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Linh vuc ky thuat dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén bién thé interleukin-2 ctia ngudi hodc dan xuit ctia né c6 mot
hodc nhiéu dot bién axit amin. Cu thé, bién thé interleukin-2 nay hodc dan xuét cia no co
d6 6n dinh duoc cai thién, va dic tinh dugc cai thién dudi dang hoat chit mién dich. Sang
ché ciing @& cap dén thé tiép hop mién dich chira bién thé interleukin-2 nay hodc dan xuét
clia né, axit nucleic ma héa bién thé nay, vecto, té bao vat chii va phuong phap san Xuét
bién thé nay, ciing nhu duge phidm hoic thé tiép hop mién dich chtra bién thé interleukin-

2 nay hozc din xuét ctia né.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Interleukin-2 ctia nguoi, cling duogc goi 1a yéu t6 sinh trudng té bao T, cAu thanh tir
133 axit amin, c¢6 khéi lwong phan tir khoang 15kD, va gen ma hoa interleukin-2 nim
trén nhiém sic thé 4 (4q27), bao gdm trinh tir ¢6 chidu dai tdng cong bang 7kb. Vao nim
1976 va 1977, Doris Morgan, Francis Ruscetti, Robert Gallo and Steven Gillis, Kendal
Smith, et al 14n luot d& phét hién thdy ring méi trudng nudi cdy té bao T duge hoat héa
c6 thé ting cudng qua trinh ting sinh té bao T. Sau do, yéu t6 kich thich dugc chira trong
mdi trudng nudi cdy dugce tinh ché va xac dinh dudi dang protein don, tirc 1a interleukin-

2.

Céc thir nghiém v& té bao trude day in vitro cho thiy rang té bao T co thé bai tiét
interleukin-2 va biéu hién thu thé interleukin-2 trén bé mit té bao, khi té bao nay duoc
hoat héa bdi TCR va CD28. Gé#n két cta interleukin-2 v6i thu thé ciia n6 c6 thé hoat hoa
qué trinh tang sinh té bao T va tao ra chirc ning cho té bao T. M6 hinh nay lam cho
interleukin-2 tr& thanh phén tr dong vai tro trung tdm trong dap ung mién dich té bao T.
Tuy nhién, cic thtt nghiém in vivo tiép theo cho thiy rang dong vét s& phat trién tinh
trang tu mién dich, khi interleukin-2 hodc thu thé cta n6 dugc loai bo. Céc thir nghiém
tiép theo cho thdy rang interleukin-2 khong chi c6 thé hoat héa té bao tac dong (nhur té
bao T va té bao giét tw nhién), ma con hoat héa té bao T diéu hoa, nhd d6 ngin ngira tinh

trang tw mién dich qua mtc.

Interleukin-2 c6 hoat tinh thong qua IL-2R. IL-2R bao gbm ba tiéu don vi: IL-2Ro
(trc 1a CD25), IL-2Rp (tGe 1a CD122) va IL-2Ry (tic 1a CD132). Ba tiéu don vi nay co
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thé tao ra ba dang thu thé: thu thé co ai luc gén két cao bao gdm toan bd ba tiéu don vi
IL-2Ra/B/y, thu thé c6 4i luc gén két trung binh bao gom IL-2RB/y, va thu thé c6 4i luc
gfin két thip 1a IL-2Ra. Trong sé cdc thy thé ndy, IL-2RB va IL-2Ry la can thiét cho
interleukin-2 @& hoat héa qua trinh truyén tin hiéu tiép theo. Khi interleukin-2 gin két véi
ca IL-2RB va IL-2Ry, thi hai tiéu don vi thu thé ndy tao ra heterodime, lan luot
phosphoryl héa STAT5 ndi bao va tham nhép vao nhan dé gy phién ma va biéu hién gen
twong Gng. IL-2Ra khong can thiét cho qua trinh truyén tin hiéu, nhung co thé ting
cudng gén két cia interleukin-2 véi thy thé IL-2Rp va IL-2RIL-2Ry. IL-2Ry dugc biéu
hién trong toan bd cc té bao mién dich; IL-2RP dugc biéu hién trong té bao T biéu hién
CD8, té bao giét tu nhién va t& bao T didu hoa, va mac do biéu hién cua IL-2Rp s& duoc
gia tang khi cac té bao T duogc hoat hoa; IL-2Ra duge biéu hién manh va lién tuc trong té
bao T didu hoa, va biéu hién tam thoi trong té bao T biéu hién CD8 dugc hoat héa, sau do
mirc d6 biéu hién s& dugc diéu hoa giam.

Interleukin-2 duoc tdng hop chit yéu béi té bao T dugc hoat héa, dic biét 1a t& bao
T hd trg biéu hién CD4. Interleukin-2 kich thich qua trinh tdng sinh va biét hoéa cua té bao
T, bao gdm qué trinh san sinh té bao lympho T gy doc té bao va qud trinh biét hoa cua té
bao lympho mau ngoai vi thanh té bao gy doc té bao va té bao giét dugc hoat hoa boi
yéu td té bao lympho, ting cudng biéu hién xytokin va phan tr phan giai té bao boi té bao
T, ting cudng qua trinh tang sinh va biét hoa té bao B, va qua trinh tong hop globulin
mién dich thong qua té bao B, cling nhu kich thich qua trinh san sinh, tang sinh va hoat
héa té bao giét tw nhién.

Do c6 kha nang ting sinh quan thé té bao lympho in vivo va ting cudng chirc nang
tac dong cua cac té bao ndy, nén interleukin-2 c6 tac dung khang khdi u. Phuong phéap
didu tri midn dich bing interleukin-2 tr& thanh lya chon diéu trj cho dbi tugng bi bénh
ung thu di can. Hién nay, lidu cao cua interleukin-2 da dugc chép thuan dé diéu tri bénh
ung thu biéu mo té bao than di cin va bénh u melanin 4c tinh.

Cac nghién ctu hién nay v& bién thé interleukin-2 cho thdy rang bién thé
interleukin-2 c6 dot bién & it nhéat bdn vi tri 38, 42, 45, 62, va 68 c6 tdc dung kich thich
giam déi v6i té bao T didu hoa (WO2012062228); bién thé interleukin-2 c6 céc dot bién
& cac vi tri sb 72, 42, va 45 1am giam hodc loai bo &i lyc gén két voi thu thé interleukin-2

c6 4i luc gén két cao, nhung van duy tri 4i lyc gin két véi thu thé interleukin-2 c6 &i luc
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gén két trung binh (CN201280017730,1); cac dot bién & cac vi tri s6 91 va 126 cho phép
interleukin-2 gin két véi CD25 (IL2Ra), nhung khong hoat hoéa thu thé interleukin-2 trén
t bio T didu hoa (US8906356); thu thé interleukin-2 6 it nhit mot dot bién E15, H16,
Q22, D84, N88 hodc E95, dugc st dung dé diéu tri bénh manh ghép chéng lai vat cht &
dbi twong (US9732134); bién thé interleukin-2 chira it nhét dot bién R38W c6 thé lam
giam tinh thAm mach mdu, va c6 thé duoc st dung dé didu tri khdi u ran (US7371371;
US7514073: US8124066; US7803361); protein dung hop dugc diéu ché bang cach dung
hop bién thé interleukin-2 voi vung Fe dugc st dung dé diéu tri bénh, interleukin-2 c6
dot bidn N88R (WO02016014428); hIL-2-N88R ¢4 thé hoat héa chon loc té bao T thay vi
t& bao giét tw nhién, va c6 thé lam gidm hinh thanh di can & phdi (WO 99/60128);
interleukin-2 c¢6 cac dot bién & vi tri s 20, 88 hoic 126 ¢ thé duoc sir dung dé san xuét
thudc dé diéu tri va/hoic phong nglra bénh tu mién (W02009135615); polypeptit thé
kham, chira xytokin dugc lién két véi phéi tir huéng dich protein trén bé mat té bao mién

dich, trong d6 xytokin nay c6 thé la bién thé cia interleukin-2 (WO2017136818), v.v

Tuy nhién, van cin c6 bién thé interleukin-2 c6 dd on dinh cao hon. Cu th€ 1a, can
c6 bién thé interleukin-2 nhu vay va din xuat cua né dé tang cuong hiéu qua diéu tri bénh

cua interleukin-2.
Ban chét ky thuit ctia sing ché

Sang ché dé cip dén bién the interleukin-2 hoic dan xuat cia nd c6 mot hodc
nhidu dot bién axit amin, thé ti€p hop micn dich chta bién thé interleukin-2 nay hodc dan
xuat cia noé, axit nucleic ma hoa bién thé nay hodc dan xuét cda no, vecto, t€ bao vat chu,

va dugc phim chira bién the interleukin-2 nay hodc dan xuat cua no.

Theo khia canh thtr nhit, sang ché dé cap dén bién thé interleukin-2 hodc din Xuat
ctia nd, ¢c6 mot hodc nhiéu dot bién axit amin & cac vi tri sb 11, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,70, 71, 72, 78, 82, 88, 132. Theo séng ché, dot
bién dugc thé hién & dang abce, trong d6 a la loai axit amin trude khi dot bién, b 14 vi tri
dot bién, va c 12 loai axit amin sau khi dot bién. Vi du, N26S 1a dot bién tir asparagin (N)
thanh serin (S) & vi tri s6 26; N26 c6 nghia 1a asparagin (N) ¢ vi tri s6 26 dugc dot bién;
26S c6 nghia la axit amin & vi tri s6 26 dugc dot bién thanh serin (S).

Cu thé, bién thé interleukin-2 theo sang ché hoic dan xuat ctia nd chira mot hodc

nhiéu dot bién axit amin hoic td hop bét ky cta chung & céc vi tri sau: 26, 29, 30, 71, 11,
3
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132, 70, 82, 27, va 78. Theo mot s& phuong 4n, cac axit amin truge khi dot bién (vi du
trong interleukin-2 thé dai cia ngudi) 1a: asparagin (N) & vi tri sb 26, asparagin (N) & vi
tri s6 29, asparagin (N) & i tri s6 30, asparagin (N) & Vi tri s6 71, glutamin (Q) & vi tri sb
11, leucin (L) & vi tri s6 132, leucin (L) & vi tri s6 70, prolin (P) & vi trf s6 82, glycin (G)
& vi tri sb 27, va phenylalanin (F) & vi tri s& 78. Theo mot sb phuong an, dot bién axit
amin cta bién thé interleukin-2 nay hodc dan xuit ctia n6 1a dot bién bét ky hodc td hop
dot bién bat ky dwoc chon tir céc dot bién sau: dot bién thanh Gln (Q) & vi tri s6 26, dot
bién thanh Serin (S) & vi tri s6 29, dot bién thanh Ser (S) & vi trf 50 30, dot bién thanh Gln
(Q) & vi tri s6 71, dot bién thanh Cys (C) & vi tri s6 11, 132, 70, 82, 27, hodic 78.

Theo mét sd phurong 4n, bién thé interleukin-2 nay hodc dan xuét ctia né chira loai
dot bién thir nhét, va loai dot bién thir nhat 1a dot bién bat ky duge chon tir nhom bao
gdm dot bién (1) dén (7) hodc tb hop ciia chung: (1) N26Q, (2) N29S, (3) N30S, (4)
N710Q, (5) Q11C va L132C, (6) L70C va P82C, va (7) G27C va F78C.

Theo mot sé phuong 4n, bién thé interleukin-2 theo sang ché hogc dan Xuét ciia né
mé ta néu trén o6 do én dinh duoc gia ting, vi du do on dinh khir amin héa va/hoge d on
dinh nhiét dugc gia tang; cu thé loai dot bién thtt nhét theo sang ché tao ra do 4n dinh
dugc gia tang cho bién thé interleukin-2 theo sang ché hogc dan xuét cta nd, khi so véi
interleukin-2 thé dai; do 6n dinh bao gém, nhung khong chi gi6i han &, do 4n dinh khur

amin hoéa va/hodc d6 6n dinh nhiét dugc gia tang.

