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(57) Sang ché dé cap dén ché pham nudi cdy té bao diét tu nhién, bao gdm thanh
phan hoat tinh 1a protein dung hop gém protein IL-2 va protein CD80; va phuong
phap diéu ché té bao diét ty nhién bang cach s dung ché pham nay. Cu thé, ché
pham nudi ciy té bao diét ty nhién, bao gdm thanh phan hoat tinh 1a protein dung
hop gém IL-2 hoic bién thé cua n6 va CD80 hoic mot doan cua no, theo sang ché,
c6 tac dung thuc day sy tang sinh cua té bao diét tu nhién, gay cam ¢ng su biéu hién
ciia CD16 va NKp46, va 1am ting su biéu hién va tiét granzym B va perforin, do d6
c6 thé sir dung hiéu qua trong viéc diéu ché cac té bao diét tu nhién c6 chtic ning
mién dich chong ung thu wu viét.
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Linh vuec k¥ thuat dugc deé cap

Sang ché dé cap dén ché phdm nuodi cdy té bao diét tw nhién va phuong phép didu

ché t& bao diét tu nhién bing cach st dung ché pham twong tu.
Tinh trang ky thuit cda siang ché

Céc phuong phap diéu tri khdc nhau nhu phdu thuat, xa tri va hoa tri da duoc phat
trién dé diéu tri bénh ung thu, nhung mot s tac dung phu da duoc bdo cdo, do do gé“m day
liéu phap mién dich st dung chtrc ning min dich clia bénh nhan da dugc phat trién. Cu
thé, d4 c6 nghién ctru vé liéu phap mién dich sir dung té bao diét tw nhién ma ¢ thé trai

qua qué trinh diéu ché va dong lanh quy mo 16n.

Cu thé, té bao diét tw nhién 1a mot loai.té bao lympho dugc phan b trong tuy
xuong, 1a lach, cac hach bach huyét ngoai vi va mau ngoai vi clia co thé. Ching chiém
khoang 10% té bao lympho méu ngoai vi, va dong mot vai trd quan trong trong dép tng
mién dich bim sinh (Ann Rev Immunol., 24: 257-286, 2006)). Ngoai ra, cac té bao diét tu
nhién duong tinh véi CD56 va CD16, nhung am tinh v6i CD3. Té bao diét tw nhién tiéu
diét té bao bang cach giai phong céc hat té bao chét chira perforin va granzym. Té bao diét

tu nhién tiét ra nhidu xytokin khac nhau nhu IFN-y, TNF-o, GM-CSF va IL-10.

Ngodi ra, cc t& bao diét tur nhién biéu hién mot sé thu thé trén bé mat t bao, va
c4c thu thé nay tham gia vao qua trinh két dinh té bao, hoat hoa kha nang tiéu diét té bao
hodc trc ché kha nang tiéu diét té bao. Tuy nhién, hau hét c4c té bao diét tw nhién trong co
thé cta d6i trong binh thuong déu ton tai & trang thai khong hoat dong. Do do, can ¢6 cac
té bao diét tu nhién dugc hoat hoa dé loai bo ung thu. Ngoai ra, d6i voi té bao diét tu nhién
¢6 trong co thé bénh nhan ung thu, té bao diét tw nhién ¢ khiém khuyét vé chirc ning do
co ché 14n tranh mién dich cta cac té bao ung thu. Vi vdy, viéc hoat hoa cac té bao diét tu
nhién dé str dung céc té bao diét tu nhién nhu mot chét diéu tri 1a rét quan trong. Hon nita,
viéc phat trién k¥ thuat dé tang sinh luong 16n va dong lanh cac té bao diét tu nhién trong
mau tir doi tuong binh thuong hoac bénh nhén la diéu can thiét vi sb lugng té bao diét tu

nhién c6 trong co the la ¢6 han.

Trong khi d6, IL-2, con dugc got la yéu t sinh truéng té bao T (T-cell growth

factor - TCGF), 12 mot glycoprotein hinh cau dong vai trd trung tAm trong viéc san sinh, '
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tdn tai va cin bang ndi moi cua té bao lympho. IL-2 c6 protein kich thudc tir 15,5 kDa dén
16 kDa va bao gdm 133 axit amin. IL-2 lam trung gian cho cac phan ung mién dich khéc

nhau bing céch lién két véi thu thé TL-2 6 ba tiéu don vi riéng biét.

Ngoai ra, CD80 con duge goi 1a B7-1 va 1a mot trong cac thanh vién ho B7 trong
sé cac protein lién két mang tham gia vao viéc diéu hoa mién dich bing cach lién két véi
phéi tir va do d6 truyén cac phan (mg ddng kich thich va phan mg déng tc ché. CD80 1a
mdt protein xuyén mang duoc biéu hién trén bé mit ctia cac té bao T, té bao B, té bao dudi
gai va bach cdu don nhan. Pugc biét 1a CD80 lién két véi CD28, CTLA4 (CD152) va PD-
L1.

Nhu vay, viéc cac té bao diét tu nhién gift vai trd quan trong trong viéc diéu tri
chéng ung thu da dugc biét dén rong rdi, nhung céc phuong phap cu thé c6 thé khuéch dai

cac té bao diét tu nhién dé st dung ching mot cach hiéu qua thi van chua déy du.
Ban chit ky thuit cla sang ché
Vén dé k¥ thuat

Theo d6, cac téc gia sang ché da tao ra té bao diét tu nhién bang cach sir dung dime
protein dung hop gdm protein IL-2 va protein CD80, 1a két qua ctia viéc nghién ctu dé tao
ra té bao diét tu nhién duoc hoat hoa va6i s6 luong 16n. Ngoai ra, cac tac gia sang ché da
xac dinh rf?lng cac té bao diét ty nhién duoc tao ra nhu vdy da lam tang hoat tinh va thé hién

tac dung chdng ung thu wu viét, va do d6 dd hoan thanh sdng ché.
Giai phap cho van dé

Pé dat duge muc dich trén, theo mot phuwong an vi du, sang ché dé xuét ché phém
nudi cdy té bao diét tw nhién bao gdm thanh phan hoat tinh la dime protein dung hop gdm

IL-2 hoic bién thé cia n6 va CD80 hodc mdt doan cla no.

Theo mot phuong én vi du khéc, sang ché dé xuat phuong phap nuoi cdy té bao diét
fir nhién bao gdm: i) phan 14p té bao khong biéu hién CD3 tir té bao don nhan mau ngoai
vi (peripheral blood mononuclear cell- PBMC); ii) phan 1ap céc € bao biéu hién CD36 tu
céc té bao khong biéu hién CD3, dugc phan 1ap & giai doan trén; va iii) nudi céy cac té bao
phan 1ap dugc v6i sy c6 mét cia dime protein dung hop gf”)m IL-2 hodc bién thé cua né va

CD80 hodc mot doan cua no.
Theo mot phuong an vi du khéc, duoc dé xuét 1a t& bao diét tu nhién duoc tao ra
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bang phuong phap nudi ciy té bao diét tu nhién.

Theo mot phuong an vi du khéac, dugc dé xuét 1a duoc phdm dé ngan ngira hodc

diéu tri bénh ung thu bao gdm cac té bao diét tw nhién lam thanh phan hoat tinh.

Theo mdt phuong an vi du khéce, duge dé xuét 1a phuong phap nuodi cdy té bao diét
tu nhién bao gdm: i) phan lap t& bao khong biéu hién CD3 tir PBMC; va ii) nudi cdy cac
té bao phan 1ap duoc vé6i su ¢6 mit ctia dime protein dung hop gbm IL-2 hodc bién thé cua

no6 va CD80 hodc mot doan cua no.

Theo mot phuong an vi du khac nira, sang ché dé xuét té bao diét tu nhién duoc tao

ra bang phuong phap nudi ciy té bao diét ty nhién.

Theo mdt phuong &n vi du khac nita, sang ché dé xuat duoc phdm d€ ngdn ngra

hodc diéu tri bénh ung thu bao gdm céc té bao diét tu nhién lam thanh phan hoat tinh.

Theo mot phuong an vi du khac nita, sang ché dé xuat phuwong phap nudi cdy té bao
diét tu nhién bao gdm: i) phan lap té bao biéu hién CD356 tir PBMC; va ii) nuéi cy céc té
bao phéan lap dugc v6i su c6 mit cua dime protein dung hop gém IL-2 hodc bién thé ctua

n6 va CD80 hoac mot doan cua no.

Theo mdt phuong 4n vi du khéc nita, sang ché dé xuét té bao diét tu nhién duoc tao
ra bang phuong phap nudi cdy té bao diét tu nhién.

Theo mo6t phuong an vi du khic nita, sang ché @ xuit duoc phdm dé ngin ngira
hodc diéu tri bénh ung thu bao gdm céc té bao diét tw nhién lam thanh phan hoat tinh.

Theo mdt phuong an vi du khac nita, sang ché dé xuét phuong phép thic day hoat
tinh cta té bao diét tw nhién trong PBMC bao gém nuoi céy PBMC véi su c6 mat cua dime
protein dung hop g6m IL-2 hodc bién thé cua né va CD80 hodc mot doan ctia no.

Theo mot phuong an vi du khac nita, sang ché dé xuét cac PBMC duoc tao ra béng
phuong phép thuc dAy hoat tinh ctia cac té bao diét tw nhién trong PBMC.

Theo mot phuong an vi du khac nita, sang ché dé xuit duoc pham dé ngan ngira
hodc diéu tri bénh ung thu bao gém cac PBMC lam thanh phé‘m hoat tinh.

Hiéu qua cta sang ché

Ché phdm theo sang ché dé nuéi cdy té bao diét tw nhién bao gdm thanh phan hoat

tinh 14 protein dung hop chira IL-2 hodc bién thé ctia né va CD80 hodc mdt doan clia né

(%)



43303 41110

thic ddy su ting sinh té bao diét tw nhién, gdy cam mg su biéu hién ciia CD16 va NKp46,
va lam gia tang su biéu hién va tiét ra cia granzym B va perforin, va do d6 c6 thé duogc st
dung hitu ich trong vi€c didu ché cac té bao diét tw nhién c6 chirc ning mién dich chéng
ung thu uvu viét.
M5 ta vin tit cac hinh vé

Cac phuong an dugc lay lam vi du c6 thé dugc hiéu chi tiét hon theo phan md ta
dudi diy cung v6i cac hinh vé kem theo, trong do:

Fig.1A 1a biéu db ctia dime protein dung hop dugc sir dung trong sing ché;

Fig.1B thé hién anh SDS-PAGE xéac nhén dime protein dung hop thu duge (GI-
101);

Fig.1C thé hién ham luong cua dime protein dung hop (GI-101) theo do hép thu;

Fig.1D thé hién két qua phan tich sic ky loai trir kich thudc (size exclusion
chromatography - SEC) cta dime protein dung hop thu duge (GI-101);

Fig.2A thé hién anh SDS-PAGE xéac nhan dime protein dung hop hCD80-Fc thu
duoc;

Fig.2B thé hién két qua phan tich sic ky loai trir kich thude (SEC) ctia dime protein
dung hgp hCD80-Fc thu duoc;

Fig.3A thé hién anh SDS-PAGE xéc nhén dime protein dung hop Fe-1L2v2 thu
duoc;

Fig.3B thé hién két qua phan tich sic ky loai trir kich thude (SEC) ctia dime protein
dung hop Fc-1L2v2 thu dugc;

Fig.3C thé hién anh SDS-PAGE xac nhan dime protein dung hop Fe-IL2wt thu
duoc;

Fig.3D thé hién két qua phan tich sic ky loai trir kich thude (SEC) ctia dime protein
dung hop Fc-IL2wt thu dugc;

Fig.4A thé hién anh SDS-PAGE xéc nhan dime protein dung hop hCD80-Fc-IL2wt
thu duoc;

Fig.4B thé hién két qua phan tich sic ky loai trir kich thude (SEC) clia dime protein
dung hgp hCD80-Fc-IL2wt thu dugc;
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Fig.5A va Fig.5B thé hién s6 luong t& bao NK khi duge nudi cdy trong diu kién
AIM-V (5% SR);

Fig.6A va Fig.6B thé hién kha ning song duoc cla té bao NK khi dugc nudi cdy
trong diéu kién AIM-V (5% SR);

Fig.7A va Fig.7B thé hién s luong té bao NK khi dugc nudi cdy trong diéu kién
AIM-V (5% hABS);

Fig.8A va Fig.8B thé hién kha nang séng dugc clia té bao NK khi dugc nudi cdy
trong diéu kién AIM-V (5% hABS);

Fig.9avaFig.9B thé hién sd luong té bao NK khi dugc nudi cdy trong diéu kién X-
VIVO (5% hABS);

Fig.10A va Fig.10B thé hién kha ning séng dugc cta té bao NK khi dugc nudi cay
trong diéu kién X-VIVO (5% hABS);

Fig.11A va Fig.11B thé hién s6 luong té bao NK khi duoc nudi cdy trong dicu kién
NK MACS (5% hABS);

Fig.12A va Fig.12B thé hién kha nang séng duoc cia té bao NK khi dwoc nudi cdy
trong diéu kién NK MACS (5% hABS);

Fig.13 thé hién két qua phan tich FACS xdc nhan d¢ tinh khiét cia t€ bao diét tu
nhién duoc nudi cdy trong ché pham chita moi truong AIM-V (5% SR);

Fig.14 thé hién két qua phan tich FACS xéc nhan d9 tinh khiét cuia t€ bao diét tu
nhién dwoc nudi cdy trong ché pham chira moi trudmg AIM-V (5% hABS);

Fig.15 thé hién két qua phan tich FACS xéc nhan do tinh khiét ctia t€ bao diét tu
nhién dwoc nudi cdy trong ché pham chira moi truong X-VIVOL15 (5% hABS);

Fig.16 thé hién két qua phan tich FACS xéc nhan d¢ tinh khiét cia t€ bao diét tu
nhién duoc nudi cdy trong ché pham c6 moi truong NK MACS (5% hABS);

Fig.17 thé hién két qua phan tich dbi v6i cac dau hiéu hoat hoa ciia t€ bao diét tu
nhién duoc nudi cdy trong ché pham chita moi truong AIM-V (5% SR);

Fig.18 thé hién két qua phan tich ddi voi cac ddu hiéu tre ché cia t€ bao diét tu
nhién dugc nudi cdy trong ché pham chira mdi trudng AIM-V (5% SR);

Fig.19 thé hién két qua phan tich di vdi cdc dau hiéu hoat héa cua té bao diét tu
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nhién dugc nudi cdy trong ché phém chtra moi truong AIM-V (5% hABS);

Fig.20 thé hién két qua phan tich dbi vdi cic du hiéu e ché cla t€ bao diét tu

nhién dugc nudi cdy trong ché pham chira moi truong AIM-V (5% hABS);

Fig21 thé hién két qua phan tich dbi véi cac ddu hiéu hoat héa cua té bao diét tu

nhién duoc nudi cdy trong ché pham chira moi truomg X-VIVO (5% hABS);

Fig.22 thé hién két qua phan tich dbi vdi cic du hiéu Go ché cla té bao diét tu

nhién duoc nudi cdy trong ché pham chira mdi truong X-VIVO (5% hABS);

Fig.23 thé hién két qua phén tich d6i vdi cac ddu hiéu hoat héa cua té bao diét tu

nhién dugc nuéi cdy trong ché phdm chita méi truong NK MACS (5% hABS);

Fig.24 thé hién két qua phan tich dbi v6i cac ddu hidu e ché t€ bao diét tw nhién

duge nudi cdy trong ché phim chira moi truong NK MACS (5% hABS);

Fig.25 thé hién két qua phan tich dbi véi cac dau hiéu gay doc té bao cua cac té bao

diét tu nhién duoc nudi cdy trong ché pham chita mdi truong AIM-V (5% SR);

Fig.26 thé hién két qua phan tich dbi v&i cac dau hiéu gay doc té bao cua cac té bao

diét tu nhién duoc nudi cdy trong ché pham chita mdi truong AIM-V (5% hABS);

Fig.27 thé hién két qua phén tich ddi véi cac dau hiéu gay doc té bao cla té bao

diét tu nhién duoc nudi cdy trong ché pham chtra méi truong X-VIVO15 (5% hABS);

Fig.28 thé hién két qua phén tich d6i voi cdc dau hi¢u gdy doc t€ bao cua cac té bao

diét tu nhién duge nudi cdy trong ché pham c¢6 méi truong NK MACS (5% hABS);

Fig.29 thé hién két qua phan tich kha nang lam mét hat nho cta t€ bao diét tw nhién
duge nudi cdy trong 21 ngay trong ché pham chira GI-101 (50 nM), GI-101_wt (50 nM),
CD80-Fc (50 nM) + Fe-IL2v2 (50 nM), hodc CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2wt (50 nM) trong
mdi trudng AIM-V (5% hABS);

Fig.30 thé hién két qua phan tich hiéu qua tidu diét té bao ung thu ciia céc t€ bao
diét tu nhién duoc nudi cdy trong 21 ngay trong ché pham chtra GI-101 (50 nM), GI-
101 _wt (50 nM), CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2v2 (50 nM) hodc CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2wt
(50 nM) trong moi truong AIM-V (5% hABS);

Fig.31 thé hién két qua phan tich kha nang lam mat hat nho cuia té bao diét tw nhién
duoc nudi cdy trong 21 ngdy trong ché phém chtra GI-101 (50 nM), GI-101_wt (50 nM),
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CD80-Fe (50 nM) + Fe-IL2v2 (50 nM), hode CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2wt (50 nM) trong
mbi trrong X-VIVO15 (5% hABS);

Fig.32 thé hién két qua phan tich tdc dung tiéu diét té bao ung thu cla céc té bao
diét tu nhién duge nudi cdy trong 21 ngay trong ché pham chita GI-101 (50 nM), GI-
101_wt (50 nM), CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2v2 (50 nM), hodc CD80-Fc (50 nM)+Fc-TL2wt
(50 nM) trong méi truong X-VIVO15 (5% hABS);

Fig.33 thé hién két qua phan tich kha nang lam mét hat nhé ctia té bao diét tu nhién
duge nudi cdy trong 21 ngay trong ché pham chira GI-101 (50 nM), GI-101_wt (50 nM),
CD80-Fc (50 nM) + Fe-IL2v2 (50 nM), hodc CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2wt (50 nM) trong
moi truomg NK MACS (5% hABS); va

Fig.34 thé hién két qua phén tich téc dung tidu diét té bao ung thu cta cc € bao
diét tu nhién dugc nudi cdy trong 21 ngay trong ché pham chua GI-101 (50 nM), GI-
101_wt (50 nM), CD80-Fc (50 nM) + Fe-IL2v2 (50 nM) hodc CD80-Fc (50 nM)+Fec-
IL2wt (50 nM) trong mdi truong NK MACS (5% hABS).

