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Tham khio chéo dén don lién quan

Don nay yéu cau huéng quyén loi ctia don tam thoi My s6 62/635,133, nop
ngay 26 thang 2 nam 2018, ma duoc két hop vao ban mo ta nay dé tham khao.

Linh vie ky thuit dwoc dé cap

Sang ché nay lién quan dén cac thé lién hop IL-15 va str dung trong viéc
diéu tri bénh ung thu, phuong phép didu bién su tuong tac gitta IL-15 va thu thé
I1.-15 dé kich thich hodc mé& rong cac qu?m thé té bao T cu thé, duoc phém va bd

kit c6 chira mot hodc nhiéu thé lién hop IL-15.
Tinh trang k¥ thuat ciia sing ché

Céc quan thé khac biét ctia té bao T diéu bién hé min dich dé duy tri noi
can bang mién dich va do dung nap mién dich. Vi du nhu, té bao T diéu hoa (Treg)
ngan ngira cic dap tmg khong thich hop bai hé mién dich bang cach ngan chin
kha nang tu phan tng bénh Iy trong khi té bao T gy ddc té bao nhim dich va tiéu
diét té bao bi nhiém bénh va/hoic té bao ung thu. Theo mot sb phuong an, su diéu
bién cta cac qu?m thé khac nhau cia t& bao T mang lai sy lya chon dé diéu tri

bénh hodc chi dinh.
Ban chit k§ thuit cia sing ché

Theo céc phuong an nhat dinh, sang ché boc 16 thé lién hop IL-15 va st
dung trong viéc diéu tri bénh ung thu. Theo mdt s6 phwong 4an, sing ché ciing mo
t4 phuong phap didu bién su tuong téc gitta IL-15 va thu thé IL-15 dé kich thich
hodc mé rdng cac quén thé té bao T cu thé. Trong cac trudng hop khac, sang ché
con md ta duoc phdm va bo kit c6 chira mot hodc nhiéu thé lién hop IL-15 duge

mo ta trong ban mo ta nay.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, séng ché boc 1§ polypeptit interleukin 15
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(IL-15) dugc cai bién c6 chira it nhat mot axit amin khong tw nhién dugc cai bién -
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sau dich ma, trong do it nhét mot axit amin khong ty nhién nay 13 & vi tri géc ma
lam giam c6 chon loc ai lyc lién két cta polypeptit IL-15 da dugc cai bién véi thy
thé interleukin 15 o (IL-15R @), trong d6 sy giam di cta 4i luc lién két c6 lién
quan dén 4i luc lién két giita polypeptit IL-15 dang tw nhién va IL-15R a, va trong
do su twong tac cua polypeptit IL-15 da dugc cai bién véi interleukin 2/thy thé
interleukin 15 By (IL-2/IL-15R Py) khong bi dnh huéng déng ké. Theo mot sb
phuong an, vi tri gbc cha it nhat mot axit amin khong tu nhién duge chon tir N1,
W2, V3, N4, 16, S7, D8, K10, K11, E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121,
D22, A23, T24, .25, Y26, E28, S29, D30, V31, H32, P33, S34, C35, K36, V37,
T38, K41, L44, E46, Q48, V49, S51, 152, ES3, S54, G55, D56, A57, S58, H60,
D61, T62, V63, E64, N65, 167, 168, 1L.69, N71, N72, S73, L74, S75, S76, N77,
G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E&7, C88, E89, E90, L.91, E92,
E93, K94, N95, 196, K97, E98, 100, Q101, S102, V104, H105, Q108, M109,
F110,1111,N112, T113, va S114, trong do6 céc vi tri géc tuong ing véi céac vi tri
nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mdt s& phuong an, vi tri gbc cua it nhat mot
axit amin khong tu nhién dugc chon tu D22, A23, T24,1.25, Y26, L44, E46, Q48,
V49, E53, E89, E90, va E93; Y26, E46, V49, E53, va L25; A23, T24, E89, va
E93; D22, 144, Q48, va E90; .25, E53, N77, va S83; hoac L25 va ES3. Theo mot
s6 phuong an, vi tri géc cla it nhat mot axit amin khong tu nhién duge chon tir
E89, E5S3, E93, V49, E46, Y26, L.25, T24, A23, D22, 121, va L52, trong d6 cac vi
tri gbc tuong tmg v&i cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot s6 phuong
an, vi tri géc cla it nhat mot axit amin khong tu nhién duoc chon tir E46, Y26,
V49, E53, T24, N4, K11, N65, L69, S18, H20, va S83, trong do céc vi tri géc
tuong tmg vGi céac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mdt s6 phuong an, vi
tri géc clia it nhat mot axit amin khong ty nhién dugce chon tir E46, Y26, V49,
E53, va T24, trong d6 céc vi tri gdc twong tmg véi cac vi tri nhu néu trong SEQ
ID NO: 1. Theo mdt sb phuong én, vi tri géc cua it nhét mot axit amin khong tu
nhién dugc chon tir E46, V49, E53, va T24, trong d6 cac vi tri géc tuong img voi
cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot ) phuong én, vi tri géc cua it

nhat mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir Y26, V49, E53, va T24, trong dé

2/172



48487

cac vi tri gbe tuong timg v6i cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mdt 56
phuong an, vi tri géc cla it nhat mot axit amin khong tu nhién duge chon tir V49,
E53, va T24, trong d6 céc vi tri gbc twong tmg voi cac vi tri nhu néu trong SEQ
ID NO: 1. Theo mdt s6 phwong 4n, vj tri gbc cia it nhat mot axit amin khong tur
nhién duoc chon tir E46 va Y26, trong d6 céc vi tri gbc tuong tmg véi cac vi tri
nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot sb phuong an, vi tri gbc clia it nhat mot
axit amin khong ty nhién 1a E46, trong d6 vi tri gbc tuong ung vd&i vi tri nhu néu
trong SEQ ID NO: 1. Theo mot sb phuong an, vi tri géc ctia {t nhat mot axit amin
khong tu nhién 1a Y26, trong d6 vi tri gbc twong tng véi vi tri nhu néu trong SEQ
ID NO: 1. Theo mot sb phuong an, vi tri géc cua it nhAt mot axit amin khong tu
nhién 1a V49, trong do vi tri gbc tuong tmg véi vi tri nhu néu trong SEQ ID NO:
1. Theo mdt s6 phuong 4n, vi tri gdc cua it nhat mot axit amin khong ty nhién 1a
E53, trong do vi tri gbc twong tmg véi vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo
mot sd phuong 4n, vi tri gbc cua it nhat mot axit amin khong tu nhién 1a T24,
trong do vi tri géc twong Ung véi vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mdt
36 phuong an, vi tri géc cta it nhat mot axit amin khong tu nhién duoc chon tir
N4, K11, N65, L69, S18, H20, va 883,vtrong do cac vi tri géc tuong Ung vai cac
vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot'sé phuong an, it nhat mot axit amin
khong tu nhién bao gdm p-axetyl-L-phenylalanin, p-iodo-L-phenylalanin, O-
metyl-L-tyrosin, p-propargyloxyphenylalanin, p-propargyl-phenylalanin, L-3-(2-
naphtyl)alanin, 3-metyl-phenylalanin, O-4-alyl-L-tyrosin, 4-propyl-L-tyrosin, tri-
O-axetyl-GIcNAcp-serin, L-Dopa, phenylalanin duoc flo hoa, isopropyl-L-
phenylalanin, p-azido-L-phenylalanin, p-axyl-L-phenylalanin, p-benzoyl-L-
phenylalanin,  L-phosphoserin,  phosphonoserin,  phosphonotyrosin,  p-
bromophenylalanin, p-amino-L-phenylalanin, isopropyl-L-phenylalanin, hodc
N6-(2-azidoetoxy)-cacbonyl-L-lysin. Theo mot sd phuong 4n, it nhét mot axit
amin khong tu nhién bao gbm axit amin khong ty nhién nhu néu trén Hinh 2C.
Theo mot sb phuong an, it nhéit mot axit amin khong tu nhién dugc két hop vao
polypeptit IL-15 da dugc cai bién bing cip tARN synthetaza/tARN truc giao.

Theo mot sé phuong an, polypeptit IL-15 da dugc cai bién dugc lién hop véi gbe
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lién hop qua it nhit mot axit amin khong tu nhién. Theo mot s6 phuong 4n, gbc
lién hop ¢6 chira polyme tan trong nuédc, protein, hodc polypeptit. Theo mot s6
phuong 4n, polyme tan trong nudc bao gom: polyetylen glycol (PEG),
poly(propylen glycol) (PPG), copolyme cua etylen glycol va propylen glycol,
poly(polyol d& oxyetyl hoéa), poly(ruou olefinic), poly(vinylpyrolidon),
poly(hydroxyalkylmetacrylamit), poly(hydroxyalkylmetacrylat), poly(sacarit),
poly(axit a-hydroxy), poly(rugu vinyl), polyphosphazen, polyoxazolin (POZ),
poly(N-acryloylmocpholin), hodc dang két hop cta ching; hodc polysacarit. Theo
mot s6 phuong 4n, polyme tan trong nuéc bao gdm PEG. Theo mdt s6 phuong
an, PEG 1a PEG mach théng hodc PEG mach nhanh. Theo mét sb phuong an,
polyme tan trong nudc bao gdm glycan. Theo mot s& phuong 4n, polysacarit bao
gdm dextran, axit polysialic (PSA), axit hyaluronic (HA), amyloza, heparin,
heparan sulfat (HS), dextrin, hodc hydroxyetyl-tinh bot (HES). Theo mdt s6
phuong an, gdc lién hop 6 chita axit béo no. Theo mot s6 phuong 4n, axit béo no
bao gdom axit hexadecanoic, axit tetradecanoic, hodc axit 15-azidopentadecanoic.
Theo mot s§ phuong 4n, protein bao gdm albumin, transferrin, transthyretin, hodc
phan Fc ctia khing thé. Theo mdt sd phuong 4n, polypeptit bao gom peptit XTEN,
polyme cuia cung axit amin giau glyxin (HAP), polypeptit PAS, polypeptit giéng
elastin (ELP), peptit CTP, hodc polyme protein gidng gelatin (GLK). Theo mot
s6 phuong 4n, goc lién hop duge lién két truc tiép v6i it nhat mot axit amin khong
tu nhién cta IL-15 da dugc cai bién. Theo mot s6 phuwong 4n, gbc lién hop duoc
lien két gian tiép vdi it nhit mot axit amin khong tw nhién cia IL-15 da dugc cai
bién thong qua ciu nbi. Theo mot s6 phuong 4an, cau nbi bao gdm cau ndi hai chirc
cung loai. Theo mdt sé phuong an, cau ndi hai chirc ciing loai bao gdm chét phan
l'ing Lomant dithiobis (sucxinimidylpropionat) DSP, 3'3'-
dithiobis(sulfosucxinimidyl proprionat) (DTSSP), disucxinimidyl suberat (DSS),
bis(sulfosucxinimidyl)suberat ~ (BS), disucxinimidyl  tartrat  (DST),
disulfosucxinimidyl tartrat (sulfo DST), etylen glycobis(sucxinimidylsucxinat)
(EGS), disucxinimidyl glutarat (DSG), N,N'-disucxinimidyl cacbonat (DSC),
dimetyl adipimidat (DMA), dimetyl pimelimidat (DMP), dimetyl suberimidat
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(DMS), dimetyl-3,3'-dithiobispropionimidat (DTBP), 1,4-di-(3'-(2'-
pyridyldithio)propionamido)butan (DPDPB), bismaleimidohexan (BMH), hop
chit chira aryl halogenua (DFDNB), vi du nhu 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen hodc
1,3-difloro-4,6-dinitrobenzen, 4,4'-difloro-3,3'-dinitrophenylsulfon (DFDNPS),
bis-[ p-(4-azidosalixylamido)etyl]disulfua (BASED), focmaldehyt, glutaraldehyt,
1,4-butandiol diglyxidyl ete, axit adipic dihydrazit, cacbohydrazit, o-toluidin,
3,3'-dimetylbenzidin, benzidin, a,0'-p-diaminodiphenyl, axit diiodo-p-xylen
sulfonic, N,N'-etylen-bis(iodoaxetamit), hodc N,N’'-hexametylen-
bis(iodoaxetamit). Theo mdt s& phuong 4n, cau ndi bao gdm céu ndi hai chirc
khac loai. Theo mot s& phuong én, _céu ndi hai chuc khac loai bao gém N-
sucxinimidyl  3-(2-pyridyldithio)propionat (sPDP), N-sucxinimidyl 3-(2-
pyridyldithio)propionat mach dai (LC-sPDP), N-sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio)
propionat mach dai tan trong nude (sulfo-LC-sPDP), sucxinimidyloxycacbonyl-
a-metyl-o-(2-pyridyldithio)toluen (sMPT), sulfosucxinimidyl-6-[a-metyl-o-(2-
pyridyldithio)toluamido]hexanoat (sulfo-LC-sMPT), sucxinimidyl-4-(N-
maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sMCC), sulfosucxinimidyl-4-(N-
maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sulfo-sMCC), m-maleimidobenzoyl-
N-hydroxysucxinimit este (MBs), m-maleimidobenzoyl-N-
hydroxysulfosucxinimit este (sulfo-MBs), N-sucxinimidyl(4-
iodoaxetyl)aminobenzoat (sIAB), sulfosucxinimidyl(4-iodoaxetyl)aminobenzoat
(sulfo-sIAB), sucxinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat (sMPB),
sulfosucxinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat (sulfo-sMPB), N-(y-
maleimidobutyryloxy)sucxinimit este (GMBs), N-(y-
maleimidobutyryloxy)sulfosucxinimit este (sulfo-GMBs), sucxinimidyl 6-
((iodoaxetyl)amino)hexanoat (sIAX), sucxinimidyl 6-[6-
(((iodoaxetyl)amino)hexanoyl)aminolhexanoat  (SIAXX), sucxinimidyl 4-
(((iodoaxetyl)amino)metyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sIAC), sucxinimidyl 6-
(((((4-iodoaxetyl)amino)metyl)xyclohexan-1-cacbonyl)amino) hexanoat
(sSIACX), p-nitrophenyl iodoaxetat (NPIA), cdu ndi chéo phan tng cacbonyl va
phan tmg sulfhydryl ching han nhu axit 4-(4-N-maleimidophenyl)butyric
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hydrazit (MPBH), 4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxyl-hydrazit-8
(M>CyH),  3-(2-pyridyldithio)propionyl  hydrazit  (PDPH), axit N-

hydroxysucxinimidyl-4-azidosalixylic (NHs-AsA), axit N-
hydroxysulfosucxinimidyl-4-azidosalixylic (sulfo-NHs-AsA),
sulfosucxinimidyl-(4-azidosalixylamido)hexanoat (sulfo-NHs-LC-AsA),

sulfosucxinimidyl-2-(p-azidosalixylamido)etyl-1,3'-dithiopropionat (sAsD), N-
hydroxysucxinimidyl-4-azidobenzoat (HsAB), N-hydroxysulfosucxinimidyl-4-
azidobenzoat (sulfo-HsAB), N-sucxinimidyl-6-(4'-azido-2'-
nitrophenylamino)hexanoat ~ (SANPAH),  sulfosucxinimidyl-6-(4'-azido-2'-
nitrophenylamino)hexanoat (sulfo-sANPAH), N-5-azido-2-
nitrobenzoyloxysucxinimit ~ (ANB-NOs),  sulfosucxinimidyl-2-(m-azido-o-
nitrobenzamido)-etyl-1,3'-dithiopropionat (sAND), N-sucxinimidy-4(4-
azidophenyl)1,3'-dithiopropionat (SADP), N-sulfosucxinimidyl(4-azidophenyl)-
1,3'-dithiopropionat (sulfo-sADP), sulfosucxinimidyl 4-(p-azidophenyl)butyrat
(sulfo-sAPB), sulfosucxinimidyl 2-(7-azido-4-metylcoumarin-3-axetamit)etyl-
1,3'-dithiopropionat (SAED), sulfosucxinimidyl 7-azido-4-metylcoumain-3-
axetat (sulfo-sSAMCA), p-nitrophenyl diazopyruvat (pNPDP), p-nitrophenyl-2-
diazo-3,3,3-trifloropropionat (PNP-DTP), 1-(p-azidosalixylamido)-4-
(iodoaxetamido)butan (AsIB), N-[4-(p-azidosalixylamido)butyl]-3'-(2'-
pyridyldithio)propionamit (APDP), benzophenon-4-iodoaxetamit, p-
azidobenzoy! hydrazit (ABH), 4-(p-azidosalixylamido)butylamin (AsBA), hodc
p-azidophenyl glyoxal (APG). Theo mot s6 phuong 4n, cau ndi bao gdm ciu nbi
dipeptit ¢ thé phan tach hoic cau ndi dipeptit khong thé phan tach. Theo mot 50
phuong én, cau ndi dipeptit bao gdm Val-Cit, Phe-Lys, Val-Ala, hodc Val-Lys.
Theo mét sé phuong 4n, cAu ndi c6 chira nhom maleimit. Theo mot sb phuong én,
ciu ndi c6 chira doan dém. Theo mot ) phuong an, doan dém bao gém ruou p-
aminobenzyl (PAB), p-aminobenzyoxycacbonyl (PABC), din xuit, hoiic chat
tuong tu cia chung. Theo mdt s6 phuong 4n, gbc lién hop c6 kha nang kéo dai
thoi gian béan thai trong huyét thanh ctia polypeptit IL-15 d& dugc cai bién. Theo

mot s6 phuong an, sy giam di cta i luc lién két 1a sy giam di khoang 10%, 20%,
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30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, hodc 99% cua 4i lyc lién két véi
IL-15Ra so véi polypeptit IL-15 dang tu nhién. Theo mdt sd phuong 4n, su giam
di ctia 4i luc lién két v6i IL-15Ra 1a khoang 1 14n, 2 14n, 3 1an, 4 14n, 5 14n, 6 lan,
7 14n, 8 14n, 9 1an, 10 14n, hoic nhiéu hon so véi polypeptit IL-15 dang ty nhién.
Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 da duoc cai bién 12 manh c6 hoat tinh
chirc nang cua polypeptit IL-15 chidu dai ddy du. Theo mot sd phwong én,
polypeptit IL-15 da duoc cai bién 13 polypeptit IL-15 tai td hop. Theo mdt sd
phuong an, polypeptit IL-15 da duoc cai bién 14 polypeptit IL-15 ngudi tai t6 hop.
Theo mot sb phuong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6 sy giam di cua ai
luc lien két v6i IL-15R0 c6 kha ning mé rong cac quan thé t& bao T tac dong

(Teff) va té bao Giét Tu Nhién (NK).

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché boc 16 polypeptit interleukin 15
(IL-15) duogc cai bién ¢6 chira it nhat mot axit amin khong tu nhién dugc cai bién
sau dich ma, trong do it nhét mot axit amin khong tu nhién nay 1a & vi tri géc ma
khong anh hudng dang ké dén 4i luc lién két cua polypeptit IL-15 da dugc cai
bién v6i thu thé interleukin 15 a (IL-15R o)) hodc IL-2/thy thé interleukin 15 By
(IL-2/IL-15R By). Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6
thoi gian ban thai kéo dai. Theo mdt $6 phuong an, vi tri géc cta it nhat mot axit
amin khong tu nhién duge chon tir N1, W2, V3, N4, 16, S7, D8, K10, K11, E13,
D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23, T24, L25, Y26, E28, S29, D30,
V31, H32, P33, S34, C35, K36, V37, T38, K41, L44, E46, Q48, V49, S51, L52,
E53, S54, G55, D56, A57, S58, H60, D61, T62, V63, E64, N65, 167, 168, L69,
N71, N72, S73, L74, S75, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E&2, S83, G8&4, C85,
K86, E87, C88, E89, E90,1.91, E92, E93, K94, N95, 196, K97, E98, .L100, Q101,
S102, V104, H105, Q108, M109, F110,1111,N112, T113, va S114, trong do6 cac
vi tri gbc twong tmg véi cdc vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot sd
phuong an, vi tri géc ctia it nhat mot axit amin khong tw nhién dugc chon tir D22,
A23, T24, 1.25, Y26, 144, E46, Q48, V49, E53, E89, E90, va E93; Y26, E46,
V49, E53, va L.25; A23, T24, E89, va E93; D22, 144, Q48, va E90; L25, E53,
N77, va S83; hodac .25 va E53. Theo mdt sb phuong an, vi tri géc cla it nhat mot
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axit amin khong tu nhién dugc chon tir M1, S18, H20, K36, K41, G55, D56, S75,
S76, N77, G78,V80, T81, S83, va K86, trong do céc vi tri géc tuong ing véi cac
vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot sb phuong an, it nhit mot axit amin

khong ty nhién bao gébm p-axetyl-L-phenylalanin, p-iodo-L-phenylalanin, O-
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metyl-L-tyrosin, p-propargyloxyphenylalanin, p- propargyl-phenylalanin, L.-3-(2-

naphtyl)alanin, 3-metyl-phenylalanin, O- 4-alyl-L-tyrosin, 4-propyl-L-tyrosin,
tri-O-axetyl-GlcNAcp-serin, L-Dopa, phenylalanin dugc flo hda, isopropyl-L-
phenylalanin, p-azido-L-phenylalanin, p-axyl-L-phenylalanin, p-benzoyl-L-
phenylalanin,  L-phosphoserin, phosphonoserin,  phosphonotyrosin,  p-
bromophenylalanin, p-amino-L- phenylalanin, isopropyl-L-phenylalanin, hodc
N6-(2-azidoetoxy)-cacbonyl-L-lysin. Theo mdt s phuong an, it nhéit mot axit
amin khong ty nhién bao gOm axit amin khong ty nhién nhu néu trén Hinh 2C.
Theo mot s6 phuong an, it nhit mot axit amin khong tu nhién dugc két hop vao
polypeptit IL-15 da dugc cai bién bang cip tARN synthetaza/tARN tryc giao.
Theo mot sb phuong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién duogc lién hop véi gbc
lién hop qua it nhat mot axit amin khong ty nhién. Theo mot sé phuong 4an, gbc
lién hop c6 chira polyme tan trong nudc, protein, hodc polypeptit. Theo mot sd
phuong 4n, polyme tan trong nudc bao gém: polyetylen glycol (PEG),
poly(propylen glycol) (PPG), copolyme cua etylen glycol va propylen glycol,
poly(rugu da chirc da oxyetyl hoa), poly(ruou olefinic), poly(vinylpyrolidon),
poly(hydroxyalkylmetacrylamit), poly(hydroxyalkylmetacrylat), poly(sacarit),
poly(axit o-hydroxy), poly(rugu vinyl), polyphosphazen, polyoxazolin (POZ),
poly(N-acryloylmocpholin), hodc dang két hop cuia chiing; hogc polysacarit. Theo
mot sd phuong 4n, polyme tan trong nudc bao gébm PEG. Theo mdt s& phuong
an, PEG la PEG mach thfing hodc PEG mach nhanh. Theo mot sb phuong an,
polyme tan trong nude bao gom glycan. Theo mot s6 phuong 4n, polysacarit bao
gdm dextran, axit polysialic (PSA), axit hyaluronic (HA), amyloza, heparin,
heparan sulfat (HS), dextrin, hodc hydroxyetyl-tinh bot (HES). Theo mdt s6
phuong 4n, gbc lién hop c6 chira axit béo no. Theo mot sb phuong 4n, axit béo no

bao gdm axit hexadecanoic, axit tetradecanoic, hodc axit 15-azidopentadecanoic.
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Theo mét sb phuong 4n, protein ¢6 chita albumin, transferrin, transthyretin, hodc
phan Fc cuia khéng thé. Theo mot sb phwong 4n, polypeptit bao gbm peptit XTEN,
polyme ctia cuing axit amin gidu glyxin (HAP), polypeptit PAS, polypeptit gibng
elastin (ELP), peptit CTP, hodc polyme protein gidng gelatin (GLK). Theo mot
s6 phuong 4an, ge lién hop dugce lién két truc tiép voi it nhat mot axit amin khong
tu nhién ctia IL-15 da dugc cai bién. Theo mot sé phuong an, gdc lién hop dugc
lien két gian tiép voi it nhat mot axit amin khong tu nhién cta IL-15 da duoc cai
bién thong qua cau ni. Theo mot s6 phuong an, cdu ndi bao gdm cau ndi hai chirc
cung loai. Theo mot sd phuong 4n, cAu ndi hai chirc ciing loai bao gdm chat phan
ung Lomant dithiobis (sucxinimidylpropionat) DSP, 3'3'-
dithiobis(sulfosucxinimidyl proprionat) (DTSSP), disucxinimidyl suberat (DSS),
bis(sulfosucxinimidyl)suberat  (BS), disucxinimidyl  tartrat ~ (DST),
disulfosucxinimidy! tartrat (sulfo DST), etylen glycobis(sucxinimidylsucxinat)
(EGS), disucxinimidyl glutarat (DSG), N,N'-disucxinimidyl cacbonat (DSC),
dimetyl adipimidat (DMA), dimetyl pimelimidat (DMP), dimetyl suberimidat
(DMS), dimetyl-3,3'-dithiobispropionimidat (DTBP), 1,4-di-(3'-(2'-
pyridyldithio)propionamido)butan (DPDPB), bismaleimidohexan (BMH), hop
chét chira aryl halogenua (DFDNB), vi du nhu 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen hodc
1,3-difloro-4,6-dinitrobenzen, 4,4'-difloro-3,3'-dinitrophenylsulfon (DFDNP S),
bis-[p-(4-azidosalixylamido)etyl]disulfua (BASED), focmaldehyt, glutaraldehyt,
1,4-butandiol diglyxidyl ete, axit adipic dihydrazit, cacbohydrazit, o-toluidin,
3,3'-dimetylbenzidin, benzidin, o,0'-p-diaminodiphenyl, axit diiodo-p-xylen
sulfonic, N,N'-etylen-bis(iodoaxetamit), hoac N,N’-hexametylen-
bis(iodoaxetamit). Theo mot s6 phuong 4n, cAu ndi bao gdm cau néi hai chire
khac loai. Theo mot sd phuong 4n, cAu néi hai chirc khéc loai bao gdm N-
sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionat (sPDP), N-sucxinimidyl 3-(2-
pyridyldithio)propionat mach dai (LC-sPDP), N-sucxinimidy1 3-(2-pyridyldithio)
propionat mach dai tan trong nuéc (sulfo-LC-sPDP), sucxinimidyloxycacbonyl-
a-metyl-a-(2-pyridyldithio)toluen (sMPT), sulfosucxinimidyl-6-[a-metyl-o-(2-
pyridyldithio)toluamido Jhexanoat (sulfo-LC-sMPT), sucxinimidyl-4-(N-

9/1172
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maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sMCC), sulfosucxinimidyl-4-(N-
maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sulfo-sMCC), m-maleimidobenzoyl-
N-hydroxysucxinimit este (MBs), m-maleimidobenzoyl-N-
hydroxysulfosucxinimit este (sulfo-MBs), N-sucxinimidyl(4-
iodoaxetyl)aminobenzoat (SIAB), sulfosucxinimidyl(4-iodoaxetyl)aminobenzoat
(sulfo-sIAB), sucxinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat (sMPB),
sulfosucxinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat (sulfo-sMPB), N-(y-
maleimidobutyryloxy)sucxinimit este (GMBs), N-(y-
maleimidobutyryloxy)sulfosucxinimit este (sulfo-GMBs), sucxinimidyl 6-
((iodoaxetyl)amino)hexanoat (sIAX), sucxinimidyl 6-[6-
(((iodoaxetyl)amino)hexanoyl)aminolhexanoat  (SIAXX), sucxinimidyl 4-
(((iodoaxetyl)amino)metyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sIAC), sucxinimidyl 6-
(((((4-i0doaxetyl)amino)metyl)xyclohexan-1-cacbonyl)amino) hexanoat
(sIACX), p-nitrophenyl iodoaxetat (NPIA), cau ndi chéo phan tng cacbonyl va
phan ung sulfhydryl ching han nhu axit 4-(4-N-maleimidophenyl)butyric
hydrazit (MPBH), 4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxyl-hydrazit-8
(M,C,H),  3-(2-pyridyldithio)propionyl  hydrazit (PDPH), axit N-

hydroxysucxinimidyl-4-azidosalixylic (NHs-AsA), axit N-
hydroxysulfosucxinimidyl-4-azidosalixylic (sulfo-NHs-AsA),
sulfosucxinimidyl-(4-azidosalixylamido)hexanoat (sulfo-NHs-LC-AsA),

sulfosucxinimidyl-2-(p-azidosalixylamido)etyl-1,3'-dithiopropionat (sAsD), N-
hydroxysucxinimidyl-4-azidobenzoat (HsAB), N-hydroxysulfosucxinimidyl-4-
azidobenzoat (sulfo-HsAB), N-sucxinimidyl-6-(4'-azido-2'-
nitrophenylamino)hexanoat ~ (SANPAH),  sulfosucxinimidyl-6-(4'-azido-2'-
nitrophenylamino)hexanoat (sulfo-sANPAH), N-5-azido-2-
nitrobenzoyloxysucxinimit ~ (ANB-NOs),  sulfosucxinimidyl-2-(m-azido-o-
nitrobenzamido)-etyl-1,3'-dithiopropionat (sAND), N-sucxinimidyl-4(4-
azidophenyl)1,3'-dithiopropionat (sADP), N-sulfosucxinimidyl(4-azidophenyl)-
1,3'-dithiopropionat (sulfo-sADP), sulfosucxinimidyl 4-(p-azidophenyl)butyrat

(sulfo-sAPB), sulfosucxinimidyl 2-(7-azido-4-metylcoumarin-3-axetamit)etyl-
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1,3'-dithiopropionat (sAED), sulfosucxinimidyl 7-azid0—4-metylcou.main-3-
axetat (sulfo-sAMCA), p-nitrophenyl diazopyruvat (pNPDP), p-nitrophenyl-2-
diazo-3,3,3-trifloropropionat (PNP-DTP), 1-(p-azidosalixylamido)-4-
(iodoaxetamido)butan (AsIB), N-[4-(p-azidosalixylamido)butyl]-3'-(2'-
pyridyldithio)propionamit (APDP), benzophenon-4-iodoaxetamit, p-
azidobenzoyl hydrazit (ABH), 4-(p-azidosalixylamido)butylamin (AsBA), hodc
p-azidophenyl glyoxal (APG). Theo mot s& phuong 4n, cau ndi bao gdm cau nbi
dipeptit c6 thé phan tich hozc cau nbi dipeptit khong thé phan tach. Theo mot sb
phuong 4n, ciu ndi dipeptit bao gdm Val-Cit, Phe-Lys, Val-Ala, hogc Val-Lys.
Theo mot sb phuong 4n, cu ndi c¢6 chira nhém maleimit. Theo mot sd phuong 4n,
clu ndi co chira doan dém. Theo mot s6 phuong an, doan dém bao gém rugu p-
aminobenzyl (PAB), p-aminobenzyoxycacbonyl (PABC), dan xut, hodc chit
tuong tu cia chung. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 da duoc cai bién 1a
manh c6 hoat tinh chirc néng cia polypeptit IL-15 chidu dai déy du. Theo mot sb
phuong an, polypeptit IL-15 da duoc cai bién 12 polypeptit IL-15 tai t6 hop. Theo
mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién 14 polypeptit IL-15 ngudi tai
t6 hop. Theo mdt s6 phwong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6 su giam di
ctia 4i luc lién két voi IL-15Ra c6 kha ning mé rong cic quan thé té bao T tac

dong (Teff) va té bao Giét Ty Nhién (NK).

Theo cac phuwong an nhat dinh, sang ché boc 10 polypeptit interleukin 15
(IL-15) duogc cai bién ¢6 chira it nhAt mot axit amin khong tu nhién duoc cai bién
sau dich ma, trong d6 it nhit mot axit amin khong tu nhién nay 1 & vi tri gbc ma
lam giam c¢6 chon loc ai lyc lién két ctia polypeptit IL-15 di dugc cai bién voi
interleukin 2/thu thé interleukin 15 p (IL-2/IL-15R B) nhung khong anh hudéng
dén su tuong tac vé6i thy thé interleukin 15 a (IL-15R o). Theo mét sb phuong 4n,
trong d(’; Vi tri géc clia it nhAt mét axit amin khong ty nhién dugc chon tir V3, 16,
K10, E28, S29, D30, V31, H32, P33, S102, V104, H105, Q108, M109, 1111,
N112, T113, va S114, trong d6 cac vi tri géc twong Ung vdi cac vi tri nhu néu
trong SEQ ID NO: 1. Theo m{t s6 phuong 4n, vi tri gbc cua it nhét mot axit amin

khong tu nhién dugce chon tr V3, K10, S29, D30, H32, H105, Q108, M109, I111,
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N112, T113, va S114; E28, P33, S102, va V104; hodc 16 va V31. Theo mot sd
phuong an, vi tri géc clia it nhAt mot axit amin khong ty nhién dugc chon tir N1,
N4, S7, D8, K11, D61, T62, E64, N65, 168, L69, va N72. Theo mot sé phuong
an, vi tri géc cla it nhat mot axit amin khong ty nhién dugce chon tir N4, S7, K11,
va D61; D8, E64, N65, 168, va N72; hodc N1, T62, va L.69. Theo mot ) phuong
4n, it nhat mot axit amin khong tu nhién bao gém p-axetyl-L-phenylalanin, p-
iodo-L-phenylalanin, ~O-metyl-L-tyrosin, p-propargyloxyphenylalanin, p-
propargyl-phenylalanin, L.-3-(2-naphtyl)alanin, 3-metyl-phenylalanin, O- 4-alyl-
L-tyrosin, 4-propyl-L-tyrosin, tri-O-axetyl-GlcNAcp-serin, L-Dopa,
phenylalanin dugc flo héa, isopropyl-L-phenylalanin, p-azido-L-phenylalanin, p-
axyl-L-phenylalanin, p-benzoyl-L-phenylalanin, L-phosphoserin,
phosphonoserin,  phosphonotyrosin, ~ p-bromophenylalanin, ~ p-amino-L-
phenylalanin, isopropyl-L-phenylalanin, hodc N6-(2-azidoetoxy)-cacbonyl-L-
lysin. Theo mét s6 phuong an, it nhit mot axit amin khong ty nhién bao gom axit
amin khong ty nhién nhu néu trén cac Hinh 1-3. Theo mot sd phuong an, it nhét
mdt axit amin khong tu nhién duoc két hop vao polypeptit IL-15 da duoc cai bién
bing cip tARN synthetaza/tARN tryc giao. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit
11-15 da duoc cai bién duge lién hop véi goc lién hop qua it nhit mot axit amin
khong tu nhién. Theo mot sé phuong an, gdc lién hop c6 chira polyme tan trong
nudce, protein, hodc polypeptit. Theo mot s6 phuong 4n, polyme tan trong nuéc
bao gom: polyetylen glycol (PEG), poly(propylen glycol) (PPG), copolyme cua
etylen glycol va propylen glycol, poly(rugu da chirc di oxyetyl hoa), poly(rugu
olefinic), poly(vinylpyrolidon), poly(hydroxyalkylmetacrylamit),
poly(hydroxyalkylmetacrylat), poly(sacarit), poly(axit o-hydroxy), poly(ruqu
vinyl), polyphosphazen, polyoxazolin (POZ), poly(N-acryloylmocpholin), hodc
dang két hop cia chung; hodc polysacarit. Theo mot s& phuong 4n, polyme tan
trong nudc bao gom PEG. Theo mot s6 phuong 4n, PEG 1a PEG mach thang hoic
PEG mach nhanh. Theo mot s phuong 4n, polyme tan trong nuéc bao gdm
glycan. Theo mot sd phwong 4n, polysacarit bao gdm dextran, axit polysialic

(PSA), axit hyaluronic (HA), amyloza, heparin, heparan sulfat (HS), dextrin, hodc
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hydroxyetyl-tinh bot (HES). Theo mét sé phuong 4n, gbc lién hop ¢6 chira axit
béo no. Theo mdt sé phwong 4n, axit béo no bao gdm axit hexadecanoic, axit
tetradecanoic, hoic axit 15-azidopentadecanoic. Theo mot s6 phuong an, protein
bao gdm albumin, transferrin, transthyretin, hodc phin Fc cta khang thé. Theo
mot s6 phuong 4n, polypeptit bao gom peptit XTEN, polyme clia ciing axit amin
giau glyxin (HAP), polypeptit PAS, polypeptit gidng elastin (ELP), peptit CTP,
hoéc polyme protein gidng gelatin (GLK). Theo mdt sé phuong an, gdc lién hop
duoc lién két truc tiép v6i it nhat mot axit amin khong ty nhién cta IL-15 da dugc
céi bién. Theo mot sé phuong an, gbc lién hop duge lién két gian tiép v6i it nhét
moOt axit amin khong ty nhién cia IL-15 da dugc cai bién thong qua cau ndi. Theo
mot s6 phuong 4n, cau ndi bao gdm cédu nbi hai chirc cling loai. Theo mdt s6
phuong 4n, ciu ndi hai chirc cling loai bao gdom chat phan ting Lomant dithiobis
(sucxinimidylpropionat) DSP, 3'3'-dithiobis(sulfosucxinimidyl proprionat)
(DTSSP), disucxinimidyl suberat (DSS), bis(sulfosucxinimidyl)suberat (BS),
disucxinimidyl tartrat (DST), disulfosucxinimidyl tartrat (sulfo DST), etylen
glycobis(sucxinimidylsucxinat) (EGS), disucxinimidyl glutarat (DSG), N,N'-
disucxinimidyl cacbonat (DSC), dimetyl adipimidat (DMA), dimetyl pimelimidat
(DMP), dimetyl suberimidat (DMS), dimetyl-3,3'-dithiobispropionimidat
(DTBP), 1,4-di-(3'-(2'-pyridyldithio)propionamido)butan (DPDPB),
bismaleimidohexan (BMH), hop chét chua aryl halogenua (DFDNB), vi du nhu
1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen hodc 1,3-difloro-4,6-dinitrobenzen, 4,4'-difloro-
3,3'-dinitrophenylsulfon (DFDNPS), bis-[p-(4-azidosalixylamido)etyl]disulfua
(BASED), focmaldehyt, glutaraldehyt, 1,4-butandiol diglyxidy] ete, axit adipic
dihydrazit, cacbohydrazit, o-toluidin, 3,3'-dimetylbenzidin, benzidin, o,0'-p-
diaminodiphenyl, axit diiodo-p-xylen sulfonic, N,N'-etylen-bis(iodoaxetamit),
hoac N,N'-hexametylen-bis(iodoaxetamit). Theo mdt sé phuong 4n, cau ni bao
gdm céu ndi hai chirc khéc loai. Theo mot s& phuong 4n, cau nbi hai chirc khac
loai bao gobm N-sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionat (sPDP), N-
sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionat mach dai (LC-sPDP), N-sucxinimidyl
3-(2-pyridyldithio) propionat mach dai tan trong nudc (sulfo-LC-sPDP),
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sucxinimidyloxycacbonyl-a-metyl-a-(2-pyridyldithio)toluen (sMPT),
sulfosucxinimidyl-6-[o-metyl-a-(2-pyridyldithio)toluamido]hexanoat (sulfo-LC-
sMPT), sucxinimidyl-4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sMCC),
sulfosucxinimidyl-4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sulfo-

sMCC), m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysucxinimit  este ~ (MBs), m-

maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfosucxinimit este (sulfo-MBs), N-
sucxinimidyl(4-iodoaxetyl)aminobenzoat (sIAB), sulfosucxinimidyl(4-
iodoaxetyl)aminobenzdat (sulfo-sIAB), sucxinimidyl-4-(p-
maleimidophenyl)butyrat (sMPB), sulfosucxinimidyl-4-(p-

maleimidophenyl)butyrat (sulfo-sMPB), N-(y-maleimidobutyryloxy)sucxinimit
este (GMBs), N-(y-maleimidobutyryloxy)sulfosucxinimit este (sulfo-GMBs),
sucxinimidyl ~ 6-((iodoaxetyl)amino)hexanoat (SIAX), sucxinimidyl 6-[6-
(((iodoaxetyl)amino)hexanoyl)aminolhexanoat  (SIAXX), sucxinimidyl 4-
(((iodoaxetyl)amino)metyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sIAC), sucxinimidyl 6-
(((((4-iodoaxetyl)amino)metyl)xyclohexan-1-cacbonyl)amino) hexanoat
(sIACX), p-nitrophenyl iodoaxetat (NPIA), cdu ndi chéo phan tng cacbonyl va
phan ung sulthydryl ching han nhu axit 4-(4-N-maleimidophenyl)butyric
hydrazit (MPBH), 4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxyl-hydrazit-8
(M,C,H),  3-(2-pyridyldithio)propionyl ~ hydrazit ~ (PDPH), axit N-

hydroxysucxinimidyl-4-azidosalixylic (NHs-AsA), axit N-
hydroxysulfosucxinimidyl-4-azidosalixylic (sulfo-NHs-AsA),
sulfosucxinimidyl-(4-azidosalixylamido)hexanoat (sulfo-NHs-LC-AsA),

sulfosucxinimidyl-2-(p-azidosalixylamido)etyl-1,3'-dithiopropionat (sAsD), N-
hydroxysucxinimidyl-4-azidobenzoat (HsAB), N-hydroxysulfosucxinimidyl-4-
azidobenzoat (sulfo-HsAB), N-sucxinimidyl-6-(4'-azido-2'-
nitrophenylamino)hexanoat ~ (SANPAH),  sulfosucxinimidyl-6-(4'-azido-2'-
nitrophenylamino)hexanoat (sulfo-sANPAH), N-5-azido-2-
nitrobenzoyloxysucxinimit ~ (ANB-NOs),  sulfosucxinimidyl-2-(m-azido-o-
nitrobenzamido)-etyl-1,3'-dithiopropionat (SAND), N-sucxinimidyl-4(4-
azidophenyl)1,3'-dithiopropionat (sADP), N-sulfosucxinimidyl(4-azidophenyl)-
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1,3'-dithiopropionat (sulfo-sADP), sulfosucxinimidyl 4-(p-azidophenyl)butyrat
(sulfo-sAPB), sulfosucxinimidyl 2-(7-azido-4-metylcoumarin-3-axetamit)etyl-
1,3'-dithiopropionat (SAED), sulfosucxinimidyl 7-azido-4-metylcoumain-3-
axetat (sulfo-sAMCA), p-nitrophenyl diazopyruvat (pNPDP), p-nitrophenyl-2-
diazo-3,3,3-triflopropionat (PNP-DTP), 1-(p-azidosalixylamido)-4-
(iodoaxetamido)butan (AsIB), N-[4-(p-azidosalixylamido)butyl]-3'-(2'-
pyridyldithio)propionamit (APDP), benzophenon-4-iodoaxetamit, p-
azidobenzoyl hydrazit (ABH), 4-(p-azidosalixylamido)butylamin (AsBA), hodc
p-azidophenyl glyoxal (APG). Theo m{t s6 phuong 4n, cau ndi bao gdbm cau ndi
dipeptit ¢6 thé phan tach hodc cau nbi dipeptit khong thé phan tach. Theo mot s
phuong 4n, cdu ndi dipeptit bao gdm Val-Cit, Phe-Lys, Val-Ala, hogc Val-Lys.
Theo mdt sb phuong 4n, cau ndi c6 chira nhém maleimit. Theo mot s6 phuong an,
cau ndi ¢6 chira doan dém. Theo mot ) phuong an, doan dém bao gém ruQu p-
aminobenzyl (PAB), p-aminobenzyoxycacbonyl (PABC), dan xuit, hoic chét
tuong tu cua ching. Theo mot s6 phuong 4n, goc lién hop c6 kha ning kéo dai
thoi gian ban thai trong huyét thanh ctia polypeptit IL-15 da dugc cai bién. Theo
mot sO phuong 4n, sy giam di cta ai lyc lién két 1a s giam di khoang 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, hodc 99% cta 4i luc lién két voi
IL-15Ra so v6i polypeptit IL-15 dang ty nhién. Theo mot sd phuong 4n, sy giam
di cia i luc lién két v6i IL-15Ra 1a khoang 1 1an, 2 1an, 3 14n, 4 14n, 5 1an, 6 lan,
7 1an, 8 13n, 9 14n, 10 14n, hoic nhiéu hon so véi polypeptit IL-15 dang tu nhién.
Theo mét s& phuong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién 12 manh c6 hoat tinh
chirc nang caa polypeptit IL-15 chidu dai ddy du. Theo mot sd phuong én,
polypeptit 1L-15 da dugc cai bién 1a polypeptit IL-15 tai to hgp. Theo mot 56
phuong an, polypeptit IL-15 da dugc cai bién 14 polypeptit IL-15 nguoi ti £ hop.
Theo mot s& phuong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6 su giam di cta 4
luc lién két voi IL-15Ra ¢6 kha ning mé rong céac quén thé té bao T tac dong

(Teff) va té bao Giét Ty Nhién (NK).

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché boc 19 thé lién hop interleukin 15
(IL-15) c6 chira: polypeptit IL-15 da dugc phén lap va da dugc tinh ché; va gbc
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lién hop ma lién két voi polypeptit IL-15 d& duge phan 1ap va da dugc tinh ché tai
vi tri axit amin dugc chon tir N4, E46, D61, E64, N65, 168 va L69, trong d6 viéc
danh s cua cac gbe axit amin twong ting véi SEQ ID NO: 1. Theo mot s6 phuong
an, vi tri axit amin la N4. Theo mot ) phuong 4n, vi tri axit amin 1a E46. Theo
mot ) phuong an, vi tri axit amin 1a D61. Theo mdt ) phuong an, vi tri axit amin
la E64. Theo mot sb phuong an, vi tri axit amin 1a N65. Theo mot 36 phuong an,
vi tri axit amin 1a 168. Theo mot sb phuong an, vi tri axit amin la L69. Theo mot
s6 phuong 4n, gbc axit amin dugc dot bién thanh xystein. Theo mdt sé phuong
an, gbc axit amin dugc dot bién thanh lysin. Theo mét s6 phuong én, gc axit
amin duoc chon tr N4, E46, N65, va L69 duge dot bién tiép thanh axit amin
khong ty nhién. Theo mot s6 phuong 4n, axit amin khong tu nhién bao gdm p-
axetyl-L-phenylalanin, p-iodo-L-phenylalanin, O-metyl-L-tyrosin, p-
propargyloxyphenylalanin, p- propargyl-phenylalanin, L-3-(2-naphtyl)alanin, 3-
metyl-phenylalanin, O- 4-alyl-L-tyrosin, 4-propyl-L-tyrosin, tri-O-axetyl-
GlcNAcp-serin, L-Dopa, phenylalanin dugc flo héa, isopropyl-L-phenylalanin, p-
azido-L-phenylalanin, p-axyl-L-phenylalanin, p-benzoyl-L-phenylalanin, L-
phosphoserin, phosphonoserin, phosphonotyrosin, p-bromophenylalanin, p-
amino-L- phenylalanin, isopropyl-L-phenylalanin, hodc N6-(2-azidoetoxy)-
cacbonyl-L-lysin. Theo mot ) phuong én, it nhét mot axit amin khong ty nhién
bao gdm axit amin khong ty nhién nhu néu trén Hinh 2C. Theo mdt sd phuong
an, thé lién hop IL-15 ¢6 4i lyc giam di véi tiéu don vi thu thé IL-15 a (IL-15Ra)
so v6i polypeptit IL-15 dang tu nhién. Theo mot sd phuong 4n, 4i luc giam di 1a
su giam di khoang 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, hodc
99% cua 4i luc lién két voi IL-15Ra so véi polypeptit IL-15 dang tu nhién. Theo
mot sb phuong én, 4i lyc v6i IL-15Ra gidm di khoang 1 lan, 2 14n, 3 lan, 4 1an, 5
lan, 6 lan, 7 lan, 8 lan, 9 1an, 10 14n, hoic nhiéu hon so véi polypeptit IL-15 dang
tu nhién. Theo mot s§ phuong 4n, gbe lién hop 1am suy yéu hoic phong bé sy lién

két cta IL-15 v6i IL-15Ra.

Theo cac phuong an nhét dinh, séng ché boc 16 duoc phém cO chtra:

polypeptit IL-15 di dugc cai bién hogc thé lién hop IL-15; va td dugc dugc dung.

