; 6,300,064; 6,653,068, 6,706,484, va
7,264,963; va Rothe ef al., 2007, J. Mol. Bio., doi:10.1016/j.jmb.2007.12.018 (mdi tai

liéu duoc két hop toan bo & day bang cach vién dan).

Chién thuat truéng thanh 4i luc va chién thuat x4o tron chudi (Marks ef al., 1992,
Bio/Technology 10:779-783, dugc két hop toan bo & diy bing cach vién dan) 1 da biét
trong linh vuc k¥ thuét va co thé duge str dung dé tao ra cac khang thé ctia nguoi 4i luc

cao hodc cdc manh gan két khang nguyén cua no.

Theo mot sd khia canh, khang thé don dong khang FLT3L c¢6 thé 1a khang thé
nhan tao. Cac phuong phap dé thiét ké, nhan hoa, hoic tai tao bé mit cac khang thé
khong phai nguoi hodc nguoi cling ¢o th8 dugc sir dung va da biét rd trong linh vuc k¥
thuat. Khang thé nhan tao, duoc tai tao bé mit hodc duong thiét ké tuong tu co thé co
mdt hodc nhiéu g axit amin tir ngudn ma khéng phai 1& ngudi, vi du nhung khong bi
gi6i han &, chudt nhit, chuot céng, thd, dong vat linh trudéng khong phai nguoi, hodc
dong vat c6 va khac. Cac gbc axit amin khong phai cia ngudi nay dugc thay thé boi céac
gbc ma duge @& cap dén 1a cac gdc “nhap”, ma thudng liy tir mién bién ddi, khong do6i
“nhap” hoac mién khéc cta trinh tu ngudi da biét. Céc trinh tu dugc nhap ndy co thé
duoc st dung dé 1am giam kha ning gay mién dich hogc lam giam, ting cudong hodc thay
d6i lien két, 4i luc, tc do lién két, tdc dd phan ly, dd thu hat, do dic hiéu, thoi gian ban
hdly, hodc dic diém thich hop bét ky khac, nhu da biét trong linh vure k§ thuat. Néi chung,
céc gbe CDR lién quan tryc tiép va co ban nhit dén viéc anh hudng dén lién két FLT3L.
Do d6, mdt ph?ln hoic toan bd cac trinh tw CDR khéng phai cia ngudoi hodc cia ngudi
duoc giit lai trong khi céc trinh tu khong phai ciia nguoi cua cac vung bién ddi va khong

ddi c6 thé dugc thay the bang cac axit amin cia ngudi hodc céc axit amin khac.

Céc khang thé ciing c6 thé tily y nhan tao, dugc tai tao b& mit, dugc thiét ké hodc
cac khang thé ctia nguoi dugc thiét ké c6 gitt lai 4i luc cao dbi v6i khang nguyén FLT3L
va céc tinh chét sinh hoc c6 loi khac. Dé dat duge muc dich nay, cdc khang thé khang
FLT3L nhén tao (hodc ctia nguoi) hodc duge thiét ké va cac khang thé duoc tai tao bé mit
¢6 thé tiry y duge tao ra béi quy trinh phén tich trinh tu gbc va cac san phidm nhan tao va
duoc thiét ké thudc vé khai niém khac nhau c6 st dung cdc md hinh ba chiéu cla cac
trinh tu géc, duoc thiét ké, va nhan tao nay. Cac mo hinh globulin mién dich ba chiéu

thuong sdn c6 va quen thudc dbi v6i nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥
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thuat. Cac chuong trinh méy tinh 1a sén c6 ma minh hoa va thé hién cac ciu tric hinh thé
khong gian ba chidu c6 kha ning cta cac trinh tu globulin mién dich ung vién dugc chon.
Su kiém tra cac hién thi ndy cho phép phan tich vai trd c6 kha nang clia cic gbc trong
viéc tao chirc cta trinh tu globulin mién dich tmg vién, tizc la, phan tich céac géc ma anh
hudng dén kha ning cta globulin mién dich ¢ng vién lién két v6i khang nguyén ciia no,
nhu FLT3L. Theo cach nay, cac gbc khung (FW) c6 thé dugc chon va dugc két hop tir
céc trinh tu lién Gtmg va nhap sao cho déc tinh khang thé mong mubn, nhu 4i luc ting dbi

v6i (cac) khang nguyén, duoc.

Qua trinh nhén hoa, tai tao bé mit hoic thiét ké cac khang thé khéang FLT3L hodc
manh gin két khang nguyén cla né co thé duoc thuc hién bang cach st dung phuong
phép bat ky da biét, nhu nhung khong bi gi6i han & cac phuong phap duge md ta trong,
Jones et al, Nature 321 :522 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323 (1988);
Verhoeyen et al., Science 239: 1534 (1988)), Sims et al, J. Immunol. 151 : 2296 (1993);
Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 (1987), Carter et al, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993), Bing sang ché My
cac sb 5,639,641, 5,723,323; 5,976,862; 5,824,514; 5,817,483; 5,814,476; 5,763,192;
5,723,323; 5,766,886; 5,714,352; 5,9,55,358; 6,204,023; 6,180,370, 6,331,431,
5,693,762; 5,530,101; 5,585,089; 5,225,539; 4,816,567; 5,969,108; 7,635,666, 7,723,270,
7,557,189; 7,538,195; va 7,342,110; Pon Quéc té& s6 PCT/US98/16280;
PCT/US91/05939: PCT/US94/01234; PCT/GB92/01755; Céng bb don sang ché Quéc té
s& W090/14443; WO90/14424; WO90/14430; va Cong bd bang sing ché chau Au sé EP
229246; mdi tai liéu nay dugc két hop toan bo & day bang cach vién din, bao gbm céc tai

liéu dugc trich dan trong do.

Céac khang thé nhan tao khdng FLT3L va cac manh gin két khang nguyén ciia n6
cling c6 thé dugce tao ra & cdc chudt nhét chuyén gen chira locut globulin mién dich ngudi
ma c6 kha ning sau khi gy mién dich tao ra danh muc day du cac khang thé ctia nguoi
khi khéng c6 mdt qua trinh san xuét globulin mién dich ndi sinh. Phuong phép tiép can
ndy dugc mo ta trong Bing sang ché My s6 5,545,807; 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126;
5,633,425; va 5,661,016.

Theo céc khia canh nhét dinh, manh khang thé khang FLT3L dugc dé cap dén.
Nhiéu k¥ thuat khéc nhau 1 da biét d& san xuét cac manh khang thé. Theo truyén thong,
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cac manh nay thu dugc qua qud trinh cit bang phan giai protein cdc khang thé nguyén
ven thuat ngit Morimoto et al, 1993, Journal of Biochemical and Biophysical Methods
24: 107-117; Brennan et al, 1985, Science, 229:81). Theo cac khia canh nhét dinh, cac
ménh khang thé khang FLT3L dugc san xuét t4i tb hop. Cac manh khéng thé Fab, Fv, va
scFv tAt ca c6 thé duoc biéu hién trong va duoc tiét tir E. coli hodc céc té bao vat chu
khac, do d6 cho phép san xuit lugng 16n cac manh ndy. Cac manh khéng thé khang
FLT3L nay ciing c6 thé dugc tach tir cac thu vién thuc khudn thé khang thé duoc thao
ludn trén day. Cac manh khang thé khang FLT3L ciing c6 thé 1a cac khang thé mach
thing nhu dugc md ta trong Bang sang ché M¥ sb 5,641,870. Cac k¥ thuat khac dé san
xuit cdc manh khang thé, vi du téng hop hoa hoc, s& rd rang d6i voi ngudi c6 hiéu biét

trung binh trong linh vuc k¥ thuat.

Theo sang ché, cac k¥ thuat c6 thé duoc 1am thich ung dbi v6i qua trinh san Xuét
cac khang thé don chudi dic hiéu ddi v6i FLT3L (xem, vi du Béng séng ché M¥§ sb
4,946,778). Ngoai ra, cac phuong phap co thé duoc 1am thich tmg ddi véi viéc xay dung
chu truc cua cac thu vién biéu hién Fab (xem, vi du Huse et al., Science 246: 1275-1281
(1989)) dé cho phép xac dinh nhanh chong va c6 hiéu qua cic manh Fab don dong c6 do
dac hiéu mong mudn di véi FLT3L, hodc cac dan xuét, cic manh, cac chét tuong tu
hoiic cac thé trong ddng ctia né. Cac manh Khang thé c6 thé dugc tao ra boi cac k¥ thuat
trong linh vuc k¥ thuat bao gém, nhung khong bi gidi han ¢: (a) manh F(ab')2 dugc tao ra
béi qua trinh phan hiy pepsin ciia phan tir khang thé; (b) manh Fab duoc tao ra bang cach
khir cac cau lién két disulfit cia manh F(ab')2, (c) manh Fab dugc tao ra boi qua trinh xtr

1y phan tir khang thé bang papain va chét khtr, va (d) cac manh Fv.

Khéng thé khang FLT3L hodc manh gin két khang nguyén cta n6 theo sang ché
¢6 thé duoc cai bién dé 1am ting thoi gian ban huy huyét thanh ctia né. Diéu nay c6 thé
dat duoc, vi du bang su két hop epitop lién két thy thé ctru trg vao trong khang thé hoc
manh khang thé bang cach dot bién vung thich hop trong khang thé hodc manh khang thé
hoic bang cach két hop epitop vao thé peptit ma sau d6 dugc dung hop véi khang thé
hoiic manh khang thé tai diu hodc & gifta thuét ng, bing khang thé tong hop ADN hogc
peptit), hoac bang cach dot bién YTE. Céac phuong phap khac dé tang thoi gian ban huy
huyét thanh ctia khang thé hoac manh gin két khang nguyén ctia n6, vi du sy lién hop véi

phan tir khac loai nhu PEG 1a da biét trong linh vure k§ thuét.
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Duoc pham

Sang ché ciing dé cap dén duogc phim chtra cac khéng thé khang FLT3L hoic
méanh gin két khang nguyén cua né theo sang ché. Theo cac phwong 4n nhét dinh, sang
ché dé& cap dén viéc st dung khéng thé khang FLT3L hodc manh gin két khang nguyén

ciia n6 theo sang ché dé san xuat thudc dé diéu tri cho doi twong.

Luong c6 hiéu qua cda dugce phim theo sang ché nén duoc st dung, trong d6
“luong c6 hiéu qua” dugc xac dinh la luong ma du dé tao ra su dap Gng phong ngira, tri
liéu hodc cai thién mong mudn & dbi twong. Luong c6 higu qua s& thay d6i phu thudc vao
loai va khoi luong cia dbi tuong can duge st dung, nhung c6 thé dugc xac dinh b.%mg

cach str dung céc k¥ thuat chuén.

Theo c4c khia canh nhét dinh, sang ché dé cap dén cac ché pham tri liéu va phong
ngira dé cho déi tuong can didu tri sir dung trong diéu tri hodc ngin ngtra (1am gidm kha
ning) bénh ty mién bao gbm, nhung khong bi giéi han &, bénh lupus ban do hé théng,
bénh viém co, hoi chitng Sjogren nguyén phat, bénh da xo cig, bénh viém mang bd dao

trude, bénh vay nén, hodc bénh viém khép dang thép.

Theo mdt sb phuong 4n, dugc pham theo sing ché bao gdm khang thé khing
FLT3L hodc manh gin két khang nguyén cta né theo séng ché va mot hodc nhiéu chat
mang, chét pha lodng, hodc t4 duge dugc dung. Déi v6i van dé nay, “cac chat mang, chit
pha lodng, hodc ta dugc dugc dung” bao gém nhung khong bi gidi han & chét bb tro, chét
mang, ta dugc, chit lam truot, chét tao ngot, chét pha loang, chit bao quén, thube
nhu@m/chét nhudm mau, chét tang cudng vi, chit hoat dong bé mat, chit tao Am, chét
phén tan, chét gay thdm 6n dinh, chét tao 6n dinh, chét ding truong, dung mdi, hodc chét
nhii héa ma c6 thé c6 hodc khong duoc phé chuin boi Co quan Quan ly Dugc phim va
Thue pham Hoa Ky (United States Food and Drug Administration) 1a c6 thé chip nhan
duoc dé st dung & nguoi hodc cac vat nudi. Vi du, cac chét mang thich hop 1a da biét dbi
v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thust va bao gdm chét 6n dinh hoa,
chét pha loang, va chit dém. Céc chét dn dinh thich hop bao gdm céc carbohydrat, nhu
sorbitol, lactoza, mannitol, tinh bdt, sucroza, dextran, va glucoza, va protein, nhu albumin
ho#ic casein. Cac chét pha logng thich hgp bao gbm nudc mubi, mudi can bang Hanks, va
dung dich Ringers. Cac chét dém thich hop bao gdm phosphat kim loai kiém, carbonat
kim loai kiém, hoic carbonat kim loai kiém tho.
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Theo céc khia canh nhét dinh, cac dugc phém theo sang ché c6 thé con chira mot
hodc nhiéu chdt bd tro, nhu mdt hoic nhiéu lipit, phospholipit, carbohydratt, va
lipopolysacarit. Theo mot s6 phuong 4an, dugc phim theo séng ché ty y chira mot hoic

nhidu hoat chét b sung.

Trong trudng hgp cu thé, duogc phém theo séng ché ¢6 thé dugc bao ché béng cac
ky thuat da biét @i v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét. Téng quan
vé ché phim va/hodc quy trinh san xut cac duoc phdm nay c6 thé dugc tim thay, vi du
trong Remington: The Science and Practice of Pharmacy, tai ban lan thr 21, Lippincott
Williams & Wilkins, 2005 (dwoc két hop toan bd & day biang cach vién dan). Thong
thuong, khang thé khang FLT3L hodc manh gén két khang nguyén ctia n6 theo séng ché
duoc tron véi chét mang dé tao thanh dung dich, hén dich, hodc nhil twvong. Mot hodc
nhiéu chét bd trg dugc thao luan & day co thé duoc bd sung trong chét mang hodc cé thé
duge bd sung sau d6. Dugc phim theo sang ché c6 thé 14 dung dich, nhii twong hodc hdn
dich chira nudc hoic co thé 1a ché phém khd. Theo céc khia canh nhat dinh, dugc phém
theo sang ché c6 thé dugc 1am kho hodc duge lam dong kho, vi du bang cach siy dong
lanh hodc sdy phun dé cho cac muc dich bio quan hodc bao ché. Chung c6 thé duoc hoan
nguyén thanh ché pham léng bing cach bd sung chit mang dang 16ng thich hop hodc
duoc st dung & dang ché phdm kho bang cach sir dung céc phuong phap da biét dbi vai

ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thut.

Dugc phdm theo sang ché co thé duoc st dung cho dbi twong qua nhiéu con
duong da biét trong linh vuc k¥ thuét. Cac con duong lam vi du dé sir dung cac duoc
phém nay bao gém duong miéng, niém mac, tai chd, qua da, hit, ngoai duong tiéu hoa,
duéi ludi, qua m4, truc trang, Am dao, va qua miii. Do d6, theo cdc phuong an nhét dinh,
dugc phém theo sang ché duoc bao ché dé dugce sir dung qua cac con duong duge chon tir
nhom bao gém duong miéng, tai chd, qua da, hit, ngoai duong tiéu hoa, dudi ludi, qua
ma, truc trang, am dao, va qua mii. Thuét ngir ngoai duong ti€u héa nhu duge s dung &
ddy bao gdm céac k¥ thudt tiém hodc truyén duéi da, trong tinh mach, trong co, trong
xuong tc. Theo cac khia canh nhét dinh, dugc phém theo séng ché &udc bao ché dé cho
phép khang thé khang FLT3L hodc manh gin két khang nguyén cia n6 theo séng ché
duoc chira trong d6 1a sinh kha dung khi st dung cho d6i tuong.
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Lua chon st dung dugc phém s€ phu thudc vao qua trinh bao ché duoc lua chon.
Dugc phdm theo sang ché duoc s dung theo cach tuong thich véi ché phim dang liéu,
va & luong ma s€ c6 hiéu qua tri liéu. Theo cac khia canh nhét dinh, dugc phém theo sang
ché duoc bao ché thanh cac ché phém 6 dang ran, ban ran, dang 16ng hodc dang khi; bao
gém, nhung khong gidi han &, vién nén, vién nang, bot, hat, md, dung dich, thudc dan,

dang tiém, dang x6ng hit, dang gel, dang vi cau va khi dung.

Trong cac truong hop nhit dinh, dugc phim bao gom khing thé khang FLT3L
hodc manh gin két khang nguyén ctia né theo sang ché c6 thé 1a & dang rin hodc dang
long. Theo mot sb khia canh, (cac) chat mang 1 dang hat dé ché pham 13, vi du & dang
vién nén ho#c dang bot. Theo cac khia canh khéc, (céac) chit mang nay 1a dang 1ong, véi
ché phém 1a, vi du dang siro uéng, dang l6ng tiém dugc hoac dang sol khi, ma hitu dung
dé su dung, vi du qua duong hit. Khi dugce du tinh sit dung duong miéng, dugc phém
chira khang thé khang FLT3L hodc manh gin két khang nguyén cua no theo sang chéla ¢
dang ran hodc dang long, trong d6 dang ban ran, ban 16ng, hdn dich va dang gel dugc bao

gdm trong cac dang nay & diy dugc coi la dang ran hoic 16ng.

Theo céc khia canh nhét dinh, 1& ché phdm dang ran dé sir dung qua dudng miéng,
dugc phdm chira khéng thé khang FLT3L hoic manh gin két khang nguyén cua né theo
séng ché c6 thé dugc bao ché thanh dang bot, dang hat, dang vién nén, dang vién tron,
dang vién nang, dang keo nhai, dang banh qué hodc dang twong tw. Trong mot sb truong
hop, ché phim dang rin nay thuong s& chira mot hodc nhiéu chit pha lodng tro hodc chit
mang dn dugc. Theo cac phuong 4n nhét dinh, mét hodc nhiéu chét sau day co thé co mat
thém: chét két dinh nhu carboxymetylxenluloza, etyl xenluloza, xenluloza vi tinh thé,
g6m tragacan hogc gelatin; cac t4 dugc nhu tinh bot, lactoza hodc dextrin, chét gdy ra nhu
axit alginic, natri alginat, Primogel, tinh bot ngd va chét tuong tu; chit 1am tron nhu
magie stearat hodc Sterotex; chét 1am truot nhu silic dioxit keo; chét tao ngot nhu sucroza
hodic saccharin; chit tao hwong vi nhu peppermint, metyl salixylat hodc chét tao huong

cam; va chat tao mau.

Céac ché pham nay c6 thé 14y dang vi cau, dang dung dich, dang hdn dich, dang
vién nén, vién tron, vién nang, ¢ giai phong kéo dai hodc dang bot va chira khoang tur

0,001 dén 95% khang thé khang FLT3L hoic manh gan két khang nguyén cta né theo
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sang ché. Mot sd dang lidu ding c6 thé chira tir 50 pg dén 250 pg khang thé khang
FLT3L hodc manh gin két khang nguyén cua no.