M0 ta chi tiét sang ché
Ché phim va moi trudng dé tang sinh té bao NK

Mt khia canh cta sang ché dé& xuat ché phdm nudi cdy té bao diét tw nhién (NK)
bao gdm thanh phan hoat tinh 1a dime protein dung hop gom IL-2 hodc bién thé ctia né va
CD80 hodc mot doan cuia n6. Ngoai ra, moi truong nudi cdy té bao diét tu nhién bao gdm

dime protein dung hop lam thanh phan hoat tinh dugc d& xuit.

Ché pham nudi cdy té bao diét tu nhién c6 thé bao gdm ché pham bat ky duoc chon

tir nhom gdm moi trudong, huyét thanh, chét bd sung va su két hop cua chung.

Mai trudng nudi cay té bao NK c6 thé 1a mdi truomg trong d6 dime protein dung
hop gdm protein IL-2 va protein CD80 dugc thém vao moi truong nudi cdy té bao. Trong
truong hop nay, moi truong nudi cay té bao c6 thé bao gdm mdi truong bat ky dugc chon
tir nhom gom axit amin, duong, mudi v6 co va vitamin. Tét hon la moi truong nudi ciy té
bao ¢6 thé bao gém tat ca cac axit amin, dudng, mudi vo co va vitamin. Theo mdt phuong
4n cu thé, moi truong nudi cdy té bao NK c6 thé bao gom it nhét mot trong cac thanh phan

trong Bang 1 dén Bang 4 dudi day.
Nhu dugce st dung & day, thuit nglt “mdi trudng nudi cay t€ bao” ¢ nghia la mdi

7
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truong dugc st dung dé nudi céy té bao, cu thé 1a t& bao NK va cu thé hon 1 té bao CD3-
CD56+. Mbi truong nudi cdy t& bao bao gdm céc thanh phin duge té bao yéu cau dé séng
va sinh trudng trong dng nghiém, hodc bao gbm cac thanh phan gitp té bao séng va sinh
truong. Cu thé, c4c thanh phén c6 thé 1a vitamin, axit amin thiét yéu hoac khong thiét yéu
va cac nguyén t6 vi lwong. Moi trudng c6 thé 1a méi truong dung dé nuodi cy té bao, tot

hon 14 t& bao nhan thuc, va t6t hon 1a té bao NK.

MBoi trudong nudi cdy té bao theo sang ché c6 thé bao gbm thanh phan axit amin,

thanh phé‘m vitamin, thanh phén mudi vo co, thanh phén khac, va nude tinh khiét, trong do:

a) thanh phén axit amin 14 it nhAt mot axit amin dugc chon tir nthém gom glyxin, L-
alanin, L-valin, L-leuxin, L-isoleuxin, L-threonin, L-serin, L-xystein, L- metionin, axit L-
aspartic, L-asparagin, axit L-glutamic, L-glutamin, L-lysin, L-arginin, L-histidin, L-
phenylalanin, L-tyrosin, L-tryptophan, L-prolin, p- alanin, axit y-aminobutyric, ornithin,
xitrulin, homoserin, tri-iodothyronin, thyroxin va dioxy phenylalanin, hoac su két hop cta
céc chit nay, va tot hon 12 it nhit mot axit amin duoc chon tir nhém gom glyxin, L-alanin,
L-arginin, L-xystein, L-glutamin, L-histidin, L-lysin, L-metionin, L-prolin, L-serin, L-

threonin va L-valin, hodc két hop cua cac chét nay;

b) thanh phan vitamin 1a it nhét mot trong cac vitamin duge chon tir nhom gdm
biotin, canxi D-pantothenat, axit folic, niaxinamit, pyridoxin hydroclorua, riboflavin,
thiamin hydroclorua, vitamin B12, cholin clorua, i-inositol va axit ascorbic, hodc su két
hop ctia chung, va tt hon 14 it nhét mot vitamin dugc chon tir nthém gom i-inositol, thiamin

hydroclorua, niaxinamit va pyridoxin hydroclorua, hodc su két hop cua cac chat nay;

¢) thanh phé“m mudi vo co 1a it nhat mot mudi vo co duoc chon tir nhém gém canxi
clorua (CaCly) (khan), pentahydrat d6ng sulfat (CuSO4-5H,0), sét (III) sulfat heptahydrat
(FeSO4-7H,0), magie clorua (khan), magie sulfat (MgSOa) (khan), kali clorua (KCl), natri
clorua (NaCl), dinatri hydro phosphat (Na;HPOy), natri dihydro phosphat mono-hydrat
(Nay) PO4 -H0), k&m sulfat heptahydrat (ZnSO4 -7H20), sit (II) nitrat nonahydrat
(Fe(NOs);-9H,0) va natri hydro cacbonat (NaHCOs), hodc két hop ctia céc chét nay, va
t5t hon 1 it nhat mot mudi vo co duogc chon tir nhom gdm natri clorua (NaCl), natri hydro
cacbonat (NaHCOs), kali clorua (KCl), canxi clorua (CaCly) (khan) va natri dihydro
phosphat mono-hydrat (NaH,PO4-H,0), hodc két hop cua cac chit nay;

d) thanh phan con lai 14 it nhat mot thanh phan khac dugc chon tir nhom g6m D-
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glucoza (dextroza), natri pyruvat, hypoxanthin Na, thymidin, axit linoleic, axit lipoic,
adenosin, xytidin, guanosin, uridin, 2'- deoxyadenosin, 2'-deoxyxytidin HCl va 2'-

deoxyguanosin, hodc két hop clia céc chét nay, va c6 thé t6t hon 1a natri pyruvat; va.

e) nude tinh khiét duge s dung dé hoa tan axit amin, vitamin, muoi v co, va cac
thanh phan khéc, va c6 thé thu dugc bang mot hodc nhiéu quy trinh chung cat, hodc tinh

ché qua bo loc.

Ngoai ra, mdi truong nudi cdy té bao theo sang ché ¢6 thé bao gdbm thém yéu td
sinh trrong hodc xytokin. Yéu td sinh truong co thé 1a IGF, bFGF, TGF, HGF, EGF, VEGF,
PDGF, hodc tuong tu, mot minh hodc it nhét hai yéu t6 do, nhung khong gidi han ¢ cac
yéu t6 nay. Xytokin c6 thé 1a IL-1, [L-4, IL-6, IFN~y, IL-10, IL-15, IL-17, IL-21, hogc loai

tuong tv mdt minh hodc it nhét hai loai, nhung khong gi6i han & cdc loai nay.

Ngoai ra, mdi truong nudi cdy té bao theo sang ché c6 thé bao gdm thém khang thé
dé hoat hoa cc té bao diét tw nhidn. Khéng thé dé hoat hoa té bao diét tu nhién c6 thé 1a
khang thé khang CD3, khang thé khang CD2, khang thé khang CD335, hoac tuong tu, mot
minh hodc it nhét hai khang thé, nhung khong gidi han & cac khang thé nay. Hon nita, c6
thé bao gdm hat ma khang thé hoat hoa té bao diét tu nhién duge lién két. Hon nita, ¢6 the
st dung protein dung hop gdm hai hodc nhiéu loai khang thé hodc cac doan ving bién doi

cta n6 dé hoat hda céc té€ bao diét tu nhién.

Dac biét, moi truong nudi céy NK ¢6 thé bao gém thém mot loai bét ky dugc chon

tir nhom gdm IL-15, [L-21, va su két hop cla ching.

IL-15 va IL-21 c6 thé 12 mot loai interleukin (IL), va c¢6 nghia la céc chét protein
¢6 hoat tinh sinh hoc dugc tao ra boi cac té bao ¢ nang luc mién dich nhu té bao lympho
hodc bach ciu don nhan va dai thuc bao. IL-15 va [L-21 c6 thé duoc st dung khi nudi cay
té bao diét ty nhién st dung té bao don nhan lam té bao ngudn bang cach thic diy su ting
sinh cta t& bao diét tw nhién, nhung ¢6 van dé 1 toc do ting sinh va do tinh khiét thap khi
chi st dung ching don 1€ hodc két hop (Biossel L. et al, Biology of Blood and Marrow
Transplantation, 14, 1031-1038, 2008).

Cu thé, méi truong ¢6 thé 1a méi truong thong thuong dé nudi cdy té bao dong vat,
chang han nhu méi truong Eagle duoc cai bién ctia Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium - DMEM), mdi trudng biét hoa ndi mod (Endothelial differentiation medium -
EDM), mdi truong can thiét téi thiéu (Minimal Essential Medium - MEM), méi trudng
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Eagle co ban (Basal Medium Eagle - BME), RPMI 1640, F-10, F-12, a-MEM (a-Minimal
Essential Medium), G-MEM (Glasgow's Minimal Essential Medium), mdi trudong
Dulbecco duoc cai bién cua Iscove (Iscove's Modified Dulbecco's Medium), mdi truong
AIM-V, mbi trudng X-VIVO™ 15, mdi truong NK MACS. Theo mét phuong an cta sang
ché, moi truong AIM-V, méi trudng X-VIVO™ 15 va moi truong NK MACS duogc st

dung lam moi truong.

Thuat ngit "huyét thanh" nhu duge st dung trong sang ché ¢6 nghia 14 phan dich
trong ndi phia trén dugc tach ra khoi mau sau khi méu da dong hoan toan. Ngoai ra, viéc
thém huyét thanh vao moi truong téng hop dé nudi céy té bao dong vat la diéu duoc yéu
cdu, va thong thuong nguoi ta st dung huyét thanh bd, ngwa hodc ngudi. Déi v6i huyét
thanh c6 ngudn gbe tir bd, huyét thanh bao thai bo (FBS), huyét thanh bd méi sinh, huyét
thanh bé, huyét thanh bo, hodc cac loai tuong tu co thé dugc str dung tiy thudc vao thoi
diém 14y mau. Bdi véi huyét thanh c6 ngudn gdc tlr nguoi, huyét thanh ngudi tir ngudi cho
¢6 nhém mau AB duoc st dung va huyét thanh AB cua ngudi khong c6 khang thé véi
khang nguyén nhém mau A va B dé ¢6 thé giam thiéu kha ning phan Umg mién dich c6 thé
duoc sir dung. Ngoai ra, té bao mién dich CTS SR, hoic loai tuong tu ¢ thé duoc st dung
thay thé cho “huyét thanh”. Theo mot phuong én ctia sing ché, huyét thanh AB clia ngudi
hoic té bao mién dich CTS SR d4 dugc st dung.

GLUTAMAX (GIBCO®), mét chat thay thé L-Glutamin, c6 thé duoc st dung lam
chat bd sung dé cai thién su 6n dinh va hoat tinh cua té bao trong qua trinh nudi cdy té bao.

Ngoi ra, chit bd sung c6 thé 1a NK MACS (Miltenyi Biotec, 130-113-102).
Protein dung hop gdm protein IL-2 va protein CD80

Nhu duoc st dung & day, thuét ngit “IL-2" hodc “interleukin-2" dung dé chi IL-2
kiéu dai thu duoc tir ngu@)n dong vat c6 xuong séng bat ky, bao gém ca dong vat co vi nhu
dong vét linh truong (chang han nhu nguoi) va dong vat gam nhim (ching han nhu chudt
va chudt céng), trir khi ¢6 quy dinh khac. IL-2 ¢6 thé dugc ldy tir té bao dong vat va cling
bao gom IL-2 thu dugc tir té bao tai to hop c6 kha nang san sinh IL-2. Ngoai ra, IL-2 ¢6

thé 1a TL-2 kiéu dai hodc bién thé cua no.

Trong ban md ta nay, IL-2 hodc bién thé ctia n6 c6 thé duge biéu thi chung bing
thuat ngit “protein IL-2" hodc “polypeptit IL-2”. IL-2, protein IL-2, polypeptit IL-2 va bién

thé TL-2 lién két dic hiéu véi, vi du, thu thé IL-2. Lién két dic hiéu nay 6 thé dugc xéc
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dinh bing céc phuong phép ma nhiing ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat
nay da biét.

Phuong an IL-2 ¢o thé ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 35 hoac SEQ
ID NO: 36. O day, IL-2 ciing c6 thé & dang truéng thanh. Cu thé, IL-2 trudng thanh c6 thé
khong bao gdm trinh tur tin hiéu va c6 thé c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10.
(3 ddy, [L-2 6 thé dugo sir dung theo khi niém bao gdm mot doan cuia IL-2 kiéu dai trong

d6 mot phin ctia ddu thn cing N hodc dAu tan cing C ctia IL-2 kiéu dai bj cét bot.

Ngoai ra, doan IL-2 ¢6 thé & dang trong d6 1, 2,3.4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 hodc 25 axit amin lién k& dugc cit ngan tir dau
tan cing N clia protein c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 35 hodc SEQ ID NO:
36. Ngoai ra, doan IL-2 ¢6 thé & dang trong d6 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 hofc 25 axit amin lién ké dugc cat ngén tir dau tin
cung C ctia protein c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 35 hogc SEQ ID NO: 36.

Nhu dugc st dung & day, thuét nglr “bién thé IL-2” ding dé chi dang trong d6 mot
phﬁn axit amin trong IL-2 ¢o chiéu dai dﬁy du hodc doan IL-2 duoc mo ta & trén dugc thé.
Tt 13, bién thé IL-2 ¢6 thé ¢6 trinh ty axit amin khac v6i IL-2 kiéu dai hodic mt doan cla
né. Tuy nhién, bién thé IL-2 c6 thé c6 hoat tinh twong duong hodc twong tu véi IL-2 kiéu
dai. Vi du & dy, “hoat tinh TL-2” ¢6 thé d& cap dén lién két dac hiéu v6i thy thé IL-2, lién
két ddc hiéu nay c6 thé duoc do bing cac phuong phap ma nhirng ngudi c6 hiéu biét trung

binh trong linh vuc k¥ thuat nay da biét.

Cu thé, ¢6 thé thu duoc bién thé IL-2 béng cach thé mot phé“m axit amin trong 1L-2
kiéu dai. Phuong 4n vé bién thé IL-2 thu dwoc bang cach thé axit amin c6 thé thu duoc
béng cach thé it nhit mot trong cac axit amin thu 38, 42, 45, 61 va 72 trong trinh tu axit

amin néu trong SEQ ID NO: 10.

Cu thé, c6 thé thu duoc bién thé IL-2 bing cach thé it nhat mot trong céc axit amin
tha 38, 42, 45, 61 hodc 72 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10 béng mot
axit amin khac. Ngoai ra, khi [L-2 ¢ dang trong d6 mot phin clia du tan cung N trong
trinh trr axit amin néu trong SEQ ID NO: 35 bi cat ngén, axit amin & vi tri bd sung tuong
g v&i vi tri d6 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10 ¢ thé dugc thé bang
mot axit amin khac. Vi du: khi IL-2 ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 35, thi

bién thé IL- 2 clia né c6 thé nhan duogc bang cach thé it nhat mot trong s cac axit amin
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tht 58, 62, 65, axit amin thi 81 hodc thir 92 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
35 bang mot axit amin khac. Cac gdc axit amin nay twong ung véi gc axit amin thir 38,
42, 45, 61 va 72 tuong mg trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Theo mot
phuong an, mot, hai, ba, bdn, nam, sau, bay, tim, chin hodc mudi axit amin ¢c6 thé duoc
thé min 12 bién thé IL-2 d6 duy tri hoat tinh cia IL-2. Theo mdt phuong én khéc, mot dén

nam axit amin ¢6 thé dugc thé.

Theo mot phuong an, bién thé IL-2 co thé & dang trong do6 hai axit amin dugc thé.
Cu thé, ¢6 thé thu duoc bién thé IL-2 bang cach thé axit amin thir 38 va 42 trong trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mdt phuong an, 6 thé thu duoc bién
thé TL-2 bang cach thé trong b axit amin thir 38 va 45 trong trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mdt phuong an, ¢6 thé thu dugc bién thé IL-2 bang cach
thé axit amin th 38 va 61 trong amin trinh ty axit néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra,
theo mdt phuong 4n, c6 thé thu dugce bién thé TL-2 bang cach thé axit amin thir 38 va 72
trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mot phuong an, co thé
thu duge bién thé IL-2 bang cach thé axit amin tha 42 va 45 trong trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mot phuong an, ¢6 thé thu dugc bién thé IL-2 bang
cach thé axit amin thir 42 va 61 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai
ra, theo mdt phuong an, bién thé IL-2 c6 thé thu duoc béng cach thé axit amin thi 42 va
72 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mot phuong an, ¢
thé thu duoc bién thé IL-2 bang cach thé axit amin tht 45 va 61 trong trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mdt phuong an, c6 thé thu dugc bién the IL-2
bing cach thé axit amin thi 45 va 72 trong trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO: 10.
Ngodi ra, theo mot phuong én, bién thé IL-2 co thé thu dugc bang cach thé axit amin thi

61 va 72 trong trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 10.