Miit khéc, bién thé interleukin-2 theo sang ché hoic dan xuit ctia nd con chira mot
hodc nhiéu dot bién axit amin & céc vi tri sau hodc td hop cua chung: 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 va 72. Theo mot s6 phuong 4n, cac axit amin
trudc khi dot bién (vi du trong interleukin-2 thé dai cua nguoi) 1a: asparagin (N) & vi tri
sb 29, asparagin (N) & vi trf sb 30, tyrosin (Y) & vi tri sb 31, lysin (K) & vi tri sb 32,
asparagin (N) & vi tri s6 33, prolin (P) & vi tri s6 34, lysin (K) & vi tri s6 35, leucin (L) &
Vi tri sb 36, threonin (T) & vi tri s6 37, arginin (R) & vi tri sb 38, methionin (M) & vi tri $6
39, leucin (L) & vi tri sb 40, threonin (T) & vi tri sb 41, phenylalanin (F) & vi tri sb 42,
lysin (K) & vi tri sb 43, phenylalanin (F) & vi tri s6 44, tyrosin (Y) & vi tri sb 45, leucin

(L) & vi tri s6 72.

Theo mét sé phuong 4n, bién thé interleukin-2 nay hodc dan xuat cia n6 con chura

loai dot bién thir hai, va loai dot bién th hai 1a dot bién bat ky duge chon tir nhém bao
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¢bm dot bién (8) dén (11), hodc td hop bat ky cta dot bién (8) dén (10): (8) F42A, (9)
Y45A, (10) L72G, va (11) NNYKNPKLTRMLTFK & céc vi tri s6 29-44 dugc dot bién
thanh QSMHIDATL.

Theo mdt sb phuong 4n, loai dot bién thir hai c6 thé loai bo hodc lam giam i lyc
ctia interleukin-2 véi thu thé ai luc cao (IL-2Ra/B/y), va duy tri i luc cua interleukin-2
v6i thu thé 4i luc trung binh (IL-2RB/y); loai dot bién tht: hai c6 thé duy tri tic dung cta
interleukin-2 dé cam ung ting sinh va hoat héa té bao tac dong (nhu té bao giét tu nhién
va té bao T), nhung 1am gidm tac dung cta interleukin-2 dé cam tng ting sinh va hoat
héa té bao T diéu hoa.

Theo khia canh tha ba, bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan xuét ctia no
chira mot hodc nhiéu dot bién axit amin hodc t hop bat ky ctia chung & cac vi tri sau: 20,
88, va 126. Theo mot s6 phuong 4n, cdc axit amin trudc khi dot bién (vi du trong
interleukin-2 thé dai ctia nguoi) 1a: aspartic acid (D) & vi tri s6 20, asparagin (N) & vi tri
s6 88, va glutamin (Q) & i tri s& 126. Theo mot sé phuong 4n, bién thé interleukin-2 nay
hozic dan xuét cia né chira axit amin bét ky sau hoic t6 hop bét ky clia chiing sau khi dot
bién: alanin (A) hodc histidin (H) hodc isoleucin (I) hodc methionin (M) hodc axit
glutamic (E) hodc serin (S) hodc valin (V) hodc tryptophan (W) & vi tri sb 20; alanin (A)
hodc arginin (R) hodc axit glutamic (E) hogc leucin (L) hoac phenylalanin (F) hodc glycin
(G) hoic isoleucin (I) hodc methionin (M) hodc serin (S) hodc Y hodc valin (V) & vi tri sb
88; asparagin (N) hodc leucin (L) hodc P hodc phenylalanin (F) hodc glycin (G) hodc
isoleucin (I) hodc methionin (M) hodc arginin (R) hodc serin (S) hoac threonin (T) hodc

tyrosin (Y) hodc valin (V) & vi tri s6 126.

Theo mét sb phuong 4n, bién thé interleukin-2 nay hodc dan xuét ciia n6 con chira
Joai d6t bién thir ba, 1a dot bién bt ky duge chon tir nhém bao gom cac dot bién (12) dén
(14) hoic t hop ciia chung: (12) N88 dugc dot bién thanh A, R, E, L, F, G, M, S, Y, V
hodac D, (13) D20 dugc dot bién thanh A, H, I, M, E, S, V, W hodc Y, (2) (14) Q126
dugc dot bién thanh N, L, P, F, G, M, R, S, T, Y hodc V.

Theo mot sd phuong én, loai dot bién thir ba c6 thé lam giam ai luc cua
interleukin-2 véi ca thu thé ai luc cao (IL-2Ro/B/y) va thu thé 4i luc trung binh (IL-
2RP/y), va 4i luc véi thy thé 4i luc cao dugc giam hon so véi &i luc véi thu thé ai luc
trung binh; loai dot bién thtt ba c6 thé duy tri tac dung cia interleukin-2 dé cam tmg ting
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sinh va hoat héa té& bao T diéu hoa, nhung loai bo hodc lam giam tac dung cia
interleukin-2 d& cam ung ting sinh va hoat hoa té bao tac dong (nhu té bao giét tu nhién

va té bao T).

Theo mdt s6 phurong én, bién thé interleukin-2 nay hozc din xuét ciia n chira loai
dot bién thtr nhét va loai dot bién thir hai, hodc bao gdm loai dot bién thir nhat va loai dot

bién thir ba, nhu m6 ta ta néu trén.

Theo mot s6 phuong 4n, loai dot bién tht nhét trong bién thé interleukin-2 theo
sang ché hodc dan xuéit ctia n6 dugc chon tir dot bién bét ky trong sd cac dot bién (15)
dén (17), hodc dot bién bét ky trong s cac dot bién (15) dén (17) két hop voi dot bién bét
ky trong s& cac dot bién (5) dén (7), nhu mo ta ta néu trén: (15) N26Q va N29S, (16)
N26Q, N29S va N71Q, va (17) N26Q va N30S;

Loai dot bién thir hai dugc chon tir dot bién bt ky trong sb cac dot bién (18) dén

(20) va (11): (18) F42A va Y45A, (19) F42A va L72G, va (20) Y45A va L72G;
Loai dot bién thir ba 12 N88R hoic N88G hodc N&8I hodc N88D.

Theo mdt sd phuong an, bién thé interleukin-2 nay hodc din xuit ctia nd chira céac
dot bién nhu dugc thé hién trong dot bién bt ky trong sb céc dot bién (21) dén (29): (21)
N26Q, N29S, F42A, N71Q va L72G, (22) N26Q, N29S va N88R, (23) N26Q, N295,
F42A va L72G, (24) N26Q, N30S, F42A va L72G, (25) Q11C, N26Q, N30S, F42A,
L72G va L132C, (26) N26Q, N30S, F42A, L70C, L72G va P82C, (27) N26Q, G27C,
N30S, F42A, L72G va F78C, (28) N29S, F42A va L72G, va (29) QlIC,
NNYKNPKLTRMLTEKFE & céc vi tri s6 29-44 dugc dot bién thanh QSMHIDATL, va
L132C.

Ngoai cac dot bién (1) dén (29) md ta néu trén, sang ché con dé cap dén bién thé
interleukin-2, chtra tb hop bét ky ctia cac vi tri dot bién va cac loai dot bién nhu dugc thé
hién trong (1) dén (20), bao gbm, nhung khong chi gi6i han & cac dot bién (30) dén (208)
sau: (30) N26Q/Q11C/L132C; (31) N26Q/L70C/P82C; (32) N26Q/G27C/F78C; (33)
N26Q/NNYKNPKLTRMLTFKF & cdc vi tri sb 29-44 dugc dot bién thanh
QSMHIDATL;  (34)  N26Q/F42A/Y45A;  (35) N26Q/F42A/L72G;  (36)
N26Q/Y45A/L72G; (37) N26Q/F42A/Y45A/L72G; (38) Ql 1C/N30S/L132C; (39)
N30S/L70C/P82C;  (40) G27C/N30S/F78C;  (41) N30S/F42A/Y45A;  (42)

N30S/F42A/L72G; (43) N30S/Y45A/L72G; (44) N30S/F42A/Y45A/LT2G;  (45)
6
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N29S/N30S/F42A/1.72G; (46) Q11C/F42A/Y45A; (47) Q11C/FA2A/L72G/L132C; (48)
Q11C/Y45A/L72G/L132C; (49) Q11C/F42A/Y45A/L72G/L132C; (50)
Q11C/N29S/F42A/L72G/L132C; (51) NNYKNPKLTRMLTFKF & céc vi tri s6 29-44
duoc dot bién thanh QSMHIDATL/L70C/P82C; (52) FA2A/Y45A/L70C/P82C; (53)
F42A/L70C/L72G/P82C; (54) Y45A/L70C/L72G/P82C; (55)
F42A/Y45A/L70C/L72G/P82C; (56) N29S/F42A/L70C/L72G/P82C; (57)
G27C/NNYKNPKLTRMLTFKF & cic vi tri sb 29-44 dugc dot bién thanh
QSMHIDATL/F78C; (58) G27C/F42A/Y45A/FT8C; (59) G27C/F42A/LT2G/FT8C; (60)
G27C/Y45A/L72G/F78C; (61) G27C/F42A/Y45A/LT2G/F78C; (62)
G27C/N29S/F42A/LT2G/F78C; (63) NNYKNPKLTRMLTFKF & céc vi tri s6 29-44
duoc dot bién thanh QSMHIDATL/Y45A; (64) NNYKNPKLTRMLTFKF & céc vi tri s0
29-44 duoc ddt bién thanh QSMHIDATL/L72G; (65) NNYKNPKLTRMLTFKF & céc vi
tf s6 29-44 dugc dot bién thanh QSMHIDATL/Y45A/ L72G; (66)
N26Q/N30S/Q11C/L132C; (67) N26Q/N30S/L70C/P82C; (68)
N26Q/G27C/N30S/F78C; (69) N26Q/N30S/F42A/Y45A; (70) N26Q/N30S/F42A/L72G;
(71)  N26Q/N30S/Y45A/L72G;  (72)  N26Q/N30S/FA2A/YASA/LT2G;  (73)
N26Q/N29S/N30S/F42A/L72G; (74) N26Q/N29S/N30S; (75)
N26Q/N29S/Q11C/L132C; (76) N26Q/N29S/L70C/P82C; (77)
N26Q/N29S/G27C/F78C; (78) N26Q/N29S/F42A/Y45A; (79) N26Q/N29S/Y45A/LT72G;
(80)  N26Q/N29S/F42A/Y45A/L72G;  (81)  QIIC/N29S/N30S/L132C;  (82)
N29S/N30S/L70C/P82C; (83) G27C/N29S/N30S/F78C; (84) N29S/N30S/FA2A/Y45A;
(85) N29S/N30S/F42A/L72G; (86) N29S/N30S/Y45A/L72G; (87)
N29S/N30S/F42A/Y45A/L72G;  (88)  QI1C/N29S/F42A/Y45A/L132C;  (89)
QI1C/N29S/F42A/L72G/L132C;  (90)  QL1C/N29S/Y45A/L72G/L132C;  (91)
Q11C/N29S/F42A/Y45A/L72G/L132C;  (92) N29S/F42A/Y45A/LT0C/P82C;  (93)
N29S/F42A/L70C/L72G/P82C; (94) N29S/Y45A/L70C/L72G/P82C; (95)
N29S/F42A/Y45A/L70C/L72G/P82C;  (96)  G27C/N29S/F78C/F42A/Y4SA;  (97)
G27C/N29S/F78C/F42A/1L72G; (98) G27C/N29S/F78C/Y45A/L72G; (99)
G27C/N29S/F78C/FA2A/YA5A/LT2G; (100) N29S/F42A/Y45A; (101)
N29S/F42A/1.72G; (102) N29S/Y45A/L72G; (103) N29S/F42A/Y45A/LT2G; (104)
Q11C/N29S/L132C; (105) N29S/L70C/P82C; (106) G27C/N29S/F78C; (107)
N29S/N30S; (108) N26Q/N29S;  (109) N26Q/N71Q; (110) N30S/N71Q; (111)