Theo mdt sd khia canh, khi duogc phém theo sang ché & dang vién nang, vi du vién
nang gelatin, n6 ¢o thé chira, ngoai cic nguyén liéu theo sdng ché, chit mang dang 1éng
nhu polyetylen glycol hodc du. Céac ché phim dung dudng miéng ciing c6 thé chua cac
chit khoi phat dwge st dung thong thuong nhu, vi du loai dugc ly cua saccharin,

xenluloza va magie carbonat.

Theo cac khia canh khac, dugc phém theo sang ché & dang long, vi du con ngot,
siro, dung dich, nhii twong hodc hén dich. Theo cic phuong 4n nhét dinh, chét 16ng nay
c6 thé dé str dung qua dudng miéng hodc d& phan phdi bang cach tiém. Theo cdc phuong
4n nhat dinh, khi duogc dy tinh dung qua duong miéng, dugc phim theo sang ché chia,
ngoai khang thé khang FLT3L ho#c manh gin két khang nguyén cla né theo sang ché,
mot hoac nhiéu loai trong s6 chit tao ngot, chét bao quén, thudc nhudm/chat nhudém mau
va chét ting cudng huong vi. Theo céc khia canh nht dinh, trong dwoc pham duoc du
tinh str dung béng cach tiém, mdt hodc nhiéu loai trong s6 chat hoat dong bé mat, chét
bao quan, chét tao 4m, chét phén tén, chét gay thdm 6n dinh, chit dém, chét tao dn dinh

va chét ding truong co thé duge bao gbm.

Trong cac trudng hop nhét dinh, duoc phdm dang l1éng chita khéng thé khang
FLT3L hodc manh gin két khang nguyén cia né theo sang ché, du chung & dang dung
dich, hén dich hodc dang tuong tu khéc, c6 thé chira mot hodc nhiéu thanh phﬁn sau day:
chét pha loang v trung nhu nuge dé tiém, dung dich nuéc mudi, vi du nuéc mubi sinh
1y, dung dich Ringer, natri clorit déng truong, cac dau cb dinh nhu mono hoic diglyxerit
tbng hop ma déng vai tro 12 dung méi hodc moéi truong tao hdn dich, polyetylen glycol,
glyxerin, propylen glycol hodc cac dung mdi khac; cac chét khang khuan nhu rugu
benzyiic hodac metyl paraben; cac chit chéng oxy hoa nhu axit ascorbic hodc natri
bisulfit; chit tao chelat nhu axit etylendiaminetetraaxetic; cac chit dém nhu axetat, xitrat
hodc phosphat va céac chét @é diéu chinh truong luc nhu natri clorit hodc dextroza. Trong
mdt s6 trudong hop, ché pham nay c6 thé duoc boc trong éng tiém, cac éng tiém san dung
hoic céc 1o da lidu dugc 1am bang thity tinh hodc chét déo. Theo mdt s6 phwong an, dugc

phim tiém dugc t6t hon 1a vo trung.

53



53999 54/124

Theo cac phuong an khac, dugc phim bao gébm khang thé khang FLT3L hoic
ménh gin két khdng nguyén ctia né theo sang ché ¢6 thé duoc nham dé sir dung tai chd,
trong truong hop do chit mang mdt cach thich hop c6 thé bao gdbm nén dung dich, nhii
tuong, thudc m& hoic gel. Theo cac khia canh nhét dinh, nén, vi du ¢ thé bao gém mot
hodc nhiéu loai sau ddy: vazolin, lanolin, polyetylen glycol, sip ong, dau khoang, céac
chét pha lodng nhu nuéc va rugu, va cac chit nhii hoa va céac chit dn dinh héa. Theo céc
khia canh khac, cac chit 1am dic c6 thé c6 mat trong dugc phém dé st dung tai chd. Theo
cac phuong an nhét dinh, néu dugc du tinh st dung qua da, duge phém chira khang thé
khang FLT3L hodc manh gin két khang nguyén cla né theo sang ché c6 thé duoc bao

gom vGi miéng dan qua da hodc thiét bi dién chuyén ion.

Theo cac phuong an khéac, dugc pham chira khang thé khang FLT3L ho#ic manh
gin két khang nguyén cua né theo sang ché dugc dy tinh dé st dung qua truc trang, &
dang, vi du thubc dan. Dbi véi cac thude dan, chét gin két va chit mang c6 thé bao gém,
vi du polyalkalen glycol hodc triglyxerit. Trong cc truong hop nhét dinh, ché phim dé
stir dung qua truc trang chira nén c6 dau duéi dang ta duoc khong gay kich ung thich hop.
Céc nén ndy bao gdm, nhung khong bi giéi han &, lanolin, bo ca cao hodc polyetylen

glycol.

Theo céc khia canh khac, dugc pham chira khing thé khang FLT3L hodc méanh
gin két khang nguyén cla n6 theo sang ché bao gdm cac don vi lidu ma c6 thé dugc sir
dung dudi dang sol khi. Thuat ngir sol khi duoc sir dung dé chi nhiéu hé théng nam trong
pham vi tur hé théng c6 ban chét keo dén cac hé thdng gdm céc bao géi dugce diéu ap.
Theo c4c phuong an nhét dinh, sy phan phéi dugc thuc hién bang khi hoa 1éng hozc khi
nén hodc biang hé théng bom thich hop ma phét tan hoat chét. Theo mét sé phuong 4n,
sol khi cta khang thé khang FLT3L hodc méanh gin két khang nguyén cta n6 theo sang
ché c6 thé duoc phéan phdi & hé théng pha don, pha kép, hodc ba pha dé phan phbi (cac)
hoat chat. Theo céc phuong &n khéc, sy phin phéi sol khi bao gém vat chira, chat kich
hoat, van, vat chtta phu can thiét, va cac loai twong tw, ma cung nhau ¢ thé tao thanh kit.
Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét ¢6 thé d& dang xac dinh ché phdm

dang sol khi va cac ché d6 phan phdi.
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Duoc phim theo sdng ché co thé duoc sir dung trong chit mang dugc ly thich hop,
khong ddc, co thé dugc chira trong céc vi nang, vi hat, va/hodc co6 thé duogc chira trong
thé ciy giai phong kéo dai.

Theo cac khia canh khac, dugc phém theo sang ché bao gém nguyén li€u ma tao
thanh vé phu xung quanh hoat chét. Trong mot sb trudng hop, nguyén liéu ma tao thanh
vo phud thuong 1a tro, va co thé duoc chon tur, vi du dudng, senldc, va cac chét pht rudt

khéc.

Theo cac khia canh khac, duogc phém theo sang ché & dang ran hodc dang 16ng
chira chAt ma lién két v6i khang thé khang FLT3L hodc manh gan két khang nguyén clia
né theo sang ché va nhd d6 gitip phan phéi khang thé khang FLT3L hodc manh gin két
khang nguyén cta né. Trong cac truong hop nhét dinh, cac chét thich hgp ma c6 kha

ning nay bao gom protein hodc liposom.

Theo c4c khia canh nhét dinh, dugc pham ma s& dugc st dung cho d6i twong dung
dang cua mdt hoac nhiéu liéu don vi, ma, vi du vién nén c6 thé 1a dang liéu don vi don,
va vat chita chtra khang thé khang FLT3L hodc manh gin két khang nguyén cla né theo
sang ché & dang sol khi c6 thé chira nhiéu lidu don vi. Cac phuong phép chinh xac dé bao
ché céc dang lidu nay da biét, hoic s& ro rang, ddi v&i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat, xem Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Tai ban lan
thr 20 (Philadelphia College of Pharmacy and Science, 2000). Ché phdm dé st dung sg,
trong truong hop bét ky, chira lugng c6 hiéu qua tri liéu clia khang thé khang FLT3L hoic
manh gin két khang nguyén clia né theo sang ché, hoac mubi duoc dung cia né, dé gitp

diéu tri bénh hoic tinh trang bénh quan tAm theo sy bdc 1 trong sang ché.

Theo cac phuong an nhéit dinh, dugc phém theo sang ché chtra mot hodc nhiéu
hoat chét tri liéu bd sung. Theo cac phuong 4n khéc, lidu c6 hiéu qua tri liéu cua dugc
pham theo sang ché dugc cho ddi twong cén didu tri st dung & dang két hop véi mot hoidc
nhiéu hoat chét trj liéu bd sung. Nhu duge st dung & day, “dang két hop” duoc sir dung
trong ban mo ta dé chi hdn hop bao gdbm khang thé khang FLT3L hodc manh gdn két
khang nguyén cua nd theo sang ché va mot hogc nhiéu hoat cht tri liéu bo sung, mdi loai

c6 thé duoc sir dung 1an Iuot (lién tip), cing thoi diém hogc dong thoi.
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Duoc pham theo sang ché c6 thé mong mudn duoc st dung tai mot so cach quang
d8 duy tri cac muc tri liéu. Dugc pham theo sang ché c¢6 thé duge s dung ¢ dang lién

hop véi cac phuong phéap diét khuén hogc kim ham vi khuan.

Mic di phin mo ta vé dugc pham dugc dé cap dén & day v& nguyén ly huéng dén
dugc pham ma thich hop dé sir dung cho ngudi, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuét s€ hidu ring céc ché phdm nay thudng thich hop dé stir dung cho tat ca cac
loai dbi tuong. Theo cac khia canh nhét dinh, dbi tuong nay la dong vat c6 vi. Theo cac
khia canh nhit dinh, dong vat c6 v bao gém dong vt linh trudng, nhu nguoi, khi va
vuon ngudi, va dong vat khong phai linh truéng nhu vat nudi, bao gdm dong vat thi
nghiém va thé cung nudi trong nha va dong vét trang trai thuit ngt, meo, chd, lon, gia
suc, ctru, dé, ngua, tho), va dong vat chua thuan hoa, nhu dong vat hoang da, chim, hodc

loai tuong tu.
Didu tri bénh tu mién/khdng viém

Séang ché ciing d& cap dén cac ché pham va phuong phap ma hitu dung dé diéu tri
cac bénh tu mién va/hodc cac bénh viém khac (tirc 1a, cac bénh lién quan dén hé mién
dich phan tng qua muc va/hodc bi truc trac) bao gbm céc khang thé khang FLT3L, nhu
céc khang thé duge md ta trén ddy. Theo cac phuong 4n khéc nhau, cac khang thé khang
FLT3L c6 thé duge st dung két hop véi céc thude didu hoa mién dich khac dugc thiét ké
dé tc ché hodc 1am suy yéu hé mién dich cua dbi tuong hodc dap trng mién dich dic hiéu
d6i voi khang nguyén cu thé hodc tip hop cic khang nguyén va nho d6 lam gidm hodc

ngin ngtra bénh tu mién hodc bénh viém khac.

Séang ché con dé cap dén phuong phap dé diéu tri bénh tu mién va/hodc cac bénh
viém khac bao gém buédce sir dung mot hodc nhiéu khang thé khang FLT3L. Nhu dugc thé
hién & day, viéc st dung cac khang thé khang FLT3L c6 thé dan dén it nhit mot trong sb
viéc giam su dap ung mién dich, biéu hién mdt hodc nhidu cat-xet truyén tin hiéu mién
dich hoc, hodc gidm qu?m thé té bao mién dich. Theo cac khia canh nhét dinh, ddi tuong
bi bénh hodc d6i tuong thé hién bénh tu mién hodc bénh viém khac duoc sir dung khing

thé khang FLT3L.

Viéce diéu tri v6i liéu phap tri liéu bénh tu mién va/hodc bénh viém khac bao gbm
khang thé khang FLT3L géy ra, vi du viéc giam tbc do tién trién ctia bénh tu mién hodc

bénh viém, 1am chdm hodc 1am 0n dinh qua trinh ting sinh t€ bao mién dich, su co lai cac
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thuong tén thuat ngit, nhu & dbi twong bi bénh MS), va/hogc thoai lui bénh. Theo mot s6
khia canh, cac s6 do dé do su giam ho#c 1am cham bénh tu mién hodc bénh viém thuat
ngit, chirng viém giam, cac mirc xytokin viém, quén thé té bao mién dich, va/hoic tdn hai
lién quan, nhu thuong tdn md) 6 thé c6 y nghia théng ké. Su giam céc s6 do cua bénh tur
mién hodc bénh viém c6 thé dugc do béng phép so sanh murc cla cac s6 do cua dbi tuong
bi bénh tai dudng co s& (trude khi diéu tri) so voi cac mirc dugce ky vong cia sur tién trién
bénh cua dbi tugng, so v6i mic ky vong cia su tién trién bénh dua trén quan thé dbi
twong bi bénh 16n, hodc so véi mic ky vong cia su tién trién bénh cua quén thé ddi

ching.

Theo mot phuong an, phuong phap didu tri dugc du tinh & ddy bao gdm budc st
dung hodc dung phan tir lién két khang FLT3L, khéang thd hodc méanh gan két khang
nguyén, bién thé, hodc din xuit ciia no theo sang ché cho dbi tuong hoac dbi tuong bi
bénh, hodc st dung hodc dung phan tr lién két khang FLT3L cho md hodc dong té bao
dugc phén 14p tu d6i tuong hoac dbi tuwgng bi bénh, trong do dbi tuong hoac dbi tuong bi
bénh nay bi bénh, triéu chimg ctia bénh, hodc ¢6 xu huéng bi bénh.

Céc bénh duoc nhdm dén bao gém cac bénh viém cép hodc man tinh bao gém
bénh tiéu dudng Typ 1 va Typ 2, CKD, bao gbm, vi du CKD do bénh tiéu duong gy ra,
bénh than do dai thdo duong, va bénh huyét ap cao, ching xo vita dong mach, bénh
Alzheimer, bénh ung thu, va céac bién chung lién quan dén cac bénh nay, bao gdbm bénh
tim, ching tang huyét ap, bénh thiéu mau, bénh viém mang ngoai tim, chirmg loan dudng
xuong do than, va cac bénh khac. Cac bénh dugce du tinh khac bao gém bénh ty mién,
bao gdm, nhung khong bi giéi han &, bénh lupus ban do hé thong, bénh viém co, hoi
chimg Sjogren nguyén phat, bénh da xo cling, bénh viém mang bd dao trude, bénh viy

nén, va bénh viém khép dang thép.

Theo phuong an khéc, viéc diéu tri cling dugc du tinh bao gém budc st dung hodc
dung dugc pham chira phén t lién két khang FLT3L, vi du khang thé hoac manh gan két
khang nguyén, bién thé, hodc din xuit ctia n6 theo séng ché cho d6i tuong hodc dbi
tuong bi bénh, hodc sit dung hodc dung dugc phém chira phéan t lién két khang FLT3L
cho mé hoic dong t& bao dugc phan 1ap tir ddi trgng hodc ddi twgng bi bénh, ma bi bénh,

triéu chimg ctia bénh, hodc c6 thién huéng bi bénh.
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Theo cac phuong phdp cia sang ché, it nhat mot khang thé khang FLT3L nhu
duoc xac dinh dau d6 ¢ day dugc st dung dé thuc déy su dap ung tri liéu tich cuc dbi voi
bénh ty mién hodc viém. Thuat ngit “dap tGng tri liéu tich cuc” dugc sit dung trong ban
mo ta dé chi viéc giam céc triéu chung lién quan dén bénh ty mién hodc viém. Do d6, vi
du su cai thién bénh c6 thé dugc dic trung 13 sy dap tng hoan toan. Thuat ngit “dép ung
hoan toan” dugc sir dung trong ban md ta dé chi khong c6 mat bénh co thé phéat hién
duoc vé mit 1am sang v6i sy binh thudng hoéa cac két qua thir nghiém bat ky trudc do.
Theo cach khéc, sy cai thién bénh c6 thé dugc chia loai 1a sy dédp ing mot phﬁn. “Su dap
g tri liéu tich cuc” bao ham viéc gidm hodc ¢ ché su tién trién va/hoic khoang thoi
gian bénh ty mién hodc viém, gidm hodc cai thién mirc do nghiém trong cia bénh tu mién
hodc viém, va/hodc cai thién mot hodc nhiéu triéu chimg ctia né tir viéc s dung phén tir

lién két khang FLT3L theo séng ché.

Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché dé cap dén phuong phap didu tri hoi
chimg Sj6gren nguyén phat, bao gbm buée: cho dbi trong can diéu tri sir dung luong ¢

hiéu qua dugc ly cua khang thé hoac manh gin két khang nguyén cia no theo sang ché.

Theo cac phuong &n khac, sang ché dé cap dén phuong phép diéu tri bénh viém
co, bao gém budce: cho dbi tuong can diéu tri st dung lugng c6 hiéu qua dugc ly cua

khang thé hoic manh gén két khang nguyén ctia n6 theo sang ché.

Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché d& cip dén phuong phép didu tri bénh
lupus ban do6 hé théng (SLE), bao gém bude: cho dbi tuong can diéu trj st dung luong c6
hiéu qua dugc ly cta khang th8 hodc manh gin két khang nguyén cia né theo séng ché.
Theo mot sb khia canh, dbi tugng nay c6 cdc mirc FLT3L huyét thanh ting, khi dugc do

bing tan suit ciia cac té bao CD4+ T biéu hién FLT3L, so véi ddi tugng khde manh.

Theo mot sé phuong 4n, séng ché @& cap dén phuong phép chén doan bénh lupus
ban d6 hé théng (SLE) & dbi tuong, bao gdm budc (a) do mitc FLT3L huyét thanh, hodc
(b) do tin suit cac té bao CD4+ T biéu hién FLT3L, trong d6 cac mtrc FLT3L huyét thanh
_ tang hofc tin sudt cac té bao CD4+T biéu hién FLT3L tang & dbi tugng so véi d6i twong
cho khoe manh chi ra réng dbi twong nay bi SLE. Theo cac khia canh nhét dinh, céc té
bao CD4+ T 1a céc té bao ghi nhd yéu td tac dong (Tew)-

Theo mot sd phuwong 4n, sang ché dé cap dén phuong phap trung hoa FLT3L lién

két mang & d6i twong can diéu tri, phuong phap nay bao gdm budc st dung cho d6i
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twgng nay luong c6 hiéu qua duoc ly ciia khang thé hoic manh gin két khang nguyén cla
n6 theo sang ché. Theo cac khia canh nhét dinh, FLT3L dugc trung hoa nghich déo sao

cho hoat tinh ctia FLT3L lién két mang c6 thé tré vé cac mirc “truée khi st dung”.

Theo cac phuong an khac, sang ché dé cap dén phuong phép trung hoa FLT3L hoa
tan & d6i twong can didu tri, phuong phdp nay bao gdm buée sir dung cho dbi tuong
lwong c6 hiéu qua duge ly ctia khang thé khang FLT3L ho#c méanh gén két khang nguyén
clia n6 theo sang ché. Theo cac khia canh nhét dinh, FLT3L dugc trung hoa nghich déo

sao cho cac mire cia FLT3L hoa tan c6 thé trg vé cac muc trude khi sir dung.