Hon nita, bién thé IL-2 ¢6 thé & dang trong d6 ba axit amin dugc thé. Cu thé, ¢
thé thu duoc bién thé IL-2 bang cach thé axit amin thi 38, 42 va 45 trong trinh tw axit amin
néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mét phuong an, co thé thu duoc bién thé IL-2
bang cach thé axit amin th( 38, 42 va 61 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
10. Ngoai ra, theo mot phuong an, co thé thu duoc bién thé IL-2 bang cach thé axit amin
thir 38, 42 va 72 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mot
phuong 4n, c6 thé thu duoc bién thé [L-2 bang cach thé axit amin thi 38, 45 va 61 trong
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mét phuong an, ¢6 thé thu
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duoc bién thé IL-2 bing cach thé axit amin thtr 38, 45 va 72 trong trinh tur axit amin néu
trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mdt phuong an, ¢6 thé thu dugc bién the IL-2 bing
cach thé axit amin tha 38, 61 va 72 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10.
Ngoai ra, theo mot phuong an, co thé thu duoc bién thé 1L-2 béng cach thé axit amin thu
42, 45 va 61 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mot phuong
an, c6 thé thu duge bién thé IL-2 bang céch thé axit amin thir 42, 45 va 72 trong trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mét phuong an, bién thé TL-2 c6 thé
la thu dugc béng cach thé axit amin th 45, 61 va 72 trong trinh ty axit amin néu trong

SEQ ID NO: 10.

Ngodi ra, bién thé IL-2 6 thé & dang trong d6 bdn axit amin dugc thé. Cu the, 6
thé thu dugc bién thé IL-2 bang cach thé axit amin tht 38, 42, 45 va 61 trong trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mot phuong an, bién thé IL- 2 ¢6 thé thu
dwoc bang cach thé axit amin thir 38, 42, 45 va 72 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 10. Ngoai ra, theo mot phuong én, ¢6 thé thu duge bién thé [L-2 bang cach thé axit
amin tha 38, 45, 61 va 72 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra,
theo mot phuong an, c6 thé thu duoc bién thé IL-2 bang céch thé axit amin thi 38, 42, 61
va 72 trong trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Ngoai ra, theo mot phuong an,
¢6 thé thu duoc bién thé IL-2 béng cach thé axit amin thi 42, 45, 61 va 72 trong trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 10.

Hon nita, bién thé IL-2 ¢6 thé & dang trong d6 nam axit amin dugc thé. Cu thé, co
thé thu duoc bién thé IL-2 bang c4ch thé timg axit amin tht 38,42, 45, 61 va 72 trong trinh

tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10 bang mot axit amin khéc.

O day. “mdt axit amin khac™ duogc dua vao bang cach thé ¢6 thé 1a axit amin bat
ky dugc chon tir nhom g0m alanin, arginin, asparagin, axit aspartic, Xystein, axit glutamic,
glutamin, histidin, isoleuxin, leuxin, lysin, metionin, phenylalanin, prolin, serin, threonin,
tryptophan, tyrosin va valin. Tuy nhién, vé viéc thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh
tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 10, axit amin thtr 38 khong thé duoc thé béng arginin,
axit amin thir 42 khong thé duoc thé bang phenylalanin, axit amin tht 45 khong thé dugc
thé bang tyrosin, axit amin thtr 61 khong thé duoc thé bang axit glutamic va axit amin thi

72 khong thé duge thé bang leuxin.

V& viéc thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
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NO: 10, axit amin thr 38, arginin, ¢ thé dugc thé bang mot axit amin khéng'phéi arginin.
Tét hon 14, v& viéc thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin néu trong SEQ

ID NO- 10, axit amin th 38, arginin, c6 thé dugc thé bang alanin (R38A).

V& viéc thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 10, axit amin thtr 42, phenylalanin, ¢ thé dugc thé bang mot axit amin khong phai 1a
phenylalanin. Tét hon 13, vé viée thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 10, axit amin thr 42, phenylalanin, ¢6 thé duoc thé bang alanin
(F42A).

V& viéc thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 10, axit amin thu 45, tyrosin, ¢o thé duoc thé bang mot axit amin khong phai tyrosin.
Tét hon 13, vé viéc thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin néu trong SEQ

ID NO: 10, axit amin tht 45, tyrosin, c6 thé duge thé bang alanin (Y45A).

V& viéc thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 10, axit amin thir 61, axit glutamic, co thé duoc thé béng mot axit amin khong phai
axit glutamic. T4t hon 13, veé viéc thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 10, axit amin thi 61, axit glutamic, c6 thé duoc thé bang arginin
(E61R).

V& viéc thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 10, axit amin tht 72, leuxin, c6 thé duoc thé b?ing mot axit amin khong phai leuxin.
Tbt hon 13, vé viée thé axit amin cho bién thé IL-2, trong trinh tu axit amin néu trong SEQ

ID NO: 10, axit amin tht 72, leuxin, c6 thé duoc thé bang glyxin (L72G).

Cu thé, c6 thé thu duoc bién thé IL-2 béng it nhat mot chat thay thé duoc chon tur
nhom gdm R38A, F42A, Y45A, E61R va L72G, trong trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 10.

Cu thé, ¢6 thé thu duogc bién thé IL-2 bang cach thé axit amin ¢ hai, ba, bdn hogc

nam vi tri trong sd cac vi tri duge chon tir nhém gém R38A, F42A, Y45A, E61R va L72G.

Ngodi ra, bién thé IL-2 6 thé & dang trong d6 hai axit amin dwoc thé. Cu thé, co
thé thu duoc bién thé IL-2 bang cac chét thay thé R38A va F42A. Ngoai ra, theo mot
phuong 4n, c6 thé thu dugc bién thé IL-2 bing cdc chét thay thé R38A va Y45A. Ngoai ra,
theo mét phuong 4n, c6 thé thu dugc bién thé IL-2 bing cc chit thay thé R38A va E61R.
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Ngoai ra, theo mdt phuong 4n, c6 thé thu duoc bién thé IL-2 bang cac chit thay thé R38A
va L72G. Ngoai ra, theo mdt phuong an, ¢ thé thu duoc bién thé IL-2 bé‘mg cac chét thay
thé F42A va Y45A. Ngoai ra, theo mot phuong an, c6 thé thu duoc bién thé IL-2 bang cac
chét thay thé F42A va E61R. Ngoai ra, theo mot phuong 4n, 6 thé thu dugc bién the IL-
2 bing céc chit thay thé F42A va L72G. Ngoai ra, theo mot phuong 4n, ¢6 thé thu duoe
bién thé IL-2 bang cac chat thay thé E61R va L72G.

Hon nita, bién thé IL-2 ¢6 thé & dang trong d6 ba axit amin duoc thé. Cu thé, c6
thé thu dugc bién thé IL-2 bang cac chat thay thé R38A, F42A va Y45A. Ngoai ra, theo
mot phuong an, ¢6 thé thu duge bién thé [L-2 bing céc chét thay thé R38A, F42A va E61R.
Ngoai ra, theo mot phuong an, ¢6 thé thu dugc bién thé IL-2 bang cic chit thay thé R38A,
F42A va L72G. Ngoai ra, theo mdt phuong én, ¢6 thé thu duoc bién thé IL-2 bang céc chat
thay thé R38A, Y45A va E61R. Ngoai ra, theo mdt phuong an, ¢6 thé thu dugc bién thé
TL-2 bing céc chit thay thé R38A, Y45A va L72G. Ngoai ra, theo mot phuong én, c6 thé
thu dugc bién the IL.-2 bing cac chét thay thé F42A, Y45A va E61R. Ngoai ra, theo mét
phuong 4n. c6 thé thu dugc bién thé IL-2 bing cac chét thay thé F42A, Y45A va L72G.
Ngodi ra, theo mét phuong 4n, c6 thé thu duoc bién thé IL-2 bing cac chit thay the F42A,
E61R va L72G. Ngoai ra, theo mot phuong an, ¢6 thé thu duoc bién thé IL-2 béng cac chét
thay thé Y45A, E61R va L72G.

Nigoai ra, bién thé IL-2 c6 thé & dang trong d6 bon axit amin dwoc thé. Cu the, c6
thé thu duoc bién thé IL-2 bang cdc chit thay thé R38A, F42A, Y45A va E61R. Ngoai ra,
theo mot phuong an, ¢6 thé thu duoc bién thé IL-2 bang cac chat thay thé R38A, F42A,
Y45A va L72G. Ngoai ra, theo mot phuong én, c6 thé thu duoc bién thé IL-2 bang cac
chét thay thé R38A, F42A, E61R va L72G. Ngoai ra, theo mot phuong 4n, c6 thé thu duoe
bién thé IL-2 bang cdc chit thay thé R38A, Y45A, E61R va L72G. Ngoai ra, theo mot
phuong 4n, ¢6 thé thu dugc bién thé IL-2 bang cdc chét thay thé F42A, Y45A, E6IR va
L72G.

Hon nita, ¢6 thé thu duge bién thé IL-2 bang cac chit thay thé R38A, F42A, Y45A,
E61R va L72G.

Tt hon 13, phwong dn vé bién thé IL-2 ¢6 thé bao gdm phuong &n bat ky dugc chon

tir cac to hop thay thé tir (a) dén (d) sau trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 10:
(a) R3BA/F42A

15



43303 16/110

(b) R3BA/F42A/Y45A
(c) R38A/F42A/E61R
(d) R38A/F42A/L72G

O day, khi IL-2 ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 35, su thé axit amin
c6 thé c6 & vi tri bd sung tuong Gmg v&i vi tri trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 10. Ngoai ra, ngay ca khi IL-2 1a mét doan cta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 35, su thé axit amin c6 thé c6 & vi trf bd sung twong Gng v6i vi tri d6 trong trinh tu

axit amin néu trong SEQ ID NO: 10.

Cu thé, bién thé IL-2 ¢6 thé c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6, 22, 23
hoac 24.

Ngodi ra, bién thé IL-2 c6 thé khéc biét & chd c6 ddc tinh in vivo thip. O déy, doc
tinh i vivo thip c6 thé 1a mot tac dung phu do lién két ctia IL-2 v6i chudi alpha cta thu
thé TL-2 (IL-2Ra). Nhidu bién thé IL-2 khéc nhau da duoc phét trién dé cai thién tic dung
phu do lién két ctia IL-2 v6i IL-2Ra gdy ra, va nhiing bién thé IL-2 nhu vay c6 thé 1a nhitng
bién thé duoc boc 1 trong patent My sb 5,229,109 va patent Han Quéc s6 1667096. Dic
bict, cac bién thé IL-2 duge md ta trong tmg dung nay c6 &i luc lién két thap v6i chudi

alpha cta thy thé TL-2 (IL-2Ra) va do do ¢6 ddc tinh in vivo thip hon IL-2 kiéu dai.

Nhu duge str dung & day, thuat ngir “CD80”, con dugc goi la “B7-17, la mdt protein
mang co trong té bao dudi gai, té bao B da hoat hoa va bach cau don nhan. CD80 cung cip
céc tin hi¢u déng kich thich can thiét cho su hoat hdéa va ton tai cla té bao T. CD80 dugc
biét dén 12 mot phéi tir cua hai loai protein khac nhau, CD28 va CTLA-4, hién dién trén
bé mat té bao T. CD8O c6 thé bao gdm 288 axit amin va cu thé c6 thé ¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 11. Ngoai ra, nhu dugc su dung ¢ ddy, thuat ngit “protein CD80”
diing dé chi CD80 ¢6 chiéu dai day du hodc doan CD8O.

Nhu dugc sir dung & déy, thuat ngit “doan CD80” dung dé chi mot dang CD80 bi
cit ngan. Ngoai ra, doan CD80 c6 thé 12 mién ngoai bao ciia CD80. Phuong 4n vé doan
CD80 c6 thé thu duge bing cach loai bo cac axit amin tir axit amin thir 1 dén axit amin tha
34 tir dAu tan cung N 14 trinh tyr tin hiéu cia CD80. Cu thé, phuong 4n vé doan CD80 c6
thé 1a protein bao gdm cic axit amin tir axit amin thar 35 dén axit amin thir 288 trong SEQ

ID NO: 11. Ngoai ra, phuong an vé doan CD80 c6 thé 1a protein bao gdm axit amin thtt 35
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dén axit amin tht 242 trong SEQ ID NO: 11. Ngoai ra, phuong 4n vé doan CD80 c6 thé 1a
protein bao gbm axit amin tht 35 dén axit amin tht 232 trong SEQ ID NO: 11. Ngoai ra,
phuong an vé doan CD80 c6 thé 1a protein bao gdm axit amin thir 35 dén axit amin th@
139 trong SEQ ID NO: 11. Trong ngoai ra, phuong an vé& doan CD80 ¢6 thé la protein bao
gdm axit amin thi 142 dén axit amin thtr 242 trong SEQ ID NO: 11. Theo mot phuong 4n,
doan CD80 c6 thé co trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

| Ngoai ra, protein IL-2 va protein CD80 ¢6 thé duoc gin vao nhau thong qua doan
lién két hoic chit mang. Cu thé, IL-2 hoac bién thé ctia né va CD80 (B7-1) hoc doan cua
né co thé duoc gén v&i nhau thong qua doan lién két hoac chét mang. Trong ban mo ta,

doan lién két va chét mang co thé dugc st dung thé cho nhau.

Doan lién két lién két hai protein. Phuong én vé doan lién két ¢6 thé bao gdm 1 dén
50 axit amin, albumin hodc doan cta n6, vung Fc cua globulin mién dich, hodc loai twong
tu. O day, ving Fc cta globulin mién dich ding dé chi protein bao gdm ving hing dinh
chudi nang 2 (CH2) va ving hang dinh chudi nang 3 (CH3) cua globulin mién dich, va
khong bao gdm céc viing bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe va vung hang dinh chudi
nhe 1 (CH1) ctia globulin mién dich. Globulin mién dich c6 thé 1a IgG, IgA, IgE, IgD hoac
IgM, va tot hon 1a IgG4. O day, ving Fc cia globulin mién dich dang tu nhién G4 c6 thé
¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4.

Ngoai ra, ving Fc cua globulin mién dich c6 thé 1a bién thé ving Fc ciing nhu ving
Fc kiéu dai. Ngoai ra, nhu duoc st dung ¢ day, thuat ngit “bién thé ving Fc” ¢6 thé dé cap
dén dang khac v&i viung Fe kiéu dai vé dang glycosyl hoa, ¢4 d6 glycosyl hoa cao so véi
vung Fc kiéu dai, hoac c6 dd glycosyl hoa thép so vl vung Fe kiéu dai, hoac dang da dugc
khtr glycosyl héa. Ngoai ra, vung Fc khong duge glycosyl hoa duge bao gom trong do.
Ving Fc hodc bién thé ctia n6 c6 thé duoc lam phu hop dé c6 mot sb luong axit sialic,
fucosyl héa hodc glycosyl hoa duogc diéu chinh, thong qua cac diéu kién nudi cdy hodc

thao tac di truyén & vat chil.

Ngoai ra, qué trinh glycosyl héa viung Fc cua globulin mién dich c6 thé duoc cai
bién bang cac phuong phép thong thuong nhu phuong phip hoa hoc, phuong phap enzym
va phuong phap k¥ thuat di truyén st dung vi sinh vat. Ngoai ra, bién thé ving Fc c6 thé
& dang hon hop cua cac ving Fe trong ing cta cac globulin mién dich, IgG, IgA, IgE, IgD

va [gM. Ngoai ra, bién thé vung Fc ¢6 thé & dang trong d6 mot s6 axit amin ctia ving Fc
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duoc thé bang cac axit amin khac. Phuong an vé bién thé vung Fc ¢6 thé ¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 12.

Protein dung hop c6 thé c6 cAu triic trong d6, st dung vung Fc lam doan lién két
(hodc chit mang), protein CD80 va protein IL-2, hodc protein IL-2 va protein CD80 lan
lugt dugce lién két véi dau tan cung N va dau tan cung C cua doan lién két hoac chét mang,
twong ung (Fig.1A). Lién két gitra dau tan cing N hodc dau tan cung C cua vung Fc, va
CD80 hoiic IL-2 c6 thé dat duoc ty ¥ bang peptit lién két.

Cu thé, protein dung hop ¢6 thé bao gom cong thirc cau trac (I) hodc (II) sau:

N'-X- [doan lién két (1)]a-ving Fc- [doan lién két (2)]m-Y-C '(I)

N'-Y- [doan lién két (1)]a-ving Fc- [doan lién két (2)]m-X-C '(II)

O day, trong cong thirc ciu tao (I) va (II),

N’ la dau tdn cung N cta protein dung hop,

C' 1a dau tan cung C cua protein dung hop,

X la protein CD80,

Y la protein IL-2,

doan lién két (1) va doan lién két (2) 1a cac doan lién két peptit, va

mdi n va m doc 1ap 1a 0 hodc 1.

T&t hon 14, protein dung hop ¢6 thé bao gdm cong thirc ciu trac (I). Protein IL-2
duoc mo ta & trén. Ngoai ra, protein CD80 duoc mo ta ¢ trén. Theo mot phwong an, protein
TL-2 c6 thé 1 bién thé IL-2 c6 mot dén nam axit amin thay thé so véi [L-2 kiéu dai. Protein
CD80 c6 thé 1a doan thu duoc bang céch cit ngin toi da khoang 34 gbc axit amin lién ké
tir dAu tan cung N hoac dau tan cing C ctia CD80 kiéu dai. Ngoai ra, protein CD80 ¢6 thé
1 vimg giéng nhu globulin mién dich ngoai bao c6 hoat tinh lién két véi céc thu theé be
mit té bao T 1a CTLA-4 va CD28.

Cu thé, protein dung hop ¢6 thé ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9, 26,
28, hodc 30. Theo mdt phuong an khac, protein dung hop gom polypeptit c6 do tuong dong
ve trinh tu 12 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%., 99% hodc 100% v6i trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9, 26, 28 hodc 30. 0
day, do twong dong 13, vi du phan trim tuong ddng va c6 thé dugce x4c dinh théng qua phan
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mém so sanh do twong dong nhu phan mém BlastN cua Trung tim Thong tin Cong nghé

Sinh hoc Qudc gia (NCBI).