7



49192 s

QIIC/N7IQ/L132C;  (112) L70C/N71Q/P82C; (113) G27C/NTIQ/F78C; (114)
NNYKNPKLTRMLTFKF & céc vi tri sd 29-44 dugc dot bién thanh
QSMHIDATL/N71Q; 115) F42A/Y45A/N71Q; (116) F42A/NT1Q/L72G; (117)

Y45A/NT1Q/L72G; (118) N26Q/N30S/F42A/NT71Q/L72G; (119)
Q11C/N26Q/N30S/F42A/N71Q/L72G/L132C; (120)
N26Q/N30S/F42A/L.70C/N71Q/L72G/P82C; 121)

N26Q/G27C/N30S/F42A/NT1Q/LT2G/F78C; (122) N29S/F42A/NTIQ/L72G; (123)
N26Q/N30S/N71Q; (124) N26Q/Q11C/NT1Q/L132C; (125) N26Q/L70C/N71Q/P82C;
(126) N26Q/G27C/NT1Q/F78C; (127) N26Q/NNYKNPKLTRMLTFKF & céc vi tri s0
29-44 duoc dot bién thanh QSMHIDATL/N71Q; (128) N26Q/F42A/Y45A/NT1Q; (129)

N26Q/F42A/N71Q/L72G:; (130) N26Q/Y45A/NT1Q/L72G; (131)
N26Q/F42A/Y45A/NT1Q/L72G; (132) Q11C/N30S/N71Q/L132C; (133)
N30S/L70C/N71Q/P82C; (134) G27C/N30S/N71Q/F78C; (135)
N30S/F42A/Y45A/NT1Q; (136) N30S/F42A/N71Q/L72G; (137)
N30S/Y45A/N71Q/L72G:; (138) N30S/F42A/Y45A/NT1Q/LT2G; (139)
N29S/N30S/F42A/N71Q/L72G:; (140) Q11C/F42A/Y45A/NT1Q; (141)

Q11C/F42A/NTIQ/LT2G/L132C;  (142)  QLIC/Y45A/NT1Q/L72G/L132C;  (143)
Q11C/F42A/Y45A/NTIQ/LT2G/L132C; (144) QI1C/N29S/F42A/NT1Q/L72G/L132C;
(145) NNYKNPKLTRMLTFKF & céc vi tri sO 29-44 duge dot bién thanh
QSMHIDATL/L70C/ N71Q/P82C; (146) FA2A/Y45A/LT0C/NT1Q/P82C;  (147)
F42A/L70C/NT1Q/L72G/P82C;  (148)  Y45A/L70C/N71Q/L72G/P82C;  (149)
F42A/Y45A/L70C/N71Q/L72G/P82C;  (150)  N29S/F42A/L70C/N71Q/L72G/P82C;
(151) G27C/NNYKNPKLTRMLTFKF & cdc vi tri s0 29-44 duge dot bién thanh
QSMHIDATL/  N71Q/F78C;  (152)  G27C/F42A/Y45A/NTIQ/FT78C;  (153)
G27C/F42A/NT1Q/L72G/F78C;  (154)  G27C/Y45A/NT1Q/L72G/F78C;  (155)
G27C/F42A/Y45A/NTIQ/LT2G/E78C;  (156)  G27C/N29S/FA2A/NT1Q/L72G/F78C;
(157) NNYKNPKLTRMLTFKF & cac vi tri s6 29-44 dugc dot bién thanh
QSMHIDATL/ Y45A/N71Q; (158) NNYKNPKLTRMLTFKF & cdc vi tri s0 29-44
duoc dot bién thanh QSMHIDATL/ N71Q/L72G; (159) NNYKNPKLTRMLTFKF ¢ cac
vi tri sb 29-44 dwoc dot bién thanh QSMHIDATL/Y45A/ N71Q/L72G; (160)
N26Q/N30S/Q11C/N7IQ/L132C;  (161)  N26Q/N30S/L70C/N71Q/P82C; (162)
. N26Q/G27C/N30S/N7T1Q/F78C;  (163)  N26Q/N30S/F42A/Y45A/NTIQ;  (164)
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N26Q/N30S/F42A/NTIQ/L72G;  (165)  N26Q/N30S/Y45ANTIQLT2G;  (166)
N26Q/N30S/F42A/Y45A/NTIQ/LT2G; (167) N26Q/N29S/N30S/F42A/N71Q/L72G;
(168) N26Q/N29S/N30S/N71Q;  (169) N26Q/N29S/Q11C/N7I1Q/L132C;  (170)
N26Q/N29S/LT0C/NTIQ/P82C;  (171)  N26Q/N29S/G27C/NTIQ/ET8C;  (172)
N26Q/N29S/F42A/Y45A/NTIQ;  (173)  N26Q/N29S/Y4SA/NTIQLT2G;  (174)
N26Q/N29S/F42A/Y45A/NTIQ/LT2G; (175) Q11C/N29S/N30S/N71Q/L132C; (176)
N29S/N30S/L70C/N71Q/P82C; (177) G27C/N29S/N30S/N71Q/F78C;(178)
N29S/N30S/FA2A/Y4A5A/NTIQ;  (179) N29S/N30S/F42A/NTIQ/L72G;  (180)
N29S/N30S/Y45A/NT1Q/L72G;  (181) N29S/N30S/F42A/Y45A/NTIQ/LT2G; (182)
Q11C/N29S/F42A/YASA/NTIQ/L132C; (183) QLIC/N29S/F42A/NT1Q/L72G/L132C;

(184) Q11C/N29S/Y45A/N71Q/L72G/L132C; (185)
Q11C/N29S/F42A/Y45A/NT1Q/L72G/L132C; (186)
N29S/F42A/Y45A/L70C/NT1Q/P82C;  (187)  N29S/F42A/L70C/N71Q/L72G/P82C;
(188) N29S/Y45A/L70C/N71Q/L72G/P82C; (189)
N29S/F42A/Y45A/L70C/N71Q/L72G/P82C; (190)
G27C/N29S/F78C/F42A/Y45A/NTIQ;  (191)  G27C/N29S/F78C/F42A/NT1Q/L72G;
(192) G27C/N29S/F78C/Y45A/NT1Q/LT2G; (193)
G27C/N29S/F78C/F42A/Y45A/NTIQ/LT2G; (194) N29S/FA2A/Y45A/NTIQ; (195)
N29S/F42A/N71Q/L72G; (196)  N29S/Y45A/N71Q/L72G; (197)
N29S/F42A/Y45A/NT1Q/LT72G; (198)  Q11C/N29S/N71Q/L132C; (199)

N29S/L70C/N71Q/P82C; (200) G27C/N29S/N71Q/F78C; (201) N29S/N30S/N71Q;
(202) N26Q/N29S/N71Q; (203) N26Q/N88R; (204) N29S/N88R; (205) N30S/N88R;
(206) N26Q/N88R/Q11C/L132C; (207) N29S/N88R/L70C/P82C; va (208)
N30S/N88R/G27C/F78C; trong do, “/” c¢b nghia la cac dot bién c6 mat déng thoi trong
bién thé interleukin-2 don. Theo mot s phuong an, cac dot bién md ta néu trén c6 do
tuong déng nhét dinh véi interleukin-2 thé dai, va trinh tu axit amin cda interleukin-2 thé
dai dugc thé hién trong SEQ ID NO. 2. S6 tht tu cua vi tri dot bién dugc tinh tir axit
amin A & vi tri thir hai theo trinh ty axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO. 2.

Theo mét sb phuong 4n, bién thé interleukin-2 nay hodc din xuét clia n6 chira axit

amin nhu dugc thé hién trong trinh tu bét ky duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO 4,

SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.10, SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.14, SEQ ID

NO.16, SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.20, SEQ ID NO.22, SEQ ID NO.24, SEQ ID
9
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NO.26, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.36

va SEQ ID NO.41. Cac trinh ty axit amin cla cdc polypeptit va cac trinh ty nucleotit

tuong ung duoc thé hién trong Bang 1 (phan dugc gach chén thé hién dot bién axit amin):

Bang 1. Trinh ty axit amin va trinh ty axit nucleic cua bién thé interleukin-2

S6 thir tw

Vi tri ddt bién

Trinh tw axit amin cia interleukin-2 thé
dai va c4c bién the interleukin-2 ciia
ngwdi

SEQ ID NO.
twong ng

IL-2-WT

Thé dai

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILN
GINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFH
LRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEY
ADETATIVEFLNRWITFCQSIISTLT
(SEQ ID NO.2)

SEQ ID NO.1

IL-2-01

N26Q

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILQ
GINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFH
LRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEY
ADETATIVEFLNRWITFAQSISTLT
(SEQ ID NO.4)

SEQ ID NO.3

IL-2-02

N30S

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILN
GINSYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFH
LRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEY
ADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.6)

SEQ ID NO.5

IL-2-03

Q11C/L132C

MAPTSSSTKKTCLQLEHLLLDLQMILN
GINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFH
LRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEY
ADETATIVEFLNRWITFAQSISTCT
(SEQ ID NO.8)

SEQ ID NO.7

1L-2-04

L70C/P82C

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILN
GINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVCNLAQSKNF
HLRCRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.10)

SEQ ID NO.9

IL-2-05

G27C/F78C

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILN
CINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNC
HLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.12)

SEQ ID NO.11

1L-2-06

NNYKNPKLT
RMLTFKF &
cac vi tri s6 29-
44 duoc 4ot
bién thanh
QSMHIDATL

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILN
GIQSMHIDATLYMPKKATELKHLQCL
EEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLI
SNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATI
VEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.14)

SEQ ID NO.13

IL-2-07

F42A/Y45A

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILN
GINNYKNPKLTRMLTAKFAMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFH

SEQ ID NO.15

10
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LRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEY
ADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.16)

IL-2-08

F42A/L72G

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILN
GINNYKNPKLTRMLTAKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNF
HLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSISTLT
(SEQ ID NO.18)

SEQ ID NO.17

IL-2-09

Y45A/L72G

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILN
GINNYKNPKLTRMLTFKFAMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNF
HLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSISTLT
(SEQ ID NO.20)

SEQ ID NO.19

1L-2-10

N26Q/N30S/
F42A/L72G

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILQ
GINSYKNPKLTRMLTAKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNF
HLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.22)

SEQ ID NO.21

IL-2-11

Q11C/N26Q/N
30S/F42A/
L72G/L132C

MAPTSSSTKKTCLQLEHLLLDLQMILQ
GINSYKNPKLTRMLTAKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNF
HLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSIISTCT
(SEQ ID NO.24)

SEQ ID NO.23

IL-2-12

N26Q/N30S/
F42A/L70C/
L72G/P82C

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILQ
GINSYKNPKLTRMLTAKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVCNGAQSKNF
HLRCRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.26)

SEQ ID NO.25

IL-2-13

N26Q/G27C/N
30S/F42A/
L72G/F78C

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILQ
CINSYKNPKLTRMLTAKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNC
HLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.28)

SEQ ID NO.27

IL-2-14

N29S/F42A
/L72G

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILN
GISNYKNPKLTRMLTAKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNF
HLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.30)

SEQ ID NO.29

IL-2-21

N26Q/N29S/F4
2A/LT72G

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILQ
GISNYKNPKLTRMLTAKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNF
HLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.32)

SEQ ID NO.31

IL-2-22

N26Q/N29S/F4
2A/NTIQ/LT2
G

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILQ
GISNYKNPKLTRMLTAKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLQGAQSKNF
HLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCE
YADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT

SEQ ID NO.33

11



49192

(SEQ ID NO.34)
NNYKNPKLT
RMLTFKF | MAPTSSSTKKTCLQLEHLLLDLQMILN
Svitrisd | GIQSMHIDATLYMPKKATELKHLQCL
Q11C/29-44 | EEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLI
IL-2-23 duoc dot bién | SNINVIVLELKGSETTEMCEYADETATI | S-Q 1P NO.35
thanh VEFLNRWITFAQSIISTCT
QSMHIDATL/ (SEQ ID NO.36)
L132C
MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILO
GISNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
N26Q/N29S/N8 | LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFH
[L-2-24 SR LRPRDLISRINVIVLELKGSETTFMCEY | LR IDNO-40
ADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT
(SEQ ID NO.41)

(Luu y: Céc vi tri dot bién néu trén duoc danh sb thir ti theo protein interleukin-2
hoan thién cuia nguoi nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO. 2. Protein interleukin-2 hoan
thién ctia ngudi khong chira axit amin M & vi tri thir nhét, do d6 qua trinh danh s6 thu tu
dugc bat dau tir axit amin A & vi tri thir hai. Trong sb cac dot bién nay, “/” c6 nghia la cac
dot bién c6 mit ddng thai trong bién thé interleukin-2 don. Mdi bién thé c6 thé chira dot
bién C125A hoic khong; trong d6 su c6 mat cua dot bién C125A la dé ngin ngira hinh
thanh dime).