16



48487 17/172

Theo mdt s6 phuong an, dugce pham dugc tao ché phim dé dung ngoai duong tidu

hoa.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sing ché boc 16 phuong phap diéu tri bénh
hoac tinh trang bénh tang sinh & dbi tuong can diéu tri, bao gém viéc dung cho
dbi tuong luong hitu hiéu dé didu tri cua polypeptit [L-15 da duoc cai bién hoic
thé lién hop IL-15. Theo mdt s6 phuong 4n, bénh hoic tinh trang bénh ting sinh
la bénh ung thu. Theo mot sb phuong 4n, bénh ung thu 12 bénh ung thu khéi u
ran. Theo mdt s& phuong 4n, bénh ung thu khéi u rin 12 bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu xuong, bénh ung thu nio, bénh ung thu vi, bénh ung thu dai tryc
trang, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu mét, bénh ung thu du va cd, bénh
ung thu than, bénh ung thu phoi, u melanin, bénh ung thu budng trimg, bénh ung
thu tuy, hodc bénh ung thu tuyén tién liét. Theo mot sb phuong 4n, bénh ung thu
la bénh ly huyét hoc ac tinh. Theo mot sb phuong an, bénh ly huyét hoc 4c tinh la
bénh bach céu té bao lympho man tinh (CLL), u lympho té bao lympho nhé (SLL),
u lympho thé nang (FL), u lympho té bao B 16n lan téa (DLBCL), u lympho té
bao vo (MCL), bénh ting globulin dai phan tir Waldenstrom, da u tiy, u lympho
té bao B viing ria ngoai hach, u lympho té bao B ving ria hach, u lympho Burkitt,
u lympho té bao B cép cao khong Burkitt, u lympho té bao B nguyén phat tai trung
thit (PMBL), u lympho té bao 1én nguyén bao mién dich, u lympho nguyén bao
lympho B tién than, bénh bach cau tién lympho bao té bao B, u lympho twong bao
lympho, u lympho vung ria cta lach, u tiy twong bao, u tuong bao, u lympho té
bao B 16n trung thit (tuyén tc), u lympho té bao B 16n trong mach, u lympho tran
dich nguyén phét, hodc u hat dang lympho. Theo mot sd phuong 4n, phuong phap
con bao gdm viéc dung tac nhén tri liéu bd sung. Theo mét sé phuong 4n,
polypeptit IL-15 da dugc céi bién hoc thé lién hop IL-15 va tac nhan trj ligu bo
sung dugc dung dong thoi. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 da duoc cai
bién hoac thé lién hop IL-15 va tac nhan tri liéu bd sung dugc dung tuan tu. Theo
mot sé phuong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién hozc thé lién hop IL-15 duge

dung trude tac nhan tri li€u b6 sung. Theo mot sd phuong 4n, polypeptit IL-15 da
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duoc cai bién hodc thé lién hop IL-15 dugc dung sau khi dung tac nhén tri liéu bd

sung. Theo mot s6 phurong 4n, dbi twong nay 1a nguoi.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché boc 16 phuong phap mé rdng céc
quan thé té bao T tac dong (Teff) va té bao Giét Ty Nhién (NK), bao gdm: (a) cho
té bao tiép xtc véi polypeptit IL-15 da duoc cai bién hodc thé lién hop IL-15; va
(b) cho IL-15 twong tac véi cac tiéu don vi IL-15RB va IL-15Ry dé tao thanh phirc
hop IL-15/IL-15RBy; trong do thé lién hop IL-15 ¢6 & luc véi tiéu don vi IL-
15Ro giam di, va trong d6 phtrc hop IL-15/IL-15RBy kich thich sy m& rdng cia
cac té bao Teff va NK. Theo mot sb phuong 4n, té bao 1a té bao nhan chuan. Theo
mot s6 phuong an, té bao 1a t& bao dong vat c6 vi. Theo mdt s6 phuong 4n, té bao
1a t& bao ngudi. Theo mdt sé phuong 4n, thé lién hop IL-15 c6 chira polypeptit
IL-15 da dugc phan lap va da dugc tinh ché va gbc lién hop ma lién két véi
polypeptit IL-2 da dugc phén 14ap va da dugc tinh ché & gbc axit amin duge chon
tor N4, E46, N65, va L69, trong d6 viéc danh s6 cuia cac géc axit amin tuong rng
v6i SEQ ID NO: 1. Theo mét sb phurong an, i lyc giam di 1a sy gidm di khoang
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, hodc 99% cua ai lyc
lién két voi IL-15Ra so véi polypeptit IL-15 dang tu nhién. Theo mot sd phuong
an, 4i luc giam di d6i voi IL-15Ra 1a khoang 1 14n, 2 1an, 3 1an, 4 1an, 5 1an, 6 lan,
7 14n, 8 14n, 9 14n, 10 14n, hodc nhiéu hon so vé&i polypeptit IL-15 dang tu nhién.
Theo mdt s6 phuong én, gdc lién hop 1am suy yéu hoic phong bé sy lién két cia

IL-15 voi [L-15Ra.

Theo cac phuong an nhat dinh, sang ché boc 1§ bo kit ¢6 chira polypeptit
[L-15 da dugc cai bién, thé lién hop IL-15, hodc duge phim.

Theo cac phuong é4n nhét dinh, sang ché boc 16 bo kit ¢ chira phan tir axit

polynucleic ma héa polypeptit IL-15 da dugc cai bién hozc polypeptit IL-15. |
MBS ta vin tit cac hinh vé

Cac khia canh khac nhau cta ban md ta dugce néu cu thé trong cac yéu cau
bao ho kém theo. Dé hiéu rd hon cac dau hiéu va vu diém cla sang ché hay tham

chiéu dén phan mo t4 chi tiet sau ddy ma trinh bay vé cic phuong 4n minh hoa,
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trong do cac nguyén ly cua sang ché duoc str dung, va c4c hinh v& kém theo cua
no:

Hinh 1 minh hoa c4c axit amin khong ty nhién dé 1am vi dy. Hinh v& nay
duoc phong theo Hinh 2 ctia Young et al., "Beyond the canonical 20 amino acids:

expanding the genetic lexicon," J. of Biological Chemistry 285(15): 11039-11044
(2010);

Hinh 2A - Hinh 2B minh hoa céc axit amin khong tu nhién dé lam vi du.
Hinh 2A minh hoa cac dan Xuét lysin dé 1am vi du. Hinh 2B minh hoa c4c dan
xuat phenylalanin dé 1am vi du.

Hinh 3A-Hinh 3D minh hoa c4c axit amin khong tu nhién dé lam vi du. Cac
axit amin khong tu nhién nay (UAA) da duoc ma héa di truyén trong protein (Hinh
3A — UAA # 1-42; Hinh 3B - UAA # 43-89; Hinh 3C — UAA # 90-128; Hinh 3D
— UAA # 129-167). Hinh 3A - Hinh 3D tuén theo Bang 1 cua Dumas ef al.,
Chemical Science 2015, 6, 50-69.

Hinh 4 minh hoa dd thi cua séc ky trao dbi anion.

Hinh 5 minh hoa db thi cua sic ky pha dao.

Hinh 6 minh hoa gié tri EC50 di vai thé lién hop IL-15 dé 1am vi du véi
hiéu luc tu nhién trong thir nghiém tang sinh CTLL?2. Két qua duge dung do thi
dudi dang ti 1¢ phan trim ctia dap Umg.

Hinh 7 minh hoa gi4 tri EC50 dbi véi thé lién hop IL-15 d€ 1am vi du véi
hiéu lyc gidm trong thir nghiém tang sinh CTLL2. Nhu thé hién & day, su pegyl
héa dic hidu vi tri gop phan vao dugc ly in vitro. Két qua duge dung do thi dudi
dang ti 1& phan trdm ctia dép mg.

Hinh 8 minh hoa gi4 tri EC50 ddi v6i IL-15 dé 1am vi du dugc lién hop véi
céc kich thuée PEG khac nhau. Két qua duogc dung dd thi duéi dang ti 18 phén
tram cua dap Ung.

Hinh 9A - Hinh 9C thé hién don vi dap tmg (RU, truc Y) theo thoi gian
(gidy, truc X) dbi voi rHulL-15, hop chét lién hop IL-15 lién két voi IL-15Ra.
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Hinh 9A: rHulL-15; Hinh 9B: céc thé lién hop IL15 N77PEG30 va S83PEG30;
va Hinh 9C: céc thé lién hop IL15 E46PEG30 va ES3PEG30.

Hinh 10 thé hién don vi dap tng (RU, truc Y) theo thoi gian (gidy, truc X)
dbi véi rHulL-15, IL-15 N77PEG30 lién két v6i IL-15Ra va IL-2Rp.

Hinh 11 thé hién don vi dap tng (RU, truc Y) theo thoi gian (gidy, truc X)
déi v6i rHulL-15, IL-15 E5S3PEG30 lién két véi IL-15Ra va IL-2Rp.

Hinh 12A - Hinh 12D minh hoa sy phosphoryl héa STATS trén té bao NK
va té bao T CD8+ khi kich thich bing thé lién hop IL-15 PEG dé 1am vi du. Hinh
12A va Hinh 12C: su kéo dai thoi gian ban thai (S§3PEG30 va N77PEG30); Hinh
12B va Hinh 12D: su tuong tac dugc diéu bién vé6i IL-15Ra (V49PEG30,
E53PEG30 va L25PEG30).

Hinh 13 thé hién bién dang ndng do trong huyét twong cua rHulL-15, IL-
15 S83PEG30, IL-15 V49PEG30 IL-15 L25 PEG30 va IL-15 N77 PEG30 6 0,3
mg/kg.

Hinh 14A - Hinh 14D thé hién ti 1& phan trdm ctia su phosphoryl héa STATS
& té bao T CD8+ (Hinh 14A), t& bao ghi nhé CD8 (Hinh 14B), té bao NK (Hinh
14C), va té bao Treg (Hinh 14D) & chudt nhét duge dung lidu luong cia rHulL-
15 hoic hop chét dugc pegyl hoa.

Hinh 15A - Hinh 15D thé hién sy biéu hién ting cta chi thi phan ti ting
sinh som Ki67 & té bao T CD8+ (Hinh 15A), té bao NK (Hinh 15B), té bao Tmem
CDS8+ (Hinh 15C) nhung khéng & té bao Treg (Hinh 15D) & dong vét duoc dung
lidu luong cua hop chat duge pegyl hoa.

Hinh 16A - Hinh 16C thé hién sy cam {mg ting sinh cla té bao T CD8+
(Hinh 16A), t& bao NK (Hinh 16B), va té bao T ghi nhé CD8 (Hinh 16C).

Hinh 17A - Hinh 17B thé hién sy biéu hién Ki67 ting & té bao NK (Hinh
17A) va té bao T CD8+ (Hinh 17B) véi lidu lugng ting cta hop chat IL-15
L25PEG30 & chudt nht.

M3 ta chi tiét sang ché
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Bénh ung thu la nhém phirc hop cua cdc bénh ¢6 sy phat trién té bao bt
thuong c6 tiém ning xam l1an hogc lan dén cac phan khac cia co thé. Cac lidu
phép ung thu chéng han nhu chiéu xa va héa tri ma nhim dich chit va con dudng
gdy ung thu c6 thé thanh cong. Trong mot sd truong hop, té bao ung thu co thé
thich (g v&i cac liéu phéap nay, lam han ché hiéu qua cua cac lidu phép nay. Liéu
phéap mién dich, khong giéng nhu ph?tu thuat, hoéa tri, hoac chiéu xa, kich thich hé

mién dich nhan dién va gié€t chét t€ bao khdi u.

Mot vai xytokin dugc str dung trong liéu phap mién dich nho kha ning ctia
chung dé kich hoat dap g mién dich. Tuy nhién, cac liéu phap mién dich hién
nay str dung xytokin din dén mot vai tac dung c6 hai bao gdm sy gy doc va su
tang sinh té bao mat kiém soat. Sang ché dé xuét xytokin dugc cai bién hoiic thé
lien hop xytokin dé st dung trong viée diéu tri bénh ung thu v6i kha ning kich
thich hodc m& rong cac quén thé té bao T va NK cu thé dan dén viéc diéu tri dugc

cai thién va cac tac dung c6 hai dugce gidm di.

Xytokin ¢6 chira ho protein truyén tin hiéu té bao chang han nhu chemokin,
interferon, interleukin, lymphokin, va yéu td hoai tur khéi u. Xytokin dugc san
XUAt béng té bao mién dich chéng han nhu dai thuc bao, té bao lympho B, té bao
lympho T va dudng bao, té bao ndi md, nguyén bao soi, va cac té bao nén khac
nhau. Trong mdt sd trudng hop, xytokin diéu bién sy can bang giita dap Gmg mién

dich thé dich va dép tng mién dich dua trén té bao.

Interleukin 1a protein truyén tin hiéu ma diéu bién su phat trién va su biét
hoéa cia té bao lympho T va té bao lympho B va té bao tao mau. Interleukin dugc
san xuét béng té bao lympho T CD4 tr¢ gitip, bach ciu don nhan, dai thuc bao, va
té bao ndi md. Trong mdt sb truong hop, ¢6 khoang 15 interleukin, cic interleukin
1-13, interleukin 15, va interleukin 17.

Interleukin-15 (IL-15) 1a xytokin da hudéng ma cdu tric cua né 1a
glycoprotein ning 14-15 kDa. Sy phi€n ma, su dich mé va su tiét IL.-15 duge diéu
hoa thong qua nhiéu co ché phirc hgp. Céc protein IL-15 va thy thé IL-15 o (IL-
15R 0, CD215) duge ddng biéu hién chi yéu 1a bang bach cau don nhén da dugc
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hoat hoa va té bao phan nhanh (DC). Su phién ma ctia dime di loai IL-15/IL-15Ra
Xy ra sau su tuong tic cua bach cAu don nhan/DC véi interferon (IFN) loai 1
hoac loai 2 hodc su ndi CD40 hoic cac tac nhan ma tic dong thong qua thu thé
gidng Toll (TLR) ma hoat héa NF-kB. Hon nita, su biéu hién protein IL-15/IL-

15Ra chi yéu duge didu khién & cap do dich ma va tiét.

IL-15 truyén tin hi€u qua thu thé trime di loai ¢6 chira chudi a doc nhat (IL-
I15R a), tidu don vi B dung chung (IL-15R B, CD132) véi IL-2 (CD122) va tiéu
don viy thong dung (CD132; IL-15R y) dung chung v6i mot vai xytokin. IL-15Ra
¢6 i luc cao dbi véi IL-15 véi Kq khoang 1071 M.

Theo mot sé phuong 4n, viée truyén tin hiéu IL-15 duoc st dung dé didu
bién dap tmg té bao T va tiép d6 1a dé diéu tri bénh ung thu. Theo mot sd phuong
an, viéc truyén tin hiéu IL-15 dugce st dung dé kich thich sy ting sinh cta té bao
T CD4CD§", CD4"CDg8*, CD4", va CD8" da dugc hoat hoa va su bi€t hoa cua
chiing trong céc tdp hop con té bao T tac dong da dugc x4c dinh. Theo mot sO
phuong an, viéc truyén tin hiéu IL-15 dugc st dung dé kich thich sy tao ra va su
tang sinh cua té bao Giét Tu Nhién (NK). Theo mot s6 phuong 4n, viéc truyén tin
hiéu IL-15 dugc st dung dé thuc déy su duy tri va sy séng s6t cta té bao T CD8

_ghi nhd, té bao T CD8 nguyén bén, va té bao NK. Theo mot s6 phuwong 4n, viéc
truyén tin hiéu IL-15 duogc st dung dé gdy cam ung su tao thanh cia té bao T CD8
ghi nhé. Theo mot sd phuong 4n, viée truyén tin hiéu IL-15 duoc st dung dé mdi
su hoat hoa dic hi€u dich té bao NK. Theo mot sb phuong 4n, viéc truyén tin hi€¢u

IL-15 khong dan dén sy mé& rong Treg.

Theo mot sé phuong 4n, séang ché mé ta polypeptit IL-15 da dugc cai bién
dé didu bién dép tng té bao T va tiép d6 1a dé diéu tr bénh ung thu. Theo mot s
phuong én, polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6 su lién két giam vai thu thé
interleukin 15 a (IL-15Ra). Theo mdt s6 phuong 4n, sy giam di cta 4i lyc lién két
¢6 lién quan dén 4i lyc lién két gitta polypeptit IL-15 dang tu nhién va IL-15Ro.
Theo mdt sé phwong an, polypeptit IL-15 da duogc cai bién c6 it tic dung hotic

khong co tac dung 1én sy twong tic cua polypeptit IL-15 da dugce cai bién véi
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interleukin 2/thu thé interleukin 15 By (IL-2/IL-15R By). Theo mot sé phuong 4n,
polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6 chira mot hodc nhiéu sy cai bién ma c6 it tac
dung hodc khong c6 tac dung 1én 4i luc lién két cta polypeptit IL-15 da dugc cai
bién voi IL-15R o va IL-15R By. Theo mot sd phuong 4n, polypeptit IL-15 da
duoc cai bién c6 su lién két giam véi IL-2/IL-15R By va sy tuong tac IL-15R a

khong bi anh hudng.

Sang ché mo ta polypeptit IL-15 da duoc cai bién hozc thé lién hop IL-15
¢6 kha nang kich thich dap img khang khéi u duge cai thién. Theo mét s6 phuong
4n, polypeptit IL-15 da duoc cai bién hodc thé lién hop IL-15 c6 bién dang an toan
duoc cai thién. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 d& duoc cai bién hoic
thé lién hop IL-15 ¢6 chira sy pegyl hoa dac higu vi tri dé 1am tang thoi gian ban
thai. Theo mdt s6 phuwong an, sy pegyl hoa dac hiéu vi tri lam tdng thoi gian ban
thai va c6 it tac dung hosc khong c6 tac dung 1én hoat tinh sinh hoc. Theo mot s6
phuong an, viéc truyén tin hiéu cta polypeptit IL-15 di dugc cdi bién hoac thé
lién hop IL-15 thién vé IL-15R By. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 da
dugc cai bién hoic thé lign hop IL-15 ¢6 chira su pegyl hoa dic hiéu vi tri dé lam
tang thoi gian ban thai va lam giam su gdy doc. Theo mot s6 phuong 4n, su pegyl
hoa dac hiéu vi tri dan dén 1iéu luong nhé hon cuia polypeptit IL-15 da dugc cai
bién hodc thé lién hop IL-15. Theo mdt sb phuong an, sy gdy doc duoc giam di
bang polypeptit IL-15 da duoc cai bién hoc thé lién hop IL-15 phong bé su twong
tac IL-15R . Theo mdt sé phuong 4n, hoat tinh cta polypeptit IL-15 da dugc cai
bién hodc thé lién hop IL-15 bi gidi han & vi tri khdi u. Theo mot sb phuong an,
polypeptit IL-15 da duoc cai bién hodc thé lién hop IL-15 ¢6 chira sy pegyl hoa
dic hiéu vi tri sao cho sy trinh dién trans cta IL-15 khong cAn thiét dbi véi sy
tang sinh va chtrc nang cua té bao giét ty nhién (NK) va té bao tac dong. Theo
mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién hoic thé lién hop IL-15 ¢6

chtra su pegyl hoa dic hiéu vi tri sao cho sy thanh thai bi trc ché hoic bi han ché.

Polypeptit IL-15 d dugc cai bién va thé lién hop IL-15
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Theo mot sb phuwong 4n, sang ché mo ta polypeptit IL-15 da dugc cai bién.
Trong mot ) truong hop, su cai bién 13 su cai bién thanh axit amin tu nhién.
Trong mot sb trudng hop, sy cai bién 13 su cai bién thanh axit amin khong tu
nhién. Trong mét sé trudng hop, sang ché mo ta polypeptit IL-15 da dugc cai bién
va da dugc phan 1ap ma c6 chia it nhét mot axit amin khong tu nhién. Trong mot
s6 trudong hop, polypeptit [L-15 1a IL-15 dong vat c6 vi da dugc phén 18p va da
dugc tinh ché, vi du nhu, protein IL-15 ngudi. Trong mot s6 trudong hop,
polypeptit IL-15 1a protein IL-15 nguoi. Trong mot sb trudng hop, polypeptit IL-
15 ¢6 do tuong déng trinh tu khoang 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
hoidc 99% so v6i SEQ ID NO: 1 hodc 2. Trong mdt sd truong hop, polypeptit IL-
15 ¢6 chira hodc gém cé trinh tu SEQ ID NO: 1 hodc 2.

Trong mdt sd trudng hop, polypeptit IL-15 di dugc cai bién 14 bién thé bi
¢t cut. Trong mot sd trudng hop, sy cét cut 12 su lam khuyét dau tan ciing N.
Trong céac truong hop khac, su cit cut 1a sy 1am khuyét dau tan cing C. Trong cic
truong hop khéc, sy cit cut bao gém ca su lam khuyét dau tan cung N va su 1am
khuyét dau tan cung C. Vi du nhu, su cit cut co thé 1a sy lam khuyét cla it nht
hodc khoang 1, 2,3, 4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, hogic nhiéu gdc hon
tir ddu tan cung N hodc dau tan cung C, hodc c4 hai dau tan cung. Trong mot s6
truong hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién ¢6 chura sy 1am khuyét dau tan ciing
N cua it nhit hodic khoang 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, hodc
nhiéu gbc hon. Trong mot s6 trudong hop, polypeptit IL-15 da duge cai bién ¢6
chira su lam khuyét dau tan cung N cua it nhét hoic khoang 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, hodc 10 gbc. Trong mot sd truong hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6
chira su 1am khuyét déu tan cung N cua it nht hodc khoang 2 gbc. Trong mot sd
truomg hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién ¢6 chtra sy 1am khuyét dau tan cling
N cua it nhat hodc khoang 3 gbc. Trong mot s6 trudng hop, polypeptit IL-15 da
duoc cai bién c6 chira sy lam khuyét dau tan cuing N cua it nhat hodc khoang 4
gbc. Trong mot 36 truong hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6 chira sy 1am
khuyét ddu tan cung N cua it nhét hoic khoang 5 gbc. Trong mot s6 truong hop,

polypeptit IL-15 da duoc cai bién c6 chira sy 1am khuyét dau tin cing N cua it

24



48487 25/172

nhat hoic khoang 6 gbc. Trong mot sd trudng hop, polypeptit IL-15 da dugc cai
bién ¢6 chira sy 1am khuyét dau tan cing N ca it nhéit hoic khoang 7 gbc. Trong
mot sb truomg hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién ¢6 chua sy 1am khuyét dau
tan cung N cua it nhét hogc khoang 8 gbc. Trong mot sd truong hop, polypeptit
IL-15 da duogc cai bién c¢6 chira su lam khuyét dau tan cung N cua it nhét hoic
khoang 9 gbc. Trong mdt s6 trudong hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6

chua su 1am khuyét dau tan cing N ca it nhét hoac khoang 10 gbc.

Theo mot s phuong an, polypeptit IL-15 da duoc cai bién 1a manh c6 hoat
tinh chtrc nang. Trong mot sd truong hop, méanh c6 hoat tinh chirc nang c6 chira
vung IL-15 5-114, 10-114, 15-114, 20-114, 1-110, 5-110, 10-110, 15-110, 20-
110, 1-105, 5-105, 10-105, 15-105, 20-105, 1-100, 5-100, 10-100, 15-100, hodc
20-100, trong do6 cac vi tri gbc 13 tuong (mg v6i cac vi tri trong SEQ ID NO: 1.
Trong mot sd trudng hop, manh c¢6 hoat tinh chic nang ¢6 chira vang IL-15 5-
114, 10-114, 15-114, hodc 20-114, trong do6 cac vi tri géc 1a twong Gng v4i cac vi
tri trong SEQ ID NO: 1. Trong mot s6 trudng hop, méanh ¢6 hoat tinh chirc ning
c¢6 chua vung IL-15 1-110, 5-110, 10-110, 15-110, hogc 20-110, trong d6 céac vi
tri gdc 1a twong ing v6i cac vi tri trong SEQ ID NO: 1. Trong mot s6 trudong hop,
manh c6 hoat tinh chirc niing ¢6 chtra vung IL-15 1-105, 5-105, 10-105, 15-105,
hodc 20-105, trong do6 cac vi tri gbc 14 twong tng véi cac vi tri trong SEQ ID NO:
1. Trong mét s6 trudng hgp, ménh ¢6 hoat tinh chirc nang ¢6 chita ving IL-15 1-
100, 5-100, 10-100, 15-100, hodc 20-100, trong d6 cac vi tri géc 1a twong Ung véi
cac vi tri trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot s6 phuong 4n, manh IL-15 ¢6 hoat tinh chirc ndng c6 chira sy lam
khuyét bén trong. Trong mot sb trudong hop, sy lam khuyét bén trong bao gdm
vung vong ldp. Trong mot s6 trudng hop, su 1am khuyét bén trong bao gOm sy

lam khuyét ctia 2, 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, hoc nhiéu gbc hon.

Theo mot s& phuong 4n, polypeptit IL-15 duge mo ta trong bin mo ta nay
c6 chia it nhat mot axit amin khong tu nhién. Trong mot s trudng hop, vi tri gbe

cua it nhit mot axit amin khong tu nhién duge chon tir N1, W2, V3, N4, 16, S7,
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D8, K10, K11, E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23, T24, L25,
Y26, T27, E28, S29, D30, V31, H32, P33, S34, C35, K36, V37, T38, A39, K41,
144, 145, E46, Q48, V49, S51, L52, E53, S54, G55, D56, A57, S58, H60, D61,
T62, V63, E64, N65, 167, 168, 169, N71, N72, S73, L74, 875, 876, N77, G738,
N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88, E89, E90, L91, E92, E93,
K94, N95, 196, K97, E98, L100, Q101, S102, V104, H105, Q108, M109, F110,
[111,N112, T113, va S114, trong d6 céc vi tri géc tuwong ung véi cac vi tri nhu
néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gdc cua it nhat mot axit -
amin khong tu nhién dugc chon tir N1, W2, V3, N4, 16, S7, D8, K10, K11, E13,
D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23, T24, L25, Y26, E28, S29, D30,
V31, H32, P33, S34, C35, K36, V37, T38, K41, L44, E46, Q48, V49, S51, 152,
E53, S54, G55, D56, A57, S58, H60, D61, T62, V63, E64, N65, 167, 168, 169,
N71, N72, S73, L74, S75, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E82, S83, G&4, C85,
K86, E87, C88, E89, E90, 191, E92, E93, K94, N95, 196, K97, E98, L100, Q101,
S102, V104, H105, Q108, M109, F110, 1111, N112, T113, va S114, trong d6 cac
vi tri gbc twong mg véi cac vi trf nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mét 50
phuong an, vi tri géc cua it nhat mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir E13,
D14, 115, Q17, S18, M19, H20, 121, S34, C35, K36, V37, T38, K41, L44, S51,
1,52, S54, G55, D56, A57, S58, H60, V63, 167, N71, 873, L74, S75, S76, N77,
G78,N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88, LI1, E92, K94, N95,
196, K97, E98, .100, Q101, va F110. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gde cta it
nhit mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir D14, Q17, S18, K41, S51, L52,
G55, D56, A57, S58, 875, 876, N77,N79, V80, T81, S83, G84, E92, K94, N95,
K97, va E98. Theo mét sé phuong 4n, vi tri gbc cla it nhat mot axit amin khong
tu nhién duge chon tir N1, N4, S7, D8, K11, D61, T62, E64, N65, 168, .69, va
N72. Theo mdt s6 phuong an, vi tri géc cua it nhAt mét axit amin khong tu nhién
duoc chon tir V3, 16, K10, E28, S29, D30, V31, H32, P33, 5102, V104, H105,
Q108, M109, 1111, N112, T113, va S114. Theo mot sd phuong 4n, vi tri gbc clia
it nhat mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir D22, A23, T24, L25, Y26,
144, E46, Q48, V49, E53, E89, E90, va E93. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gbc
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cua it nhdt mot axit amin khong ty nhién dugce chon tir Y26, E46, V49, E53, va
1.25. Theo mot sb phuong an, vi tri géc clia it nhit mot axit amin khong tw nhién
duoc chon tir V3, K10, S29, D30, H32, H105, Q108, M109, 1111, N112, T113,
va S114. Theo mdt ) phuong an, vi tri géc cua it nhat mot axit amin khong tu
nhién duogc chon tir N4, S7, K11, va D61. Theo mdt sb phuong an, vi tri géc cua
it nhat mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir L25, E53, N77, va S83. Theo
mot sb phuong an, vi tri géc cua it nhat mot axit amin khong ty nhién dugc chon
tir 1.25 va E53. Theo mot s& phwong 4n, vi tri gbc cua it nhat mot axit amin khong
tu nhién dugc chon tir E46, Y26, V49, ES3, T24, N4, K11, N65, L69, S18, H20,
va $83. Theo mot s& phwong an, vi tri gbc cua it nhat mot axit amin khong tu
nhién duoc chon tir E46, Y26, V49, ES3, va T24. Theo mot ) phuong an, vi tri
géc cua it nhit mdt axit amin khong tu nhién dugc chon tr E46, V49, E53, va
T24. Theo mot sb phuong an, vi tri géc cla it nhat mot axit amin khong tu nhién
duoc chon tir Y26, V49, ES3, va T24. Theo mot sb phuong an, vi tri géc cua it
nhat mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir V49, E53, va T24. Theo mot s6
phuong an, vi tri gdc cua it nhat mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir E46
va Y26. Theo mot sb phuong 4n, vi tri géc cla it nhit mot axit amin khong tu
nhién la E46. Theo mot ) phuong én, vi tri géc cua it nhat mot axit amin khong
tu nhién la L25. Theo mot sb phuong én, vi tri géc cla it nhat mot axit amin khong
tu nhién 12 Y26. Theo mot s6 phwong 4n, vi tri gbc cua it nhat mot axit amin khong
tu nhién 1a V49. Theo mot sb phuong 4n, vi tri gbc cua it nhét mot axit amin khong
tu nhién la E53. Theo mot sb phuong an, vi tri géc cua it nhat mot axit amin khong
tu nhién la T24. Theo mot ) phuong an, vi tri géc clia it nhat mot axit amin khong
tu nhién 1a N77. Theo mot sb phuong an, vi tri géc cua it nhit mot axit amin khong
tu nhién duoc chon tir N4, K11, N65, L69, S18, H20, va S83. Trinh ty axit amin
dé 1am vi du d6i v6i IL-15 dugc minh hoa trong Bang 1 dudi day.

SEQ ID

TEN TRINH TU
NO.

27



48487 28/172

_— NWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTES
DVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDAS
(dang ruong | 1101y Y ENLIILANNSLSSNGNVTESGCKEC :
thanh) EELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS
(115 MDFQVQIFSFLLISASVIMSRANWVNVISD
LKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVT
Cirizr::l AMKCFLLELQVISLESGDASIHDTVENLII 2
LANNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIK
(tién chat) EFLQSFVHIVQMFINTS

Trong mot sb truong hop, it nhit mot axit amin khong tu nhién nim & gan
dau tan cung N. Nhu dung trong ban md ta nay, ¢ gin ding dé chi gdc nam céach
it nhét 1a 1 gdc tir gbe dau tan cung N va cach dén khoang 50 gbc tir gbc dau tan
cung N. Trong mot sd truong hop, it nh4t mot axit amin khong tw nhién nim &
trong 10, 20, 30, 40, hoac 50 géc dau tién tur géo dau tan cung N. Trong mot sb
trudng hop, it nhat mot axit amin khong tu nhién nim & trong 10 gdc dau tién tir
gbc dau tan cing N. Trong mot s6 truomg hop, it nhat mot axit amin khong tu
nhién nim & trong 20 gbc dau tién tur gbc dau tan cung N. Trong mot sd trudong
hop, it nhat mot axit amin khong tu nhién nim & trong 30 gbc dau tién tir gbc dau
tan cung N. Trong mot s6 trudong hop, it nhit mot axit amin khéng tu nhién nim
& trong 40 gbc dau tién tir gbc dau tan cung N. Trong mot s6 truong hop, it nhét
mot axit amin khong ty nhién nim & trong 50 gdc dAu tién tir gbc dau tan cuing N.

Trong mot sd trudng hop, it nhét mot axit amin khong tu nhién 1a gdc dau
tan cung N.

Trong mdt s truong hop, it nhAt mot axit amin khong ty nhién nim & gan
dau tan cung C. Nhu dung trong ban md ta nay, ¢ gan dung dé chi gbc nam céch
it nhat 1a 1 gbc tir gbe dau tan cung C va cach dén khoang 50 gbc tir gbc dau tan

cung C. Trong mot sd truong hop, it nh4t mot axit amin khong tuy nhién nim &
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trong 10, 20, 30, 40, hodc 50 gbc dau tién tir goc dAu tan cing C. Trong mot sb
trudmg hop, it nhat mot axit amin khong tu nhién nim & trong 10 gbc dau tién tir
géc dau tan cung C. Trong mot s6 trudong hop, it nhit mot axit amin khong tu
nhién ndm & trong 20 gdc dau tién tir gbc dau tan cung C. Trong mot sd trudong
hop, it nhét mot axit amin khong tu nhién nim & trong 30 gbc dau tién tir gbc dau
tan cung C. Trong mot s§ truong hop, it nhat mot axit amin khong ty nhién nam
& trong 40 gbc dAu tién tir gbc dau tan cung C. Trong mot 36 trudmg hop, it nhét

mot axit amin khong tu nhién nam & trong 50 goc dau tién tir goc dau tan cung C.

Trong mdt sb trudong hop, it nhit mot axit amin khong ty nhién 1a gbc dau
tan cung C.

Theo mot sé phuong 4n, polypeptit IL-15 d& dugc cai bién c6 chua it nhét
mot axit amin khong ty nhién, trong do vi tri géc clia it nhAt mot axit amin khong
tu nhién nay 1a & vi tri gbc ma 1am gidm c6 chon loc 4i luc lién két cuia polypeptit
[L-15 v6i thu thé interleukin 15 a (IL-15R o). Theo mot s6 phuong én, sy giam
di cta 4i luc lién két ¢6 lién quan dén 4i lyc lién két gitta polypeptit IL-15 dang tu
nhién va IL-15Ra. Theo mét s6 phuong 4n, sy lién két ctia polypeptit IL-15 da
duoc cai bién voi IL-15R o khdng dnh hudng dén sy tuong tac cuia polypeptit IL-
15 da dugc cai bién voi interleukin 2/thu thé interleukin 15 By (IL-2/IL-15R fy)
hodc cai thién su tuong tac cta polypeptit IL-15 da duoc cai bién voi IL-2/IL-15R
fy. Trong mot s6 trudong hop, vi tri gdc cua it nhét mot axit amin khong tu nhién
duoc chon tr D22, A23, T24, 1.25, Y26, L44, E46, Q48, V49, E53, E89, E90, va
E93, trong d6 cac vi tri gbc twong tng v6i cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO:
1. Theo mot sd phwong an, vi tri gbc cua it nhéit mot axit amin khong tu nhién
dugc chon tir Y26, E46, V49, ES3, va 125, trong d6 cac vi tri géc tuong ung voi
cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mdt sd phuong 4n, vi tri gdc cua it
nhat mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir A23, T24, E89, va E93, trong do
cac vi tri gbe twong Umg véi cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mét 50
phuong an, vi tri géc ctia it nhat mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir D22,
L44, Q48, va E90, trong d6 cdc vi tri gbc twong tng v6i cac vi tri nhu néu trong

SEQ ID NO: 1. Trong mot s6 truomg hop, vi tri gbc cua it nhét mot axit amin
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khong tu nhién 1a Y26. Trong mot s6 truong hop, vi tri gbc cua it nhat mot axit
amin khong tu nhién 1a E46. Trong mot sd truomg hop, vi tri gbe cia it nhat mot
axit amin khong ty nhién 1a V49. Trong mot s truomg hop, vi tri gbc cua it nhat
mot axit amin khong tu nhién 1a E53. Trong mot s6 trudong hop, vi tri gbe cua it
nhat mot axit amin khong tu nhién 1a L25. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-
15 da duoc cai bién con chira PEG. Trong mot s6 trudong hop, PEG duoc lién hop
& vi tri gée duoce chon tir D22, A23, T24, 125, Y26, L44, E46, Q48, V49, ES3,
E89, E90, va E93. Theo mdt sé phuong 4n, polypeptit IL-15 da dugc cai bién con
chtrta PEG cho thoi gian ban thai tang 1én. Trong mot s6 truong hop, PEG duoc
lién hop & vi tri géc dugce chon tir E13, D14, LL15, Q17, S18, M19, H20, 121, S34,
C35, K36, V37, T38, K41, L44, S51, 152, S54, G55, D56, A57, S58, H60, V63,
167, N71, S73, L74, S75, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85,
K86, E87, C88, L91, E92, K94, N95, 196, K97, E98, L100, Q101, va F110, cho
thoi gian ban thai tang 1én. Trong mdt sd trudng hop, PEG dugc lién hgp & vi tri
géc duogc chon tir N71, N72, va N77. Trong mot sb truong hop, géc lién hop véi
PEG duogc dot bién thanh axit amin tu nhién. Trong cac truong hop khac, géc lién
hop voi PEG duge dot bién thanh axit amin khong tu nhién. Trong céc trudng hop
khac, dot bién & N71, N72, hodc N77 cai thién thém tinh trang CMC (vi du nhu,
hiéu suét, do tinh khiét, do 6n dinh, su két tap gidm di, va/hodc cai thién sy cudn

gap protein), hi¢u luc, hodc dang két hop ctia ching.

Trong mt sé truong hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién ¢6 chira it nhat
mot axit amin khong ty nhién, trong do it nhét mot axit amin khdng ty nhién nay
1a ¢ vi tri gbc ma lam giam c6 chon loc &i luc lién két ctia polypeptit IL-15 da
duoc cai bién voi IL-2/IL-15R B, IL-15Ry, hodc dang két hop cta ching. Theo
mot sO phuong 4n, IL-15 da dugce cai bién ¢6 it tac dung hodc khong c6 tac dung
1én su tuong tac vai IL-15R a. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gbc ca it nhét mot
axit amin khong tu nhién duge chon tir N1, V3, N4, 16, S7, D8, K10, K11, E28,
S29, D30, V31, H32, P33, D61, T62, E64, N65, 168, L69, N72, S102, V104,
H105, Q108, M109, 1111, N112, T113, va S114, trong do6 cac vi tri géc tuong ung
véi cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot sb phuong 4n, it nhét mot
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axit amin khong ty nhién 1a & vi tri gbc ma 1am giam c6 chon loc 4i luc lién két
cua polypeptit IL-15 da dugc cai bién v6i IL-2/IL-15R B. Trong mdt sd truong
hop, vi tri géc ctia it nhAt mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir N1, N4, S7,
D8, K11, D61, T62, E64, N65, 168, L69, va N72, trong d6 céc vi tri géc tuong
Ung véi cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Trong mdt s6 truong hop, vi tri
géc cua it nhdt mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir N4, S7, K11, va D61.
Trong mot sé trudng hop, vi tri gbc cua it nhit mét axit amin khong tu nhién duoc
chon tir D8, E64, N65, 168, va N72. Trong mdt ) truong hop, vi tri géc cua it
nhat mot axit amin khong tu nhién duge chon tir N1, T62, va L69. Trong mot $6
truong hop, vi tri géc cuia it nhat mot axit amin khong tu nhién 1a N4. Trong mot
s6 truong hop, vi tri gbc cua it nhit mot axit amin khong tu nhién 1a S7. Trong
mot sd truong hop, vi tri géc ctia it nhat mot axit amin khong tu nhién 1a K11.
Trong mdt sb truong hop, vi tri gbc cia it nhit mot axit amin khong ty nhién 12
D61. Theo mdt ) phuong 4n, it nhat mot axit amin khong tu nhién 1a & vi tri géc
ma lam giam c6 chon loc 4i luc li€n két ciia polypeptit IL-15 da dugce cai bién véi
IL-2/IL-15Ry. Trong m{t s6 trudong hop, vi tri gbc cuia it nhat mot axit amin khong
tu nhién duoc chon tr V3, 16, K10, E28, S29, D30, V31, H32, P33, 5102, V104,
H105, Q108, M109, 1111, N112, T113, va S114, trong d6 cac vi tri gdc twong timg
Vi céc vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Trong mot sd trudng hop, Vi tri gbe
cua it nhat mot axit amin khdng tw nhién duge chon tir V3, K10, S29, D30, H32,
H105, Q108, M109, 1111, N112, T113, va S114. Trong mdt s§ truomg hop, vi tri
géc cua it nhAt mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir E28, P33, S102, va
V104. Trong mdt sd trudng hop, vi tri gbc cua it nhét mot axit amin khong ty
nhién duoc chon tir 16 va V31. Trong mot s6 trudng hop, vi tri gbc cua it nhit mot
axit amin khong ty nhién 1a V3. Trong mot s6 truong hop, vi tri gbc cua it nhét
mot axit amin khong ty nhién 1a K10. Trong mot s6 truong hop, vi tri gbc cua it
nhat mét axit amin khong tu nhién 1a S29. Trong mot s6 truong hop, vi tri géc cua
it nhAt mot axit amin khong tu nhién 12 D30. Trong mot sd truong hop, vi tri gbe
cua it nhdt mot axit amin khong tu nhién la H32. Trong mot s6 truong hop, vi tri

gbc cua it nhat mot axit amin khong tu nhién 1a H105. Trong mot s6 truong hop,
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vi tri gbc cuia it nhat mot axit amin khong ty nhién 1a Q108. Trong mot sd trudng
hop, vi tri géc cuia it nhat mot axit amin khong tu nhién 1a M109. Trong mot sb
trudmg hop, vi tri gbe cua it nhét mot axit amin khong tw nhién 14 1111. Trong mot
s6 truong hop, vi tri gdc cia it nhat mot axit amin khong ty nhién 1a N112. Trong
mot sd truong hop, vi tri gbe clia it nhat mot axit amin khong tw nhién 1a T113.
Trong mot sb truong hop, vi tri gdc cta it nhit mot axit amin khong ty nhién 13
S114. Theo mét sb phuong an, polypeptit IL-15 da dugc cai bién con chira PEG.
Trong mdt s6 trudng hop, PEG dugc lién hop & vi tri gbc duoc chon tir N1, V3,
N4, 16, S7, D8, K10, K11, E28, S29, D30, V31, H32, P33, D61, T62, E64, N65,
168, L69, N72, S102, V104, H105, Q108, M109, 1111, N112, T113, va S114.
Theo mét s6 phuong an, polypeptit IL-15 da dugc cai bién con chira PEG cho thoi
gian ban thai tang 1én. Trong mot s6 truong hop, PEG duoc lién hop & vi tri gbc
duoc chon tir E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, S34, C35, K36, V37,
T38, K41, L44, S51, L52, S54, G55, D56, A57, S58, H60, V63, 167, N71, S73,
1.74, S75, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88,
191, E92, K94, N95, 196, K97, E98, 1.100, Q101, va F110 cho thoi gian ban thai
tang lén. Trong maot sb truong hop, PEG duoc lién hop & vi tri géc duoc chon tur
N71,N72, va N77. Trong mdt sb truong hop, gde lién hop v6i PEG duge dot bién
thanh axit amin tu nhién. Trong cac truong hop khac, gbc lién hop vé6i PEG dugc
dot bién thanh axit amin khong tu nhién. Trong céac trudng hop khéc, dot bién &
N71, N72, hodc N77 cai thién thém tinh trang CMC (vi du nhu, hiéu suét, d¢ tinh
khiét, do 6n dinh, su két tap giam di, va/hodc cai thién sy cudn gap protein), hi€u

lue, hodc dang két hop ctia ching.

Trong mot s6 truong hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién c6 chira it nhat
mot axit amin khong ty nhién, trong do it nhit mot axit amin khong ty nhién 13 &
vi tri gbc ma khong anh huéng dén 4i luc lién két cua polypeptit IL-15 da duoc
cai bién véi IL-15R a.va IL-15R By. Theo mot sé phuong 4n, polypeptit IL-15 da
duoc cai bién con chira PEG cho thoi gian béan thai ting 1én. Theo mot sd phuong
4n, IL-15 d4 duoc cai bién c6 chira PEG khong c6 su thay ddi cia hoat tinh sinh

hoc. Theo mot sd phuong 4n, géc duoc cai bién dé kéo dai thoi gian ban thai.
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Trong mot s6 trudng hop, vi tri gbc cua it nhit mot axit amin khong tu nhién duoc
chon tir E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, S34, C35, K36, V37, T38,
K41, L44, S51, 152, S54, G55, D56, A57, S58, H60, V63, 167, N71, 873, L74,
S75, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88, LI1,
E92, K94, N95, 196, K97, E98, 1.100, Q101, va F110, trong do6 cac vi tri gbc tuong
ng voi cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot s& phuong an, vi tri gbc
cua it nhat mot axit amin khdng tu nhién dugc chon tir D14, Q17, S18, K41, S51,
152, G55, D56, A57, S58, S75, 876, N77,N79, V80, T81, S83, G84, E92, K94,
NO95, K97, va E98, trong do cac vi tri géc tuong ung vai cac vi tri nhu néu trong
SEQ ID NO: 1. Theo mot ) phuong an, vi tri géc cua it nhat mot axit amin khong
tu nhién duogc chon tr E13, 15, M19, H20, K36, V37, T38, S54, H60, 167, N71,
G78, K86, E87, va Q101, trong dé cac vi tri gbc tuong tng v6i cac vi tri nhu néu
trong SEQ ID NO: 1. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gbc cua it nhét mot axit amin
khong tu nhién duge chon tir 121, S34, C35, L44, V63, 873, 1.74, E82, C85, C88,
1.91, 196, 1100, va F110, trong d6 céc vi tri géc tuwong ing vai cac vi tri nhu néu
trong SEQ ID NO: 1. Theo mot ) phuong 4n, vi tri géc cta it nhat mét axit amin
khong tu nhién dugc chon tir N71, N72, va N77, trong d6 céc vi tri géc tuong ing
véi cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot sb phuong éan, vi tri géc cua
it nhat mot axit amin khong tu nhién dugc chon tir N77 va S83. Theo mdt s6
phuong én, vi tri géc cua it nhAt mot axit amin khong tu nhién 1a D14. Theo mot
$b phuong én, vi tri géc cuia it nhat mot axit amin khong tu nhién 12 Q17. Theo
mot ) phuong an, vi tri géc cuia it nhat mot axit amin khong ty nhién 1a S18. Theo
mot sd phuong an, vi tri géc cua it nhit mét axit amin khong tu nhién 1a K41.
Theo mot sb phuong an, vi tri géc clia it nhit mot axit amin khong tu nhién 13
S51. Theo mot sb phuwong 4n, vi tri gbc cua it nhét mot axit amin khong ty nhién
12 L52. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gbc cua it nhét mot axit amin khong tw nhién
14 G55. Theo mot sb phwong 4n, vi tri gbc cua it nhit mot axit amin khong tu
nhién 1a D56. Theo mdt s& phwong én, vi tri gbc cua it nhat mot axit amin khong
tu nhién la A57. Theo mot sb phuong an, vi tri géc cla it nhat mot axit amin khong

tu nhién la S58. Theo mdt ) phuong an, vi tri géc cta it nhat mot axit amin khong
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tu nhién 12 S75. Theo mot sb phuong an, vi tri gbc cua it nhit mot axit amin khong
tu nhién 12 $76. Theo mot sb phuong 4n, vi tri gbc cua it nhat mot axit amin khong
tu nhién la N77. Theo mdt 36 phuong 4n, vi tri géc clia it nhat mot axit amin khong
tu nhién 1a N79. Theo mot sb phuong én, vi tri géc cla it nhat mot axit amin khong
tu nhién 12 V80. Theo mét s6 phuong 4n, vi tri gdc cia it nhit mot axit amin khong
tu nhién 1a T81. Theo mdt $6 phuong éan, vi tri géc cla it nhét mdt axit amin khong
tu nhién 12 S83. Theo mdt s6 phuong 4n, vi tr gbc cua it nhét mot axit amin khong
tu nhién la G84. Theo mdt ) phuong an, vi tri géc cla it nhat mot axit amin khong
tu nhién 1a E92. Theo mot s6 phuong éan, vi tri géc clia it nhét mot axit amin khong
tu nhién la K94. Theo mot sb phuong én, vi tri géc clia it nhat mot axit amin khong
tu nhién 12 N95. Theo mdt sb phuong 4n, vi tri gbc cua it nhat mot axit amin khong
tu nhién la K97. Theo mdt $6 phuong an, vi tri géc ctia it nhat mot axit amin khong
tu nhién 1a E98. Trong mot ) truong hop, dot bién & N71, N72, hoic N77 bao
gém dot bién thanh axit amin ty nhién. Trong mot sb trueong hop, dot bién 6 N71,
N72, hodc N77 cai thién thém tinh trang CMC (vi du nhu, hiéu suét, do tinh khiét,
do 6n dinh, su két tap giam di, va/hodc cai thién su cudn gip protein), hi€u luc,

hodc dang két hop cia ching.

Theo mdt sé phuwong 4n, polypeptit IL-15 c6 chira it nhat mot axit amin
khong tu nhién duoc lién hop thém v6i gbe lign hop dé tao ra thé lién hop IL-15.
Trong mot s6 trudng hop, vi tri axit amin cua it nhéat mot axit amin khong tu nhién
lad N1, W2, V3, N4, 16, S7,D8,K10,K11,E13,D14,L15, Q17, S18, M19, H20,
121, D22, A23, T24, L25, Y26, T27, E28, S29, D30, V31, H32, P33, S34, C35,
K36, V37, T38, A39, K41, 144, 145, E46, Q48, V49, S51, L52, E53, S54, G55,
D56, A57, S58, H60, D61, T62, V63, E64, N65, 167, 168, .69, N71, N72, S73,
1.74, 875, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88,
E89, E90, L.91, E92, E93, K94, N95, 196, K97, E98, 100, Q101, 5102, V104,
H105, Q108, M109, F110, 1111, N112, T113, hodc S114, trong d6 cac vi tri gbc
tuong (mg véi cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Trong mot sd truomg hop,
vi tri axit amin cua it nhit mét axit amin khong tu nhién 12 6 N1, W2, V3, N4, I6,

S7, D8, K10, K11, E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23, T24,

34



48487 35/172

.25, Y26, E28, S29, D30, V31, H32, P33, S34, C35, K36, V37, T38, K41, L44,
E46, Q48, V49, S51, 152, ES3, S54, G55, D56, A57, S58, H60, D61, T62, V63,
E64, N65, 167, 168, 169, N71, N72, S73, L74, S75, S76, N77, G78, N79, V80,
T81, E82, S83, G8&4, C85, K86, E87, C88, E8Y, E90, 191, E92, E93, K94, N95,
196, K97, E98, .L100, Q101, S102, V104, H105, Q108, M109, F110, 1111, N112,
T113, hodc S114. Trong mot sd trudong hop, gbc lién hop duoc lién két véi it nhét
mot axit amin khong tu nhién. Trong mot sé trudmg hop, gde lién hop duoc lién
két v6i gbe axit amin dau tan cung N hozic dAu tan cing C. Trong mdt sd trudng
hop, gbc lién hop dugc lién két truc tiép véi it nhat mot axit amin khong tu nhién
hodic gbc dau tan cung. Trong cic trudng hop khic, gbc lién hop dugc lién két
gian tiép véi it nhat mot axit amin khong ty nhién hodc gbc dau tan cling thong

qua cau nodi dugc md ta dudi day.