Doan lién két peptit (1) ¢6 thé dugc bao gdm giita protein CD80 va vung Fc. Poan
lién két peptit (1) c6 thé bao gdm tir 5 dén 80 axit amin lién k&, tir 20 dén 60 axit amin lién
ké, tir 25 dén 50 axit amin lién k& hodc tir 30 dén 40 axit amin lién ké. Theo mot phuong
an, doan lién két peptit (1) c6 thé bao gdm 30 axit amin. Ngoai ra, doan lién két peptit (1)
¢6 thé bao gom it nhét mot xystein. Cu thé, doan lién két peptit (1) c6 thé bao gdm mat,
hai hodc ba xystein. Ngoai ra, doan lién két peptit (1) c6 thé ¢6 ngudn gde tir ving ban 18
cua globulin mién dich. Theo mot phuong an, doan lién két peptit (1) co thé 1a doan lién

két peptit bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 3.

Poan lién két peptit (2) 6 thé bao gdm tir 1 dén 50 axit amin lién k&, tir 3 dén 30
axit amin lién k&, hodc tir 5 dén 15 axit amin lién k&. Theo mot phuong 4n, doan lién két
peptit (2) c6 thé 1a (G4S)a (trong d6 n 1a s6 nguyén tir 1 dén 10). O déy, trong (G4S)n, n co
thé 13 1.2.3.4.5.6,7, 8,9, hodc 10. Theo mot phuong an, doan lién két peptit (2) c6 thé

1a doan lién két peptit bao gom trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5.

Theo mot khia canh khac cua sang ché, dime thu duoc bang cach lién két hai protein
dung hop, mdi protein nay bao gdm protein IL-2 va protein CD80. Protein dung hop gdm

IL-2 hodc bién thé ctia né va CD80 hodc mot doan ciia né nhur duge mo ta & trén.

O day, lién két gita cac protein dung hop tao nén dime co thé dat duge, nhung
khong chi giéi han &, lién két disulfit dugc tao thanh boi cée xystein o6 trong doan lién két.
Céc protein dung hop tao nén dime ¢6 thé 1a céc protein dung hop gidng hodc khac nhau.
Tét hon 13, dime c6 thé 1a homodime. Phuong 4n vé protein dung hop tao nén dime c6 thé

la protein c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.
Phuong phép nudi cdy té bao NK 1

Mot khia canh khac cua sang ché dé xuit phuong phap nudi cdy té bao diét tur nhién,
bao ¢dm céc budc: i) phan 1ap té bao khong biéu hién CD3 tir té bao don nhan mau ngoai
vi (peripheral blood mononuclear cell - PBMC); ii) phén lap té bao biéu hién CD56 tir té
bao khong bidu hién CD3 phan lap dugc & giai doan trén; va iii) nudi cdy cac té bao phan
1ap dugc vai sy c6 mat cia dime protein dung hop g6m IL-2 hodc bién thé ctia n6 va CD80

hodc mot doan cta no.
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Thujt ngit “PBMC” nhu duge str dung trong sang ché c6 nghia 14 té bao don nhin
mau ngoai vi. PBMC bao gdm céc té bao lympho (té bao T, té bao B, t€ bao diét tu nhién)
va bach cdu don nhan, va c6 thé dugc phan 1ap tir mau toan phan bang Ficoll va ly tam.

PBMC c6 thé duoc phan lap tir méu toan phan thu dugc tir mot ca thé.

Dime protein dung hop dugc md ta chi tiét cho ché phim nudi cdy té bao diét tu
nhién. Pime protein dung hop ¢6 thé dugc xit Iy & ndng do tir 1 nM dén 500 nM. Cu the,
dime protein dung hop c6 thé dugc xi Iy & ndng do tir 1 nM dén 500 nM, tir 5 nM dén 300
ﬁM hoic tir 10 nM dén 150 nM. Theo mdt phuong an clia sang ché, dime protein dung hop
duoc xtr Iy 6 ndng do 1,6 nM hodc 50 nM.

Phuong phap nudi cdy cac té bao phan lap duge co thé dugc thuc hién bang mot
phuong phap duoc biét dén rong rii trong linh vuc nay. Cu thé, nhiét d6 nudi ciy trong
giai doan nudi cdy t& bao phan 1ap dugc c6 thé 1a tir 27°C dén 40°C, hoge tir 30°C dén
37°C. Theo mot phuong an cua sang ché, budc nuoi céy duoc thuc hién ¢ nhiét 4o 37°C.
Ngoai ra, trong giai doan nuoi cdy té bao phan lap duoc, diéu kién néng d6 CO; trong qué
trinh nuoi cdy c6 thé 1a tir 1% dén 10%, va t6t hon 1a ¢ thé nudi cy trong diéu kién CO»
5%.

Trong giai doan nuoi cdy té bao phan lap duoc, thoi gian nudi cdy c6 thé tir 5 ngay
dén 25 ngay, tir 6 ngay dén 23 ngay, hodc tlr 7 ngay dén 21 ngay. Theo mot phuong an cta
sdng ché, thoi gian nudi cdy 12 20 ngay va su khac biét déng ké v& su tang sinh xuét hién
tir ngay thu 5.

Cac té bao NK thu duoc va st dung chung

Mot khia canh khac clia sang ché dé xudt cac té bao diét tu nhién dugc diéu ché
bang phwong phép nudi cdy té bao diét tu nhién.

Cac té bao diét tur nhién c6 thé ting biéu hién CD16 va NKp46. Cac té bao diét tu
nhién c6 thé ting biéu hién cta granzym B va perforin. Té bao diét tu nhién duoc nudi ciy
theo phuong phép nudi cdy té bao diét tw nhién ¢ thé duoc dong lanh va chirc ning cta té
bao khong bi suy giam ngay ca khi rd dong trd lai.

Do biéu hién cao cac thu thé hoat hoa nhu CD16 va NKp46, cac té bao diét tw nhién
thé hién kha ndng tiéu diét tang 1én d6i voi dong té bao ung thu va tang tiét granzym B va

perforin, do do6 ¢6 thé mong doi tac dung chéng ung thu wu viét. Do do, tac nhan tri liéu
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c6 hiéu qua dé didu tri bénh ung thu ¢6 thé duoc bao ché, bang cach sir dung mot luong
16n céac té bao diét tu nhién d3 dugc hoat hoa c6 thé ap dung trén lam sang. Ngoai ra, céac

té bao diét tw nhién c6 thé c6 su biéu hién cao ctia NKp30 hodc DNAMI.

Mot khia canh khac khac nita ctia sang ché dé xuét duge pham d€ ngan ngira hodc

didu trj bénh ung thu bao gdm cac té bao diét tw nhién 1am thanh phan hoat tinh.

Ngoai ra, cac té bao diét tu nhién dugc didu ché bing phuong phap nudi ciy té bao
diét tu nhién c6 thé duoc bao gdm vé6i luong tir 10 dén 95% trong luong dua trén tong
trong lugng cua dugc pham. Hon nita, dugc phdm c6 thé bao gdm, ngoai thanh phan hoat

chét trén, it nhat mot thanh phén hoat tinh c6 chitc ndng giéng hoac tuong tu.

Liéu luong cta dugc pham c6 thé duge didu chinh theo cac yéu td khac nhau bao
gdm loai bénh, mirc dd trdm trong ctia bénh, loai va ham lugng cua céc thanh phan hoat
tinh va cac thanh phén khac ¢ trong ché phém, loai ché phém va tudi, can nang, tinh trang
strc khoe chung, gidi tinh va ché d6 an udng ctia bénh nhan, thoi gian dung thude, cach sir
dung thude va toc do bai tiét ctia ché phém, thoi gian diéu tri va cac loai thude duoge st

dung dong thoi.

Tuy nhién, dé ¢6 hiéu quad mong mudn, liéu lugng duogc phém 6 thé 1a 1x102 té
bao/kg dén 1,0x10° té bao/kg va 1x107 té bao/kg dén 1,5x10"! té bao/kg dwa trén cac té bao
diét tur nhién, 1am thanh phan hoat tinh. Trong trudng hop ndy, c6 thé ding liéu mot lan

moi ngay, hodc c6 thé chia lam nhi€u lan.

Ngoai ra, dugc pham c6 thé duoc str dung cho cé thé bang cac phuong phap khac
nhau d2 biét trong linh virc k§ thuét nay. Puong dung thudc ¢6 thé duoc la chon mot céch
thich hop boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuét nay khi xem xét dén
phuong phap su dung, thé tich dich co thé, do nhdt, hodc nhitng thir tuong tu.

Bénh ung thu cé thé 1a bénh bat ky dugc chon tir nhom gém bénh ung thu da day,
bénh ung thu gan, bénh ung thu phéi, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung thu v, bénh
ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu
cb tr cung, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu thanh quan, bénh bach cau nguyén bao
lympho cap tinh, khéi u ndo, u nguyén bao than kinh, u nguyén bao vdng mac, bénh ung

thu du va cd, bénh ung thu tuyén nudce bot va bénh ung thu hach.

Phuong phap diéu tri bang cach sir dung céac té bao NK thu dugc
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Mt khia canh khéc cua sang ché d& xuit phuong phap diéu tri bénh ung thu bao
gOm viée st dung té bao NK cho cé4 thé bi bénh ung thu. Trong trudng hop nay, cac té bao
NK va bénh ung thu dugc mo ta & trén. Mot khia canh khac nita cua sang ché dé xuét viéc

stt dung té bao NK d diéu tri bénh ung thu.
Phuong phép nudi cdy té bao NK 2

Mt khia canh khéc ctia sang ché dé xuat phuong phép nudi ciy té bao diét ty nhién,
bao gdm céc budce: i) phan lap té bao khong biéu hién CD3 tir PBMC; va ii) nuoi cay té
bao phan lap dugc v6i su ¢6 mat cia dime protein dung hop gdm IL-2 hoic bién thé cua

no6 va CD80 hoac mot doan cua no.

Mot khia canh khac cua séng ché dé cap XUAt céc té bao diét tu nhién duogc diéu ché
bang phuong phap nudi cdy té bao diét tw nhién. Khia canh khac nita clia sang ché dé xuét
dwoc phdm d& ngan nglra hodc diéu tri bénh ung thu, bao gdm té bao diét tu nhién lam
thanh phan hoat tinh. Mot khia canh khéc nita clia sing ché @ xuét phuong phap diéu tri
bénh ung thu bao g(“)m viéc st dung té bao NK cho c4 thé mic bénh ung thu. Trong truong
hop nay, té bao NK va bénh ung thu dugc md ta ¢ trén. Khia canh khéc nira cua sang ché

d& xuét viéc stt dung té bao NK dé diéu tri bénh ung thu.

Do biéu hién cao cac thu thé hoat héa nhu CD16 va NKp46, cac té bao diét tw nhién
thé hién kha ning tiéu diét ting 1én d6i véi dong té bao ung thu va ting tiét granzym B va
perforin, do do ¢o thé mong doi tac dung chéng ung thu uvu viét. Do dd, tdc nhan tri licu
¢6 hiéu qua dé didu tri bénh ung thur ¢6 thé duge bao ché, sir dung luong 16n céc t€ bao
diét tu nhién da dugc hoat hoa co thé ap dung trén 1am sang. Ngoai ra, cac té bao diét tu

nhién c6 thé c6 biéu hién cao NKp30 hogc DNAMI.

Bénh ung thu 6 thé 1a bénh bét ky duge chon tir nhém gdm bénh ung thu da day,
bénh ung thu gan, bénh ung thu phéi, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung thu va, bénh
ung thu tuyén tién 1iét, bénh ung thu buéng tring, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu
¢d tir cung, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu thanh quan, bénh bach cau nguyén bao
lympho cép tinh, khdi u ndo, u nguyén bao than kinh, u nguyén bao vong mac, bénh ung

thu dau va cd, bénh ung thu tuyén nudc bot va bénh ung thu hach.
Phuong phap nuoi cay té bao NK 3

Mbt khia canh khac ctia sang ché dé xuat phuong phap nudi céy té bao diét tu nhién,
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bao gdm céc bude: i) phan 1ap té bao biéu hién CD56 tir cac PBMC; va ii) nudi cdy té bao
phan 13p dugc v6i su 6 mat cua dime protein dung hop gdm IL-2 hoic bién thé ctiand va

CDR80 hoac mdt doan cua no.

Tuy nhién, mét khia canh khéc ctia sing ché dé xuét té bao diét ty nhién dugc dieu
ché béng phuong phép nudi céy té bao diét tu nhién. Do biéu hién cao cac thu thé hoat hoa
nhu CD16 va NKp46, cac té bao diét tw nhién thé hién kha nang tiéu diét ting 1én dbi voi
dong té bao ung thu va ting tiét granzym B va perforin, tir 6 ky vong mét tac dung chéng
ung thu wu viét. Do d6, tac nhan tri liéu c6 hi¢u qua dé diéu tri bénh ung thu ¢6 thé duoc
bao ché, st dung mot luong 16n céac té bao diét tu nhién da duoc hoat hoa co thé ap dung
trén 1am sang. Ngoai ra, cac té bao diét tw nhién c6 thé ¢6 biéu hién NKp30 hodc DNAMI

cao.

Tuy nhién, mot khia canh khéc cua sang ché dé xuit duoc pham co thé ngan ngira
hodc diéu tri bénh ung thu, bao gém té bao diét ty nhién lam thanh phén hoat tinh. Mot
khia canh khac nfta cua sang ché d& xuat phuong phap diéu tri bénh ung thu bao gdm viéc
st dung t& bao NK cho ca thé bi bénh ung thu. Trong truong hop nay, té bao NK va bénh
ung thu duoc thé hién nhu dd mo ta & trén. Khia canh khéc nita cua sang ché dé xudt viéc

str dung céc té bao NK dé diéu trj bénh ung thu.

Bénh ung thu c6 thé 1a bénh bat ky dugc chon tir nhém gdm bénh ung thu da day,
bénh ung thu gan, bénh ung thu phéi, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung thu vu, bénh
ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu
cb tr cung, bénh ung thu tuyén gidp, bénh ung thu thanh quan, bénh bach cdu nguyén bao
lympho cép tinh, khéi u ndo, u nguyén bao than kinh, u nguyén bao vdng mac, bénh ung
thu dau va cd, bénh ung thu tuyén nude bot va bénh ung thu hach.

Phuong phép nudi cay té bao NK 4

Mot khia canh khéac cua sang ché dé xuit phuong phép thic dAy hoat tinh cuia té
bao diét ty nhién trong PBMC, bao g6m nudi cdy PBMC v6i su c6 mit cta dime protein
dung hop gdm IL-2 hodc bién thé cta né va CD80 hodc mot doan cua no.

Khia canh khéc cua sang ché dé xuit cac PBMC duoc diéu ché theo phuong phép
c6 thé thic diy hoat tinh ctia cdc té bao diét tw nhién trong PBMC. Céc t€ bao diét tw nhién
trong PBMC ¢6 biéu hién cao thu thé hoat héa nhu CD16 va NKp46 nhim tang kha ning
tiéu diét té bao chdng lai cc dong té bao ung thu va tiét ra granzym B va perforin, tir d6
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6 thé mong doi hiéu qua chéng ung thu uu viét. Do dd, tac nhan tri liéu hi¢u qua dé diéu
tri bénh ung thu co6 thé duoc diéu ché bang cach st dung cac PBMC bao gdm mot luong
16m cac té bao diét tw nhién da duoc hoat hoa co thé ap dung trén lam sang. Ngoai ra, cac

t& bao diét tw nhién trong PBMC c6 thé c6 biéu hién NKp30 hoic DNAMI cao.

Van con mot khia canh khac cia sang ché d& xuit dugc pham co thé ngan ngira
hodc diéu tri bénh ung thu bao gém cac PBMC lam thanh phén hoat tinh. Khia canh khac
nita cua sang ché dé xuét phwong phép didu tri bénh ung thu bao gbm viéc st dung cac £
bao NK cho cé thé bi bénh ung thu. Trong truong hop nay, t& bao NK va bénh ung thu
duoc mo ta & trén. Khia canh khac nita cua sang ché d& xuét viéc sir dung céc té bao NK

dé diéu tri bénh ung thu.

Bénh ung thu c6 thé 1a bénh bét ky dugce chon tir nhém gdm bénh ung thu da day,
bénh ung thu gan, bénh ung thu phdi, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung thu v, bénh
ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu
¢b tir cung, bénh ung thu tuyén gidp, bénh ung thu thanh quan, bénh bach cau nguyén bao
lympho cap tinh, khéi u ndo, u nguyén bao than kinh, u nguyén bao vong mac, bénh ung

thu dau va cd, bénh ung thu tuyén nudc bot va bénh ung thu hach.
Vi du thwe hién sang ché

Sau day, séng ché s& dwgc mo ta chi tiét hon bang céc vi du dudi ddy. Tuy nhién,
céc vi du dudi day chi dé minh hoa sang ché va pham vi clia sang ché s& khong bi gi¢i han
& cac vi du nay.

I. Didu ché GI-101, té bao diét tu nhién va ché phdm nudi cdy té bao diét tw nhién

Vi du diéu ché 1. Pidu ché bién thé hCD80-Fc-1L-2 (2M): GI-101

Dé tao ra protein dung hop gom doan CD80 ctia ngudi, mién Fc va bién thé IL-2,
polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 8) ma hoéa cho protein dung hop
gdm peptit tin hiéu (SEQ ID NO: 1), doan CD80 (SEQ ID NO: 2), ving ban 1 Ig lién hop
v6i doan lién két (SEQ ID NO: 3), mién Fc (SEQ ID NO: 4), doan lién két (SEQ ID NO:
5) va bién thé IL-2 (2M) trong do hai axit amin dugc thay thé (R38A, F42A) (SEQ ID NO:
6) theo thtr tu nay tu dau tan cling N da duge tong hop théng qua dich vu tong hop gen
Invitrogen GeneArt cua ThermoFisher Scientific Inc., va dugc tach dong vao vecto

pcDNA3_4. Ngodi ra, vecto ndy duge dua vao té bao CHO (EXPI-CHO™) dé biéu hién
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protein dung hgp SEQ ID NO: 9. Sau khi dua vecto vao, té bao duoc nudi ciy trong moi
trudng c6 nhiét d§ 37°C, 125 vong/phit va 8% CO; trong 7 ngay, sau do duoc thu gom dé
tinh ché protein dung hop. Pime protein dung hop tinh khiét duoc dat tén 1a “GI-101".