Theo mot sb phuong 4n, dan xuéit ctia bién thé interleukin-2 bao gdm protein c6
chiéu dai ddy du hodc protein mot phan cua bién thé interleukin-2 theo sang ché&; hodc
bao gém protein dot bién, din xuét chirc ning, manh chitc ndng, peptit c6 hoat tinh sinh
hoc, protein dung hop, dang ddng phan hoic mubi cta ching duge diéu ché bang cach
tiép tuc giy dot bién trén co s& bién thé interleukin-2 theo sang ché. Vi du, protein dung
hop chura bién thé interleukin-2, monome hodc dime hoéc trime hodc polyme cua bién thé
interleukin-2, c4c dang ci bién khic nhau cua bién thé interleukin-2 (nhu dang duoc gén
PEG, dang dugc lién két PEG, dang dugc glycosyl hoa, dang duoc tiép hop vé6i albumin
hodc dang dugc dung hop vdi albumin, dang duge tiép hop véi ving Fe hodc dang dugc
dung hop véi ving Fe, dang duoc hydroxyetyl hoa, dang khong dugc O-glycosyl hoa,
v.v), va thé tuong dong ctia bién thé interleukin-2 trong céc loai khac nhau. Viéc cai bién
cua interleukin-2 khong gay tic dung khong mong mudn dén kha nang sinh mién dich

lién quan dén qua trinh di€u tri.

Theo mot so phuong 4n, bién thé interleukin-2 hodc dan xuat cta n6 dugc gan

PEG (c6 thé dugc biéu didn du6i dang PEG-IL-2), vi du bién thé mono-PEG-IL-2 hogc
12
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bién thé di-PEG-IL-2 hodc dAn xuit ciia chung. Bién thé PEG-IL-2 hoac din xuét clia né
bao gom nhém lién két SC-PEG. Theo cac phuong 4n khac, bién thé PEG-IL-2 hodc dan
xuét ctia n6 bao gdm nhém lién két metoxy-PEG-aldehyt (mPEG-ALD). Theo mot sb
phuong 4n, khdi lugng phan t& trung binh cua gbe PEG nam trong khoang tir 5KD dén
50KD, cu thé 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40,
45, 50 KD; hoac nam trong khoang tir 5KD dén 40KD, hodc nam trong khoang tir 10KD
dén 30KD, hodc nim trong khoang tir 10KD dén 30KD, hodc nam trong khoang tir 15KD
dén 20KD. Theo mot sb phwong an, nhom lién két mPEG-ALD bao gom phan tr PEG ¢6
khéi luong phén tir trung binh dugc chon tir nhém bao gom khoang 5KDa, khoing
12KDa, va khoang 20KDa. Theo mot s6 phwong 4n, nhom aldehyt trong mPEG-ALD ¢6
thé 1a axetaldehyt, propionaldehyt, butyraldehyt, hodc cac nhom tuong tu. Theo mot
phuong an, bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan xuét ctia n6 c6 thoi gian ban
thai trong huyét thanh dugc kéo dai, khi so v6i thoi gian bén thai trong huyét thanh cta

interleukin-2 thé dai hodc dan xuat cia no.

Khi bién thé interleukin-2 nay hodc dAn xuét cua n6 chtra loai dot bién th hai,
theo mot sb phuong an, bién thé interleukin-2 theo sang ché hoic dan XuAt ctia n6 c6 thé
hoat hoa mdt hodc nhiéu dap tng té bao dugc chon tir nhém bao gbm: ting sinh té bao
lympho T dugc hoat hoa, biét hoa té bao lympho T dugc hoat hoa, hoat tinh cta té bao T
gay doc té bao, tang sinh té bao B duoc hoat hoa, biét hoa té bao B duoc hoat hoa, ting
sinh té bao giét tu nhién biét hoa t& bao giét tw nhién, bai tiét xytokin béi té bao T duge
hoat hoa hodc té bao giét tu nhién, va hoat tinh gay doc té bao khang khdi u cua té bao
giét dugc hoat hoa boi té bao giét tur nhién/té bao lympho. Theo mot s6 phuong an, bién
thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan xuét ciia n6 c6 kha nang cam tng truyén tin hiéu
interleukin-2 trong té bao T diéu hoa duoc giam, khi so v6i kha ndng cam ng truyén tin
hiéu interleukin-2 trong té bao T diéu hoa cua polypeptit interleukin-2 thé dai. Theo mot
phuong an, bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan xudt ctia n6 bao gébm c6 hoat
tinh cam Gng hoat hoa giy chét té bao trong té bao T nhé hon interleukin-2 thé dai hodc
dan xuét ctia né. Theo mot sb phuong an, bién thé interleukin-2 theo sang ché hoac din
xuit ctia n6 doc tinh in vivo dugc giam khi so voi doc tinh in vivo cta interleukin-2 thé

dai hodc dan xuat cua no.

Khi bién thé interleukin-2 nay hodc din xuét caa né chira loai dot bién thi ba, theo

mot ) phuong an, bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan xuét ctia n6 c6 thé lam
13
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giam 4i luc cla interleukin-2 véi ca thu thé ai luc cao (IL-2Ra/p/y) va thu thé 4i luc trung
binh (IL-2Rp/y), tuy nhién muc d6 suy gidm ai lyc véi thu thé ai luc cao cao hon mirc d
suy giam 4i lwc véi thu thé &i lyc trung binh. Theo mot sO phuong 4n, bién thé
interleukin-2 theo sang ché hodc din xuét ctia n6 co6 thé duy tri tic dung cua interleukin-2
dé cam tng ting sinh va hoat hoa té bao T diéu hoa, nhung loai bd hodc lam giam tac
dung cua interleukin-2 dé cam tng ting sinh va hoat hoa té bao tac dong (nhu té bao giét

ty nhién va té bao T).

Theo mot khia canh khéic, sang ché dé cap dén thé tiép hop mién dich in which
bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan xuit cia n6 duoc lién két truc tiép hodac lién
két gian tiép véi cdu trac khong interleukin-2 théng qua gbc lién két. Theo mot sb
phuong 4n, thé tiép hop mién dich 1a thé tiép hop mién dich, trong d6 chu trac khong
interleukin-2 nay 1a cdu trac gén két khang nguyén. Theo mot sd phuong 4n, chu tric gan
két khang nguyén huéng dich khang nguyén c6 mat trong t& bao khéi u hodc moi truong
cta té bao khéi u.

Theo mot sd phuong an, bién thé interleukin-2 duoc lién két v6i it nhat mot clu
trac khong interleukin-2. Theo mot s phuong 4n, bién thé interleukin-2 va ciu tric
khong interleukin-2 tao ra protein dung hop, c6 nghia la bién thé interleukin-2 chia sé
lien két peptit véi cAu tric khong interleukin-2. Theo mot s6 phuong 4an, bién thé
interleukin-2 duogc lién két voi it nhat mot cu tric khong interleukin-2, nhu chu tric
khong interleukin-2 thir nhit va cAu tric khong interleukin-2 thtr hai. Theo mdt sd
phuong an, cAu tric khong interleukin-2 nay 1a chu trac gan két khang nguyén. Theo mot
s6 phuong 4n, bién thé interleukin-2 chia sé lién két peptit voi chu tric gin két khang
nguyén thir nhét & ddu tin cuing amin hodc d4u tan cung carboxyl, va cAu truc gin két
khang nguyén thu hai chia sé lién két peptit v6i cac gbc sau & d4u tan cing amin hodc
dau tn cung carboxyl: 1) bién thé interleukin-2; hodc ii) cdu tric gin két khang nguyén
thtt nhat. Theo mét sé phuong an, bién thé interleukin-2 chia sé lién két peptit v6i cau
triic khong interleukin-2 thir nhit & dau tn cung carboxyl, va chia sé lién két peptit v6i
cAu trac khong interleukin-2 tht hai & d4u tan cung amin. Theo mot s6 phuong 4n, ciu
tric khong interleukin-2 nay la chu trac gin két khang nguyén. CAu trac gin két khang
nguyeén cO thé 1a khang thé hodc manh gin két khang nguyén, bao gbm, nhung khong chi
gidi han ¢ phan tir globulin mién dich (vi du, phén tr twong tu globulin mién dich IgG (vi

du, IgG1)), khang thé hodc manh gin két khang nguyén cta no. Theo mot s6 phuong 4n,
' 14
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khang thé hoic méanh gin két khang nguyén ciia né dugc chon tir: phire hop polypeptit
chira ving bién ddi chudi ning khang thé va ving bién ddi chudi nhe khang thé, Fab, Fv,
sPv, F(ab’),, khang thé mach théng, khang thé chudi don, scFv, sdAb, sdFv, khang thé co
kich ¢& nano, khang thé peptit, khang thé mién va khang thé da dac hiéu (khang thé dic
hiéu kép, khang thé chira hai manh globulin mién dich, khéng thé chira ba manh globulin
mién dich va khang thé chira bén manh globulin mién dich, hai scFv tiép doi, ba scFv
tiép d6i). Khi bién thé interleukin-2 dwoc lién két voi nhiéu hon mot chu tric gin két
khang nguyén (vi du cAu trac gin két khang nguyén thir nhit va cu tric gan két khang
nguyén thit hai), mdi chu trac gin két khang nguyén co thé doc 1ap duoc chon tir cac
dang khac nhau cua khang thé va manh gin két khang nguyén, vi du chu tric gin két
khang nguyén thu nhét c6 thé 12 phan tir Fab, va chu tric gan két khang nguyén thir hai
c6 thé 13 phan tir scFv, hodc mdi cAu tric gin két khang nguyén thu nhéit va ciu triic gin
két khang nguyén thir hai 13 phén tir scFv, hodc mdi cu trac gin két khang nguyén thu
nhit va ciu truc gin két khang nguyén tht hai 1a phén tir Fab. Theo mét s6 phuong 4n,
khi bién thé interleukin-2 duoc lién két véi nhiu hon mot cu tric gan két khang nguyén
(vidu chu tric gin két khang nguyén thir nhét va cdu tric gin két khang nguyén thtr hai),
khang nguyén dugc hudng dich boi mdi cu tric gin két khang nguyén c6 thé doc lap
duoc chon, vi du ciu trac gén két khdng nguyén thir nhit va cdu trac gin két khang
nguyén tht hai duge hudng dich chéng lai cac khang nguyén khac nhau hodc huéng dich

chéng lai cing mot khang nguyén.