Theo mot sd phwong 4n, 4i luc giam di ctia polypeptit IL-15 hodc thé lién
hop IL-15 véi tiéu don vi thu thé IL-15 a (IL-15Ra) so v&i polypeptit IL-15 dang
ty nhién la khoang 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, hoac
99%. Theo mot s& phuong 4n, 4i luc gidm di 1a khoang 10%. Theo mot s6 phuong
an, 4i lyc giam di 12 khoang 20%. Theo mot sb phuong 4n, 4i luc giam di 1a khoang
40%. Theo mdt sd phuong 4n, 4i luc giam di 1a khoang 50%. Theo mot sd phuong
an, ai luc giam di 1a khoang 60%. Theo mot s6 phuong 4n, 4i luc giam di 1a khoang
80%. Theo mot sb phuong an, 4i luc giam di 1a khoang 90%. Theo mot s6 phuong

an, ai luc giam di 1a khodng 95%. Theo mot sd phuong 4n, 4i luc giam di 1a 100%.

Theo mot sd phuong 4n, i luc gidm di cua polypeptit IL-15 hogc thé lién
hop IL-15 véi tiéu don vi thu thé IL-15 o (IL-15R0) so véi polypeptit IL-15 dang
tu nhién 1a khoang 1 14n, 2 14n, 3 14n, 4 1an, 5 14n, 6 1an, 7 lan, 8 1an, 9 14n, 10 lan,
hoac nhiéu hon. Theo mot sb phuong an, 4i lyc giam di la khoang 1 1an. Theo mot
s6 phuong 4n, 4i lyc giam di 1a khoang 2 1an. Theo mét s6 phuong 4n, 4i luc giam
di 1a khoang 4 1an. Theo mét sé phwong 4n, 4i lyc giam di 1a khoang 5 lan. Theo
mot sd phuong 4n, 4i luc gidm di 12 khoang 6 1an. Theo mét sé phuong 4n, 4i luc

giam di 1a khoang 8 lan. Theo mot s6 phuong 4n, 4i luc giam di Ia khoéng 10 lan.
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Theo mot sé phuong an, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 khong
tuong tac voi IL-15Ra.

Theo mot sd phuong 4n, 4i luc giam di cta polypeptit IL-15 hodc thé lién
hop IL-15 véi tiéu don vi thu thé IL-2 (IL-2R) so véi polypeptit IL-15 dang tu
nhién 1a khoang 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, hodc
99%. Theo mot sb phuong 4n, tiéu don vi IL-2R 13 IL-2R By. Theo mot s6 phuong
an, ai luc giam di 1a khoang 10%. Theo mot s6 phuong én, 4i luc gidm di la khoang
20%. Theo mdt sé phuong an, 4i lyc gidm di 12 khoang 40%. Theo mot sé phuong
an, ai luc giam di 1a khoang 50%. Theo mot ) phuong 4n, 4i lyc giam di la khoang
60%. Theo mot sé phuong 4n, 4i lyc giam di 1a khoang 80%. Theo mot sé phuong
an, ai luc giam di la khoang 90%. Theo mot sd phuong an, ai luc giam di 1a khoang

95%. Theo mdt sd phuong 4n, 4i luc giam di la 100%.

Theo mdt s6 phuong 4n, 4i luc giam di cta polypeptit IL-15 hodc thé lién
hop IL-15 véi tiéu don vi thu thé IL-2 (IL-2R) so v&i polypeptit IL-15 dang tu
nhién la khoang 1 lan, 2 lan, 3 lan, 4 lan, 5 lan, 6 lan, 7 14n, 8 lan, 9 14n, 10 lan,
hoic nhidu hon. Theo mot s6 phuong 4n, tiéu don vi IL-2R 13 IL-2R By. Theo mdt
s6 phuong 4n, 4i luc gidm di 1a khoang 1 1an. Theo mot s6 phwong 4n, 4i luc giam
di 1a khoang 2 1an. Theo mot sb phuong 4n, 4i lyc giam di 1a khoang 4 1an. Theo
mot s6 phuong 4n, i lyc giam di 12 khoang 5 lén. Theo mét s6 phuong 4n, 4i luc
gidm di 1a khoang 6 14n. Theo mot s& phuong 4n, 4i luc giam di 14 khoang 8 lan.
Theo mot s6 phuong 4n, 4i luc giam di 1a khoang 10 lan.

Theo mot s& phuong 4n, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 khong
tuong tac vai IL-2Ro.

Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 c6 thoi
gian ban thai dugc tang cuong. Trong mot s6 truong hop, thoi gian béan thai duoc
tang cudng so véi thoi gian ban thai ctia protein IL-15 dang ty nhién hodc thé lién
hop IL-15 dang ty nhién.

Trong mdt s6 trudng hop, thoi gian ban thai duge ting cuong cua polypeptit

IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 12 90 phut, 2 gio, 3 giv, 4 giv, 5 gio, 6 giov,
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7 gid, 8 giv, 9 gio, 10 giov, 11 gio, 12 gio, 18 gio, 24 giv, 36 gio, 48 gio, 3 ngay,
4 ngay, 5 ngay, 6 ngay, 7 ngay, 10 ngay, 12 ngay, 14 ngay, 21 ngay, 28 ngay, 30
ngay, hodc 1au hon so v&i thoi gian ban thai ctia protein IL-15 dang tu nhién hodc
thé lién hop IL-15 dang tu nhién. Trong mot s trudng hop, thoi gian ban thai
duoc tang cudng cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhit 1a 90 phut
hozc 1au hon so véi thoi gian béan thai cua protein IL-15 dang tu nhién hodc thé
lién hop IL-15 dang tu nhién. Trong mdt s6 truong hop, thoi gian béan thai dugc
tang cuong cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhat 14 2 gio hozc lau
hon so véi thoi gian ban thai cia protein IL-15 dang tu nhién hodc thé lién hop
IL-15 dang tw nhién. Trong mot s trudng hop, thoi gian béan thai duge ting cudng
cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 13 3 gid hozc 1au hon so véi
thoi gian ban thai cta protein IL-15 dang tu nhién hodc thé lién hop IL-15 dang
tu nhién. Trong mdt sb truong hop, thoi gian ban thai duoc ting cuong cia
polypeptit IL-15 hoic thé lién hop IL-15 it nhat 1a 4 gid hogc 1au hon so v6i thoi
gian ban thai cta protein IL-15 dang tu nhién hodc thé lién hop IL-15 dang tu
nhién. Trong mot sb truong hop, thoi gian béan thai dugc ting cuong clia polypeptit
1L-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 14 5 gio hodc 1au hon so véi thoi gian ban
thai ctia protein IL-15 dang ty nhién hodc thé lién hop IL-15 dang tu nhién. Trong
mdt sb truong hop, thoi gian ban thai dugce tang cuong cla polypeptit IL-15 hodc
thé lién hop IL-15 it nhét 14 6 gid hodc 1au hon so véi thoi gian ban thai clia protein
IL-15 dang ty nhién hodc thé lién hop IL-15 dang tu nhién. Trong mdt sb truong
hop, thoi gian ban thai dugc tang cudng cua polypeptit IL.-15 hodc thé lién hop
IL-15 it nhit 14 10 gi® hodc 1au hon so v6i thoi gian ban thai cla protein IL-15
dang ty nhién hodc thé lién hop IL-15 dang ty nhién. Trong mot ) tru(‘mg hop,
thoi gian ban thai duge ting cuong cla polypeptit IL.-15 hodc thé lién hop IL-15
it nhit 1a 12 gio hodc 1au hon so véi thoi gian ban thai cia protein IL-15 dang tu
nhién hoac thé lién hop IL-15 dang ty nhién. Trong mdt s6 trudong hop, thoi gian
ban thai duoc ting cudng cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhat 13
18 gid hodc 1au hon so v&i thoi gian ban thai clia protein IL-15 dang tu nhién hodc

thé lién hop IL-15 dang tu nhién. Trong mot sd truong hop, thdi gian béan thai
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duogc tang cuong cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 13 24 gio
hodc 1au hon so véi thoi gian béan thai cta protein IL-15 dang ty nhién hoac thé
lién hop IL-15 dang tu nhién. Trong mot sd trudng hop, thoi gian ban thai duge
ting cudng clia polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 14 36 gio hodc 1au
hon so v6i thoi glan Bén thai cua protein IL-15 dang tu nhién hodc thé lién hop
IL-15 dang tu nhién. Trong mot sb trudong hop, thoi gian ban thai dugce ting cuong
cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 12 48 gid hodc 1au hon so v6i
thoi gian ban thai cua protein IL-15 dang tw nhién hodc thé lién hop IL-15 dang
tu nhién. Trong mdt sb truong hop, thoi gian ban thai dugc ting cudng cia
polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 1a 3 ngay hoic 1au hon so v6i thoi
gian ban thai cta protein IL-15 dang tu nhién hodc thé lién hop IL-15 dang tu
nhién. Trong mot s6 trudng hop, thoi gian ban thai duoc ting cudng cia polypeptit
IL.-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 1 4 ngay hodc 1au hon so v6i thoi gian ban
thai ctia protein IL-15 dang ty nhién hodc thé lién hop IL-15 dang tu nhién. Trong
mot s6 trudong hop, thoi gian ban thai dugce ting cuong cua polypeptit IL-15 hodc
thé lién hop IL-15 it nhét 13 5 ngay hodc l1au hon so véi thoi gian ban thdi cua
protein IL-15 dang tu nhién hoac thé lién hop IL-15 dang tu nhién. Trong mot 56
truong hop, thoi gian ban thai dugc tang cuong cua polypeptit IL-15 hodc thé lién
hop IL-15 it nhét 12 6 ngay hozc 1au hon so vdi thoi gian béan thai cua protein IL-
15 dang tu nhién hodc thé lién hop IL-15 dang tu nhién. Trong mot s6 truong hop,
thoi gian béan thai duoc tang cudng ctia polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15
it nhat 1a 7 ngay hodc 1au hon so v6i thoi gian ban thai cia protein IL-15 dang tu
nhién hodc thé lién hop IL-15 dang ty nhién. Trong mot s6 trudng hop, thoi gian
ban thai duogc ting cudng cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhat 12
10 ngay hodc lau hon so v6i thoi gian béan thai cua protein IL-15 dang tu nhién
hodc thé lién hop IL-15 dang ty nhién. Trong mot s6 truong hop, thoi gian ban
thai duoc ting cudng cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhat 14 12
ngay hodc 1au hon so v6i thoi gian ban thai cla protein IL-15 dang tu nhién hodc
thé lién hop IL-15 dang ty nhién. Trong mot s6 truong hop, thoi gian béan thai
duoc ting cudng cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhit 1a 14 ngay
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hozc 1au hon so véi thoi gian ban thai cia protein IL-15 dang tu nhién hodc thé
lién hop IL-15 dang ty nhién. Trong mdt s6 truomg hop, thoi gian ban thai dugc
tang cuong cua polypeptit IL-15 hoac thé lién hop IL-15 it nhat 1a 21 ngay hodc
lau hon so véi thoi gian ban thai cia protein IL-15 dang tu nhién hodc thé lién
hgp 1L-15 dang ty nhién. Trong mot sd truong hop, thoi gian béan thai duge ting
cudng cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 13 28 ngay hozc 1au
hon so véi thoi gian ban thai cta protein IL-15 dang ty nhién hodc thé lién hop
IL-15 dang ty nhién. Trong mot sb trudng hop, thoi gian ban thai dugce ting cudng
cua polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 it nhét 12 30 ngay hoic lau hon so
voi thoi gian ban thai cia protein IL-15 dang ty nhién hodc thé lién hop IL-15
dang tu nhién.

Trong mdt s6 trudng hop, thoi gian ban thai dugc ting cudng cla polypeptit
IL.-15 hodc thé lién hop IL-15 1a khoang 4 gio, 5 gio, 6 gio, 7 gio, 8 gio, 9 gio, 10
gio, 11 gio, 12 gio, 18 gio, 24 giv, 36 gio, 48 giv, 3 ngdy, 4 ngay, 5 ngay, 6 ngay,
7 ngay, 10 ngay, 12 ngay, 14 ngay, 21 ngay, 28 ngay, hodc 30 ngay so v6i thoi
gian ban théi cua protein IL-15 dang tu nhién hodc thé lién hop IL-15 dang tu
nhién. Trong mot sb trudng hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 ¢6 hoat
tinh sinh hoc ¢6 thoi gian ban thai dugc ting cuong bang khoang 90 phut. Trong
mot s6 trudng hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc
c6 thoi gian ban thai dugc tdng cuong bang khoang 2 gio. Trong mot s6 truong
hop, polypeptit IL-15 hodc thé 1ién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thoi gian
ban thai dugc ting cudng bang khoang 3 gid. Trong mot s6 truong hop, polypeptit
IL.-15 hodc thé lién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thoi gian ban thai dugc
tang cuong bang khoang 4 giv. Trong mot sb truong hop, polypeptit IL-15 hodc
thé lién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc c6 thoi gian ban thai dugc tdng cuong
bang khoang 5 gid. Trong mot sb trudong hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop
IL.-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thoi gian ban thai dugc ting cuong bang khoang 6
g10. Trong mot s6 trudong hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 c6 hoat
tinh sinh hoc c6 thoi gian ban thai dugc ting cuong bing khoang 7 gio. Trong
mét s6 trudng hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 c6 hoat tinh sinh hoc
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¢6 thoi gian ban thai dugc tang cuong bing khoang 8 gi¢r. Trong mdt sb trudng
hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thoi gian
ban thai duoc tang cudng bang khoang 9 gid. Trong mot s6 truong hop, polypeptit
IL-15 hoidc thé lién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc c6 thoi gian ban thai dugc
tang cudng bang khoang 10 gio. Trong mot s6 trudong hop, polypeptit IL-15 hodc
thé lién hop IL-15 c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thoi gian ban thai dugc ting cudng
bing khoang 11 gi¢d. Trong mot s6 trudng hop, polypeptit IL-15 hoic thé lién hop
[L-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thoi gian ban thai dugce tang cudng bang khoang
12 gid. Trong mot s truong hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 c6 hoat
tinh sinh hoc ¢6 thoi gian ban thai dugc ting cuong bang khoang 18 gid. Trong
mot sd truong hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc
¢6 thoi gian ban thai dugc tang cuong bang khoang 24 gio. Trong mot sd trudong
hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc c6 thoi gian
ban thai duoc ting cudng bang khoang 36 gid. Trong mot s6 truong hop,
polypeptit IL-15 hodac thé lién hop IL-15 c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thdi gian ban
thai duoc ting cuong bang khoang 48 gid. Trong mot sd trudng hop, polypeptit
IL-15 hodc thé lién hop IL-15 c6 hoat tinh sinh hoc c6 thoi gian béan thai dugc
tang cudng bang khoang 3 ngdy. Trong mot s6 trudng hop, polypeptit IL-15 hozc
thé lién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc c6 thoi gian ban thai dugc ting cudong
bing khoang 4 ngay. Trong mot s6 truong hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop
IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thoi gian ban thai dugc tang cuong bing khoang 5
ngay. Trong mot sd trudng hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 ¢6 hoat
tinh sinh hoc ¢é thoi gian ban thai dugc tdng cuong bang khoang 6 ngdy. Trong
mot sd truong hop, polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 c6 hoat tinh sinh hoc
¢6 thoi gian ban thai dugc tdng cuong bang khoang 7 ngdy. Trong mot sd trudong
hop, polypeptit IL-15 hodac thé lién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thoi gian
ban thai dugc tdng cuong bang khoang 10 ngay. Trong mot s6 truong hop,
polypeptit IL-15 hodc thé lién hop IL-15 c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thdi gian ban
thai dugc tang cuong bing khoang 12 ngay. Trong m{t s6 trudng hop, polypeptit
IL-15 hodc thé lién hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thdi gian ban thai duoc
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tang cudng bang khoang 14 ngay. Trong mot s6 truomg hop, polypeptit IL-15 hosic
thé lien hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thdi gian ban thai dugc ting cuong
bang khoang 21 ngay. Trong mot sd trudng hop, polypeptit IL-15 hoic thé lién
hop IL-15 ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢ thoi gian ban thai duge tang cudng bang
khoang 28 ngdy. Trong m{t s6 trudng hop, polypeptit IL-15 hogc thé lién hop IL-
15 ¢6 hoat tinh sinh hoc c¢6 thdi gian ban thai dugc ting cudng bang khoang 30
ngay.

Theo mdt sb phuong 4n, polypeptit IL-15 da duoc cai bién giit lai hidu luc
truyén tin hiéu dang ké v6i phirc hop truyén tin higu thu thé interleukin 15 By (IL-
15RPy). Trong mot s6 truong hop, hiéu luc truyén tin hiéu dugc so sanh véi higu
luc truyén tin hiéu gitta polypeptit IL-15 dang tu nhién va IL-15RBy. Trong mot
s6 truong hop, do chénh léch cta hiéu luc truyén tin hiéu thu thé gitta phirc hop
IL-15/IL-15RBy da duoc cai bién va phirc hop IL-15 dang tw nhién/IL-15RBy nho
hon 1000 1in, nho hon 500 1an, nhé hon 200 1an, nhd hon 100 I4n, nhé hon 50
14n, nho hon 10 1an, nho hon 5 14n, nho hon 4 1an, nh6 hon 3 14n, nho hon 2 14n,
hoac nhé hon 1 lan. Trong mot ) truong hop, do chénh Iéch cua hi€u luc truyén
tin hiéu thu thé gitta phtc hop IL-15/IL-15RBy da dugce cai bién va phirc hop IL-
15 dang tu nhién/IL-15RBy 16n hon 10 Ian, 16n hon 20 14n, 16n hon 30 lan, lén
hon 40 14n, 16n hon 50 14n, 16n hon 100 14n, 16n hon 200 lan, 1én hon 300 lan, Ién
hon 400 1an, hodc 16n hon 500 1an. Trong mot s6 trudong hop, polypeptit IL-15 da
duoc cai bién 1a chit chil van mot phﬁn, vi du nhu, chit chu van ma hoat héa thu
thé (vi du nhu, phirc hop truyén tin hiéu IL-15By) nhung chi c6 hiéu qua mét phan
& thu thé so v6i chit chii van toan ven. Trong mot sd trudng hop, polypeptit IL-
15 da duoc cai bién 1a chét chil van toan ven, vi du nhu, chit chu van ma hoat hoa
thu thé (vi du nhu, phitrc hop truyén tin hiéu IL-15By) & dép Gmg 16n nhat.

Trong mot sb truong hop, hiéu luc truyén tin hiéu thu thé duoc do b%\ng gia
tri EC50. Trong mét sd truong hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién tao ra gia
tri EC50 nhé hon 1000 14n, nhé hon 500 1an, nhé hon 200 1an, nhé hon 100 lan,
nhé hon 50 14n, nhé hon 10 14n, nhé hon 5 14n, nhé hon 4 14n, nhé hon 3 1an, nho
hon 2 14n, hogc nho hon 1 1an so véi gia tri EC50 cua phic hop IL-15 dang tu
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nhién/IL-15RBy. Trong mot sd truong hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién tao
ra gia tri EC50 16n hon 10 1in, 16n hon 20 1an, 16n hon 30 14n, 16n hon 40 1an, 1én
hon 50 1in, 16n hon 100 13n, 16n hon 200 14n, 16n hon 300 1an, 1én hon 400 lan,
hogc 16n hon 500 14an so véi gia tri EC50 cua phuc hop IL-15 dang tw nhién/IL-
15RBy.

Trong mét s6 truong hop, hidu luc truyén tin hidu thu thé duoc do bang gia
trji ED50. Trong mot sd trudng hop, polypeptit IL-15 da duoc cai bién tao ra gia
tri ED50 nhé hon 1000 1in, nhd hon 500 14n, nhé hon 200 14n, nhé hon 100 1an,
nhé hon 50 13n, nhé hon 10 1dn, nhé hon 5 1dn, nhé hon 4 14n, nhé hon 3 14n, nhd
hon 2 14n, hodic nhé hon 1 14n so véi gid tri EC50 ctia phitc hop IL-15 dang tu
nhién/IL-15RBy. Trong mat 36 truong hop, polypeptit IL-15 da dugc cai bién tao
ra gi tri ED50 16n hon 10 14n, 16n hon 20 14n, 16n hon 30 1an, 16n hon 40 1an, 16n
hon 50 14n, 16n hon 100 13n, 16n hon 200 1an, 16n hon 300 1an, 16n hon 400 1an,
hogic 16n hon 500 14n so véi gia tri EC50 cua phirc hop IL-15 dang tu nhién/IL-
15Rpy.

Theo mot sé phuong an, polypeptit IL-15 dugc cai bién (vi du nhu, duoc
pegyl hoa) dé kéo dai thoi gian bén thai, cai thién do én dinh, cai thién hiéu sult
tinh ché, cai thién dd tinh khiét, 1am giam sy két tap, cai thién su cudn gap protein,
hodc dang két hop cua ching, trong giai doan Hoa hoc, San xuét va Kiém soat
(Chemistry, Manufacturing and Controls - CMC). Trong mot s6 trudng hop,
polypeptit IL-15 duoc cai bién tai vi tri axit amin: N71, N72, hodc N77, trong dé
cac vi tri géc tong tmg v6i cac vi tri nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Trong mét sb
truong hop, polypeptit IL-15 dugc cai bién & gbc N77, vi du nhu, thong qua sy
pegyl héa, dé kéo dai thoi gian ban thai, cai thién do én dinh, cai thién hiéu sudt
tinh ché, cai thién do tinh khiét, lam giam su két tap, cai thién su cudn gap protein,
hodc dang két hop clia ching, trong giai doan CMC. Trong mot s6 truomg hop,
polypeptit IL-15 dugc cai bién thém & vi tri N1, W2, V3, N4, 16, S7, D8, K10,
K11, E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23, T24, L25, Y26, E28,
S29, D30, V31, H32, P33, S34, C35, K36, V37, T38, K41, L44, E46, Q48, V49,
S51, 152, E53, S54, G55, D56, A57, S58, H60, D61, T62, V63, E64, N65, 167,
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168, 1.69, N71, N72, S73, L74, S75, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E82, S&3,
G84, C85, K86, E87, C88, E89, E90, 1.91, E92, E93, K94, N95, 196, K97, E98,
100, Q101, S102, V104, H105, Q108, M109, F110, 1111, N112, T113, hodc
S114. Trong mét sb truong hop, polypeptit IL-15 dugc cai bién thém & vi tri D22,
A23, T24, 125, Y26, L44, E46, Q48, V49, E53, E89, E90, hodc E93, trong do6 su
cai bién lam suy yéu su twong tac véi IL-15Ra. Trong mot s6 truong hop,
polypeptit IL-15 dugc cai bién thém & vi tri N1, N4, S7, D8, K11, D61, T62, E64,
N65, 168, 169, hodc N72, trong d6 su cai bién lam suy yéu sy twong tac véi IL-
15Rp. Trong mot s6 truong hop, polypeptit IL-15 dugce cai bién thém & vi tri V3,
16, K10, E28, S29, D30, V31, H32, P33, S102, V104, H105, Q108, M109, 1111,
N112, T113, hodc S114, trong do6 sy cai bién lam suy yéu su tuong tac voi IL-
15Ry. Trong mdt sb trudng hop, polypeptit IL-15 duoc cai bién thém & vi tri E13,
D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, S34, C35, K36, V37, T38, K41, L44, S51,
1.52, S54, G55, D56, A57, S58, H60, V63, 167, N71, S73, L74, S75, S76, N77,
G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88,1.91, E92, K94, N95,
196, K97, E98, 100, Q101, hodc F110, trong d6 su cai bién cai thién su kéo dai
thoi gian ban thai. Trong mot s6 truong hop, polypeptit IL-15 dugc cai bién thém
& mot hodc nhiéu vi tri néu trén dé 1am suy yéu su tuong tac vai IL-15Ra, lam
suy yéu sy tuong tac voi IL-15Rp, 1am suy yéu su tuong tac v6i IL-15Ry, cai thién

su kéo dai thoi gian ban thai, hodc dang két hop ctia chiing.
Tién chét thé lién hop IL-15

Sang ché boc 10 tién chét thé lién hop IL-15, ¢6 chtra polypeptit IL-15 da
duoc cai bién, trong d6 mot hoac nhiéu axit amin da duoc dot bién tir axit amin
dang tu nhién. Tién chét nay thuong duge str dung véi phuong phap duoc boc 16
o day dé diéu tri bénh hoic tinh trang bénh. Theo mot 36 phuong an, tién chét IL-
15 khong duoc lién hop. Céc dot bién ndy c6 chira cdc dot bién thém, dot bién
maAt, hozc dot bién thé khac nhau. Trong mot sb trudong hop, dot bién thém bao
gbém kécal,2,3,4,5,6,7,8,9,10, hodc nhiéu géc hon & déu tan cing N, dau
tan cung C, hodc viing bén trong cua polypeptit IL-15. Trong céc trudng hop khac,

dot bién mat bao gém suloaibé cua 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, hoac nhiéu géc
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hon tir dau tan cung N, dau tan cting C, hodc & trong viing bén trong clia polypeptit

IL-15.
Axit amin tu nhién va khong tu nhién

Theo mdt sd phuong 4n, géc axit amin dugc boc 10 ¢ day (vi du nhu, &
trong polypeptit IL-15) duoc dot bién thanh lysin, xystein, histidin, arginin, axit
aspartic, axit glutamic, serin, threonin, hodc tyrosin trudc khi lién két voi (hodc
phan Umg vé1) gbc lién hop. Vi du nhu, chudi bén cua lysin, xystein, histidin,
arginin, axit aspartic, axit glutamic, serin, threonin, hodc tyrosin co6 thé lién két
voi géc lién hop dugce bde 10 & day. Trong mot sb trudng hop, géc axit amin dugc
dot bién thanh xystein, lysin, hodc histidin. Trong mdt s6 truong hop, g axit
amin dugc dot bién thanh xystein. Trong mot sb trudng hop, gbe axit amin duge
dot bién thanh lysin. Trong mot sd truong hop, géc axit amin duoc dot bién thanh
histidin. Trong mot sb trudng hop, gbc axit amin duge dot bién thanh tyrosin.
Trong mot sb trudong hop, gbc axit amin dugc dot bién thanh tryptophan. Trong
mot sd trudng hop, gde axit amin nim & gin dau tan cing N hogc C, & dau tan
cung N hoac C, hodc & vi tri gbc bén trong. Trong mot sé trudong hop, gde axit
amin la géc dau tan cing N hodc C va dot bién 1a dot bién thanh xystein hodc
lysin. Trong mot s6 trudng hop, gbc axit amin nim & gan gdc dau tan ciing N hozc
C (vi du nhu, & trong 50, 40, 30, 20, hodc 10 gbc tir gdc dau tan cing N hoic C)

va dot bién 1a dot bién thanh xystein hogc lysin.

Trong mdt sb trudng hop, gbc axit amin dugc thém vao gbc dau tan cung
N hoic C, tuc 1a, polypeptit IL-15 c6 chira gdc axit amin bd sung & dau tan cung
N hoic C va gbc axit amin bd sung ndy 1a xystein hodc lysin. Trong mot s trudng
hop, gbc axit amin bd sung 1a xystein. Trong mot sd trudng hop, axit amin bd
sung dugc lién hop voi gbc lién hop.

Theo mét sd phuong 4n, gbc axit amin dugc mo ta trong ban mo ta nay (vi
du nhu, & trong polypeptit IL-15) dugc dot bién thanh axit amin khong ty nhién.
Theo mdt sé phuong 4n, axit amin khong tu nhién khong dugc lién hop véi gbc

lien hop. Theo mot s& phuong 4n, polypeptit IL-15 dwoc boc 16 & day c6 chira axit
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amin khong tu nhién, trong d6 IL-15 dugc lién hop vé1i protein, trong do diém gin

khong phai 1a axit amin khong tu nhién.

Theo mot ) phuong én, géc axit amin duoc boc 16 ¢ day (vi du nhu, &
trong polypeptit IL-15) duoc dot bién thanh axit amin khong tu nhién tru6e khi
lien két voi gdce lién hop. Trong mot s6 trudong hop, su dot bién thanh axit amin
khong tu nhién ngdn chdn hodc giam thiéu dép (mg tu khang nguyén cua hé mi&n
dich. Nhu dung trong ban md ta nay, thuat ngit "axit amin khong ty nhién" dung
dé chi axit amin khong phai 1a 20 axit amin ma c6 trong ty nhién trong protein.
Cac vi du khong lam gid1 han sang ché v& axit amin khong ty nhién bao gdm: p-
axetyl-L-phenylalanin, p-iodo-L-phenylalanin, p-metoxyphenylalanin, O-metyl-
L-tyrosin, p-propargyloxyphenylalanin, p- propargyl-phenylalanin, L-3?(2-
naphtyl)alanin, 3-metyl-phenylalanin, O- 4-alyl-L-tyrosin, 4-propyl-L-tyrosin,
tri-O-axetyl-GlcNAcp-serin, L-Dopa, phenylalanin duoc flo hoa, isopropyl-L-
phenylalanin, p-azido-L-phenylalanin, p-axyl-L-phenylalanin, p-benzoyl-L-
phenylalanin, p-Boronophenylalanin, ~O-propargyltyrosin, L-phosphoserin,
phosphonoserin, phosphonotyrosin, p-bromophenylalanin, selenoxystein, p-
amino-L- phenylalanin, isopropyl-L-phenylalanin, N6-[(2-azidoetoxy )cacbonyl]-
L-lysin (AzK), chét tuong tu khong tu nhién cla axit amin tyrosin; chét tuong tu
khong tu nhién cia axit amin glutamin; chit tuong tu khong tu nhién cia axit
amin phenylalanin; chat twong tu khong ty nhién cua axit amin serin; chit tuong
ty khong tu nhién cla axit amin threonin; axit amin dugc thé alkyl, aryl, axyl,
azido, xyano, halo, hydrazin, hydrazit, hydroxyl, alkenyl, alkynl, ete, thiol,
sulfonyl, seleno, este, thioaxit, borat, boronat, phospho, phosphono, phosphin, di
vong, enon, imin, aldehyt, hydroxylamin, keto, hodc amino, hodc dang két hop
ctia chung; axit amin v6i cdu ndi chéo c6 thé dugc hoat hoa boi 4nh séng; axit
amin dugc gin nhan quay; axit amin huynh quang; axit amin lién két kim loai;
axit amin chira kim loai; axit amin ¢6 hoat tinh phdng xa; axit amin rang budc béi
4nh sang va/hodc co thé quang isome hoa; axit amin chira biotin hodc chét twong
tu biotin; axit amin chtra keto; axit amin c6 chtra polyetylen glycol hoéc polyete;

axit amin dugc thé nguyén ti ning; axit amin c6 thé phéan tch hoéa hoc hodc ¢
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thé phan tach biang anh séng; axit amin voi chudi bén kéo dai; axit amin chia
nhom gay ddc; axit amin duoc thé bang duodng; axit amin chira dudng dugce lién
két cacbon; axit amin c6 hoat tinh oxy héa khir; axit chira a-hydroxy; thio axit
amin; axit amin dugc thé hai lan a, a; B-axit amin; axit amin mach vong khong
phai 1a prolin hogc histidin, va axit amin thom khong phai la phenylalanin, tyrosin

hoac tryptophan.

Theo mdt s phuong 4n, axit amin khong tw nhién ¢ chira nhém phan ing
chon loc, hodc nhém phén tng dé gén nhan c6 chon loc vi tri cua polypeptit dich.
Trong mdt sb truong hop, héa hoc 13 phan tmg song truc giao (vi du nhu, phan
rng tuong thich sinh hoc va chon loc). Trong mdt ) truong hop, héa hoc 1a phan
rng tao thanh alkyn-azit triazol dugc xuc tac bang Cu(I) hoic "khong chia dong”,
phan tng ndi Staudinger, phan tng Diels-Alder nhu cau dién tir nghich dao
(IEDDA), hoa hoc “click anh sang", hodc quy trinh qua trung gian kim loai ching

han nhu trao ddi olefin va ghép ndi chéo Suzuki-Miyaura hodc Sonogashira.

Theo mot so phuong 4n, axit amin khong ty nhién c6 chira nhém phén tmg

4nh sang, ma lién két chéo, khi chiéu xa bang, vi du nhu, UV.

Theo mot sd phuong 4n, axit amin khong tyr nhién c6 chira axit amin rang

budc badi anh sang.

Trong mot s6 trudong hop, axit amin khong tu nhién la dan xuét axit amin

duoc thé para, dugc thé meta, hoic dugc thé ortho.

Trong mot sb truong hop, axit amin khong tu nhién bao gbm p-axetyl-L-
phenylalanin, p-azidometyl-L-phenylalanin (pAMF), p-iodo-L-phenylalanin, O-
metyl-L-tyrosin, ~ p-metoxyphenylalanin,  p-propargyloxyphenylalanin,  p-
propargyl-phenylalanin, L-3-(2-naphtyl)alanin, 3-metyl-phenylalanin, O- 4-alyl-
[-tyrosin, 4-propyl-L-tyrosin, tri-O-axetyl-GlcNAcp-serin, L-Dopa,
phenylalanin dugc flo hoa, isopropyl-L-phenylalanin, p-azido-L-phenylalanin, p-
axyl-L-phenylalanin, p-benzoyl-L-phenylalanin, L-phosphoserin,
phosphonoserin,  phosphonotyrosin, ~ p-bromophenylalanin, ~ p-amino-L-

phenylalanin, hodc isopropyl-L-phenylalanin.
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Trong mot sé trudng hop, axit amin khong ty nhién 1a 3-aminotyrosin, 3-
nitrotyrosin, 3,4-dihydroxy-phenylalanin, hodc 3-iodotyrosin.

Trong mét s6 truong hop, axit amin khong ty nhién 1a phenylselenoxystein.

Trong mdt s6 truong hop, axit amin khong ty nhién 1a dan xuét
phenylalanin chira benzophenon, keton, iodua, metoxy, axetyl, benzoyl, hodc azit.

Trong mot sb trudng hop, axit amin khong ty nhién 13 dan xuét lysin chira
benzophenon, keton, iodua, metoxy, axetyl, benzoyl, hodc azit.

Trong mot sd truong hop, axit amin khong ty nhién c6 chira chudi bén
thom.

Trong mét sb trudng hop, axit amin khong tw nhién khong chira chudi bén
thom.

Trong mét sb trudng hop, axit amin khong tu nhién ¢6 chira nhém azido.

Trong mot s6 trudng hgp, axit amin khong tw nhién ¢é chita nhém chat
nhan Michael. Trong mot s6 trudng hop, nhém chit nhan Michael bao gébm gbc
chua no ¢6 kha nang tao thanh lién két cong hoa tri thong qua phan tng cong 1,2.
Trong mot s6 truong hop, nhém chit nhan Michael ¢6 chira alken hoc alkyn thiéu
hut dién ti. Trong mot s6 trudng hop, nhém chit nhan Michael bao gdm nhung
khong giéi han & nhém chua no alpha, beta: keton, aldehyt, sulfoxit, sulfon, nitril,
imin, hodc nhom thom.

Trong mot sb trudng hop, axit amin khong tu nhién 13 dehydroalanin.

Trong mot s6 trudng hop, axit amin khong ty nhién ¢6 chita nhém aldehyt
hoac keton.

Trong mot s6 trudong hop, axit amin khong ty nhién la dan xuét lysin co
chra nhom aldehyt hodc keton.

Trong mét s6 truong hop, axit amin khong tu nhién 1a dan xuét lysin c6

chira mot hoac nhiéu nguyén tir O, N, Se, hodc S & vi tri beta, gamma, hodc delta.
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Trong mot s6 trudng hop, axit amin khong tu nhién 1a din xuit lysin ¢6 chira

nguyén tir O, N, Se, hodc S ¢ vi tri gamma.

Trong mot s6 trudng hop, axit amin khong tyr nhién 13 dan xuét lysin trong

do nguyén tir N epsilon duoc thay thé bing nguyén i oxy.

Trong mdt sd truong hop, axit amin khong tu nhién 1a dan xudt lysin ma la

lysin dugc cai bién sau dich ma khong c6 trong tu nhién.

Trong mot s6 truong hop, axit amin khong tu nhién 13 axit amin c6 chira
chudi bén, trong do nguyén tir thit sdu tir vi tri alpha c6 chira nhém cacbonyl.
Trong mot s trudng hop, axit amin khong tu nhién 13 axit amin ¢6 chira chudi
bén, trong d6 nguyén tir thir sdu tu vi tri alpha c6 chira nhém cacbonyl, va nguyén
tt ther ndm tir vi tri alpha 13 nito. Trong mot s6 truong hop, axit amin khong tu
nhién 12 axit amin ¢6 chira chudi bén, trong d6 nguyén tir thir bay tir vi tri alpha

1a nguyén tr oxy.

Trong mot sb trudng hop, axit amin khong tu nhién 1a dan xudt serin ¢6
chtra selen. Troﬁg mot s6 trudng hop, axit amin khong tu nhién 1 selenoserin
(axit 2-amino-3-hydroselenopropanoic). Trong mdt sd trudng hop, axit amin
khong tu nhién la axit 2-amino-3-((2-((3-(benzyloxy)-3-
oxopropyl)amino)etyl)selanyl)propanoic. Trong mot sd trudong hop, axit amin
khong tu nhién 1a axit 2-amino-3-(phenylselanyl)propanoic. Trong mot s truomg
hop, axit amin khong tu nhién cé chira selen, trong d6 su oxy héa cua selen dan

dén su tao thanh cua axit amin khong tu nhién cé chira alken.

Trong mot sé trudng hop, axit amin khong ty nhién c6 chira nhoém

xyclooctynyl.

Trong mot ) truong hop, axit amin khong ty nhién c6 chira nhom

transxycloctenyl.

Trong mot s6 truong hop, axit amin khong tu nhi€n cé chira nhém

norbornenyl.
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Trong mot s6 trudong hop, axit amin khong ty nhién c6 chira nhom

xyclopropenyl.
Trong mét s6 trudng hop, axit amin khong tw nhién ¢ chira nhém diazirin.
Trong mét s6 truong hop, axit amin khong tu nhién c6 chira nhom tetrazin.

Trong mdt sd trudng hop, axit amin khong tu nhién 13 dan xuét lysin, trong
d6 nito chudi bén duge cacbamyl hoa. Trong mot s6 trudong hop, axit amin khong
tu nhién 1a dan xuét lysin, trong dé nito chudi bén dugc axyl hoa. Trong mot s6
truong hop, axit amin khong tu nhién 1a axit 2-amino-6-{[(tert-
butoxy)cacbonyl]amino }hexanoic. Trong mdt s6 trudong hop, axit amin khong tu
‘nhién 14 axit 2-amino-6-{[(tert-butoxy)cacbonyl]amino }hexanoic. Trong mot sd
trudng hop, axit amin khong tu nhién 1a N6-Boc-N6-metyllysin. Trong mot 56
truong hop, axit amin khong tu nhién 1a N6-axetyllysin. Trong mot s truomg hop,
axit amin khong ty nhién la pyrolysin. Trong mot sd truong hop, axit amin khong
tu nhién 1a N6-trifloroaxetyllysin. Trong mot s6 trudong hop, axit amin khong tu
nhién 13 axit 2-amino-6-{[(benzyloxy)cacbonyl]amino}hexanoic. Trong mot 56
truong  hop, axit amin khong ty nhién la axit 2-amino-6-{[(p-
iodobenzyloxy)cacbonyl]Jamino}hexanoic. Trong mot sd trudng hop, axit amin
khong ty nhién 14 axit 2-amino-6- {[(p-nitrobenzyloxy)cacbonylJamino }hexanoic.
Trong mot sd trudng hop, axit amin khong tu nhién 1a N6-prolyllysin. Trong mot
s truong hop, axit amin khong ty nhién la axit 2-amino-6-
{[(xyclopentyloxy)cacbonyl]amino }hexanoic. Trong mot s6 trudong hop, axit
amin khong tu nhién 12 N6-(xyclopentancacbonyl)lysin. Trong mot s6 truong hop,
axit amin khong tu nhién 1a N6-(tetrahydrofuran-2-cacbonyl)lysin. Trong mot sb
truong hop, axit amin khong ty nhién 1a N6-(3-ethynyltetrahydrofuran-2-
cacbonyl)lysin. Trong mot s trudng hop, axit amin khong tu nhién 1a N6-((prop-
2-yn-1-yloxy)cacbonyl)lysin. Trong mot s6 trudng hop, axit amin khong tu nhién
la axit 2-amino-6-{[(2-azidoxyclopentyloxy)cacbonyl]amino}hexanoic. Trong
mot sb truong hop, axit amin khong tu nhién 1a N6-[(2-azidoetoxy)cacbonyl]

lysin. Trong mot s6 trudong hop, axit amin khong tu nhién 1a axit 2-amino-6-{[(2-
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nitrobenzyloxy)cacbonyl]amino }hexanoic. Trong mot sd trudong hop, axit amin
khong tu nhién la axit 2-amino-6-{[(2-
xyclooctynyloxy)cacbonyl]amino } hexanoic. Trong mot sb truong hop, axit amin
khong tu nhién 1a N6-(2-aminobut-3-ynoyl)lysin. Trong mot sd trudong hop, axit
amin khong tu nhién 1a axit 2-amino-6-((2-aminobut-3-ynoyl)oxy)hexanoic.
Trong mot sd trudng hop, axit amin khong ty nhién 12 N6-(alyloxycacbonyl)lysin.
Trong mot sd truong hop, axit amin khong tu nhién 1a N6-(butenyl-4-
oxycacbonyl)lysin. Trong mot s6 trudong hop, axit amin khong ty nhién 1a N6-
(pentenyl-5-oxycacbonyl)lysin. Trong mot sd truong hop, axit amin khéng tu
nhién 1a N6-((but-3-yn-1-yloxy)cacbonyl)-lysin. Trong mot sd truong hop, axit
amin khong tu nhién la N6-((pent-4-yn-1-yloxy)cacbonyl)-lysin. Trong mot sd
trudng hop, axit amin khong tu nhién 12 N6-(thiazolidin-4-cacbonyl)lysin. Trong
mot s6 truong hop, axit amin khong tu nhién 1a axit 2-amino-8-oxononanoic.
Trong mot s6 trudng hop, axit amin khong tu nhién la axit 2-amino-8-
oxooctanoic. Trong mot s6 truong hop, axit amin khong ty nhién 1a N6-(2-

oxoaxetyl)lysin.

Trong mot s trudng hop, axit amin khong tu nhién 13 N6-propionyllysin.
Trong mdt s trudng hop, axit amin khong tu nhién 1a N6-butyryllysin. Trong mot
sb truong hop, axit amin khong tu nhién 1a N6-(but-2-enoyl)lysin. Trong mot 56
truong hop, axit amin khong tuy nhién la N6-((bixyclo[2.2.1]hept-5-en-2-
yloxy)cacbonyl)lysin. Trong mot s6 truong hop, axit amin khong ty nhién 12 N6-
((spiro[2.3]hex-1-en-5-ylmetoxy)cacbonyl)lysin. Trong mot s6 trudong hop, axit
amin khong tu nhién 1a  N6-(((4-(1-(triflorometyl)xycloprop-2-en-1-
yl)benzyl)oxy)cacbonyl)lysin. Trong mot s6 truomg hop, axit amin khong ty nhién
1a N6-((bixyclo[2.2.1]hept-5-en-2-ylmetoxy)cacbonyl)lysin. Trong mot s truong
hop, axit amin khong ty nhién la xysteinyllysin. Trong mot s6 trudong hop, axit
amin  khéong tu  nhién 1a  N6-((1-(6-nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)etoxy)cacbonyl)lysin. Trong mot s6 truong hop, axit amin khong tu nhién 13
N6-((2-(3-metyl-3H-diazirin-3-yl)etoxy )cacbonyl)lysin. Trong mot sO truong
hop, axit amin khong ty nhién 1a N6-((3-(3-metyl-3H-diazirin-3-
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yl)propoxy)cacbonyl)lysin. Trong mot sd trudong hop, axit amin khong tu nhién
1a N6-((meta nitrobenyloxy)N6-metylcacbonyl)lysin. Trong mot sd truong hop,
axit amin khong tu nhién 1a N6-((bixyclo[6.1.0]non-4-yn-9-ylmetoxy)cacbonyl)-
lysin. Trong mot s6 truong hop, axit amin khong ty nhién 1a N6-((xyclohept-3-
en-1-yloxy)cacbonyl)-L-lysin.

Trong mdt s6 trudong hop, axit amin khong tw nhién 1a axit 2-amino-3-

(((((benzyloxy )cacbonyl)amino)metyl)selanyl)propanoic.

Theo mdt s6 phuong 4n, axit amin khong ty nhién dugc két hop vao
polypeptit IL-15 bang b ba két thic hé phéch, nau den, hoic hoang thd da chuyén

dot muc dich.

Theo mot sé phuong 4n, axit amin khong tu nhién dugc két hop vao

polypeptit IL-15 bang bd ba ma héa 4 bazo.

Theo mdt s phuong 4n, axit amin khong tw nhién dugc két hop vao
polypeptit IL-15 bang bo ba c6 nghia hiém gap da chuyén d6i muc dich hodc bo

ba c6 nghia thong thuong da chuyén d6i muc dich.

Theo mdt sé phuong 4n, axit amin khong tu nhién dugc két hop vao

polypeptit IL-15 bang bd ba tong hop c6 chita axit nucleic khong tu nhién.

Trong mot s6 truong hop, axit amin khong tu nhién dugc két hop vao IL-
15 béng cap synthetaza/tARN da duoc cai bién, truc giao. Cép tryc giao nay co
chtra synthetaza khong tw nhién ma c6 kha néng nap vao tARN khong ty nhién
v61 axit amin khong ty nhién, trong khi giam thiéu viéc nap a) axit amin noi sinh
khac 1én trén tARN khong tu nhién va b) axit amin khong tu nhién 1€n trén tARN
ndi sinh khac. Cip truc giao nay c6 chira tARN ma c6 kha ning dugc nap bing
synthetaza khong tu nhién, trong khi tranh dugc viéc dugc nap véi axit amin ndi
sinh khac bang synthetaza ndi sinh. Theo mot sd phuong 4n, cdc cip ndy dugc
nhan dién tir cac sinh vat khac nhau, chéng han nhu céac nguén vi khudn, nAm men,
Vi khuén ¢d, hodc ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, ciip synthetaza/tARN tryc giao
¢O6 chua cac thanh ph?ln tr sinh vat don 1é. Theo mdt ) phuong 4an, cdp

synthetaza/tARN tryc giao c6 chira cdc thanh phan tir hai sinh vt khdc nhau. Theo
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mot s6 phuong 4n, cip synthetaza/tARN truc giao c6 chira cdc thanh phan ma
truée khi cai bién, thuc déy su dich ma cua hai axit amin khac nhau. Theo mot sb
phuong 4n, synthetaza tryc giao la alanin synthetaza da duoc cai bién. Theo mot
s6 phuong 4n, synthetaza truc giao la arginin synthetaza da dugc cai bién. Theo
mot s6 phuong 4n, synthetaza truc giao 1a asparagin synthetaza da dugc cai bién.
Theo mdt s6 phuong 4n, synthetaza truc giao 1a axit aspartic synthetaza da duoc
cai bién. Theo mdt sd phuong an, synthetaza tryc giao 1a xystein synthetaza da
duoc cai bién. Theo mot s6 phuong an, synthetaza truc giao 1a glutamin synthetaza
da duoc cai bién. Theo mot sd phuong 4n, synthetaza truc giao 1a axit glutamic
synthetaza da dugc cai bién. Theo mdt sé phuong 4n, synthetaza truc giao 1a
alanin glyxin da dugc cai bién. Theo mot sé phuong 4n, synthetaza tryc giao 1a
histidin synthetaza da duoc cai bién. Theo mot sé phwong 4n, synthetaza tryc giao
14 leuxin synthetaza da dugc cai bién. Theo mot sd phuong 4n, synthetaza truc
giao la isoleuxin synthetaza da duoc cai bién. Theo mét s6 phuong 4n, synthetaza
truc giao la lysin synthetaza da dugc cai bién. Theo mot s6 phwong 4n, synthetaza
truc giao 1a methionin synthetaza da dugc cai bién. Theo mét s& phuong 4n,
synthetaza truc giao 12 phenylalanin synthetaza da dugc cai bién. Theo mot sb
phuong 4n, synthetaza truc giao 12 prolin synthetaza da dugc cai bién. Theo mot
s6 phuong 4n, synthetaza truc giao la serin synthetaza da dugc cai bién. Theo mot
s6 phuong 4n, synthetaza truc giao 1a threonin synthetaza da dugc cai bién. Theo
mot sd phuong 4n, synthetaza truc giao 1a tryptophan synthetaza da dugc cai bién.
Theo mdt s6 phuong 4n, synthetaza truc giao 1a tyrosin synthetaza da dugc cai
bién. Theo mot s6 phuong 4n, synthetaza truc giao la valin synthetaza da dugc cai
bién. Theo mot sd phuong 4n, synthetaza truc giao la phosphoserin synthetaza da
duoc cai bién. Theo mot sd phuong 4n, tARN tryc giao 1 alanin tARN da duoc
cai bién. Theo mot sb phuong 4n, tARN truc giao 13 arginin tARN da dugc cai
bién. Theo mot sé phuong 4n, tARN tryc giao 13 asparagin tARN da dugc cai
bién. Theo mot s& phuong 4n, tARN truc giao 13 axit aspartic tARN da dugc cai
bién. Theo mdt sé phuwong 4n, tARN truc giao 1a xystein tARN da dugc cai bién.