Theo cac phuong an cu thé, phuong phap trung hoa FLT3L hoa tan con bao gbm
buéc st dung cho ddi twong khing thé khang FLT3L hoic manh gin két khang nguyén
ctia n6 dudi da, mot 1an mot tudn, & ngudng nam trong khoang tir khoang 0,03 mg/kg dén
khoang 30 mg/kg. Theo cac phuong 4n khac, phwong phdp nay con bao gdm bude sir
dung cho ddi twong khéng thé khang FLT3L hoic manh gin két khang nguyén ciia né

duéi da, mot 1an mdi bén tudn, tai lidu khoang 150 mg/kg.

Theo cac phuong an khac, sang ché dé cap dén phuong phép lam giam quan thé té
bao dudi gai cb dién tudn hoan (cDC) va té bao dudi gai dang twong bao (pDC) & dbi
tuong can didu tri, phuong phép nay bao gbm budc st dung cho dbi tuong lugng c6 hidu
qua dugc ly ctua khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 theo sang ché. Theo
cac khia canh nhét dinh, cac quﬁn thé ¢cDC va pDC duogc giam theo cach nghich dao sao

cho quin thé ¢DC va pDC nay c6 kha ning tr¢ vé cac mirc trude khi sir dung.

Theo céc phuong an nhét dinh, sang ché dé cap dén phuong phap lam giam su
bidu hién FLT3L trén cac té bao CD4+ T, bao gdm budc cho dbi tugng can diéu tri st
dung lugng co6 hiéu qua dugc ly cua khang thé hodc manh gin két khang nguyén cua né
theo sang ché.

Theo cac phuong an khéc, sang ché @ cap dén phuong phép lam giam ti 1€ phan
tram cac té bao CD4+ T biéu hién FLT3L, bao gém bude cho dbi tuong can didu tri sir
dung lugng c6 hiéu qua dugc ly cua khang thé hoac manh gin két khang nguyén ctia né

theo sang ché.
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Theo cac phuong an khéc, sang ché dé cap dén phuong phap lam giam su truyén
tin hiéu ERK & nguyén bao lympho, bao gdm bude cho nguyén bao lympho nay tiép xuc

v6i khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia né theo sang ché.

Theo céc phwong 4n nhét dinh, sang ché d& cap dén phuong phép lam giam qua
trinh phosphoryl héa MEK 1/2 & cac té bao gbc ngudi CD133+ so cip, bao gdm budc
cho té bao gbc nay tiép xic véi khing thé hodc manh gin két khang nguyén cua né theo
sang ché.

Céc vi du sau ddy dugc dua ra dé cung cép cho ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt véi sy boc 16 va mo ta dly du cach dé tao ra va str dung cac thir nghiém,
sang loc va phuong phép tri liéu theo sang ché, va khong nham dé gi6i han pham vi cia
sang ché.

Vi du thwc hién sang ché

Sang ché dugc mo ta voi su tham chiéu dén cac vi du sau day. C4c vi du chi nham
muc dich minh hoa, va sang ché khong nén dugc hiéu 12 bi giéi han ¢ cac vi du nay ma
nén duoc hibu 1a bao ham céc bién ddi bat ky va tAt ca cac bién dbi ma rd rang 1a két qua
tir su bdc 16 cua sang ché dugc dua ra & day.

Vi du 1. San xuét khang thé khang FLT3L

Téng quan:

FLT3L la glycoprotein homodime duoc lién két khong qua ciu ndi disulphit, kich
thuéc 65 kDa. Do twong ddng trinh tu phéi tir va thu thé dbi v6i nguoi, dong vat linh
trudng khong phai ngudi, va chudt duge trinh bay trong Bang 2 dudi day.

Bang 2. D6 trong dong ddi véi FLT3 va FLT3L nguoi

FLT3 | FLT3-LECD
Cyno 96% 95%
Rhesus 97% 96%
Chu6t nhat | 85% 73%

- Qua d¢ tuong ddng ciia protein FLT3L chudt nhat hoan chinh chi 1a 73%, vi tri
lien két cua n6é v4i FLT3 dugc bao toan cao gitta cac loai. Thuc vay, FLT3L nguoi lién
két va hoat hoa FLT3 chudt nhét va nguoc lai. FLT3L ¢6 do tuong dbng ciu tric voi yéu
t6 té bao gbc (SCF hogc phdi tir KIT) va yéu td kich thich tao mau 1 (CSF1), nhung c6
do tuong dong trinh tu khong déng ké véi cac xytokin khic ciia ngudi. Céc thu thé dbi
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v6i hai phéi tir nay, 1an lugt 1a ¢-KIT va CSFIR, ciing ¢6 cac TKR 16p III ma thuong
tuwong tac véi cac chét e ché FLT3, dan dén tinh doc ngoai dich khong mong mubn & sir
dung 1am sang. V6i cac cin nhic nay, cac khang thé duoc tim kiém cho FLT3L ma khong
phan tng chéo vdi SCF hodc CSF1, tao ra sy tc ché dic hiéu cao con dudng

FLT3/FLT3L.

Cac khéang thé din dau duogc chon va duogc thir nghiém béng cach st dung su chon
loc xen k& trén FLT3-L hoa tan cua nguoi va chudt nhét. Cac sang loc thong Iwgng cao
hoa sinh so cip duge thuc hién bang cach st dung cac thit nghiém phat huynh quang
dugc quyét dinh béi thoi gian ddng nhit (Homogenous Time Resolved Fluorescence -
HTRF) hoan toan canh tranh FLT3/FLT3L nguoi. TAt ca céc su tring dich ving két tinh
méanh-manh bién ddi don chudi (scFv-Fc) duge chuyén dbi thanh dinh dang IgG1 TM va
thir nghiém sang loc chirc nang c6 st dung su diéu hoa giam FLT3 trén bé mat té bao
dich sau d6 duoc sit dung dé khang dinh hoat tinh trc ché ctia cac khang thé dan dau. Kha
ning phan Gng chéo va tinh chon loc ctia chudt nhét va khi du6i dai d6i véi FLT3L va su
loai tir cac thanh vién khac thudc ho, nhu yéu t té bao géc (scf), dugc khéng dinh b%mg

cach st dung thir nghiém ELISA va thir nghiém chirc nang.

Céc hop chét dan dau con dugc danh gia bang cach st dung c4c thir nghiém truyén
tin hiéu FLT3 & cac dong té bao RS4;11 va céc té bao gbc CD133+ so cip cia ngudi. Su
lién két véi FLT3L ndi sinh duge khing dinh bang céch st dung cac té bao T so cip cla
nguoi. Vi tri gén két dic hiéu va céc ai luc gén két dic hiéu duge x4c dinh qua lan luot 1a
Octet va BIAcore. Cac dong vo tinh khang thé din dau thu duge duge chon dé t6i wu hoa

thém, nhu dugc mo ta dudi day.
Xac dinh khang thé chon loc dan dau (C5, B10-11)

Khang thé din dau cho nghién ctru lién két khang FLT3L duoc tao ra bang cach
sang loc thu nhét céc thu vién thuc khuén thé nhu duoc thé hién trén Fig.1. Cac thu vién
biéu hién thuc khuin thé Bone Marrow Vaughan (BMV), 14 lach két hop (CS), thu vién
DP47 (DP47), va thu vién khang thé cta ngudi Dyax dugc sang loc (sang loc thay thé
hodc sang loc canh tranh) chéng lai FLT3L nguoi (huFLT3L) va/hodc FLT3L chudt nhét
(muFLT3L). Vén tit 13, FLT3L duoc san xudt noi bd duge danh dau bing biotin c6 st
dung kit danh ddu EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Scientific) lam khéng nguyén
sang loc. Viéc sang loc dugc thuc hién trong hai dén ba vong voi cac thu vién scFv ndi bd
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nhu dugc mo ta (Xiao X ef al., 2017 mAbs 542 9, 996-1006 (2017)). Dé tang cuong kha
ning phan Gng chéo nguoi/cyno, FLT3L tai td hop clia ngudi va cyno dugce st dung lam
khang nguyén sang loc theo cach xen k& trong mot sb quy trinh chon loc. Dé chon loc céc
khang thé ac ché su twong tac FLT3L/FLT3, sang loc canh tranh dugc st dung ddi voi
mdt sb thi nghiém. Pdi véi sang loc canh tranh, FLT3L ngudi duge sir dung 1am khang
nguyén sang loc, trong khi FLT3-Fc¢ 6 luong du (>100X) dugc sir dung lam chét rira giai
thue khudn thé thay vi trypsin thong thuong (Xiao X et al. mAbs 542 9, 996-1006
(2017)).

Thu vién BMV dugc lam giau 100 1n, thu vién CS 350 lan va thu vién DP47 250
lan; thu vién Dyax khong dugce lam giau. Chi thu vién thuc khuén thé BMV va Dyax
duogce sang loc 14n tha ba thu duge sy lam giau 100 1an cua thu vién thuc khuin thé BMV

va su lam giau 50 l4n ctia thu vién Dyax so v6i vong sang loc thir hai (Fig.1A).

ELISA thuc khuén thé don dong dugc thuc hién dé udce luong ti 18 phﬁn tram cac
thue khudn thé dic hiéu khéang nguyén sau mdi vong chon loc. Chi cac chon loc ma dat
duge it nhét ti 16 dwong tinh 20% dugc tién hanh sang loc thong lwong cao. Véi bo tiéu
chi nay, sang loc BMV déu ra ba, cing véi sang loc CS va DP47 dau ra hai dugc tach
dong vao cac vecto pSplice V4 va pdLG hodc pmLG va dugc chuyén d6i thanh dinh
dang scFv-Fc (Xiao X, et al., PLoS One, 2015 Oct 15;10(10):¢0140691. doi: 10.1371/
journal.pone.0140691) hodc IgG (Xiao X, et al. mAbs 542 9, 996-1006 (2017)) dbi voi
cac sang loc chirc nang bang HTRF canh tranh.

Déi véi sang loc chirc ning, cac té bao dang tu do 293 (Thermo Scientific) duoc
chuyén nap dau tién véi cAu triic scFv-Fe hodc IgG duge chuyén déi tir cac két qua sang
loc. Dich ndi thu duge duge st dung truc tiép trong céc thir nghiém ¢ ché tuong tac
FLT3L/FLT3 dua trén HTRF. Déi véi thir nghiém HTRF, 10 nM FLT3L dugce dénh du
biotin, 20 nM streptavidin-europi cryptat (Cisbio), 10 nM FLT3-mFec, va 20 nM khang
thé khang mFc-A647 (Cisbio) duoc tron v6i 10 L dich ndi chuyén nap ¢ tong thé tich 1a
20 plL/giéng trong dia Greiner 384 giéng. Doc tai 665 nm va 620 nm dugc thuc hién nim
phut sau khi tron va sau d6 cir cich mot gio t6i khi két qua doc tré nén 4n dinh. Cac ti 1&

665 nm/620 nm sau d6 dugc tinh. Sy giam ti 1€ chi ra sy (rc ché twong tac FLT3L/FLT3.

Két qua sang loc tir sang loc khédng nguyén truc tiép hoac xen k& dugc chuyén dbi
thanh scFv-Fc va nhidu hon >4,000 khuén lac dugc chon dé sang loc thong lwong cao
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(HTS) & thir nghiém e ché twong tic HTRF FLT3L/FLT3-Fc. Mudi khang thé dan dau
dugc xéc dinh, duge chuyén déi IgG TM, va dugc biéu hién. Cac khang thé nay duoc thir
nghiém lai & thit nghiém tc ché twong tac HTRF th hai va mudi khéng thé dan dau duoc
x4c dinh. Song song véi d6, hon bay trdm sy tring dich tir sang loc canh tranh dugc
chuyén dbi PmlgG va duogc biéu hién ¢ cac té bao dong vat c6 vi. Cac dong vo tinh duoc
chuyén ddi trai qua cing thtr nghiém tc ché twong tac HTRF FLT3L/FLT3-Fc va hai
khang thé dan dau duoc x4c dinh (Fig.1B).

Mudi khang thé dén dau tir sang loc khang nguyén xen k& va hai khang thé din
déu tir sang loc canh tranh dugc bd sung va dugc tinh ché & cac lugng miligam dé thir
nghiém thém. Thir nghi¢ém thém nay bao gdm céc thir nghiém trc ché tuong tic HTRF
FLT3L/FLT3-Fc, didu bién giam thu thé, va e ché tai nap tin hiéu. Céc khang thé dén
dAu nay ciing duoc trai qua qua trinh xac dinh sang loc epitop va ai luc. Dot sang loc nay
xac dinh nam khang thé din ddu ma duoc nghién ctu thém: Dyax3, Dyax5, CATS,
CAT26 va CAT5D9. Cac két qua tir phén tich HTRF canh tranh déi v6i cdc khang thé dan
du dugc thé hién trén Fig.1C.

Vi du 2. Thir nghiém sang loc diéu hoa giam FLT3

Dua vao su ghép ndi FLT3L, thu thé FLT3 dime hoa, tw phosphoryl hoa, va hoat
hoéa cac con dudng truyén tin hiéu xudi dong. Trong quy trinh nay, FLT3 bé mat dugc ndi
hoa va dugc thoai bién. Dic diém nodi hoa nay duge khai thac dé phat trién thir nghiém dé
sang loc cic dong vo tinh tng vién khéang FLT3L dn dau. Su biéu hién FLT3 bé mit té
bao co6 thé duge do bing cach dém té bao theo dong chay va su trc ché lién két thy thé-
phéi ttr c6 thé duge xac dinh béng cach dinh luong su thay dbi dbi voi cac mire bidu hién

FLT3 bé mit té bao.

Céac dong té bao RS4;11, EOL-1, MOLM13, va MV4-11 biéu hién co dinh FLT3.
Céc té bao duge nudi cdy trong cac diéu kién binh thuong va duoc sang loc su biéu hién
tuong dbi ctia FLT3 sau 2 - 24 gid nudi cdy. Phép dém té bao theo dong chay dugc st
dung @&.do sw biéu hién FLT3. Vin tt 13, dong vo tinh khang CD135 (khang FLT3) c6
ban trén thi trudng BV10A4H2 (Biolegend) dugc sir dung trong céc thi nghiém dém té
bao theo dong chay, va cuong do phat huynh quang trung binh (MFI) dugc bdo cdo &
dang phép do su biéu hién FLT3. Trong tit ca cac thir nghiém, khang thé don dong cla
chudt nhit khang FLT3L nguoi c6 ban trén thi truong (R&D) hodc chu tric huFLT3-Fc
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noi bo duoc str dung lam dbi ching dwong dbi vé6i su trung hoa c6 hidu qua hoat tinh

FLT3L.

RS4;11, dong bénh bach ciu cip (tién B), thé hién sy biéu hién phu hop va cao
FLT3 & th& nudi cdy so véi cac dong ban sin khac duge béo cdo dé biéu hién FLT3
(Fig.2A). Su lién két truc tiép cia FLT3L v6i FLT3 bé mit té bao duoc khang dinh bing
cach sir dung su pha loang theo bac huFLT3L tai t6 hop (thuFLT3L) dugc biotinyl hoa
ma, sau 30 phuat u véi cac té bao RS4:11 tai 4°C, c6 thé duoc phéat hién dugc li€n két vat
Iy v6i bé mat té bao bang cach st dung BV421-streptavidin, sau d6 phan tich dém té bao

theo dong chay dé xac dinh cudng do phat huynh quang trung binh (Fig.2B).

Cudi cing, kha ning ctia thuFLT3L cam Gng su diéu hoa giam phét hién dugc cla
FLT3 bé mit té bao trén cac té bao RS4;11 dugc khéng dinh béng cach U té bao RS4;11
v6i cac dung dich pha lodng theo bac cia FLT3L tai 37°C trong 2 gio. D 6n dinh coa cac
didu kién dugc danh gia bang cach sir dung 2 ndng d6 khac nhau cla cac té bao RS4;11
(50,000 (50K) va 100,000 (100K) té bao). Su didu hoa giam cia FLT3 bé mit té bao
duoc xé4c dinh bang cach sit dung khang th8 khang CD135 dwoc danh diu huynh quang
(dong vo tinh BV10A4H2). Ca hai mét do té bao thé hién sw diéu hoa gidm phu thudc
lidu ctia FLT3 bé mit té bao 2 gio sau khi t v6i huFLT3L. Allophycoxyanin (APC) MFI,
chi thi cua su biéu hién FLT3, dugc giam 25 lan qua pham vi cia huFLT3L duoc sir dung
trong thir nghiém nay (Fig.2C). Cac két qua nay thé hién thir nghiém sang loc ¢6 hiéu qua
trong viéc do sy dap tmg phu thude lidu cia FLT3L sinh kha dung va s& thich hop d thir
nghiém kha nang cta cac dong vo tinh (ng vién dé trung hoa hoat dong ctia FLT3L. Dap

g nay khac khong dang ké du & 50 hodc 100 nghin té bao dugc sir dung trén mdi giéng.
T6i wu hoa thir nghiém sang loc

Cac didu kién thir nghiém sang loc con dugc tinh chinh dé xac dinh cac diéu kién
nubi cy té bao Iy tuéng dé dénh gia cac dong vo tinh tmg vién khang FLT3L. Céc diéu
kién cudi cung 1a: 50,000 t& bao RS4;11 trén mdi giéng duge & v6i 96pM rhuFLT3L c6
hodc khong c6 cac dong vo tinh umg vién mAb khang FLT3L trong céc mdi truong
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) hoan chinh véi mot phan trim albumin huyét
thanh bd (BSA) trong 2 gid trong ti i dugc tao 4m dit tai 37 C, 5%CO,. Su diéu hoa
giam tiép theo clia sy bidu hién FLT3 duoc x4c dinh bang phép dém té bao theo dong
chay nhu dugc do theo MFI tho hodc % su diéu hoa giam. 96 pM rhuFLT3L (EC80) dugc
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chon vi tai diém d6 pha ham mii ciia dudng cong dap Gng lidu dugc bat dau va nhu vay
dam bao trc ché hoat dong bat ky thuFLT3L s& dugc phan anh ngay 1ap tirc boi su thay
ddi mirc d diéu hoa giam FLT3 trén cac bé mit té bao RS4;11. (Fig.3A). Hiéu qua thu
nghiém dugc khing dinh bing cach st dung dbi chimg khang thé chudt nhét khéng
huFLT3L c6 ban trén thi truong (MAB608, R&D Systems) (Fig.3B). Déi voi kha ning
phan (g chéo loai cua FLT3 voi phéi tir ctia né, thir nghiém nay c6 hiéu qua dé danh gia
cac dong vO tinh khang FLT3L nguoi, cyno, va loai gam nhim, thay vi dong té bao
ngudi. D6i voi FLT3L chudt nhat, EC80 1a 36 pM.