Theo mdt s6 phuong 4n, khang nguyén dugc gin két boi chu trac gin két khang
nguyén co thé 1a duoc chon tir nhom bao gom: mién A1 cla tenascin C (TNC Al), mién
A2 cua tenascin C (TNC A2), mién ngoai bao cla fibronectin (mién ngoai bao B) (EDB),
khang nguyén ung thu biéu mé phoi (CEA) va chondroitin sulfat proteoglycan lién quan
dén bénh u melanin (MCSP). Theo mot s6 phuong 4an, khang nguyén khéi u bao gdm,
nhung khong chi giéi han & MAGE, MART-1/Melan-A, gp100, dipeptidyl peptidaza IV
(DPPIV), protein gin két adenosin deaminaza (ADAbp), xyclophilin b, khang nguyén
lién quan dén dai truc trang (CRC)-C017-1A/GA733, khang nguyén ung thu biéu mo
phdi (CEA) va epitop sinh mién dich ciia n6 CAP-1 va CAP-2, etv6, amll, khang nguyén
dic hidu tuyén tién liét (PSA) va epitop sinh mién dich ctia n6 PSA-1, PSA-2 va PSA-3,
khang nguyén mang dac hiéu tuyén tién liét (PSMA), thu thé t& bao T/chudi CD3-zeta, ho
MAGE ctia khéng nguyén khéi u (nhu MAGE-A1, MAGE- A2, MAGE-A3, MAGE-A4,
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MAGE-AS, MAGE-A6, MAGE-A7, MAGE-A8, MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-ALI,
MAGE-A12, MAGE-Xp2 (MAGE-B2), MAGE-Xp3 (MAGE-B3), MAGE-Xp4
(MAGE-B4), MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-C4, MAGE-CS5), ho GAGE
cua khang nguyén khéi u (vi du GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5,
GAGE-6, GAGE-7, GAGE-8, GAGE-9), BAGE, RAGE, LAGE-1, NAG, GnT-V,
MUM-1, CDK4, tyrosinaza, p53, ho MUC, HER2/neu, p2lras, RCASI, a-fetoprotein, E-
cadherin, o-catenin, p-catenin va y-catenin, P120ctn, gpl00Pmell17, PRAME, NY-ESO-
1, cdc27, protein adenomatous polyposis coli (APC), fodrin, connexin 37, Ig idiotype,
pl5, gp75, GM2 va GD2 gangliosit, san phdm virut (nhu protein virut gdy bénh u nha ¢
nguoi), ho Smad ciia khang nguyén khéi u, Imp-1, P1A, khang nguyén nhan ma héa bai
EBV (EBNA)-1, glycogen phosphorylaza ndo, SSX-1, SSX-2 (HOM-MEL-40), SSX-1,
SSX-4, SSX-5, SCP-1 va CT-7 va c-erbB-2. Theo mdt sb phuong an, vi du khong gii
han vé khang nguyén virut bao gbdm hemagglutinin virut cim, LMP-1 virut Epstein-Barr,
glycoprotein E2 virut viém gan C, HIV gp160, va HIV gp120. Theo mdt s phuong 4n, vi
du khong giéi han vé khang nguyén ECM bao gdm syndecan, heparanaza, integrin,
osteopontin, link, cadherin, laminin, EGF-type laminin, lectin, fibronectin, notch,

tenascin va matrixin.

Theo mot ) phuong an, bién thé interleukin-2 theo sang ché hoic din xudt ctia nd
chira cAu triic gin két khang nguyén md ta néu trén, bao gdm loai dot bién th{ hai, nhung

khong chira loai d6t bién thir ba.

Theo mdt sé phuwong 4n, sdng ché dé cap dén phuong phap lam tang do 6n dinh
cua interleukin-2 hodc dan xuét hodc thé tiép hop mién dich ctia no, bao gém budce chén
cac dot bién vao interleukin-2 hodc dAn xuit hodc thé tiép hop mién dich cta nd, trong d6
cdc dot bién nay 1a dot bién bit ky trong sb cac dot bién 1) dén 7) hodc to hop cua
chiing:1) N26Q, 2) N298, 3) N308, 4) N71Q, 5) Q11C va L132C, 6) L70C va P82C, va
7) G27C va F78C.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén duoc phém, chita bién thé
interleukin-2 theo sang ché hogc dan xuét ciia né hoic thé tiép hop mién dich md ta néu
trén, tuy y chira ta dugc pha loang, chit mang hoic chét bd trg duoc dung. Dugc phim c6

thé 1a ché phdm dong kho hodc dung dich tiém.
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Theo mot sé phuong 4n, duge phim ndy c6 thé chira bién thé interleukin-2 ndy
hodc din xuit ciia né hodc thé tiép hop mién dich & liéu don vi & ham lugng nam trong
khoang tr 0,01% dén 99% khéi luong; dugc pham nay c6 thé chira bién thé interleukin-2
'nély hodc dan xuét cua no hoic thé tiép hop mién dich & lidu don vi & lugng nam trong

khoang tur 0,1mg dén 2000mg (vi du nam trong khoang tir Img dén 1000mg).

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén axit nucleic md hoa bién thé
interleukin-2 theo sang ché hodc dan xuAt ctia n6 mo ta néu trén. Axit nucleic bao gom
polynucleotit ¢6 trinh ty nhu néu trong trinh tu bét ky duoc chon tir nhém bao gdm SEQ
ID NO.3, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.9, SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.13,
SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.23, SEQ
ID NO.25, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.33, SEQ ID
NO.35, va SEQ ID NO.40.

Theo mdt so phuong an, sang ché de cap dén vecto biéu hién chira axit nucleic ma

héa bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan xuét cia né mo ta néu trén.

Theo mét khia canh khac, sang ché dé cap dén t€ bao vat chu biéu hién vecto mo
ta néu trén. Té bao vat cha c6 thé 1a té bao nhén so hodc t€ bao nhén that. Theo mot so
phuong 4n, t€ bao vét chl nay la t€ bao vi khuén, t€ bao nam men hoac té bao dong vét

vii; cu thé Pichia pastoris hodc Saccharomyces cerevisiae.

Theo mdt sb phuong an, té bao vat chu bao gém (vi dy, da duoc bién nap hodc
chuyén nhiém véi) vecto chira polynucleotit mad hoa trinh tu axit amin cta bién thé
interleukin-2 theo sang ché hodc dan xut cia n6, hodc thé tiép hop mién dich mo ta néu
trén. Té bao vat chi bao gém sinh vét nhan so (nhu Escherichia coli) hodc cac té bao
nhan that khac nhau (nhu té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO), té bao than
phoi ngudi (HEK) hoiic t€ bao lympho (nhu té bao Y0, t€ bao NSO, té bao Sp20), té bao
con trung, v.v). Theo mot s6 phuong én, té bao vat chi biéu hién polypeptit dugc
glycosyl hoa c6 thé duoc sir dung, co ngudn gdc tir sinh vét da bao (vi du dong vat khong
xuong sdng va dong vat c6 xuong séng), nhu té bao thyuc vat va té bao con trung. Té bao
dong vat c6 xuong sbng ciing co thé dugc st dung lam té bao vat chu, vi du dong té bao
ctia dong vat c6 v duge duy tri & trang thai hdn dich, dong té bao than khi CV1 (COS-
7), dong té bao than phoi ngudi (t& bao 293 hodc t€ bao 2937T), té bao than ctia chudt
ddng méi sinh (BHK), t& bao sertoli chudt nhit (1€ bao TM4), té bao than khi (CV1), té
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bao than khi mong xanh Chéu Phi (VERO-76), t€ bao ung thu cd tr cung & nguoi
(HELA), té bao than ché (MDCK), té bao gan chudt cong (BRL3A), té bao phdi nguoi
(W138), t& bao gan ngudi (Hep G2), t¢ bao khdi u vii chudt nhit (MMT060562), t& bao
TRI (vi du, cac té bao dugc mé ta trong tai liéu Mather et al., Annals N.Y. Acad Sci 383,
44-68 (1982)), t& bao MRC5 va té bao FS4, té bao buong trimg chudt ddng Trung Qudc
(CHO), dong té bao u tay nhu YO, NS0, P3X63 va Sp2/0, va té bao chira trong dong vat

chuyén gen, thuc vét chuyén gen hodc thuc vét dugc gieo trong hodc md dong vat.

Theo mot khia canh khac, sang ché mo ta st dung bién thé interleukin-2 nay hodc
dan xuit ctia no, thé tiép hop mién dich hodc dugc pham chira bién thé interleukin-2 ndy

hodc dan xuat cua n6 md ta néu trén d€ san xuat thudc.

Bién thé interleukin-2 theo séng ché hoic dan Xuét ciia nd s& dugc str dung dé didu
tri bénh tang sinh, bénh mién dich, diéu hoa dép tmg mién dich qua trung gian té bao T,
kich thich hé mién dich & dbi tuong, va st dung dé san xuét thudc lién quan, khi bién thé
nay chira loai dot bién thir hai. Bénh ting sinh c6 thé Ia khéi u hodc bénh ung thu (vi du,
khéi u di cian hoic bénh ung thu di cén), va co thé 13 khéi u ran (vi du, bénh ung thu biéu
moé té bao than di can va bénh u melanin 4c tinh). Theo mot sd phuong an, bién thé
interleukin-2 theo sang ché hoic dan xuét ctia n6 hodc thé tiép hop mién dich ctiia n6 theo
sang ché ¢6 thé dugc st dung dé diéu tri bénh hoic tinh trang bénh s& duoc diéu tri hitu
hiéu khi kich thich hé mién dich & vat chu, dic biét la cac tinh trang bénh can ting cuong
dap ung mién dich té bao; cac tinh trang bénh nhu vy bao gbm dap tng mién dich khong
day da hodc thiéu hut cta vt chi. Theo mot s6 phuong 4n, bénh hodc tinh trang bénh s&
duoc diéu tri bang bién thé interleukin-2 theo sang ché hogc dan xuét ctia n6 hogc thé tiép
hop mién dich cta no 1a khéi u hodc bénh ldy nhiém, trong d6 dap ing mién dich té bao
1a co ché mién dich dic hiéu chinh d6i voi khdi u hodic bénh 1ay nhiém nay, nhu bénh ung
thu (vi du, bénh ung thu biéu mo té bao than hodc bénh u melanin), tinh trang suy giam
mién dich (nhu déi tuong duong tinh véi HIV, dbi twong bi e ché mién dich), bénh lay
nhidm man tinh, v.v Theo mot s6 phuong 4n, dép tng mién dich té bao dugc ting cudng
6 thé bao gdm mdt hodc nhiéu dap tng bét ky sau: chitc nang mién dich dugc gia tang,
chitc nang té bao T duoc gia ting, chirc nang té bao B dugc gia tang, chuc ning té bao
lympho dugc phuc hdi, tang biéu hién thu thé interleukin-2, dap ung té bao T dugc gia
ting, hoat tinh cua té bao giét tw nhién dugc gia ting hodc hoat tinh cua té bao giét duogc