Theo mét s6 phuong 4n, tARN tryc giao 13 glutamin tARN da duogc cai bién. Theo
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mot s6 phuong an, tARN tryc giao 1a axit glutamic tARN da duoc cai bién. Theo
mot sb phuong 4n, tARN tryc giao 1a alanin glyxin da duoc cai bién. Theo mét s6
phuong 4an, tARN truc giao 1a histidin tARN da dugc cai bién. Theo mot sb
phuong 4n, tARN truc giao 1a leuxin tARN da dugce cai bién. Theo mot s6 phurong
an, tARN truc giao 1a isoleuxin tARN da dugc cai bién. Theo mot sb phuong 4n,
tARN truc giao 1a lysin tARN da dugc cai bién. Theo mot sé phuong 4n, tARN
truc giao la methionin tARN d3 dugc cai bién. Theo mot sb phuong an, tARN
truc giao 1a phenylalanin tARN da duoc cai bién. Theo mét sé phuong an, tARN
trie giao 1a prolin tARN da dugc cai bién. Theo mdt sb phuong 4n, tARN truc
giao 1a serin tARN da dugc cai bién. Theo mot ) phuong an, tARN truc giao 1a
threonin tARN da dugc cai bién. Theo mot sd phuong 4n, tARN truc giao 1a
tryptophan tARN di dugc cai bién. Theo mdt sb phuong an, tARN truc giao 1a
tyrosin tARN da duoc cai bién. Theo mdt s6 phuong an, tARN truc giao 12 valin
tARN di duoc cai bién. Theo mot sd phuwong 4n, tARN tryc giao 12 phosphoserin
tARN da duoc cai bién.

Theo mdt s phuong 4n, axit amin khong ty nhién dugc két hop vao
polypeptit IL-15 bang cip aminoaxyl (aaRS hodc RS)-tARN synthetaza-tARN.
Cac c@p aaRS-tARN dé lam vi du bao gdm, nhung khong giéi han &, cdp
2aRS/IARN Methanococcus jannaschii (Mj-Tyr), cap E. coli TyrRS (Ec-Tyr)/B.
stearothermophilus tARNcua, cap E. coli LeuRS (Ec-Leu)/B. stearothermophilus
tARNcua, va cap pyrolysyl-tARN. Trong mot s6 truong hop, axit amin khong tu
nhién duoc két hop vao xytokin (vi du nhu, polypeptit IL) bang cip Mj-
TyrRSAARN. Cac UAA dé 1am vi du ma c6 thé dwoc két hop bing cap Mj-
TyrRS/tARN bao gdm, nhung khong gidi han o, dan xuét phenylalanin da dugc
thé para chang han nhu p-aminophenylalanin va p-metoyphenylalanin; dan xuét
tyrosin da dugc thé meta ching han nhu 3-aminotyrosin, 3-nitrotyrosin, 3,4-
dihydroxyphenylalanin, ~ va  3-iodotyrosin;  phenylselenoxystein;  p-

boronopheylalanin; va o-nitrobenzyltyrosin.

Trong mot sb truong hop, axit amin khong tw nhién dugc két hop vao

polypeptit IL-15 bang cap Ec-Tyr/tARNcua hodc cdp Ec-Leu/tARNcua. Cac UAA
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dé 1am vi du ma c6 thé dugc két hop bang cip Ec-Tyr/tARNcya hodc cdp Ec-
Leu/tARNcya bao gdm, nhung khong gi¢i han &, dan xuét phenylalanin chira cac
phan tir thé benzophenoe, keton, iodua, hodc azit; O-propargyltyrosin; axit a-
aminocaprylic, O-metyl tyrosin, O-nitrobenzyl xystein; va axit 3-(naphtalen-2-

ylamino)-2-amino-propanoic.

Trong mdt s6 trudng hop, axit amin khong tu nhién duoc két hop vao
polypeptit [L-15 bang cap pyrolysyl-tARN. Trong mot s6 truong hop, PyIRS dugc
thu léy tlr vi khuén ¢d, vi du nhu, tir vi khuén ¢ sinh metan. Trong mot ) trudng
hop, PyIRS dugc thu léy tir Methanosarcina barkeri, Methanosarcina mazei, hodc
Methanosarcina acetivorans. Cac UAA dé 1am vi du ma c6 thé dugc két hop b%mg
cdp pyrolysyl-tARN bao gom, nhung khong giéi han &, lysin da duoc thé amit va
cacbamat  ching han nhu axit 2-amino-6-((R)-tetrahydrofuran-2-
cacboxamido)hexanoic, N-e-p-prolyl--lysin, va N-e-xyclopentyloxycacbonyl--
lysin; N-g-Acryloyl- -lysin; N-g-[(1-(6-nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-

yl)etoxy)cacbonyl]-; -lysin; va N-g-(1 -metylxyclopro-2-enecacboxamido)lysin.

Trong mot sd trudng hop, axit amin khong tu nhién dugc két hop vao
polypeptit IL-15 bing synthetaza dugc boc 1§ trong US 9,988,619 va US
9.938,516. Cac UAA dé lam vi dy ma ¢6 thé duoc két hop bang cac synthetaza
nay bao gém cic axit amin khong tu nhién para-metylazido-L-phenylalanin,
aralkyl, heteroxyclyl, heteroaralkyl, va cac axit amin khong tu nhién khac. Theo
mdt sé phuong 4n, cac UAA ndy c6 chua pyridyl, pyrazinyl, pyrazolyl, triazolyl,
oxazolyl, thiazolyl, thiophenyl, hodc di vong khéac. Theo mot s6 phuong 4n céc
axit amin ndy c6 chuta azit, tetrazin, hodc nhém hoa hoc khac c¢6 kha nang lién
hop vai dbi tac ghép ndi, chang han nhu gbc tan trong nude. Theo mot sd phuong
an, cac synthetaza nay dugc biéu hién va dugc st dung dé két hop UAA vao
xytokin in-vivo. Theo mot s6 phurong 4n, céc synthetaza nay duoc sir dung dé két

hop UAA vao xytokin bang céach str dung hé thdng dich ma khéng chira té bao.

Trong mdt sb truong hop, axit amin khong tw nhién dugc két hop vao

polypeptit IL-15 bang synthetaza c6 trong tu nhién. Theo mot s6 phuong 4n, axit
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amin khong tu nhién duge két hop vao xytokin bing sinh vat ma dinh dudng thu
dong dbi voi mot hodic nhidu axit amin. Theo mot sd phuong 4n, cic synthetaza
tuong ng véi axit amin dinh dudng thu dong c¢6 kha nang nap vao tARN tuong
Ung voéi axit amin khong ty nhién. Theo mot s6 phuong 4n, axit amin khong tu
nhién la selenoxystein, hodc dan xuit cia ching. Theo mot sb phuong an, axit
amin khong ty nhién 13 selenomethionin, hodc dan xuét cua chung. Theo mdt s6
phuong an, axit amin khong tu nhién la axit amin thom, trong dé axit amin thom
¢6 chua aryl halogenua, ching han nhu iodua. Theo cic phuong 4n, axit amin

khong ty nhién tuong tu vé mit cAu trac v6i axit amin dinh dudng thu dong.

Trong mot sb trudng hop, axit amin khong tu nhién bao gdm axit amin

khong ty nhién dugc minh hoa trén Hinh 1.

Trong mot sb treong hop, axit amin khong tu nhién c6 chtra dan xudt hoac
chét tuong tu lysin hodc phenylalanin. Trong mot s truomg hop, axit amin khong
tu nhién ¢6 chtra dan xuét lysin hodic chét twong tw lysin. Trong mot sd truong
hop, axit amin khong tu nhién cé chira pyrolysin (Pyl). Trong mot s6 truomg hop,
axit amin khong tu nhién c¢6 chtra din xuit phenylalanin hogc chat twong tu
phenylalanin. Trong mdt s6 trudong hop, axit amin khong tu nhién 1a axit amin
khong tu nhién dugc md ta trong Wan, et al., "Pyrrolysyl-tRNA synthetase: an
ordinary enzyme but an outstanding genetic code expansion tool," Biocheim
Biophys Aceta 1844(6): 1059-4070 (2014). Trong mot sd truong hop, axit amin
khong tu nhién bao gém axit amin khong tu nhién dugc minh hoa trén Hinh 2 (vi
du nhu, Hinh 2A va Hinh 2B).

Theo mét sé phuong 4n, axit amin khong ty nhién bao gbm axit amin khong
tu nhién duoc minh hoa trén Hinh 3A - Hinh 3D (theo Bang 1 cia Dumas et al.,
Chemical Science 2015, 6, 50-69).

Theo mdt sé phuong 4n, axit amin khong ty nhién két hop vao polypeptit
IL-15 duoc bdc 1 trong US 9,840,493; US 9,682,934; US 2017/0260137; US
9,938,516; hodc US 2018/0086734. Cac UAA dé lam vi dy ma c6 thé duoc két

hop bing cac synthetaza ndy bao gdm cac axit amin khong tu nhién para-
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mety lazido-L-phenylalanin, aralkyl, heteroxyclyl, va heteroaralkyl, va din xuét
lysin. Theo mot s6 phuong 4an, cdc UAA nay c6 chira pyridyl, pyrazinyl,
pyrazolyl, triazolyl, oxazolyl, thiazolyl, thiophenyl, hodc di vong khac. Theo mdt
s6 phuong 4n c4c axit amin nay c6 chira azit, tetrazin, hodc nhém héa hoc khac
¢6 kha nang lién hop v6i dbi tac ghép ndi, chéng han nhu gdc tan trong nudec.
Theo mot s& phuong an, UAA c6 chia azit gin vao gbc thom thong qua cau ndi
alkyl. Theo mot s6 phuong 4n, cau ndi alkyl 1a cau ndi C;-Cyo. Theo mot sd
phuong an, UAA c6 chira tetrazin gfn vao gbc thom thong qua cau ndi alkyl. Theo
mot s& phuong an, UAA c6 chua tetrazin gin vao gbc thom théng qua nhoém
amino. Theo mot s6 phuong 4n, UAA c¢6 chira tetrazin gin vao gbc thom thong
qua nhom alkylamino. Theo mot s6 phuong an, UAA c¢6 chita azit gén vao nito
dAu tan cung (vi du nhu, N6 ciia din xuét lysin, hodc N5, N4, hodc N3 cua dan
xuit ¢6 chia chudi bén alkyl ngén hon) ctia chudi bén axit amin thong qua chudi
alkyl. Theo mot s6 phuong an, UAA c6 chira tetrazin gin vao nito dau tin cliing
ctia chudi bén axit amin thong qua chudi alkyl. Theo mot s6 phuong an, UAA c6
chura azit hodc tetrazin gin vao amit thong qua cau ndi alkyl. Theo mét s6 phuwong
an, UAA la cacbamat chira azit hodc tetrazin hodc amit ctia 3-aminoalanin, serin,
lysin, hodc dan xuét cua chung. Theo mdt s6 phuong 4n, cidc UAA nay duge két
hgp vao xytokin in-vivo. Theo mot s6 phuong 4n, cac UAA nay dugc két hop vao

xytokin trong hé théng khong chira té bao.
Géc lién hop

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché boc 10 géc lién hgp ma duge lién
két voi mot hodc nhiéu polypeptit IL-15 da dugc cai bién dugc mo ta & trén. Theo
mot s6 phuong an, gbc lién hop 1a phan tr ma lam nhiéu loan su tuong tac cla
IL-15 véi thu thé ctia n6. Theo mot s phuong 4n, gbc lién hop 1a phan ti bat ky
ma khi lién két v6i IL-15, 1am cho thé lién hop IL-15 c6 thé diéu bién d4p Gmg
mién dich. Theo mot sd phuong 4n, gbc lién hop dugc lién két v6i IL-15 thong
qua lién két cong hoa tri. Trong mot s6 truong hop, IL-15 dugc md ta trong ban
md ta nay duogc gfn vao gbc lién hop v6i nhom triazol. Trong mot s6 trudong hop,

[L-15 dugc md ta trong ban md ta nay dugc gédn vao gbc lién hop v6i nhém
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dihydropyridazin hodc pyridazin. Trong m{t s6 truong hop, gc lién hop ¢6 chua
polyme tan trong nudc. Trong cac truong hop khac, gbc lién hop c6 chira protein
hodc manh lién két ctia chung. Trong cic truong hop khac, gbc lién hop ¢6 chira
peptit. Trong cac truong hop khac, gbc lién hop c6 chira axit nucleic. Trong cic
truomg hop khéc, gbe lién hop c6 chita phan tir nhd. Trong cac trudng hop khac,
géc lién hop c6 chtra thé lién hop sinh hoc (vi du nhu, chit chu van TLR chéng
han nhu chit cht van TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLRS,
hoac TLR9; hoac phéi t téng hop chéng han nhu Pam3Cys, CFA, MALP2,
Pam2Cys, FSL-1, Hib-OMPC, Poly L:C, poly A:U, AGP, MPL A, RC-529,
MDEFE2p, CFA, hoac Flagellin). Trong mot sd trudng hop, gdc lién hop 1am ting
thot gian ban thai trong huyét thanh, va/hoac cai thién do on dinh. Trong mot )
truomg hop, gbe lién hop 1am giam sy twong tac xytokin v6i mot hodic nhiéu mién
hogc tiéu don vi thy thé xytokin. Trong cac truong hop khac, gbc lién hogp phong
bé su twong tac IL-15 v6i mot hodic nhidu mién hogc ti€u don vi IL-15 véi (céc)
thu thé cung ngudn ctia n6. Theo mot s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 duoc md
ta trong ban mo ta nay c6 chua nhiéu gdc lién hgp. Theo mdt s& phuong 4n, gdc
lién hop duge gan vao axit amin khong tu nhién hodc ty nhién trong polypeptit
IL-15. Theo mot s6 phuong an, thé lién hop IL-15 c6 chia gbc lién hop gin vao
axit amin tu nhién. Theo mot s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 duoc gén vao axit
amin khong tu nhién trong peptit xytokin. Theo mot sé phuong an, gbc lién hop
duoc gin vao axit amin dau tan cing N hodc C ciia polypeptit IL-15. Cac vi tri
két hgp khac nhau duge boc 1§ ¢ day, vi du nhu, géc lién hop thur nhét duogc gfm
vao axit amin khong ty nhién hodc tu nhién trong polypeptit IL-15, va gbc lién
hop tht hai duoc gin vao axit amin d4u tan cung N hodc C cua polypeptit IL-15.
Theo mot sé phuong an, gbc lién hop don 1& dugc gin vao nhiéu gbc cla
polypeptit IL-15 (vi du nhu méc hinh chit U). Theo mot s6 phuong 4n, gbc lién

hop duoc gin vao cé axit amin dau tan cung N va C ctia polypeptit IL-15.
Polyme tan trong nuGc

Theo mot s& phuong an, gdc lién hop duge mo ta trong ban md ta nay 13

polyme tan trong nuéc. Theo mot s6 phuong 4n, polyme tan trong nuéc khong
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phai 1a peptit, khdng doc, va twong thich sinh hoc. Nhu dung trong ban md ta nay,
chét dugc coi 1a tuong thich sinh hoc néu céc tac dung c6 loi lién quan dén viéc
sir dung chat mot minh hodc véi chét khac (vi du nhu, téc nhan hoat tinh chéng
han nhu gbc IL-15) lién quan dén mo sdng (vi du nhu, ding cho bénh nhan) c6
gi4 tri hon tac dung c6 hai bit ky nhu duge danh gia boi thay thubc 1am sang, vi
du nhu, bac si. Theo mot sé phuong 4n, polyme tan trong nude con khong gay
mién dich. Theo mot sé phuong én, chat dugc coi 1a khong gdy mién dich néu
viée st dung duy kién ctia chét ndy in vivo khong gdy ra dap img mién dich khong
mong mudn (vi du nhu, su tao thanh cia khéng thé) hoic, néu dap tmg mién dich
duoc tao ra, ma dap ung nay khong duoc cho la dang ké hoic quan trong vé mat
lam sang nhu dugc danh giad béi thdy thudc 1am sang, vi du nhu, béc s, chuyén

gia doc hoc, hodc chuyén vién phét trién lam sang.

Theo mot s phuong 4n, polyme tan trong nudc dic trung & chd c6 tir
khoang 2 dén khoang 300 dau cudi. Cac polyme tan trong nuée vi du bao gbm,
nhung khong gidi han &, poly(alkylen glycol) chang han nhu polyetylen glycol
("PEG"), poly(propylen glycol) ("PPG"), copolyme cua etylen glycol va propylen
glycol va dang tuong tu, poly(rugu da chirc da oxyetyl héa), poly(ruou olefinic),
poly(vinylpyrolidon), poly(hydroxyalkylmetacrylamit),
poly(hydrbxyalkylmetacrylat), poly(sacarit), poly(axit a-hydroxy), poly(ruqu
vinyl), polyphosphazen, polyoxazolin ("POZ") (ma dugc md td trong WO
2008/106186), poly(N-acryloylmocpholin), va dang két hop ctia cac chat bat ky

trong so cac chat néu trén.

Theo mdt sé phuong 4n, polyme tan trong nudc khong bi giéi han & chu
trac cu thé. Theo mdt sé phuong 4n, polyme tan trong nuée 13 céu trac mach thing
(vi du nhu, dau duoc gén mi, vi du nhu, alkoxy PEG hodc PEG hai chtrc), ciu
tric phan nhénh hoac nhiéu nhanh (vi du nhu, PEG hinh chac hodc PEG gén vao
16i rugu da chirc), ciu triic hinh cay (ho#c hinh sao), mdi chét c6 hodc khong c6
mot hogc nhiéu lién két c6 thé thoai bién. Ngoai ra, cdu triic bén trong clia polyme
tan trong nude ¢ thé duogc td chitc theo s6 mé hinh 1ap lai khac nhau bat ky va

¢6 thé duoc chon tir nhém gdm c¢b homopolyme, copolyme luan phién, copolyme
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ngau nhién, copolyme khéi, tripolyme luan phién, tripolyme ngiu nhién, va

tripolyme khéi.

Theo mét sb phuong 4n, khéi lugng phén tir trung binh theo khéi lugng cia
polyme tan trong nudc trong thé lién hop IL-21 nam trong khoang tir khoang 100
Dalton dén khoang 150000 Dalton. C4c khoang gia tri dé 1am vi du bao gdm, vi
du nhu, khdi luong phan tit trung binh theo khéi Iuong nam trong khoang tir 16n
hon 5000 Dalton dén khoang 100000 Dalton, nam trong khoang tir khoang 6000
Dalton dén khoang 90000 Dalton, ndm trong khoang tlr khoang 10000 Dalton dén
khoang 85000 Dalton, nim trong khoang tr 16n hon 10000 Dalton dén khoang
85000 Dalton, ndm trong khoang tir khoang 20000 Dalton dén khoang 85000
Dalton, nim trong khoang tir khoang 53000 Dalton dén khoang 85000 Dalton,
nim trong khoang tr khoang 25000 Dalton dén khoang 120000 Dalton, ndm trong
khoang tir khoang 29000 Dalton dén khoang 120000 Dalton, nam trong khoang
tir khoang 35000 Dalton dén khoang 120000 Dalton, va nim trong khoang tir
khoang 40000 Dalton dén khoang 120000 Dalton.

Céc khéi lugng phén tir trung binh theo khdi lugng dé 1am vi du déi véi
polyme tan trong nudc bao gdém khoang 100 Dalton, khoang 200 Dalton, khoang
300 Dalton, khoang 400 Dalton, khoang 500 Dalton, khodng 600 Dalton, khoang
700 Dalton, khoang 750 Dalton, khoang 800 Dalton, khodng 900 Dalton, khodng
1000 Dalton, khoang 1500 Dalton, khoang 2000 Dalton, khoang 2200 Dalton,
khoang 2500 Dalton, khoang 3000 Dalton, khoang 4000 Dalton, khoang 4400
Dalton, khoang 4500 Dalton, khoang 5000 Dalton, khoang 5500 Dalton, khoang
6000 Dalton, khoang 7000 Dalton, khoang 7500 Dalton, khoang 8000 Dalton,
khoang 9000 Dalton, khoang 10000 Dalton, khoang 11000 Dalton, khoang 12000
Dalton, khoang 13000 Dalton, khoang 14000 Dalton, khoang 15000 Dalton,
khoang 20000 Dalton, khoang 22500 Dalton, khoang 25000 Dalton, khoang
30000 Dalton, khoang 35000 Dalton, khoang 40000 Dalton, khoang 45000
Dalton, khoang 50000 Dalton, khoang 55000 Dalton, khoang 60000 Dalton,
khoang 65000 Dalton, khoang 70000 Dalton, va khoang 75000 Dalton. Cac phién

ban phan nhanh cua polyme tan trong nuéc (vi du nhu, polyme tan trong nude
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phan nhanh 40000 Dalton gdém hai polyme 20000 Dalton) c6 tdng khdi luong
phén tr cua cac polyme néu trén cling ¢6 thé duoc sir dung. Theo mét hozc nhiéu
phuong an, thé lién hop s& khong c6 gbc PEG bét ky duoc gin, truc tiép hodc gian
tiép, voi PEG ¢6 khéi lwong phén tir trung binh theo khéi lwgng nhé hon khoang
6000 Dalton.

PEG thuong cé chira mot s6 monome (OCH,CH,) [hoic monome
(CH,CH,0), tuy thude vao PEG dugc dinh nghia nhu thé nao]. Nhu dung trong
ban mo ta nay, sb don vi lap dugc nhan dién béng chi s6 duéi "n" trong
"(OCH,CH,),". Do do, gia tri ctia (n) thuong nim & trong mot hoic nhiéu khoang
gid tri sau ddy: tir 2 dén khoang 3400, tir khoang 100 dén khoang 2300, tir khoang
100 dén khoang 2270, tir khoang 136 dén khoang 2050, tir khoang 225 dén khoang
1930, tr khoang 450 dén khoang 1930, tir khoang 1200 dén khoang 1930, tr
khoang 568 dén khoang 2727, tir khoang 660 dén khoang 2730, tir khoang 795
dén khoang 2730, tir khoang 795 dén khoang 2730, tir khoang 909 dén khoang
2730, va tir khoang 1200 dén khoang 1900. Dbi v6i polyme nhét dinh bét ky trong
d6 khéi lugng phan tir da duoc biét dén, c6 thé x4c dinh sb don vi lap (twc 13, "n"
bang céch chia tong khdi lugng phan tit trung binh theo khdi lugng ctia polyme

cho khéi luong phan tir ctia monome 1ap lai.

Theo mét sé phuong 4n, polyme tan trong nudce 13 polyme dugc gan mii
dau, tic 13, polyme c6 it nhit mot dau tan cing duoc gin mii bing nhém tuong
dbi tro, chiang han nhu nhém Cj. alkoxy thip hon, hoic nhém hydroxyl. Khi
polyme la PEG, vi du nhu, metoxy-PEG (thuong dugc dé cap dén dudi dang
‘mPEG) ¢6 thé dugc str dung, ma la dang mach thang ciia PEG trong d6 mot dau
tan cung cua polyme 1a nhom metoxy (—OCH;), trong khi dau tan cung kia 13

- hydroxyl hodc nhém chirc khac ma cé thé duoc cai bién hoa hoc tiy y.

Theo mot sé phuong 4n, cac polyme tan trong nude vi du bao gdm, nhung
khong giGi han &, PEG riéng r& mach thang hodc mach nhanh (dPEG) tir Quanta
Biodesign, Ltd; PEG mach théng, mach nhanh, hodac hinh chac tir Nektar
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Therapeutics; dan xuit PEG mach théng, mach nhanh, hodc hinh chit Y tu

JenKem Technology.

Theo mét s& phuong an, polypeptit IL-15 dugc md ta trong ban moé ta nay
duoc lién hgp véi polyme tan trong nudce dugce chon tir poly(alkylen glycol) chang
han nhu polyetylen glycol ("PEG"), poly(propylen glycol) ("PPG"), copolyme
cua etylen glycol va propylen glycol va dang twong tu, poly(ruou da chirc da
oxyetyl héa), poly(rugu olefinic), poly(vinylpyrolidon),
poly(hydroxyalkylmetacrylamit), poly(hydroxyalkylmetacrylat), poly(sacarit),
pdly(axit a-hydroxy), poly(ruou vinyl), polyphosphazen, polyoxazolin ("POZ"),
poly(N-acryloylmocpholin), va dang két hop cia chiing. Theo mot sd phuong an,
polypeptit IL-15 duoc lién hgp véi PEG (vi du nhu, dugc pegyl hoa). Theo mot
s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc lién hop v6i PPG. Theo mot sd phuong an,
polypeptit IL-15 duoc lién hgp véi POZ. Trong mot s trudmg hop, polypeptit IL-
15 dugc lién hgp vé1 PVP.

Trong mdt sd trudng hop, polyme tan trong nudc bao gdém polyglyxerol
(PG). Trong mot sd truong hop, polyglyxerol 12 PG siéu phan nhanh (HPG) (vi
du nhu, nhu dugc mo6 ta bdi Imran, et al. "Influence of architecture of high
molecular weight linear and branched polyglycerols on their biocompatibility and
biodistribution," Biomaterials 33:9135-9147 (2012)). Trong céac truong hop khac,
polyglyxerol 1a PG mach thang (LPG). Trong c4c truong hop khac, polyglyxerol
1a PG c6 churce ¢ gitra, PG siéu phan nhanh khdi mach thfing (vi du nhu, nhu duogc
md ta bdi Wurm et. Al., "Squaric acid mediated synthesis and biological activity
of a library of linear and hyperbranched poly(glycerol)—protein conjugates,"
Biomacromolecules 13:1161-1171 (2012)), hoac PG c6 chirc & chudi bén (vi du
nhu, nhu duoc md ta bsi Li, et. al, "Synthesis of linear polyether polyol
derivatives as new materials for bioconjugation," Bioconjugate Chem. 20:780—

789 (2009).
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Trong mot s6 trudng hop, polypeptit IL-15 dugc md ta trong ban mo ta nay
duoc lién hop véi PG, vi du nhu, HPG, LPG, PG c¢6 chirc ¢ gifta, PG siéu phin

nhanh khdi mach théng, hodc PG c¢6 chirc chudi bén.

Theo mot s6 phwong 4n, polyme tan trong nudc 1a dang thay thé PEG tong
hop o thé thoai bién. Cac dang thay thé PEG tong hop c6 thé thoai bién vi du bao
gdm, nhung khong giéi han &, poly[oligo(etylen glycol)metyl metacrylat]
(POEGMA); din xuit PEG duoc cai bién khung dugc tao ra b%mg cach polyme
hoa macromonome dua trén PEG dugc chirc hoa hai dau hoic telechelic; din XuAt
PEG bao gdm comonome cé chira lién két c6 thé thoai bién ching han nhu
poly[(etylen oxit)-co-(metylen etylen oxit)][P(EO-co-MEO)], keten axetal mach
vong chang han nhu 5,6-benzo-2-metylen-1,3-dioxepan (BMDO), 2-metylen-1,3-
dioxepan (MDO), va 2-metylen-4-phenyl-1,3-dioxolan (MPDL) dugc copolyme
hoa véi OEGMA; hodc poly-(g-caprolacton)-graft-poly(etylen oxit) (PCL-g-
PEO).

Trong mdt sb trudng hop, polypeptit IL-15 dugc md ta trong ban mo ta nay
dugc lién hop véi dang thay thé PEG téng hop c6 thé thoai bién, vi du nhu,
POEGM; din xuét PEG dugc cai bién khung dugc tao ra bang cach polyme hoa
macromonome dua trén PEG dugce chire hoa hai dau hoac telechelic; P(EO-co-
MEO); keten axetal mach vong chéng han nhu BMDO, MDO, va MPDL dugc
copolyme hoa véi OEGMA; hodc PCL-g-PEO.

Theo mot sb phuong 4n, polyme tan trong nudc c6 chira poly(ion ludng
tinh). Cac poly(ion ludng tinh) vi du bao gém, nhung khong gidi han &,
poly(sulfobetain metacrylat) (PSBMA), poly(cacboxybetain metacrylat)
(PCBMA), va poly(2-metyacryloyloxyetyl phosphorylcholin) (PMPC). Trong
mot sd trudng hop, polypeptit IL-15 duoc lién hop véi poly(ion ludng tinh) chang
han nhu PSBMA, PCBMA, hoac PMPC.

Theo mot s6 phuong 4n, polyme tan trong nuée bao gdm polycacbonat. C4c
polycacbon vi du bao gbm, nhung khong gi¢i han &, pentaflorophenyl 5-metyl-2-
oxo-1,3-dioxan-5-cacboxylat (MTC-OCsFs). Trong mot s6 trudong hop, polypeptit
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I1.-15 dugc md ta trong ban mé ta nay duge lién hop vé1 polycacbonat chang han

nhu MTC-OCst.

Theo mdt s phuong 4n, polyme tan trong nudc bao gdm thé lai polyme, vi
du nhu, thé lai polyme polycacbonat/PEG, thé lién hop polyme peptit/protein,
hodc polyme chira hydroxyl va/hodc dugc tao dan xuét bang ion ludng tinh (vi du
nhu, polyme PEG chira hydroxyl va/hodc dugc tao dan xuit bang ion ludng tinh).
Trong mot s6 trudng hop, polypeptit IL-15 duge md té trong ban mo td nay duoc
lien hop v6i thé lai polyme chang han nhu thé lai polyme polycacbonat/PEG, thé
lién hop polyme peptit/protein, hoc polyme chtra hydroxyl va/hodc dugc tao dan
xuét bang ion ludng tinh (vi du nhu, polyme PEG chira hydroxyl va/hodc dugc

tao dan xuét bang ion ludng tinh).

Theo mot s& phuong 4n, polyme tan trong nudc bao gdm polysacarit. Cac
polysacarit vi dy bao gd6m, nhung khong giéi han &, dextran, axit polysialic (PSA),
axit hyaluronic (HA), amyloza, heparin, heparan sulfat (HS), dextrin, hodc
hydroxyetyl-tinh bt (HES). Theo mdot sé phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc lién
hop véi dextran. Theo mot s6 phuong an, polypeptit IL-15 dugc lién hop v6i PSA.
Theo mdt sé phuong 4n, polypeptit IL-15 duoc lién hop véi HA. Theo mot 5O
phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc lién hop v6i amyloza. Theo mot sd phuong 4n,
polypeptit IL-15 duoc lién hop véi heparin. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit
IL-15 duoc lién hop véi HS. Theo mot sé phuong an, polypeptit IL-15 dugc lién
hop véi dextrin. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 duoc lién hop v6i HES.

Theo mdt sé phuong 4n, polyme tan trong nudc bao gdm glycan. Cdc nhém
glycan dé lam vi du bao gdém glycan duge lién két N, glycan dugc lién két O,
glycolipit, O-GlcNAc, va glycosaminoglycan. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit
IL-15 dugc lién hop vai glycan. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 duoc
lién hop vai glycan dugc lién két N. Theo mot sb phuong an, polypeptit IL.-15
duoc lién hop véi glycan dugc lién két 0. Theo mét sé phuwong 4n, polypeptit IL-
15 duoc lién hop vai glycolipit. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc
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lién hop véi O-GlcNAc. Theo mot sd phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc lién hop

véi glycosaminoglycan.

Theo mdt sé phuong 4n, polyme tan trong nudc bao gébm polyme
polyoxazolin. Polyme polyoxazolin 1a polyme téng hop mach thing, va tuong tu
voi PEG, ¢6 dd da phan tan thap. Theo mot s6 phuong 4n, polyme polyoxazolin
1a polyme polyoxazolin dugc da phan tan, dic trung & khéi lwgng phan tit trung
binh. Theo mot s phuong an, khéi luong phén ti trung binh cia polyme
polyoxazolin bao gém, vi du nhu, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000,
4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 7500, 8000, 10.000, 12.000, 20.000, 35.000,
40.000, 50.000, 60.000, 100.000, 200.000, 300.000, 400.000, hodc 500.000 Da.
Theo mot s6 phuong 4n, polyme polyoxazolin bao gdm poly(2-metyl 2-oxazolin)
(PMOZ), poly(2-etyl 2-oxazolin) (PEOZ), hodc poly(2-propyl 2-oxazolin)
(PPOZ). Theo mot sd phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc lién hop v6i polyme
polyoxazolin. Theo mot sd phuong an, polypeptit [L-15 dugc lién hgp véi PMOZ.
Theo mét sd phuong 4n, polypeptit IL-15 duoc lién hop v6i PEOZ. Theo mot 56
phuong an, polypeptit IL-15 duoc lién hgp véi PPOZ.

Theo mét sé phuong 4n, polyme tan trong nuéc bao gbdm polyme axit
polyacrylic. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc lién hop véi polyme
axit polyacrylic.

Theo mot s phuong 4n, polyme tan trong nuéc bao gébm polyamin.
Polyamin 1a polyme hitu co ¢ chita hai hodc nhiéu nhém amin bac mot. Theo
mot s6 phuong 4an, polyamin bao gdém polyamin mach nhanh, polyamin mach
thing, hoic polyamin mach vong. Theo mot sd phuong 4n, polyamin 12 polyamin
mach thing c¢6 khdi lugng phan tir thap. Céc polyamin vi du bao gdm putresxin,
cadaverin, spermidin, spermin, etylen diamin, 1,3-diaminopropan,
hexametylendiamin, tetraetylmetylendiamin, va piperazin. Theo mot sd phuong
an, polypeptit IL-15 duoc lién hgp véi polyamin. Theo mot s6 phuong én,

polypeptit IL-15 dugc lién hop voi putresxin, cadaverin, spermidin, spermin,
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etylen diamin, 1,3-diaminopropan, hexametylendiamin, tetraetylmetylendiamin,
hodc piperazin.

Lipit

Theo mot sé phuong an, gbc lién hop duge mo ta trong bén md ta ndy 13
lipit. Trong mot s trudong hop, lipit 13 axit béo. Trong mot s6 trudng hop, axit
béo 1a axit béo no. Trong céc trudng hgp khac, axit béo 1a axit béo chua no. Cac
axit béo dé 1am vi du bao gdm, nhung khong gi¢i han &, c4c axit béo c6 chira tix
khoang 6 dén khoang 26 nguyén tir cacbon, tir khoang 6 dén khoang 24 nguyén
tir cacbon, tir khoang 6 dén khoang 22 nguyén tir cacbon, tir khoang 6 dén khoang
20 nguyén tir cacbon, tir khodng 6 dén khoang 18 nguyén tir cacbon, tir khoéng
20 dén khoang 26 nguyén tir cacbon, tir khoang 12 dén khoang 26 nguyén tix
cacbon, tir khoang 12 dén khoang 24 nguyén tr cacbon, tir khoang 12 dén khoang
22 nguyén tu cacbon, tir khoang 12 dén khoang 20 nguyén tit cacbon, hodc tir
khoang 12 dén khoang 18 nguyén tir cacbon. Trong mot s6 trudng hop, lipit lién
két v&i mot hodc nhiéu protein trong huyét thanh, nhd d6 lam tang do 6n dinh

trong huyét thanh va/hogc thoi gian ban thai trong huyét thanh.

Theo mot sb phuong 4n, lipit duge lién hop véi polypeptit IL-15 dugc mo
ta trong ban mo ta nay. Trong mot s6 trudong hop, lipit 1a axit béo, vi du nhu, axit
béo no hoic axit béo chua no. Trong mot sd trudng hop, axit béo c6 tir khoang 6
dén khoang 26 nguyén tir cacbon, tir khoang 6 dén khoang 24 nguyén tir cacbon,
tir khoang 6 dén khoang 22 nguyén tr cacbon, tir khoang 6 dén khoang 20 nguyén
tir cacbon, tir khoang 6 dén khoang 18 nguyén t cacbon, tir khoang 20 dén khoang
26 nguyén tir cacbon, tir khoang 12 dén khoang 26 nguyén tir cacbon, tir khoang
12 dén khoang 24 nguyén ti cacbon, tir khoang 12 dén khoang 22 nguyén tir
cacbon, tir khoang 12 dén khoang 20 nguyén tir cacbon, hodc tlr khodng 12 dén
khoang 18 nguyén tur cacbon. Trong mot sé trudng hop, axit béo co chidu dai
khoang 6,7, 8,9, 10,11, 12,13, 14, 15,16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, hodc
26 nguyén tir cacbon. Trong mot s6 trudng hop, axit béo bao gdm axit caproic

(axit hexanoic), axit enanthic (axit heptanoic), axit caprylic (axit octanoic), axit
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pelargonic (axit nonanoic), axit capric (axit decanoic), axit undexylic (axit
undecanoic), axit lauric (axit dodecanoic), axit tridexylic (axit tridecanoic), axit
myristic (axit tetradecanoic), axit pentadexylic (axit pentadecanoic), axit palmitic
(axit hexadecanoic), axit margaric (axit heptadecanoic), axit stearic (axit
octadecanoic), axit nonadexylic (axit nonadecanoic), axit arachidic (axit
eicosanoic), axit heneicosylic (axit heneicosanoic), axit behenic (axit
docosanoic), axit tricosylic (axit tricosanoic), axit lignoxeric (axit tetracosanoic),

axit pentacosylic (axit pentacosanoic), hodc axit xerotic (axit hexacosanoic).

Theo mdt sé phuong an, thé lién hop IL-15 lipit ting cuong dd 6n dinh
trong huyét thanh va/hodc thoi gian bén thai trong huyét thanh.

Protein

Theo mot sb phuong 4n, gbc lién hop duge md ta trong ban mo ta nay la
protein hodc manh lién két cua chiing. Cac protein dé 1am vi du bao gdm albumin,
transferrin, hodc transthyretin. Theo mot ) phuong an, protein hodc méanh lién
két ctia chung c6 chtra khang thé, hodc manh lién két ctia n6. Theo mot s6 phuong
4n, thé lién hop IL-15 c6 chira protein hodc manh lién két cua chung. Theo mot
s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 ¢6 chira protein hogc manh lién két cua ching
c6 thoi gian ban thai, va/hodc do on dinh trong huyét thanh tang 1én. Theo mot sb
phuong 4n, thé lién hop IL-15 ¢6 chira protein hogc manh lién két ciia chung co
su tuong tac IL-15 véi mot hodc nhiéu tiéu don vi IL-15R/IL-2R giam di. Trong
cac trudng hop khéc, protein hodc manh lién két ctia chiing phong bé su tuong tc

IL-15 véi mot hodc nhiéu tiéu don vi IL-15R/IL-2R.

Theo mot s6 phuong 4n, gbc lién hop 1a albumin. Albumin la ho ctia protein
hinh cau tan trong nuéc. N6 thudng duge tim thdy trong huyét tuong, chiém
khoang 55-60% cua tat ca protein huyét twong. Albumin huyét thanh nguoi (HSA)
1a polypeptit c6 585 axit amin trong do cAu tric bac ba dugc chia thanh ba mién,
mién I (cac gbe axit amin 1-195), mién II (c4c gdc axit amin 196-383), va mién
111 (céc gbe axit amin 384-585). M3i mién con chira vi tri lién két, ma co thé tuong

tac theo cach cd thé ddo nguoc hodc khong thé dao nguge vaéi cac phoi tir ndi sinh
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chang han nhu céc axit béo chudi dai va chudi trung binh, bilirubin, hodc hemin,

hoac cac hop chét ngoai sinh chéng han nhu hgp chét di vong hodc thom.

Theo mot sé phuong 4an, polypeptit IL-15 dugc lién hop véi albumin. Theo
mot sd phuong 4n, polypeptit IL-15 duoc lién hgp véi albumin huyét thanh nguoi
(HSA). Trong céc truong hgp khac, polypeptit IL-15 dugc lién hop v6i manh chire

nang cua albumin.

Theo mot s phuong 4n, gbc lién hop 1a transferrin. Transferrin la
polypeptit c6 679 axit amin ma c6 kich thuéc khoang 80 kDa va c6 chira hai vi tri
lién két Fe* véi mot vi tri & mién dau tAn cung N va vi tri kia & mién dau tin cung
C. Theo mot sé phwong 4n, transferrin nguoi c6 thoi gian ban thai bang khoang

7-12 ngay.

Theo mdt sé phuong 4an, polypeptit IL-15 dugc lién hop véi transferrin.
Theo mot s6 phuong an, polypeptit IL-15 dugc lién hop v6i transferrin ngudi,
Trong céc trudng hop khac, polypeptit IL-15 dugc lién hop v6i ménh chirc nang

cua transferrin.

Theo mot s6 phuong én, gbc lién hop 1a transthyretin (TTR). Transthyretin
la protein vén chuyén nim trong huyét thanh va dich nfio tiy ma vén chuyén
hormon tuyén giap thyroxin (T4) va protein lién két retinol dugc lién két véi

retinol.

Theo mét s6 phuong an, polypeptit IL-15 dugc lién hop véi transthyretin
(thong qua mot trong s6 cac dau cubi cia n6 hodc thong qua ving ban 1& bén
trong). Theo mot sd phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc lién hop véi manh chirc

nang cua transthyretin.

Theo mét sd phuong 4n, gbc lién hop 1a khang thé, hodc cac manh lién két
ctia n6. Theo mot sb phuong 4n, khéng thé hogdc cac manh lién két ctia n6 bao gdm
khéng thé dugc lam cho gidng nguoi hogc manh lién két cua n6, khang thé chuot
hodc manh lién két cia né, khang thé kham hogc manh lién két ctia n6, khang thé
don dong hodc manh lién két cia nd, cdc manh Fab' hoa tri mdt, Fab, hoéa tri hai,

F(ab)'s, manh bién ddi don chudi (scFv), bis-scFv, (scFv),, diabody, minibody,

67



48487 68/172

nanobody, triabody, tetrabody, humabody, protein Fv dugc lam 6n dinh béng
disulfua (dsFv), khang thé don mién (sdAb), Ig NAR, khing thé lac da hoic manh
lién két cua no, khang thé dic hiéu kép hosc manh lién két cuia n6, hodc dan xut

dugc cai bién hoa hoc cta chung.

Trong mot s6 truong hop, gdc lién hgp c6 chira scFv, bis-scFv, (scFv),,
dsFv, hodc sdAb. Trong mdt s6 trudng hop, géc lién hop c6 chira scFv. Trong mot
sb truong hop, gdc lién hop c6 chira bis-scFv. Trong mot s trudmg hop, gbc lién
hop ¢6 chira (scFv),. Trong mot s6 trudong hop, gdc lién hop c6 chtra dsFv. Trong
mot sb truong hop, gbe lién hop c6 chira sdAb.

Theo mot s6 phuong an, gbc lién hop c6 chira phan Fc ctia khang thé, vi du
nhu, cia IgG, IgA, IgM, IgE, hodc IgD. Theo mdt s6 phuong 4n, gbc ndy co chira
phan Fc ctia IgG (vi du nhu, IgGy, 1gGs, hodc [gGy).

Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 duoc lién hop véi khéng thé, hoic
cac manh lién két ctia n6. Theo mot sé phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc lién hop
v6i khang thé dugc lam cho gidng ngudi hogc méanh lién két cua no6, khang thé
chudt hoac manh lién két cua no, khang thé kham hoiic manh lién két cua no,
khang thé don dong hoic manh lién két cua nd, cac manh Fab' hoa tri mot, Fab,
hoa tri hai, F(ab)';, manh bién dbi don chudi (scFv), bis-scFv, (scFv),, diabody,
minibody, nanobody, triabody, tetrabody, humabody, protein Fv duoc lam on
dinh bing disulfua (dsFv), khéng thé don mién (sdAb), Ig NAR, khang thé lac da
-hoac manh lién két cua no, khang thé dac hiéu kép hodc manh lién két cia no,
hodc dan xuat duoc cai bién hoa hoc cua ching. Trong cac truong hgp khac,
polypeptit IL-15 duogc lién hop v6i phan Fc cta khang thé. Trong cac truong hop
khéc, polypeptit IL-15 dugc lién hop véi phan Fc ctia IgG (vi du nhu, 1gGy, IgGs,
hoac [gGy).

Theo mdt s6 phuong an, polypeptit IL-15 duoc lién hop véi polyme tan
trong nude (vi du nhu, PEG) va khang thé hodc manh lién két ctia n6. Trong mot
sb truong hop, khéang thé hodc cac manh lién két ctia n6 bao gdm khang thé dugc

lam cho giéng nguoi hodc manh lién két ctia no, khang thé chudt hodc manh lién
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két ctia n6, khang thé kham hodc manh lién két cua no, khang thé don dong hoic
manh lién két cua né, cac manh Fab' hoa tri mot, Fab, héa tri hai, F(ab)'s, manh '
bién ddi don chudi (scFv), bis-scFv, (scFv),, diabody, minibody, nanobody,
triabody, tetrabody, humabody, protein Fv dugc lam 6n dinh bang disulfua (dsFv),
khang thé don mién (sdAb), Ig NAR, khang thé lac da hoic manh lién két cia no,
khang thé ddc hiéu kép hodc manh lién két ctia n6, hodc dan xuit dugc cai bién
hoa hoc cua ching. Trong mot sd trudong hop, khang thé hodic cac manh lién két
cua no6 bao gém scFv, bis-scFv, (scFv),, dsFv, hodc sdAb. Trong mdt s6 trudong
hop, khang thé hodc cdc manh lién két ctia n6 bao gdbm scFv. Trong mot sb trudng
hop, khang thé hodc manh lién két cua ching dn thé lién hop IL-15 dén té bao
dich dugc quan tAm va polyme tan trong nuéc ting cudng do 6n dinh va/hoic thoi

gian ban thai trong huyét thanh.

Trong mdt s6 trudng hop, mot hodc nhiéu thé lién hop polypeptit IL-15 —
polyme tan trong nuéc (vi du nhu, PEG) dugc lién két tiép v6i khang thé hoic cac
manh lién két ciia nd. Trong mot sb truong hop, ti 1€ cla thé lién hop IL-15 véi
khang thé lakhoang 1:1,2:1,3:1,4:1,5:1, 6:1, 7:1, 8:1,9:1, 10:1, 11:1, hodc 12:1.
Trong mét s truong hop, ti 1& ciia thé lién hop IL-15 véi khéng thé 1a khoang 1:1.
Trong cac truong hop khéc, ti 18 ctia thé lién hop IL-15 v6i khang thé 1a khoang
2:1, 3:1, hodc 4:1. Trong céc trudng hop khéc, ti 1& cta thé lién hop IL-15 véi
khang thé I khoang 6:1 hodc cao hon. |

Theo mdt s& phuong 4n, mot hodc nhiéu thé lién hop polypeptit IL-15 —
polyme tan trong nuéc (vi du nhu, PEG) dugce lién két truc tiép voi khang thé
hogic cac manh lién két ctia nd. Trong céc trudng hop khac, thé lién hop IL-15
duoc lién két gian tiép voi khang thé hoidc cac manh lién két cia n6 bang cau néi.
Céc cAu ndi dé lam vi du bao gdm cau néi hai chirc cing loai, ciu ndi hai chirc
khéc loai, cAu ndi dua trén maleimit, cau ndi vét khong, clu ndi tu sat, doan dém,

va dang tuong tu.

Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé hodc cac manh lién ket cua n6 dugce lién

két truc tiép hodc gian tiép véi phan polypeptit IL-15 cua thé lién hop polypeptit
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IL-15 — polyme tan trong nude (vi du nhu, PEG). Trong céc trudng hop nay, vi
tri lién hop ctia khang thé véi polypeptit IL-15 12 & vi tri ma khong can trd sy lién
két cua polypeptit IL-15 vé&i IL-15R. Trong céc truong hop khéc, vi tri lién hop
ctia khang thé véi polypeptit IL-15 1a & vi tri ma phong bé mot phan su lién két
cua polypeptit IL-15 v6i IL-15R. Theo cic phuong an khac, khang thé hodc cac
manh lién két ciia n6 duoc lién két truc tiép hodc gian tiép véi polyme tan trong
nuée phan cia thé lién hop polypeptit IL-15 — polyme tan trong nuéc (vi du nhu,
PEG).

Peptit

Theo mot s6 phuong 4n, gbc lién hop duge mo ta trong ban md ta nay 1a
peptit. Theo mot s6 phuong 4an, peptit 1a peptit khdng dugc tao cdu triic. Theo mot
s6 phuong 4n, polypeptit xytokin (vi du nhu, interleukin, IFN, hodc TNF) duoc
lién hop vai peptit. Theo mot sb phuong 4n, thé lién hop IL-15 c6 chira peptit ¢6
thoi gian ban thai, va/hoac do 4n dinh trong huyét thanh ting lén. Theo mot sd
phuong an, thé lién hop IL-15 ¢6 chira peptit c6 sy twong tac IL-15 v&i mot hodc
nhiéu tiéu don vi IL-15R giam di. Trong céc trudng hop khac, peptit phong bé su

tuong tac IL-15 voi mot hodc nhiéu tiéu don vi IL-15R.

Theo mot sb phuwong 4n, gdc lién hop 12 peptit XTEN™ (Amunix Operating
Inc.) va su cai bién dugc dé cap dén dudi dang su XTEN héa. Sy XTEN hoa 1a
su dung hop di truyén clia axit nucleic ma héa cho polypeptit dugc quan tim v6i
axit nucleic ma hoa cho peptit XTEN™ (Amunix Operating Inc.), peptit va nudc
khong dugc tao cAu trac dai c6 chira ti 18 phan trim khéac nhau clia sdu axit amin:
Ala, Glu, Gly, Ser, va Thr. Theo mot sb phuong én, peptit XTEN™ duoc chon
loc dua trén cac tinh chét chéng han nhu su biéu hién, do 6n dinh di truyén, do
hoa tan, tinh khang két tap, thoi gian ban thai dugce ting cudng, hiéu lyc ting 1én,
va/hodc hoat tinh in vitro tdng 1én két hop véi polypeptit dugc quan tdm. Theo
mot sd phuong 4n, polypeptit xytokin (vi du nhu, interleukin, IFN, hodc TNF)
duoc lién hop vai peptit XTEN. Theo mot s6 phwong 4n, polypeptit IL-15 dugc
lién hop vai peptit XTEN.
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Theo mdt s6 phuong 4n, gbc lién hop 1a polyme cia cing axit amin giau
glyxin (HAP) va su cai bién dugce dé cap dén dudi dang sy HAP hoa. Sy HAP hoa
1a sy dung hop di truyén ctia axit nucleic ma hoa cho polypeptit duge quan tim
voi axit nucleic ma héa cho polyme cua cung axit amin giau glyxin (HAP). Theo
mot sb phuong an, polyme HAP c6 chira md tip doan 1dp (GlyaSer), va doi khi co
chiéu dai khoang 50, 100, 150, 200, 250, 300, hoc nhidu gdc hon. Theo mot sb
phuong 4n, polypeptit xytokin (vi du nhu, interleukin, IFN, hoac TNF) duoc lién
hop véi HAP. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc lién hop véi HAP.