Qua trinh tinh ché dugc thuc hién bing phuong phap sic ky bao gdm nhua
MabSelect SuRe protein A. Protein dung hop dugc lién két & diéu kién 25 mM Tris, 25
mM NaCl va pH 7,4. Sau d6, n6 dugc ria giai voi 100 mM NaCl va 100 mM axit axetic &
do pH = 3. Sau khi cho 20% Tris-HCI 1M ¢ pH 9 vao mot éng thu, thu dugc protein dung
hop. Protein dung hop thu dugc duoc thdm tach vao dém PBS trong 16 gid dé thay doi.

Sau do, do hip thu & budc song 280 nm theo thdi gian dugc do bang cach sir dung
shc ky loai trir kich thude cot TSKgel G3000SWXL (TOSOH Bioscience) dé thu dugc
ndng do protein dung hop cao. Tai thoi diém nay, protein dung hop phan lép va tinh ché
duoc dugc dua vao SDS-PAGE trong cac diéu kién kht (R) hodc khong khtr (NR), va
duoc nhudom béng coomassie blue dé xac nhan do tinh khiét ctia né (Fig.1B). Da xac nhan
rang protein dung hop dugce bao g6m & nong do 2,78 mg/ml nhu duoc phat hién bang cach
str dung NanoDrop (Fig.1C). Ngoai ra, két qua duoc phan tich bang sic ky loai trir kich

thuée duoc thé hién trén Fig.1D.
Vi du didu ché 2. Diéu ché dime (2M) bién thé Fe-IL-2: Fe-IL-2v2

Dé tao ra protein dung hop gbém mién Fc va bién thé IL-2, polynucleotit gbm trinh
tu nucleotit (SEQ ID NO: 45) mé hoa cho protein dung hop gom peptit tin hi¢u (SEQ ID
NO: 1), ving ban 1& Ig (SEQ ID NO: 38), mién Fc (SEQ ID NO: 4), doan lién két (SEQ
ID NO: 5) va bién thé IL-2 (2M) trong d6 hai axit amin dugc thay thé (R38A, F42A) (SEQ
ID NO: 6) theo thtr tu nay tu dau tan cung N dugc tong hop thong qua dich vu tong hop
gen Invitrogen GeneArt cua ThermoFisher Scientific Inc., va duoc tach dong vao vecto
pcDNA3_ 4. Ngoai ra, vecto nay duge dua vao té bao CHO (EXPI-CHO™) dé bieu hién
protein dung hop néu trong SEQ ID NO: 44. Sau khi dua vecto vao, cac té bao duoc nuodi
cdy trong méi trudng c6 nhiét do 37°C, 125 vong/phut va 8 % COa trong 7 ngay, va sau do
dugc thu gom dé tinh ché dime protein dung hop. Pime protein dung hop tinh khiét duoc
dat tén la “Fc-IL2v2™.

Qua trinh tinh ché va thu gom protein dung hop dugc thuc hién theo cach twong tu
nhu trong vi du didu ché 1. Protein dung hop phan lap va tinh ché duge duoc dua vao SDS-
PAGE trong cac diéu kién khtr (R) hodc khong khir (NR), va dugc nhuém bang coomassie
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blue dé x4c nhan do tinh khiét ciia n6 (Fig.3A). Két qua la, xac nhan rang protein dung hop
tao thanh dime. Ngoai ra, két qua dwoc phan tich bang sic ky loai trir kich thude duoc thé
hién trén Fig.3B.

Vi du diéu ché 3. Piéu ché dime Fc-IL-2: Fe-IL-2wt

Dé tao ra protein dung hop gdm mién Fc va IL-2 kiéu dai, polynucleotit bao gdm
trinh tw nucleotit (SEQ ID NO: 43) ma héa cho protein dung hop gdm peptit tin hiéu (SEQ
ID NO: 1), ving ban 1& Ig (SEQ ID NO: 33), mién Fc (SEQ ID NO: 4), doan lién két (SEQ
ID NO: 5) va IL-2 kiéu dai (SEQ ID NO: 10) theo tht tw nay tir dau tan cing N duoc tong
hop thong qua dich vu tong hop gen Invitrogen GeneArt ciia ThermoFisher Scientific Inc.,
va duge tach dong vao vecto pcDNA3 4. Ngoai ra, vecto nay dugc dua vao té bao CHO
(EXPI-CHO™) dé biéu hién protein dung hop néu trong SEQ ID NO: 42. Sau khi dua
vecto vao, cac té bao duoc nudi cdy trong méi truong ¢6 nhiét do 37°C, 125 vong/phut va
8 % COa trong 7 ngay, va sau d6 dugc thu gom dé tinh ché dime protein dung hop. Dime
protein dung hop tinh khiét duoc dat tén la “Fe-IL2wt.”

Qua trinh tinh ché va thu gom protein dung hop dugc thuc hién theo cach tuong tu
nhu trong vi du didu ché 1. Protein dung hop phén 1dp va tinh ché dugc dugc dua vao SDS-
PAGE trong céc diéu kién khtr (R) hodc khong khir (NR), va duge nhudm bang coomassie
blue dé xac nhan do tinh khiét ctia n6 (Fig.3c). Két qua 13, xdc nhan dugce rang protein
dung hop tao thanh dime. Ngoai ra, két qua dugc phan tich bang sic ky loai trir kich thudce
duoc thé hién trén Fig.3D.

Vi du didu ché 4. Diéu ché dime hCD80-Fc-IL-2 kiéu dai: hCD80-Fe-IL-2wt

Pé tao ra protein dung hop g6m doan CD80 clia nguoi, mién Fc va protein IL-2
kiéu dai, polynucleotit bao gom trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 41) ma hoa protein dung
hop gdm peptit tin hiéu (SEQ ID NO: 1), doan CD80 (SEQ ID NO: 2), ving ban I¢ Ig lién
hop voi doan lién két (SEQ ID NO: 3), mién Fc (SEQ ID NO: 4), doan lién két (SEQ ID
NO: 5), va IL-2 kiéu dai (SEQ ID NO: 10) theo thir tu nay tir dau tin ciing N duogc tong
hop thong qua dich vu Tong hop gen Invitrogen GeneArt cua ThermolFisher Scientific Inc.,
va duge tach dong vao vecto pcDNA3_4. Ngoai ra, vecto nay dugc dua vao té bao CHO
(EXPI-CHO™) d& biéu hién protein dung hop néu trong SEQ ID NO: 46. Sau khi dua
vecto vao, cac té bao duge nudi cdy trong moi trudng ¢ nhiét do 37°C, 125 vong/phit va

ndng do6 8% CO» trong 7 ngay, sau d6 dugc thu gom dé tinh ché dime protein dung hop.
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Dime protein dung hop tinh khiét duoc dat tén 1a “hCD80-Fe-TL2wt”.

Qua trinh tinh ché dugc thuc hién bang phuong phép sic ky bao gdm nhua
MabSelect SuRe protein A. Protein dung hop dugc lién két & didu kién 25 mM Tris, 25
mM NaCl va pH 7,4. Sau d6, né duoc rira giai véi 100 mM NaCl va 100 mM axit axetic &
pH 3. Sau khi cho 20% Tris-HCI IM 6 pH 9 vao mot 6ng thu, thu dugc protein dung hop.
Protein dung hop thu dugc duoc thdm tach vao dém PBS trong 16 git dé thay doi.

Sau d6, dd hap thu & budc séng 280 nm theo thoi gian duoc do bang cach st dung
sdc ky loai trir kich thude voi cot TSKgel G3000SWXL (TOSOH Bioscience) dé thu duoc
nong do protein dung hop cao. Tai thoi diém nay, protein dung hop phan lap va tinh ché
duoc dugc dua vao SDS-PAGE trong cac didu kién khtr (R) hodc khong khr (NR), va
dwoc nhudm bing coomassie blue dé xéc nhan do tinh khiét ctia né (Fig.4A). Két qua 1a,
x4c nhan duogc rang protein dung hop tao thanh dime. Ngoai ra, két qua duge phan tich

bang sic ky loai trir kich thuée duge thé hién trén Fig.4B.
Vi du diéu ché 5. Diéu ché dime hCD80-Fc: hCD80-Fc

Pé tao ra protein dung hop g6m doan CD80 cua nguoi va mién Fc, polynucleotit
(SEQ ID NO: 39) bao gbm trinh tr nucleotit ma hoa cho protein dung hop gdm peptit tin
hiéu (SEQ ID NO: 1), doan CD80 (SEQ ID NO: 2), ving ban 1& Ig lién hop v6i doan lién
két (SEQ ID NO: 3) va mién Fc (SEQ ID NO: 4) theo th tu nay tir dau tan cung N dugc
tong hop thong qua dich vu tong hop gen Invitrogen GeneArt cia ThermoFisher Scientific
Inc., va dugc tach dong vao vecto pcDNA3 4. Ngoai ra, vecto nay dugc dua vao té bao
CHO (EXPI-CHO™) dé biéu hién protein dung hop néu trong SEQ ID NO: 40. Sau khi
dua vecto vao, cac té bao duogc nudi céy trong moi truong cé nhiét do 37°C, 125 vong/phut
va 8 % ndng do CO» trong 7 ngay, sau d6 dugc thu gom dé tinh ché dime protein dung hop.
Dime protein dung hop tinh khiét duoc dit tén 1a “hCD80-Fc.”

Qua trinh tinh ché dugc thuc hién bang phuong phép sic ky bao gdm nhua
MabSelect SuRe protein A. Protein dung hop dugc lién két & dicu kién 25 mM Tris, 25
mM NaCl va pH 7,4. Sau d6, né duge rura giai véi 100 mM NaCl va 100 mM axit axetic &
pH 3. Sau khi cho 20% Tris-HCI 1 M ¢ pH 9 vao mdt 6ng thu, thu dugc protein dung hop.
Protein dung hop thu dugc duoc tham tach vao dém PBS trong 16 gid dé thay dbi.

Sau d6, do hap thu & budc song 280 nm theo thoi gian duoc do bang cach st dung
sic ky loai trir kich thuée véi cot TSKgel G3000SWXL (TOSOH Bioscience) dé thu duge
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ndng do protein dung hop cao. Tai thoi diém nay, protein dung hop phan l4p va tinh ché

duoc duge dua vao SDS-PAGE trong cac diéu kién khtr (R) hoic khong khtr (NR), va

dwoc nhudm bing coomassie blue dé xéc nhan d6 tinh khiét ctia né (Fig.2A). Két qua la,

xé4c nhan dugc rang protein dung hop tao thanh dime. Ngoai ra, két qua dwoc phan tich

bang sic ky loai trir kich thuge duge thé hién trén Fig.2B.

Vi du diéu ché 1. Diéu ché moi trudng nudi cay té bao diét tu nhién

Ché phém moi truong nudi cdy té bao diét tuw nhién duoc diéu ché bang cach thém

céc chit tuong tmg véi cac dicu kién thém tr 1 dén 4 cuia Bang 5 vao moi moi trudng nudi

céy co ban c6 thanh phan tir Bang 1 dén Bang 4 dudi day.

[Bang 1]
MBoi trudmg nudi cay co ban 1
Ché pham Nha san xudt | S6 loai Liéu luong 'Nong d6 cudi cung
SR té bao mién | |
dich CTS ™ |
| ) .| Thermo A2596102 0,5ml 5%
(Thay thé huyét |
thanh)
GLUTAMAX
GIBCO A12860-01 0,5ml 1X
100X
; | ~ thém vao ngay “
rhll-15 - R&D systems = 247-ILB/CF | | 66,71U |
! f trudce khi su dung !
thém vao ngay \
rhil-21 R&D systems | 8879-IL/CF . | 0,3411U |
trudce khi st dung | i
Cac hat khang | | |
Miltenyi Biotec = 130-094-483 | |
CD2/CD335 |
OKT3 Biolegend | 317326 10ng/mL
Moi truong AIM- | )
| v GIBCO 0870112-bK | dén 50ml
[Bang 2]
‘ MOoi trudng nudi cdy co ban 2
‘ Ché pham ‘ Nha san xuat “ S6 loai Liéu lugng iNcAmg d6 cudi cling
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Huyét thanh AB
Sigma H4522 2,5ml 5%
cia nguoi
GLUTAMAX
GIBCO A12860-01 0,5ml 1X
100X
thém vao ngay
rhlL-15 R&D systems | 247-ILB/CF 66,71U
trude khi str dung
thém vao ngay
rhilL-21 R&D systems | 8879-IL/CF 0,3411U
trude khi st dung
Cac hat khang
Miltenyi Biotec | 130-094-483
CD2/CD335
OKT3 Biolegend 317326 10ng/mL
MOoi truong AIM- ,
v GIBCO 0870112-bK dén 50ml
[Bang 3]
Mdi trudong nudi cdy co ban 3
Ché pham Nha san xuat S loai Liéu luong Nong do cudi cing
Huyét thanh AB
Sigma H4522 2,5ml 5%
clia nguoi
GLUTAMAX | ‘
GIBCO A12860-01 0,5ml | 1X
100X | |
thém vao ngay ,
rhlL-15 R&D systems | 247-ILB/CF 66,71U !
trude khi st dung |
|
| ' thém vao ngay |
rhlL-21 - R&D systems ~ 8879-IL/CF ' 0,3411U |
? trude khi s dung
Céac hat khang
Miltenyi Biotec | 130-094-483
CD2/CD335
|
OKT3 ' Biolegend 317326 10ng/mL
Moi truong X- | ) | |
‘ Lonza 04-418Q dén 50ml | E
VIVO™I5 | | |
[Bang 4]

MBoi trudng nudi cdy co ban 4
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Ché pham Nha san xuét S loai Liéu luong Nong do cudi cliing
Huyét thanh AB
Sigma H4522 2,5ml 5%
clia nguoi
NK MACS bo
Miltenyi Biotec | 130-113-102 500 (L 1%
sung
CD2/CD335 | Miltenyi Biotec | 130-094-483
OKT3 Biolegend 317326 10ng/mL
Moi truong NK .
130-112-968 dén 50ml |
MACS | |
|
[Bang 5]
Nguyén li€u b6 sung |
Phén loai Thanh phan | Nha sanxudt | Liéulugng  Nong do cudi cing
| R
i | thém vao ngay | |
bicu kién thém 1 GI-101 'GI-Innovation - 1,nM/50nM
| trudce khi s dung |
|
| © thém vao ngay !
Dbiéukiénthém2| GI-101WT | GI-Cell _ - 1,6nM/50nM |
“ trudce khi su dung&
thém vao ngay |CD80-Fc (1,6 nM)
trude khi su dung] + Fe-IL2WT (1,6
. CD&0-Fct+Fe- \
biéu kién thém 3 - GI-Cell - nM)/CDR80-Fc
! IL2WT |
| - (50nM) + Fe-
; IL2WT (50nM) |
} thém vao ngay |CD80-Fc (1,6 nM)
trude khi st dung | + Fe-IL2v2 (1.6
. CD80-Fc+Ee- |
biéu kién thém 4, - GI-Cell | - nM)/CD80-Fc
| [L2v2 | |
| | - (50nM) + Fe-
“ ‘ - IL2v2 (50nM)

Vi du 1. Didu ché té bao diét tw nhién CD3(-)CD36 (+) ¢6 ngudn goc tir 1€ bao don
nhan mau ngoai vi (PBMC)

DPé thu dugc té bao CD3(-), sb lugng té bao PBMC (té bao don nhan mau ngoai vi,
Zen-Bio. Inc, NC 27709, USA, S§ loai: SER-PBMC-200-F) da dugc dém béng mdy dém
té bao tu dong ADAM-MC2 (NanoEnTek, mua tir Cosmo Genetech Co., Ltd.). Cac PBMC
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duoc chuyén sang mot 6ng mdi, va sau d6 dugce ly tdm ¢ 300%g trong 5 phut & nhi€t do
4°C. 0,5% (thé tich/thé tich) albumin huyét thanh bo (BSA) va EDTA & nong d6 2 mM
dwoc dua vao PBS dé didu ché dung dich dém MaCS$ (pH 7,2). Sau khi ly tAm hoan tat,
vién té bao duge xtt Iy v6i 80 ul dung dich dém MAC va 20 ul hat tir tinh CD3 (cdng nghé
sinh hoc Miltenyi, 130-050-101) trén 1x107 té bao dé tao huyén phu, va sau d6 dugc 0 &
nhiét @6 4°C trong 15 phut. 10 ml dung dich dém MACs dugc thém vao dé rira va ly tam
& 300xg trong 10 phat ¢ nhiét do 4°C, va sau do vién té bao duoc tao huyén phu lai trong

0,5 ml dung dich dém MAC:s.

2 ml dung dich dém MACs dugc cho chay truge vao cot LD (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany, S6 loai: 130-042-901), va sau d6 huyén phi té bao dugc
chay. Sau do, thu dugc cac t& bao CD3(-) di qua cdt LD. Tai thoi diém nay, cac té bao
CD3(-) thu dugc bang cach cho 2 ml dung dich dém MAC chdy ba lan dé céc té bao con
lai trong cot LD co thé duoc tach di. Céc té bao CD3(-) thu duge duge dém bang méay dém
té bao, sau d6 duogc dit vao mot 6ng méi va ly tdm & 300xg trong 5 phut ¢ nhiét d 4°C.
Sau d6, dich ndi phia trén duoc loai bo, tiép d6 thém vao mdi 1x107 t€ bao 80 ul dung dich
dém MAC va 20 pl hat tir tinh CD56 (cong nghé sinh hoc Miltenyi, S loai: 130-050-401),
tiép theo 1 & & nhiét do 4°C trong 15 phut. Thém vao 10 ml dung dich dém MACs dé rira
va ly tAm ¢ 300xg trong 10 phut & nhi¢t do 4°C, va sau d6 vién té bao duoc tao huyén phu
lai trong 0,5 ml dung dich dém MAC:s.