hoat hoa boi lymphokin dugc gia tang, v.v.Theo mot sb phuong an, bénh duoc diéu tri
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bing bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc din xuét cia no hoac thé tiép hop mién
dich cta n6 theo sang ché 12 bénh ting sinh, nhu bénh ung thu. Vi du khong gi6i han vé
bénh ung thu bao gdm bénh ung thu bang quang, bénh ung thu ndo, bénh ung thu dau va
¢, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu phdi, bénh ung thu v, bénh ung thu budng
tring, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu cb tr cung, bénh ung thu ndi mac tr cung,
bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu dai trang, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung
thu truc trang, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu mau, bénh
ung thu da, bénh ung thu té bao vay, bénh ung thu xuong va bénh ung thu than. Cac rdi
loan tang sinh t& bao khac co thé dugc didu tri bang bién thé interleukin-2 theo sang ché
hozic din xuit clia n6 theo sang ché bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, khéi u 4c tinh
& cac vi tri sau: bung, xuong, v, hé tiéu hda, gan, tuyén tuy, mang bung, tuyén noi tiét
(tuyén thuong than, tuyén can giap, tuyén yén, tinh hoan, budng trimg, tuyén 1, tuyén
giap), mét, ddu va ¢d, hé than kinh (trung wong va ngoai vi), hé bach huyét, xuong chéu,
da, md mém, 14 lach, nguc, va hé sinh duc. R&i loan con bao gdm tinh trang hoac ton
thuong tién ung thu va tinh trang di cin ung thu. Theo mét sé phwong én, bénh ung thu
duoc chon tir nhém bao gbém bénh ung thu bidu mo té bao than, bénh ung thu da, bénh
ung thu phé)i, bénh ung thu dai tryc trang, bénh ung thu v, bénh ung thu ndo, bénh ung
thu dau va cd. Tuong tu, cac rdi loan tang sinh té bao khac cling c6 thé duoc diéu tri bang
bién thé interleukin-2 theo sang ché hoic dan xuét ctia n6 theo sang ché, bao gbm, nhung
khong chi gi6i han &: ching ting gama globulin mau, rdi loan ting sinh lympho, chimg
paraprotein mau, ban xuét huyét, bénh u hat, hoi ching Sezary, ching macroglobulin
méau Waldenstron, bénh Gauchere, hoi chung md bao; va bénh tang sinh té bao bat ky &
hé co quan dugc liét ké néu trén, khac v6i chung tao u. Theo cac phuwong éan khac, bénh
bao gdm hdi chimg thai loai manh ghép tu mién, dap tmg mién dich sau chén thuong, va

bénh truyén nhiém (nhu HIV).

Bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan xuét cia n6 s& duoc st dung dé diéu
tri bénh tw mién hodc lam giam/diéu tri/phong nglra phan ung tu mién do ciy ghép co
quan, khi bién thé nay cha loai dot bién thir ba. Bénh ty mién c6 thé 1a dugc chon tir
nhém bao gdm: bénh dai thdo dudng typ I, bénh viém khdp dang thap, bénh xo cung rai
rac, bénh viém da day man tinh, bénh Crohn, bénh Baseow, bénh Bechterew, bénh V'fiy
nén, bénh nhuogc co, bénh viém gan tu mién, hoi ching APECED, hdi ching Chrug-
Strauss, bénh viém loét dai trang, bénh viém cau than, hoi chimg Guillain-Barré, Bénh
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viém tuyén giap hashimoto, bénh lichen xo hoa, bénh lupus ban d6 hé théng, hoi chimg
PANDAS, bénh thép tim, bénh u hat, hoi ching Sjogren, hdi chimg Stiff-Man, bénh xo
cimg bi, bénh u hat Wegener, bénh bach bién, bénh rudt tu mién, hoi chimg viém thin
xuét huyét phdi (hoi chimg Goodpasture), bénh viém da co, bénh viém da co, bénh di
ng tu mién va bénh hen phé quan. Theo mot s6 phuong 4n, bién thé interleukin-2 theo
séng ché hoac dan xuét cia né c6 thé duge sir dung két hop véi hoat chét rc ché mién
dich. Theo mot sb phuong an, hoat chét trc ché mién dich dugc chon tir nhém bao gém:
glucocorticoid bao gbm decortin va prednisol; azathioprin; xyclosporin A; mycophenolat
mofetil; tacrolimus; globulin khing té bao lympho T, khang thé khang CD3 bao gbm
muromonab; khang thé khang CD25 bao gbdm basiliximab va daclizumab; khang thé
khang TNF-a bao gém infliximab va adalimumab; azathioprin, methotrexate;
xyclosporin; sirolimus; everolimus; fingolimod; CellCept; myfortic natri bao tan trong

rudt (myfortic); va xyclophosphamit.

Theo mét sb phuong én, bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan Xuét ciia nd
hoac thé tiép hop mién dich cta n6 khong thé chita khoi bénh hoan toan ma chi co thé
chita dugc mot phan. Theo mot s6 phwong 4n, cac thay dbi sinh 1y c6 mot s6 loi ich ciing
duoc coi 1a c6 loi vé mit diéu tri. Do d6, theo mot sb phuong an, lugng cua bién thé
interleukin-2 nay hodc dan xuét ctia no, thé tiép hop mién dich cta né tao ra thay d6i sinh
ly dugc xem 1a “lugng hiru hiéu” hodc “lugng hiru hiéu diéu tri bénh”. DPéi tuong, dbi
tuong bi bénh hodc dbi tuong cin diéu tri thudong 1a dong vat c6 vi, va cu thé hon 1a
nguoi.

Sang ché ciing mo ta phuong phép st dung bién thé interleukin-2 theo sing ché
hodc dan xuét ctia né hodc thé tiép hop mién dich cta né theo sang ché cho dbi tuong,
trong d6 bién thé interleukin-2 theo sang ché hodc dan xuét cta né hodc thé tiép hop
mién dich cia n6 dugc st dung it nhét hai 14n mot ngay, it nhit mot 1an mot ngay, it nhét
48 git mot lan, it nhét 72 gio mot 1an, it nhét mdi tudn mot 1an, it nhét 2 tudn mot 1an, it
nhit mdi thang maot 1an, it nhét 2 thang mot 14n hodc it nhét 3 thang mot 14n. Interleukin-2
c6 thé duge st dung theo duong dua thudc hitu hiéu bit ky, vi du dudng tiém bao gbm
tiém dudi da bién thé interleukin-2 nay hodc dan xuét ctia n6, hodc thé tiép hop mién dich

cua no.
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Theo mot khia canh khéc, sing ché @& cap dén phuong phép san xuét bién thé
interleukin-2 hodc dan xuét hodc thé tiép hop mién dich cia né, bao gém budc dua cac
dot bién cta bién thé interleukin-2 mo ta néu trén vao interleukin-2 thé dai cia nguoi,
hodc budc stir dung trinh ty axit nucleic mo ta néu trén, hoac budc st dung vecto biéu
hién mo ta néu trén, hodc budc st dung té bao vat chil md ta néu trén. Phuong phéap san
xudt bién thé interleukin-2 dugc md ta trong W02012/107417 duoc két hop vao sang ché

bang cach vién dan.
M0 ta van tat hinh vé

Fig.1A-Fig.IF 1a db thi thé hién két qua tht nghiém do on dinh nhiét cia
interleukin-2 thé dai (WT) va céc bién thé twong ung ctia n6 bao gbdm IL-2-01, IL-2-02,
IL-2-03, IL-2-04 va IL-2-05.

Fig.2 12 db thi thé hién 4i lyc cuia interleukin-2 thé dai (WT) va céc bién thé ciia n6
bao gdm IL-2-01, IL-2-02, IL-2-03, IL-2-04, IL-2-05, IL-2-06, IL-2-07, IL-2-08, IL-2-09
va IL-2-13 v6i thu thé TL-2Ra duoc phat hién bang thir nghiém ELISA.

Fig.3A-Fig.Fig.3C 1a d6 thi thé hién céc két qua thir nghiém cho thiy qué trinh
tang sinh té& bao CTLL2 dugc tao diéu kién thuan loi boi IL-2-10, [L-2-22, I1-2-23 va IL-
2-10 duoc gén PEG, IL-2-22 duge gén PEG, va IL-2-23 dugc gin PEG, dugc phat hién
bing thir nghiém ELISA.

Fig.4A-Fig.4C 1a db thi thé hién céc két qua thir nghiém cho thdy qua trinh tang
sinh t& bao Mo7e duge tao didu kién thuan lgi bdi 1L-2-10, IL-2-22, IL-2-23 va IL-2-10
duoc gz“in PEG, IL-2-22 dugc gén PEG, va IL-2-23 dugc gén PEG, duoc phat hién bﬁng
thir nghiém ELISA.

Fig.5 1 do thi thé hién céac két qua thir nghiém phosphoryl hoa STATS trong cac
té bao CTLL2 dbi vé6i IL-2-01, IL-2-02, IL-2-07, IL-2-08, va IL-2-09, dugc phat hién
bang phuong phap dém té bao theo dong chay.

Fig.6A-Fig.6C 1a do thi thé hién cac két qua thir nghiém phosphoryl hoa STATS
céc té bao T didu hoa mau ngoai vi ciia ngudi (Fig.6A), té bao T biéu hién CD8 (Fig.6B)
va té bao giét tu nhién (Fig.6C) tuong tmg dugc kich thich boi IL-2-10, IL-2-22, IL-2-23
va IL-2-10 dugc gn PEG, IL-2-22 dugc gin PEG, va IL-2-23 dugc gin PEG.
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Fig.7A-Fig.7D 1a db thi thé hién céc két qua thir nghiém cho thdy tac dung cta
PEG-IL-2-22 dén sb lwong tuong ing cua té bao giét tw nhién cta chudt nhit (Fig.7A), té
bao T biéu hién CD8 ciia chudt nhat (Fig.7B), t& bao T biéu hién CD4 cta chudt nhat
(Fig.7C) va té bao T diéu hoa ciia chudt nhét (Fig.7D).

Fig.8A-Fig.8C 1a @ thi thé hién céc két qua thir nghiém cho thiy tac dung cia
PEG-IL-2-24 dén sb luong tuong Gng cia t4 bao T biéu hién CD8 cia chudt nht
(Fig.8A), té bao T biéu hién CD4 cita chudt nhat (Fig.8B), va té bao T diéu hoa ciia chuot
nhét (Fig.8C); Fig.8D- Fig.8F 1a @ thi tuong tng thé hién ty 1¢ phan trim cla té bao T
biéu hién CD8 so véi t& bao T biéu hién CD3 (Fig.8D), ty 18 phan trim ciia té bao T biéu
hién CD4 so v6i t& bao T bidu hién CD3 (Fig.8E), va ty 1¢ phan trim ciia t€ bao T diéu
hoa so v&i té bao T biéu hién CD4 (Fig.8F).

Fig.9 1 db thi thé hién két qua danh gia tic dung khang khdi u cia PEG-IL-2-22
trén md hinh chudt nhit CT26 bi bénh ung thu dai trang.

* Fig.10 1 @ thi thé hién két qua danh gia tic dung khang khoi u cia PEG-IL-2-22
trén m6 hinh chudt nhit NCG duoc cdy ghép dudi da véi té bao bénh u melanin cua
ngudi A375 dugc tron voi té bao don nhan mau ngoai vi cia nguoi.

M6 ta chi tiét sang ché

P& mo ta chi tiét hon sang ché, mot s6 thuat ngir k§ thuat va khoa hoc duoc thé
hién cu thé dudi day. Trir khi c6 quy dinh khac, toan bd céc thudt ngir k§ thuat va khoa
hoc khac dugce st dung trong sang ché c6 nghia thong thuong dugc hiéu boi ngudi c6

hiéu biét trung binh trong linh vyc nay.

M4 mot ky tu va ma ba ky tw duoc st dung trong sang ché dé mo6 ta cac axit amin

duoc md ta trong J. Biol. Chem. 243, p. 3558 (1968).

Thuét ngit “interleukin-2” hodc “IL-2” dugc su dung trong ban mo ta dé chi IL-2
tu nhién bat ky tir ngudn dong vat c6 xwong sdng bét ky, bao gbdm dong vat c¢6 vi nhu
dong vat linh trudéng (nhu nguoi) va dong vat gam nhdm (nhu chudt nhét va chuot céng).
Thuét ngit nay ciing dugc su dung trong ban mo ta dé chi IL-2 chua dugc x@ 1y cling nhu
dang dugc xur ly bét ky cta interleukin-2 c6 ngudn gdc tir té bao. Thuat ngit nay ciing
duoc sir dung trong ban mo ta dé chi bién thé interleukin-2 c6 trong tw nhién, nhu bién

thé ghép ndi hodc bién thé alen. Trinh ty axit amin cu thé cua interleukin-2 thé dai cua
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nguoi dugc thé hién trong SEQ ID NO.2. IL-2 cta nguoi chua duge xt Iy con bao gbm
peptit tin hiéu chira 20 axit amin ¢ dau tan cung N (nhu duoc thé hién trong SEQ ID
NO.272 trong W02012107417), va peptit tin hiéu khong c6 mat trong cac phan tr IL-2
hoan chinh.