Vi du 3. Hoat tinh trung hoa ctia khang thé chon loc din dau khang FLT3L hoa tan

Dua vao su ghép ndi cia FLT3L v6i FLT3, thu thé nay dime héa, tu phosphoryl
hoa, va nhan lén cat-xet truyén tin hiéu khi duoc ndi hoa. Quy tinh nay, dugc do béng su
didu hoa giam FLT3, 6 thé dugc e ché boi cac khang thé ma lién két véi FLT3L. Do do,
cac khang thé chon loc dan dAu duogc thir nghiém vé kha nang ctia chiing e ché qua trinh
didu hoa giam FLT3 trén céc té bao RS4;11 bang su lién két v6i FLT3L hoa tan (sFLT3L)
cia nguoi, chudt nhit, hodc khi dudi dai (cyno). Thir nghiém sang loc dugc tdi uu hoa
nay duoc st dung dé thir nghiém kha ning trung hoa clia cac khang thé chon loc d4n dau.
Nhu duoc mo ta, cac té bao RS4;11 (50,000 té bao trén mdi giéng) duoc U trong hai gio
trong RPMI hoan chinh véi mot phﬁn tram BSA trong su c¢6 mat cia FLT3L nguoi hodc
cyno (96 pM), hodc sFLT3L chudt nhit (36 pM). Cac dung dich pha loang theo bic cua
mdi dong vo tinh dugc bd sung va chu tric FLT3-Fc hoa tan hodc khang thé ctia ngudi
khang FLT3L bén sén dugc st dung 1am d6i chuing dwong. Su biéu hién FLT3 trén cac té
bao RS4:11 duoc xac dinh bing cach str dung phép dém té bao theo dong chay va dugc
bao céo dudi dang MFI.

Nhu duoc thé hién trén Fig.4A va 4B, tit ca cac khang thé dong v6 tinh dan dau
déu chimg t6 kha ning trc ché ca sFLT3L ngudi va cyno & mot ngudng nao do. Tét ca
CATS8, CAT26, Dyax3, va Dyax5 déu thé hién su tic ché tuong tu nhau sSFLT3L nguoi va
sFLT3L cua khi cyno. Mic du dugce trinh bay trong Bang 3 duéi day, cac gia tri IC50 dbi
voi CATS8, CAT26, Dyax3, va Dyax5 thiéu tinh gia tri vi ICyax chua bao gio dat dén.

Nguoc lai, CAT5D9 dat dugc ICyax va tao ra duong cong dang hinh chit S mong
doi tir su trc ché FLT3L (Fig.4A va 4B). Céc gia tri IC50 d6i véi CATSD9 thé hién trong
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Bang 3 chi ra kha nang phan tng chéo v6i FLT3L nguoi va cyno, nhung khong phan tmg
chéo v6i FLT3L chuot (Fig.4C).

Bang 3. IC50 (nM) ctia cac khang thé chon loc d4n dau chéng lai 96 pM sFLT3L

ngudi, cyno hodc chudt nhat.

Ngwoi | Cyno | Chudt nhit
R&D 0,04 0,10 0,12
CATS 43,5 3001 N/A
CAT26 618 2584 N/A
DYAX3 54,8 3066 1489
DYAXS5 245 6015 354
CATSDY9 385 564 N/A

Vi du 4. Kha ning lién két cia khang thé chon loc din diu khang FLT3L bé mit té
bao

FLT3L duogc biéu hién dudi dang protein mang té bao va tudn hoan dudi dang
protein hoa tan khi dugc phan tach. Ca hai dang li€n két mang va hoa tan c6 hoat tinh
sinh hoc. D& phong bé c6 hiéu qua con dudng dudng truyén tin hiéu duoc trung gian béi
FLT3, c4c ung vién khang thé din du nén lién két v6i ca hang hoa tan va lién két mang

cua FLT3L.

Phi hop véi diéu nay, lién két bé mit t& bao v6i FLT3L ngudi, cyno, va chudt
duoc danh gia bang cach chuyén nap cic té bao budng trimg chudt déng Trung Quéc
(CHO) véi protein c6 chidu dai ddy du twong tmg d6i véi mdi lodi. Cac dong vo tinh tmg
vién duoc 0 v6i cac dong té bao biéu hién FLT3L trong 1 gio tai 4°C tru6e khi duge rira
hai 1dn dé loai b6 khang thé khong lién két. Sau do6 cac té bao duge G véi pAb dé phat
hién thtr cAp khang IgG ngudi duge danh ddu PE dé dinh lugng khang thé lién két ma
dugc do bang phan tich dém té bao theo dong cua tin hiéu PE. CAu trac huFLT3-Fc, trén
xuong sdng IgG ngudi, duge st dung lam chét phan umg d6i ching duong cho sy biéu

hién FLT3L vi n6 phan ung chéo véi phéi tir cyno va chudt nhét, ngoai ra phdi tir nguoi.

T4t ca cac khang thé chon loc dan dAu lien két FLT3L ngudi (Fig.5A), va tat ca trir
DYAXS5 lién két voi FLT3L cia cyno (Fig.5B). Nguogc lai, chi Dyax5, va Dyax3 & quy
md nho hon, thé hién kha ning phan Gng chéo voi FLT3L chudt nhat (Fig.5C).

Do d6, tit ca cac khéng thé chon loc dan dau déu thé hién kha nang lién két FLT3L
chéo loai, mic du vé6i hidu qua khac nhau. Vi sy chénh léch 1a 16 rang & mtrc do chiém
giit thu thé déi v6i mdi dong, ca EC50 va su chiém gitt t6i da 1a 1 rang (duoc thé hién 1a
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ti 16 phan tram so v6i FLT3-Fc) va duoc tinh & danh gia cudi cing. Céac két qua duge
trinh bay trong Bang 4 dbi véi FLT3L nguoi, cyno, va chudt nhét duoc biéu hién trong té
bao CHO.

Bang 4. EC50 (nM) va su chiém giir tdi da (% so v6i FLT3-Fc)

Ngwoi Cyno Chuét nhit
EC50 | %Ocp | EC50 | %Ocp | EC50 | %Ocp
FLT3-Fc 0,09 100 0,6 100 0,14 100
CATS8 0,08 60 9,0 32 N/A N/A
CAT26 0,19 46 1,1 96 N/A N/A
DYAX3 0,27 33 1,8 35 0,39 16
DYAX 5 0,66 28 N/A N/A 0,11 51
CAT 5D9 | 0,157 40 1,1 100 N/A N/A

Vi du 5. Hoat tinh lién két caa khang thé chon loc din dau v6i FLT3L ndi sinh cta
nguoi

FLT3L dugc biéu hién trén bé mit ciia cac té bao T so cép sau khi duoc kich thich
béi céc xytokin chudi y, cu thé 1a IL-2, IL-7, hodc IL-15, doc 1ap 1a su gén két TCR.
Trong Vi du 4, céc Gng vién khing thé dan dau ching té kha ning lién két v6i cac té bao
CHO duoc chuyén nap véi protein FLT3L ngudi. Bude tiép theo 1a dam bao rang chung
c6 thé lien két v6i FLT3L noi sinh tir dong t& bao ngudi so cp. Do d6, céc ung vién
khang thé dan dau dugc thir nghiém vé kha ning cua ching lién két véi huFLT3L trén cac

té bao T duoc kich thich bai IL-2 thu dugc tir ngudi cho.

Pé cam ung sy biéu hién FLT3L trén bé mit té bao, cac té bao T nguoi vira méi
duoc phén 14p dugce kich thich bang 50 ng/mL IL-2 trong su véng mit cua khang thé
khang CD3 (su hoat hoa té bao T bing khang thé khang CD3 sé& dan dén su toa ra cla
FLT3L tir bé mit t& bao) trong 5 ngay. Sau thoi gian nay, su biéu hién trén té bao T duoc
khing dinh bang cach sir dung cdu trac FLT3-Fc ngudi (Fig.6A). Cac dung dich pha
lodng theo béc ctia mdi dong v tinh sau d6 dugc 1 v6i cac té bao T duoc kich thich bing
IL-2 (100K/giéngl) trong 30 phit tai 4°C. Khang thé du dugc loai bo bing cach rira bang
chit dém va céc khang thé lién két bé miat dugc phat hién bang khang thé khang IgG
ngudi dugc danh ddu APC. T4t ca cac dong vo tinh din dAu, ngoai trir CATSD9, lién két
v&i FLT3L ndi sinh trén té bao T so cAp cta nguoi (Fig.6B). CATSDO lién két voi FLT3L
ndi sinh ban ddu khong phat hién dwoc do 4i luc lién két cta né thép. Tuy nhién, khi
CAT5D9 duoc dime hoé véi khang thé khang IgG (dugc danh ddu APC) trude khi U véi
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cac té bao T, 4i luc cua né duge tang 1én dang ké dé khing dinh lién két phu thudc lidu

véi FLT3L noi sinh (Fig.6C).
Vi du 6. Hoat tinh Grc ché FLT3L bé mat té bao cua khang thé chon loc din dau

Kha nang cua céc khang thé chon loc dan ddu lién két véi FLT3L bé mit té bao tao
ra su tham nhap han ché déi véi su e ché hoat dong cia phéi tir. Ly tuéng 14, lién két
cua cac khang thé chon loc dan dau v6i FLT3L bé mat té bao nén giam hoat tinh truyén

tin hiéu cta phirc hop phdi ti-thy thé.

Pé kiém tra didu nay, 1,000 té bao CHO biéu hién huFLT3L/giéng duoc cdy qua
dem dé két dinh. Ngay tiép theo, mdi truong nudi cdy CHO duge loai bd, céc té bao duge
rira nhe bang RPMI va céc dung dich pha lodng theo bac cua khang thé dugc bd sung
trong 30 phut true khi bd sung FLT3+ RS4;11 (100K/giéng). Sau 2 gio u tai 36°C,
RS4:11 té bao duoc chuyén nap vao dia méi 96 giéng trén d4 dé nhudm dé phat hién sy
diéu hoa giam FLT3. Ngoai nhudém dugc sir dung cho céac thir nghiém didu hoa giam
RS4;11 FLT3 tiéu chuén, khéang thé khang CD19 duoc bao gém dé loai trir cac té bao
CHO tap nhiém bat ky. Su diéu hoa giam FLT3 duoc do bang phwong phap dém té bao
theo dong.

Ung vién khang thé din diu phong bé thir nghiém chung to rang tit ca cac khang
thé chon loc dan dau déu c6 kha ning trc ché FLT3L bé mit t& bao & muc dd nao do, qua
tAt ca cac tmg vién thé hién hoat tinh tuong dbi thip so v6i khang thé dbi chung thuong

mai, phan 4nh ai luc thap (Fig.7).

Vi du 7. Téc dung trc ché truyén tin hiéu FLT3 dugc cam tng bdi FLT3L cua dong
vo tinh din dau

Qua trinh ty phosphoryl hoa cua FLT3 d4n dén hoat hoa mang luéi tai nap tin hiéu
chu yéu qua PI3K va cat-xet RAS ma dén luot n6 hoat hoa AKT (protein kinaza B, PKB),
MEK, va ERK. Cat-xet truyén tin hiéu nay cudi cung dan dén sy phién ma cdc gen ma
thuc déy su séng sot va tang sinh cua té bao. P& khing dinh cac Gmg vién khang thé dan
dAu dang phong bé su truyén tin hiéu xuoi dong cta FLTS béi FLT3L & céé t“é'bésd so cip
ciia nguoi, qua trinh phosphoryl hoa cia ERK va MEK ¢ té bao gdc CD133+ duge do
bang chét dung giai té bao toan phin Mesoscale MSD Phospho-ERK1/2 va MEK1/2

quang lan.
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Su danh gia hiéu lyc phén tich dugc thiét 14p bang cach st dung dong té bao
RS4;11, v6i sy hoat hoa ERK dugc cam ung béi FLT3L theo cach phu thudc lidu.
(Fig.8A). C4c dung dich pha lodng theo bac cua FLT3L dugc u v6i 300,000 té bao
RS4:11 trén mdi giéng trong 8 phit tai 36°C. Cac té bao sau dé duoc thu hoach, dugc
dung giai, va dugc phén tich dbi v6i ERK duoc phosphoryl hoa nhu huéng dan cta nha
san xuét. Vi véi cac phan tich sém hon, EC80 cho su hoat hoa FLT3L cia ERK dugc xac
dinh (476 pM) va dugc st dung dé thtr nghiém hoat tinh Gc ché cua cac dong vo tinh
khang thé khang FLT3L ung vién. Hiéu qua thir nghiém dugc khing dinh bang cach st
dung khang thé chudt khang FLT3L nguoi ¢6 ban trén thi truong lam d6i ching duong
cho qua4 trinh trung hoa hoa c¢6 hi¢u qua (Fig.8B).

Str dung céc tham s6 dugc thiét 1ap nay, cac dong vo tinh dan dau dugc thi
nghiém c6 st dung cac té bao gbc CD133+ so cAp dugc nhén rong in vitro ma dugc danh
gi4 hiéu luc dbi véi sy bidu hién FLT3 truéce khi sir dung. Céc dong vo tinh dan déau duoc
U trude bang 476 pM FLT3L trong 30 phit, sau d6 duoc bd sung vao céc té bao gbc
CD133+. Sau khi 0 8 phut tai 36°C, cac té bao dugc thu hoach, dugc dung giai va dugc
phan tich ddi voi ERK va MEK duge phosphoryl hoa bang céach st dung cac thir nghiém
MSD nhu huéng din ctia nha san xuét. Khang thé chuot khang FLT3L ngudi co ban trén

thi truong dugce st dung lam dbi chung duong.

T4t ca cac dong vo tinh Gmg vién du thé hién ro rang 1a Grc ché sy cam tng MEK
(Fig.9A) va ERK (Fig.9B) béi FLT3L. Tuy nhién, chi CATSD9 dat dugc ICyax va thé
hién duong cong dap ung lidu dang hinh chit S nhu mong doi (Bang 5). Két hop lai, cac
két qua thé hién trong céc vi du goi y rang CATSD9 1a dong vo tinh tt nhét trong sb cac
khang thé chon loc din dau, va nén xu ly dé t6i wru hoa c6 diéu kién dé danh gia sinh ly

cda ai Iuc va vi tri lién ket epitop.

Bang 5. 1C50 (nM) chéng lai 0,476 nM FLT3L

MEK | ERK

R&D 0,19 0,19

CATS 7,4€° 0
CAT26 | 2,1e"7 | 24>
DYAX3 93 2.4
DYAX5 | 24 25
CATSD9 | 181 187

Vi du 8. Kiém chimg d9 dic hiéu dich
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CAT5D9 thé hién rd rang 13 khang thé chon loc dan dau tot nhit bang viéc danh
gia hoat dong ¢ cac thir nghiém sinh hoc. Lién két epitop Octet dugc st dung dé xac dinh

viing lién két CAT5D9 so véi thu thé FLT3.

Lién két epitop duoc st dung dé xé4c dinh cac khang thé din du c6 thu thé FLT3
trén FLT3L. Sang loc dugc thuc hién trong ba pha. 0O pha I, su lién két cua Biotin-FLT3L
v6éi miu do avidin dugc thuc hién. 0 pha II, c4c ung vién riéng ré dugc lién két vai
Biotin-FLT3L. O pha ba III, mdi khang thé trong sb cac khang thé thir nghiém dugc bd
sung vao khang thé pha II. Lién két bd sung bat ky dugc phat hién 12 du hiéu cta hai
khang thé ¢ vi tri lién két khong canh tranh v6i FLT3L dich. Chi chit dém, khong c6
khang thé dugc bd sung tai pha 111 va FLT3-Fc dugc sir dung 1an luot 1am di ching 4m
va duong. Néu chi dém duoc bd sung tai pha III, cac dong luc phan ly thu duoc cia
khéng thé v6i FLT3L phan anh 4i luc sin c6 clia dong vo tinh ddi véi dich.

Chi CAT5D9, duoc bd sung tai cac néng do 1x va 2x, lién két bi trc ché boi FLT3-
Fc, goi y ring CATSD9 da huéng dén vi tri dich mong mudn trén FLT3L (ttc 13, n6 ¢6
chung cung epitop hodc epitop chdng 14p nhu FLT3-Fc) (Fig.10A). Quan trong 13, ngugc
lai, bén dong vo tinh tmg vién con lai khong bi e ché béi CATSDY, goi ¥ ring chimg da
lién két véi epitop FLT3 khéac (Fig.10A). Ngoai ra, tbc @6 phan ly nhanh chéng khi chi
minh chit dém duoc bd sung ciing ¢ cho thi nghiém trude do goi y rang i luyc cia
CAT5DO9 1a thép (nghia 1a hiéu qué cua no ddi vé6i hiéu luc duge cai thién véi sy tdi vu
hoé 1a cao). Phu hop véi diéu nay, khi mdi dong v tinh trong s 4 dong vo tinh con lai
dugc lién két & Pha IT (CATS thé hién 1a db thi dai dién thé hién trén Fig.10B), lién két bd
sung cia CAT5D9 va FLT3-Fc ¢o thé dugc phat hién & Pha III, phan anh céc vi tri lién
két khac nhau cia ching. Ciing dugc quan sét thdy rang mdi dong vo tinh trong sb 4 dong
v6 tinh khic duoc sang loc véi nhau va khi chi minh chét dém dugc bd sung, tbe dd phan

ly ctia ching la tuong dbi cham.

Cang v6i nhau, cac sb liéu nay khing dinh rang chi CAT5D9 canh tranh truc tiép
v6i FLT3 tai ving lién két FLT3L va thé hién 15 rang 1 ¢6 lién két &i luc thap, goi ¥ rng
n6 ¢6 tiém ning dé tdi wu hoa. Mit khéc, cac dong vo tinh con lai déu cham dén vi tri ma,
dua vao sb liéu hoat dong, khong canh tranh truc tiép v6i FLT3. Téc d6 phan ly cham cta

chiing goi y ring ching da lién két vdi 4i luc dang ké voi FLT3L va c6 it tiém ning dé toi
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wu hod. Su wrc ché ban dau thé hién & cac thir nghiém sang loc ban dau c¢6 kha nang do su

can tré khong gian hodc phong bé mot phan ctia vi tri lién két thy thé.
Vi du 9. Pong luc hoc lién két Biacore (C9)

Phan tich Biacore dugc st dung dé xac dinh cac dong luc hoc lién két cua céc
khang thé din dau va khing dinh s6 liéu Octet goi y rang CATSD9 ¢6 4i luc kém dbi véi
FLT3L. Cac dong luc ciia manh gin két khang nguyén khang FLT3L va FLTL3 nguoi va
khi dudi dai dugce xac dinh & CAT8, CAT26, Dyax3, va Dyax5 cuia ngudi. Ngoai ra, cac
dong lyc hoc lién két ciia manh gén két khang nguyén CAT5D9 dugc xédc dinh dbi véi ca
FLT3L nguoi va khi dudi dai.