DAu tién cho 3 ml dung dich dém MACs chay vao cot LS (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Dirc, S6 loai: 130-042-901), va sau d6 huyén phu té bao duge chay. Tai thoi
diém nay, 2 ml dung dich dém MAC duoc chay ba 1An dé cac té bao con lai trong cot LS
c6 thé duge phan tach di. Sau d6, sau khi cot LS dugce tach ra khoi gia do nam cham, 5 ml
dung dich dém MAC dugc thém vao va tao ap luc béng pit-tong dé thu duoc cac té bao
diét tu nhién CD3(-)CD56 (+). T¢é bao diét tu nhién CD3(-)CD56 (+) thu duoc dugc dat
vao mot Sng méi va ly tim & 300xg trong 5 phut & nhiét do 4°C. Sau khi loai bo dich noi
phia trén, cac té bao dugc tao huyén phu trong méi trudong nudi cdy co ban duge thé hién
trong Bang 1 dén Bang 4 c6 xem x¢ét dén céc diéu kién nudi cay. SO luong té bao dugc tao

huyén phu dugc dém bang cach st dung may dém té bao.

Vi du 2. Nudi cdy té bao diét tw nhién CD3(-)CD36 (+) c6 ngudn gde tir té bao don

nhan mau ngoai vi (PBMC)
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100 uL CD335 (NKp46) -biotin va 100 pL CD2-biotin ¢6 trong kit hoat héa/mé
rong t& bao NK (S6 loai: 130-112-968) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Dirc) duoc
dat trong vi éng 1,5 mL va tron, sau d6 thém 500 pL hat Anti-Biotin MACSiBead va tron.
Sau d6, thém 300 pL dung dich dém MAC, va tron ¢ 2°C dén 8°C trong 2 gid bang cach
sir dung bd quay vi 6ng. Xem xét s6 luong té bao, 5 uL hat hoat hoa NK trén 1x10%t& bao
da duoc chuyén sang mt dng mai. 1 mL PBS dugc thém vao va ly tim ¢ 300xg trong 5
phit. Sau khi loai bé phdn ni phia trén, mdi truong NK MACs (S6 loai: 130-094-483)
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Duc) s€ dugc thém vao trén co s¢ 5 pL trén 100 té
bao NK, va giai phong céc hat, tiép theo 1a cdy vao té bao diét ty nhién CD3(-)CD36 (+)

dugc phan 14p trong vidu 1.

Tiép theo, té bao diét tw nhién CD3(-)CD56 (+) diéu ché dugc dugc tao huyén trong
ché pham mdi truong nudi cdy chira chat thém vao dugc diéu ché trong vi du diéu ché 1
sao cho tdng s6 té bao 12 2,5 x10° va dugce gieo vao dia 48 giéng, tiép theo 1a nudi cly trong
diéu kién 37°C va 5% CO,. Sau do, sb luong té bao duoc xac dinh clt sau 2 ngay dé nuoi
cly thtr cép theo thir tir dia 48 giéng, dia 24 giéng, dia giéng 12, dia 6 giéng va binh 25T
khi cac té bao hop dong 80% trd 1én cua binh nudi cdy (nhap dong), va cudi cung tat ca

céc té bao duoc thu hoach vao ngay 21.
Vi du 3. Pém sb luong té bao va so sdnh kha ning soéng duge clia té bao

Téng sb lwong té bao va kha ning song duge cla céc té bao diét tu nhién duogc nuodi
chy duoc dém bang may dém té bao (ADAM-MC2) vao cac ngay 5, 9, 11, 13,15, 17 va
21. Tai thoi diém nay, sb luong té bao dugc dém vao cic ngay & trén khi cac té bao dat
dén muc hop dong 80%, day la mot tiéu chi cho qua trinh nuoi cdy thir cap vi toe do tang

sinh ctia té bao thay ddi tiry thudc vao nguyén liéu duoc xir Iy va loai moi truong nudi cay.

Két qua so sanh tong s6 luong té bao va kha ning song dugce cla té bao CD3-CD56+
duoc nudi cdy trong cac diéu kién caa ché pham moi truong nudi cay duge diéu ché trong
vi du didu ché 1 va duogc trinh bay trong cac bang tir bang 6 dén bang 13 va cac hinh tir

Fig.5A dén Fig.12B.

Két qua 1a, tit ca cic ché pham mdi truong nudi cdy duoc bo sung GI-101 duge
didu ché theo vi du didu ché 1 c6 tong sé luong té bao diét tw nhién l6n hon nhém déi
chung (b6 sung CD80-Fe+Fc-1L.2v2 hogc CD80-Fe+Fc-IL2WT), khong phu thude vao

ndng d6 xir 1y trong bén diéu kién moi truong nudi cdy co ban (Bang 1 dén Bang 4) (Fig.5A,
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5B, 7A, 7B, 9A, 9B, 11A va 11B).

Ngoai ra, ngay ca dbi voi kha ning séng dugc cia té bao, khi GI-101 duogc thém
vao, tht ca cac ché phim moi trudng nudi cdy té bao du thé hién kha ning sdng dugc cao
bit ké moi truong nudi cdy co ban va nong do (Fig.6A, 6B, 8A, 8B, 10A, 10B, 12A va
12B).

Dua trén cac két qua nay, x4c nhan rang GI-101 déng mdt vai trd quan trong trong
viéc cai thién kha nang tang sinh va kha nang séng dugc cla cac té bao diét tw nhién so
v6i nhém déi chimg (bd sung CD80-Fe+Fe-IL.2v2 hodc CD80-Fc+Fc-IL2WT), khong phu

thudc vao moi trudng nudi cay co ban va nong do.

(O8]
(O8]
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1. Xéc dinh dic tinh cia té bao diét tw nhién bang cach sir dung ché pham nudi cdy

té bao diét tu nhién
Vi du 4. Po d6 tinh khiét cua té bao diét tu nhién

Té bao diét tu nhién CD3-CD56+ thu dugc tir vi du 2 twong tmg dugce ly tam ¢ didu
kién 300xg trong 5 phit dé loai bo phan ndi phia trén, va 1 ml dung dich &&m FACS duoc
thém vao dé giai phong vién té bao. Sau d6, 3% (thé tich/thé tich) FBS, 10 mM EDTA, 20
mM HEPES, 10 pg/ml polymyxin B, 100 U/ml penixillin, 100 pg/ml streptomyxin, va 1
mM natri pyruvat dugc thém vao PBS dé didu ché dung dich dém FACS, va 1 ml dung
dich dém FACS da diéu ché dugc thém vao dé huyén phu lai vién té bao. Tiép theo, no

duoc pha lodng véi dém FACS thanh 2x 106 té bao/ml bang cach st dung méy dém té bao.

100 pl dung dich té bao d pha loang duge thém vao mdi dng Sml FACS, va 100 ul
dung dich dém FACS duoc thém vao do, tiép theo 1a xtr Iy bang khang thé khang CD3 ciia
ngudi duoc danh ddu PerCP (PerCP human anti-CD3 (dong UCHT1)) va khang thé khang
CD56 cua nguoi duge danh dau PE/cy7 (PE/cy7 human anti-CD36 (dong B159)). Sau do,
sau khi 1 & 4°C trong 20 phut, 200 pl dém FACS duoc thém vao va ly tdm o tde do 1.500
vong/phut trong 3 phut. Phan ndi phia trén dugc loai bo va 200 ul dung dich dém FACS
dugc thém vao dé tao huyén phu, va sau do kiéu hinh cta té bao dugc xéac dinh béng cach
st dung may dém té bao dong chay (CYTEK® Aurora, Xytek, Fremont, CA, USA).

Thong tin vé cac khang thé duoc st dung trong thi nghiém dugc trinh bay trong
Bang 14. Ngoai ra, d6 tinh khiét cta té bao diét tu nhién CD3-CD56+ dugc nudi cay trong
21 ngay trong diéu kién cta cac ché phdm moi trudong nudi cay dugc diéu ché trong vi du

didu ché 1 duoc do va thé hién trén céc hinh vé tir Fig.13 dén Fig.16.

[Bang 14]

Dich | Mausic | Dong | Nhasanxudt| Sbloai |
, CD3 PerCP UCHT! | BioLegend | 300428
DAu hiéu NK
CD56 APClcy7 5.1H11 BioLegend 362512

Vi du 5. Nhéan dang cac dau hiéu hoat héa va trc ché doi véi céc t€ bao diét tu nhién

Té bao diét tu nhién CD3-CD56+ thu duge tir vi du 2 twong tng dugc ly tam & didu
kién 300xg trong 5 phut dé loai bo phén ndi phia trén, va 1 ml dung dich dém FACS dugc

thém vao dé giai phong vién té bao.
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3% (thé tich/thé tich) FBS, 10 mM EDTA, 20 mM HEPES, 10 pg/ml polymyxin B,
100 U/ml penixillin, 100 pg/ml streptomyxin, va 1 mM natri pyruvat duoc thém vao PBS
dé didu ché dung dich dém FACS, va 1 ml dung dich dém FACS da diéu ché dugc thém
vao dé tao huyén phil lai vién té bao. Sau d6, pha lodng véi dém FACS thanh 2x10° té
bao/ml bang cach st dung may dém té bao. 100 pl dung dich té bao di pha lodng dugc
thém vao mdi 6ng 5 ml dung dich FACS va duoc xic nhén bang cach str dung khang thé
khang CD16 ctia ngudi dugce danh d4u PE-CF594 ctia nguoi (PE-CF594 human anti-CD16
(Dong 3GY8)), khang thé khang DNAMI cta ngudi dugc danh ddu APC (APC human anti-
DNAMI (Dong 11A8)), khang thé khang NKG2C cua nguoi dugc dénh dau BV605 (BV605
human anti-NKG2C (Dong 134591)), khang thé khang NKG2D cua ngudi duoc danh dau
BV650 (BV650 human anti-NKG2D (Dong 1D11)), khang thé khang NKp46 cua ngudi
duoc danh déu BB515 (BB515 human anti-NKp46 (Dong 9E2)), khang thé khang NKp30
cta nguoi duge danh ddu BV480 (BV480 human anti-NKp30 (Dong p30-15)), khang thé
khang PD-1 cua ngudi dugce danh dau PE (PE human anti- PD-1 (Dong EH12.2H7)), khang
thé khang NKG2A cua ngudi duge danh ddu APC (APC human antti-NKG2A (Dong
131411)), st dung may dém té bao dong chay. Sau do, sau khi i ¢ 4°C trong 20 phut, 100
ul dém FACS duoc thém vao va ly tim & tdc @6 1.500 vong/phut trong 3 phit.

Phén ndi phia trén dugc loai bd va 200 ul dung dich dém FACS dwoc thém vao dé
tao huyén pht, va sau do kiéu hinh cua té bao dugc x4c dinh béng cach s dung may dém
 bao dong chay (CYTEK® Aurora, Xytek, Fremont, CA. USA). Thong tin vé cac khang
thé duogc sir dung trong thir nghiém dugc trinh bay trong Bang 15. Cac dau hiéu hoat hoa
va ttc ché déi véi té bao diét tw nhién CD3-CD56+ dugce nudi cdy trong 21 ngay trong diéu
kién cua cac ché pham moéi trudng nudi cdy duoc didu ché trong vi du diéu ché 1 da duoc

xé4c dinh va thé hién trén cac hinh v& tir Fig.17 dén Fig.24.

[Bang 15]
bich ‘ Mau sac \ Dong %Nhé‘l san xudt | S6 loai }
CD16 | PE-CF594 | 368 BD 562293 |
Déu hiéu hoatt  DNAMI " APC | 11A8 | BioLegend 338312
héa NKp46 BB515 9E2 BD 564536
NKp30 BV480 tr30-15 BD 746491
PD-1 | PE | EH12.2H7 | BioLegend 329906
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Dau hiéu tc | FAB1059A-
, NKG2A APC 131411  |R&D systems
ché 100

Vi du 6. Xac dinh kha nang tiét granzym B, perforin, interferon gama cta té bao
diét tu nhién

Pé xéc dinh kha ning tiét granzym va perforin cta té bao diét tw nhién CD3-CD56+
thu duoc tir vi du 2, lugng biéu hién cta granzym B, perforin va interferon gama trong té
bao diét tu nhién duoc do bing phuong phap nhudm ndi bao. Cac t€ bao diét tw nhién nudi
ciy duge dugc ly tim & didu kién 300xg trong 5 phut va phin ndi phia trén dugc loai bo.
Sau d6, nd duge pha lodng véi moi ché pham nudi céy thanh 2x10° té bao/ml bang cach st

dung may dém té bao.

200 pl té bao da diéu ché duge phan phdi vao mdi giéng clia dia 96 giéng, sau d6
thém 1% (thé tich/thé tich) Cocktail kich thich (1X) (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) vau & 37°C, diéu kién CO; trong 4 gio. Sau d6, cac dia duoc ly tdm O diéu kién
300xg trong 5 phut va phan noi phia trén dugc loai bo. Tiép theo, 3% (thé tich/thé tich)
FBS, 10 mM EDTA, 20 mM HEPES, 10 pg/ml polymyxin B, 100 U/ml penixillin, 100
pg/ml streptomyxin, va 1 mM natri pyruvat dugc thém vao PBS dé didu ché dung dich dém
FACS, va 100 ul dém FACS da didu ché dugc thém vao dé tao huyén phu lai vién € bao.
Phin ndi phia trén dugc loai bo va 100 pl éém BD CYTOFIX/CYTOPERM ™ (dém tham
thau/cd dinh, BD science) dugc thém vao dé ¢b dinh va thdm thau, sau d6 duoc tao huyén
phu, tiép do u & 4°C trong 30 phut. 100 pl dém FACS dugc thém vao va ly tam ¢ tdc do
1.500 vong/phut trong 3 phut.

Khang thé khdng granzym B cta nguoi dugc danh dau PE/cy7 (PE/cy7 anti-human
Granzyme B (Dong NGZB)), khang thé khing perforin clia ngudi dugc danh dau APC (APC
anti-human Perforin (Dong B-D48)), va khang thé khang interferon gama cta ngudi duge
danh ddu BV421 (BV421 anti-human IFN-gamma (Dong B27)) da dugc xtt ly. Sau do, sau
khi @ & 4°C trong 20 phut, 100 ul d&&m FACS duogc thém vao va ly tdim & tbe dd 1.500
vong/phtt trong 3 phut. Sau khi phdn ndi phia trén dugc loai bo va 200 ul dém FACS (dém
¢ dinh) duoc thém vao dé tao huyén phu, luong biéu hién cua té bao duoc xac dinh béng

céch st dung méay dém té bao dong chay.

Théng tin vé cac khang thé duogc st dung trong thi nghiém duoc trinh bay trong
Bang 16. Cac déu hidu cho té bao diét tu nhién CD3-CD56+ duge nudi cay trong 21 ngay
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trong cac diéu kién clia ché phdm moi truong nudi cay dugc dicu ché trong vi du diéu ché

| da duoc xac dinh va thé hién trén cac hinh vé tir Fig.25 dén Fig.28.

[Bang 16]
bich Mau sic Dong Nha san xuat S6 loai
Perforin APC B-D48 BioLegend 353312
Tinh gay [FN-y BV421 B27 BioLegend 506538
doc té bao| GranzymB
PE/cy7 NGZB ebioscience 25-8898-82

(GB11)

\ | i |

[IL. Phan tich kha nang tiéu diét t& bao ung thw cia céc té bao diét tw nhién theo ché
pham nudi cdy

Vi du 8. X4c nhan kha nang lam mét hat nho va tac dung tidu diét cia té bao diét tu
nhién ddi véi té bao ung thu

Cu thé, dong té bao ung thu K562 (American Type Culture Collection, ATCC) dugc
pha lodng trong PBS dén s6 luong té bao duogc biéu thi trong Bang 17 dudi day va dugc

phéan phéi vao ting giéng.

[Bang 17]
E:T 1 1: 1 1:5 R 1: 10 i
(E) Té bao NK ‘ 25X10°tébao | 1X105tébao | 1X10°té bao
(T) K562 25X10°tbao | 5X10°tébao | 1X10°té bao

\

| i

Cu thé, dong té bao ung thu K562 dugc pha lodng véi timg ché pham nudi cdy thanh
1x107 t& bao/ml, va sau d6 dugc phin phdi theo s& luong té bao quy dinh trong bang trén
cho mdi giéng. Sau dé, cic té bao diét tu nhién ciing duoc pha lodng vdi timng ché pham
nudi cdy dén 5x10° t& bao/ml, va sau d6 phan phdi theo sé lugng té bao quy dinh trong
bang trén cho mdi giéng, va ly tim & diéu kién 30xg trong 3 phut. Tiép theo, sau khi nudi
chy & 37°C, diéu kién 5% COx trong 4 gio, khang thé khang CD3 cia ngudi duoce danh dau
BV421 (BV421 human anti-CD3 (dong UCHT1)), khang thé khang CD16 cua ngudi duoc ddnh
dAu PE (PE human anti-CD16 (dong 3G8)), khéng thé khang CD36 ctia nguoi duge danh du
PE/cy7 (PE/cy7 human anti-CD56 (dong B159)), va khéang thé khang CD107a cua nguoi duge
danh dAu FITC (FITC anti-human CD107a antibody (dong H4A3)) dugc xtr ly va u trén nudce
da trong 20 phut.
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Sau d6, 100 uL. dém FACS dugc thém vao va ly tim & tdc do 1.300 vong/pht, diéu
kién 4°C trong 5 phut. Sau khi loai bo phan ndi phia trén, dung dich nhu¢m kha nang song
dugc 7-AAD dugce xur ly, va chén 4anh sang dé phan tng & nhiét do phong trong 15 phut.
Sau d6, 100 uL dém FACS dugc thém vao va ly tdm & tde do 1.300 vong/phut, diéu kién
4°C trong 5 phut. 200 pul. dém FACS lai dugc thém vao, valy tam &toe dd 1.300 vong/pht,
diéu kién 4°C trong 5 phut. Sau khi 13p lai quy trinh trén mot lén nita, phé”m ndi phia trén
duoc loai bd va 400 uL dung dich dém FACS duoc thém vao, tiép theo 1a phén tich bang
may dém té bao theo dong (CYTEL® Aurora, Xytek, Fremont, CA, USA).