Theo mot s& phuong 4n, gbc lién hop 1a polypeptit PAS va su cai bién duoc
dé cap dén dudi dang sy PAS hoa. Sy PAS hoéa la sy dung hop di truyén clia axit
nucleic ma héa cho polypeptit duge quan tdm véi axit nucleic ma hoa cho
polypeptit PAS. Polypeptit PAS 1a polypeptit khong tich dién wa nude gbm ¢ cac
gbc Pro, Ala va Ser. Theo mot s6 phuong 4n, chiéu dai ctia polypeptit PAS it nhét
1a khoang 100, 200, 300, 400, 500, hodc 600 axit amin. Theo mot sb phuong an,
polypeptit xytokin (vi du nhu, interleukin, IFN, hodc TNF) duoc lién hop vai
polypeptit PAS. Theo mot sd phuong 4n, polypeptit IL-15 duoc lién hop véi
polypeptit PAS.

Theo mét s& phuong 4n, gbc lién hop 1a polypeptit gidng elastin (ELP) va
su cai bién dugc dé cap dén dudi dang sw ELP hoa. Su ELP hoa la sy dung hop
di truyén cua axit nucleic ma hoa cho polypeptit dugc quan tam v6i axit nucleic
ma hoéa cho polypeptit gidng elastin (ELP). ELP ¢ chira mo tip doan ldp VPGxG
trong do x 1a axit amin bét ky ngoai trir prolin. Theo mot sd phuong 4n, polypeptit
xytokin (vi du nhu, interleukin, IFN, hodc TNF) duoc lién hop véi ELP. Theo mdt
s6 phuong an, polypeptit IL-15 dugc lién hop vo1 ELP.

Theo mét sb phwong 4n, gbc lién hop 1a peptit CTP. Peptit CTP c6 chira
peptit c6 31 gbc axit amin FQSSSS*KAPPPS*LPSPS*RLPGPS*DTPILPQ trong
do6 S* chi vi tri O-glycosyl hoa (OPKO). Theo mot s6 phuong 4n, peptit CTP dugc
dung hop di truyén véi polypeptit xytokin (vi du nhu, polypeptit IL-15). Theo mot
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sb phuong 4n, polypeptit xytokin (vi du nhu, polypeptit IL-15) dugc lién hop v6i
peptit CTP.

Theo mét s phuong 4n, xytokin (vi du nhu, polypeptit IL-15) dugc cai bién
bang su glutamyl héa. Su glutamyl hoa (hodc su polyglutamyl hoa) 1a sur cai bién
sau dich ma c6 thé dao ngugc cua glutamat, trong d6 nhém y-cacboxy cla
glutamat tao thanh li€n két giéng peptit véi nhém amino cua glutamat ty do trong

d6 nhém a-cacboxy kéo dai thanh chudi polyglutamat.

Theo mdt s6 phuong 4n, polypeptit IL-15 duoc cai bién bang polyme
protein gidng gelatin (GLK). Theo mét s6 phuong 4an, polyme GLK ¢6 chira nhiéu
doan lap cua Gly-Xaa-Yaa trong d6 Xaa va Yaa chu yéu ¢ chira lan luot prolin
va 4-hydroxyprolin. Theo mot s6 phuong 4n, polyme GLK con chua cac gdc axit
amin Pro, Gly, Glu, Qln, Asn, Ser, va Lys. Theo mt sO phuong an, chiéu dai cta
polyme GLK 1a khoang 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 150 géc hodc |
dai hon.

Céc gbc lien hop khac

Theo mot sd phuong 4n, géc lién hop ¢6 chira chi thi sinh hoc ngoai bao.
Theo mot s6 phuong an, chi thi sinh hoc ngoai bao la khang nguyén khdi u. Theo
mot s6 phuong 4n, chi thi sinh hoc ngoai bao dé 1am vi du bao gdbm CD19, PSMA,
B7-H3, B7-H6, CD70, CEA, CSPG4, EGFRVIIL, EphA3, EpCAM, EGFR, ErbB2
(HER2), FAP, FRa, GD2, GD3, Lewis-Y, mesothelin, Mucl, Muc 16, ROR1,
TAG72, VEGFR2, CD11, Gr-1, CD204, CD16, CD49b, CD3, CD4, CDg, va
B220. Theo mét s6 phuong 4n, gbc lién hop 1a lién két hodc duoc lién hop véi IL-
15. Theo mot s& phuong én, gbc lién hgp duge dung hop di truyén, vi du nhu, &

dau tan cung N hodc déu tan cung C, cua IL-15.

Theo mot s& phuong 4n, gbc lién hop c6 chira phan t tir sy cai bién sau
dich ma. Theo mot sd phuong 4n, cac vi du vé su cai bién sau dich ma bao gom
sw myristoyl hoa, sy palmitoyl hoa, sy isoprenyl hoa (hodc sy prenyl hoa) (vi du
nhu, su farnesyl hoa hodc sy geranylgeranyl hoa), su bd sung neo GPI, su axyl

hoa (vi du nhu, sy O-axyl hoa, su N-axyl hoa, sy S-axyl hoa), su alkyl hoa (vi du
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nhu, su bd sung cac nhom alkyl ching han nhu cic nhém metyl hodc etyl), su
amit hoa, sy glycosyl héa, sy hydroxyl hoa, su iot hoa, su bd sung nucleotit, su
oxy hoéa, su phosphoryl hoa, su sucxinyl héa, sy sulfat hoa, su glycat hoa, su
cacbamyl hoa, sy glutamyl hoa, hodc sy deamit hoa. Theo mot sd phuong 4n, IL-
15 duoc cai bién béng su cai bién sau dich ma chéng han nhu sy myristoyl hoa,
su palmitoyl héa, sy isoprenyl hoa (hodc sy prenyl héa) (vi du nhu, su farnesyl
hoa hodc su geranylgeranyl hoa), su bd sung neo GPI, su axyl héa (vi du nhu, sy
O-axyl hoa, su N-axyl héa, sy S-axyl hoéa), sy alkyl hoa (vi du nhu, sy bd sung
cac nhom alkyl chéng han nhu cdc nhém metyl hodc etyl), sw amit hoa, sy glycosyl
hoa, su hydroxyl hda, su iot hoa, su bd sung nucleotit, s oxy hoa, su phosphoryl
hoéa, su sucxinyl hoa, su sulfat hoa, sy glycat héa, su cacbamyl hoa, sy glutamyl
hoa, hoac su deamit hoa. |

Cau ndi

Theo mdt sd phuong an, cidc nhoém phan tng chic hitu dung dé lién hop
hoac lién két gdc lién hop voi polypeptit IL-15 dugc mo ta trong ban m6 ta nay
bao gém, vi du nhu, cAu ndi bac khong hoac béc cao hon. Trong mot $6 trudong
hop, axit amin khong tu nhién két hop vao interleukin dugc md ta trong ban md
ta nay c6 chira nhém phan tmg chirc. Trong mot s§ trudmg hop, cau ndi c6 chua
nhom phan {mg chirc ma phan tng véi axit amin khong ty nhién két hop vao
interleukin dugc md ta trong ban mo ta nay. Trong mot s6 trudng hop, gdc lién
hop c6 chira nhém phén tmg chirc ma phan Gmg v6i axit amin khong tu nhién két
hop vao interleukin dugc mo ta trong ban mo ta nay. Trong mot sd trudong hop,
gbc lién hop c6 chira nhém phan Gmg chirc ma phéan tmg bing cau ndi (tiy ¥ gin
trudge voi peptit xytokin) duge md ta trong ban md ta nay. Theo mot s6 phuong
4n, cAu ndi c¢6 chira nhém phan (mg ma phan Umg véi axit amin ty nhién trong
polypeptit IL-15 dugc m6 ta trong ban mo ta nay. Trong mot s trudng hop, ciu
ndi bac cao hon bao gém cAu ndi hai chuc, chéng han nhu cAu ndi hai churc cung
loai hodc cau ndi hai chirc khac loai. Cac cAu ndi hai chirc cing loai vi du bao
gdbm, nhung khong gi6i han &, chdt phan tung Lomant dithiobis

(sucxinimidylpropionat) DSP, 3'3'-dithiobis(sulfosucxinimidyl — proprionat
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(DTSSP), disucxinimidyl suberat (DSS), bis(sulfosucxinimidyl)suberat (BS),
disucxinimidyl tartrat (DST), disulfosucxinimidyl tartrat (sulfo DST), etylen
glycobis(sucxinimidylsucxinat) (EGS), disucxinimidyl glutarat (DSG), N,N'-
disucxinimidyl cacbonat (DSC), dimetyl adipimidat (DMA), dimetyl pimelimidat
(DMP), dimetyl suberimidat (DMS), dimetyl-3,3'-dithiobispropionimidat
(DTBP), 1,4-di-3'-(2"-pyridyldithio)propionamido)butan (DPDPB),
bismaleimidohexan (BMH), hop chét chira aryl halogenua (DFDNB), vi du nhu
1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen hodc 1,3-difloro-4,6-dinitrobenzen, 4,4'-difloro-
3,3'-dinitrophenylsulfon (DFDNPS), bis-[p-(4-azidosalixylamido)etyl]disulfua
(BASED), focmaldehyt, glutaraldehyt, 1,4-butandiol diglyxidyl ete, axit adipic
dihydrazit, cacbohydrazit, o-toluidin, 3,3'-dimetylbenzidin, benzidin, o,o'-p-
diaminodiphenyl, axit diiodo-p-xylen sulfonic, N,N'-etylen-bis(iodoaxetamit),

hoic N,N'-hexametylen-bis(iodoaxetamit).

Theo mot sd phuong 4n, cAu ndi hai chirc bao gdm cAu ndi hai chirc khac
loai. Cac cdu ndi hai chirc khéc loai vi du bao gom, nhung khong gi6i han 6, cau
ndi chéo phan tng amin va sulthydryl ching han nhu N-sucxinimidyl 3-(2-
pyridyldithio)propionat (sPDP), N-sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionat
mach dai (LC-sPDP), N-sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio) propionat mach dai tan
trong nudc  (sulfo-LC-sPDP), sucxinimidyloxycacbonyl-a-metyl-o-(2-
pyridyldithio)toluen (sMPT), sulfosucxinimidyl-6-[a-metyl-a-(2-
pyridyldithio)toluamido Jhexanoat (sulfo-LC-sMPT), sucxinimidyl-4-(N-
maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sMCC), sulfosucxinimidyl-4-(N-
maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sulfo-sMCC), m-maleimidobenzoy!l-
N-hydroxysucxinimit este (MBs), m-maleimidobenzoyl-N-
hydroxysulfosucxinimit este (sulfo-MBs), N-sucxinimidyl(4-
iodoaxetyl)aminobenzoat (sIAB), sulfosucxinimidyl(4-iodoaxetyl)aminobenzoat
(sulfo-sIAB), sucxinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat (sMPB),
sulfosucxinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat (sulfo-sMPB), N-(y-
maleimidobutyryloxy)sucxinimit este (GMBs), N-(y-

maleimidobutyryloxy)sulfosucxinimit ~este (sulfo-GMBs), sucxinimidyl 6-
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((iodoaxetyl)amino)hexanoat (sIAX), sucxinimidyl 6-[6-
(((iodoaxetyl)amino)hexanoyl)aminolhexanoat ~ (SIAXX), sucxinimidyl 4-
(((iodoaxetyl)amino)metyl)xyclohexan-1-cacboxylat (SIAC), sucxinimidyl 6-
((((4-iodoaxetyl)amino)mety1)xyclohexan-1-cacbonyl)amino) hexanoat
‘(sIACX), p-nitrophenyl iodoaxetat (NPIA), cdu nbi chéo phan ting cacbonyl va
phan ung sulfhydryl chang han nhu axit 4-(4-N-maleimidophenyl)'butyric
hydrazit (MPBH), 4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxyl-hydrazit-8
(M,C,H), 3-(2-pyridyldithio)propionyl hydrazit (PDPH), phan tmg amin va phan
ung anh sang cdu nbi chéo ching han nhu axit N-hydroxysucxinimidyl-4-
azidosalixylic (NHs-AsA), axit N-hydroxysulfosucxinimidyl-4-azidosalixylic
(sulfo-NHs-AsA),  sulfosucxinimidyl-(4-azidosalixylamido)hexanoat ~ (sulfo-
NHs-LC-AsA), sulfosucxinimidyl-2-(p-azidosalixylamido)etyl-1,3'-
dithiopropionat (sAsD), N-hydroxysucxinimidyl-4-azidobenzoat (HsAB), N-
hydroxysulfosucxinimidyl-4-azidobenzoat (sulfo-HsAB), N-sucxinimidyl-6-(4'-
azido-2'-nitrophenylamino)hexanoat (SANPAH), sulfosucxinimidyl-6-(4'-azido-
2'-nitrophenylamino)hexanoat (sulfo-sANPAH), N-5-azido-2-
nitrobenzoyloxysucxinimit ~ (ANB-NOs),  sulfosucxinimidyl-2-(m-azido-o-
nitrobenzamido)-etyl-1,3'-dithiopropionat (sSAND), N-sucxinimidyl-4(4-
azidophenyl)1,3'-dithiopropionat (SADP), N-sulfosucxinimidyl(4-azidophenyl)-
1,3'-dithiopropionat (sulfo-sADP), sulfosucxinimidyl 4-(p-azidophenyl)butyrat
(sulfo-sAPB), sulfosucxinimidyl 2-(7-azido-4-metylcoumarin-3-axetamit)etyl-
1,3'-dithiopropionat (SAED), sulfosucxinimidyl 7-azido-4-metylcoumain-3-
axetat (sulfo-sSAMCA), p-nitrophenyl diazopyruvat (pNPDP), p-nitrophenyl-2-
diazo-3,3,3-trifloropropionat (PNP-DTP), cau ndi chéo phan tmg sulthydryl va
phan  Gng 4nh  sang chang han  nhul-(p-azidosalixylamido)-4-
(iodoaxetamido)butan (AsIB), N-[4-(p-azidosalixylamido)butyl]-3'-(2'-
pyridyldithio)propionamit (APDP), benzophenon-4-iodoaxetamit, benzophenon-
4-maleimit cAu ndi chéo phan tmg cacbonyl va phan tmg 4nh sang chang han nhu
p-azidobenzoyl hydrazit (ABH), cAu ndi chéo phan ting cacboxylat va phan tmg

anh sang chang han nhu 4-(p-azidosalixylamido)butylamin (AsBA), va cau ndi
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chéo phan Gng arginin va phan Ung anh sang ching han nhu p-azidophenyl

glyoxal (APG).

Trong mét s6 trudng hop, nhém chirc phan ting bao gbém nhém ua nhan ma
phan Ung v6i nhom wva dién tr ¢6 mét trén gbc lién két (vi du nhu, trén gbc lién
hop hogc trén IL-15). Cac nhom wa dién ti dé 1am vi du bao gdm cac nhém
cacbonyl — chéng han nhu aldehyt, keton, axit cacboxylic, este, amit, enon, axyl
halogenua hodc axit anhydrit. Theo mot s6 phuong 4n, nhém chire phan tmg 1a
aldehyt. Cac nhom wa nhén dé 1am vi du bao gém hydrazit, oxim, amino, hydrazin,
thiosemicacbazon, hydrazin cacboxylat, va arylhydrazit. Theo mot sd phuong 4n,
axit amin khong tu nhién két hop vao interleukin dugc mo ta trong ban mo ta nay
c6 chira nhém uva dién tu.

Theo mot sb phuong an, cAu nbi 12 cAu ndi c6 thé phén tach dugc. Theo mot
s6 phuong 4n, cAu nbi c6 thé phan tich 1a cau nbi dipeptit. Theo mot sd phuong
4n, cAu ndi dipeptit 1a valin-xitrulin (Val-Cit), phenylalanin-lysin (Phe-Lys),
valin-alanin (Val-Ala) va valin-lysin (Val-Lys). Theo mot s& phuong 4n, cau ndi

dipeptit 12 valin-xitrulin.

Theo mdt sb phuong an, cAu nbi 1a cdu ndi peptit ¢6 chira, vi du nhu, it nhét
1a2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, hodc nhiéu axit
amin hon. Trong mdt sd truong hop, cau ndi peptit c6 chtra nhiéu nhét 12 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10,11,12, 15,20, 25,30, 35, 40, 45, 50, hodc it axit amin hon. Trong
cac truong hop khéc, clu ndi peptit ¢6 chira khoang 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 11,
12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, hoac 50 axit amin.

Theo mot sb phuong 4n, cAu ndi c6 chua gdc cAu ndi ty sat. Theo mot sd
phuong 4n, gbe cau nbi tu sat bao gdm rugu p-aminobenzyl (PAB), p-
aminobenzyoxycacbonyl (PABC), hoédc dAn xuét hodc chét twong tu cla chung.
Theo mot s& phuong 4n, cAu ndi ¢6 chira gbe cau nbi dipeptit va gbc cau nbi tu
sat. Theo mot sb phuong an, gdc ciu ndi tu sat 1a nhu duge mo ta trong Bang Séng

Ché My S6 9089614 va Don WIPO S6 W02015038426.
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Theo mot s6 phuong 4an, ciu noi ¢6 thé phan tach 1a glucuronit. Theo mot
s6 phuong 4n, cau nodi c6 thé phan tach 1a cau ndi ¢6 the phén tach bang axit. Theo
mot s6 phuong 4n, cau noi ¢ thé phan tach bang axit la hydrazin. Theo mot sd

phuong an, cau noi c6 thé phan tach 1a cau noi c6 the khir duge.

Theo mot s phuong 4n, ciu ndi c6 chira nhém maleimit. Trong mot sb
truong hop, nhém maleimit con duge dé cap dén dudi dang doan dém maleimit.
Trong mot sé trudng hop, nhom maleimit con chira axit caproic, tao thanh
maleimidocaproyl (mc). Trong mot s6 trudng hop, cdu ndi co6 chira
maleimidocaproyl (mc). Trong mot sé trudng hop, cau ndi 13 maleimidocaproyl
(mc). Trong cac truong hop khac, nhéom maleimit bao gdbm nhém
maleimidomety]l, chang han nhu sucxinimidyl-4-(N-
maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sSMCC) hodc sulfosucxinimidyl-4-

(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (sulfo-sMCC) dugc md ta ¢ trén.

Theo mdot sb phuong an, nhém maleimit 1a maleimit ty lam 6n dinh. Trong
mot sb trudng hop, maleimit ty 1am 4n dinh stir dung axit diaminopropionic (DPR)
dé két hop nhom amino bazo lién k& v6i maleimit dé tao ra sy xic tac ndi phén tur
ctia su thuy phéan vong tiosucxinimit, nho d6 loai trir maleimit khoi trai qua phan
tmg loai trir thong qua phan Ung retro-Michael. Trong mot s6 truong hop,
maleimit ty 1am dn dinh 12 nhém maleimit dugc md ta trong Lyon, et al., "Self-
hydrolyzing maleimides improve the stability and pharmacological properties of
antibody-drug conjugates," Nat. Biotechnol. 32(10):1059-1062 (2014). Trong mot
) truong hop, ciu ndi ¢6 chira maleimit ty 1am 6n dinh. Trong mot sb trudong
hop,’ cAu ndi 12 maleimit tu 1am 6n dinh.

Héba hoc lién hop

Cac phan @ng lién hop khac nhau dugc st dung dé lién hop cau ndi, goc
lién hop, va axit amin khong tu nhién két hop vao polypeptit IL-15 duge mod ta
trong ban mo ta nay. Céc phan ng lién hop nay thuong tuong hop vai diéu kién
trong nudc, ching han nhu phéan Gng "truc giao sinh hoc". Theo mot s6 phuong

an, phan tng lién hop dugc lam trung gian bing cac chit phan tmg héa hoc ching
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han nhu chét xuc tac, anh sang, hodc nhom phan tmg héa hoc dugc tim théy trén
cAu ndi, géc lién hop, hodc axit amin khong ty nhién. Theo mot s6 phuong én,
phan tng lién hop duogc lam trung gian bang enzym. Theo mot sd phuong 4n,
phan tmg lién hop dugc sir dung trong ban mo ta nay dugc md ta trong Gong, Y.,
Pan, L. Tett. Lett. 2015, 56, 2123. Theo mot s6 phuong 4n, phan tng lién hop
duoc st dung trong ban mo ta nay dugc mo ta trong Chen, X.; Wu. Y-W. Org.
Biomol. Chem. 2016, 14, 5417.

Theo mot s6 phwong dn duge md ta trong ban mo ta nay, phan tmg lién hop
bao gdm phan tng cta keton hodc aldehyt véi chét wa nhan. Theo mét s6 phuong
an, phan tng lién hop bao gdm phan mg cia keton v6i nhom aminoxy dé tao
thanh oxim. Theo mot s phuong an, phan tng lién hop bao gbm phan tmg ctia
keton véi nhom aryl hodc heteroaryl amin dé tao thanh imin. Theo mot sb phuong
an, phan Ung lién hgp bao gdbm phan mg cua aldehyt voi nhom aryl hozc
heteroaryl amin dé tao thanh imin. Theo mot s6 phuong 4n, phan tmg lién hop
duoc md ta trong ban mo ta nay dan dén polypeptit IL-15 c6 chira cau nbi hoic
gbc lién hop duoc gin thong qua oxim. Theo mot s6 phuong 4n, phan tng lién
hop bao gdm phén (mg Pictet-Spengler ctia aldehyt hogc keton v6i chat ua nhan
tryptamin. Theo mot s6 phuong 4n, phan Ung lién hop bao gébm phan tng
hydrazino-Pictet-Spengler. Theo mdt sd phuong 4n, phan tng lién hop bao gdém

phéan Ung ndi Pictet-Spengler.

Theo mét s6 phuong an duge md ta trong ban md ta ndy, phan tmg li€n hop
dugc mo ta trong ban md ta nay bao gdm phan mg cta azit va phosphin (phan
g ndi Staudinger). Theo mot s6 phuong 4n, phosphin 1a aryl phosphin. Theo
mot sd phuong 4n, aryl phosphin c6 chira nhém ortho este. Theo mot sd phuong
an, phosphin ¢ chira ciu tric metyl 2-(diphenylphosphaneyl)benzoat. Theo mot
s6 phuong 4n, phan Umg lién hop dwgc mo té trong ban mo ta nay dan dén
polypeptit IL-15 ¢6 chira cau ndi hodc gdc lién hop duoc gan thong qua arylamit.
Theo mot sé phuong an, phan tmg lién hop duge mo ta trong ban md ta nay dan

dén polypeptit IL-15 c6 chira cAu ndi hodic gbe lién hop dugc gin thong qua amit.
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Theo mét sé phuong 4n dugc mo ta trong ban md ta nay, phan tng li€n hop
dugc md ta trong ban md ta nay bao gdm phan tmg cong vong hai cyc 1,3. Theo
mot s6 phuong 4n, phan ing cdng vong hai cuc 1,3 bao gdm phan Ung cua azit va
phosphin (phan tmg "Click”). Theo mot sé phuong 4n, phan tng lién hop duoc
xuc téc bang dong. Theo mot sd phuong 4n, phan tng lién hop duge mo ta trong
ban md ta ndy dan dén polypeptit IL-15 ¢6 chira cau ndi hoic gbc lién hop duge
gin thong qua triazol. Theo mot sd phuong 4n, phan tGng lién hop duge md ta
trong ban mo ta nay bao gdm phan mg cta azit v6i olefin bi kéo cing. Theo mot
s6 phuong 4n, phan tmg lién hgp dugc md ta trong ban mo ta nay bao gdm phan
g cua azit v6i alkyn bi kéo cang. Theo mot sd phuong 4n, phan tng lién hgp
duoc mo ta trong ban md ta nay bao gbém phan tng cia azit véi xycloalkyn, vi du
nhu, OCT, DIFO, DIFBO, DIBO, BARAC, TMTH, hodc xycloalkyn bi kéo ciang
khéc, cdu tric cua chung dugc thé hién trong Gong, Y., Pan, L. Tett. Lett. 2015,
56, 2123. Theo mot s6 phuong 4n, phan tmg cdng vong hai cuc 1,3 duge xic tac
bang anh sang ("click anh sang"). Theo mot s phuong 4n, phan tng lién hop
duoc mo ta trong ban mo ta nay bao gdém phan mg ctia nhom alyl dau tan cung
véi tetrazol va anh sang. Theo mot sd phwong 4n, phan tmg lién hop duoc mo ta
trong ban md ta nay bao gbm phén tng cia nhom alkynyl dau tn cing véi tetrazol
va anh sang. Theo mot s6 phuong 4n, phéan tng lién hgp duge mo ta trong ban md
t4 nay bao gdm phan tmg ctia O-alyl axit amin véi tetrazin va anh sang. Theo mot
s6 phuong 4n, phan (mg lién hop duge m6 ta trong ban mo ta ndy bao gdm phan

g ctia O-alyl tyrosin voi tetrazin va dnh sang.

Theo mot sd phuong 4n duge mo ta trong bin mo ta ndy, phan ing lién hop
dugc md ta trong ban md ta nay bao gdm phan tmg cong vong nhu cau dién tir
nghich dao c6 chtra dien va dienophil. Theo mot s phuong 4n, dien bao gbm
tetrazin. Theo mot sé phuong 4n, dienophil bao gbm alken. Theo mot sd phuong
an, dienophil bao gdm alkyn. Theo mot sd phuong 4n, alkyn 1a alkyn bi kéo cing.
Theo mot s6 phuong 4n, alken la dien bi kéo cdng. Theo mot s6 phuong 4n, alkyn
la trans-xyclooctyn. Theo mot s6 phuong 4n, alkyn 1a xycloocten. Theo mot 56

phuong 4n, alken 1a xyclopropen. Theo mot s6 phuong 4n, alken la
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floroxyclopropen. Theo mot s6 phuong 4n, phan {mg lién hgp dugc mo ta trong
ban mo ta nay dan dén su tao thanh cua polypeptit IL-15 gin vao cau ndi hozc
gbc lién hop thong qua di vong clia vong 6 canh c6 chira hai nguyén tir nito ¢

trong vong.

Theo mdt sd phuong an dugce md ta trong ban mo td ndy, phén tmg lién hop
dugc mo ta trong ban md ta nay bao gdm phén tng trao dbi olefin. Theo mot sb
phuong 4n, phan tng lién hop duoc mo ta trong ban md ta ndy bao gdm phan tmg
ctia alken va alkyn véi chét xtc téc ruteni. Theo mot sd phuong 4n, phén ng lién
hop dugce mo ta trong ban mo ta nay bao gbm phan tmg cua hai alken véi chit xuc
tac ruteni. Theo mot s6 phuong 4n, phéan tmg lién hop duge mo ta trong ban md
t4 nay bao gém phan ung cua hai alkyn véi chit xtc tac ruteni. Theo mot s6
phuong an, phan tmg lién hop duoc md ta trong ban m6 ta nay bao gbm phan ting
cua alken hoac alkyn véi chét xuc tac ruteni va axit amin ¢6 chira nhém alyl. Theo
mot s6 phuong 4n, phan (mg lién hop dugc md ta trong bdn mo ta ndy bao gbém
phan ung cta alken hodc alkyn v6i chét xuc tac ruteni va axit amin c6 chia alyl
sulfua hodc selenua. Theo mot ) phuong an, chét xtic tac ruteni 12 chét xtc tac
thé hé thir 2 Hoveda-Grubbs. Theo mot sd phuong 4n, phan ung trao d6i olefin

bao gém phan tng cua mot hodc nhiéu alken hoic alkyn bi kéo cang.

Theo mot sb phuong 4n duge md ta trong ban mo ta nay, phan tng lién hop

dugc mo ta trong ban mo ta nay bao gdm phan (mg cdng vong (4+2+ véi alken.

Theo mdt sb phuong 4n duge md ta trong ban mo ta nay, phan tng lién hop
duoc mo ta trong ban md ta nay bao gdém phan tng ghép néi chéo. Theo mot sb
phuong an, phan tng ghép ndi chéo c6 chira cht xtc tac kim loai chuyén tiép,
chéng han nhu iridi, vang, ruteni, rodi, paladi, niken, platin, hoic chét xuc tac kim
loai chuyén tiép khac va mot hodc nhiéu phdi tir. Theo mot sd phuong 4n, chét
xuc tac kim loai chuyén tiép tan trong nudc. Theo mot s6 phuong an dugc md ta
trong ban mo t& ndy, phan ung lién hgp dugc mo ta trong ban mo ta nay bao gém
phan Ung ghép ndi chéo Suzuki-Miyaura. Theo mot sd phuong an dugc md ta

trong ban md ta ndy, phan tng lién hop duge md ta trong ban mo ta ndy bao gdm
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phan tng cla aryl halogenua (hodc triflat, hodc tosylat), axit aryl hodc alkenyl
boronic, va chat xuc tac paladi. Theo mot s6 phuong 4n dugc md ta trong ban md
ta ndy, phan tmg lién hgp dugc mo ta trong ban mo ta nay bao gbm phan tmg ghép
ndi chéo Sonogashira. Theo mot sd phuong 4n dugc mo ta trong ban md ta nay,
phan tng lién hgp duge mo ta trong ban mo ta nay bao gdm phan tmg cua aryl
halogenua (hodc triflat, hodc tosylat), alkyn, va chét xtc tac paladi. Theo mot sd
phuong an, phan tmg ghép ndi chéo din dén sy gin cia ciu nbi hoic gbc lién hop

va4i polypeptit IL-15 thong qua lién két cacbon-cacbon.

Theo mét sé phuong an dugc md ta trong ban mo ta nay, phan tmg lién hop
duoc mo ta trong ban md ta nay bao gdm phan tmg khtt bdo vé hodc “giai phong
khéi rang budc” ctia nhém phén tng trudce khi lién hgp. Theo mot s6 phuong 4n,
phan (mg lién hop dugc mo ta trong ban mo ta nay bao gom viéc gidi phong khoi
rang budc ctia nhom phan img bang anh s4ng, sau d6 1a phan tng lién hop. Theo
mot sd phuong 4n, nhom phan tmg duge bao vé bang gbc aralkyl c6 chitra mot
hodc nhiéu nhém nitro. Theo mot s6 phuong 4n, viéc giai phong khoi rang budc
ctia nhém phan tmg dan dén nhém phan ing amin, sulfua ty do, hodc nhém phan
ung khéac. Theo mot sb phuong 4n, phan tng lién hop duge mo ta trong ban md
ta nay bao gém viéc gidi phong khoi rang bugc cua nhom phéan img bing chét xic
tac kim loai chuyén tiép, sau d6 1a phan ng lién hop. Theo mot s6 phuong 4n,
chét xtc tac kim loai chuyén tiép c6 chira paladi va mot hoac nhiéu phdi tir. Theo
mot s6 phuong 4n, nhém phan ung dugce bao vé bang gbc alyl. Theo mot s6
phuong 4n, nhom phan ung dugc bao vé bang alylic cacbamat. Theo mot 5O
phuong 4n, nhém phan tmg dugc bao vé bang gbc propargylic. Theo mot s&
phuong an, nhém phan tmg dugc bao vé bing propargyl cacbamat. Theo mot sd
phuong 4n, nhom phan tng dugc bao vé bang dienophil, trong d6 sy tiép xtc véi
dien (chéng han nhu tetrazin) dan dén su khtr bao vé ctia nhom phan tmg.

Theo mot s6 phuong dn duge md ta trong ban mo ta nay, phan ng lién hop
duoc mo ta trong ban md ta ndy bao gdm phan tmg dugc dinh hudng bang phbi
tu, trong do phdi tir (tuy ¥) gan véi nhom phan tng) 1am thuan loi cho vi tri lién
hop gitta nhom phén tmg va polypeptit IL-15. Theo mot sd phuong 4n, phdi tir
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duoc phan tach trong hodc sau phan tmg cua polypeptit IL-15 bang nhém phan
ung. Theo mot sb phuong 4n, vi tri lién hgp ctia polypeptit IL-15 13 axit amin tu
nhién. Theo mot s phuong 4n, vi tri lién hop cia polypeptit IL-15 1a lysin,
xystein, hodc serin. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri lién hgp cua polypeptit IL-15
la axit amin khong tu nhién dugc mo ta trong ban mo ta nay. Theo mot s6 phuong
an nhom phan tng bao gdm nhém roi chuyén, ching han nhu nhém aryl hoic
heteroaryl ngheo dién ti. Theo mot s6 phuong 4n nhém phan tng bao gdm nhém
roi chuyén, ching han nhu nhém alkyl ngheo dién tir ma duoc thay thé bang
polypeptit IL-15. Theo mot s6 phuong 4n, phan (mg lién hop duge mo ta trong
ban md ta ndy bao gdm phan (g cua tac nhan bay gbc véi loai gbc. Theo mot s6
phuong 4n, phan tng lién hop duge mo ta trong ban md ta nay bao gbém phan tng
cong gdc oxy hoa. Theo mot s6 phuong 4n, tc nhan biy gbc 12 arylamin. Theo
mot sd phuong 4n, loai gbc 1a gde tyrosyl. Theo mot s& phuong 4n, loai gbc dugc

tao ra bang chét xic tac ruteni (chang han nhu [Ru(bpy);]) va 4nh sang.

Phan ung enzym tuy y duge sir dung cho phan mg lién hop duge mo ta
trong ban mo ta nay. Su lién hop enzym dé 1am vi du bao gdm su lién hgp qua
trung gian SortA, sy lién hop qua trung gian TGs, hodc sy lién hop qua trung gian
FGE. Theo mét sé phuong an, phan tng lién hop dugc mé ta trong ban mo ta nay
bao gdm su ndi protein ty nhién (NPL) ctia nhém 1-amino-2-thio dau tan cing

véi thioeste dé tao thanh lién két amit.

Céac phan tng lién hop khac nhau duge mo ta trong ban mo ta nay dé cho
cau ndi hoidc gbce lién hgp phan (mg véi polypeptit IL-15, trong d6 phan ing xay
ra v6i axit amin tw nhién ("chinh tic") trong polypeptit IL-15. Theo mot s6 phuong
an, axit amin tu nhién dugc tim théy & vi tri lién hop dugce tim théy trong trinh ty
dang tu nhién, hodc theo cach khéc vi tri da dugc dot bién. Theo mdt sb phuong
an, phan tng lién hop bao gbm su tao thanh cta lién két disulfua & gbc IL-15.
Theo mot sb phuong 4n, phan tng lién hop bao gd6m phan ting cdng 1,4 Michael
cua xystein hodc lysin. Theo mdt s6 phuong 4n, phan tng lién hop bao gbm sy
ndi xyanobenzothiazol cua IL-15. Theo mot s6 phuong 4n, phan g lién hop bao

gdm viéc lién két chéo v6i goc axeton, chang han nhu 1,3-dicloro-2-propionon.
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Theo mot s6 phuong 4n, phan mg lién hop bao gdm su cong 1,4 Michael vao
dehydroalanin, duoc tao thanh bang phan Ung cla xystein voi O-
mesitylensulfonylhydroxylamin. Theo mot s6 phuong 4n phan tng lién hop bao
gom phan mg cla tyrosin voi triazolindion (TAD), hogc dan xuét TAD. Theo
mot sd phuong an phén tmg lién hop bao gdm phén tmg cla tryptophan v6i rhodi

cacbenoit.
Phuong phap st dung
Bénh hoic tinh trang bénh ting sinh

Theo mot s& phuong 4n, duge md ta trong ban mo td nay 1a phuong phap
didu tri bénh hodc tinh trang bénh ting sinh & ddi tugng can diéu tri, ma bao gom
viéc dung cho ddi tuong lugng hitu higu dé diéu tri ctia thé lign hop IL-15 dugc
mo ta trong ban mo ta nay. Theo mot sd phuong 4n, thé lién hop IL-15 ¢6 chua
polypeptit IL-15 da dugc phéan lap va da dugce tinh ché va gbc lién hop, trong do
thé lién hop IL-15 ¢6 4i luc giam di véi tiéu don vi thy thé IL-15 o (IL-15Ra) so
voi polypeptit IL-15 dang tu nhién. Theo mot s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15
c¢6 chua polypeptit IL-15 dd dugc phan lap va da duge tinh ché; va gbc lién hop
ma lién két voi polypeptit IL-15 da dugc phéan 1ap va da dugc tinh ché tai vi tri
axit amin dugc chon tir N1, W2, V3, N4, 16, S7, D8, K10, K11, E13, D14, L15,
Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23, T24, L25, Y26, T27, E28, 529, D30, V31,
H32, P33, S34, C35, K36, V37, T38, A39, K41, L44, L45, B46, Q48, V49, 551,
.52, E53, S54, G55, D56, A57, S58, H60, D61, T62, V63, E64, N65, 167, 168,
169, N71, N72, S73, L74, 875, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84,
C85, K86, E87, C88, E89, E90, 191, E92, E93, K94, N95, 196, K97, E98, L100,
Q101, S102, V104, H105, Q108, M109, F110, 111, N112, T113, va S114, trong
do viéc danh s ciia cic gbc axit amin twong tng véi SEQ ID NO: 1. Theo mdt sd
phuong an, thé lién hop IL-15 c6 chira polypeptit IL-15 da dugc phén 1ap va da
duoc tinh ché; va gbc lién hgp ma lién két v6i polypeptit IL-15 da dugc phén 1ap
va da dugc tinh ché tai vi trf axit amin dugc chon tir N1, W2, V3, N4, 16, S7, D8,
K10, K11, E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23, T24, L25, Y26,
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E28, $29, D30, V31, H32, P33, S34, C35, K36, V37, T38, K41, L44, E46, Q48,
V49, S51, 152, ES3, S54, G55, D56, A57, S58, H60, D61, T62, V63, E64, N65,
167, 168, 169, N71, N72, S73, L74, S75, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E82,
S83, G84, C85, K86, E87, C88, E89, E90, L91, E92, E93, K94, N95, 196, K97,
£98, 1100, Q101, S102, V104, H105, Q108, M109, F110, I111, N112, T113, va
S114.

Theo mot s6 phwong 4n, thé lién hop IL-15 uu tién twong tac véi cac tiéu
don vi IL-15Rf va IL-15RBy dé tao thanh phirc hop IL-15/IL-15RBy. Theo mot
s6 phuong an, phttc hop IL-15/IL-15RBy kich thich va/hodc tang cudng sy mo
rong cua té bao Teff (vi du nhur, té bao Teff CD8") va/hoic té bao NK. Trong céc
truong hop khac, sy mé rong cua t& bao Teff 1am léch ti 16 Teff:Treg vé phia quan
thé Teff.

Theo mot sb phuong an, bénh hodc tinh trang bénh tang sinh 12 bénh ung
thu. Theo mot sé phuong an, bénh ung thu 1a khdi u rin. Theo mdt sb phuong 4n,
thé lién hop IL-15 dugc md ta trong ban md ta ndy dugc dung cho dbi tuong can
diéu tri, dé diéu tri khéi u ran. Trong cac truong hop nay, débi tuong méc bénh ung
thu bang quang, bénh ung thu xuong, bénh ung thu ndo, bénh ung thu vi, bénh
ung thu dai tryc trang, bénh ung thu thue quan, bénh ung thu mét, bénh ung thu
dau va co, bénh ung thu than, bénh ung thu phéi, u melanin, bénh ung thu buéng
tring, bénh ung thu tuy, hodc bénh ung thu tuyén tién liét. Theo mot sb phuong
4n, thé lién hop IL-15 dugc dung cho ddi tuong dé diéu tri bénh ung thu bang
quang. Theo mot s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 dugc dung cho dbi tuong dé
diéu tri bénh ung thu vi. Theo mot s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 dugc dung
cho dbi tugng dé diéu tri bénh ung thu dai tryc trang. Theo mot s6 phuong én, thé
lién hgp IL-15 dugce dung cho déi tuong dé diéu tri bénh ung thu thyc quan. Theo
mot sd phuong 4an, thé lién hop IL-15 dugc dung cho dbi tuong dé diéu tri bénh
ung thu dau va ¢d. Theo mot s6 phuong én, thé lién hop IL-15 dugce dung cho doi
tuong dé didu tri bénh ung thu than. Theo mot s phuong 4n, the lién hop IL-15
duoc dung cho dbi tuong dé diéu tri bénh ung thu phoi. Theo mot s6 phuong 4n,

thé lién hop IL-15 dugce dung cho dbi tuong dé diéu tri u melanin. Theo mot $6
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phuong an, thé lién hop IL-15 dugc dung cho d6i twgng dé diéu tri bénh ung thur
budng trimg. Theo mot s6 phuong an, thé lién hop IL-15 duge dung cho ddi tuong
dé diéu tri bénh ung thu tuy. Theo mot sd phuong 4n, thé lién hop IL-15 duoc
dung cho d6i tuong dé diéu tri bénh ung thu tuyén tién liét. Theo mot sb phuong
an, thé lién hop IL-15 duoc dung cho déi twong dé diéu tri bénh ung thu di can.
Trong cac truong hop khac, thé lién hop IL-15 duge dung cho d6i tuong dé didu
tri bénh ung thu tai phat hodc kho chira.

Theo mét s6 phwong 4n, bénh ung thu 1a bénh ly huyét hoc 4c tinh. Theo
mot sd phuong an, thé lién hop IL-15 dugc md ta trong ban mo ta nay duoc dung
cho dbi tuong can diéu tri, dé diéu tri bénh ly huyét hoc ac tinh. Theo mdt $O
phuong 4n, ddi twong méc bénh bach cu té bao lympho man tinh (CLL), u
lympho té bao lympho nho (SLL), u lympho thé nang (FL), u lympho té bao B
16n lan téa (DLBCL), u lympho té bao vé (MCL), bénh tang globulin dai phan tr
Waldenstrom, da u tiy, u lympho té bao B vung ria ngoai hach, u lympho té bao
B vung ria hach, u lympho Burkitt, u lympho té bao B cp cao khong Burkitt, u
lympho té bao B nguyén phat tai trung that (PMBL), u lympho té bao 16n nguyén
bao mién dich, u lympho nguyén bao lympho B tién than, bénh bach cdu tién
lympho bao té bao B, u lympho twong bao lympho, u lympho ving ria cta lach, u
tily twong bao, u tuong bao, u lympho té bao B 16n trung that (tuyén tc), u lympho
té bao B 16n trong mach, u lympho tran dich nguyén phét, hodc u hat dang lympho.
Theo mdt sb phuong an, thé lién hop IL-15 duge dung cho déi tuong dé diéu tri
CLL. Theo mot s& phuong 4n, thé lién hop IL-15 dugc dung cho dbi tuong dé
diéu tri SLL. Theo mot ) phuong an, thé lién hop IL-15 dugc dung cho d6i tuong
dé didu trj FL. Theo mot sé phuong 4n, thé lién hop IL-15 dugc dung cho doi
tugng dé didu tri DLBCL. Theo mdt s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 dugc dung
cho déi tuong dé didu tri MCL. Theo mot s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 dugc
dung cho déi twong dé didu tri bénh tang globulin dai phan tir Waldenstrom. Theo
mot s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 dugc dung cho d6i tuong dé diéu tri dau
tuy. Theo mot sd phuong 4n, thé lién hop IL-15 dugc dung cho d6i tuong dé didu
tri u lympho Burkitt. Theo mot sd phuong é4n, thé lién hop IL-15 dugce dung cho
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dbi tuong dé diéu tri bénh Iy huyét hoc 4c tinh di can. Trong cac truong hop khiéc,
thé lién hop IL-15 dugce dung cho dbi tuong dé diéu tri bénh ly huyét hoc ac tinh
tai phat hodc kho chira.

Theo mét s& phuong 4an, téc nhan tri liéu bd sung dugc dung thém cho déi
tuong. Theo mot sd phuong 4n, téc nhan tri liéu bd sung dugc ding ddng thoi vai
thé lién hop IL-15. Trong céac truong hop khac, tic nhan tri liu bd sung va thé
lién hop IL-15 dugce dung tuan tu, vi du nhu, thé lién hop IL-15 dugc dung trude
tac nhan tri lieu bd sung hoic thé lién hogp IL-15 duoc ding sau khi dung tic nhan

tri liéu bd sung.

Theo mot 36 phuong an, tic nhan tri li€u bd sung bao gém tac nhan hoa tri
liéu, tac nhan tri li€u mién dich, tri liéu nhim dich, tri liéu chiéu xa, hoic dang két
hop cua ching. Céc tac nhén tri liéu bd sung minh hoa bao gdm, nhung khong
gioi han &, tac nhan alkyl hoa ching han nhu altretamin, busulfan, cacboplatin,
carmustin, chlorambucil, cisplatin, xyclophosphamit, dacacbazin, lomustin,
melphalan, oxalaplatin, temozolomit, hogc thiotepa; chit chéng chuyén hoa ching
han nhu 5-florouraxin (5-FU), 6-mercaptopurin (6-MP), capecitabin, cytarabin,
floxuridin, fludarabin, gemcitabin, hydroxyure, metotrexat, hodc pemetrexed; cac
anthraxyclin ching han nhu daunorubicin, doxorubicin, epirubicin, hoac
idarubicin; chat trc ché topoisomeraza I chdng han nhu topotecan hodc irinotecan
(CPT-11); chit (e ché topoisomeraza II chang han nhu etoposit (VP-16),
teniposit, hodc mitoxantron; chét e ché phan bao chéng han nhu doxetaxel,
estramustin, ixabepilon, paclitaxel, vinblastin, vincristin, hodc vinorelbin; hodc

corticosteroit chéng han nhu prednison, metylprednisolon, hodc dexametason.

Trong mot sb truong hop, tac nhan tri liéu bd sung bao gém tri liéu tuyén
thr nhat. Nhu dung trong ban mo ta nay, "tri li¢u tuyén thir nhit" bao gdm viéc
didu tri so cap ddi véi dbi tuong méc bénh ung thu. Trong mot s6 trudng hop,
bénh ung thu 13 bénh ung thu nguyén phat hodc cuc bd. Trong cac truong hop
khéc, bénh ung thu 1a bénh ung thu di cin hodc tai dién. Trong mot s truomg hop,

tri liéu tuyén thi nhat bao gom héa tri. Trong céc truong hop khéc, viée diéu tri
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tuyén tha nhét bao gém liéu phap mién dich, tri liéu nhim dich, hoic tri liéu chiéu
xa. Ngudi ¢6 trinh do trung binh trong linh vyc s& dé dang hidu duoc ring cac
diéu tri tuyén thtr nhat khac nhau c6 thé ap dung dugc cho cac loai bénh ung thu

khac nhau.

Theo mdt ) phuong an, thé lién hop IL-15 dugc dung véi tadc nhan tri ligu
bod sung duoc chon tr tac nhan alkyl hoa ching han nhu altretamin, busulfan,
cacboplatin, carmustin, chlorambucil, cisplatin, xyclophosphamit, dacacbazin,
lomustin, melphalan, oxalaplatin, temozolomit, hoéc thiotepa; chit chdng chuyén
héa chang han nhu 5-florouraxin (5-FU), 6-mercaptopurin (6-MP), capecitabin,
cytarabin, floxuridin, fludarabin, gemcitabin, hydroxyure, metotrexat, hodc
pemetrexed; anthraxyclin ching han nhu daunorubicin, doxorubicin, epirubicin,
hoac idarubicin; chét uc ché topoisomeraza I chang han nhu topotecan hoic
irinotecan (CPT-11); chét we ché topoisomeraza I ching han nhu etoposit (VP-
16), teniposit, hodc mitoxantron; chét rc ché phan bao chéng han nhu doxetaxel,
estramustin, ixabepilon, paclitaxel, vinblastin, vincristin, hodc vinorelbin; hoéc

corticosteroit ching han nhu prednison, metylprednisolon, hodc dexametason.

Trong mat s6 truong hop, thé lién hop IL-15 dugc mo ta trong ban mo ta
nay dugc dung vé1 chét trc ché cua enzym poly ADP riboza polymeraza (PARP).
Cé4c chat tc ché PARP vi du bao gdm, nhung khong giéi han &, olaparib (AZD-
2281, Lynparza®, tir Astra Zeneca), rucaparib (PF-01367338, Rubraca®, tir
Clovis Oncology), niraparib (MK-4827, Zejula®, tlr Tesaro), talazoparib (BMN-
673, tr BioMarin Pharmaceutical Inc.), veliparib (ABT-888, tir AbbVie), CK-102
(trudc day goi la CEP 9722, tir Teva Pharmaceutical Industries Ltd.), E7016 (tur
Eisai), iniparib (BSI 201, tir Sanofi), va pamiparib (BGB-290, tir BeiGene). Trong
mot sb trudng hop, thé lién hop IL-15 duge dung két hop voi chét (rc ché PARP
ching han nhu olaparib, rucaparib, niraparib, talazoparib, veliparib, CK-102,

E7016, iniparib, hodc pamiparib.

Theo mdt s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 duge mo ta trong ban md ta nay

dugc dung voi chét trc ché tyrosin kinaza (TKI). Cac TKI dé 1am vi du bao gém,
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nhung khong gi¢i han ¢, afatinib, alectinib, axitinib, bosutinib, cabozantinib,
ceritinib, cobimetinib, crizotinib, dabrafenib, dasatinib, erlotinib, gefitinib,
ibrutinib, imatinib, lapatinib, lenvatinib, nilotinib, nintedanib, osimertinib,
pazopanib, ponatinib, regorafenib, ruxolitinib, sorafenib, sunitinib, tofacitinib, va

vandetanib.