Thuat ngit “dot bién axit amin” dugc si dung trong ban mo ta dé chi dot bién thay
thé, dot bién loai bo, dot bién chen thém, dot bién cai bién v t6 hop bét ky ciia chung dé
thu duoc cAu tric cubi clng sao cho cAu tric cudi cung c6 dic tinh mong mudn, nhu d6
4n dinh dugc ting cuong. Dot bién loai bo va dot bién chén thém trinh tu axit amin bao
gbm dot bién loai bd va dot bién chén thém cac axit amin & dau tin cling amin va/hodc
dau tan cung carboxyl. Vi du vé dot bién loai bd & dau tan cung la dot bién loai bo géc
alanin & vi tri tht nhit ctia IL-2 cua nguoi c6 chidu dai day do. Dot bién axit amin dugc
wu tién 1a dot bién thay thé axit amin. Vi du, dé thay dbi ai luc gin két cia polypeptit
interleukin-2, c4c axit amin khong bao thu co thé duoc thay thé (tirc 14 mot axit amin c6
thé dugc thay thé béng mot axit amin khac co chu truc va/hodc dic tinh hda hoc khac).
Dot bién thay thé axit amin duge wu tién bao gbm dot bién thay thé axit amin than nudc
cho axit amin ky nudc. Dot bién thay thé axit amin bao gbm dot bién thay thé axit amin
khong ¢6 trong tu nhién hodc dan xuét ctia 20 axit amin chudn c6 trong tu nhién (vi du 4-
hydroxy prolin, 3-metyl histidin, ornithin, homo-serin, 5-hydroxy lysin). Dot bién axit
amin c6 thé duoc tao ra bang cach sir dung cac phuong phip hoa hoc hodc di truyén da
biét trong linh vuc ndy, bao gbdbm céc phuong phap nhu phuong phéap dot bién diém,
phuong phap PCR, phuong phép tong hop gen, va phuong phép cai bién hoa hoc.

Thuét ngit “interleukin-2 thé dai” 13 tuong tu nhu bién thé polypeptit IL-2 chi khac
1a interleukin-2 thé dai 1a dang cua interleukin-2 c6 axit amin thé dai & mbdi vi tri twong
g v6i mdi vi tri cua bién thé polypeptit interleukin-2. Vi du, khi bién thé interleukin-2
1a TL-2 c6 chidu dai ddy du (tirc 1a IL-2 khong duogc tiép hop hodc dung hop vé6i phén tir
bét ky khéc), thi dang thé dai cta bién thé nay 1a IL-2 tw nhién c6 chidu dai day du. Khi
bién thé interleukin-2 13 protein dung hop cua interleukin-2 v6i mot polypeptit ma hoa
khac nam sau interleukin-2 (nhu chudi khang thé), thi dang thé dai cua bién thé IL-2 nhu
vay 1a IL-2 ¢6 trinh ty axit amin IL.-2 thé dai duoc dung hop véi cung polypeptit nam sau.
Ngoai ra, khi bién thé interleukin-2 1a dang dugc cat ngin cua interleukin-2 (trinh tu
trong d6 cac dot bién hoic cac cai bién dugce tao ra trong phan khong dugc cit ngin cua

interleukin-2), thi dang thé dai cta bién thé IL-2 nhu vay la tuwong tu IL-2 duoc cat ngén
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c6 trinh tir thé dai. Dé so sanh 4i luc gén két véi thu thé IL-2 hogc hoat tinh sinh hoc gifra
cac dang khac nhau cua bién thé interleukin-2 va cac dang thé dai tuwong Ung cua
interleukin-2, thuat ngir “thé dai” dugc st dung trong ban mo ta dé chi IL-2 c6 trong tu
nhién, IL-2 ty nhién, dang IL-2 chtra mot hodc nhidu dot bién axit amin khong anh hudng
dén gén két v6i thu thé IL-2, vi du dot bién thay thé alanin cho xystein & vi tri twrong Ung
v6i gbe thir 125 cia IL-2 cia ngudi (C125A). Theo mot s6 phuong 4n, interleukin-2 thé
dai bao gém trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.2.

Thuét ngit “dan xuat” duge sir dung trong ban mo ta dé chi san pham lién quan
dén IL-2 bét ky. Vi du vé dén xult bao gdm, nhung khong chi gi6i han & thé twong dong
[L-2, manh IL-2 hodc dang IL-2 duoc cit ngdn cla nguodi va khong phai cla nguoi,
protein dung hop (nhu protein dung hop v6i peptit tin hiéu ho#c protein dung hop véi
thanh phén hoat tinh hodc thanh phén khong ¢6 hoat tinh khéc, thanh phﬁn hoat tinh nhu
khang thé hoic manh gin két khang nguyén), dang cai bién cta n6 (nhu dang dugc gin
PRG, dang dugc glycosyl hoa, dang dugc tiép hop/dung hop v6i albumin, dang duge tiép
hop va/hodc dung hop véi ving Fe, dang dugc hydroxyetyl héa, v.v), va protein dugc cai
bién bao thu.

Thuat ngit “CD25” hodc “tiéu don vi alpha cta thu thé interleukin-2” dugc su
dung trong ban mo ta d chi CD25 tu nhién bét ky tr ngudn dong vat co xuwong sbng bét
ky, bao gdm dong vat c6 vii nhu dong vat linh truéng (nhu nguoi) va dong vat gam nham
(nhu chudt nhit va chudt cdng), bao gdm CD25 chua duge Xt 1y “c6 chidu dai ddy du”
va dang dugc xu ly bét ky ctia CD25 ¢6 ngudn gbc tir té bao, ciing bao gbm bién thé
CD25 c¢6 trong tu nhién, nhu bién thé ghép ndi hodc bién thé alen. Theo mot s6 phuong
4n, CD25 13 CD25 clia ngudi, va 6 trinh tu cu thé dugoe thé hién trong SEQ ID NO.37.

Thuét nglt “thu thé 1L-2 ¢6 4i luc cao” dugc s dung trong ban md ta dé chi dang
heterotrime cia thu thé interleukin-2, bao gbm tiéu don vi thu thé y (ciing duoc goi la tiéu
don vi thu thé v Xytokin téng thé, yc hodc CD132), tiéu don vi thu thé B subunit (cling
dugc goi 1a CD122 hodc p70) va tiéu don vi thu thé alpha (ciing dugc goi 1a CD25 hodc
p55). Nguoc lai, thuat ngit “ thy thé 1L-2 ¢6 &i luc trung binh” dugc st dung trong ban
mb ta dé chi thu thé IL-2 chi bao gém tiéu don vi y va tiéu don vi B subunit, nhung khong
bao gém tiéu don vi a (vi du, xem Olejniczak and Kasprzak, MedSci Monit 14, RA179-
189 (2008)).
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Thuét ngit “4i luc” dugc st dung trong ban md ta d8 chi cuong do tong s6 ciia toan
bo cac tuong tac khong cong hoa tri gitta vi tri gin két don cta phén tr (nhu thu thé) va
thanh phin gin két ctia n6 (nhu phdi tir). Trir khi c6 quy dinh khac, thudt ngit “a1 luc gin
két” duoc st dung trong ban mo ta dé chi 4i luc gin két noi tai thé hién tuong tac 1:1
gifra cac thanh phén ciia cip gin két (vi dy, thy thé va phdi tir). Ai lyc ctia phan ti X véi
thanh phin gin két Y ctia n6 c6 thé dugc biéu dién dudi dang hang sb phan ly (Kp), 1a ty
1é cua hing sb tbc @6 phan ly va hing s6 tdc do lién két (tuwong tng 1a Kophan 1y V& Kiien 1ét )-
Theo cach thuc nay, cac ai luc s& tuong duong nhau mién 12 ty 1€ cta céc hing sb tbc do
van tuong duong nhau, tuy nhién, cac hing s téc do co thé khac nhau. Ai luc c6 thé 14
duge do bang cac phuong phap thong thuong da biét trong linh vuc ndy, bao gdm céc

phuong phap duge mo ta trong sang ché.

Thuét ngit “t& bao T diéu hoa” hoic “t& a0 Taizy noa” hodc “Treg” dugc st dung
trong ban mo ta d8 chi loai té bao T biéu hién CD4 dic hiéu c6 thé wc ché dap ung clia
c4c té bao T khac. Té bao T didu hoa duge dic trung bdi qué trinh biéu hién cua tiéu don
Vi o ciia thu thé interleukin-2 (CD25) va yéu t6 phién ma hop dau hinh dia P3 (FOXP3),
va déng vai trd quan trong trong qua trinh cam g va duy tri kha ndng tu dung nap ngoai
vi véi cac khang nguyén (bao gdm céac khang nguyén duoc bidu hién boi cac khéi u).
Interleukin-2 13 cin thiét dé dat dugc chirc ndng, qua trinh phét trién va cam ung dic tinh
tic ché cta té bao T diéu hoa.

Thuét ngit “té bao tdc dong” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi quan thé té bao
lympho didu hoa tac dung gy doc té bao cua interleukin-2. Té bao tac dong bao gbdm té
bao T téc dong, nhu té bao T gay doc té bao biéu hién CD8, té bao giét tu nhién, té bao

giét duoc hoat hoa béi lymphokin, va dai thuc bao/bach ciu don nhan.

Thuét ngit “ciu tric gin két khang nguyén” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi
phén tir polypeptit gén két dic hiéu véi yéu tb quyét dinh khang nguyén. Theo mot sd
phuong an, chu trac géin két khang nguyén co diéu khién gbc duge tiép hop mién dich (vi
du, xytokin (IL-2 hodc bién thé ciia nd) va/hodc cac chu tric gin két khang nguyén khac)
dén vi trf dich, vi du loai té bao khdi u dic hiéu hoic cht nén khéi u ¢6 yéu tb quyét dinh
khang nguyén ddc hiéu. Chu trac gén két khang nguyén bao gbm khing thé va manh gin
két khang nguyén cia no. Chu trac gin két khang nguyén dugc uu tién bao gbdm mién gin

két khang nguyén cta khang thé, chira ving bién d6i chudi ning khang thé va ving bién
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dbi chudi nhe khang thé. CAu tric gan két khang nguyén co thé bao gdm ving hang dinh
khang thé. Nhu da biét trong linh vuc nay, ving héng dinh chudi nang bao gbm isotyp
bét ky trong s6 cac isotyp sau: a, 8, €, v, hodcp. Ving hing dinh chudi nhe bao gdm
isotyp bat ky trong sb hai isotyp sau: k va A. Interleukin-2 hodc bién thé ciia n6 co thé
duoc lien két voi mot hodc nhiéu cAu tric gin két khang nguyén thong qua mot hodc

nhidu trinh tu lién két dé tao ra “thé tiép hop mién dich™.

Thuét ngir “gin két dic hiu” duge sir dung trong ban mo ta dé chi gan két chon
loc dbi voi khang nguyén, va co thé duoc phan biét v4i tuong tac khong mong mudn
hoic khong dac hi¢u. Kha nang gin két dic hiéu véi yéu t quyét dinh khang nguyén dic
hiéu cua ciu tric gin két khang nguyén c¢6 thé duoc danh gia bang thir nghiém hép thu
mién dich lién két enzym (ELISA) hodc hodc cac phwong phap khac da biét trong linh
vuc ndy, nhu duge do bang phuong phdp cong hudng plasmon bé mit (dwge phan tich
trén thiét bi BlAcore) (Liljeblad et al., Glyco 17, 323-329 (2000)) va céc thir nghi¢m gén
két thong thuong (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)).