Kha ning 1am mét hat nho va hiéu qua tidu diét ctia cdc té bao diét tu nhién dugc
nudi cay trong 21 ngdy trong ché pham trong d6 50 nM chét thém vao trong Bang 5 dugc
thém vao mdi trudng nudi ciy co ban trong Bang 1 dén Bang 4, duoc thé hién trén c4c hinh

vé tir Fig.29 dén Fig.34.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Ché pham nuoi cdy in vitro té bao diét tu nhién phén lap dugc khong co té bao CD3+
hodc té bao CD56- chita dime protein dung hop g6m IL-2 hodc bién thé ctia nd va CD80

hodc doan ctia n6 lam thanh ph?ln hoat tinh,

trong d6 bién thé protein IL-2 bao gom thay thé axit amin thir 38 va axit amin tht

42 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 10,
trong d6 doan protein CD80 bao ¢dm mién ngoai bao ctia CD8O,
trong do té bao diét tw nhién phan 1ap dugc la té bao diét tu nhién CD3-CD356+.

2. Ché pham theo diém 1, trong d6 dime protein dung hop gbm cong thirc cdu trac (I) hodc

(IT) sau:

N'-X-[doan lién két (1)]n-mién Fc-[doan lién két (2)Jm-Y-C' - cong thire (I)

N'-Y-[doan lién két (1)]n-mién Fc-[doan lién két (2)Jm-X-C' - cong thue (1I),
trong do, N' la dau tan cung N cua protein dung hop,
C’ 1a dau tan cung C cua protein dung hop,
X 1a protein CD80 hodc doan cua no,
Y la protein IL-2 hodc bién thé ctia no,
doan lién két (1) va doan lién két (2) 1a cac doan lién két peptit, va
mdin va m doc 14p 1a 0 hoac 1

3. Ché pham theo diém 1, trong d6 bién thé IL-2 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 6.

4. Ché pham theo diém 1, trong d6 doan ctia CD80 bao gdm c4c axit amin tir axit amin thi

35 dén axit amin thi 242 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 11.

5. Ché pham theo diém 1, trong d6 dime protein dung hop gOm trinh tu axit amin néu trong

SEQ ID NO: 9.
6. Phuong phap nuoi cdy té bao diét tu nhién, bao gdm cac budc:

nudi cdy té bao diét ty nhién phan 1ap duoc ma khong 6 té bao CD3+ hogc t€ bao
CD56- voi su ¢6 mat cua dime protein dung hop bao gom IL-2 hodc bién thé cta né va

CD80 hodc doan cua no,
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trong do bién thé protein IL-2 bao gom thay thé axit amin thir 38 va axit amin thu

42 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 10,
trong d6 doan protein CD80 bao gdm mién ngoai bao ctia CDRO,
trong d6 té bao diét tw nhién phan lp duge 1a t€ bao diét tw nhién CD3-CD56+.

7. Phuong phéap theo diém 6, trong d6 dime protein dung hop duoc xir ly & ndng do nam
trong khoang tr 1 nM dén 500 nM.

8. Phuong phép theo diém 6, trong d6 thoi gian nudi cdy & bude nudi cdy la tir 5 ngay dén

25 ngay.

9. Phuong phap theo diém 6, trong d6 dime protein dung hop gbdm cong thirc cau trac (T)
hoac (II) sau:

N'-X-[doan lién két (1)]n-mién Fc-[doan lién két (2)Jm-Y-C' - cong thire ()
N'-Y-[doan lién két (1)]n- mién Fc -[doan lién két (2)]m-X-C' - cong thire (ID),
trong do, N' la dau tan cung N cta protein dung hop,
C'la dau tan cung C cua protein dung hop,
X la protein CD80 hodc doan cua no,
Y 1a protein IL-2 hodc bién thé ctia no,
doan lién két (1) va doan lién két (2) 14 cac doan lién két peptit, va

mdin va m doc lap 1a 0 hodc 1.
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DANH MUC TRINH TU

<110> GI Cell, Inc.
<120> CHE PHAM VA PHUONG PHAP NUOI CAY TE BAO DIET TU NHIEN
<130> SP020-036-PCT-GIC

<150> KR 10-2019-0149779
<151> 2019-11-20

<150> KR 10-2020-0015802
<151> 2020-02-10

<160> 46

<170> KopatentIn 3.0

<210> 1

<211> 25

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> peptit tin hiéu (TPA)

<400> 1

Met Asp Ala Met Leu Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly
1 5 10 15

Ala Val Phe Val Ser Pro Ser His Ala

20 25
<210> 2
<211> 208
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> hB7-1:35-242

<400> 2
Val Ile His Val Thr Lys Glu Val Lys Glu Val Ala Thr Leu Ser Cys
1 5 10 15

Gly His Asn Val Ser Val Glu Glu Leu Ala Gln Thr Arg Ile Tyr Trp
20 25 30

Gln Lys Glu Lys Lys Met Val Leu Thr Met Met Ser Gly Asp Met Asn
35 40 45

Ile Trp Pro Glu Tyr Lys A Arg Thr Ile Phe Asp Ile Thr Asn Asn

(GO
o3

Leu Ser Ile Val Ile Leu Ala Leu Arg Pro Ser Asp Glu Gly Thr Tyr
65 70 75 80

Glu Cys Val Val Leu Lys Tyr Glu Lys Asp Ala Phe Lys Arg Glu His
85 90 95

Leu Ala Glu Val Thr Leu Ser Val Lys Ala Asp Phe Pro Thr Pro Ser
100 105 110



Ile

Ser

Gly

145

Thr

Asn

Gln

Ser

Thr

130

Glu

Glu

His

Thr

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

<220>
<223>

<400>
Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

1

Asp

115

Ser

Glu

Leu

Ser

Phe
195

3
30
PRT

Phe

Gly

Leu

Tyr

Phe

180

Asn

Glu

Gly

Asn

Ala

165

Met

Trp

Ile

Phe

Ala

150

Val

Cys

Asn

Pro

Pro

135

Ile

Ser

Leu

Thr

Trinh tu nhan tao

Thr

120

Glu

Asn

Ser

Ile

Thr
200
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Ser

Pro

Thr

Lys

Lys

185

Lys

Asn

His

Thr

Leu

170

Tyr

Gln

Ile

Leu

Val

155

Asp

Gly

Glu

Arg

Ser

140

Ser

Phe

His

His

ving ban 1& 1ién hop véi doan lién két

3

5

10

Arg

125

Trp

Gln

Asn

Leu

Phe
205

Ile

Leu

Asp

Met

Arg

190

Pro

Ser Ala Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro

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

<220>
<223>

<400>

Ala

1

Pro

Val

Val

Gln
65

Pro

Lys

Val

Asp

50

Phe

4
216
PRT

20

Trinh ty nhdn tao

fc globulin mién dich

4

Glu Ala Ala

5

Asp Gln Leu

20

Asp Val Ser

35

Gly Val Glu

Asn Ser Thr

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

70

Gly

Ile

Glu

His

55

Arg

Pro

Ser

Val

25

Ser

Arg

25

Pro

Ala

Val

Val
10

Thr

Glu

Lys

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

Val
75

Leu

Glu

Gln

Lys

60

Leu

Phe

Val

Phe

45

Pro

Thr

30

Pro

Thr

30

Asn

Arg

Val

Ile Cys

Glu Asn

Pro Glu

160

Thr Thr
175
Val Asn

Asp Asn

15

Pro Lys

15

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His
30
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Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

145

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

130

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
210

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

<220>
<223>

<400>
Gly Gly Gly Gly Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

Ala

Leu

Asn

Lys

Pro

Leu

Pro

Ala
50

Trp

Pro

Glu

115

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

195

Leu

5
5
PRT

Leu

Ser

100

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

180

Ser

Ser

Ser

Gln

Val

Val

Pro

165

Thr

Val

Leu

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

150

Pro

Val

Leu

Ser

Lys

Glu

Tyr

Leu

135

Trp

vVal

Asp

His

Leu
215

Trinh tu nhé&n tao

Doan lién két

5

6
133
PRT

D

Trinh tyu nhédn tao

hIL

6
Thr

Leu

-2M

Ser

Asp
20

Ser Ser Thr

5

Leu Gln Met

Lys Leu Thr Ala Met

35

Thr

Glu

Leu Lys His

55

Glu

Lys

Thr

120

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

200

Gly
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Tyr

Thr

105

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

185

Ala

Lys

90

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

155

Asp

Trp

His

Lys

Lys

Ser

Lys

140

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Ala

Gln

125

Gly

Pro

Ser

Glu

His
205

Ser

Lys

110

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

190

Tyr

Asn

95

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

175

Asn

Thr

Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu

Ile

Leu
40

Leu

Leu Asn Gly Ile Asn Asn

25

10

30

Thr Ala Lys Phe Tyr Met

Gln Cys Leu Glu Glu Glu

60

45

15

Tyr

Pro

Leu

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

160

Leu

Val

Gln

His

Lys

Lys

Lys
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Pro Leu
65

Arg Pro

Lys Gly

Thr Ile

Ile Ser
130

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

<400>
Met Asp

Ala Val

Val Lys

Glu Leu

50

Leu Thr
65

Arg Thr

Leu Arg

Glu Lys

Val Lys

130
Thr Ser
145
Glu Pro

Asn Thr

Ser Lys

43303

Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln
70

Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn
85 90

Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu
100 105

Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile
115 120

Thr Leu Thr

7
617
PRT
Trinh tuy nhdn tao

protein dung hop chtta cac bién

Ala Met Leu Arg Gly Leu Cys Cys
5 10

Phe Val Ser Pro Ser His Ala Val
20 25

Glu Val Ala Thr Leu Ser Cys Gly
35 40

Ala Gln Thr Arg Ile Tyr Trp Gln
55

Met Met Ser Gly Asp Met Asn Ile
Ile Phe Asp Ile Thr Asn Asn Leu
85 90

Pro Ser Asp Glu Gly Thr Tyr Glu
100 105

Asp Ala Phe Lys Arg Glu His Leu
115 120

Ala Asp Phe Pro Thr Pro Ser Ile
135

Asn Ile Arg Arg Ile Ile Cys Ser

J
ul
O

His Leu Ser Trp Leu Glu Asn Gly
165 170

Thr Val Ser Gln Asp Pro Glu Thr
180 185

Leu Asp Phe Asn Met Thr Thr Asn
195 200

Ser
75
Val

Tyr

Thr

thé

Val

Ile

His

Lys

Trp

75

Ser

Cys

Ala

Ser

Thr

155

Glu

Glu

His

Lys

Ile

Ala

Phe

Asn

Val

Asp

Cys
125

IL-2 va

Leu

His

Asn

Glu

60

Pro

Ile

Val

Glu

Asp

140

Ser

Glu

Leu

Ser

Leu

Val

45

Lys

Glu

Val

Val

Val

125

Phe

Gly

Leu

Tyr

Phe
205

Phe

Leu

Glu

110

Gln

cac

Leu

Thr

30

Ser

Lys

Tyr

Ile

Leu

110

Glu

Gly

Asn

Ala

190

Met

His

Glu

95

Thr

Ser

doan CD8O

Cys

Lys

Val

Met

Lys

Leu

95

Lys

Leu

Ile

Phe

Ala

175

Val

Cys

Leu
80
Leu

Ala

Ile

Gly

Glu

Glu

Val

Asn

80

Ala

Tyr

Ser

Pro

Pro

160

Ile

Ser

Leu
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Ile

Thr

225

Gly

Pro

Val

Thr

Glu

305

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

385

Leu

Asn

Ser

‘Arg

Leu

465

Gly

Gln

Asn

Tyr

Lys

210

Lys

Gly

Pro

Phe

Pro

290

Val

Thr

Val

Cys

Ser

370

Pro

Val

Asp

3

rp

450

His

Gly

Leu

Asn

Met
530

Tyr

Gln

Gly

Cys

Leu

275

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

355

Lys

Ser

Lys

Gln

Asn

Gly

Glu

Tyr

515

Pro

Gly

Glu

Gly

Pro

260

Phe

Val

Phe

Pro

Ala

Gln

Gly

Pro

420

Ser

His

Ser

His

500

Lys

Lys

His

His

Ser

245

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

325

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

405

Glu

Phe

Tyr

Ala

485

Leu

Asn

Lys

Leu

Phe

230

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

310

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

390

Tyr

Asn

Phe

Thr

470

Pro

Leu

Pro

Ala

Arg

215

Pro

Gly

Pro

Lys

Val

295

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

375

Met

Pro

Asn

Leu

= <
Ul
ur =

Thr

Lys

Thr
535

Val

Asp

Gly

Ala

Pro

280

Val

Val

Gln

Gln

Gly

360

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
440

Ser

Asp

Leu

520

Glu
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Asn

Asn

Gly

Pro

265

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

345

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

425

Ser

Ser

Ser

Leu

505

Thr

Leu

Gln

Gly

Ser

250

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

330

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

410

Thr

Arg

(@]
b
)]

Leu

Ser

490

Gln

Ala

Lys

Thr

Ser

235

Ala

Ala

Gln

Val

Val

315

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

395

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

475

Thr

Met

Met

His

Phe

220

Gly

Glu

Ala

Leu

Ser

300

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

380

Val

Val

Pro

Thr

Val

460

Leu

Lys

Leu

Leu
540

Asn

Gly

Ser

Gly

Met

285

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

365

Val

Ser

Glu

Pro

Val

445

Leu

Ser

Lys

Leu

Thr

525

Gln

Trp

Gly

Lys

Gly

270

Ile

Glu

His

Arg

Lys

350

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

430

Asp

His

Leu

Thr

Asn

510

Ala

Cys

Asn

Gly

Tyr

255

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

335

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

415

Leu

Lys

Glu

Gly

Gln

495

Gly

Lys

Leu

Thr

Ser

240

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

320

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

400

Ser

Asp

Ser

Alza

Gly

480

Leu

Ile

Phe

Glu
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Glu
545

Glu Leu

Asn Phe His

Val Leu Glu

Glu Thr

595

Asp

Gln
610

Cys Ser

<210> 8

<211> 18
<212> AD
<213>
<220>
<223>
<400> 8
atggatgcta
tctccttctce
tgcggccaca
aagaaaatgg
cggaccatct
gatgagggca
cacctggctg
ttcgagatcc
gagcctcacc
tctcaggacc
accaaccaca
aactggaaca
ggcggaggtyg
ccatgtcctg
aaggaccagc
caagaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc

ctgccttcca

Lys Pro

Leu

Glu Glu

550

Leu Arg

565

Leu
580

Lys

Ala Thr

Ile Ile

57
N

tgctgagagg
acgctgtgat
acgtttcagt
tgctgaccat
tcgacatcac
cctatgagtg
aagtgacact
ctacctccaa
tgtcttggct
ccgaaaccga
gcttcatgtg
ccaccaagca
gaagcggagg
ctccagaagc
tcatgatctc
ctgaggtgca
ctagagagga
aggattggct

gcatcgaaaa

Pro

Gly

Ile

Ser

Arg Asp

Ser Glu

Val Glu

600

Thr
615

Leu

Trinh tu nhédn tao

cctgtgttgc
ccacgtgacc
ggaagaactg
gatgtccggce
caacaacctg
cgtggtgctg
gtccgtgaag
catccggcgg
ggaaaacggc
gctgtacgct
cctgattaag
agagcacttc
cggaggatct
tgctggcgga
tcggacaccce
gttcaattgg
acagttcaac
gaacggcaaa

gaccatctcc
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Val Asn

555

Leu

Ile
570

Leu Ser

Thr
585

Thr Phe

Phe Leu Asn

Thr

cdc nucleotit md hda protein dung hop

gtgctgcﬁgc
aaagaagtga
gcccagacca
gacatgaaca
tccatcgtga
aagtacgaga
gccgactttc
atcatctgtt
gaggaactga
gtgtcctcca
tacggccacc
cctgacaatg
gctgagtcta
ccctctgtgt
gaagtgacct
tacgtggacg
tccacctaca
gagtacaagt

aaggctaagg

Leu Ala Gln

Asn Ile Asn

Glu
590

Met Cys

Arg Trp Ile

605

(GI101)

tgtgtggcgc
aagaggtcgc
ggatctactg
tctggcctga
ttctggccct
aggacgcctt
ccacaccttc
ctacctctgg
acgccatcaa
agctggactt
tgagagtgaa
gatctggcegg
agtatggccc
tcctgtttcc
gcgtggtggt
gcgtggaagt
gagtggtgtc
gcaaggtgtc

gccagcctag

Ser Lys
560

Val Ile
575

Tyr Ala

Thr Phe

tgtgttcgtg
cacactgtcc
gcagaaagaa
gtacaagaac
gaggccttct
caagcgcgag
catctccgac
cggctttcct
caccaccgtg
caacatgacc
ccagaccttc
cggaggttct
tccttgtcect
tccaaagcecct
ggatgtgtct
gcacaacgcc
cgtgctgacc
caacaagggc

ggaaccccag
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120

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
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gtttacaccc
ctggtcaagg
gagaacaact
tctcgcctga
ctgcacgagg
ggtggcggtt
ctgctgctgg
accgccatgce
cagtgcctgg
aacttccacc
aagggctccg
tttctgaacc
<210> 9
<211> 59
<212> PR
<213>
<220>

<223>

<400> 9
Val Ile His

Gly His Asn

Gln Glu

35

Lys

Ile Trp Pro

50

Leu Ser Ile

65

Glu Cys Val

Leu Ala Glu

Ile Ser Asp

115

Thr
130

Ser Ser

Gly Glu Glu

145

tgcctccaag
gcttctaccc
acaagaccac
ccgtggacaa
ccctgcacaa
ctgcccctac
acctccagat
tgaccgctaa
aagaagaact
tgaggccacg
agacaacctt

ggtggatcac

2
T

protein dung hop

Val Thr

Val
20

Ser

Lys Lys

Glu Tyr

Val Ile

Val Leu

85

Val
100

Phe Glu

Gly Gly

Leu Asn

Lys

Val

Met

Lys

Leu

70

Lys

Leu

Ile

Phe

Ala

ccaagaggaa
ttccgacatt
acctcctgtg
gtctagatgg
tcactacacc
cagctcctct
gattctgaac
gttctacatg
gaagcccctg
ggacctgatc
tatgtgcgag

cttctgccag

Trinh tw nhdn tao

(GI101

Glu Val

Glu Glu

Val Leu

40

Asn
55

Arg

Ala Leu

Tyr Glu

Val

Ser

Thr
120

Pro

Pro Glu

135

Ile Asn

150
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atgaccaaga
gccgtggaat
ctggactccg
caagagggca
cagaagtccc
accaagaaaa
gggatcaaca
cccaagaagg
gaagaggtgc
agcaacatca
tacgccgacg

agcatcatct

)