Trong mot sb trudng hop, thé lién hop IL-15 dugc md ta trong ban mo ta
nay dugc dung véi chét didu bién diém kiém tra min dich. Céc chit diéu bién

diém kiém tra dé lam vi du bao gdm:

chit didu bién PD-L1 ching han nhu MPDL3280A cua Genentech
(RG7446), Avelumab (Bavencio) tir Merck/Pfizer, durvalumab (Imfinzi) tu
AstraZeneca, Khang thé PD-L1 khang chudt Dong 10F.9G2 (Cat # BEO101) tr
BioXcell, khéng thé don dong khang-PD-L1 MDX-1105 (BMS-936559), BMS-
935559 va BMS-986192 tir Bristol-Meyer's Squibb, MSB0010718C, Dong
khang-PD-L1 chudt 29E.2A3, CX-072 tr XytomX Therapeutics, FAZ053 tu
Novartis Pharmaceuticals, KN035 tir 3D Medicine, LY3300054 tr Eli Lilly, va
MEDI4736 cuia AstraZeneca;

chét didu bién PD-L2 ching han nhu AMP-224 cua GlaxoSmithKline
(Amplimmune), va rHIgM12B7;

chit diéu bién PD-1 chiang han nhu khang thé khang-PD-1 chudt Dong J43
(Cat # BE0033-2) tir BioXcell, khang thé khang-PD-1 chudt Dong RMP1-14 (Cat
# BE0146) tir BioXcell, khang thé khang-PD-1 chuot Dong EH12, khang thé
khang-PD-1 chuot MK-3475 cla Merck (Keytruda, pembrolizumab,
lambrolizumab), khang thé khang-PD-1 cia AnaptysBio da biét duéi dang
ANBO11, khang thé MDX-1 106 (ONO-4538), khang thé don dong IgG4 ngudi
ctia Bristol-Myers Squibb nivolumab (Opdivo®, BMS-936558, MDX1 106),
AMP-514 va AMP-224 clia AstraZeneca, sintilimab (IBI-308) tr El
Lilly/Innovent Biologics, AGEN 2034 tir Agenus, BGB-A317 tur BeiGene, Bl-
754091 tir Boehringer-Ingelheim Pharmaceuticals, CBT-501 (genolimzumab) tur
CBT Pharmaceuticals, INCSHR1210 tur Incyte, INJ-63723283 tu Janssen
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Research & Development, MEDI0680 tir MedImmune, PDROO1 tir Novartis
Pharmaceuticals, PF-06801591 tir Pfizer, REGN2810 tr Regeneron
Pharmaceuticals, va Pidilizumab (CT-011) tir CureTech Ltd;

chét didu bién CTLA-4 ching han nhu khang thé khang-CTLA-4 cua
Bristol Meyers Squibb ipilimumab (con dugc biét dudi dang Yervoy®, MDX-
010, BMS-734016 va MDX-101), khang thé khang-CTLA4 dong 9HI0 tur
Millipore, tremelimumab cua Pfizer (CP-675,206, ticilimumab), AGEN 1884 tur
Agenus, va khang thé khang-CTLA4 dong BNI3 tir Abcam;

chét didu bién LAG3 ching han nhu khing thé khang-Lag-3 dong
eBioC9B7W (C9B7W) tir eBioscience, khang thé khang-Lag3 LS-B2237 tur
LifeSpan Biosciences, IMP701 va LAG525 tir Novartis Pharmaceuticals, IMP321
(ImmuFact) tr Immutep, khang thé khang-Lag3 BMS-986016, BMS-986016 tix
Bristol-Myers Squibb, REGN3767 tur Regeneron Pharmaceuticals, va khang thé
kham LAG-3 A9H12;

chét diéu bién B7-H3 ching han nhu MGA271;

chét diéu bién KIR ching han nhu Lirilumab (IPH2101) tir Bristol-Myers
Squibb;
chit didu bién CD137 ching han nhu urelumab (BMS-663513, Bristol-

Myers Squibb), PF-05082566 (khang-4-1BB, PF-2566, Pfizer), hoac XmAb-5592
(Xencor);

chét diéu bién PS chang han nhu Bavituximab;

chét didu bién OX40 ching han nhu BMS-986178 tir Bristol-Myers Squibb,
GSK3174998 tr GlaxoSmithKline, INCAGN1949 tir Agenus, MEDIO562 tir
MedImmune, PF-04518600 tix Pfizer, hodc RG7888 tir Genentech;

chét didu bién GITR ching han nhu GWN323 tir Novartis Pharmaceuticals,
INCAGN1876 tir Agenus, hoac TRX518 tur Leap Therapeutics;

chit didu bién TIM3 ching han nhu MBG453 tir Novartis Pharmaceuticals,
hodc TSR-042 tir TESARO;
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va chét diéu bién ching han nhu khang thé hodc cac manh (vi du nhu, khang
thé don dong, khang thé ngudi, duge lam cho gidng ngudi, hodc kham) ctia no,
phan tor ARNI, hodc phan t&r nho dbi véi CD52, CD30, CD20, CD33, CD27,
ICOS, BTLA (CD272), CD160, 2B4, LAIR1, TIGHT, LIGHT, DR3, CD226,
CD2, hoac SLAM.

Trong mot s6 truong hop, thé lién hop IL-15 dugc dung két hop voi

pembrolizumab, nivolumab, tremelimumab, hodc ipilimumab.

Trong mot s6 truomg hop, thé 1ién hop IL-15 duge mo ta trong ban mo ta
nay dugc dung vo6i khang thé chang han nhu alemtuzumab, trastuzumab,
ibritumomab tiuxetan, brentuximab vedotin, ado-trastuzumab emtansin, hodc

blinatumomab.

Trong mot sd trudng hop, thé lién hop IL-15 dugc ding véi tac nhan tri ligu
bo sung dugce chon tir khang thé khang-VEGFR. Céc khang thé khang-VEGFR
dé 1am vi du bao gém, nhung khong gidi han ¢, bevacizumab hodc ramucirumab.
Trong mot sd truomg hop, thé lién hop IL-15 ting cudng tac dung ADCC cua tac

nhan tri li€u bo sung.

Trong mot sb truong hop, thé lién hop IL-15 dugc dung véi tac nhén tri ligu
bod sung dugc chon tir cetuximab, imgatuzumab, matuzumab (EMD 72000),
tomuzotuximab, hodc panitumumab. Trong mot sd trudng hop, thé lién hop IL-

15 tang cudng tac dung ADCC ciia tic nhén tri liéu b sung.

Trong mot s6 trudng hop, thé lién hop IL-15 dugc dung véi tac nhén tri liéu
bo sung dugc chon tir xytokin bd sung (vi du nhu, xytokin ty nhién hodc xytokin
duoc thiét ké ching han nhu xytokin duge pegyl hoa va/hodc dung hop). Trong
mot sd trudng hop, xytokin bd sung ting cudong va/hodc hiép trg sy md& rong
va/hodc su tang sinh té bao tac dong T. Trong mot s6 truong hop, xytokin bd sung
bao gém IL-1B, IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, TL-12, IL-18, IL-21, hoac TNFa. Trong
mot s truong hop, xytokin bd sung 1a IL-2. Trong mot s6 trudng hop, xytokin b
sung la IL-21. Trong mot s6 trudng hop, xytokin bd sung 1a IL-10. Trong mot 56
truong hop, xytokin bd sung 1a TNFo.
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Trong mot sb truong hop, thé lién hop IL-15 dugc dung voi tac nhan tri ligu
bd sung dugc chon tir chét chi van thu thé. Trong mot s6 trudng hop, chét chu
van thu thé ¢ chira phéi ttr thu thé giéng Toll (TLR). Trong mot s6 trudong hop,
phdi tir TLR bao gdm TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6, TLR7, TLRS,
hoac TLR9. Trong mot s6 trudong hop, phdi tir TLR bao gom phdi tir tong hop
chéng han nhu, vi du nhu, Pam3Cys, CFA, MALP2, Pam2Cys, FSL-1, Hib-
OMPC, Poly I:C, poly A:U, AGP, MPL A, RC-529, MDF2pB, CFA, hodc
Flagellin. Trong mot s6 trudng hop, thé lién hop IL-21 dugc dung véi mot hodc
nhiéu chit cha van TLR dugc chon tir TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6,
TLR7, TLRS, va TLRY. Trong mot s trudng hop, thé lién hop IL-15 duge ding
v6i mot hodc nhidu chét chii van TLR duge chon tir Pam3Cys, CFA, MALP2,
Pam2Cys, FSL-1, Hib-OMPC, Poly I:C, poly A:U, AGP, MPL A, RC-529,
MDF2B, CFA, va Flagellin.

Theo mdt s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 duge md ta trong ban md ta nay
dugc str dung két hop voi tri liéu truyén té bao T thich tng (ACT). Theo mot
phuong an, ACT bao gbm su nhan dién cia té bao lympho T ty than & dbi tuong
véi, vi du nhu, hoat tinh khéng-khéi u, su md rong cua té bao lympho T tu than
in vitro, va su truyén lai sau do cua té bao lympho T dd dugc md rong vao dbi
tuong. Theo phuong an khic, ACT bao gdm viéc st dung té bao lympho T di sinh
véi, vi du nhu, hoat tinh khéng-khéi u, su mo rong cua té€ bao lympho T in vitro,
va su truyén sau d6 cua té bao lympho T di sinh di dugec mé rong vao ddi tugng
can diéu tri. Theo mot sb phuong an, thé lién hop IL-15 dugc mo ta trong ban mo
ta nay dugc st dung két hop véi té bao lympho T tu than dudi dang mot phan ctia
liéu phap ACT. Trong céc trudong hop khac, thé lién hop IL-15 dugc md ta trong
ban mo ta nay dugc su dung két hop v6i té bao lympho T di sinh du6i dang mot
phan ctia liéu phap ACT. Theo mot s6 phuong an, thé lién hop IL-15 dugc dung
dong thoi voi liéu phap ACT cho dbi twong can diéu tri. Trong cac truong hop
khac, thé lién hop IL-15 dugc ding tudn ty v6i liéu phap ACT cho dbi tuong can

dicu tri.
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Theo mot s6 phuong 4n, thé lién hop IL-15 dugc md ta trong ban md ta nay
duoc st dung cho sy hoat hoa va/hodc sy md rong ex vivo cua su truyén tébao T
tu than va/hodc di sinh. Trong cac truong hgp nay, thé lién hop IL-15 dugc su
dung dé hoat hoa va/hoic mé rong mau co chira té bao T tu than va/hodc di sinh
va thé lién hop IL-15 ty y duoc loai bo khoi mAu truée khi ding mau cho d6i

tuong can diéu tri.

Theo mét s6 phuong én, thé lién hop IL-15 dugc md ta trong bian md ta nay
duoc dung voi vic xin. Trong mot s trudng hop, thé lién hop IL-21 dugc st dung
két hop voi virut phéan gian té bao ung thu. Trong cac trudng hop nay, thé lién
hop IL-21 tic dong du6i dang tac nhéan kich thich dé diéu bién dap tmg mién dich.
Trong mot s6 trudong hop, thé lién hop IL-21 dugce st dung véi virut phén gian té
bao ung thu dudi dang mot phan ctia liéu phép ta dugc. Céc virut phén gian té bao
ung thu vi dy bao gdm T-Vec (Amgen), G47A (Todo et al.), JX-594 (Sillajen),
CG0070 (Cold Genesys), va Reolysin (Oncolytics Biotech). Trong mot 36 trudong
hop, thé lién hop IL-21 dugc st dung két hop v6i virut phan gian té bao ung thu
-chéng han nhu T-Vec, G47A, JX-594, CG0070, ho#c Reolysin.

Theo mot sb phuong an, thé lién hop IL-15 duge dung két hop voi tri lidu

chiéu xa.
Phuong phap mo rong quin thé té bao

Theo mot s6 phuong 4n, sng ché con mo ta phuong phap mo rong cac quan
thé t& bao lympho, vi du nhu, .céc quén thé té bao T tac dong (Teff), té bao T ghi
nh¢ (Tmem), va/hodc té bao Giét Ty Nhién (NK). Theo mot s6 phuong 4n,
phuong phap nay bao gdm viéc cho té bao tiép xuc véi thé lién hop xytokin dugc
md ta trong ban mo ta nay, va cho xytokin phan ung v6i thu thé xytokin dé tao
thanh phire hop, trong d6 phirc hop nay kich thich sy m& rong cua quan thé té bao
lympho khac biét.

Theo mot sé phuong 4n, phuong phap md rong cac quan thé té bao T tac
dong (Teff), t& bao T ghi nhé (Tmem), va/hogc t€ bao Giét Ty Nhién (NK), bao

gom: (a) cho té bao tiép xuc véi polypeptit IL-15 da duoc cai bién hodc thé lién
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hop IL-15; va cho IL-15 twong tac véi cac tiéu don vi IL-15Rp va IL-15Ry & tao
thanh phtrc hgp IL-15/IL-15Rpy; trong do6 thé lién hop IL-15 ¢6 4i lyc véi tiéu
don vi IL-15Ra giam di, va trong d6 phirc hop IL-15/IL-15RBy kich thich sy mo
rong cua té bao Teff, Tmem, va NK. Nhu dugc md ta trong ban mo ta nay, theo
mot s6 phuong an, polypeptit IL-15 da dugce cai bién c6 chira it nhat mot axit amin
khong tu nhién dugc cai bién sau dich ma & vi tri géc dugc chon tir N1, W2, V3,
N4, 16, S7, D8, K10, K11, E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23,
T24, 1.25, Y26, T27, E28, S29, D30, V31, H32, P33, 834, C35, K36, V37, T38,
A39, K41, L44, L45, E46, Q48, V49, S51, 152, ES3, S54, G55, D56, A57, S58,
H60, D61, T62, V63, E64, N65, 167, 168, 169, N71, N72, S73, L74, S75, S76,
N77, G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88, E89, E90, LI1,
E92, £93, K94, N95, 196, K97, E98, 1100, Q101, S102, V104, H105, Q108,
M109 F110, 1111, N112, T113, va S114, trong d6 cac vi tri gbc twong ing voi
cac vi tri nhu neu trong SEQ ID NO: 1. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gbc duge
chon tir N1, W2, V3, N4, 16, S7, D8, K10, K11, E13, D14, L15, Q17, 818, M19,
H20, 121, D22, A23, T24, 1.25, Y26, E28, S29, D30, V31, H32, P33, S34, C35,
K36, V37, T38, K41, L44, E46, Q48, V49, S51, L52, E53, S54, G55, D56, A57,
$58, H60, D61, T62, V63, E64, N65, 167, 168, L69, N71, N72, 873, L74, S75,
$76,N77, G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88, E89, E90,
1,91, E92, £93, K94, N95, 196, K97, E98, L100, Q101, S102, V104, H105, Q108,
M109, F110, 1111, N112, T113, va S114. Theo mt s6 phuong én, vi trf gbe duge
chon tr E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, 534, C35, K36, V37, T38,
K41, L44, S51, 152, S54, G55, D56, A57, 858, H60, V63, 167, N71, S73, L74,
$75, S76, N77, G78, N79, V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88, LII,
E92, K94, N95, 196, K97, E98, 1.100, Q101, va F110. Theo mot sd phuong 4n, vi
tri gbc duoc chon tir D14, Q17, S18, K41, S51, L52, G55, D56, AS57, S58, S75,
$76, N77, N79, V80, T81, S83, G84, E92, K94, N95, K97, va E98. Theo mot sd
phuong an, vi tri géc duoc chon tir N1, N4, S7, D8, K11, D61, T62, E64, N65,
168, 1.69, va N72. Theo mot s& phuong an, vi tri gbc duge chon tir V3, 16, K10,
E28. S29, D30, V31, H32, P33, S102, V104, H105, Q108, M109, 1111, N112,
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T113, va S114. Theo mot sb phuong éan, vi tri géc duoc chon tir D22, A23, T24,
1.25, Y26, L44, E46, Q48, V49, E53, E89, E90, va E93. Theo mot sd phuong 4n,
vi trf gbe duge chon tir Y26, E46, V49, ES3, va L25. Theo mt s6 phuong 4n, vi
tr{ gbc duoc chon tir V3, K10, S29, D30, H32, H105, Q108, M109, 1111, N112,
T113, va S114. Theo mot sb phuong an, vi tri gdc duge chon tir N4, 87, K11, va
D61. Theo mdt $b phuong én, vi tri géc dugce chon tir L25, ES3, N77, va S83.
Theo mot $6 phuong 4n, vi tri géc duoc chon tir L25 va ES3. Theo mot s6 phuong
an, vi tri géc dugc chon tir E46, Y26, V49, E53, T24, N4, K11, N65, L69, S18,
H20, va S83. Theo mot sb phuong én, vi tri géc duoc chon tir E46, Y26, V49,
E53, va T24. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri géc dugc chon tir E46, V49, E53, va
T24. Theo mot s phuong 4n, vi tri gbc duoc chon tir Y26, V49, ES3, va T24.
Theo mot sb phuong an, vi tri géc duoc chon tir V49, E53, va T24. Theo mot sb
phuong an, vi tri géc dugc chon tir E46 va Y26. Theo mot ) phuong 4n, vi tri
géc 12 E46. Theo mot sb phuong an, vi tri gé)c 1a L25. Theo mot sb phuong an, vi
tri gbc 1a Y26. Theo mot sd phuong én, vi tri gbc 1a V49. Theo mot sd phuong 4n,
vi tri gbc 12 ES3. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gbc 1a T24. Theo mot sd phuong

an, vi tri géc 12 N77. Theo mdt s6 phuong 4n, vi tri géc la S83.

Phuong phap mé rong cac quan thé té bao T tac dong (Teff), té bao T ghi
nhd (Tmem), va/hodc té bao Giét Ty Nhién (NK) nhu duge mo ta trong ban md
t4 nay, theo mot sd phuong an, bao gdm viée cho té bao tiép xuc véi thé lién hop
[L-15. Nhu dugc md ta trong ban mo ta nay, theo mot sd phuong 4n, thé lién hop
interleukin 15 (IL-15) c6 chira: polypeptit IL-15 dd dugc phan lap va da dugc tinh
ché; va gdc lién hop ma lién két voi polypeptit IL-15 d& dugc phan 1ap va da dugc
tinh ché tai vi tri axit amin dugc chon tir N1, W2, V3, N4, 16, S7, D8, K10, K11,
E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23, T24, L25, Y26, T27, E28,
$29, D30, V31, H32, P33, S34, C35, K36, V37, T38, A39, K41, L44, L45, E46,
Q48, V49, S51, L52, E53, S54, G55, D56, A57, S58, H60, D6, T62, V63, E64,
N65, 167, 168, L69, N71, N72, S73, L74, S75, 876, N77, G78, N9, V80, T81,
E82, S83, G84, C85, K86, £87, C88, E89, E90, 191, E92, E93, K94, NO95, 196,
K97, E98, 1100, Q101, S102, V104, H105, Q108, M109, F110, T111, N112,
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T113, va S114, trong do6 cac vi tri gbc tuong tmg v6i cc vi tri nhur néu trong SEQ
ID NO: 1. Theo mdt sd phuong an, vi tri géc dugce chon tir N1, W2, V3, N4, 16,
S7, D8, K10, K11, E13, D14, L15, Q17, S18, M19, H20, 121, D22, A23, T24,
1.25, Y26, E28, S29, D30, V31, H32, P33, S34, C35, K36, V37, T38, K41, L44,
F46, Q48, V49, S51, L52, E53, S54, G55, D56, A57, 858, H60, D61, T62, V63,
E64, N65, 167, 168, 1.69, N71, N72, S73, L74, 875, S76, N77, G78, N79, V&0,
T81, B82, S83, G84, C85, K86, E87, C88, E89, E90, LI91, E92, E93, K94, N95,
196, K97, E98, L100, Q101, S102, V104, H105, Q108, M109, F110, I111, N112,
T113, va S114. Theo mot sd phuong 4n, vi tri géc duoc chon tir E13, D14, L15,
Q17, S18, M19, H20, 121, S34, C35, K36, V37, T38, K41, L44, S51, L52, §54,
G55, D56, A57, S58, H60, V63, 167, N71, S73, L74, 875, 876, N77, G78, N79,
V80, T81, E82, S83, G84, C85, K86, E87, C88, 191, E92, K94, N95, 196, K97,
E98, 1100, Q101, va F110. Theo mot $6 phuong 4n, vi tri géc duoc chon tir D14,
Q17, S18, K41, S51, 152, G55, D56, A57, S58, S75, 876, N77, N9, V80, T81,
$83, G84, E92, K94, N95, K97, va E98. Theo mot s& phuong 4n, vi tri gbe dugc
chon tr N1, N4, S7, D8, K11, D61, T62, E64, N65, 168, L69, va N72. Theo mot
sb phuong an, vi tri géc duoc chon tir V3, 16, K10, E28, S29, D30, V31, H32,
P33, S102, V104, H105, Q108, M109, 1111, N112, T113, va S114. Theo mot s6
phuong 4n, vi tri géc duoc chon tir D22, A23, T24, 125, Y26, L44, E46, Q48,
V49, E53, E89, E90, va E93. Theo mot sb phuong an, vi tri géc dugc chon tu
Y26, 46, V49, ES3, va L25. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gdc dugc chon tir V3,
K10, S29, D30, H32, H105, Q108, M109, 1111, N112, T113, va S114. Theo mot
sb phuong an, vi tri géc duoc chon tir N4, S7, K11, va D61. Theo mot s6 phuong
an, vi tri géc dugc chon tir 125, E53, N77, va S83. Theo mdt sb phuong an, vi tri
géc dugc chon tir L25 va ES3. Theo mot s6 phuwong 4n, vi tri géc dugc chon tu
E46, Y26, V49, E53, T24, N4, K11, N65, L69, S18, H20, va S83. Theo mot 5O
phuong an, vi tri géc dugc chon tr E46, Y26, V49, ES3, va T24. Theo mot sb
phuong 4n, vi tri géc duogc chon tir E46, V49, ES3, va T24. Theo mot sb phuong
an, vi tri géc duogc chon tir Y26, V49, E53, va T24. Theo mot s6 phuong an, vi tri

géc duogc chon tr V49, E53, va T24. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri géc dugc chon
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tir E46 va Y26. Theo mot sb phuong an, vi tri gbc 1a E46. Theo mot sd phuong
an, vi tri géc 14 1.25. Theo mot sb phuong 4n, vi tri géc 12 Y26. Theo mot sd
phuong an, vi tri gdc 12 V49. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri gdc 14 ES3. Theo mot
s6 phuong an, vi tri gdc 1a T24. Theo mot sd phuong 4n, vi tri gbc 1a N77. Theo

mot sb phuong an, vi tri géc la S83.
Séan xut polypeptit IL-15

Theo mot sb phuong 4n, polypeptit IL-15 dugc md té trong ban mo ta nay,
chira dot bién axit amin tu nhién ho#c dot bién axit amin khong tu nhién, dugc tao
ra theo cach tai to hop hodc dugce tdng hop theo cach hoa hoc. Theo mot sd phuong
an, polypeptit IL-15 dugc md ta & day dugc tao ra theo cach tai to hop, vi du nhu,
bang hé thdng té bao chii, hodc trong hé théng khong chira té bao.

Theo mot sb phuong 4n, polypeptit IL-15 duge tao ra theo cach tai t6 hop
qua hé théng té bao chi. Theo mot sd phuong 4n, té bao chu 1a té bao nhan chuén
(vi du nhu, té bao dong vat c6 v, té bao con trung, té bao nAm men hodc té bao
thuc vat), té bao nhan so (vi du nhu, vi khuan gram-duong hodc vi khudn gram-
am), hodc té bao vi khudn c6. Trong mot s6 trudong hop, té bao chu nhén chuan 13
té bao chu dong vat c6 vi. Trong mot s6 truong hop, té bao chii dong vat c6 vi 1a
dong té bao 6n dinh, hodc dong té bao ma két hop vat liéu di truyén duoc quan
tam vao hé gen cta ban than n6 va ¢6 kha nang biéu hién san phém cua vat liéu
di truyén sau nhiéu thé hé phan chia té bao. Trong cac trudng hop khac, té bao
chu dong vat c6 vu la dong té bao tam thoi, hodic dong té bao ma khong két hop
vat liéu di truyén duoc quan tdm vao hé gen cua ban than no6 va khong cé kha

ning biéu hién san pham cua vit li¢u di truyén sau nhiéu thé hé phan chia té bao.

Céc té bao chit dong vt c6 v dé 1am vi du bao gdm dong té bao 293T,
dong té bao 293A, dong té bao 293FT, té bao 293F, t€ bao 293 H, té bao A549, té
bio MDCK, té bio CHO DG44, ¢ bao CHO-S, t& bao CHO-KI, t€ bao
Expi293F™, dong té bao Flp-In™ T-REx™ 293, dong té bao Flp-InT™-293, dong
té bao Flp-In™-3T3, dong té bao Flp-In™-BHK, dong té bao Flp-In™-CHO,
dong té bao Flp-In™-CV-1, dong té bao Flp-In™-Jurkat, té bao FreeStyle™ 293-
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F, t& bao FreeStyle™ CHO-S, dong té bao GripTite™ 293 MSR, dong t€ bao GS-
CHO, té bao HepaRG™, dong té bao T-REx™ Jurkat, té bao Per.C6, dong té bao
T-REx™-293, dong té bao T-REX™-CHO, va dong t€ bao T-REx™-HeLa.

Theo mdt sé phuong 4n, t& bao chii nhan chuén 1 t& bao chi con trang. Té
bao chu ¢on trung dé 1am vi du bao gém té bao Drosophila S2, té bao S, té bao

Sf21, té bao High Five™, va té bao expresSF+®.

Theo mdt s6 phuong 4n, té bao chti nhan chuén 12 té bao chi ndm men. Céc
té bao chti ndm men vi du bao gdm céc ching ndm men Pichia pastoris ching han
nhu GS115, KM71H, SMD1168, SMD1168H, va X-33, va chung ndm men

Saccharomyces cerevisiae ching han nhu INVScl.

Theo mot s6 phuong 4n, té bao cht nhan chuén 14 té bao chii thyc vét. Theo
mot s6 phuong an, té bao thuc vat bao gém té bao tir tdo. Cac dong té bao thuc
vit vi du bao gdm cac ching tir Chlamydomonas reinhardtii 137¢, hodc

Synechococcus elongatus PPC 7942.

Theo mot s6 phuong an, té bao chu 14 t& bao chii nhan so. Céc té bao chu
nhan so dé 1am vi du bao gdm BL21, Machl™, DH10B™, TOP10, DH5a,
DH10Bac™, OmniMax™, MegaX™, DHI28™, INV110, TOP10F', INVoF,
TOP10/P3, ccdB Survival, PIR1, PIR2, Stb12™, StbI3™, hoac Stbl4™,

Theo mdt s& phwong an, phan tir axit polynucleic hodc vecto thich hop dé
san xuat polypeptit IL-15 dugc md ta trong ban mo ta nay bao gém vecto thich
hop bat ky ¢6 ngudn gbc tlr cac ngudn nhan chuén hoic nhan so. Céac phan tir axit
polynucleic hoac vecto dé 1am vi du bao gém vecto tu ngué)n vi khuan (vi dy nhur,
E. coli), con trung, ndm men (vi du nhu, Pichia pastoris), tdo, hodc dong vat co
vi. Vecto vi khudn bao gdm, vi du nhu, pACYC177, pASK7S, déy vecto pBAD,
day vecto pPBADM, déy vecto pET, day vecto pETM, ddy vecto pGEX, pHAT,
pHAT2, pMal-c2, pMal-p2, ddy vecto pQE, pRSET A, pRSET B, pRSET C, day
pTrcHis2, pZA31-Luc, pZE21-MCS-1, pFLAG ATS, pFLAG CTS, pFLAG
MAC, pFLAG Shift-12¢c, pTAC-MAT-1, pFLAG CTC, hogc pTAC-MAT-2.
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Vecto cOn trung bao gém, vi du nhu, cac vecto pFastBacl, pFastBac
DUAL, pFastBac ET, pFastBac HTa, pFastBac HTb, pFastBac HTc, pFastBac
M30a, pFastBact M30b, pFastBac, M30c, pVL1392, pVL1393, pVL1393 M10,
pVL1393 M11, pVL1393 M12, FLAG chéng han nhu pPolh-FLAGT1 hoéc pPolh-
MAT 2, hodc cic vecto MAT chrfmg han nhu pPolh-MATT1, hodc pPolh-MAT2.

Vecto ndm men bao gdm, vi du nhu, vecto Gateway® pDEST"" 14, vecto
Gateway® pDEST™ 15, vecto Gateway® pDEST™ 17, vecto Gateway® pDEST™
24, vecto Gateway® pYES-DEST52, vecto dich pBAD-DEST49 Gateway®, vecto
pAO815 Pichia, vecto pFLD1 Pichi pastoris, pGAPZA, vecto B, & C Pichia
pastoris, vecto pPIC3.5K Pichia, vecto pPIC6 A, B, & C Pichia, vecto pPICOK
Pichia, pTEF1/Zeo, vecto ndm men pYES2, vecto ndm men pYES2/CT, vecto
nim men pYES2/NT A, B, & C, hoac vecto ndm men pYES3/CT.

Vecto tao bao gém, vi du nhu, vecto pChlamy-4 hodc vecto MCS.

Vecto dong vat co6 vu bao gém, vi du nhu, vecto biéu hién tam thoi hodc
vecto biéu hién dn dinh. Céc vecto biéu hién tam thoi dong vat c6 va dé 1am vi du
bao gdom p3xFLAG-CMV 8, pFLAG-Myc-CMV 19, pFLAG-Myc-CMV 23,
pFLAG-CMV 2, pFLAG-CMV 6a,b,c, pFLAG-CMV 5.1, pFLAG-CMYV 5a,b,c,
p3xFLAG-CMV 7.1, pFLAG-CMV 20, p3xFLAG-Myc-CMV 24, pCMV-
FLAG-MAT1, pCMV-FLAG-MAT2, pBICEP-CMV 3, hodc pBICEP-CMV 4.
Cac vecto biéu hién on dinh dong vat co vu dé 1am vi du bao gém pFLAG-CMV
3, p3xFLAG-CMV 9, p3xFLAG-CMV 13, pFLAG-Myc-CMV 21, p3xFLAG-
Myc-CMV 25, pFLAG-CMV 4, p3xFLAG-CMV 10, p3xFLAG-CMV 14,
pFLAG-Myc-CMV 22, p3xFLAG-Myc-CMV 26, pBICEP-CMV 1, hodc
pBICEP-CMV 2.

Theo mot sb phuong 4n, hé théng khong chura té bao dugc str dung dé san
xuét polypeptit IL-15 dugc md ta trong ban md ta nay. Theo mdt sb phuong 4n,
hé thdng khong chira té bao c¢6 chira hdn hop cia céc thanh phin té bao chét
va/hodc nhan tir té bao (vi du nhu, gbm c6 cac thanh phén tai t6 hop dugce tinh ché

toan bd hodc cac thanh phan dugc tinh ché mot phan) va thich hop dé tong hop

98



48487 99/172

axit nucleic in vitro. Trong mot sb truong hop, hé théng khong chua té bao sir
dung cac thanh phin té bao nhan so. Trong cac trudng hop khac, hé théng khong
chira t& bao sir dung céc thanh phan té bao nhan chuén. Sy tdng hop axit nucleic
thu dugc trong hé thdng khong chta té bao dua trén, vi du nhu, té bao Drosophila,
trimg Xenopus, Vi khudn ¢b, hogic té bao HeLa. Céc hé théng khong chira té bao
vi du bao gém hé théng E. coli S30 Extract, hé théng E. coli T7 S30, hoic
PURExpress®, XpressCF, va XpressCF+.

Heé théng dich ma khong chira t& bao khéc nhau c6 chta cac thanh phan
chéng han nhu plasmit, mARN, ADN, tARN, synthetaza, yéu td giai phong,
ribosom, protein chaperon, yéu td mé dau va kéo dai dich ma, axit amin ty nhién
va/hodc khong tu nhién, va/hodc cac thanh phén khac duoc sir dung cho sy biéu
hién protein. Cac thanh phan nay tuy y dugc cai bién dé cai thién hiéu suét, lam
tang toc dd tbng hop, lam ting do tin cdy san pham protein, hogc két hop axit
amin khong ty nhién. Theo mot s6 phuong 4n, xytokin dugec mo ta & day duoc
tdng hop bing cach st dung hé théng dich ma khong chira té bao duge mo ta trong
US 8.778,631; US 2017/0283469; US 2018/0051065; US 2014/0315245; hogc
US 8,778,631. Theo mot $6 phuong an, hé théng dich ma khong chura té bao ¢
chtra yéu tb giai phong dugc cai bién, hoidc tham chi sy loai bé cuia mot hodc nhiéu
yéu t giai phong khoi hé théng nay. Theo mot sd phuong 4n, hé théng dich ma
khong chura té bao co chua ndng do proteaza giam. Theo mot sd phuong 4n, hé
théng dich ma khong chira té bao o chira tARN duoc cai bién véi céc b ba ma
hoa dugce gan lai dugc st dung dé ma hoa cho axit amin khong ty nhién. Theo
mot s6 phuong 4n, céc synthetaza duge mo té trong ban mo ta nay dé két hop axit
amin khong tu nhién dugc st dung trong hé thdng dich ma khong chira té bao.
Theo mot sb phuong an, tARN dugc tai san voi axit amin khong ty nhién béng
cach st dung phuong phép enzym hodc héa hoc trude khi duoc bd sung vao hé
théng dich ma khong chira té bao. Theo mot sé phuong an, cac thanh phan déi v6i
hé théng dich ma khong chira té bao duge thu ldy tir sinh vét da duoc cai bién,

chang han nhu vi khuan, nam men, hodc sinh vat khéc d3 duoc cai bién.
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Theo mét sé phwong 4n, polypeptit IL-15 dugc tao ra duéi dang hoan vi
vong quanh, thong qua hé thdng vat chi biéu hién hodc thong qua hé théng khong

chua té bao.
San xudt polypeptit IL-15 ¢6 chira axit amin khong tu nhién

Ma di truyén truc giao hodc da duoc mé rong co6 thé dugc st dung trong
sang ché, trong d6 mot hodc nhiéu bd ba cu thé c6 mat trong trinh tu axit nucleic
ctia polypeptit IL-15 duge chi dinh ma hoa cho axit amin khong tw nhién sao cho
n6 c6 thé dugc két hop vé mit di truyén vao IL-15 bing cach st dung cip tARN
synthetaza/tARN truc giao. Cap tARN synthetaza/tARN truc giao c6 kha nédng
nap vao tARN véi axit amin khong tu nhién va c6 kha nang két hop axit amin

khong tu nhién do vao chudi polypeptit trong dap tng v6i bd ba nay.

Theo mot sd phuwong 4n, bo ba nay 1a b ba hd phach, hoang thd, nau den
hozic codon bd bdn. Trong mot sb truong hop, bd ba ndy twong tmg v6i tARN truc
giao ma s& dugc su dung dé mang axit amin khong tu nhién. Trong mot s6 trudng
hop, b6 ba nay 1a hd phach. Trong cac truong hop khéc, bd ba nay 1a bd ba truc

giao.

Trong mat 36 truong hop, bd ba nay 1a codon bd bén, ma co thé dugc giai
ma bang ribosom tryc giao ribo-Q1. Trong mot s6 trudong hop, codon bd bbn nhu
dugc minh hoa trong Neumann, ef al., "Encoding multiple unnatural amino acids
via evolution of a quadruplet-decoding ribosome," Nature, 464(7287): 441-444
(2010).

Trong mot s6 trudng hop, bd ba ma hoa dugc st dung trong séng ché 1a b
ba dugc ma hoa lai, vi dy nhu, bo ba déng nghia hodc b ba hiém gap ma dugc
thay thé béng bd ba thay thé. Trong mot s6 truong hop, bd ba dugc ma hoéa lai
nhu duoc mo ta trong Napolitano, ef al, "Emergent rules for codon choice
elucidated by editing rare arginine codons in Escherichia coli," PNAS, 113(38):
E5588-5597 (2016). Trong mot sb trudong hop, bo ba duge mé hoa lai nhu duge
md ta trong Ostrov et al., "Design, synthesis, and testing toward a 57-codon

genome," Science 353(6301): 819-822 (2016).
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Theo mot sb phuong an, axit nucleic khong tu nhién duoc sir dung dan dén
su két hop ciia mot hodc nhiéu axit amin khong tu nhién vao IL-15. Cic axit
nucleic khong tu nhién dé 1am vi du bao gdm, nhung khdng gi6i han ¢, uraxin-5-
yl, hypoxanthin-9-yl (I), 2-aminoadenin-9-yl, 5-metylxytosin (5-me-C), 5-
hydroxymetyl xytosin, xanthin, hypoxanthin, 2-aminoadenin, 6-metyl va din xudt
alkyl khic cua adenin va guanin, 2-propyl va dan xuét alkyl khéac cua adenin va
guanin, 2-thiouraxin, 2-thiothymin va 2-thioxytosin, 5-halouraxin va xytosin, 5-
propynyl uraxin va xytosin, 6-azo uraxin, xytosin va thymin, 5-uraxin (gia
uraxin), 4-thiouraxin, 8-halo, 8-amino, 8-thiol, 8-thioalkyl, 8-hydroxyl va adenin
va guanin da dugc thé & vi tri 8 khac, 5-halo cu thé 1a 5-bromo, 5-triflorometyl va
uraxin va xytosin da dugc thé & vi tri 5 khéc, 7-metylguanin va 7-metyladenin, 8-
azaguanin va 8-azaadenin, 7-deazaguanin va 7-deazaadenin va 3-deazaguanin va
3-deazaadenin. Céac axit nucleic khong tu nhién nhét dinh, chﬁng han nhu
pyrimidin da dugc thé & vi tri 5, 6-azapyrimidin va purin da dugc thé N-2, purin
da duoc thé N-6, purin da dugc thé 0-6, 2-aminopropyladenin, 5-propynyluraxin,
5-propynylxytosin, 5-metylxytosin, cc axit nucleic khong ty nhién ma lam tang
do 6n dinh cua su tao thanh bd doi, axit nucleic van nang, axit nucleic ki nudéc,
axit nucleic pha tap, axit nucleic mé& rong kich thude, axit nucleic dugc flo hoa,
pyrimidin da dugc thé & vi tri 5, 6-azapyrimidin va purin da dugc thé N-2, N-6 va
0-6, bao gdm 2-aminopropyladenin, 5-propynyluraxin va S-propynylxytosin. 5-
metylxytosin (5-me-C), 5-hydroxymetyl xytosin, xanthin, hypoxanthin, 2-
aminoadenin, 6-metyl, dan xuét alkyl khac ciia adenin va guanin, 2-propyl va dan
xudt alkyl khac ctia adenin va guanin, 2-thiouraxin, 2-thiothymin va 2-thioxytosin,
5-halouraxin, 5-haloxytosin, 5-propynyl (-C=C-CHj3) uraxin, 5-propynyl xytosin,
dan xuét alkynyl khéc cta axit nucleic pyrimidin, 6-azo uraxin, 6-azo xytosin, 6-
azo thymin, 5-uraxin (gia uraxin), 4-thiouraxin, 8-halo, 8-amino, 8-thiol, 8-
thioalkyl, 8-hydroxyl va adenin va guanin da dugc thé & vi tri 8 khac, 5 -halo cu
thé 13 5-bromo, 5-triflorometyl, uraxin va xytosin da dugc thé & vi tri 5 khac, 7-
metylguanin, 7- metyladenin, 2-F-adenin, 2-amino-adenin, 8-azaguanin, 8-

azaadenin, 7-deazaguanin, 7-deazaadenin, 3-deazaguanin, 3-deazaadenin,
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pyrimidin ba vong, phenoxazin xytidin ([5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-on),
phenothiazin xytidin (1H-pyrimido[5,4-b][1,4]benzothiazin-2(3H)-on), kep G,
phenoxazin  xytidin  (vi du nhu 9-(2-aminoetoxy )-H-pyrimido[5,4-
b][1,4]benzoxazin-2(3H)-on), cacbazol xytidin (2H-pyrimido[4,5-b]indol-2-on),
pyridoindol xytidin (H-pyrido[3',2":4,5]pyrolo[2,3-d]pyrimidin-2-on), cac chét
trong d6 bazo purin hodc pyrimidin dugc thay thé bang di vong khic, 7-deaza-
adenin, 7-deazaguanosin, 2-aminopyridin, 2-pyridon, azaxytosin, 5-
bromoxytosin, bromouraxin, 5-cloroxytosin, xytosin da clo hoa, xycloxytosin,
xytosin arabinosit,  5-floroxytosin, floropyrimidin, florouraxin, 5,6~
dihydroxytosin, 5-iodoxytosin, hydroxyure, iodouraxin, 5-nitroxytosin, 5-
bromouraxin, 5-clorouraxin, 5-florouraxin, va 5-iodouraxin, 2-amino-adenin, 6-
thio-guanin, 2-thio-thymin, 4-thio-thymin, 5-propynyl-uraxin, 4-thio-uraxin, N4-
etylxytosin, 7-deazaguanin, 7-deaza-8- azaguanin, 5-hydroxyxytosin, 2'-
deoxyuridin, 2-amino-2'-deoxyadenosin, va cac chit duge mo ta trong cac Bing
Sang Ché M§ S8 3,687.808; 4,845.205; 4,910,300; 4,948,882; 5,093,232;
5.130,302; 5,134,066; 5,175,273; 5,367,066; 5,432,272; 5,457,187; 5,459,255;
5.484.908; 5,502,177; 5,525,711; 5,552,540; 5,587,469; 5,594,121; 5,596,091;
5.614,617; 5,645,985; 5,681,941; 5,750,692; 5,763,588; 5,830,653 va 6,005,096;
WO 99/62923: Kandimalla et al., (2001) Bioorg. Med. Chem. 9:807-813; The
Concise Encyclopedia of Polymer Science and Engineering, Kroschwitz, J.L., Ed.,
John Wiley & Sons, 1990, 858- 859; Englisch et al., Angewandte Chemie,
International Edition, 1991, 30, 613; va Sanghvi, Chapter 15, Antisense Research
and Applications, Crookeand Lebleu Eds., CRC Press, 1993, 273-288. Su céi bién
bazo khac c6 thé duge tim thdy, vi du nhu, trong Bing Séang Ché My S
3,687,808; Englisch et al., Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30,
613; va Sanghvi, Chapter 15, Antisense Research and Applications, pages 289-
302, Crooke and Lebleu ed., CRC Press, 1993.

Axit nucleic khong ty nhién ¢6 chira cac bazo di vong khac nhau va cac goc
duong khic nhau (va chat tuong tu dudng) co san trong linh vuc, va axit nucleic

trong mot s6 truong hop bao gdbm mdt hodc mot vai bazo di vong khdng phai la
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nim thanh phan bazo chinh cta axit nucleic c6 trong tu nhién. Vi du nhu, bazo di
vong bao gdm, trong mot s6 trudng hop, cdc nhom uraxin-5-yl, xytosin-5-yl,
adenin-7-yl, adenin-8-yl, guanin-7-yl, guanin-8-yl, 4-aminopyrolo[2,3-
d]pyrimidin-5-yl, 2—afnin0-4—oxopyrolo[2,3-d]pyrimidin-S -yl,  2-amino-4-
oxopyrolo[2,3-d]pyrimidin-3-yl, trong d6 cac purin dugc gin vao gbe dudng clia
axit nucleic thong qua vi tri 9, pyrimidin thong qua vi tri 1, pyrolopyrimidin thong

qua vi tri 7 va pyrazolopyrimidin thong qua vi tri 1.

Theo mot s6 phuong én, chét tuong tu nucleotit cling dugc cai bién & gdc
photphat. Cac gbc photphat da dugc cai bién bao gdm, nhung khong gidi han &,
cac géc photphat c6 su cai bién & lién két gifta hai nucleotit va chira, vi du nhu,
phosphorothioat,  phosphorothioat bat dbi xiGng, phosphorodithioat,
phosphotrieste, aminoalkylphosphotrieste, metyl va cac alkyl phosphonat khac
bao gdm 3'-alkylen phosphonat va phosphonat bat dbdi xing, phosphinat,
phosphoramidat bao gom 3'-amino phosphoramidat va
aminoalkylphosphoramidat,  thionophosphoramidat, thionoalkylphosphonat,
thionoalkylphosphotrieste, va boranophosphat. Cin hidu ring cac lién két
photphat hodc photphat da duoc cai bién gitra hai nucleotit 12 théng qua lién két
3'-5” hodc lién két 2'-5', va lién két chira sy phéan cuc ddo nguoc chfmg han nhu tir
3'-5' thanh 5'-3' hodc tir 2'-5' thanh 5'-2'. Cac mudi, mudi hdn hop va cac dang axit
tu do khac nhau ciling dugc bao gom. Nhiéu bang séng ché My huéng din viéc
tao ra va sir dung nucleotit chtra photphat da dugc cai bién nhu thé nao va bao
gém nhung khong gidi han 6, 3,687,808; 4.469,863; 4,476,301; 5,023,243;
5.177,196; 5,188,897; 5,264,423; 5,276,019; 5,278,302; 5,286,717; 5,321,131,
5.399.676; 5,405,939; 5,453,496, 5,455233; 5,466,677; 5,476,925; 5,519,126;
5,536,821; 5,541,306; 5,550,111; 5,563,253; 5,571,799; 5,587,361; va 5,625,050.

Theo mdt sb phurong 4n, axit nucleic khong tw nhi€n bao gbm 2',3"-dideoxy-
2' 3'-didehydro-nucleosit (PCT/US2002/006460), dAn xudt ADN va ARN di dugc
thé 5° (PCT/US2011/033961; Saha et al., J. Org Chem., 1995, 60, 788-789; Wang
et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 1999, 9, 885-890; va Mikhailov
et al., Nucleosides & Nucleotides, 1991, 10(1-3), 339-343; Leonid et al., 1995,

103



48487 104/172

14(3-5), 901-905; va Eppacher et al., Helvetica Chimica Acta, 2004, 87, 3004-
3020; PCT/IP2000/004720; PCT/IP2003/002342;  PCT/JP2004/013216;
PCT/JP2005/020435; PCT/JP2006/315479; PCT/JP2006/324484;
PCT/IP2009/056718; PCT/IP2010/067560), hodc monome di duge thé 5° dugce
tao ra dudi dang monophotphat véi bazo di dugc cai bién (Wang et al.,

Nucleosides Nucleotides & Nucleic Acids, 2004, 23 (1 & 2), 317-337).

Theo mot sd phuong 4n, axit nucleic khong tu nhién bao gdm sy cai bién &
vitri 5' va vi tri 2' ctia vong duong (PCT/US94/02993), chéng han nhu nucleosit
duoc bao vé bing 2'-O da dugc thé bang 5'-CH, (Wu et al., Helvetica Chimica
Acta, 2000, 83, 1127-1143 va Wu et al., Bioconjugate Chem. 1999, 10, 921-924).
Trong mét sd trudng hop, axit nucleic khong ty nhién bao gdm céc dime nucleosit
duoc lign két bing amit da dugc diéu ché dé két hop vao oligonucleotit trong d6
nucleosit duoc lién két 3' trong dime (5' v6i 3') bao gdm 2'-OCHj; va 5'-(S)-CH;
(Mesmaeker et al., Synlett, 1997, 1287-1290). Axit nucleic khong tu nhién c6 thé
bao gom nucleosit dugc cai bién 5-CH, (hoic O) di dugc thé 2’
(PCT/US92/01020). Axit nucleic khong tu nhién co6 thé bao gdm monome, va
dime ADN va ARN 5'-metylenphosphonat (Bohringer et al., Tet. Lett., 1993, 34,
2723-2726; Collingwood et al., Synlett, 1995, 7, 703-705; va Hutter et al.,
Helvetica Chimica Acta, 2002, 85, 2777-2806). Axit nucleic khong ty nhién cé
thé bao gdm monome 5'-phosphonat c¢6 sy thé 2' (US2006/0074035) va monome
5'-phosphonat dugc cai bién khac (W0O1997/35869). Axit nucleic khong tu nhién
¢6 thé bao gdm monome metylenphosphonat dugc cai bién 5' (EP614907 va
EP629633). Axit nucleic khong tu nhién co thé bao gdm chat tuong tw cla
ribonucleosit 5' hodc 6'-phosphonat ¢6 chira nhém hydroxyl & vi tri 5' va/hodc 6'
(Chen et al., Phosphorus, Sulfur and Silicon, 2002, 777, 1783-1786; Jung et al.,
Bioorg. Med. Chem., 2000, 8, 2501-2509; Gallier et al., Eur. J. Org. Chem., 2007,
925-933; va Hampton et al., J. Med. Chem., 1976, 19(8), 1029-1033). Axit nucleic
khong ty nhién c¢o th8 bao gdm monome va dime 5'-phosphonat
deoxyribonucleosit ¢6 nhom 5'-photphat (Nawrot et al., Oligonucleotides, 2006,
16(1), 68-82). Axit nucleic khong ty nhién co6 thé bao gdbm nucleosit ¢6 nhém 6'-
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phosphonat trong d6 vi tri 5' hodc/va 6' khong dugc thé hodc duge thé béng nhém
thio-tert-butyl (SC(CH3)3) (va chat tuong tu cla chung); nhém metylenamino
(CH,NH,) (va chét tuong tu ctia ching) hodc nhém xyano (CN) (va chét twong tu

ctia chung) (Fairhurst et al., Synlett, 2001, 4, 467-472; Kappler et al., J. Med.
| Chem., 1986, 29, 1030-1038; Kappler et al., J. Med. Chem., 1982, 25, 1179-1184;
Vrudhula et al., J. Med. Chem., 1987, 30, 888-894; Hampton et al., J. Med. Chem.,
1976, 19, 1371-1377; Geze et al., J. Am. Chem. Soc, 1983, 105(26), 7638-7640;
va Hampton et al., J. Am. Chem. Soc, 1973, 95(13), 4404-4414).