Céc két qua duge thé hién trong Bang 6. Hang s6 can bang phan ly (Kp) 1a 1én hon
50x & CAT5D9 nguoi va khi dudi dai so v6i cac khang thé din du con lai. CAT5D9 thé
hién chét luong thip, cac dong luc phan ly nhanh (hu = 70,72, cyno = 70,66). Két qua 13,
dit liéu lién két o trang thai 4n dinh thu dugc khi kiém tra dir liéu dong luc hoc Kp. Su
lién két & trang thai én dinh cung b cho két qua cua lién két dong luc hoc, the hién cac
gi tri tuong tw (Bang 3). Céc dir liéu nay khing dinh éi luc thip ciia CATSD9 va tiém
niing clia né déi v6i hiéu qua dugc cai thién véi sy toi uu hoa.

Bang 6. Céc dong luc hoc lién két ciia céc khang thé dan dau khang FLT3L.

'Céc Fab Cac loai k01.1‘ N ko[f. i 15) ;)75::) 1:1.) KD(;f:lrg?fht)hal
khang FLT3L | FLT3L | (xE+5/Mili gidy) | (xE-3/gidy) (nM) (nm
CATS ngudi 6,28 5,56 8,85 NA
CAT26 ngudi 1,91 0,84 4,37 NA
Dyax3 nguoi 0,66 1,23 18,69 NA
Dyax5 nguoi 2,28 5,01 21,96 NA
CAT5D9 nguoi 0,61 70,72 1157 1595
CATSD9 cyno 0,61 70,66 1157 1607

Fab = méanh gén két khang nguyén; Hu = ngudi; cyno = khi dudi dai; kon = hing

s lién két cua lien két; Koff = hang s phan ly lién két; Kp= hing s can bang phan ly
Vi du 10. Su véng mit ctia kha ning phan tmg chéo CAT5D9

Ngoai khang dinh lién két CAT5D9 véi epitop FLT3L chinh x4c, cling quan trong
dé khang dinh rang s& khong lién két v6i cac thé twong ddng cdu tric gan cia FLT3L, yéu
t té bao gbc (SCF) va yéu t6 kich thich tao mau (CSF1). Ca hai yéu t6 déu la phéi tir di
v6i thu thé protein tyrosin kinaza (c-Kit va CSFRI1, tuong tng) ma la cac ct danh ngoai

dich so chp d6i véi cac chét e ché FLT3 phan tit nho hién tai dugc sir dung & thiét 1ap
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ung thu hoc dé quan ly bénh 4ac tinh xut hién tir sy dot bién FLT3-IT9D dugc hoat ho4
co dinh.

P& thir nghiém diéu nay, dia ELISA dugc phi bang 2 pug SCF hoic CSF1 ngudi tai
t6 hop. Sau khi rira, dia dugc phong bé bang 3% sita trong nudc mudi dém tris-phosphat
(TPBS) va céc khang thé din dau dugc bd sung trong su pha lodng theo bac (x2), bét ddu
tai 50 pg/ml. Sau khi 0, khéng thé khong lién két dugc loai bd bang cach rira va khing
thé da lién két duoc phat hién bing cach st dung khang thé khang IgG-HRP ngudi két
hop v6i co chit TMB d& phat trién mau. pAb dé khang SCF va mAb chudt khang CSF1

c6 ban trén thi truong dugce su dung lam cac ddi ching lién két duong.

Khong c6 khang thé chon loc dan dau nao phan tmg chéo v6i huSCF (Fig.11A)
hoic huCSF1 (Fig.11B). Quan trong 1a, cac két qua nay chimg t6 rang tinh chon loc cla
CAT5D9 & lién két chi v6i FLT3L ma khong lién két v6i cac phan tir phdi tf TKR twong

tu vé mit cAu truc.
Vi du 11. Téi wu hoa ai lyc cia CAT5D9

Nhu dugce thao ludn trén day, CATSD9 lién két véi FLT3L véi 4i luc thép va do do
ching té rang c6 tiém luc dé c6 hidu qua dugc cai thién véi su t6i wu hoa 4i lyc. KD
mong mudn caa 300 pM duoc thiét 1ap dua vao viéc 1ap md hinh PK. Dot tdi uu hoa

duoc thiét ké dé dat dugc tdi da 12 sy cai thién KD 10,000 lan.

Sau khi tao dong mém céc khung, hai chién lugc song song duge st dung -gy dot
bién dé dat va gy dot bién khéi. Gay dot bién dé dat dot bién moi vi tri & ca 6 CDR dbi
v6i tht ca 20 axit amin, cing mot lic. Cac dong v tinh duge sang loc sir dung phuong
phép thong luong cao va cac dot bién ¢6 ich riéng r& dugc két hop véi nhau. Gay dot bién
khéi dot bién cac doan lién tiép goém 5 dén 6 vi tri trong cic CDR & md hinh chéng 14p,
va céc thu vién khoang 1E6 dén 1E7 dong v tinh thu duge duge lam giau dau tién bang
cach st dung cac k¥ thuat sang loc bidu hién va sau d6 dugc sang loc bing cic phuong
phép thong luong cao.

Sau vong t6i wu hoa thur nhét, 30 dong vo tinh tir dot bién de dit va 24 dong vo
tinh tir gdy dot bién khdi dugc thit nghiém & dinh dang IgG. Sir dung cac k¥ thudt 1ap md
hinh phan ttr, duge xdc dinh va két hop cac dot bién tot nhat thu dugc dong v tinh 5D9-
Dong vo tinh 6, ma dat duge KD 1a 1610 nM (duoc do béng Biacore), su cai thién ai luc
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700x so v6i 5D9 goc (xem Bang 7). Ai luc cta cac dong vo tinh din dau SC4017 va
AM40 vuot qua tiéu chi CDTP (< 300 pM). Ca hai dong vo tinh dugc t6i wu hoa thém
ddu lién két v6i va trung hoa FLTL bé mit té bao noi sinh, lién két FLT3L ndi sinh hoa

tan & huyét thanh ngudi, va lién két voi va trung hoa FLT3L cia khi cyno.

Bang 7. Tong hop dit lidu lién két di v6i cac dong vo tinh din dau tir qua trinh tbi

uu héa CATSD9.

kon koff Kp

(1E+5/Mili gidy) | (1E-4/gidy) (pM)

Thu thé hFLT3/hFLT3L 3,6 81,2 22,340

5D9 goc/hFLT3L Gbe 0,6 707,2 1,157,000

5D9-C06/hFLT3L Vong 1 55 8.8 1,610
AM40/hFLT3L Vong 2 10,9 1,8 170
AM40/cFLT3L Vong 2 26,6 1,7 63
SC4017/hFLT3L Vong 2 14,5 0,5 37
SC4017/cFLT3L Vong 2 58.4 0,5 8,8

Su tang ai luc nay giai thich sy cai thién hoat tinh chirc ndng >1000 14n nhu dugc
do béi su didu hoa giam FLT3 trén té bao RS4;11 (Fig.12A) bang cach st dung phuong

phap dugc mb ta cho su chon loc dong vo tinh sém hon.

Dé dat duoc ai luc 12 300 pM, vong tdi wu hod ai luc tha hai duoc thuc hién. Dong
vO tinh 6 (C06) dugc dot bién, va cac thé dot bién tao thanh duoc sang loc theo cach
tuong tu nhu vong t81 wu hod thtr nhét. La mot phan ciia sang loc pha & gay dot bién khéi,
Dong 6 dugc st dung ¢ dinh dang IgG lam yéu td canh tranh dé lam giau cac dong vo
tinh v&i 4i luc vé co ban cao hon. Dong v6 tinh tdt nhét tir sy gdy dot bién khdi 1a dong
AMA40 v&i KD=170 pM. Mot sé dong v6 tinh két hop ciia AM40 va cac dot bién tir vong
gay dot bién dé dat tht hai duoc két hgp va tao ra mot dong vo tinh siéu tdt, SC4017 cb
KD=37 pM. Ai luc cao hon nay lai dugc phan (mg & sy tc ché hoat dong duoc cai thién
FLT3L nhu duge chimg té bsi sy didu hoa giam FLT3 trén cac té bao RS4;11 (Fig.12B).
Tuy nhién, phan tich thém cho ring hiéu qué siéu tét ciia SC4017 14 do tryptophan don bd
sung duoc két hgp vao ngay lién k& v6i vang lién két. Didu nay thé hién nguy co phat
trién thu dugce do nhay cua cac gde tryptophan dugc tiép xtc véi qud trinh oxy hod. Pbi
v6i Iy do nay, AM40 dugc chon loc lam dong v tinh TgG din ddu. Mac du 4i lyc thap
hon mot chat (170 pM) so vai SC4017 (37 pM), AM40 van vuot qué dich ban déu 1a 300

pM va duogc xac dinh 1a c6 nguy co thap hon ddi vé6i su phat trién.
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Cudi cling, cic tac gia sang ché khing dinh ca hai dong vo tinh déu c6 thé trung
hoa FLT3L noi sinh trén bé mit t& bao bé‘mg cach phat trién thur nghiém st dung céac té
bao T so cép duge kich thich béi 20 ng/ml IL-7 trong 7 ngay (dugce phét hién ra la quy
trinh ¢6 hiéu qua nhét dé cam ung su biéu hién FLT3L bé mit té bao trén cac té bao T so
cip) & su ddng nudi cdy v6i FLT3+ RS4;11. Ngén gon 13, cac té bao CD4+T dugce kich
thich bdi IL-7 duge @ v6i cac t& bao RS4;11 qua dém tai ti 18 12 15:1 (su dap tng ti 1¢ lidu
thé hién trén Fig.13A), mot minh hodc trong sy ¢6 mit cia dung dich pha lodng theo bac
cta cac dong vo tinh ung vién, SC4017 va AM40. Su diéu hoa giam FLT3 duoc do béng
phwong phap dém té bao theo dong nhu duge md ta trude d6. Céa hai dong vo tinh déu thé
hién su ngan chdn hoan toan su diéu hoa giam FLT3 trén té bao RS4;11 & cac néng do

trén 1 nM (Fig.13B) v6i hiéu qua tuong tu.

Vi du 12. Trung hoa FLT3L cua dong vat linh truéng khée manh khong phai la
nguoi

Dé x4c dinh do an toan va do bén ciia AM40 trong viéc trung hoa FLT3L, nghién
ctru tinh doc dugc thuc hién trong khoang thoi gian mot thang bang cach sir dung lidu lap
lai mot 1n mdi tudn. Thoi gian theo doi didu tri tdm tuln duoc bao gdm dé theo ddi tién
trién cla con vat. Phac thao nghién ctru ndy dugc mé ta trén Fig.14. Nhu duoc thé hién
trén Fig.15A, cdc mac FLT3L tu do hoa tan dugc giam manh sau su dung lan tht nhat
AMA40 tai tit ca cac lidu, nhung tai 0,3 mg/kg 1a khong du dé duy tri su gan két dich trong
dt mot tudn. Cac nhom dung lidu cao hon (1 mg/kg va 30 mg/kg) thé hién sy su gin két
dich canh tranh (dugc phan tng duéi dang FLT3L tu do hoa tan du6i BLQ) théng nhat

qua ngay 57, tai d6 chi ra cac muac FLT3L hoa tan trd lai duong co s& ¢ nhom 1,0 mg/kg.

Twong tu, do tin suat DC tudn hoan (% tdng céc té bao CD45+ dugc phat hién qua
phép dém té bao theo dong chay va biéu hién 1a phin trim cta cdc mirc dudng co s&
truée nghién ctru) thé hién su giam 4n dinh tAn sudt CD1lc+ (c6 dién) DC va DC dang
twong bao qua ngay 22 ¢ nhom 1,0 va 30 mg/kg (Fig.15B). Tén suit CDlc+ DC tuin
hoan van gitt su (rc ché qua ngay 50 va ngay 85 l4n luot trong nhém 1 mg/kg va nhém 30
mg/kg. Tan suit pDC tuan hoan van giit sy gidm qua ngay 71 va ngay 85 lan luot trong
nhom 1 mg/kg va nhom 30 mg/kg. Su phuc hdi cta céc quan thé DC & nhom 1,0mg/kg
twong quan voi su hoi phuc cua FLT3L huyét thanh tu do ma xay ra tai thoi diém nao d6

trong khoang tir ngay 57 dén 85. Cac két qua nay chi ra rang cac quan thé DC giam khi
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FLT3L dugc trung hoa béi AM40 nhung quay trd lai duong co s& nhanh chong khi
FLT3L tu do tré nén sin co.

Vi du 13. Biéu hién FLT3L twong quan v6i mae do nghiém trong cua bénh lupus

ban d6 hé théng

SLE 14 bénh ty mién dugc dic trung bdi ching viém man tinh va c6 thé anh
hudng dén hau hét co quan bat ky trong co thé va & tht ca cac nhom tudi. SLE thuong tac
dong dén khép, da, thén, phéi, tim, va ndo. Vi vai tro truyén tin hiéu tién vién cia no, su
biéu hién cta FLT3L & déi twong bi SLE dugc diéu tra d& tim kiém méi twong quan gitra
cac mirc FLT3L va mirc dd nghiém trong cua bénh. Cac nghién ciru da cong bd dén nay
chu yéu dua vao cac mirc FLT3L huyét thanh khi thu duge cac mdi twong quan véi bénh
va trong khi day 1a phép do thuc tién nhét trong cac nghién ctru 1am sang, c6 nhuoc diém
¢ hiru 1 sw phan anh san xudt trir di nhiing gi dugc hip thu bai DC va céc t€ bao tidu thy
FLT3L duoc hoat hod khéc. Trong cac nghién ctru vé viém, s6 lugng céc té bao bidu hién
FLT3 va su tiéu thu FLT3L cia ching s& thay d6i manh va didu nay c6 kha nang giai
thich céac bién dbi trong viéc phat hién gitta cac nghién ciru va tai sao khong c6 khi dugc
thé hién méi twong quan truc tiép gitta FLT3L huyét thanh va cac két qua 1am sang cla su
tién trién bénh. Pugc biét rﬁng cac té bao T 1a mot trong nhitng nguén FLT3L chiém wu
thé trong cac nghién ctru viém, cac tac gia sang ché da phat trién thir nghiém d do su
biéu hién FLT3L truc tiép trén bé mit té bao T st dung céc té bao don nhan méau ngoai

bién (PBMC) dugc phén lap méi.

Huyét thanh va PBMC duoc phan 1ap tir c4c ddi twong bi SLE (n=24) va céc doi
twong cho khoé manh (HD; n=15). FLT3L huyét thanh duogc do bang ELISA (R&D
Systems) theo chi din clia nha san xuit va tAn suét cua céc t& bao CD4+ T biéu hién
FLT3L dugc xac dinh st dung phén tich dém té bao theo dong chay dugc phat trién noi
bd, véi FLT3L dugc phét hién bang dong vo tinh khdng FLT3L dugc danh ddu huynh
quang, MAB608 (R&D Systems). Chi s6 hoat tinh bénh SLE (SLEDATI) dugc sir dung dé
xéc dinh hoat tinh lupus & cing cac ddi tugng. Mirc ¥ nghia dugc xac dinh bang cach st
dung mbi tuong quan Mann Whitney va Spearman dbi véi phép so sanh quan thé khoé
manh so v6i quin thé bi bénh véi SLEDALI twong tng.

Phu hop véi boc 1 trude do, cac muae FLT3L huyét thanh dugc tdng cao & cac dbi
tuong cho SLE so v6i HD (p<0,05; Fig.16A) nhung khong c6 mbi twong quan cé ¥ nghia
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nao dugc phét hién voi hoat tinh bénh (SLEDAI) (p<0,07; Fig.16B). Nguoc lai, khi su
san sinh FLT3L duoc do béi tAn suét cac té bao CD4+ T biéu hién FLT3L, ¢6 su ting cao
dang ké cac dbi twong cho SLE so v6i HD (p<0,0001; Fig.16C) va mbi trong quan manh
v6i cac két qua SLEDAI (r = 0,7045; p<0,0001; Fig.16D). Dit liéu nay goi ¥ rang viéc do
su biéu hién FLT3L trén té bao T c6 thé dic biét thich hop ¢ nghién ciru bénh.

Dua vao viéc phat hién mdi twong quan gitra céc két qua SLEDAI va cac té bao
CD4+ T biéu hién FLT3L, tap hop con cta céc té bao CD4+ dugc kiém tra d& xac dinh
néu (1) sy biéu hién FLT3L qua tip hop con céac té bao CD4+ T tir d6i tugng bi bénh
SLE 1a phu hop véi sinh hoc da biét va (2) néu su biéu hién tap hop con twong quan véi
cac két qua SLEDAL Tép hop con CD4+ dugc nghién ctru la céc t& bao T bam sinh (Tpim
<), cac té bao ghi nhé yéu td tac dong (Tgy), va céc té bao ghi nhé trung tam (Tey).
Cing cac quy trinh va cdc muc y nghia, nhu duge mo ta trén day, duge sir dung cho

nghién ctru sy bi€u hién va cdc mdi tuwong quan.

Su biéu hién FLT3L qua c4c tAp con cla té bao CD4+ T 1a phu hop véi sinh hoc da
biét vé& su biéu hién FLT3L. Cu thé 13, sy biéu hién FLT3L thuong khong dwoc quan sat
théy trén cac t& bao Tyim sn O HD, du cho ¢6 su danh gid nhd, nhung c6 y nghia & cac dbi
tugng cho SLE (Fig.17A, Phia trén). Su biéu hién FLT3L trén céc t€ ba0 Thim sinn T CAC
déi tugng cho SLE ¢6 mbi tuong quan c6 ¥ nghia véi cac két qua SLEDAI (Fig.17A,
Phia duéi; r = 0,6629; p=0,0004). Quan trong la, su biéu hién FLT3L duoc quan st théy
trén ca CD4+ Ty bi HD va SLE, nhu dugc mong doi ¢ quén thé nay ma chup cac té bao
T hoat hoa hién tai ma da duoc tiép xic véi xytokin chudi y da biét 1a cam tng su biéu
hién FLT3L. Mic du su dap tng nay dugc quan sat thdy & ca ddi twong cho HD va SLE,
su tang cao dang ké & dbi tegng cho SLE va lai nira, su biéu hién & ddi tugng cho SLE c6
twong quan v6i SLEDAI (Fig.17B, Phia duéi; 1=0,6201; p=0,0012). Cudi cung, su biéu
hién FLT3L gidm & céac té bao CD4+ T khoé manh vi chiing biét hoa tir Tgy thanh Tey,
nhung van duoc duy tri & PBMC cua cic dbi tugng cho SLE (Fig.17C, Phia trén;
p<0,0001). Lai nira, mdi tuong quan cé y nghia hién co gitta tn suét cia cac t& bao
FLT3L+ T va SLEDAI, goi ¥ rang su biéu hién ¢ nhém nay 1a su phan anh cia trang thai

viém man tinh.