Glu
10

vVal

Ala Gln

Thr Met Met

Thr Ile Phe

Ser
75

Arg Pro

Lys Asp Ala

90

Lys
105

Asp

Ser Asn Ile

Pro His Leu

Thr Thr Val

155

accaggtgtc
gggagtccaa
acggctcctt
acgtgttctc
tgtctctgtc
cccagctcca
actataagaa
ccaccgagct
tgaatctggc
acgtgatcgt
agacagccac

ccacactgac

Ala Thr Leu

Thr Ile

30

Arg

Ser Gly

45

Asp Ile Thr

60

Asp Glu Gly

Phe Lys Arg

Phe Thr

110

Pro

Arg Arg Ile

125
Ser Leu
140

Trp

Ser Gln Asp

cctgacctgc
tggccagcecct
ctttctgtac
ctgctctgtg
tcttggaggt
gttggagcat
ccccaagctg
gaagcacctc
ccagtccaag
gctggaactg
catcgtggaa

ctgatga

Ser
15

Cys

Tyr Trp

Met Asn

Asn Asn

Thr Tyr

30
Glu His
95

Pro Ser

Ile Cys

Glu

Asn

Glu
160

Pro
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Thr

Asn

Gln

Gly

Ser

225

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

305

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

385

Thr

Arg

Cys

Leu

Ser

465

Gln

Glu

His

Thr

Ser

210

Ala

Ala

Gln

Val

Val

290

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

370

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

450

Thr

Met

Leu

Ser

Phe

195

Gly

Glu

Ala

Leu

Ser

275

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

355

Val

Val

Pro

Thr

Val
435

Leu S

Lys

Ile

Tyr

Phe

180

Asn

Gly

Ser

Gly

Met

260

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

340

Val

Ser

Glu

Pro 1\

Val
420

Leu

Lys

Leu

Ala

165

Met

Trp

Gly

Lys

Gly

245

Ile

Glu

His

Arg

Lys

325

Glu

Tyr

Leu

Trp

405

Asp

His

Leu

Thr

Asn
485

Val

Cys

Asn

Gly

Tyr

230

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

310

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

390

Lys

Glu

Gly

Gln

470

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

215

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

295

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

375

Ser

Ser

Ala

Gly

455

Leu

Ile

Ser

Ile

Thr

200

Gly

Pro

Val

Thr

Glu

280

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

360

Leu

Asn

y Ser

Arg

Leu
440

Asn

43303

Lys

Lys

185

Lys

Gly

Pro

Phe

Pro

265

Val

Thr

Val

Cys

Ser

345

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

425

His

Gly

Leu

Asn

Leu

170

Tyr

Gln

Gly

Cys

Leu

250

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

330

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

410

Gln

Asn

Gly

Glu

Tyr
490

Asp

Gly

Glu

Gly

Pro

235

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

315

Val

Ala

Gln

Pro

395

Ser

Glu

His

Ser

His

475

Lys

Phe

His

His

Ser

220

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

300

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

380

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ala

460

Leu

Asn

Asn

Leu

Phe

205

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

285

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

365

Tyr

Asn

Asn

Thr

445

Pro

Leu

Pro

Met

Arg

190

Pro

Gly

Pro

Lys

Val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

350

Met

Pro

Asn

Val

430

Gln

Thr

Leu

Lys

Thr

175

Val

Asp

Gly

Ala

Pro

255

Val

Val

Gln

Gln

Gly

335

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

415

Phe

Lys

Ser

Asp

Leu
495

Thr

Asn

Asn

Gly

Pro

240

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

320

Leu

Arg

Lys

Asp

Ser

Ser

Ser

Leu

480

Thr
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Ala Met Leu Thr Ala Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr Glu Leu
500 505 510

Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys Pro Leu Glu Glu Val
515 520 525

Leu Asn Leu Ala Gln Ser Lys Asn Phe His Leu Arg Pro Arg Asp Leu
530 535 540

Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu Leu Lys Gly Ser Glu Thr
545 550 555 560

Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala Thr Ile Val Glu Phe
565 570 575

Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Cys Gln Ser Ile Ile Ser Thr Leu Thr

580 585 590
<210> 10
<211> 133
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> hIL-2
<400> 10
Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu His
1 5 10 15

Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr Lys
20 25 30

Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys
35 40 45

Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys
50 55 60

Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln Ser Lys Asn Phe His Leu
65 70 75 80

i
v

9]
3

Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Ile Asn Val Ile Val Leu Glu Leu
85 90 95

Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala
100 105 110

Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Cys Gln Ser Ile
115 120 125

Ile Ser Thr Leu Thr

130
<210> 11
<211> 288
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
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<220>
<223> CD80

<400> 11
Met Gly His Thr Arg Arg Gln Gly Thr Ser Pro Ser Lys Cys Pro Tyr
1 5 10 15

T,eu Asn Phe Phe Gln Leu Leu Val Leu Ala Gly Leu Ser His Phe Cys
20 25 30

Ser Gly Val Ile His Val Thr Lys Glu Val Lys Glu Val Ala Thr Leu
35 40 45

Ser Cys Gly His Asn Val Ser Val Glu Glu Leu Ala Gln Thr Arg Ile
50 55 60

Tyr Trp Gln Lys Glu Lys Lys Met Val Leu Thr Met Met Ser Gly Asp
65 70 75 80

Met Asn Ile Trp Pro Glu Tyr Lys Asn Arg Thr Ile Phe Asp Ile Thr
85 90 95

Asn Asn Leu Ser Ile Val Ile Leu Ala Leu Arg Pro Ser Asp Glu Gly
100 105 110

Thr Tyr Glu Cys Val Val Leu Lys Tyr Glu Lys Asp Ala Phe Lys Arg
115 120 125

Glu His Leu Ala Glu Val Thr Leu Ser Val Lys Ala Asp Phe Pro Thr
130 135 140

Pro Ser Ile Ser Asp Phe Glu Ile Pro Thr Ser Asn Ile Arg Arg Ile
145 150 155 160

Ile Cys Ser Thr Ser Gly Gly Phe Pro Glu Pro His Leu Ser Trp Leu
165 170 175

Glu Asn Gly Glu Glu Leu Asn Ala Ile Asn Thr Thr Val Ser Gln Asp
180 185 190

Pro Glu Thr Glu Leu Tyr Ala Val Ser Ser Lys Leu Asp Phe Asn Met
195 200 205

Thr Thr Asn His Ser Phe Met Cys Leu Ile Lys Tyr Gly His Leu Arg
210 215 220

Val Asn Gln Thr Phe Asn Trp Asn Thr Thr Lys Gln Glu His Phe Pro
225 230 235 240

Asp Asn Leu Leu Pro Ser Trp Ala Ile Thr Leu Ile Ser Val Asn Gly
245 250 255

Ile Phe Val Ile Cys Cys Leu Thr Tyr Cys Phe Ala Pro Arg Cys Arg
260 265 270

Glu Arg Arg Arg Asn Glu Arg Leu Arg Arg Glu Ser Val Arg Pro Val
275 280 285

<210> 12
<211> 215

10



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

65

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

145

Thr

Arg

Cys

Leu

His

Thr

Val

Val
50

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

130

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

210

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

<220>
<223>

<400>
Met Ala Cys Asn Cys Gln Leu Met Gln Asp Thr Pro Leu Leu Lys Phe

1

PRT

Trinh tyu nhén tao

Fc

12
Thr

Leu

Ser

35

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

115

Val

Val

Pro

Thr

Val

195

Leu

mCD

13

diéu hoa

Gln Pro

Met Ile

20

Gln Glu

Val His

Tyr Arg

Gly Lys

85

Ile Glu
100

Val Tyr
Ser Leu
Glu Trp
Pro Val

165

Val Asp
180

Met His

Ser Leu

80

5

Leu

Ser

Asp

Asn

Val

70

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

150

Leu

Lys

Glu

<

Gly

Gly

Arg

Pro

Ala

55

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

135

Ser

Asp S

Ser

Ala

Lys
215

Val

Thr

Glu

40

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

120

Leu

Asn

Arg

Leu
200

43303

Phe

Pro

25

Val

Thr

Val

Cys

Ser

105

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

185

His

Leu

10

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

90

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

170

Gln

Asn

10

11

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

75

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

155

Ser

Glu

His

Pro

Thr

Asn

Arg

60

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

140

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

45

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

125

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
205

Lys

Val

30

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

110

Met

Pro

Asn

Leu

Val

190

Gln

Pro

15

Val

Val

Gln

Gln

Gly

95

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

175

Phe

Lys

15

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

80

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

160

Ser

Ser

Ser
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Gln

Lys

Glu

65

Ile

Tyr

Asp

Tyr

Phe

145

Lys

Ser

Ser

Phe

Ala

Lys

Asn

Phe
305

Cys

Val

Val

50

Asp

Ala

Asp

Arg

Glu

130

Ser

Arg

Trp

Gln

Asn

210

Ala

Pro

Val

His

Ser
290

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

<220>

Pro

Ser

35

Leu

Arg

Gly

Asn

Gly

115

Val

Thr

Ile

Leu

Asp

195

Thr

His

Asp

Ile

Arg

275

Leu
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Arg

Ser

Leu

Ile

Lys

Thr

100

Thr

Lys

Pro

Thr

Glu A

180

Pro

Thr

Ser

Thr
260

Ser

Thr

1848

ADN

Leu

Asp

Pro

Tyr

Leu

85

Thr

Tyr
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Asn

Cys

165

Glu

Arg

Ser

Lys
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Val

Cys

Phe

Ile
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Cys

Trp

70

Lys

Tyr

Ser

Leu

Ile
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Phe

Gly

Ser

Asn

Glu
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Asn

Val

Phe
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Leu

Asp

Arg
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Gln

Val

Ser

Cys

Ala
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Thr

Ala

Arg

Glu

His
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Asp

Thr

Val

Arg

Pro
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Trinh tu nhén tao

Leu

Glu

40

Tyr

Lys

Trp

Leu

Val

120

Leu

Glu

Ser

Glu

Leu
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Thr

Phe

Leu

Ile

Arg
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Glu

43303

Phe

25

Gln

Asn

His

Pro

Ile

105

Val

Val

Ser

Gly

Leu

185

Tyr

Ile

Thr

Val

Val
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Asn

Glu

Val

Leu

Ser

Asp

Glu

90

Ile

Gln

Lys

Gly

Gly

170

Pro

Thr

Lys

Trp

Leu

250

Val

Glu

Ala

12

Leu

Ser

Pro

Lys

75

Tyr

Leu

Lys

Leu

Asn

155

Phe

Gly

Ile

Cys

Glu

235

Phe

Ile

Ala

Leu

Leu

Lys

His

60

Val

Lys

Gly

Lys

Ser

140

Pro

Pro

Ile

Ser

Leu

220

Lys

Gly

Ile

Ser

Ala
300

Ile

Ser

45

Glu

Val

Asn

Leu

Glu

125

Ile

Ser

Lys

Asn

Ser

205

Ile

Ala

Lys

Arg

285

Glu

Arg

30

Val

Asp

Leu

Arg

Val

110

Arg

Lys

Ala

Pro

Thr

190

Gln

Lys

Gly
Cys
270

Glu

Gln

Leu

Lys

Glu

Ser

Thr

95

Leu

Gly

Ala

Asp

Arg

175

Thr

Leu

Tyr

Glu

Phe

255

Phe

Thr

Thr

Ser

Asp

Ser

Val

80

Leu

Ser

Thr

Asp

Thr

160

Phe

Ile
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Gly
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240

Gly

Cys

Asn
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<223>
<400> 14
atggatgcta
tctcecttcte
ccttgeccggt
cacgacaagg
aacaggaccec
gatagaggca
cacctggctec
tctggcaacc
aagcctcggt
tctcaggacc
agaaaccaca
acttgggaga
ggaggtggaa
tgtcctgctce
gaccagctca
gaggaccctg
accaagccta
ctgcaccagg
ccttccagceca
tacaccctgce
gtcaagggct
aacaactaca
cgcctgaccg
cacgaggctc
ggcggttctyg
ctgctggacc
gccatgctga
tgcctggaag
ttccacctga

ggctccgaga

tgctgagagg
acgctgtgga
acaactctcc
tggtgctgtc
tgtacgacaa
cctattcttg
tggtcaagct
cttccgcecga
tctcttgget
cagagtccga
ccatcaagtg
aacctcctga
gcggaggcegg
cagaagctgc
tgatctctcg
aggtgcagtt
gagaggaaca
attggctgaa
tcgaaaagac
ctccaagcca
tctacccttce
agaccacacc
tggacaagtc
tgcacaacca
cccctacctce
tccagatgat
ccgctaagtt
aggaactgaa

ggcctaggga

caaccttcat

cctgtgttgc
cgagcagctc
tcacgaggac
cgtgatcgcc
caccacctac
cgtggtgcag
gtccatcaag
caccaagaga
ggaaaacggc
gctgtacacc
cctgattaag
ggaccctcct
aggatctgct
tggcggaccc
gacccctgaa
caattggtac
gttcaactcc
cggcaaagag
catcagcaag
agaggaaatg
cgacattgcc
tcctgtgcectg
taggtggcaa
ctacacccag
cagctctacc
cctgaatggce
ctacatgccc
gcccctggaa
cctgatctcc

gtgcgagtac

43303

gtgctgctgce
tccaagtccg
gagtctgagg
ggaaagctga
agcctgatca
aagaaagagc
gccgacttca
atcacctgtt
agagagctgce
atctccagcc
tacggcgacg
gactctggat
gagtctaagt
tctgtgttcc
gtgacctgcg
gtggacggcg
acctatagag
tacaagtgca
gctaagggcc
accaagaacc
gtggaatggg
gactccgacg
gagggcaacg
aagtccctgt
aagaaaaccc
atcaacaatt
aagaaggcca
gaagtgctga
aacatcaacg

gccgacgaga

13

cac nucleotit m& hdéa protein dung hop (mGI101)

tgtgtggcgce
tgaaggataa
accggatcta
aagtgtggcc
tcctgggect
ggggcaccta
gcacccctaa
tcgcctctgg
ccggcatcaa
agctcgactt
cccacgtgtc
ctggcggcegg
atggccctcc
tgtttcctcc
tggtggtgga
tggaagtgca
tggtgtccgt
aggtgtccaa
agcctaggga
aggtgtccct
agtccaatgg
gctccttett
tgttctcctyg
ctctgtctct
agctccagtt
acaagaaccc
ccgagctgaa
atctggccca
tgatcgtgct

cagccaccat

tgtgttcgtg
ggtcctgctg
ctggcagaaa
tgagtacaag
cgtgctgagce
cgaagtgaag
catcaccgag
cggcttccct
taccaccatt
taacaccacc
cgaggacttt
aggttctggc
ttgtcctcca
aaagcctaag
tgtgtctcaa
caacgccaag
gctgaccgtg
caagggcctg
accccaggtt
gacctgcctg
ccagcctgag
tctgtactct
ctctgtgctg
tggaggtggt
ggagcatctg
caagctgacc
gcacttgcag
gtccaagaac
ggaactgaaa

cgtggaattt
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ctgaaccggt ggatcacctt ctgccagagc atcatctcca cactgacc 1848
<210> 15
<211> 616
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> protein dung hop (mGI101)
<400> 15
Met Asp Ala Met Leu Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly
1 5 10 15

Ala Val Phe Val Ser Pro Ser His Ala Val Asp Glu Gln Leu Ser Lys
20 25 30

Ser Val Lys Asp Lys Val Leu Leu Pro Cys Arg Tyr Asn Ser Pro His
35 ~40 45

Glu Asp Glu Ser Glu Asp Arg Ile Tyr Trp Gln Lys His Asp Lys Val
50 55 60

Val Leu Ser Val Ile Ala Gly Lys Leu Lys Val Trp Pro Glu Tyr Lys
65 70 75 80

Asn Arg Thr Leu Tyr Asp Asn Thr Thr Tyr Ser Leu Ile Ile Leu Gly
85 90 95

Leu Val Leu Ser Asp Arg Gly Thr Tyr Ser Cys Val Val Gln Lys Lys
100 105 110

Glu Arg Gly Thr Tyr Glu Val Lys His Leu Ala Leu Val Lys Leu Ser
115 120 125

Ile Lys Ala Asp Phe Ser Thr Pro Asn Ile Thr Glu Ser Gly Asn Pro
130 135 140

Ser RAla Asp Thr Lys Arg Ile Thr Cys Phe Ala Ser Gly Gly Phe Pro
145 150 155 160

Lys Pro Arg Phe Ser Trp Leu Glu Asn Gly Arg Glu Leu Pro Gly Ile
165 170 175

Asn Thr Thr Ile Ser Gln Asp Pro Glu Ser Glu Leu Tyr Thr Ile Ser
180 185 190

Ser Gln Leu Asp Phe Asn Thr Thr Arg Asn His Thr Ile Lys Cys Leu
195 200 205

Ile Lys Tyr Gly Asp Ala His Val Ser Glu Asp Phe Thr Trp Glu Lys
210 215 220

Pro Pro Glu Asp Pro Pro Asp Ser Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
225

14
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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FIG. 1D
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FIG. 2A
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FIG. 3C
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FIG. 4B
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FIG. 5A

30 v _ : i . i .

25 -

15

-t
Lo ]

sé té bao (X10%)

(Gieo hat)

——GI-101 —8— GE10TWT ——CD80-Fc+Fe-1L2v2 —e—CD80-Fc+Fe-IL2WT
(50nM) {(50nhM) (50nM) {(50nM}

11/48



43303 74/110

FIG. 5B
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