Theo mot s& phuong 4n, axit nucleic khong tu nhién con bao gbm su cai
bién cua gbc duong. Trong mot s6 trurdong hop, axit nucleic chita mot hodc nhiéu
nucleosit trong d6 nhom dudng da duogc cai bién. Nucleosit da dugc cai bién
dudng ndy c6 thé mang lai do 4n dinh nucleaza dugc tang cudng, ai luc lién két
dugc tang 1én, hodc mot sé tinh chét sinh hoc ¢6 lgi khac. Theo cac phuong 4n
nhét dinh, axit nucleic ¢6 chira géc vong ribofuranoza da dugc cai bién theo cach
hoa hoc. Céac vi du vé vong ribofuranoza da dugc cai bién theo cach héa hoc bao
gém, ma khong gidi han 0, su bd sung nhom thé (bao gém nhém thé 5' va/hoidc
2’; bac cau hai nguyén tir vong dé tao thanh axit nucleic hai vong (BNA); su thay
thé ciia nguyén ti oxy vong ribosyl bang S, N(R), hodc C(R1)(Rz2) (R=H, C;-Cyp
alkyl hodic nhom bao vé); va dang két hop ctia chiing. Céc vi du vé dudng da duge
cai bién theo cach héa hoc cb thé duoc tim théy trong W0O2008/101157,
US2005/0130923, va W0O2007/134181.

Trong mét sb trudng hop, axit nucleic da dugce cai bién ¢6 chira dudong da
duoc cai bién hodc chét twong ty duong. Do d6, ngoai riboza va deoxyriboza, gbc
dudong c6 thé 1a pentoza, deoxypentoza, hexoza, deoxyhexoza, glucoza,
arabinoza, xyloza, lyxoza, hodc nhém xyclopentyl "chit twong tw” duong. Dudng
c6 thé & dang pyranosyl hodc furanosyl. Géc dudng c6 thé 1a furanosit cia riboza,
deoxyriboza, arabinoza hodc 2'-O-alkylriboza, va dudng c6 thé dugc gin vao bazo
di vong tuong ing ¢ cAu hinh [alpha] hodc [beta] anomer. Su cai bién duong bao
gbém, nhung khong gi6i han o, chét tuong tu 2'-alkoxy-ARN, chét tuong tu 2'-
amino-ARN, 2'-floro-ADN, va thé kham 2'-alkoxy- hodc amino-ARN/ADN. Vi
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du nhu, su cai bién duong c6 thé bao gbém 2'-O-metyl-uridin hodc 2'-O-metyl-
xytidin. Su cai bién dudng bao gdm deoxyribonucleosit da dugc thé 2'-O-alkyl va
ribonucleosit gidng 2'-O-etylenglycol. Viéc didu ché cac dudong nay hodc chat
tuong tu duong va "nucleosit” tuong tng trong d6 dudng hodc chat twong tur nay
duoc gén vao bazo di vong (bazo axit nucleic) da duge biét dén. Su cai bién duodng

cling ¢6 thé dugc tao ra va dugc két hop véi su cai bién khac.

Su cai bién dbi v6i gde dudng bao gOm sy cai bién tu nhién cua riboza va
deoxy riboza cling nhu 1a su cai bién khong tu nhién. Sy cai bién dudng bao gom,
nhung khong gidi han &, sy cai bién sau day ¢ vi tri 2': OH; F; O-, S-, hodc N-
alkyl; O-, S-, hodc N-alkenyl; O-, S- hodc N-alkynyl; hodc O-alkyl-O-alkyl, trong
do alkyl, alkenyl va alkynyl ¢6 thé 1a C, dén Co, alkyl hoic C, dén C) alkenyl va
alkynyl dugc thé hodc khong dugc thé. Su cai bién duong 2' con bao gdm nhung
khong gi6i han & -O[(CH2)nO]mCHs, -O(CH,),OCHj;, -O(CHz)NH,, -
O(CH>),CH3, -O(CH,),ONH,, va -O(CH2),ON[(CH2)n CH3)], trong d6 n va m
nam trong khoang tur 1 dén khoang 10.

Su cai bién khac & vi tri 2' bao gd6m nhung khong gidi han &: C, dén Co
alkyl bac thép, alkyl bac thép da duoc thé, alkaryl, aralkyl, O-alkaryl, O-aralkyl,
SH, SCH3, OCN, Cl, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO; CH3z, ONO,, NO,, N3, NHp,
heteroxycloalkyl, heteroxycloalkaryl, aminoalkylamino, polyalkylamino, silyl da
duoc thé, nhom phéan tach ARN, nhom béo céo, chit xen gitta, nhdm dé cai thién
céc tinh chat dugc dong hoc cua oligonucleotit, hodc nhém dé cai thién céc tinh
chét duoc luc hoc cua oligonucleotit, va cac phén tr thé khac c6 cac tinh chét
tuong tu. Su cai bién tuong tu cling c6 théduqc tao ra & cac vi tri khac trén duong,
cu thé 1 vi tri 3' cia dudng trén nucleotit d4u tan cung 3' hoic trong oligonucleotit
duoc lién két 2'-5' va vi tri 5' clia nucleotit dau tan cung 5'. Puong di dugc cai
bién con bao gdm duong ma chira sy cai bién & oxy vong bic cau, chang han nhu
CH, va S. Chéat twong tu dudng nucleotit cling c6 thé c6 chét bit chude duong
ching han nhu gbc xyclobutyl thay cho dudng pentofuranosyl. Co nhiéu bang
sang ché My ma huéng dan viéc diéu ché cac cAu triac dudong da dugce cai bién va

chi tiét va mo ta pham vi cai bién bazo, ching han nhu cic Bing Sang Ché My
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56 4.,981,957;5,118,800; 5,319,080; 5,359,044; 5,393,878; 5,446,137, 5,466,786;
5.514,785; 5,519,134; 5,567,811; 5,576,427; 5,591,722; 5,597,909; 5,610,300;
5.627.053; 5,639,873; 5,646,265; 5,658,873; 5,670,633; 4,845,205; 5,130,302;
5.134,066; 5,175,273; 5,367,066; 5,432,272; 5,457,187; 5,459,255; 5,484,908;
5.502,177; 5,525,711; 5,552,540; 5,587,469; 5,594,121, 5,596,091; 5,614,617,
5.681.941; va 5,700,920, mdi tai liéu nay dugc két hop trong ban mé ta ndy dé

tham khao dén toan b ndi dung cia no.

Céc vi du vé axit nucleic ¢6 gdc duong da dugc cai bién bao gdm, ma khong
gi6i han ¢, axit nucleic c6 chira cac nhom thé 5'-vinyl, 5'-metyl (R hodc S), 4'-S,
2'F, 2-OCH;, va 2'-O(CH,);0CHs. Phén tir thé & vi tri 2' ciing c6 thé dugc chon
tr alyl, amino, azido, thio, O-alyl, O-(Ci-Cyo alkyl), OCF3;, O(CH2),SCH3,
O(CHa)-O-N(R)(Ry), va O-CH2-C(=0)-N(Rin)(Ry), trong do mdi Ry, va R, doc
14p 13 H hogc C;-Cyo alkyl da dugc thé hode khong duogc thé.

Theo cac phuong an nhét dinh, axit nucleic dugc mo ta trong ban mo ta nay
bao gdm mot hoidc nhiéu axit nucleic hai vong. Theo cac phuong 4n nhét dinh
nay, axit nucleic hai vong c6 chira cAu nbi giita cac nguyén tir vong ribosyl 4' va
2°. Theo cac phuong én nhét dinh, axit nucleic dugc dé xuét trong ban md ta nay
bao gdm mdt hodc nhiéu axit nucleic hai vong trong do6 cau nbi c6 chira axit
nucleic hai vong tir 4' dén 2°. Céc vi du vé axit nucleic hai vong tir 4' dén 2’ nay
bao gom, nhung khong giéi han &, mot trong cac cong thuce: 4'-(CH,)-0-2' (LNA);
4'-(CH,)-S-2'; 4'-(CH,),-O-2' (ENA); 4'-CH(CHs)-O-2' va 4'-CH(CH,0OCH3)-O-
2'. va chét tuong tu ctia chung (xem, Bing Sang Ché My Sb 7,399,845); 4'-
C(CH3)(CH3)-0-2> va chit tuong tu cua ching, (xem WO2009/006478,
W02008/150729, US2004/0171570, Bang Séang Ché My S& 7,427,672,
Chattopadhyaya et al.,, J. Org. Chem., 209, 74, 118-134, va W02008/154401).
Ciing xem, vi du nhu: Singh et al., Chem. Commun., 1998, 4, 455-456; Koshkin
et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630; Wahlestedt et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S. A., 2000, 97, 5633-5638; Kumar et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8,
2219-2222; Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Srivastava et al.,
J. Am. Chem. Soc., 2007, 129(26) 8362-8379; Elayadi et al., Curr. Opinion

107



48487 108/172

Invens. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch et al., Chem. Biol, 2001, 8, 1-7; Oram
et al., Curr. Opinion Mol. Ther., 2001, 3, 239-243; c4c Bang Sang Ché My S6
4.849,513; 5,015,733; 5,118,800; 5,118,802; 7,053,207; 6,268,490; 6,770,748;
6,794,499: 7,034,133; 6,525,191; 6,670,461; va 7,399,845; cac Cong B Quoc Té
S6 WO2004/106356, WO1994/14226, W02005/021570, W02007/090071, va
WO02007/134181; cic Cong B Bing Sang Ché My S6 US2004/0171570,
US2007/0287831, va US2008/0039618; cac Don Tam Thoi My S6 60/989,574,
61/026.995, 61/026,998, 61/056,564, 61/086,231, 61/097,787, va 61/099,844; va
cac Pon Quéc Té S& PCT/US2008/064591, PCT US2008/066154, PCT
US2008/068922, va PCT/DK98/00393.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, axit nucleic bao gdm axit nucleic dugc lién
két. Cac axit nucleic c6 thé dugc lién két v4i nhau b.%mg cach str dung lién két gitta
céc axit nucleic bat ky. Hai nhom chinh ctia cic nhom lién két gitta cAc axit nucleic
duoc xac dinh béi sy 6 mit hodc khong c6 mét cua nguyén tir photpho. Céc lién
két chira photpho gitra cac axit nucleic dai dién bao g6m, nhung khong gidi han
&, phosphodieste, phosphotrieste, metylphosphonat, phosphoramidat, va
phosphorothioat (P=S). Cac nhom lién két khong chira photpho giira cac axit
nucleic dai dién bao gébm, nhung khong gidi han 6, metylenmetylimino (-CHo-
N(CH3)-O-CH,-), thiodieste (-O-C(O)-S-), thionocacbamat (-O-C(O)(NH)-S-);
siloxan (-O-Si(H),-O-); va N,N*-dimetylhydrazin (-CH,-N(CH3)-N(CHjs)). Theo
cac phuong an nhét dinh, lién két giita c4c axit nucleic c6 nguyén tir bat ddi xting
6 thé duoc didu ché dudi dang hdn hop triét quang, dudi dang cac chét dong phan
dbi anh riéng &, vi du nhu, alkylphosphonat va phosphorothioat. Axit nucleic
khong tu nhién cd thé chira su cai bién don 1. Axit nucleic khong tu nhién c6 thé

chta nhidu su cai bién & trong mdt trong cac goc hodc gitra cac goc khac nhau.

Su cai bién photphat khung d6i véi axit nucleic bao gdm, nhung khong gidi
han &, metyl phosphonat, phosphorothioat, phosphoramidat (bic cau hoic khong
béc cu), phosphotrieste, phosphorodithioat, phosphodithioat, va boranophotphat,
va c6 thé duge sir dung & dang két hop bt ky. Céc lién két khong photphat khac

cling ¢o thé dugc str dung.
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Theo mot sd phuong 4n, sy cai bién khung (vi du nhu, céc lién két giita cac
nucleotit ~ metylphosphonat,  phosphorothioat, phosphoroamidat ~ va
phosphorodithioat) c6 thé mang lai hoat tinh didu bién mién dich trén axit nucleic

da duogc cai bién va/hogc ting cuong do on dinh cta chung in vivo.

Trong mot s6 truong hop, dan xuét chira photpho (hozc nhém photphat da
duoc cai bién) duge gin vao gbc duong hodc chét twong tu dudng trong va c6 thé
la monophotphat, diphotphat, triphotphat, alkylphosphonat, phosphorothioat,
phosphorodithioat, phosphoramidat hoac dang tuong tu. Polynucleotit dé lam vi
du chira lién két photphat hogc lién két khong photphat da dugc cai bién c6 thé
duoc tim thiy trong Peyrottes et al., 1996, Nucleic Acids Res. 24: 1841-1848;
Chaturvedi et al., 1996, Nucleic Acids Res. 24:2318-2323; va Schultz et al.,
(1996) Nucleic Acids Res. 24:2966-2973; Matteucci, 1997, "Oligonucleotide
Analogs: an Overview" in Oligonucleotides as Therapeutic Agents, (Chadwick
and Cardew, ed.) John Wiley and Sons, New York, NY; Zon, 1993,
"Oligonucleoside Phosphorothioates" in Protocols for Oligonucleotides and
Analogs, Synthesis and Properties, Humana Press, pp. 165-190; Miller et al.,
1971, JACS 93:6657-6665; Jager et al., 1988, Biochem. 27:7247-7246; Nelson et
al., 1997, JOC 62:7278-7287; Bang Sang Ché My S6 5.453,496; va Micklefield,
2001, Curr. Med. Chem. 8: 1157-1179.

Trong mot sb trudong hop, sy cai bién khung c6 chtra viée thay thé lien két
phosphodieste bang gdc thay thé ching han nhu nhém anion, trung tinh hoac
cation. Cac vi du vé su cai bién nay bao gom: lién két anion gitta cac nucleosit;
su cai bién phosphoramidat N3' thanh PS5 ADN boranophotphat;
prooligonucleotit; lién két trung tinh gitta cdc nucleosit chang han nhu
metylphosphonat; ADN dugc lién két amit; lién két metylen(metylimino); lién két
formaxetal va thioformaxetal; khung chtta nhém sulfonyl; oligo mocpholino;
peptit axit nucleic (PNA); va oligo deoxyribonucleic guanidin (DNG) tich dién
duong (Micklefield, 2001, Current Medicinal Chemistry 8: 1157-1179). Axit

nucleic da duoc cai bién c6 thé c6 chira khung kham hogc hon hop c6 chira mot
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hodc nhidu su cai bién, vi du nhuw dang két hop cua lién két photphat ching han

nhu dang két hop cla céc lién két phosphodieste va phosphorothioat.

Céc phén ti thé dbi véi photphat bao gbm, vi du nhu, lién két giita cac
nucleosit alkyl hodc xycloalkyl mach ngan, lién két gitra cac nucleosit nguyén tir
khac loai va alkyl hoac xycloalkyl hén hop, hodc mdt hodc nhiéu lién két gitta cac
nucleosit nguyén tur khac loai hodc di vong mach ngén. Ching bao gdm céc phan
tir thé ¢6 cac lién két mocpholino (duoc tao thanh mot phan tir phan duong cia
nucleosit); khung siloxan; khung sulfua, sulfoxit va sulfon; khung formaxetyl va
thioformaxetyl; khung metylen formaxetyl va thioformaxetyl; khung chira alken;
khung sulfamat; khung metylenimino va metylenhydrazino; khung sulfonat va
sulfonamit; khung amit; va cac phan tir thé khac c6 cic phan thanh phan N, O, S
va CH, hén hop. Nhiéu bang sang ché My boc 19 viéc lam thé nao dé tao ra va str
dung cac kiéu thay thé photphat nay va bao gdm nhung khong gi6i han & cac Bing
Sang Ché My S& 5,034,506; 5,166,315; 5,185,444; 5,214,134 5,216,141,
5.235,033; 5,264,562; 5,264,564; 5,405,938; 5,434,257; 5,466,677; 5,470,967,
5.489,677; 5,541,307; 5,561,225; 5,596,086; 5,602,240; 5,610,289; 5,602,240;
5.608,046; 5,610,289; 5,618,704; 5,623,070; 5,663,312; 5,633,360; 5,677,437; va
5.677,439. Ciing dugc hiéu trong phdn tir thé nucleotit rdng ca dudng va gbc
photphat cta nucleotit ¢6 thé dugc thay thé, bang vi du nhu lién két kiéu amit
(aminoetylglyxin) (PNA). Céc Bing Sang Ché M§ S6 5,539,082; 5,714,331; va
5.719.262 huéng dan viéc 1am céch nao dé tao ra va sir dung phan tir PNA, mdi
tai liéu nay dugc két hop & day dé tham khao. Ciing xem Nielsen et al., Science,
1991, 254, 1497-1500. Ciing ¢6 thé lién két céc loai phan tir khéc (thé lién hop)
vao nucleotit hodc chét twong tu nucleotit dé tang cuong vi du nhu, su hép thu té
bao. Thé lién hop c6 thé dugc lién két theo cach hoa hoc vao nucleotit hodc chat
tuong tu nucleotit. Thé lién hop nay bao gdm nhung khong gi6i han & gbc lipit
ching han nhu gbc cholesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989,
86, 6553-6556), axit cholic (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1994, 4,
1053-1060), thioete, vi du nhu, hexyl-S-tritylthiol (Manoharan et al., Ann. KY.
Acad. Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993,
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3, 2765-2770), thiocholesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20,
533-538), chudi béo, vi du nhu, géc dodecandiol hodc undexyl (Saison-
Behmoaras et al., EM50J, 1991, 10, 1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett.,
1990, 259, 327-330; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75, 49-54), phospholipit,
vi du nhu, di-hexadexyl-rac-glyxerol hodc trietylamoni 1-di-O-hexadexyl-rac-
glyxero-S-H-phosphonat (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-
3654; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783), polyamin hodc chudi
polyetylen glycol (Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969-
973), hoic adamantan axit axetic (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36,
3651-3654), gbc palmityl (Mishra et al., Biochem. Biophys. Acta, 1995, 1264,
229-237), hodc gdc octadexylamin hodc hexylamino-cacbonyl-oxycholesterol
(Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277, 923-937). Nhiéu béng sang
ché M§ huéng dan viée didu ché thé lién hop nay va bao gdm, nhung khong giGi
han & cic Bing Sang Ché My S6 4,828,979; 4,948,882; 5,218,105; 5,525,465;
5.541,313; 5,545,730; 5,552,538; 5,578,717, 5,580,731; 5,580,731; 5,591,584;
5.109,124; 5,118,802; 5,138,045; 5,414,077; 5,486,603; 5,512,439; 5,578,718,;
5.608,046; 4,587,044; 4,605,735; 4,667,025; 4,762,779; 4,789,737; 4,824,941,
4,835,263; 4,876,335; 4,904,582; 4,958,013; 5,082,830; 5,112,963; 5,214,136;
5.082,830; 5,112,963; 5,214,136; 5,245,022; 5,254,469; 5,258,506; 5,262,536;
5.272,250; 5,292,873; 5317,098; 5,371,241, 5,391,723; 5,416,203, 5,451,463;
5.510,475; 5,512,667; 5,514,785; 5,565,552; 5,567,810; 5,574,142; 5,585,481,
5.587,371; 5,595,726; 5,597,696; 5,599,923; 5,599,928 va 5,688,941.

Theo mdt sé phuong an, céc axit nucleic khong tw nhién con tao thanh cdp
bazo khong tw nhién. Cac nucleotit khong tu nhién dé 1am vi du c6 kha ning tao
thanh cdp bazo ADN hogc ARN khong ty nhién (UBP) trong diéu kién in vivo
bao gé)m, nhung khong giéi han 6, SSICS, d5SICS, NAM, dNaM, TPT3TP,
dTPT3TP, va dang két hop cua chung. Theo mdt s phuong 4n, cac nucleotit

khong tu nhién bao gom:
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é?L

d5SICS dANAM
5SICS NAM o’ O;’Y

20

Theo mdt s& phuong 4n, cip bazo khong ty nhién tao ra axit amin khong tu
nhién duoc md ta trong Dumas ef al., "Designing logical codon reassignment —

Expanding the chemistry in biology," Chemical Science, 6: 50-69 (2015).

Té bao chti ma ciu truc hoic vecto duge boc 16 & day dugc dua vao trong
dugc nudi cdy hodc duy tri trong moi trudong thich hop sao cho tARN, tARN
synthetaza va protein dugc quan tdm dugc san xuét. Mdi truong nay con chia
(c4c) axit amin khong ty nhién sao cho protein dugc quan tim két hop (céc) axit

amin khong tu nhién.

Cip tARN synthetaza/tARN truc giao nap cho tARN véi axit amin khong
tu nhién va két hop axit amin khong tw nhién ndy vao chudi polypeptit trong dap
mg v6i bd ba nay. Cac cap aaRS-tARN dé 1am vi du bao gdm, nhung khong gi¢i
han &, cip aaRSAARN Methanococcus jannaschii (Mj-Tyr), cap E. coli TyrRS
(Ec-Tyr)/B. stearothermophilus tARNcua, cdp E. coli LeuRS (Ec-Leu)/B.
stearothermophilus tARNcua, va cap pyrolysyl-tARN.

Polypeptit IL-15 c6 chira (c4c) axit amin khong tu nhién duoc didu ché bang

cach dua céu trac axit nucleic duge md ta trong ban md ta nay c6 chira tARN va
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tARN synthetaza va ¢6 chira trinh tu axit nucleic dugc quan tdm véi mot hodc
nhiéu bd ba truc giao (két thic) trong khung vao trong té bao chii. Té bao chu
duoc phoi nhiém véi dung dich sinh 1y ¢6 chira (cac) axit amin khong tu nhién,
va sau d6 té bao chu duogc duy tri trong diéu kién ma cho phép su biéu hién cua
protein ¢6 trinh ty ma héa duoc quan tam. (C4c) axit amin khong ty nhién dugc
két hop vao chudi polypeptit trong ddp timg v6i bd ba nay. Vi du nhu, mot hodc
nhiéu axit amin khong tuy nhién dugc két hop vao polypeptit IL-15. Theo cich
khac hai hogic nhiéu axit amin khong ty nhién c6 thé duoc két hop vao polypeptit

IL-15 & hai hodc nhiéu vi tri trong protein.

Khi nhiéu axit amin khong tu nhién can duoc két hop vao polypeptit IL-15,
can hiéu réng nhiéu bd ba phai duge két hop vao trinh tu axit nuclei mi hoa & cac
vi tri mong mudn sao cho cip tARN synthetaza/tARN co6 thé dinh huéng su két
hop ctia axit amin khong tw nhién trong dap img v6i (cac) bd ba nay. Axit nucleic
ma héa ¢6 it nhat 1 1, 2, 3, 4, hogc nhiéu bd ba hon c6 thé dugc két hop vao trinh

tu axit nucleic dugc quan tam.

Khi mong mudn két hop nhiéu hon mot loai axit amin khong tu nhién vao
trong protein dugc quan tdm thanh protein don 1é, cap tARN-tARN synthetaza
truc giao thir hai hodc thém nita co thé dugc str dung dé két hgp axit amin khong
tu nhién thir hai hodc thém nita; thich hop la cap tARN-tARN synthetaza truc giao
thir hai hodc thém nita nay nhén dién bd ba khac trong axit nucleic ma hoéa cho
protein duge quan tdm sao cho hai hodc nhiéu axit amin khong tu nhién c6 thé
duoc két hop dic hiéu vao cac vi tri dugc xac dinh khic nhau trong protein trong
budc san xuit don 1é. Theo cac phuong an nhét dinh, do d6, hai ho#c nhiéu cap
tARN-tARN synthetaza trye giao co thé dugc st dung.

Khi polypeptit IL-15 két hop (c4c) axit amin khong ty nhién dugc san Xuét
trong té bao chu no c6 thé dugc chiét tir d6 bing nhiéu k¥ thudt da biét trong linh
vuc, bao gém sy dung giai enzym, hoa hoc va/hoac thAm thau va sy pha v& vt

ly. Polypeptit IL-15 c6 thé duogc tinh ché bang cdc ky thuat tiéu chuén da biét
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trong linh vue chzfmg han nhu sic ky didu ché, tinh ché ai luc ho#c k¥ thuét thich

hop khéac bat ky.

Té bao chu thich hop co thé bao gdm té bao vi khuén (vi du nhu, E. coli),
nhung t€ bao chi thich hop nhit 12 t€ bao nhan chuén, v du nhu € bao con tring
(vi du nhu Drosophila chang han nhu Drosophila melanogaster), té bao nAm men,
té bao giun tron (vi du nhu Caenorhabditis elegans), té bao chudt nhit (vi du nhu
Mus musculus), hodc té bao dong vat c6 vi (ching han nhu té€ bao trimg chudt
ddng Trung Quéc (CHO) hogc té bao COS, té bao 293T ngudi, té bao HeLa, té
bao NIH 3T3, va té bao ching ting héng cAu-bach cdu & chudt (MEL)) hodc té
bao ngudi hodc t& bao nhan chudn khac. Céc té bao chu thich hop khéc 12 da biét
déi véi ngudi c6 trinh d9 trung binh trong linh vye. Thich hop la, té bao chu 1a té

bao dong vat c6 v - chang han nhu t€ bao ngudi hodc té bao con trung.

Céac té bao chu thich hop khac ma c6 thé duogc stir dung chung trong cac
phuong an cua sang ché 1a céc té bao chi duoc dé cap dén trong phﬁn vi du thuc
hién sang ché. ADN vecto ¢6 thé duoc dua vao trong té bao chii thong qua cac k¥
thuat bién nap hodc chuyén nap thong thuong. Nhu dung trong ban mo ta nay, cac
thuat ngl "bién nap" va “chuyén nap" dugc du dinh ding dé chi nhidu k¥ thuat
da duoc biét rd d& dua phan tir axit nucleic la (vi du nhu, ADN) vao trong té bao
chii, bao gdm ddng két tiia canxi photphat hogc canxi clorua, chuyén nap qua trung
gian DEAE-dextran, chuyén nhidm liposom, hodc dién di. Céc phuong phap thich

hop dé bién nap hogc chuyén nap té bao chu da dugc biét rd trong linh vyc.

Khi tao ra cac dong té bao, thudng vu tién 1a dong té bao bn dinh dwoc didu
ché. Bé chuyén nap dn dinh té bao dong vat ¢6 va vi du nhu, da biét rang, tly
thudc vao vecto biéu hién va k¥ thuét chuyén nap duoc st dung, chi ti 1€ nho cia
té bao c6 thé tich hop ADN la vao trong hé gen ctia ching. Pé nhan dién va chon
loc cac thé tich hop nay, gen ma ma hoa cho chi thi chon loc (vi du nhu, tinh
khang v6i chit khang sinh) thuong duge dua vao trong t€ bao chii cing véi gen
duoc quan tAm. Céc chi thi chon loc dugc uu tién bao gém cac chi thi ma mang

lai tinh khang d6i voi thube, chang han nhu G418, hygromycin, hodc metotrexat.
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Phan tir axit nucleic ma hoa cho chi thi chon loc ¢6 thé duoc dua vao trong té bao
chu trén cung vecto hodc cé thé duoc dua vao trén vecto riéng ré. Té bao da duoc
chuyén nap n dinh v6i phan tir axit nucleic di duogc dua vao c6 thé dugc nhan
dién bé“mg su chon loc thude (vi du nhu, té bao ma da két hop gen chi thi chon loc

s& song sot, trong khi cac té bao khac chét).

Theo mot phuong 4n, cac cdu truc duge mo ta & day dugce tich hop vao
trong hé gen cua té bao chu. Uu diém cua su tich hop 4n dinh 13 dat duoc tinh
ddng déu gifta cac té bao hodc cac dong riéng 1é. Uu diém khac 14 c6 thé thuc hién
su chon loc cua cac nguén san xudt t6t nhat. Theo do, diéu mong muén 12 tao ra
cac dong té bao 6n dinh. Theo phuong 4n khéc, cac cdu truc dugc mo ta & day
duoc chuyén nap vao trong té bao chu. Uu diém cua viéc chuyén nap céc cdu tric
vao trong té bao chii 13 ning suét protein c6 thé duoc t6i da hoa. Theo mot khia
canh, sang ché md ta t& bao ¢c6 chira ciu tric axit nucleic hodc vecto duge mo ta

trong ban mo ta nay.
Dugc phédm va ché pham

Theo mdt sb phuong an, dugc phém va ché phém dugc mo ta trong ban md
ta nay dugc ding cho dbi tugng bang nhiéu duong dung, bao gom nhung khéng
gidi han O, cac dudng dung ngoai duong tiéu hoa, qua dudng miéng, hodc qua da.
Trong mot sé truong hop, viéc dung ngoai dudng tiéu hoa bao gdm viéc dung
trong tinh mach, duéi da, trong co, trong ndo, trong mili, trong dong mach, trong
khép, trong da, trong thiy tinh thé, truyén trong xuong, trong mang bung, hoic
ndi tdy mac. Trong mot sb trudong hop, duge pham dugc tao ché phdm dé dung
cuc bd. Trong céac truong hgp khac, duge phém duoc tao ché phém dé dung toan

than.

Theo mot s& phuong 4n, ché phim dugc bao gdm, nhung khong giéi han &,
dich phan tan 16ng trong nudce, dich phén tan ty nhii hda, dich phan tan liposom,
sol khi, ché pham giai phéng tirc thi, ché phém giai phong c6 kiém sodt, ché phdm
giai phong tré, ché pham giai phong kéo dai, ché pham giai phéng theo nhip, va

ché pham giai phong tirc thi va c6 kiém soét hon hop.
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Theo mot s6 phuong 4n, ché phim dugc bao gdm chit mang hogc nguyén
liéu chat mang dugc chon trén co s& su tuong thich vai duoc phém duoc bdc 10 &
day, va céc tinh chét bién dang giai phong ciia dang lidu lugng mong mubn. Cac
nguyén li€u chét mang dé 1am vi du bao gbm, vi dy nhu, chét gin két, chit hoat
dong bé mit, chét lam tan, chit 1am 6n dinh, chit 1am tron, chét 1am Am, chét pha
lodng, va chat tuong tu. Nguyén liéu chit mang tuong thich véi dugc pham bao
gém, nhung khong gigi han &, acacia, gelatin, silic dioxit keo, canxi
glyxerophotphat, canxi lactat, ~maltodextrin, glyxerin, magie silicat,
polyvinylpyrolidon (PVP), cholesterol, cholesterol este, natri caseinat, lexithin
dau tuong, axit taurocholic, phosphotidylcholin, natri clorua, tricanxi photphat,
dikali photphat, xenluloza va thé lién hop xenluloza, dudng natri stearoyl lactylat,
carrageenan, monoglyxerit, diglyxerit, tinh bot duoc gelatin héa so bd, va dang
twong tw. Xem, vi du nhu, Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
Nineteenth Ed (Easton, Pa.: Mack Publishing Company, 1995), Hoover, John E.,
Remington's Pharmaceutical ~ Sciences, Mack Publishing Co., Easton,
Pennsylvania 1975, Liberman, H.A. and Lachman, L., Eds., Pharmaceutical
Dosage Forms, Marcel Decker, New York, N.Y., 1980, va Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Seventh Ed. (Lippincott Williams &
Wilkins 1999).

Trong mot sé truong hop, duge phdm dugc tao ché pham dudi dang
liposom mién dich, ma ¢6 chira mot s6 luong céc thé lién hop IL-15 lién két truc
tiép hodc gidn tiép voi 16p lipit kép cua liposom. Céc lipit dé 1am vi du bao gom,
nhung khong gi¢i han &, cic axit béo; phospholipit; sterol ching han nhu
cholesterol; sphingolipit ching han nhu sphingomyelin; glycosphingolipit chang
han nhu gangliosit, globosit, va cerebrosit; amin hoat dong bé mit chéng han nhu
stearyl, oleyl, va linoleyl amin. Trong mot s6 truong hop, lipit bao gbm lipit
cation. Trong m{t s6 trudng hop, lipit bao gdm phospholipit. Cac phospholipit vi
du bao gém, nhung khoéng gi6i han &, axit phosphatidic ("PA"),
phosphatidylcholin ("PC"), phosphatidylglyxerol ("PG"), phophatidyletanolamin
("PE"), phophatidylinositol ("PI"), va phosphatidylserin ("PS"), sphingomyelin

116



48487 117/172

(bao gdm sphingomyelin ndo), lexithin, lysolexithin,
lysophosphatidyletanolamin, cerebrosit, diarachidoylphosphatidylcholin
("DAPC"), didecanoyl-L-alpha-phosphatidylcholin ("DDPC"),
dielaidoylphosphatidylcholin ("DEPC"), dilauroylphosphatidylcholin ("DLPC"),
dilinoleoylphosphatidylcholin,  dimyristoylphosphatidylcholin  ("DMPC"),
dioleoylphosphatidylcholin ("DOPC"), dipalmitoylphosphatidylcholin
("DPPC"), | distearoylphosphatidylcholin ~ ("DSPC"), 1-palmitoyl-2-oleoyl-
phosphatidylcholin ("POPC"), diarachidoylphosphatidylglyxerol ("DAPG"),
didecanoyl-L-alpha-phosphatidylglyxerol ("DDPG"),
dielaidoylphosphatidylglyxerol ~ ("DEPG"),  dilauroylphosphatidylglyxerol
("DLPG"), dilinoleoylphosphatidylglyxerol, dimyristoylphosphatidylglyxerol
("DMPG"), dioleoylphosphatidylglyxerol ("DOPG"),
dipalmitoylphosphatidylglyxerol ~ ("DPPG"), distearoylphosphatidylglyxerol
("DSPG"), 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylglyxerol ("POPG"),
diarachidoylphosphatidyletanolamin ("DAPE"), didecanoyl-L-alpha-
phosphatidyletanolamin ("DDPE"), dielaidoylphosphatidyletanolamin ("DEPE"),
dilauroylphosphatidyletanolamin ("DLPE"), dilinoleoylphosphatidyletanolamin,
dimyristoylphosphatidyletanolamin ("DMPE"), dioleoylphosphatidyletanolamin
("DOPE"), dipalmitoylphosphatidyletanolamin ("DPPE"),
distearoylphosphatidyletanolamin ("DSPE"), 1-palmitoyl-2-oleoyl-
phosphatidyletanolamin ("POPE"), diarachidoylphosphatidylinositol ("DAPI"),
didecanoyl-L-alpha-phosphatidylinositol ("DDPI"),
dielaidoylphosphatidylinositol ("DEPI"), dilauroylphosphatidylinositol
("DLPI"), dilinoleoylphosphatidylinositol, dimyristoylphosphatidylinositol
("DMPI"), dioleoylphosphatidylinositol ("DOPI"),
dipalmitoylphosphatidylinositol ~ ("DPPI"),  distearoylphosphatidylinositol
("DSPI"), 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylinositol ("POPI"),
diarachidoylphosphatidylserin ("DAPS"), didecanoyl-L-alpha-phosphatidylserin
("DDPS"), dielaidoylphosphatidylserin ("DEPS"), dilauroylphosphatidylserin
("DLPS"), dilinoleoylphosphatidylserin, dimyristoylphosphatidylserin
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("DMPS"), dioleoylphosphatidylserin ("DOPS"), dipalmitoylphosphatidylserin
("DPPS"), distearoylphosphatidylserin  ("DSPS"), 1-palmitoyl-2-oleoyl-
phosphatidylserin ~ ("POPS"),  diarachidoyl sphingomyelin,  didecanoyl
sphingomyelin, dielaidoyl sphingomyelin, dilauroyl sphingomyelin, dilinoleoyl
sphingomyelin,  dimyristoyl ~ sphingomyelin, sphingomyelin,  dioleoyl
sphingomyelin, dipalmitoyl sphingomyelin, distearoyl sphingomyelin, va 1-

palmitoyl-2-oleoyl-sphingomyelin.

Theo mét sb phwong 4n, ché pham dugc con bao gdm chét didu chinh pH
hoac chit dém ma bao gém cac axit chéng han nhu axit axetic, axit boric, axit
xitric, axit lactic, axit phosphoric va axit clohydric, cdc bazo ching han nhu natri
hydroxit, natri photphat, natri borat, natri xitrat, natri axetat, natri lactat va tris-
hydroxymetylaminometan, va cac chit dém ching han nhu xitrat/dextroza, natri
bicacbonat va amoni clorua. Céc axit, bazo va chit dém nay duoc bao gém &

luong can dé duy tri pH ctia dugc pham trong pham vi chép nhan duoc.

Trong mot ) truong hop, ché phém dugc bao gém mot hodc nhiéu mudi &
luong can dé dua do tham thau ctia duge phim vao pham vi chép nhan dugc. Céc
mudi ndy bao gbm céc mudi ¢c6 céac cation natri, kali hodc amoni va cdc anion
clorua, xitrat, ascorbat, borat, photphat, bicacbonat, sulfat, thiosulfat hoac bisulfit,
mubi thich hgp bao gdm natri clorua, kali clorua, natri thiosulfat, natri bisulfit va

amoni sulfat.

Theo mot s6 phuong 4n, ché pham duoc bao gdm, nhung khong gi6i han &,
duong nhu trehaloza, sucroza, manitol, sorbitol, maltoza, glucoza, hodc mubi nhu
kali photphat, natri xitrat, amoni sulfat va/hodc cac chét khac chang han nhu

heparin dé lam ting do hoa tan va d¢ dn dinh in vivo ctia polypeptit.

Theo mot s& phuong 4n, ché phém duogc con bao gdm chét pha lodng ma
duoc st dung dé lam 6n dinh hop chat boi vi chung c6 thé tao ra moi trudng on
dinh hon. Mudi hoa tan trong dung dich dém (ma cling c6 thé tao ra su kiém soét
hodc su duy tri do pH) dugc str dung lam chét pha loang trong linh vuc, bao gém,

nhung khong gi¢i han ¢ dung dich nude mudi dém photphat.
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Chét 1am 6n dinh bao gdm hop chét ching han nhu chét chéng oxy hoa bét
ky, chét dém, axit, chét bao quan va chét twong tu. Céc chét 1am 6n dinh dé 1am
vi du bao gdm L-arginin hydroclorua, trometamin, albumin (nguoi), axit xitric,
ruou benzyl, phenol, dinatri biphotphat dehydrat, propylen glycol, metacresol

hodc m-cresol, kém axetat, polysorbate-20 hodc Tween® 20, hoac trometamol.

Céc chét hoat dong bé mit bao gdm hop chét ching han nhu natri lauryl
sulfat, natri docusat, Tween 60 hodc 80, triaxetin, vitamin E TPGS, sorbitan
monooleat, polyoxyetylen sorbitan monooleat, polysorbat, polaxomer, mudi mét,
glyxeryl monostearat, copolyme cua etylen oxit va propylen oxit, vi du nhu,
Pluronic® (BASF), va dang tuong tu. Cac chit hoat dong bé mit khéac bao gém
polyoxyetylen axit béo glyxerit va dAu thuc vat, vi du nhw, dau thau dau da hydro
hoa polyoxyetylen (60), va polyoxyetylen alkylete va alkylphenyl ete, vi du nhu,
octoxynol 10, octoxynol 40. Ddi khi, chit hoat dong bé mit dugc bao gém dé tang
cuong do on dinh vat ly ho#c cho cac muc dich khac.

Phéc do tri lidu

Theo mot s6 phuong an, dugce phim dugc md ta trong ban mo ta ndy dugc
dung cho céc tng dung tri liu. Theo mot s6 phuong 4n, dugc phim dugc dung
mot 1an mdi ngay, hai 14n mdi ngay, ba 14n mdi ngay hodc nhiéu hon. Dugc phim
dugc dung hang ngay, mdi ngay, hai ngay mot 1an, nam ngay mot tuan, mot lan
mot tudn, hai tuAn mot 1an, hai tudn mdi thang, ba tudn mdi thang, mot 1An mot
thang, hai 1an mdt thang, ba lan mdi thang, hodc nhiéu hon. Duoc phém duoc
dung trong it nhit 1a 1 thang, 2 thang, 3 thang, 4 thang, 5 thang, 6 thang, 7 thang,
8 thang, 9 thang, 10 thang, 11 thang, 12 thang, 18 thang, 2 ndm, 3 nam, hodc lau

hon.

Trong trudng hgp ma tinh trang cia bénh nhén cai thién, theo su suy xé€t
cua bac si viéc dung dugc phém dugc thuc hién lién tuc, theo cach khac, lidu
luong cua dugce phém duoc dung duge tam thoi gidm di hodc tam thoi ngung lai
trong khoang thoi gian nhét dinh (tirc 13, "thoi gian tam nghi thube"). Theo mot

s6 phuong 4n, khoang thoi gian tam nghi thudc thay doi tir 2 ngay dén 1 nim, bao
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gom chi dé 1am vi du, 2 ngdy, 3 ngay, 4 ngay, 5 ngay, 6 ngdy, 7 ngdy, 10 ngay, 12
ngay, 15 ngdy, 20 ngdy, 28 ngdy, 35 ngay, 50 ngay, 70 ngay, 100 ngay, 120 ngay,
150 ngay, 180 ngay, 200 ngay, 250 ngay, 280 ngay, 300 ngay, 320 ngay, 350
ngay, hodc 365 ngay. Su giam lidu lwong trong thoi gian tam nghi thude 14 tr 10%
dén 100%, bao gdm, chi dé lam vi du, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, hodc 100%.

Khi su cai thién cua tinh trang ctia bénh nhan xay ra, licu luong duy tri dugc
dung néu can. Tiép do, liéu lugng hodc tan suat dung, hodc ca hai, c6 thé duoc
giam di, dudi dang ham so cia cic tri¢u ching, dén mic ma & do bénh, roi loan

hodc tinh trang bénh da dugc cai thién duoc gitr lai.

Theo mdt s6 phuwong 4n, lugng cia chét nhat dinh ma tuong g véi luong
thay doi tuy thude vao cac yéu tb chéng han nhu hop chét cu thé, mtrc do nghiém
trong cuia bénh, dac diém nhan dang (vi du nhu, khéi luong) cla dbi tugng hoic
vat cht can diéu tri, tuy nhién thuong duge xac dinh theo phuong thuc da biét
trong linh vuc theo hoan canh cu thé xung quanh trudng hop nay, bao gdm, vi du
nhu, chét cu thé duoc dung, duong dung, va ddi tuong hodc vat chu dugc diéu tri.
Theo mot sé phuong 4n, lidu luong mong mudn duogc trinh bay thuan tién trong
liéu don 1¢ hodc duédi dang céc liéu duoc chia nhd duge dung déng thoi (hodc
trong khoang thoi gian ngin) hodc & su cach quang thich hop, vi du nhu hai, ba,

bon hoidc nhiéu liéu nho hon mo1 ngay.

Céc khoang gia tri néu trén chi la goi y, vi sb luong bién s6 lién quan dén
phac do diéu tri cu thé 14 16m, va do léch dang k& tir cac gia tri khuyén nghi nay
khong phai 1a hiém gap. Cac lidu lugng nay dugc thay ddi tiry thude vao sd lugng
ctia bién 8, khong giéi han & hoat tinh ctia hop chét dugc str dung, bénh hoic tinh
trang bénh can diéu tri, phuong thirc sir dung, cac yéu cAu cua ddi tugng cu thé,
muc do nghiém trong ctia bénh hodc tinh trang bénh dugc diéu tri, va danh gia
cua béc si.

Theo mdt s6 phuwong 4n, sy gdy doc va hiéu qua tri li¢u clia phac dd tri lidu

nay dugc x4c dinh bang cac quy trinh dugc ti€u chuén trong nudi cay t& bao hodc
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dong véat thi nghiém, bao gdm, nhung khong gi6i han &, sw x4c dinh cua LD50
(liéu lugng gay chét 50% quan thé) va ED50 (lidu luong hitu hiéu dé diéu tri &
50% quén thé). Ti 1€ lidu lugng gifta tac dung gy doc va tac dung tri li€u 1a chi
s tri liéu va n6 duoc bidu didn dui dang ti 1¢ gitta LDS0 va EDS0. Hop chat thé
hién chi s6 tri liéu cao duoc wu tién. Dit liéu thu dugc tr thtr nghiém nudi céy té
bao va nghién ctru dong vat duoc str dung trong viéc tao ché phdm khoang lidu
luong dé sir dung & ngudi. Liéu luong cua hop chét nay tot hon 1a nim trong
khoang nong do tuAn hoan ma bao gdm ED50 véi sy gdy doc tb1 thiéu. Lidu luong
thay doi trong khoang gié tri ndy tuy thufc vao dang lidu luong duge dung va

duong dung dugc st dung.
Bo kit/vat phém san xuét

Theo cac phuong an nhét dinh, séng ché boc 10 bd kit va vat phém san xuét
dé str dung véi mot hodc nhiéu phuong phap va dugc phém dugc mo ta trong ban
mo ta nay. B0 kit ndy bao gém chét mang, bao goi, hodc vét chira ma dugc chia
ngan dé dung mot hoac nhiéu vt chira chéng han nhu lo, 6ng, va dang tuong tu,
mdi vt chira ndy c6 chira mot trong cdc thanh phan riéng ré dé dugc str dung
trong phuong phap dugc mo ta trong ban mo ta nay. Vat chira thich hop bao gom,
vi du nhu, chai, lo, xy lanh, va 6ng nghiém. Theo mdt phuong 4n, vét chira duge

tao thanh tur nhiéu nguyén liéu chéng han nhu thay tinh hodc chét déo.

Vit phdm san xuét duoc d& xuét trong ban mo ta nay chira nguyén li¢u bao
goi. Cac vidu vé nguyén liéu bao goi duge pham bao gdm, nhung khong gidi han
o, goi phéng, chai, dng, thi, vat chtra, chai, va nguyén li¢u bao 201 bét ky thich

hop cho ché phém duogc chon va phuong thirc dung va didu tri du kién.

Vi du nhu, (cac) vét chira bao gdm mot hodc nhiéu polypeptit IL-15 hodc
thé lién hop IL-15 dugc boc 10 & ddy, va tily ¥ mot hodic nhiéu ta duge duge phim
duoc mo ta trong ban md ta nay d& 1am thuan loi cho sy phan phéi polypeptit IL-
15 hodc thé lién hop IL-15. B kit ndy tiy y con bao gdm md ta nhan dang hodc
nhin hodc hudng dan st dung lién quan dén viéc st dung né trong phuong phép

dugc mo ta trong ban md ta nay.
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B0 kit thudng bao gdm nhn trinh bay ndi dung va/hodc huéng dan sir dung,
va vat gai bao g6i voi hudng dan st dung. B huéng din sir dung ciing thuong

dugc bao gdm.

Theo mdt phuong an, nhan ¢ trén hodc kém theo vat chira. Theo mot
phuong an, nhan ¢ trén vét chira khi chit cai, sb hodc cac ky tu khac tao thanh
nhan dugc gén, duoc dac hodc dugce khic vao ban than vat chita, nhan dugc két
hop vao vat cht’ra khi n6 ¢6 mit & trong dd dung hodc vat mang ma cling gitt vét
chtra, vi du nhu, dudi dang vat gai bao goi. Theo mét phuong an, nhan dugc su
dung dé chi ra rang cic chét chira bén trong 13 dé str dung cho tmg dung tri liéu
cu thé. Nhan ciing chi ra huéng dan dé st dung cac chat chira bén trong, ching

han nhu trong phuwong phéap dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo cac phuong an nhét dinh, dugc phdm duge trinh bay trong goi hodc
dung cu pha ché ma chira mot hoic nhiéu dang lidu don vi chira hop chét duoc dé
XUt trong ban md ta nay. Goi, vi du nhu, chira 14 kim loai hoac 14 chét deéo, chéng
han nhu géi phong. Theo mdt phwong 4n, géi hodc dung cu pha ché duoc kém
theo v6i huéng dan st dung. Theo mdt phuong 4n, goi hodc by pha ché ciing dugc
kem theo vai thong béo vé vat chira & dang dugc quy dinh bdi co quan chinh
quyén quéan ly viéc san xuét, str dung, hodc mua ban dugc pham, thong b4o nay
phan anh sy chép thuan cla co quan nay vé dang cla thudc dé dung cho ngudi
hodc thi y. Thong bao nay, vi du nhu, la su gén nhin duoc chép thuan béi Co
Quan Quan Ly Thuc Pham va Duoc Phiam Hoa Ky dbi voi thude, hodic vat gai san
pham dugc chép thuan. Theo mdt phuong 4n, dugc pham chira hop chét dugc dé
xuét trong ban md ta nay duoc tao ché phdm trong chat mang dugc twong thich
cling duoc diéu ché, dugc cho vao vat chira pht hop, va dugc g'fm nhén dé diéu

tri tinh trang bénh dugc chi dinh.
Thuét ngft nhat dinh

Trir khi ¢6 chi din khac, tit ca cac thuat ngit k§ thuét va khoa hoc dung
trong ban md ta nay c6 cung nghia nhu thudong dugce hiéu bsi nguoi 6 trinh do

trung binh trong linh vuc ma dbi tuong duogc yéu cAu bao hod nay thudc vé. Can
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hiéu rdng phan mb ta chi tiét sang ché chi dé 1am vi du va giai thich va khong 1am
gidi1 han dbi tuong bat ky dugc yéu cAu bao ho. Trong don ndy, viéc sir dung danh
tir sb it bao gdm nghia sb nhidu trir khi c¢6 chi din cu thé khac. Can phai lvu y
rang, nhu dung trong ban md ta nay, cac dang s it bao gdm viéc dé cap dén sé
nhiéu trir khi ngft canh rd rang chi ra diéu khéc. Trong don nay, viéc st dung
"hodc" c6 nghia la "va/hoac" trir khi duge quy dinh khac. Ngoai ra, viéc str dung
thuat ngit "bao gdm" cling nhu 1 cac dang khéc, chang han nhu "viéc bao gom",

"sir bao gom," va "dugc bao gom," khong lam giGi han sang che.

Mic du cac ddu hidu khac nhau cua sang ché c6 thé dugc mo ta trong ngit
canh cua phuong an don 1€, cac dAu hiéu nay cling c6 thé dugc néu mdt cach riéng
& hoic & dang két hop thich hop bat ky. Nguoc lai, mic dii sang ché ¢6 thé duoc
md ta trong ban md ta ndy trong ngff canh clia cac phuong an riéng ré dé cho 13

rang, sang ché cling c6 thé duoc thuc hién trong phuong 4n don 18.

Trong ban mo ta nay vi€c dé cap dén "mot s6 phuong 4n", "phuong 4n",
"mot phuong 4n" hodc "phuong dn khic” c6 nghia la dAu hiéu, cdu tric, hodc dic
diém cu thé duoc mo ta lién quan dén cac phuong 4n nay dugc bao gdm trong it
nhat mot s6 phuong an, nhung khong nhAt thiét 13 tat ca cac phuong 4n, cla séng

ché.