No6i chung 13, cac nghién ciru nay chung to rang su biéu hién FLT3L trén cac té

bao CD4+ T cia déi twong bi bénh SLE dugc ting déng k& so v6i su biéu hién cta doi

76



53999 771124

tuong bi bénh HD. Hon nita, sy biéu hién FLT3L tang c6 twong quan cao voi cic két qua
SLEDAL Do d6, st dung céc khang thé khang FLT3L cho ddi twong bi bénh SLE la
chién thuat didu tri co ¥ nghia dé giam cac quan thé t bao T biéu hién FLT3L dé giam

ching viém & dbi twong bi bénh SLE.

Phwong phap dugc st dung trén ddy dugc danh gia bang cach st dung phuong
phép phét hién PrimeFlow in sifu ciia IC FLT3L ARN va dwoc khing dinh bang cach st
dung AM40 dugc lién hop v6i APC.

Vi du 14. Biéu hién FLT3L & bénh viém co

Bénh viém co 1a bénh viém co man tinh ma dugc déc trung bédi su yéu, sung, va
dau co. O mitc dd t& bao, bénh viém co duge dac trung bdi cac mire tang cao cda cac
protein interferon loai 1 va pDC. Bénh viém co ¢6 thé c6 lién quan véi SLE va céc trinh
trang tién viém khac. Do do, su biéu hién cua FLT3L & dbi tegng bi viém co duoc diéu

tra dé tim kiém méi tuong quan gitta cac mc FLT3L va mic d6 nghiém trong ciia bénh.

PBMC tir céc dbi tuong bi bénh viém co va HD dugc nghién ctru ddi voi cac té
bio CD4+ T bidu hién FLT3L bing cach sir dung FACS. Cac té bao CD4+ T dugc chia
thanh cac tAp con Tyim sinhy LM, VA Tom. MUc 'y nghia gilia cac mau bénh viém co va HD

duoc x4ac dinh bang cach st dung phan tich Mann Whitney.

Nhu duoc quan sat trong Fig.18A va 18B, su biéu hién cta FLT3L & cac PBMC tur
cac dbi twong bi bénh viém co song song v6i cac phat hién tu cac dbi tuong bi bénh SLE,
vi chung duge dic trung boi muc ting c6 y nghia & phan tram cic té bao CD4+ T duong
tinh d6i v6i FLT3L (Thim smn (p<0,05; Fig.18A), Tgm (p<0,0001; Fig.18B), va Tem
(p<0,0001; Fig.18C)). Tir céc két qua nay, st dung cac khang thé khang FLT3L cho d6i
tuong bi bénh viém co 1a chién thuat diéu tri c6 ¥ nghia dé giam céc quéan thé té bao T
bidu hién FLT3L d& giam chimg viém & ddi twong bi bénh viém co.

Vi du 15. Biéu hién FLT3L & bénh viém than

Bénh viém thén la 161 loan mién dich ma anh hudng dén than va cac céu tric than
lién quan. Tinh trang nay c6 thé bat ngudn tir SLE, céc chit doc nhét dinh, hodc céc
nhiém tring nhét dinh. Bénh viém thén c6 thé din dén mét vinh vién chirc ning than, ma
c6 thé nguy hiém dén tinh mang. Cac té bao dudi gai da duoc thé hién 1a thim nhiém than

& bénh viém than lupus (Fiore et al., (2008) Mol Immunology v45: 259-265) va dugc cho
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rang déng vai tro trong viéc dan dén ching viém than, do do, gia thuyét rang su phong bé
FLT3L c6 thé tic ché DC va ngan mét chtre ning than tién trién. M hinh chudt nhat viém
thAn Murphy Roths Large/tang sinh t€ bao lympho (MRL.lpr) va khang thé khang FLT3L
(LFC-1) thé thay thé chuot nhét duoc st dung cho nghién ctru tic dung cua sy phong bé
FLT3L dbi v6i cac mirc protein nidu va diém s6 viém than. D4i chung isotyp dugc bao
gém, cung v6i nhom diéu tri khang thé khang IFNAR. Chuot nhit dugc sir dung khang
thé khang FLT3L thé hién su giam dang ké protein niéu tai 17 tudn sau khi st dung
(Fig.19A). Ngoai ra, cac diém s6 viém than tai 18 tudn duoc giam & chudt dugce st dung
khang thé khang FLT3L so v6i céc dbi chimg isotyp (Fig.19B). Quan trong 1a, protein
niéu va cac diém sb viém than & chudt dugc st dung khang thé khang FLT3L dugc giam
so v6i chudt khong duoc str dung. Cac két qua nay ciing ¢b cho vai trd clia ching viém
gdy ra boi FLT3L & bénh viém thén. T cac Kkét qua nay, st dung céc khang thé khéng
FLT3L cho dbi twong bi bénh viém than Ia chién thuét diéu tri c6 y nghia dé giam cac
quin thé té bao T biéu hién FLT3L dé giam ching viém & db6i tuong bi bénh viém than.

Céc quan thé DC lach ciing dugc kidm tra d& cung cAp cai nhin vé su thay dbi lién
quan dén FLT3L & cac quin thé t& bao mau tring & bénh viém than. Lach dugc thu hoach
tir chudt MRL tai 18 tudn va céc thay doi & cac quan thé DC lich dugc kiém tra. Diéu tri
khang thé khang FLT3L lam giam dang ké cac DC tudn hoan & chudt nhit MRL
(Fig.20A-C). Cu thé 13, Siglec-H+-pDC dugc giam déng ké so véi cac ddi chimg isotyp
sau khi sit dung khang thé khang FLT3L (Fig.20A). Tuong tu, su giam déng ké duoc
quan sat thiy & cac CD11b+ cDC (twong duong véi CD1ct DC ngudi) va cac CD8+ cDC
(twong duong v6i CD141+ DC nguoi) (Fig.20B va 20C). Hon nita, khong ¢o ti 1€ méc
bénh viém da nao & chudt duoc didu tri bang khang thé khang FLT3L dugc quan st so
v6i su chiém gitt thuong xuyén 1a 30-40% & chudt khong duge diéu tri. Do d6, diéu tri
khang thé khang FLT3L lam giam céc quan thé DC tuan hoan va céi thi¢n bénh 1y thir
phat (bénh viém da) & mo6 hinh viém than. Tu cac két qua ndy, st dung cac khéng thé
khang FLT3L cho déi tugng bi bénh viém than c6 thé lam gidm chimg viém ma ton hai

md bang céch tic ché cac quan thé DC.
Vi du 16. Biéu hién FLT3L & hoi chimg Sjdgren

Hoi ching Sjogren nguyén phat (pSS) 1a tinh trang bénh tu mién dugc dic trung

béi ching khd md rong clia mat va cac tuyén nudc bot. Ngoai ra, tinh trang bénh nay c6
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thé gay ra su ri loan chirc ning da co quan. Hoi chimg nay xay ra m¢t minh hodc trong
su c6 mit cia cac bénh tu mién khac nhu bénh lupus hodc bénh viém khép dang thap.
Céac mirc huyét thanh ctia FLT3L dugc tang & cac d6i twong bi pSS va c6 sy rd rang vé su
biéu hién cuc bd cta ca FLT3L va thu thé cua né & tuyén nudce bot bi viém (Tobon et al,
(2010) Arthritis and Rheumatism v62: 344). M6 hinh chudt bi Sjogren NOD.H2h4 dugc
st dung cho nghién ctru bénh ly tuyén nuéc bot sau khi didu tri khang thé khang FLT3L
(LFC-1) kéo dai. O 16 tudn tudi, cac chudt nay phat trién cac ciu trac lympho bac ba
(TLS) & tuyén nuéc bot (SG) ma bao gdm phin 1n cic DC, té bao B220+ B va té bao
CD3+ T, theo cach gin gidng véi cac thay d6i bénh 1y duoc quan sat thdy & nguoi. Su ton
hai m6 nay dugc dat trude boi sy phat trién ctia cac tu khang thé va sy hinh thanh cac
trung tdm mam tu dong & lach (Mahmoud et al., 2016 Science Translational Medicine, v8
361ral37). Chudt nhit dugc diéu tri bing cach str dung quy trinh dy phong (bét dau tai 5
tudn tudi) hodc didu tri (bt diu & 17 tuln tudi) v6i cac dbi chimg Globulin mién dich
isotyp (5 mg/kg), khang thé khang FLT3L (5 mg/kg). Déi v6i ca hai quy trinh, sy diéu tri
duoc lién tuc véi lidu ding hai 1dn mot tuln t6i khi két thuc nghién ctu (26 tudn). Khang
thé don dong khang FLT3L (LFC-1) trung hoa ¢6 hiéu qua FLT3L trong toan b thoi gian
didu tri (Fig.25A) va dén dén tich tu phirc hop duge chat/phéi tir tudn hoan (Fig.25B).

Céc co quan lympho dugc thu thép dé danh gia cac thay dbi d6i v6i quan thé té
bao mién dich ngoai bién va céc tuyén nude bot (SG) duge thu hoach va dugc danh gia
d6i v6i bénh hoc md (tAn sudt TLS). Trong khi dugc bao céo trude do rang cac diéu tri du
phong ¢o thé ngan ngira sy khéi phat bénh, c6 cac bao céo trude d6 bi gidi han rang su
ton hai md co thé duoc tri hodn hodc duge ngin nglra boi sy can thiép tri liéu sau khi
khéi phat bénh. Khang thé don dong khang FLT3L (LFC-1) lam giam tan suit t€ bao
CD44™ CD4+ va CD8+ T duoc trai nghiém khang nguyén ¢ lach va LN dan luu tuyén
nuéc bot (tai cudi nghién ciru tai 24-26 tuan tudi) (Fig.26A - 26D), cung v6i giam mot
cach chon loc cac tu khéang thé dac hiéu dbi voi colagen IV va dich chiét tiéu ciu
(Fig.27). Nhu mong dgi, cdc chudt dugc didu tri bang IgG ddi chimg isotyp da lam ting
su hinh thanh TLS & tuyén nudce bot (duge do 1a tAn suét trén mdi mm® md) & 26 tudn
tudi, diu hiéu cta su ton thuong tuyén nudce bot. Chuot nhét dugc diéu tri béng khéng thé
khang FLT3L, thim chi khi dugc ding lidu tri lidu, ¢6 su giam dang ké sur ton hai SG mo
(Fig.21A) va bénh duoc ngédn chdn hoan toan khi dugc diéu tri du phong (Fig.21B). Céc
quén thé DC, khi dugc do trong lach, bi tc ché dang ké, dugc cho 1a duoc loai bd hoan
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toan (Fig.22A-D). Tuy nhién, diéu nay du dé tao ra tic dong déng ké dén sy khéi phat
bénh va su tién trién bang cach giam sy thAm nhiém viém vao trong tuyén nude bot. Céc
két qua ndy clng ¢b rang chimg viém & pSS bét ngudn bdi cac co ché duge gy ra bsi
FLT3L. Tir cac két qua nay, st dung céc khang thé khang FLT3L 1a chién lugc tri lidu 1o

rang dé didu tri pSS & ddi tugng nguvi.

Tir mo ta trén day, s& rd rang rang cic bién thién va céc cai bién c6 thé dugce tao ra
cho su bdc 10 duge mé ta & day dé ap dung cho cac st dung va cac diéu kién khac nhau.
Cac phuong 4n nhu vay cling nim trong pham vi cac diém yéu cau bao ho. Su trich din
danh sach céc yéu t6 trong dinh nghia bét ky bién thién & day bao gdm cac dinh nghia ma
bién thién 12 yéu t§ don bat ky hodc su két hop (hodc su két hop phu) cla cac yéu t6 duge
liét ké. Su trich dan phuong 4n & diy bao gdém phuong 4n duéi dang phuong 4n don bét
ky hodc trong su két hop véi cac phurong an khac bét ky hodc cac phan ctia n6. TAt ca cac
bing sang ché va cic cong bd duge d& cap trong ban mo ta dugc két hop vao sang ché

bang cach vién dan.
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ciia n6 gin két dic hidu véi phdi tir thu
thé tyrosin kinaza 3 twong tu ung thu td chuc lien két McDonough ctia méo (Feline
McDonough Sarcoma (FMS)-like tyrosine kinase 3 receptor (FLT3) ligand-FLT3L)),
chira tip hop céc ving xac dinh bd sung (CDR): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2, va LCDR3, trong d6 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, va LCDR3
bao gdm céc trinh ty axit amin twong Ung nhu néu trong SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30,
SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.33, va SEQ ID NO.34.

2. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay chira viing bién d6i chudi nang (VH) va ving bién d6i chudi nhe (VL), trong d6 ving
VH va vung VL chta trinh ty axit amin c6 do tuong ddng trinh tu it nhéat bang 95%,
96%, 97%, 98%, hoidc 99% so v4i SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2.

3. Khéng thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo diém 2, trong d6 VH va VL
tuong tng chta trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2.

4. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cla né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay la khang thé don dong, khang thé tai t6 hop, khang thé ctia ngudi, khang thé nhan
tao, hodc khang thé kham.

5. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén cta né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 chta mién hiang dinh globulin mién dich
chudi ning duoc chon tir nhém bao gbm: (a) mién hang dinh IgA; (b) mién hing dinh
IgD; (c) mién hing dinh IgE; (d) mién hing dinh IgG1; (¢) mién hang dinh IgG2; (f)
mién hang dinh IgG3; (g) mién hing dinh 1gG4; va (h) mién hang dinh IgM.

6. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay hodc manh gin két khang nguyén cla né chta mién hing dinh globulin mién dich
chudi nhe duoc chon tir nhom bao gém: (a) mién hang dinh Ig kappa; va (b) mién hing
dinh Ig lambda.

7. Axit nucleic dugc phéan 1ap ma hod khéang thé hodc méanh géin két khang nguyén ctia n6

theo diém 1.
8. Té bao vat chu duge bién nap véi axit nucleic theo diém 7.

9. Té bao lai san xuit khang thé hoic manh gan két khang nguyén ctia né theo diém 1.
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10. Phuong phép san xuét khang thé hodc manh gan két khang nguyén cia né theo diém
1, bao gdm buéc (a) nudi cdy té bao vét chi biéu hién khang thé hoic manh gin két
khang nguyén ctia né néu trén; va (b) phan lap khang thé hodc manh gin két khang

nguyén cta no6 néu trén tir t€ bao vat chi dugc nuoi cay.

11. Khang thé don dong ctia ngudi gén két dac hidu v6i FLT3L, trong d6 khang thé nay
chira: i. cac ving xac dinh bd sung (CDR) HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2,
va LCDR3, trong d6 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI1, LCDR2, va LCDR3 bao gdm
céc trinh tu axit amin twong tng nhu néu trong SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.30, SEQ ID
NO.31, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.33, va SEQ ID NO.34; ii. mién hing dinh chudi

ning IgG1 cla nguoi; va iii. mién hing dinh chudi nhe Ig lambda cta ngudi.

12. Khéng thé don dong ctia nguoi theo diém 11, trong d6 khang thé nay chira chudi ning
chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.61 va chudi nhe chtra trinh ty axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.62.

13. Duoc phim chira khang thé theo diém 12.
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<110> VIELA BIO, INC.
<120>
<130> 054493-502001wWO
<150> US 62/630,571
<151> 2018-02-14
<160> 72
<170> PatentIn phién ban 3.
<210> 1
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> “AM40_VH"
<400> 1
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20
Ala Leu Ser Trp Val Arg Gln
35
Gly Thr Arg Pro Pro Thr Ser
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85
Ala Ser Asn Asp Phe Val Tyr
100
Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 2
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> “AM40_VL"
<400> 2
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro
1 5
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr
20
Phe Val Gln Trp Tyr Gln Gln
35
Ile Tyr Glu Asp Tyr Gln Arg
50 55
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser
65 70
Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala
85
Tyr Arg Arg Ala Ala Phe Gly
100
<210> 3
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> “sSC4017_vH"
<400> 3
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20
Ala Leu Ser Trp Val Arg Gln
35
Gly Thr Arg Pro Pro Thr Ser
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85
Ala Ser Asn Asp Phe Val Tyr
100
Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 4

<211>

KHANG THE GAN KET DAC HIEU vOI FLT3L, DUQC PHAM VA PHUONG PHAP SAN XUAT KHANG THE NAY

111

5

Gly
Ala
Ala
40

Arg
Val
Ser

Gly

Ala
120

His
Arg
Arg
Pro
Asn
Asp

Gly

Gly
Ala
Ala
40

Arg
Val

Ser

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp

Glu

Ser
105

Ser
Thr
25

Pro
Ser
Ser

Tyr

Gly
105

Ala
Ser
Pro
Thr
Asp
Glu

Ser
105

DANH MUC TRIiNH TU

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Glu
Asp

90
Tyr

val
Ser
Gly
Gly
Ala
Tyr

90
Thr

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Glu

Asp

Tyr

53999

val
Gly
Gln
Ser
Ser
75

Thr

Arg

Ser
Gly
Ser
val
Ser
75

Cys

Lys

val
Gly
Gln
Ser
Ser
75

Thr

Arg

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Phe

Glu
Asn
Ser
Pro
60

Leu

Gln

Leu

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Phe

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser

val

Trp

Pro
45

Asp
Thr

Ser

Thr

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser

Val

Trp

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Gly
110

Pro
Ala
30

Thr
Arg
Ile
Tyr

Val
110

Pro
Ser
Glu
Gln
Thr
Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Gly
Tyxr

95
Gln

Gly
15

Gly
Thr
Phe
Ser
Asp

95
Leu

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Gly
Tyr

95
Gln

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

Lys
Tyr
vVal
Ser
Gly

80
Asp

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

109/124
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> “sC4017_vL"
<400> 4
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser Glu Ser
1 5 10
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Thr Ser Gly Trp Ile
20 25
Phe Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser Ser Pro
35 40 45
Ile Tyr Glu Asp Tyr Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser Leu Thr
65 70 75
Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser
85 90
Tyr Arg Arg Ala Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr
100 105
<210> 5
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> “CAT5D9_VH"
<400> 5
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ile Ser Gly Gly Thr Phe
20 25
Ala Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
35 40 45
Gly Gly Ile Ile Pro Val Phe Arg Thr Ala Ser Tyr Ala
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Val Asp Glu Ser Ala Ser
65 70 75
Ile Glu Leu Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Thr
85 90
Ala Ser Asn Asn Tyr Val Trp Gly Ser Tyr Arg Phe Trp
100 105
Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 6
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> “CAT5D9_VL"
<400> 6
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser Glu Ser
1 5 10
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Thr Ser Gly Asn Ile
20 25
Phe Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser Ser Pro
35 40 45
Ile Tyr Glu Asp Tyr Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60
Gly Ser Ile Asp Arg Ser Ser Asn Ser Ala Ser Leu Thr
65 70 75
Leu Lys Pro Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser
85 90
Thr Ser Gln Gly Val Phe Gly Ala Gly Thr Lys Val Thr
100 105
<210> 7
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> “CAT8_VH"
<400> 7
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala
50 55 60

Lys Gly

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn

Pro
Ala
30

Thr
Arg
Ile

Tyr

val
110

Pro
Ser
Glu
Gln
Thr
Tyr

Gly
110

Pro
Ala
30

Thr
Arg
Ile

Tyr

Val
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp

Thr

Gly
15

Gly
Thr
Phe
Ser
Asp

95
Leu

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Gly
Tyr

95
Gln

Gly
Gly
Thr
Phe
Ser
Asp

95
Leu

Gly
15

Ser
Trp

Ser

Leu

Lys
Tyr
Val
Ser
Gly

Asp

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

Lys
Tyr
val
Ser
Gly

Asp

Gly
Tyr
val
val

Tyr
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65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Ser Gly Tyr Tyr Gly Ala Asn Phe Asp Phe Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 8
<211> 109
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> “CAT8_VL"
<400> 8
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln
1 5 10 15
Arg val Ala Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Gly
20 25 30
Tyr Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Val Pro Gly Thr Ala Pro Thr Leu Leu
35 40 45
Ile His Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Arg
65 70 75 80
Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu
85 90 95
Ser Gly Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr val
100 105
<210> 9
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> “CAT26_VH"
<400> 9
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Val Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Val Lys Asp Ala Tyr Gly Ser Ser Trp Tyr Phe Tyr Tyr Phe Asp Tyr
100 105 110
Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 10
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> “CAT26_VL"
<400> 10
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln
1 5 10 15
Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ile Asn
20 25 30
Pro Val Asn Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Val Leu
35 40 45
Ile Tyr Ser Asp Lys Tyr Arg Pro Ser Gly Val Ala Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln
65 70 75 80
Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Phe Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu
85 90 95
Asn Gly Arg Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Thr vVal Leu
100 105 110
<210> 11
<211> 126
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> “DYAX3_VH"
<400> 11



Glu Vval
1
Ser Leu

Glu Met

Ser Val
50

Gly Arg

65

Gln Met

Arg Tyr
Met Asp

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

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Ile Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

Ser Leu

Ile Met

Ser Ser
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Thr Arg
Ala Met

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

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Gln Leu Leu Glu Ser

Arg Leu Ser Cys Ala
20

Arg Trp Val Arg Gln
35

Ile Pro Ser Gly Gly

55
Phe Thr Ile Ser Arg
70

Asn Ser Leu Arg Ala

Ser Arg Trp Phe Gly
100
Val Trp Ser Gln Gly
115
12
108
PRT
Trinh tuy nhan tao

“DYAX3_VL"

12

Gln Met Thr Gln Ser

5
Val Ala Ile Thr Cys
20

Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Ala Ser Lys Leu Glu

55
Thr Gly Thr Asp Phe
70
Phe Ala Ser Tyr Phe
85
Phe Gly Pro Gly Thr
100

13

127
PRT
Trinh ty nhan tao

“DYAX5_VH"

13

Gln Leu Leu Glu Ser
5

Arg Leu Ser Cys Ala

20

val Trp Val Arg Gln

35

Ile Tyr Ser Ser Gly

Arg Phe Thr Ile Ser
70
Met Asn Ser Leu Arg
85
Tyr Ser Arg Trp Phe
100

Asp Val Trp Ser Gln
115

14
108
PRT
Trinh tu nhén tao

“DYAX5_ VL"

14

Gln Met Thr Gln Ser
5

Val Thr Ile Thr Cys

20

Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Ala Ser Ser Leu Gln

Ser Gly Thr Asp Phe
70
Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly
Ala
Ala
40

Lys
Asp
Glu

Gln

Thr
120

Pro
Arg
Pro
40

Asp
Thr

Cys

Lys

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Gly

Gly
120

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asn
Asp
Leu

105
Thr

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Val
105

Gly
Ser
Pro
Ser
Asp
Glu
Gln

105
Thr

Ser
Ala
Gly
Gly
Leu

Gln

Gly
Gly
Gly
Phe
Ser
Thr
Gly

Val

Ser
Ser
Lys
val
Thr
Gln

90
Glu

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

Leu

Thr

Ser
10

Ser
Lys
Val

Thr

Gln

53999

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Phe

Thr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Ile

Leu
Phe
Lys
Ser
Ser
75

Thr

Gly

Val

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Ser

Val
Thr
Gly
Ala
60

Asn
Val
Tyr

val

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Arg

Tyr

Lys

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Phe

Thr

Ser
Ser
Pro
Ser
Ser

Tyr

Gln
Phe
Leu
45

Asp
Thr
Tyr
Ser

Ser
125

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Tyr

Val
125

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Leu
Tyr
His

110
Ser

Ser
Asp
30

Leu
Phe

Leu

Ser

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
Ser

110
Ser

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu

Thr

Gly
15

Met
Trp
Val
Tyr
Cys

95
Tyr

Val
15

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

His

Ser

val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro

Gly
Tyr
Val
Lys
Leu
80

Ala

Ala

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

Gly

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys

Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro
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Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 15

caggtgcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaaat
atggagctga
ttcgtgtacg
<210> 16

<211> 333
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 16

aattttatgc
tcctgcaccce
ccgggcagtt
gatcggttct
ctgaagactg
gcgttcggcg
<210> 17

<211> 357
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 17

caggtgcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaaat
atggagctga
ttcgtgtacg
<210> 18

<211> 333
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 18

aattttatgc
tcctgcaccc
ccgggcagtt
gatcggttct
ctgaagactg
gcgttcggcg
<210> 19

<211> 357
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 19

caggtgcagc
tcctgcaaga
cctggacaag
gcacagaaat
atagaactga
tacgtttggg
<210> 20

<211> 333
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 20

aattttatgc
tcctgcaccc
ccgggcagtt
gatcggttct
ctgaagcctg

15
360
ADN

100

“AM40_VH"

tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
ttcagggcag
gcagcctgag
ggagttatcg

“AM40_VL"

tgactcagcc
gcaccagtgg
ccceccaccac
ctggctccat
aggacgaggc
gagggaccaa

%SC4017_VH"

tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
ttcagggcag
gcagcctgag
ggagttatcg

“sC4017_vL"

tgactcagcc
gcaccagtgg
cccccaccac
ctggctccat
aggacgaggce
gagggaccaa

“CAT5D9_VH"

tggtgcagtc
tttctggagg
ggcttgagtg
ttcagggcag
gcagcctgaa
ggagttatcg

“CAT5D9_VL"

tgactcagcc
gcaccagtgg
cccccaccac
ctggctccat
acgacgaggc

Trinh ty nhan tao

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaacg
agtcacgatt
atctgaggac
tttctggggce

Trinh tu nhédn tao

ccactctgtg
gaacattgcc
tgtgatctat
cgacagctcc
tgactactat
gctgaccgtce

Trinh tu nhan tao

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaacg
agtcacgatt
atctgaggac
tttctggggc

Trinh ty nhén tao

ccactctgtg
gtggattgcc
tgtgatctat
cgacagctcc
tgactactat
gctgaccgtc

Trinh tuy nhén tao

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaggg
agtcacgatt
atctgaggac
tttctggggc

Trinh ty nhén tao

ccactctgtg
gaacattgcc
tgtgatctat
cgacaggtcc
tgactactat

105

gtgaagaagc
agttatgctc
cggccgccga
accgtggacg
acggccgtgt
caagggacca

tcggagtctce
ggctactttg
gaggattacc
tccaactctg
tgtcagtctt
cta

gtgaagaagc
agttatgctc
cggccgcecga
accgtggacg
acggccgtgt
caagggacca

tcggagtctc
ggctactttg
gaggattacc
tccaactctg
tgtcagtctt
cta

gtgaagaagc
agttatgctc
atcatccctg
accgtggacg
acggccacat
caggggacca

tcggagtctc
ggctactttg
gaggattacc
tccaactctg
tgtcagtctt

ctgggtcctce
ttagctgggt
cctccecggac
aatccacgag
attactgtgc
cggtcaccgt

cggggaagac
tgcagtggta
aacgaccctc
cctccctcac
atgatgacta

ctgggtcctce
ttagctgggt
cctccecggac
aatccacgag
attactgtgce
cggtcaccgt

cggggaagac
tgcagtggta
aacgaccctc
cctccctcac
atgatgacta

ctgggtccte
ttagctgggt
tctttcggac
aatccgcgag
attactgtgc
cggtcaccgt

cggggaagac
tgcagtggta
aacgaccctc
cctcectcac
atgatgacac

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
agcaagctac
cacaggctac
gtcaaacgac
ctcctcageg

ggtaaccatc
ccagcagcgc
tggggtccct
catctctgga

ccggcegggcy

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
agcaagctac
cacaggctac
gtcaaacgac
ctcctca

ggtaaccatc
ccagcagcgce
tggggtccct
catctctgga
ccggegggcyg

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
agcaagctac
cacaggctac
gtcaaataat
ctcctca

ggtcaccatc
ccagcagcgce
tggggtccct
catctctgga
ctctcaaggt

60
120
180
240
300
360

60
120
180
240
300
333

60
120
180
240
300
357

60
120
180
240
300
333

60
120
180
240
300
357

60
120
180
240
300



gtgttcggcg cagggaccaa ggtcaccgtc

<210> 21

<211> 360

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> “CAT8_VH"

<400> 21

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
ggctactacg gggccaattt tgacttctgg
<210> 22

<211> 327

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> “CAT8_VL"

<400> 22

cagtctgtgc tgacgcagcc gccctcageg
tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga
ccaggaacgg cccccacact cctcatccat
gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc
tccgaggatg aggctgatta ttactgtgca
ttcggaactg ggaccaaggt caccgtc
<210> 23

<211> 369

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> “CAT26_VH"

<400> 23

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
tatggcagca gctggtactt ttactacttt
gtctcgagt

<210> 24

<211> 330

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhéan tao

<220>

<223> “CAT26_VL"

<400> 24

cagtctgtgt tgacgcagcc gccttcagceg
tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga
cccggaacgg cccccaaagt cctcatttat
gaccgcttct ctggctccaa gtctggaacc
tctgaggatg aggctgatta cttctgtgca
ttcggaactg ggaccaagct gaccgtccta
<210> 25

<211> 378

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> “DYAX3_VH"

<400> 25

gaagttcaat tgttagagtc tggtggcggt
tcttgcgetg ctteccggatt cactttctet
cctggtaaag gtttggagtg ggtttctgtt
gactccgtta aaggtcgctt cactatctct
cagatgaaca gcttaagggc tgaggacacg
tggttcggge agctagggtt ttactcccac
acggtcaccg tctcaagc

<210> 26

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh tuw nhan tao

<220>

<223> “DYAX3_VL"

<400> 26

gacatccaga tgacccagtc
atcacttgcc gcgcaagtca
gggaaagccc ctaaactcct
agattcagtg gcagtggaac

tccatcctce
gagcatcgac
gatctatgct
tgggacagat

53999

cta

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtgt
gggcagggga

tccgggaccc
agtggttatg
aggaataatc
tcagcctccce
gcgtgggatg

ttggtacagc
agctatgccg
attagtggta
tccagagaca
acggccgtgt
gactactggg

tctgggaccc
atcaatcctg
agtgataaat
tcagcctccce
gcatgggatg

cttgttcagc
atgtacgaga
atcccttctg
agagacaact
gccgtgtatt
tacgctatgg

ctgtctgcat
acctatttaa
gcatccaagt
ttcactctca

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
ccacggtcac

ccgggcagag
tatactggta
agcggccctc
tggccatcag
acagcctgag

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgt
gccaagggac

ccgggcagag
tgaactggta
accggccctce
tggccatcag
acagcctgaa

ctggtggttc
tgcgttgggt
gtggcaagac
ctaagaatac
actgtgcgag
acgtctggag

ctgtgggaga
attggtatca
tggaagacgg
ccatcagaag

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gagaagcagc
cgtctcgagt

ggtcgccatc
tcagcaggtc
aggggtccct

tgggctccgg
tggttatgtc

cctgagactc
ccgccaggct
cacatactac
cacgctgtat
gaaagacgca
aatggtcacc

ggtcaccatc
ccaacaactc
aggggtcgct
tggcctccag
tggtcgegtc

tttacgtctt
tcgccaagct
tttttatgct
tctctacttg
atacagcaga
ccaagggacc

cagagtcgcc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

333

60
120
180
240
300
360

60
120
180
240
300
327

60
120
180
240
300
360
369

60
120
180
240
300
330

60
120
180
240
300
360
378

60
120
180
240
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gaagattttg caagttattt ctgtcaacag agctactcta gtccagggat cactttcggce 300
cctgggacca aggtggagat caaa 324
<210> 27

<211> 381

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> “DYAX5 VH"

<400> 27

gaagttcaat tgttagagtc tggtggcggt cttgttcagc ctggtggttc tttacgtctt 60
tcttgegetg cttccggatt cactttctct tcttacatta tggtttgggt tcgccaagcet 120
cctggtaaag gtttggagtg ggtttcttct atctattctt ctggtggctc tacttcttat 180
gctgactccg ttaaaggtcg cttcactatc tctagagaca actctaagaa tactctctac 240
ttgcagatga acagcttaag ggctgaggac acagccgtgt attactgtac gagatacagc 300
agatggttcg ggcagctagg gttttactcc cactacgcta tggacgtctg gagccaaggg 360
accacggtca ccgtctcaag ¢ 381
<210> 28

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> “DYAX5 VL"

<400> 28

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctccgtg gacgttegge 300
caagggacca aggtggaaat caaa 324
<210> 29

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> “AM40 & SC4017 & CAT5D9 HCDR1"

<400> 29

Ser Tyr Ala Leu Ser

1 5

<210> 30

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> AM40 & SC4017_HCDR2"

<400> 30

Thr Arg Pro Pro Thr Ser Arg Thr Ala Ser Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15

Gly

<210> 31

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> “AM40 & SC4017_HCDR3"

<400> 31

Asn Asp Phe Val Tyr Gly Ser Tyr Arg Phe

1 5 10

<210> 32

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> “AM40 & CAT5D9 LCDR1"

<400> 32

Thr Arg Thr Ser Gly Asn Ile Ala Gly Tyr Phe vVal Gln

1 5 10

<210> 33

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> “AM40 & SC4017 & CAT5D9_LCDR2"

<400> 33

Glu Asp Tyr Gln Arg Pro Ser

1 5

<210> 34

<211> 10

<212> PRT



53999

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> “AM40 & SC4017_LCDR3"

<400> 34

Gln Ser Tyr Asp Asp Tyr Arg Arg Ala Ala
1 5 10
<210> 35

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> “sC4017_LCDR1"

<400> 35

Thr Arg Thr Ser Gly Trp Ile Ala Gly Tyr Phe Val Gln
1 5 10
<210> 36

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> “CAT5D9_HCDR2"

<400> 36

Gly Ile Ile Pro Val Phe Arg Thr Ala Ser Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15
Gly

<210> 37

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> “CAT5D9_HCDR3"

<400> 37

Asn Asn Tyr Val Trp Gly Ser Tyr Arg Phe
1 5 10
<210> 38

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> “CAT5D9_LCDR3"

<400> 38

Gln Ser Tyr Asp Asp Thr Ser Gln Gly Val
1 5 10
<210> 39

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> “CAT8_HCDR1"

<400> 39

Ser Tyr Ala Met Ser

1 5

<210> 40

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> “CAT8 & CAT26_HCDR2"

<400> 40

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

<210> 41

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> “CAT8_ HCDR3"

<400> 41

Ser Ser Gly Tyr Tyr Gly Ala Asn Phe Asp Phe
1 5 10
<210> 42

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> “CAT8_LCDR1"

<400> 42

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Gly Tyr Val Tyr
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10

10
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Asp BAla Tyr Gly Ser Ser Trp Tyr Phe Tyr Tyr Phe Asp Tyr
5

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ile Asn Pro Val Asn

10

10

1 5

<210> 43

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> “CAT8_LCDR2"
<400> 43

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 44

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> “CATB_LCDRB"
<400> 44

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Ser Gly Tyr Val
1 5

<210> 45

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> “CAT26_HCDR1"
<400> 45

Ser Tyr Ala Val Ser

1 5

<210> 46

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> “CAT26_HCDR3"
<400> 46

1

<210> 47

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> “CAT26_LCDR1"
<400> 47

1 5

<210> 48

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> “CAT26_LCDR2"
<400> 48

Ser Asp Lys Tyr Arg Pro Ser
1 5

<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> “CAT26_LCDR3"
<400> 49

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Arg Val
1 5

<210> 50

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> “DYAX3_ HCDR1"
<400> 50

Met Tyr Glu Met Arg

1 5

<210> 51

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>

“DYAX3 HCDR2"
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<400> 51

val Ile Pro Ser Gly Gly Lys Thr Phe Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15
<210> 52

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> “DYAX3 & DYAX5 HCDR3"

<400> 52

Tyr Ser Arg Trp Phe Gly Gln Leu Gly Phe Tyr Ser His Tyr Ala Met
1 5 10 15
Asp Val

<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> “DYAX3_LCDR1"

<400> 53

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Asp Thr Tyr Leu Asn
1 5 10
<210> 54

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> “DYAX3_LCDR2"

<400> 54

Ala Ala Ser Lys Leu Glu Asp

1 5

<210> 55

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> “DYAX3_ LCDR3"

<400> 55

Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Pro Gly Ile Thr

1 5 10
<210> 56

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> “DYAX5_ HCDR1"

<400> 56

Ser Tyr Ile Met Val

1 5

<210> 57

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> “DYAX5_ HCDR2"

<400> 57

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

<210> 58

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> “DYAX5_LCDR1"

<400> 58

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Asn
1 5 10
<210> 59

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> “DYAX LCDR2"

<400> 59

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser

1 5

<210> 60

<211> 10



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Trp Thr

1

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

Gln
1
Ser
Ala
Gly
Gln
65
Met
Ala
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

Val
val
Leu
Thr
50

Gly
Glu
Ser
Thr
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>
<400>

PRT

Trinh ty nhéan tao

“DYAX LCDR3"

60

61
449
PRT

5

Trinh ty nhan tao

“AM40_HC"
61

Gln Leu

Lys Val
20

Ser Trp

35

Arg Pro

Arg Val
Leu Ser

Asn ASp
100

Val Thr

115

Ala Pro

Leu Val
Gly Ala

Ser Gly
180

Leu Gly

195

Thr Lys

Thr Cys
Phe Leu

Pro Glu
260

Val Lys

275

Thr Lys

Val Leu
Cys Lys

Ser Lys
340

Pro Ser

355

Val Lys

Gly Gln
Asp Gly

Trp Gln

420
His Asn
435

62
217
PRT

“AM40_LC"
62

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Phe
val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
245
val
Phe
Pro
Thr
Val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405

Gln

His

Gln
Cys
Arg
Thr
Ile
70

Leu
val
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
val
310
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Trinh ty nhén tao

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Tyr
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Arg
val
Ser
Gly
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Met
360
Pro
Asn
Leu

val

Gln
440

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Ser
105
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
185
Ile
val
Ala
Pro
Val
265
val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