Nhu dung trong ban md ta nay, khoang gia tri va luong ¢o thé dugc dién
dat dué6i dang "khoang" gia tri hodc khoang gié tri cu thé. Khoang con bao gom
luong chinh xéc. Vi vay "khoang 5 pl" ¢6 nghia la "khoang 5 pl" va cling c6 nghia
1a "5 ul." Nhin chung, thuat ngit "khoang" bao gbém lugng ma duge mong doi 1a
nim trong sai s6 thi nghiém.

Cac dé& muc duoc stir dung trong ban mo ta nay chi nhim muc dich td chtic
va khong duoc hiéu 13 1am giéi han ddi trong duge md ta.

Nhu ding trong ban md ta nay, cac thuat nglt "(cac) ca thé", "(cac) ddi
tuong" va "(céc) bénh nhan" c6 nghia la dong vat c6 vu bét ky. Theo mot s6
phuong 4n, dong vat c6 va la ngudi. Theo mét sb phuong an, dong vat c6 va

khong phai 1a nguoi. Khong c6 thuat ngir nao trong sb cac thuat ngit nay doi hoi
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hodac bi gidi han & tinh huéng dic trung badi sy giam sat (vi du nhu li€n tuc hodc
ting dot) ctia ngudi cham soc stre khoe (vi du nhu béc si, y t4 da dang ky, nguoi

thuc hanh nghiép vu y t4, trg ly béac si, ho ly hodc nhan vién nha té bﬁn).

Nhu dung trong ban md ta ndy, cac thuét ngit "déang ké" va "mot cach dang
k&" khi d& cap dén thu thé lién két co nghia 12 sy thay dbi di dé anh huong dén su
lien két ctia polypeptit IL-15 véi thu thé dich. Trong mot s truong hop, thuét ngit
dung dé chi su thay dbi bang it nhit 1a 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, hoic 16n hon. Trong mot ) truong hop, thuét ngft nay cé nghia
la sy thay dbi béng it nhit 12 2 14n, 3 lan, 4 14n, 5 lan, 6 lan, 7 lan, 8 1an, 9 lan, 10

14n, 50 13n, 100 1an, 500 14n, 1000 l4n, hodc 16n hon.

Trong mdt sb trudng hop, thudt ngit “mot cach dang ké" khi dé cap dén su
hoat hda cia mdt hodc nhiéu quan thé t& bao thong qua phirc hop truyén tin hidu
xytokin ¢o nghia 1a sy thay doi du d8 hoat héa quén thé t& bao. Trong mot sb
truong hop, su thay d6i dé hoat hoa quén thé té bao dugc do duéi dang hiéu luc
truyén tin hiéu thu thé. Trong cac trudong hop nay, gia tri EC50 c6 thé duoc cung
cap. Trong céc trudong hgp khéc, gia tri ED50 ¢6 thé dugc cung cdp. Trong cic

truong hop khac, ndng do hogc lidu luong cua xytokin c6 thé dugc cung cép.

Nhu dung tfong ban mo ta ndy, thut nglr "hiéu luc" dung dé chi luong ctia
xytokin (vi du nhu, polypeptit IL-15) cAn dé tao ra tic dung dich. Trong mot sb
truong hop, thudt ng "hiéu luc" ding dé chi luong xytokin (vi du nhu, polypeptit
IL-15) cin dé hoat hoa thu thé xytokin dich (vi du nhu, thu thé IL-1 5). Trong céc
truomg hop khéc, thuét ngit "hiéu luc" dung dé chi luong xytokin (vi du nhu,
polypeptit IL-15) cAn dé hoat hoa quén thé té bao dich. Trong mét sb truong hop,
hiéu luc duge do dudi dang ED50 (Liéu Hitu Hiéu 50), hodc lidu luong cAn dé tao
ra 50% cua tac dung 16n nhét. Trong cac trudng hop khac, hiéu lyc duoc do dudi
dang EC50 (Néng Do Hiru Hiéu 50), hodc nf‘)ng do can dé tao ra tac dung dich &
50% quan thé.

Nhu dung trong ban md ta nay, thuat ngir "(céc) t€ bao mién dich thAm nhap

khdi u" dung dé chi té bao mién dich ma da thAm nhép vao trong khu vurc ¢6 chira
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té bao khédi u (vi du nhu, trong vi mdi trudong khdi u). Trong mét sb trudng hop,
té bao mién dich thAm nhép khéi u lién quan dén su phé huy té bao khéi u, su
giam di cla sy ting sinh té bao khdi u, su giam di cla tai trong khdi u, hodc dang
két hop ctia chung. Trong mot s6 trudong hop, té bao mién dich tham nhap khdi u
c6 chura té bao lympho thdm nhép khéi u (TIL). Trong mot s6 trudmg hop, té bao
mién dich tham nhap khdi u c6 chira té bao T, té bao B, té bao giét ty nhién, dai
thuc bao, bach ciu trung tinh, té bao phan nhanh, dudng bao, bach cAu ua axit
hodc bach cau ua bazo. Trong mot s6 trudong hop, té bao mién dich thAm nhap

khéi u c¢6 chtra t& bao T CD4+ hoic CD8+.
Vi du thuce hién sang ché

Céc vi du nay duoc néu ra chi nhdm muc dich minh hoa va khong lam gidi

han pham vi cta céc yéu cAu bao hd duge dé xuét trong ban md ta nay.
ViDU 1.
Su biéu hién cua polypeptit IL-15 di duoc cai bién

Polypeptit IL-16 da dugc cai bién duogc phat trién & nhiét do 37°C, 250

vong/phut, va sy cam ting 5 gio. Thanh phan moi trudng nhu duoe minh hoa trong

Bang 2.
Bang 2.
Tén Hop phin
Moi truong sinh trudng 2xYT

Cho 1 I: Vién 2x 2xYT, kali photphat | 30,8 mM Kali photphat dibazo

monobazo, kali photphat dibazo 19.2 mM Kali photphat monobazo

Noi hip trén chu trinh long d€ tiét | 10 yo/ml Ampixilin

trun
s 5 ug/ml Chloramphenicol

50 ug/ml Zeocin
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37,5 uM dTPT3TP

150 uM dNAMTP

Khi méi trudng nudi cdy biéu hién dat dén ODsg 0,85-0,9, mdi trudng nudi
chy duge tai trude voi NaMTP (& ndng do cudi cing bang 250 uM), TPT3TP (&
ndng do cubi cling bang 25 uM), va azido-lysin (& ndng do cudi cing bang 15
mM). Khoang 15-20 phut sau khi tai truéc vé6i ribonucleotit va axit amin, IPTG
dugc bd sung va protein dugc biéu hién trong thoi gian khoang 5 gio.

Thé vui

Khi thu gom vién té bao, cac vién dugc xur 1y thém ddi voi thé vii. Mot
cach vin tét, vién té bao 1 1 dugce tai tao huyén phu trong 10 ml chéit dém dung
giai (20 mM Tris-HCI, d6 pH 8,0; 150 mM NaCl; 1 mM DTT; va Chét rc ché
proteaza (1 vién/50 ml)). Sau khi tai tao huyén phu, thé tich cua vién 1 1 dugc ting
lén dén 45 ml bing chat dém dung giai va duoc chay qua kénh dan vi luu trong
2x. Sau d6 mAu dugc chuyén vao dng ly tim 50 ml va ly tdm & tbc do 16k
vong/phut trong thdi gian 20 phut & nhiét d6 4°C. Tiép theo, vién dugc tai tao
huyén phui vién trong 5 ml chat dém dung giai va téng thé tich duoc ting 1én dén
30 ml bang chit dém dung giai. Khoang 10% Triton X-100 dugc bd sung dén
ndng do cudi cing bang 0,5 %. Sau d6 dung dich dugc ly tam & tbe do 16k
vong/phut trong thdi gian 20 phut & nhiét do 4°C, va sau do vién dugc thu gom
va duoc rira 3x bang 30 ml chét dém dung giai. Xy lanh 5 ml véi kim ti€ém duoc
ding dé téi tao huyén phu dly du v6i mdi lin rira. Sau 14n quay cudi cing, gan

dich ndi bé mit va vién dugc két dong nhanh dé luu trir & nhit do -80°C.
[.am tan va tai cudn gap

Khoang 5 ml chit dém lam tan dugc bd sung vao vién thé vui. Sau khi tai
tao huyén phu, thé tich dugc tang lén dén 30 ml trong chat dém lam tan. Tiép theo,
mAau duoc U & nhiét do 4°C trong thoi gian 30-60 phut. Sau do, mAu duge chuyén

vao 2 x 6ng ly tim 50 ml (15 ml/6ng) va 15 ml chét dém pha loang dugc bd sung
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vao mdi dng. Sau d6 miu dugc thdm tach tiép d6 13 trong chit dém Al qua dém

& nhiét d6 4°C, sau d6 1a chit dém thim tach A2, chit dém thdm tach A3, chét

dém tham tach A4, va chat dém tham tach AS5. Sau khi thdm tach, mau duge ly

tam & téc do 4000 vong/phut trong thdi gian 30 phit & nhiét do 4°C va ¢d dén

khoang 5 ml.

Bang 3 minh hoa chat dém lam tan.

Tén

Hop phian

Chéat dém lam tan

6 M Guanidin-HCL
20 mM Tris-HCI, d¢ pH 8,0
1 mMDTT

20 mM Imidazol

Chét dém pha lodng

3 M Guanidin-HCL
20 mM Tris-HCI, do pH 8,0
1 mMDTT

20 mM Imidazol

ChAt dém thdm tach A1l

2 M Guanidin-HCI

20 mM Tris-HCl, do pH 8,5

150 mM NacCl

1 mM GSH (glutathion da khtr)

0,1 mM GSSG (glutathion da oxy héa)

0,4 M L-Arginin

ChAt dém tham tach A2

0,75 M Guanidin-HCl

20 mM Tris-HCI, d6 pH 8,5
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150 mM NaCl
1 mM GSH (glutathion da khir)
0,1 mM GSSG (glutathion da oxy héa)

0,4 M L-Arginin

Chét dém thdm tach A3

20 mM Tris-HCI, d¢ pH 8,5

150 mM NaCl

1 mM GSH (glutathion da khir)

0,1 mM GSSG (glutathion da oxy hoéa)

0,1 M L-Arginin

ChéAt dém tham tach A4

20 mM Tris-HCI, d6 pH 8,5

150 mM NaCl

Chét dém thdm tach AS

20 mM Tris-HCI, 46 pH 7,5

12,5 mM NaCl

Tinh ché

128/172

Mau dugc tinh ché trude hét 1a trén ¢t loc GE HiLoad 16/600 Superdex

200 pg gel vé1 1x chit dém rira giai PBS, sau do la cdt trao dbi anion GE HiTrapQ

dé loai bé PEG tu do, va sau do sic ky pha dao véi su rira gidi gradien ctia 30%-

70% chit dém rra giai trong 20 thé tich cot.

Bang 4 minh hoa chét dém duoc st dung cho sic ky trao ddi anion. Bang 5

minh hoa chét dém duoc st dung cho séc ky pha déo.

Bang 4

Tén Hop ph?ln
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ChAt dém chay | 20 mM Tris-HCL, d pH 7,5

Chét dém rira giai | 20 mM Tris-HCL, do pH 7,5

500 mM NaCl

Bang 5

Tén

Hop ph?m

Chét dém chay 4,5% Axetonitril

0,043% TFA

Chét dém rira giai | 90% Axetonitril

0,028% TFA

Hinh 4 thé hién 1an chay dé lam vi du cia sic ky trao d6i anion.
Hinh 5 thé hién lan chay d& 1am vi du cua sac ky pha déo.

VviDU 2

129/172

Sang loc dua trén t& bao dé nhan dién hop chét IL-15 dugc pegyl hoa véi
su &n khop IL-15Ra hogc khong c6 su dn khop IL-15Ro,

Dit liéu cu tric ctia phicc hop truyén tin hiéu IL-15/ thu thé trime di loai

(PDB: 4GS7) dugc sir dung dé huéng dan thibt ké cua vi tri pegyl hoa nAA dé

gitt lai sy tuong tac tu nhién v6i thu thé trime di loai hodc pha hiy ddc hiéu sy
tuong tac ciia IL-15 va tiéu don vi o thy thé IL-15 (IL-15Ra). Thé lién hop IL-15
dé 1am vi du duoc dua di phan tich chtc ndng: S18, A23, T24, 125, Y26, E46,
V49,152, E53, N77, $83, E89, E90. Thé lién hop IL-15 dwoc biéu hién dudi dang

thé vui trong E. coli, dugc tinh ché va dugc tai cudn gap br:ing cach st dung quy

trinh tiéu chuén trude khi pegyl hoa dac hi¢u vi tri san pham IL-15 bang cach st
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dung hoa hoc click khong chtra ddng qua trung gian DBCO dé gin cac gbc mPEG
cong hoa tri, 6n dinh vao AzK. Thé lién hop IL-15 duge sang loc vé hoat tinh
chitc nang bang cach st dung thir nghiém téng sinh CTLL2 do mau. CTLL2 Ia
dong phu cua té bao T chudt nhéit ma biéu hién ca ba tiéu don vi thu thé IL-15 va
cAn TL-2/IL-15 dé sinh truéng. Céc thi nghiém so bd duge thuc hién dé xéc dinh
mat do té bao téi uu, khoang gid tri cta chuan IL-15 hodc thé lién hop IL-15 ddi
véi duong cong dap Ung lidu lwong twong ximg ciing nhu 1a thoi gian 4. IL-15
nguoi tai t6 hop ndi b (rHulL-15) dugc so sanh v6i chuén IL-15 thuong mai
(R&D, thu muc # 247-IL). Trong diéu kién x4c dinh, EC50 dbi v6i chuan IL-15
thuong mai 1a khoang 10,7 pM va 9,7 pM d6i v6i rHulL-15 ndi bd.

Bang 6 thé hién dit ligu EC50 dbi v6i thé lién hop IL-15 da PEGyl héa mach
thang 30 kDa dugc thiét ké dé giit lai su twong tdc ty nhién voi thy thé IL-15 trime
di loai. Sb luong gia tri dugc bao g@)m trong gi4 tri trung binh dugc chira & gitra
dAu ngoac. Két qué cho thdy rang su lién hop sinh hoc v6i PEG 30 kDa khong
gdy tro ngai cho hiéu luc ¢ thu thé dang trime v6i EC50 bi gidm di nh6 hon 5 lan

so v6i IL-15 tu nhién.

Bang 6
EC50 trung binh| EC50 trung Til¢ EC50
Vi tri

‘ (pg/ml) binh (pM) | IL-15 PEG30/rHulL-15

R&D IL-15 | 136,80+36,84 (6) 10,7
rHulL-15 | 124,62+73,75 (6) 9,7
SISPEG30| 414,10 (2) 32,1 3,3
S83 PEG30 | 199,80 (2) 15,5 1,6
N77 PEG30| 236,05 (2) 18,3 1,9
L
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Bing 7 thé hién dir liéu EC50 ddi voi thé lién hop IL-15 dd PEGyl héa mach
thng 30 kDa va mach nhénh 40 kDa duoc thiét ké dé pha hily dac hiéu sy twong

téc cta IL-15 va tiéu don vi o thu thé IL-15 (IL-15Ra). S6 lwong gié tri dugc bao

gdm trong gia tri trung binh dugc chira ¢ gilta d4u ngodc. Két qua cho thdy rang

su lién hop sinh hoc v6i PEG 30 kDa lam giam hiéu luc & thu thé dang trime so

v6i IL-15 ty nhién. Su lién hop sinh hoc cia PEG mach théng 30 kDa hoac PEG

mach nhanh 40 kDa v6i V49 1am gidm nhe hiéu luc véi thu thé dang trime so v&i
rHulL-15 (~6-8 1an, Ian lugt 814,4 pg/ml 1én 1.029 pg/ml so véi 124,62 pg/ml).
Ngoai ra, hiéu lyc cia L25 PEG39 duoc giam manh hon so véi rHulL-15 (~54
lan, 14n luot 6.827 pg/ml so voi 124,62 pg/ml).

Béang 7
o EC50 trung binh| EC50 trung Tilé EC50
v (pg/ml) binh (pM) | IL-15 PEG/rHulL-15
R&D IL-15 | 136,80+36,84 (6) 10,7
rHulL-15 | 124,62+73,75 (6) 9,7 1
125 PEG30 6.827 (2) 529,0 54
V49 PEG30 | 814,45 (2) 63,1 6
V49 1.019 8
PEG(40b) 70
E46 PEG30 65.893 5.106 526
E53 PEG30 22.766 1.764 182
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Hinh 6 minh hoa gi4 tri EC50 dbi vi thé lién hop IL-15 dé lam vi du v6i
hiéu luc tu nhién trong thir nghiém ting sinh CTLL2. K&t qua dugc dung do thi

duéi dang ti 16 phan trdm cua dap tmg.

Hinh 7 minh hoa gi4 tri EC50 déi v6i thé lién hop IL-15 dé 1am vi du. Nhw
thé hién & day, su pegyl hoa dac hiéu vi tri gop phan vao dugc ly in vitro. Két qua

duoc dung dd thi dudi dang ti 1€ phﬁn tram cua dap ing.

Hinh 8 minh hoa gi4 tri EC50 d6i véi IL-15 dé 1am vi du dugc lién hop véi
chc kich thuée PEG khac nhau. Két qua duge dung dd thi dudi dang ti 1¢ phan
tram cua dap Ung.

VviDU 3

Sy tuong tac sinh hoa cua IL-15 da PEGyl hoa voi tiéu don vi thu thé IL-

15 nguoi

Dong hoc cua su tuong tac hop chit IL-15 duoc PEGyl hda véi tiéu don vi
thu thé IL-15 ngudi duge do bing cach st dung Cong Hudng Plasmon B& Mit
(SPR) ¢ Biofizik (San Diego, CA). Ddi véi cac nghién clru nay, cac mién ngoai
bao IL-15 Ra. (Sino Biological #18366-H02H, R&D # 7194-IR) va IL-2 Rp (Sino
Biological #10696-H02H) dung hop Fc IgG1 nguoi duge bt giit trén bé mit clia
chip cam bién CM3 hodc CM4 dugc phi Protein A Biacore. Protein A dugc ghép
nbi bang cach ghép ndi amin & ti trong bing xap xi 1500 RU trén chip CM3 &
nhiét do 25 °C. Xép xi 400 RU ctia thé dung hop IL15Ra-Fe duge bit gii trén do
bing céach st dung thoi gian tiép xtc 4 phut sau d6 1a thoi gian doi 20 phut trude
khi phun chét phan tich. Sy tai tao cta bé mat gitta cac lan phun dugc thuc hién
bang cach st dung axit phosphoric 100 mM. Thu thé m&i dugc bat gitt mdi chu
ky sau khi tai tao. Cac bé& mit nay dugc do trong ba ban sao ¢ nhiét do 25 °C.
Trong thi nghiém thong thuong 10 lidu lwong cta chat phan tich véi ndng do cao
nhét bang 500 nM duoc phun. Trong mot s6 trudong hop, khoang gia tri ndng do
cao 1a can thiét va trong cac truong hop khac liéu lugng cao hon dugc bo qua khoi

phan tich.
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Do sy lién két yéu hon ciia hop chét voi IL2RB, su tai tao 1a khong can thiét

va nghién ctru lién ket tryc giao duge tien hanh ma khong c6 budc tai tao. Xap xi

600 ~700 RU cua thé dung hop IL2RB Fe duge bt giit trén d6 bang cach sir dung

thoi gian tiép xtic 1-2 phut ciia do pha loang 1/100 cia dich dy trit trong chat dém

chay. D6i véi hop chét thir nghiém 10 lidu luong cia chét phan tich véi ndng do

cao nhat bang 1000 nM dugc phun. Dif liéu tho duge phan tich bang cach st dung

chuong trinh Scrubber2 bang cach st dung quy trinh tham chiéu kép trong doé tin

hiéu hop chit dugc hiéu chinh dbi voi bé mit tréng va sy phun chit dém trén bé

mit protein. Xem cdc Bang 8 -10.

Bang 8. Cac thong sb dong hoc dbi voi cac hop chat da PEGyl héa rHulL-

15 va IL-15 v6&i cac bé mat tiéu don vi IL-15Ra.

Hop chat kon(M's™) ko (s™) Kp (nM)

2,409E+05 | 5,105E-04  |0,2117
rHulL-15 2,450B+06 | 4,763E-04 | 0,1943

1,988E+06  |4,184E-04  |0,2103

2249E+05 | 4,146E-04 | 1,845
IL15

2.404E+05 | 3,613E-04 | 1,502
N77PEG30

2206E+05  |2,926E-04  |1,328

3.669E+05  |2,137E-04  |0,5833
IL15

3.543E+05 | 2,560E-04 | 0,7227
S83PEG30

3,215E+05 1,905E-04 | 0,5909
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Bang 9. Céc thong s& dong hoc ddi véi cac hop chét dugc pegyl hoa rHulL-

15 valL-15 véi su lién két giam voi bé mit tiéu don vi IL-15Ra.

Hop chit | kou(M's™) ko (s™) Kp (nM)

2,409E+05 5,105E-04 |0,2117
rHulL-15 | 2,450E+06 4,763E-04 | 0,1943

1,988E+06 4,184E-04 |0,2103

5,07E+03 1,L19E-03 | 233,6
IL15

3990 1,04E-03  |260,9
L25PEG30

4930 1,22E-03 | 248,1

3,83E+03 4,01E-04 | 104,6
IL15

2805 3,01E-04 |1073
E46PEG30

3,17 325E-04 | 102,4

1,73E+05 530E-04 | 3,066
IL15

1,54E+05 5,76E-04  |3,75
V49PEG30

1,50E+05 422E-04 {2,823

1,51E+05 6,11E-04 | 4,059
IL15

1,26E+05 570B-04  |4,522
V49PEG40b

1,32E+05 4,60E-04 {3,483

8,76E+04 0,01484 169,4
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0,01614

1924

1,42E+05

0,02439

171

Bang 10. Céac thong s6 dong hoc dbi v6i cac hop chit duge pegyl hoa

rHulL-15 va IL-15 v6i cac bé mat tiéu don vi IL-2Rp.

Hop chit kon(M s ko (s™) Kp (nM)
4,161E+05  |3,095E-02 | 74,4
rHulL-15 4223B+05  |3,251E-02 |77
3.632E+05 | 2,863E-02 | 78,8
1,101B+05 | 2,220E-02 | 201,6
IL15 N77PEG30 1,158B+05 | 2361E-02  |204
1,099E+05 | 2,309E-02  |210,2
1,214E+05  [2,517E-02 | 207
IL15 S83PEG30 1,153B+05 | 2,458E-02  |213
1,386E+05  |2,962E-02  |213,8
1,061E+05  |3,212E-02  |302,7
IL15 V49PEG30 9.8106+04 | 3,045E-02  |310,5
9,700E+04 | 2,710E-02 | 279,5
iLlS V49PEG40b 1,187B+05 | 3,091E-02 | 260,5
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1,071E+05 2,690E-02 251,2
1,061E+05 2,552E-02 240,5
5,770E+05 3,350E-02 58
IL15 ES3PEG30 6,010E+05 3,525E-02 58,6
6,300E+05 3,348E-02 53,1
IL 15 E46PEG30 2,01E+04 1,650E-02 823
IL 15 L25PEG30 2,06E+04 4,460E-02 2,160

136/172

Trén bé mat cam bién chtra IL-15Ro da dugc gilt ¢ dinh, IL-15 ty nhién
(rHulL-15 va IL-15 thuong mai tr R&D) thé hién dong hoc két hop nhanh va
phan ly rat chm, chimg t6 i luc lién két rat cao (Hinh 9A). Bién thé duogc pegyl
hoa IL-15 duogc thiét ké dé kéo dai thoi gian ban thdi ma khdng phong bé sy tuong
thc v6i thy thé TL-15 thé hién dong hoc lién két twong tu ddi v6i IL-15 tur nhién.
Su khéc biét vira phai cia Kp (Kp giam di ~10 va ~3 1an 1an luot dbi v6i IL-15
N77PEG30 va IL-15 S83PEG30) duge quan st thiy gifta cac hop chét doi voi
tiéu don vi 14 do tdc do on giam di ctia hop chat lién hop IL-15 so v6i rHulL-15,
dugc mong doi tu hé sb khuéch tan thip hon ctia hop chét dugc pegyl hoa va tac
dung che chén khong dic hiéu cua gbc PEG 16n trén bé mit lién két & xa (Hinh
9B). Nguoc lai, IL-15 E46PEG30 tuong tac v6i IL-15 Ro. voi su két hop cham va
su phan ly cham trong khi IL-15 ES3PEG30 thé hién su két hop nhanh va sy phén
ly nhanh (Hinh 9C) do su dinh vi cu thé cua gbc PEG trén bé mat lién két IL-
15Ra.

B2 mit chira IL-2 Rp da dugc gitt ¢6 dinh thé hién dép g két hop va phan
ly ¢6 thé so sanh dugc véi ca IL-15 ty nhién va hop chit duoc thiét ké dé kéo dai
thoi gian ban thai v6i su an khép thu the tu nhién. Hop chat trong d6 gbc PEG

duge dinh vi vao bé mit lién két IL-15Ra thé hién dong hoc lién két khéc biét dbi
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v6i bé mat IL-2RB. Trong khi TL-15 E46PEG30 va IL-15 L25PEG thé hién lién
két giam ~10 va ~30 1an v6i bé mit nay, IL-15 ES3PEG30 gitt lai lién két "t
nhién” véi IL-2RP. Két qua nay goi y rang sy dinh vi cu thé cua gbc PEG c6 thé

mang lai cadc phuong thirc khéc bi€t d6i véi su twong tac IL-15 voi thy thé clia né.

Hinh 9A - Hinh 9C thé hién don vi d4p ung (RU, truc Y) theo thoi gian
(gidy, truc X) d6i vi rHuIL-15, hop chat lién hop IL-15 lién két v6i IL-15Ro.
Phan tich dong hoc lién két x4c nhéan su pegyl hoa ddc hiéu vi tri diéu bién su

tuong tac véi IL-15Ra.

Hinh 10 thé hién don vi dap tmg (RU, truc Y) theo thoi gian (gidy, truc X)
déi voi rHulL-15, IL-15 N77PEG30 lién két v6i IL-15Ra va IL-2RB. Phan tich
dong hoc lién két x4c nhan su pegyl hoa dic hiéu vi tri & vi tri N77 giit lai su

tuong tac tw nhién véi IL-15Ro, va IL-2RB.

Hinh 11 thé hién don vi dap tmg (RU, truc Y) theo thoi gian (gidy, truc X)
ddi voi rHulL-15, 1L-15 E53PEG30 lién két v6i IL-15Ra va IL-2RB. Phéan tich
dong hoc lién két x4c nhan su pegyl hoa dac hiéu vi tri & vi tri ES3 lam giam lién

két véi IL-15Ra trong khi gitt lai sy twong tac tw nhién voi IL-2RB.
ViDU 4

Bién dang dap tmg mién dich ex-vivo cua thé lién hop IL-15 PEG trong
mAu PBMC c6 ngudn gbe tir hé théng 1am giam té bao bach cau (LRS) ngudi so
cap

Dé x4c dinh lam thé nao do dac hidu thu thé khac biét cta thé lién hop IL-
15 PEG anh huong dén sy hoat hoa cia cac quén thé con t& bao mién dich so cép,
bién dang dap ung ndng do cla sy hoat hoa té bao lympho trong mAu té bao don
nhan mau ngoai vi (PBMC) ¢6 ngudn gbe tir LRS ngudi duge thyce hién bing cach
sir dung phuong phép dém té bao theo dong da mau. Céc nghién ciru nay duoc
thuc hién & PrimityBio LLC (Fremont, CA). Cac mAu c6 ngudn gbc tir LRS méi
duoc xir ly bang rHulL-15 hogc hop chét dugc pegyl hoa IL-15 khac trong day
pha loang 5 lan bat diu v6indng do trén bang 30 pg/ml. QuAn thé té bao da xut ly
duoc u ¢ nhiét do 37°C trong thoi gian 45 phut truge khi b sung chat dém Dung
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giai/ C6 dinh BD va nhudm mau bang bang khang thé huynh quang dugc thé hién

trong Bang 11. Phuong phap dém té bao theo dong da mau dugc dung dé phat

hién va dinh luong su hoat hoa pSTATS trong céc tap hop con té bao T va té bao

NK khac nhau. Dt lidu dém té bao theo dong dugc phén tich vé su hoat héa cia

cac tap hop con t& bao T va té bao NK khac nhau & ché do dép ung ndng do, doc

su tich liiy pSTATS sau khi xur ly bang cac hop chét duoc pegyl héa rHulL-15

hoac IL-15.

Bang 11. Bang nhu¢m mau cho nghién ctru dém té bao theo dong ciia mau

PBMC c6 ngudn gdc tir LRS

Bang Nguwoi

Pan-T CD3

CD4 CDh4

CD8 CDS8

Chi thi NK CD7

Treg FoxP3

Treg CD25 (hodc CD127)
CD45RA CD45RA

C62L C62L
CD14/CD19 | CD14/CDI9
Phospho STATS (pY694)

Trong céc qun thé t& bao NK va T tic dong (CD3+ CD8+), IL-15
N77PEG30 va IL-15 S83PEG30 giit lai hiéu luc so v6i rHulL-15, véi gia tri ECso

138



48487 139/172

dbi v6i su san xudt pSTATS & trong pham vi 2 l4n cua xytokin ty nhién. Ngugc
lai, gid tri ECso dbi vi sw cam tmg pSTATS dbi voi IL-15 L2SPEG30 trong cac
quan thé t& bao T CD8+ va NK duoc gidm di lan luot 12 ~14 va ~18 14n so v6i
{Hull-15. Su tang 1én dang ké ctia ECso dbi v6i IL-15 L2SPEG30 chi ra rang sy
pegyl héa ctia IL-15 & vi tri nay lam giam hién twong chti van cta thy thé TL-15.
Gi4 tr ECso d6i v6i su cam tmg pSTATS dbi véi IL-15 ES3PEG30 trong cic quan
thé té bao T CD8+ va NK dugc gidm di chi béng ~2 1an so v6i rHulL-15. Coi rang
hop chat nay thé hién dong hoc lign két két hop nhanh va phan ly nhanh d6i voi
IL-15Ra.

Bang 12 thé hién dép ung lidu lwong ddi véi viéc truyén tin hiéu STATS
(ECs0) & cac mau LRS ngudi duge xit ly bang céc thé lién hgp rHulL-15 hogc IL-
15.

Té bao T ) Té bao T Treg
, Te bao NK
Hop chat CD8+ CD4+ EC50
EC50
EC50 ECS0 (ng/ml)
(ng/ml)
(ng/ml) (ng/ml)
rHulL-15 63,6 88,3 73,7 34,7
[L-15 S83PEG30 59.4 137,8 83,3 19,2
IL-15 N77PEG30 74,0 156,2 95,6 18,2
IL-15 V49PEG30 100,9 180,2 135,1 32,6
IL-15 205,8 261,8 264,0 57,4
V49PEG40b
IL-15 ES3PEG30 117,3 82,4 186,8 37,1
IL-15 L25PEG30 896,1 1.654 1.232,1 267,3
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Hinh 12A - Hinh 12D minh hoa sy phosphoryl héa STATS trén té bao NK
va té bao T CD8+ khi kich thich bang thé lién hop IL-15 PEG dé lam vi du.

VviDU 5
Nghién ctru duge 1y in vivo cua thé lién hop IL-15 dé 1am vi du
Nghién ctru PK & chudt nhit C57BL/6 nguyén ban (E3826-U1821)

Céc con chudt nhit dugc dung lidu lugng cuia mot trong s6 céc thé lién hop
rHulL-15 va IL-15 S83-PEG 30kDa, V49-PEG 30kDa, L25-PEG 30kDa hoic
N77-PEG 30kDa ¢ 0,3 mg/Kg. Léy mau & cic thoi diém sau day: 0,25, 0,5, 2, 8,
24, 48,72, 96,120, 144 va 192 gio.

Bang 13 thé hién thiét lap thi nghiém. M3i con chudt nhén liéu IV don 1¢
ctia mot trong sb ta duge long, rHulL-15, hodc mot trong ba thé lién hop IL-15.

Nhém | DiduTri |Liéu lwgng (mg/kg)
1 Ta dugc 16ng 0
2 rHulL-15 0,3
3 | L25 PEG30 0,3
4 | N77PEG30 0,3
5 | V49 PEG30 0,3
6 | S8 PEG30 0,3

Nong d6 cua céc hgp chit dugc pegyl hoa rHulL-15, IL-15 va ndi chuin
trong cac mau co ngudn gbe tir huyét trong dugc xac dinh bang cach sir dung thir
nghiém ELISA. Phan tich dt liéu PK duoc thuc hién & NW Solutions (Seattle,
WA). Dit liéu PK dugc nhdp vao Phoenix WinNonlin v6.4 (Certara/Pharsight,
Princeton, NJ) dé phan tich. Dit liéu ndng do trong huyét twrong trung binh cua
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nhom theo thoi gian dugc phén tich bing phwong phap 3 ngan bang cach str dung

mo hinh dung liéu bolus IV,

Bang 14 thé hién thoi gian ban thai kéo dai cla thé lién hop IL-15 & chudt

nhét so v6i rHulL-15.

Nhom
X Nhom 3 | Nhom 4 | Nhém 5 | Nhém 6
Liéu
lwong rfHull, | L25PE | N77PE | V49PE | S83PE
-15 G G G G
(mg/kg | Tham
) ) Don Vi Uéc luong
0,3 alpha _
gio 0,305 2,89 0,0349 | 0,242 0,381
tin
beta
gio 1,08 15,8 13,1 7,77 11,4
tin
gamm .
gid 32,1 167 58,4 19,8 71,6
atin
MRT gio 3,81 21,2 20,5 20,6 18,7
CL; |ml/gio/kg| 1590 6,16 5,17 4,69 9,13
CL, |ml/gio/kg| 333 5,68 56,4 52,4 65,4
CL; |ml/gio/kg | 108 | 0,0317 | 0,157 1,03 0,213
Vi ml/kg 978 82,3 3,20 32,8 79,0
V) ml/kg 397 40,7 89,8 44,9 70,1
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V3 ml/kg 4680 7,59 12,8 19,1 21,4

Vs ml/kg 6050 131 106 96,8 170

Cionmnat | ng/ml 307 3650 93700 9140 3800

gio*ng/m | 189 | 48700 | 58100 | 64000 | 32900
1

AUC

Hinh 13 thé hién bién dang ndng do trong huyét twong cua rHulL-15, IL-
15 S83PEG30, IL-15 V49PEG30, IL-15 N77PEG30 va IL-15 L25 PEG30 ¢ 0,3
mg/kg.

Nhu mong doi, hop chét duoc pegyl hoa thé hién bién dang PK tét hon so
v6i rHulL-15 nhu tom tét trén Bang 14. MRT (thdi gian luu trung binh) thé hién
thoi gian trung binh phén tir vat pham thtr nghiém & trong co thé va c6 tinh dén
bién dang PK tong thé. Hop chat dugc pegyl hoa thé hién su tang lén ~5 l4n cua
MRT so vé&i rHull-15. IL-15 SISPEG30 chuing to beta t1/2 dugc kéo dai ~15 lan
(15,8 gid so voi 1,08 gid) va CL, duge gidm di khoang 59 14n (5,68 so voi 333
ml/gi/Kg) so v6i rHulL-15. Thé tich phan bd ddi v6i hop chit duge pegyl hoa
duogc giam di so vai rtHullL_15 goiy rang hop chét duoc pegyl héa duge phan bb

chu yéu & trong hé tudn hoan toan than.
viDU 6
Quan séat dong luc hoc trong khoang mau ngoai vi
Nghién ciru PD & chudt nhit C57BL/6 nguyén ban (E3826-U1821)

Cac con chudt nhit duoc dung lidu lugng ctia mdt trong s6 THull-15, thé
lién hop IL-15 S18-PEG 30kDa, thé lién hop IL-15 V49-PEG 30kDa hogc thé lién
hop IL-15 S83-PEG 30kDa & 0.1, 0,3 hodc 1 mg/Kg (Bang 10). Lay méu & cac
thoi didm sau déy: 0,25, 0,5, 2, 8, 24, 48, 72, 96, 120, 144 va 192 git. Thoi diém

0,13 khéc nita dugc bao gdm ddi véi rHulL-15 cho thoi gian ban thai ngin da

142



48487 143/172

biét. Két qua doc PD bao gdm theo doi pSTATS ndi bao, va kiéu hinh cua té bao
T CD8+ dbi voi tht ca cac thdi diém.

Bang 15 thé hién thiét 1ap thi nghiém. Mdi con chudt nhan lidu IV don 1&
ctia mot trong sb ta duge 16ng, rHulL-15, hodc mét trong ba thé lién hop IL-15.

Nhém | Piéu Tri Liéu lwgng (mg/kg)

1 Ta dugc long 0

2 rHulL-15 0,3
3 S18 PEG30 0,1
4 S18 PEG30 0,3
5 V49 PEG30 0,1
6 V49 PEG30 0,3
7 L25 PEG30 0,3
8 L25 PEG30 1,0

Su phosphoryl héa STATS va sy cam mg cua sy tang sinh té bao (chi thi
phén tir s6m Ki-67 va s6 dém té bao) dugc dung lam két qua doc duge luc hoc dé
d4nh gi4 bién dang dugc ly ca IL-15 SI8PEG30, IL-15 VA9PEG30 vaIL-15 L25
PEG30. Mic du su dénh gia thp hon hodc twong tu ctia pSTATS dugc quan sat
thdy & chudt nhét duge ding lidu lugng cta hop chat da dugc pegyl hoa, sy
phosphoryl hoa STATS chuyén thanh sy ting sinh cao hon va duy tri (tr ngay 1
dén ngay 7 sau khi dung lidu lugng) ciia té bao NK va té bao T tac dong CD8+va
ghi nh¢ nhung khong phai té bao Treg. (Cac Hinh 14-17).

" Hinh 14A - Hinh 14D thé hién % pSTATS trong céc quan thé té bao méau

ngoai vi khac nhau.
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Hinh 15A - Hinh 15D thé hién sy biéu hién ting cta chi thi phan tir ting
sinh s6m Ki67 & té bao T CD8+, té bao Tmem CD8+ va té bao NK chir khong
phai té bao Treg & dong vét dugc dung lidu luong cua hop chét di duoc pegyl

hoa.

Hinh 16A - Hinh 16C thé hién té bao T CD8+, Tmem CD8+ va NK ngoai
vi bung nd chtr khong phai té bao Treg & dong vat dugc dung lidu lugng ctia hop

chét da dugc pegyl hoa.

Hinh 17A - Hinh 17B thé hién su biéu hién Ki67 ting 1én & té bao T CD8+
va NK véi lidu luong tang ctia hop chat IL-15 L25PEG30 & chudt nhit.

Mic du cac phuong an uu tién cua sang ché da dugc thé hién va mo ta trong
ban md ta nay, ngudi co trinh do trung binh trong Iinh vuce hiéu 15 rang cac phuong
an nay dugc néu ra chi dé 1am vi du. Nhiéu bién ddi, thay ddi, va thay thé c6 thé
xdy ra d6i véi ngudi ¢6 trinh do trung binh trong linh vyec ma khong nam ngoai
pham viboc 10 nay. Cén hiéu rang cac dang thay thé khac nhau d6i véi cac phuong
an cua sang ché dugc mo ta trong ban md ta nay co thé duoc st dung khi thuc
hanh séng ché. Dy dinh rang cc yéu cAu bao ho sau day x4c dinh pham vi cia
sang ché va cac phuong phap va cAu tric & trong pham vi cla cac yéu ciu bao ho

nay va dang twong duong cia ching dugc bao ham bdi ching.
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YEU CAU BAO HQ

1. Polypeptit interleukin 15 (IL-15) da dugc cai bién c6 chira it nhat mot axit
amin khéng tu nhién va gdc lién hop dugce gén cong hoa tri vao it nhit mot axit
amin khong tu nhién nay, trong do it nhit mot axit amin khong tu nhién nay c6 vi
tri gbe duoc chon tir L25, E46, V49, E53, N77, va S83, trong d6 vi tri gbc tuong
g véi cic vi tri nhu duge néu trong SEQ ID NO: 1, trong do polypeptit IL-15
da duoc cai bién c6 do tuong ddng trinh tu it nhét 1a khoang 90% so véi SEQ ID
NO: 1.

2. Polypeptit IL-15 da dugc cai bién theo diém 1, trong d6 it nhat mdt axit amin

khong ty nhién nay:
° 1a chat tuong tu lysin;
. ¢6 chtra chudi bén thom;
° ¢6 chira nhém azido;
o c6 chira nhém alkyn; hodc
J ¢6 chira nhom aldehyt hoac keton.

3. Polypeptit IL-15 da dugc cai bién theo diém 2, trong d6 it nhit mot axit amin
khong tu nhién nay bao gdm Né6-azidoetoxy-L-lysin (AzK), N6-propargyletoxy-
L-lysin (PraK), BCN-L-lysin, norbornene lysin, TCO-lysin, metyltetrazin lysin,
alyloxycacbonyllysin, axit 2-amino-8-oxononanoic, axit 2-amino-8-oxooctanoic,
p-axetyl-L-phenylalanin, p-azidometyl-L-phenylalanin  (pAMF), p-iodo-L-
phenylalanin, m-axetylphenylalanin,  axit .2—amin0-8—0x0nonanoic, p-
propargyloxyphenylalanin, p-propargyl-phenylalanin, 3-metyl-phenylalanin, L-
Dopa, phenylalanin dugc flo hoa, isopropyl-L-phenylalanin, p-azido-L-
phenylalanin, p-axyl-L-phenylalanin, p-benzoyl-L-phenylalanin, p-
bromophenylalanin, p-amino-L- phenylalanin, isopropyl-L-phenylalanin, O-
alyltyrosin, ~ O-metyl-L-tyrosin, O-4-alyl-L-tyrosin,  4-propyl-L-tyrosin,
phosphonotyrosin, tri-O-axetyl-GlcNAcp-serin, L-phosphoserin,
phosphonoserin, L-3-(2-naphtyl)alanin, axit 2-amino-3-((2-((3-(benzyloxy)-3-
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oxopropyl)amino etyl)selanyl)propanoic, 2-amino-3-(phenylselanyl)propanoic,
hodc selenoxystein.
4. Polypeptit IL-15 da duoc cai bién theo diém 1, trong d6 gdc lién hop c6 chua

polyme tan trong nudc, lipit, protein, hodc peptit.

5. Polypeptit IL-15 da duogc cai bién theo diém 4, trong d6 gdc lién hgp c6 chia
polyme tan trong nudc, va trong d6 polyme tan trong nudc bao gdm polyetylen
glycol (PEG), poly(propylen glycol) (PPG), copolyme cua etylen glycol va
propylen glycol, poly(ruou da chic da oxyetyl hoa), poly(ruou olefinic),
poly(vinylpyrolidon),poly(hydroxyalkylmetacrylamit),poly(hydroxyalkylmetacr
ylat), poly(sacarit), poly(axit a-hydroxy), poly(rugu vinyl), polyphosphazen,
polyoxazolin (POZ), poly(N-acryloylmocpholin), hodc dang két hop ctia chiing.

6. Polypeptit IL-15 da duoc cai bién theo diém 4, trong d6 gdc lién hop c6 chia

polyme tan trong nudc, va trong d6 polyme tan trong nuée bao gdbm PEG.

7. Polypeptit IL-15 da duoc cai bién theo diém 6, trong d6 PEG 1a PEG mach
thang.

8. Polypeptit IL-15 dugc cai bién theo diém 6, trong d6 PEG ¢6 khéi lwong phan
tur trung binh theo khdi lwong nam trong khoang tir 20 kDa dén khoang 85 kDa.

9. Polypeptit IL-15 dugc cai bién theo diém 8, trong d6 PEG ¢6 khéi lwong phan
tur trung binh theo khéi luong 1a khoang 20 kDa, khoang 25 kDa, khoang 30 kDa,
khoang 35 kDa, khoang 40 kDa, khoang 45 kDa, hodc khoang 50 kDa.

10. Polypeptit IL-15 da dugc céi bién theo diém 1, trong d6 goc lién hop duoc
lien két voi it nhat mot axit amin khong tu nhién cta polypeptit IL-15 da dugc cai
bién thong qua cau noi.

11. Polypeptit IL-15 da duoc cai bién theo diém 10, trong d6 cau ndi bao gdm cau
ndi hai chirc cung loai, ciu nbi hai chiic khac loai, cau ndi dipeptit c6 thé phan
tach hodc cau ndi dipeptit khong thé phan tach, doan dém, hodc dang két hop cua

ching.
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12. Polypeptit IL-15 da duoc cai bién theo diém 1, trong d6 polypeptit IL-15 da
duoc cai bién c6 su 1am khuyét du tan cing N ciia 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, hogc
10 gbc dau tién tir déau tan cung N, trong d6 cac vi tri gdc 14 twong tmg v&i cac vi
tri trong SEQ ID NO: 1.

13. Duoc pham c6 chtra polypeptit IL-15 da dugc cai bién theo diém 1 va ta duge

dugc dung.

14. Duoc pham theo diém 13, trong d6 dugc pham nay dugc tao ché pham dé
dung ngoai duong tiéu hoa.

15. Polypeptit IL-15 da dugc cai bién theo diém 1, trong d6 polypeptit IL-15 da
duoc cai bién c6 chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 1, trong d6 mot axit

amin duoc thay thé bang it nhat mot axit amin khong tu nhién.

16. Polypeptit IL-15 da dugc cai bién theo diém 1, trong d6 vi tri gbc ctia it nhét
mot axit amin khong tu nhién nay 1a E46.
17. Polypeptit IL-15 da dugc cai bién theo diém 1, trong do6 vi tri gbc clia it nhét
mot axit amin khong ty nhién nay 1a V49.
18. Polypeptit IL-15 da dugc cai bién theo diém 1, trong d6 vi tri gbc ctia it nhét
mot axit amin khong ty nhién nay la ES3.
19. Polypeptit IL-15 da dugc cai bién theo diém 1, trong d6 vi tri gbc cua it nhét
mot axit amin khong tu nhién nay la L25.
20. Polypeptit IL-15 da duogc cai bién theo diém 1, trong d6 vi tri gbc cua it nhét
mot axit amin khong tu nhién nay la S83.
" 21. Polypeptit IL-15 da dugc cai bién theo diém 1, trong d6 vi tri goc ca it nhat

mdt axit amin khong ty nhién nay la N77.
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<110> SYNTHORX,

INC.

48487

DANH MUC TRINH TU

<1205 POLYPEPTIT INTERLEUKIN 15 (IL-15) DA BUQGC CAI BIEN VA

DUGC PHAM CHUA POLYPEPTIT INTERLEUKIN 15 (IL-15) NAY

Ser Asp

Ala Thr

Ala Met:

40

Gly Asp

55

Asn Asn

Glu Cys

Phe Vval

<130> 46085-713.601
<146> PCT/US2019/019637
<141> 26/02/2019
<1506> 62/635,133
<151> 2018-02-26
<16@> 5
<170> PatentIn phién ban 3.5
<219> 1
<211> 114
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Asi Trp Val Asn Val TIle
1 5
Gln Ser Met His Tle Asp
20
Pro Ser (ys Lys Val Thr
35
Val Ile Ser iau Glu Ser
50
Asn Leu Ile Ile Leu Ala
65 70
Thr Glu Ser Gly Cys Lys
85
Lys Glu Phe Leu Gln Ser

100

Leu

25

Lys

Ala

Ser

Glu

His
105

Lys

10

Tyr

Cys

Ser

Leu

Glu

90

Ile

Lys

Thr

Phe

Ile

Ser

75

Leu

Val

Ile

Glu

Leu

His

60

Ser

Glu

Gln

Glu

Ser

Leu

45

Asp

Asn

Glu

Met

Asp

30

Glu

Thr

Gly

Lys

Phe
11e

Leu Ile
15

Val His

Leu GIn

Val Glu

Asn Val

80

Asn Ile
95

[

Ile Asn

170/172



48487 171172

Thr Ser

<216> 2

<211> 136

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
1 5 10 15

val Tle Met Ser Arg Ala Asn Trp Val Asn Val Ile Ser Asp Leu Lys
20 25 30

lys Ile Glu Asp Leu Ile Gln Ser Met His Ile Asp Ala Thr Leu Tyr
35 40 45

Thr Glu Ser Asp Val His Pro Ser Cys Lys Val Thr Ala Met Lys Cys
5@ 55 60

Phe Leu Leu Glu Leu Gln Val Ile Ser Leu Glu Ser Gly Asp Ala Ser
65 76 75 80

Ile His Asp Thr Val Glu Asn Leu Ile Ile Leu Ala Asn Asn Ser Leu
85 90 95

Ser Ser Asn Gly Asn Vval Thr Glu Ser Gly Cys Lys Glu Cys Glu Glu
160 105 116

Leu Glu Glu Lys Asn Ile Lys Glu Phe Leu Gln Ser Phe Val His Ile
115 120 125

Val Gln Met Phe Ile Asn Thr Ser
130 135

<216>
211>
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

W

<226>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tong haop



<220>

48487

<221> MOD RES

222>  (4)..

(4)

<223> Axit amin bat ky ngoail tru Pro

400> 3
val Pro Gly

<211> 39
<212> PRT
13> Trinh

<Z220>

(223> Mo ta
{ABB> 4

Phe Gln Ser
1

Se

s Arg Leu

219> 05
<211> &
212> PRT

<213 Trinn

NN

20
23

Qv

vV

<
< MO t
<40e> 5
Gly Glv Gly
1

Xaa Gly
5

tu Nhan tao

trinh tu rhan tao: Polypeptit tong hogp

Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro

5 10

Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln

20 25

fi Nhan tao

trinh tu nhan tac: Peptit téng hop

30

15
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