10

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Glu
Asp
90

Tyr
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

53999

Val
Gly
Gln
Ser
Ser
75

Thr
Arg
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys
Cys

Leu

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Phe
Gly
Gly
140
val
Phe
Val
Val
Lys
220
Phe
Thr
Val
Val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Val
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Glu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Ser
Gln
val
365
Val
Pro
Thr

Val

Leu
445

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr
Tyxr
Gly
110
Ser
Ala
val
Ala
Val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
val
Tyxr
Gly
Ile
val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Gly
Tyr
95

Gln
Val
Ala
Ser
val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly

119/124



Asn Phe
1
Thr Val

Phe Val

Ile Tyr
50

Gly Ser

65

Leu Lys

Tyr Arg
Gln Pro
Glu Leu
130
Tyr Pro
145
Lys Ala
Tyr Ala

His Arg

Met
Thr
Gln
35

Glu
Ile
Thr
Arg
Lys
115
Gln
Gly
Gly
Ala
Ser

195
val

Leu
Ile
20

Trp
Asp
Asp
Glu
Ala
100
Ala
Ala
Ala
val
Ser
180
Tyr

Ala

Thr
Ser
Tyr
Tyr
Ser
Asp
85

Ala
Ala
Asn
Val
Glu
165
Ser

Ser

Pro

Gln Pro His
Cys Thr Arg
Gln Gln Arg

Gln Arg Pro
55

Ser Ser Asn

70

Glu Ala Asp

Phe Gly Gly

Pro Ser Val
120
Lys Ala Thr
135
Thr Val Ala
150
Thr Thr Thr

Tyr Leu Ser

Cys Gln Vval
200

Lys Thr
210
<210> 63
<211>
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 63
caggtgcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaaat
atggagctga
ttcgtgtacg
tcgaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctctactccc
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtcttcc
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg
aagagcttaa
<210> 64
<211> 651
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 64
aattttatgc
tcctgcaccce
ccgggcagtt
gatcggttct
ctgaagactg
gcgttcggeg
actctgttcc
ataagtgact
aaggcgggag
agctacctga
acgcatgaag

1347

Trinh tu

“AM40_HC"

tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
ttcagggcag
gcagcctgag
ggagttatcg
gcccatcegt
tgggctgect
ctctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttececcece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccttcett
tcttctcatg
gcctgtctcece

“AM40 LC"

tgactcagcc
gcaccagtgg
cccccaccac
ctggctccat
aggacgaggc
gagggaccaa
cgccctecte
tctacccggg
tggagaccac
gcctgacgcec
ggagcaccgt

Thr Glu Cys

215

nhan tao

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaacg
agtcacgatt
atctgaggac
tttctggage
cttcccectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtce
caaagccctc
accacaggtc
gacctgcctg
gcagccggag
cctctatage
ctccgtgatg
gggtaaa

Trinh tuy nhén tao

ccactctgtg
gaacattgcc
tgtgatctat
cgacagctcc
tgactactat
gctgaccgtc
tgaggagctt
agccgtgaca
cacaccctcc
tgagcagtgg
ggagaagaca

<210>
<211>
<212>

65
449
PRT

53999

Ser Val Ser
10

Thr Ser Gly

25

Pro Gly Ser

Ser Gly Val

Ser Ala Ser
75
Tyr Tyr Cys
90
Gly Thr Lys
105
Thr Leu Phe

Leu Val Cys

Trp Lys Ala
155
Pro Ser Lys
170
Leu Thr Pro
185
Thr His Glu

Ser

gtgaagaagc
agttatgctc
cggccgccga
accgtggacg
acggccgtgt
caagggacca
gcaccctcct
tacttccccg
accttcccgg
ccctccagceca
accaaggtgg
tgcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccagcctcca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc

tcggagtctc
ggctactttg
gaggattacc
tccaactctg
tgtcagtctt
ctaggtcagc
caagccaaca
gtggcctgga
aaacaaagca
aagtcccaca
gtggcccecta

Glu Ser Pro
Asn Ile Ala

Ser Pro Thr
45

Pro Asp Arg

60

Leu Thr Ile

Gln Ser Tyr

Leu Thr Val
110
Pro Pro Ser
125
Leu Ile Ser
140
Asp Ser Ser

Gln Ser Asn

Glu Gln Trp

190

Gly Ser Thr
205

ctgggtcctc
ttagctgggt
cctccecggac
aatccacgag
attactgtgc
cggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagagagt
ctgaattcga
tgatctcccg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatceceg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca

cggggaagac
tgcagtggta
aacgaccctc
cctccctcac
atgatgacta
ccaaggcggc
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag
cagaatgttc

Gly Lys
15
Gly Tyr

Thr Val
Phe Ser
Ser Gly

Asp Asp
95
Leu Gly

Ser Glu
Asp Phe

Pro Val
160

Asn Lys

175

Lys Ser

Val Glu

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
agcaagctac
cacaggctac
gtcaaacgac
ctcctcageg
ctctggggge
ggtgtcctgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tccecgtgcetg
caggtggcag
ctacacgcag

ggtaaccatc
ccagcagcgc
tggggtccct
catctctgga
ccggegggcyg
gcccteggte
ggtgtgtctc
cagccccgtce
cgcggccagce
ctgccaggtc
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1347

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
651
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<213>
<220>
<223>
<400>
Gln val Gln Leu Val Gln

1
Ser

Ala
Gly
Gln
65

Met
Ala
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

Val
Leu
Thr
50

Gly
Glu
Ser
Thr
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asn Phe Met

1
Thr

Phe
Ile

Gly
65

val
val
Tyr

50
Ser

Trinh tuy nhén tao

“sCc4017_HC"

65

Lys
Ser
35

Arg
Arg
Leu
Asn
Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe
Pro
val
275
Thr
val
Cys
Ser
Pro
355
Val
Gly
Asp

Trp

His
435

66

217

PRT

val
20

Trp
Pro
Val
Ser
Asp
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

5
Ser

val
Pro
Thr
Ser
85

Phe
val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
245
val
Phe
Pro
Thr
val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405

Gln

His

“sC4017_LC"

66

Thr
Gln
35

Glu

Ile

Leu
Ile
20

Trp
Asp

Asp

Thr
5

Ser
Tyr
Tyr

Ser

Cys
Arg
Thr
Ile
70

Leu
val
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Gln
Cys
Gln
Gln

Ser
70

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Tyr
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Trinh tu nhén tao

Pro
Thr
Gln
Arg

55
Ser

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

val

Gln
440

His
Arg
Arg
40

Pro

Asn

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Ser
105
Ser
Thr
Pro
val
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
val
265
val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Ser
Thr
25

Pro

Ser

Ser

Glu
Gly
Gly
Ala
Glu
Asp
90

Tyr
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
vVal
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

vVal
10

Ser
Gly
Gly

Ala

53999

val
Gly
Gln
Ser
Ser
75

Thr
Arg
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys
Cys

Leu

Ser
Gly
Ser
vVal

Ser
75

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Phe
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
val
Lys
220
Phe
Thr
val
val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Glu
Trp
Ser
Pro

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
val
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Glu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Ser
Gln
Val
365
Val
Pro
Thr

val

Leu
445

Ser
Ile
Pro
45

Asp

Thr

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
val
350
Ser
Glu
Pro
val
Met

430
Ser

Pro
Ala
Thr
Arg

Ile

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Gly
Tyr
95

Gln
val
Ala
Ser
Val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Gly
15

Gly
Thr
Phe

Ser

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly

Lys
Tyr
val
Ser

Gly
80

121/124



Leu Lys Thr
Tyr Arg Arg

Gln Pro Lys
115
Glu Leu Gln
130
Tyr Pro Gly
145
Lys Ala Gly

Tyr Ala Ala

His Arg Ser
195
Lys Thr Val
210
<210> 67

<211> 1486

<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 67

atgggatgga
gtagcaggct
ctccacaggt
tgggtcctcg
tagctgggtg
ctcccggaca
atccacgagc
ttactgtgcg
ggtcaccgtc
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagagagtt
tgaattcgag
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatceccgg
ctatcccagc
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac
<210> 68

<211> 651
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 68

aattttatgc
tcctgcaccce
ccgggcagtt
gatcggttct
ctgaagactg
gcgttcggeg
actctgttcc
ataagtgact
aaggcgggag
agctacctga
acgcatgaag
<210> 69

<211> 449
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 69

Glu Asp Glu Ala Asp

85

53999

Tyr Tyr Cys
90

Ala Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys

100

Ala Ala Pro Ser Val

120

Ala Asn Lys Ala Thr

135

Ala Val Thr Val Ala
150
vVal Glu Thr Thr Thr

165

Ser Ser Tyr Leu Ser

180

Tyr Ser Cys Gln Val

200

Ala Pro Thr Glu Cys

“5C4017_HC"

gctgtatcat
tgaggtctag
gtacactccc
gtgaaggtct
cgacaggccc
gcaagctacg
acaggctaca
tcaaacgact
tcctcagegt
tctgggggca
gtgtcctgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacatcgccg
cccgtgctgg
aggtggcagce
tacacgcaga

“5C4017_LC"

tgactcagcc
gcaccagtgg
cccccaccac
ctggctccat
aggacgaggc
gagggaccaa
cgccctectce
tctacccggg
tggagaccac
gcctgacgcece
ggagcaccgt

“CAT5D9_HC"

215

Trinh tu nhan tao

cctcttcttg
acatatatat
aggtgcagct
cctgcaaggce
ctggacaagg
cacagaaatt
tggagctgag
tcgtgtacgg
cgaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactccct
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt
agagcttaag

Trinh ty nhan tao

ccactctgtg
gtggattgcc
tgtgatctat
cgacagctcc
tgactactat
gctgaccgtc
tgaggagctt
agccgtgaca
cacaccctcc
tgagcagtgg
ggagaagaca

Trinh ty nhén tao

105
Thr Leu Phe

Leu Val Cys

Trp Lys Ala
155
Pro Ser Lys
170
Leu Thr Pro
185
Thr His Glu

Ser

gtagcaacag
gggtgacaat
ggtgcagtct
ttctggaggc
gcttgagtgg
tcagggcaga
cagcctgaga
gagttatcgt
cccatccgtc
gggctgcctg
tctgaccagc
cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttcccccca
gatggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttcecttce
cttctcatgce
cctgtctceg

tcggagtctc
ggctactttg
gaggattacc
tccaactctg
tgtcagtctt
ctaggtcagc
caagccaaca
gtggcctgga
aaacaaagca
aagtcccaca
gtggccccta

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

1

5

10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ile Ser Gly Gly

20

25

Gln Ser Tyr

Leu Thr Val
110
Pro Pro Ser
125
Leu Ile Ser
140
Asp Ser Ser

Gln Ser Asn

Glu Gln Trp

190

Gly Ser Thr
205

ctacaggtaa
gacatccact
ggggctgagg
accttcagca
atgggaacgc
gtcacgatta
tctgaggaca
ttctggggcece
ttccecectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaagccctcc
ccacaggtct
acctgcctgg
cagccggaga
ctctatagca
tccgtgatge
ggtaaa

cggggaagac
tgcagtggta
aacgaccctc
cctccctcac
atgatgacta
ccaaggcggc
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag
cagaatgttc

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser
30

Asp Asp
95
Leu Gly

Ser Glu
Asp Phe

Pro Val
160

Asn Lys

175

Lys Ser

val Glu

ggggctcaca
ttgcctttct
tgaagaagcc
gttatgctct
ggccgccgac
ccgtggacga
cggccgtgta
aagggaccac
caccctcctc
acttccccga
ccttccegge
cctccagcag
ccaaggtgga
gcccagcacc
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga
cagcctccat
acaccctgcc
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

ggtaaccatc
ccagcagcgce
tggggtccct
catctctgga
ccggcegggcyg
gccctcggte
ggtgtgtctc
cagcccegtce
cgcggccagce
ctgccaggtc
a

Gly Ser
15
Ser Tyr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1486

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
651
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Ala
Gly
Gln
65

Ile
Ala
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

Leu Ser Trp Val Arg Gln
35
Gly Ile Ile Pro Val Phe
50 55
Gly Arg Val Thr Ile Thr
70
Glu Leu Ser Ser Leu Lys
85
Ser Asn Asn Tyr Val Trp
100
Thr Val Thr Val Ser Ser
115
Leu Ala Pro Ser Ser Lys
130 135
Cys Leu Val Lys Asp Tyr
150
Ser Gly Ala Leu Thr Ser
165
Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
180
Ser Leu Gly Thr Gln Thr
195
Asn Thr Lys Val Asp Lys
210 215
His Thr Cys Pro Pro Cys
230
Val Phe Leu Phe Pro Pro
245
Thr Pro Glu Val Thr Cys
260
Glu Val Lys Phe Asn Trp
275
Lys Thr Lys Pro Arg Glu
290 295
Ser Val Leu Thr Val Leu
310
Lys Cys Lys Val Ser Asn
325
Ile Ser Lys Ala Lys Gly
340
Pro Pro Ser Arg Glu Glu
355
Leu Val Lys Gly Phe Tyr
370 375
Asn Gly Gln Pro Glu Asn
390
Ser Asp Gly Ser Phe Phe
405
Arg Trp Gln Gln Gly Asn
420
Leu His Asn His Tyr Thr
435

<210> 70

<211> 217

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> “CAT5D9_LC"

<400> 70

Asn
1
Thr
Phe
Ile
Gly
65
Leu
Thr
Gln

Glu

Phe Met Leu Thr Gln Pro
5
Val Thr Ile Ser Cys Thr
20
Val Gln Trp Tyr Gln Gln
35
Tyr Glu Asp Tyr Gln Arg
50 55
Ser Ile Asp Arg Ser Ser
70
Lys Pro Asp Asp Glu Ala
85
Ser Gln Gly Val Phe Gly
100
Pro Lys Ala Ala Pro Ser
115
Leu Gln Ala Asn Lys Ala
130 135

Ala
Arg
val
Ser
Gly
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Met
360
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
440

His
Arg
Arg
Pro
Asn
Asp
Ala
Val

120
Thr

Pro
Thr
Asp
Glu
Ser
105
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
185
Ile
val
Ala
Pro
Val
265
val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Ser
Thr
25

Pro
Ser
Ser
Tyr
Gly
105
Thr

Leu

Gly
Ala
Glu
Asp
Tyr
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

val
10

Ser
Gly
Gly
Ala
Tyr
90

Thr

Leu

Val

53999

Gln
Ser
Ser
75

Thr
Arg
Lys
Gly
Pro
155
Thr
val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys

Cys

Leu

Ser
Gly
Ser
Val
Ser
75

Cys
Lys
Phe

Cys

Gly
Tyr
60

Ala
Ala
Phe
Gly
Gly
140
val
Phe
val
val
Lys
220
Phe
Thr
val
val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Glu
Asn
Ser
Pro
60

Leu
Gln
val

Pro

Leu
140

Leu
45

Ala
Ser
Thr
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Glu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Ser
Gln
Val
365
val
Pro
Thr

Val

Leu
445

Ser
Ile
Pro
45

Asp
Thr
Ser
Thr
Pro

125
Ile

Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
Val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
val
Met

430
Ser

Pro
Ala
Thr
Arg
Ile
Tyr
val
110

Ser

Ser

Trp
Lys
Gly
Tyr
95

Gln
Val
Ala
Ser
Val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Gly
15

Gly
Thr
Phe
Ser
Asp
Leu

Ser

Asp

Met
Phe
Tyr
80

Cys
Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly

Lys
Tyr
val
Ser
Gly
80

Asp
Gly

Glu

Phe
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Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala
150
Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr

145

Tyr Ala Ala

His Arg Ser
195
Lys Thr Val

210
<210> 71

165

Ser Ser Tyr Leu Ser

180

Tyr Ser Cys Gln Val

200

Ala Pro Thr Glu Cys

<211> 1346

<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 71

aggtgcagct
cctgcaaggc
ctggacaagg
cacagaaatt
tggagctgag
tcgtgtacgg
cgaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactccct
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggcegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt
agagcttaag
<210> 72

<211> 651
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 72

aattttatgc
tcctgcaccce
ccgggcagtt
gatcggttct
ctgaagcctg
gtgttcggceg
actctgttcc
ataagtgact
aaggcgggag
agctacctga
acgcatgaag

“CAT5D9_HC"

ggtgcagtct
ttctggaggce
gcttgagtgg
tcagggcaga
cagcctgaga
gagttatcgt
cccatccecgtce
gggctgectg
tctgaccagc
cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttcccecca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttette
cttctcatgce
cctgtctceg

“CAT5D9_LC"

tgactcagcc
gcaccagtgg
cccccaccac
ctggctccat
acgacgaggc
cagggaccaa
cgccctecte
tctaccecggg
tggagaccac
gcctgacgee
ggagcaccgt

215

Trinh ty nhén tao

ggggctgagg
accttcagca
atgggaacgc
gtcacgatta
tctgaggaca
ttctggggcce
ttcccecetgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcce
aaagccctcce
ccacaggtct
acctgcctgg
cagccggaga
ctctatagca
tccgtgatge
ggtaaa

Trinh ty nhan tao

ccactctgtg
gaacattgcc
tgtgatctat
cgacaggtcc
tgactactat
ggtcaccgtc
tgaggagctt
agccgtgaca
cacaccctcc
tgagcagtgg
ggagaagaca

53999

Trp Lys Ala
155
Pro Ser Lys
170
Leu Thr Pro
185
Thr His Glu

Ser

tgaagaagcc
gttatgctct
ggccgccgac
ccgtggacga
cggccgtgta
aagggaccac
caccctcctc
acttccccga
ccttccecgge
cctccagcag
ccaaggtgga
gcccagcacc
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga
cagcctccat
acaccctgcc
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

tcggagtctc
ggctactttg
gaggattacc
tccaactctg
tgtcagtctt
ctaggtcagce
caagccaaca
gtggcctgga
aaacaaagca
aagtcccaca
gtggccccta

Asp Ser Ser
Gln Ser Asn

Glu Gln Trp

190

Gly Ser Thr
205

tgggtcctcg
tagctgggtyg
ctcccggaca
atccacgagc
ttactgtgcg
ggtcaccgtc
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagagagtt
tgaattcgag
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatcccgg
ctatcccagce
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

cggggaagac
tgcagtggta
aacgaccctc
cctccectceac
atgatgacac
ccaaggcggc
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag
cagaatgttc

Pro Val
160

Asn Lys

175

Lys Ser

Val Glu

gtgaaggtct
cgacaggccc
gcaagctacg
acaggctaca
tcaaacgact
tcctcagegt
tctgggggca
gtgtcctgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacatcgccg
cccgtgctgg
aggtggcage
tacacgcaga

ggtcaccatc
ccagcagcgce
tggggtccct
catctctgga
ctctcaaggt
gcccteggte
ggtgtgtctc
cagcccegte
cgcggccagce
ctgccaggtc
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1346

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
651
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