Thuat ngtt “khang thé” duogc sir dung trong ban mo ta dé chi cac cau trac khang
thé khac nhau, mién 1a chiing c6 hoat tinh gén két khang nguyén mong mudn. Vi du cu
thé v& khang thé bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢, khéng thé don dong, khang thé da
dong, khang thé da dac hiéu (vi dy, khang thé dic hiéu kép) va manh gin két khang
nguyén. Khang thé c6 thé bao gdbm khang thé cia chudt, khang thé ctia ngudi, kKhang thé
nhan tao, khang thé thé kham va khang thé cta lac da. Vi du, khang thé c6 thé 1a globulin
mién dich c6 céu tric chudi tetra-peptit dugc tao ra boi hai chudi nang giéng hét nhau va
hai chudi nhe giéng hét nhau duoc lién két véi nhau bang céc)lién két disulfua lién chudi.
Thanh phan axit amin va trinh tu cta ving hing dinh trong chudi nang globulin mién
dich 1a khac nhau, din dén tinh khang nguyén khéac nhau. Theo do, cdc globulin mién
dich co thé duoc chia thanh ndm loai hodc isotyp globulin mién dich, tirc 1a IgM, IgD,
IgG, IgA, va IgE. Cac chudi ning twong ung 1a chudi p, chudi &, chudi vy, chudi o va
chudi ¢ chain. Ig & cung mdot loai c6 thé dugc chia thanh cac phén 16p khac nhau, theo sy
khac nhau vé thanh phan axit amin ¢ ving ban 12 va theo sb luong va vi tri cta lién két
disulfua chudi ning. Vi du, IgG cd thé duoc chia thanh 1gGl, IgG2, 1gG3, va IgG4.
Chudi nhe duoc chia thanh chudi kapa hodc chudi lambda, theo sy khac nhau vé vung

héng dinh. Mbi loai trong s6 nam loai Ig c6 thé c6 chudi kapa hodc chudi lambda.
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Thuat nglt “manh gin két khang nguyén” dugc st dung trong bdn mod ta dé chi
manh Fab, manh Fab’, manh F(ab’),, Fv chudi don (tirc 1a sFv), khang thé ¢6 kich c&
nano (tirc 1a VHH), va mién VH/VL c6 4i luc gin két khang nguyén. Manh Fv bao gbm
ving bién d6i chudi nang va vang bién dbi chudi nhe khang thé, nhung khong chira ving
hang dinh; manh Fv 12 manh gin két khang nguyén nho nhét chira toan bd cac vi tri gin
két khang nguyén. Nhin chung, khang thd Fv ciing bao gdm gdc lién két polypeptit gifta
mién VH va mién VL, va c¢6 thé tao ra ciu trac can thiét dé gin két khang nguyén. Cac
gbc lién két khac nhau c6 thé duge st dung dé lién két cac ving bién doi cia hai khang
thé dé tao ra chudi polypeptit don, dugc goi la khang thé chudi don hodc Fv chudi don

(sFv).

Thuét ngit “gdc cai bién bao thi” hodc “gbe thay thé bio thu” duge st dung trong
ban md ta dé chi gbc thay thé axit amin trong protein bang cac axit amin khac co dac tinh
twong tu (vi du, dién tich, kich ¢& chudi bén, dic tinh ky nudc/than nuéec, cAu trac khung
va d6 bén, v.v.), sao cho cac gbc thay dobi nay co thé dugc tao ra thuong xuyén ma khong

]am bién ddi hoat tinh sinh hoc cua protein.

Thuat ngit “dot bién cai bién bao thu” dugc 4p dung cho trinh ty axit amin va trinh
tu nucleotit. D4i véi trinh tu nucleotit cu thé, thuat ngit “dot bién cai bién bao thu” duge
stir dung trong ban mo ta dé chi dot bién axit nucleic ma hoa céc trinh ty axit amin gidng
nhau hoac gén nhu. giéng nhau; hodc khi nucleotit khong ma hoa trinh ty axit amin, thi
thuat ngir “dot bién cai bién bao thu” duoc st dung trong ban mo ta dé chi cac dot bién
trinh tw nucleotit gan nhu gidng nhau. D6i véi trinh tur axit amin, thudt ngir “dot bién cai
bién bao thu” dugc st dung trong ban md ta dé& chi dot bién thay thé axit amin troﬁg
protein cho céc axit amin khac c6 dac tinh twong tu (nhu dién tich, kich ¢& chudi bén, dic
tinh ky nuéc/than nudce, cAu trac mach chinh va do bén, v.v), cac dot bién thay dbi nay co
thé duoc tao ra thuong xuyén ma khong lam bién d6i hoat tinh sinh hoc cua protein.
Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu rang dot bién thay thé axit amin
duy nhét trong céc ving khong thiét yéu ctia polypeptit gan nhu khong lam bién ddi hoat
tinh sinh hoc (vi du, xem Watson et al. (1987) Molecular Biology of the Gene, The
Benjamin/Cummings Pub. Co., Page 224, (4™ edition)).

Thuét ngit “duoc gin PEG” dugc st dung trong ban md ta dé chi qu4 trinh gén két

cliaft nhit mot phan tr PEG v6i mot phan tir khac (vi du, protein diéu tri bénh). Vi dy,
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adagen (dang dugc gin PEG clia adenosin deaminaza) duoc chip thuan dé diéu tri tinh
trang suy giam mién dich két hop thé nang. D kiém ching dugc rang qua trinh lién két
vGi polyetylene glycol ¢ thé ngan nglra qué trinh phén giai protein (vi du, xem Sada et
al., (1991) J. Fermentation Bioenginering 71: 137-139). O dang phd bién nhat, PEG la
polyete mach thang hoic mach nhanh duoc gin két v6i nhom hydroxyl & mot dau, va co
cong thire sau: HO-(CH,CH,0),-CH,CH,-OH. Pé ghép cip PEG voi cac phén tu
(polypeptit, polysacarit, polynucleotit, va phan tit hitu co nho), PEG ¢6 thé duoc hoat hoéa
bing cach diéu ché mot sb hodc hai din xuit PEG mang cac nhom chirc & cac dau.
Phuong phap thong thuong dé tiép hop PEG vao protein 1& phuong phép hoat héa PEG
mang cic nhom chirc, nhom chirc nay 1a thich hop dé phan tng v6i lysin va cadc nhom
axit amin & ddu t4n cing N. Cu thé, nhém phan Ung thong thuong dugc st dung dé tiép
hop 13 nhém amin o hodc nhém amin & cta lysin. Phan ng gira gbc lien két duge gin
PEG véi protein ¢6 thé din dén qua trinh gin két ciia gbc PEG chu yéu & céc vi tri sau:
nhém amin alpha trén dau tin cing cla protein, nhom amin epsilon trén chudi bén cla
gbc lysin, hodc imidazolyl trén chudi bén cua gbe histidin. Do hau hét cac protein tai to
hop ¢6 mot nhém amin o duy nhét va nhidu nhém amin ¢ va nhém imidazol, nén nhiéu

chét déng phan vi tri ¢o thé dugc tao ra theo dic tinh hoa hoc ciia nhom lién Kkét.

Thuét ngit “vecto™, “vecto biéu hién” va “cAu trac biéu hién” duoc st dung trong
ban mo t4 dé chi phan tt ADN duoc sir dung dé chén gen ddc hidu dugc lién két dicu
khién v6i ADN nay va diéu khién qua trinh bidu hién trong cac té bao dich, bao g6m
vecto dong vai tro 1a cAu trac axit nucleic tai ban tu sinh va vecto dugc chén vao bd gen
cua té bao vat chii dugce chén vecto nay. Vecto bidu hién theo sang ché bao gbm cat-xet
biéu hién, cho phép phién ma lugng 16n ARN thong tin én dinh. Khi vecto bicu hién &
trong t€ bao dich, phan tt axit ribonucleic hodc protein dugc ma héa boi gen dugce tao ra

thong qua hé phién ma va/hodc dich mé té bao.

Thuét ngit “té bao vat chu”, “dong té bao vat chi” va “ching té bao vat chu” duogc
stt dung thay thé cho nhau trong ban md ta dé chi té bao da duoc chén axit nucleic ngoai
sinh, bao gém té bio thé hé sau cia cac té bao nay. Té bao vat chi bao gdbm “thé bién
nap” va “t& bao dugc chuyén gen”, bao gbm té bao dugc chuyén gen ban d4u té bao thé
hé sau cta té bao nay (khdng phu thudc vao s6 14n cy chuyén). Té bao thé hé sau c6 thé
khong gidng hoan toan véi té bao gbc vé ham luong axit nucleic, nhung c6 thé bao gdm

cac dot bién. Té bao thé hé sau duogc dot bién duoc thu nhan bé'lng cach sang loc hodc
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chon loc ¢6 chirc nang hodc hoat tinh sinh hoc tuong tu nhu chic nang hodc hoat tinh
sinh hoc ctia té bao gdc dugc chuyén gen, cling nam trong pham vi cua sang ché.

Lién quan dén dong vat, nguoi, d6i tuong thir nghiém, té bao, md, co quan hodc
dich sinh hoc, thuat ngit “stir dung”, “phén lidu” va “diéu tri” dugc sir dung trong ban mé
t4 dé chi qué trinh tiép xtic ctia dugc chit hoic dugc phém diéu tri, chin doan ngoai sinh
véi dong vat, nguoi, débi tuong, té bao, md, co quan hogc dich sinh hoc. Thudt nglr “str
dung”, “phén lidu” va “diéu tri” ciing dugc st dung trong ban md ta dé chi phuong phap
thtr nghiém, nghién ctru, chin doén, diéu tri bénh, va nghién ctu dugc dong hoc. Phuong
phap diéu tri té bao bao gdm qud trinh tiép xtic clia chét phan {mg véi té bao, ciing nhu
qua trinh tiép xuc cia chét phan tng véi dich thé, trong d6 dich thé nay tiép xtc véi té
bao. Thuat ngit “st dung”, “phén lidu” va “diéu tri” cling dugce sit dung trong ban mo ta
dé chi phuong phap xur 1y in vitro hodc ex vivo, vi du cho té bao, béng chét phén Ung, ché
phém gén két, chin doan, hodc bang mot té bao khac. Lién quan dén nguoi, dong vat,
hodc ddi twong nghién cru, thudt ngit “stt dung” hoac “diéu tri” duogc st dung trong ban
mé ta dé chi tmg dung didu tri bénh, phong ngira hodc ngan nglra, nghién ctru va chén

doan.

Thuét ngit “diéu tri” dugc st dung trong ban md ta dé chi qua trinh st dung dugc
chét, nhu bién thé interleukin-2 b4t ky va dan xuét ctia n6 hodc ché phdm bat ky chta
bién thé interleukin-2 nay va dan xuét ctia n6 theo sang ché, bén trong hodc bén ngoai co
thé cho dbi twong bi bénh c6 mdt hodc nhiéu triéu chimg bénh trong dé dugc chét nay c6
hoat tinh diéu tri bénh da biét. Thong thuong, dugc chét nay duoc st dung & Iuong hiru
hiéu dé 1am gidm mot hodc nhiéu triéu chirg bénh & d6i tuong bi bénh hodc qu?m thé dbi
tuong bi bénh cin diéu tri, nhd d6 lam gidm hodc Gc ché tién trién cua céc tridéu chung

ndy & mirc d§ bat ky do dugc trén 1am sang.

Luong cua dugc chit hitu hiéu dé 1am gidm triéu chimg bénh bét ky (cling dugc
goi 12 “lugng hitu hiéu diéu tri bénh™) ¢6 thé thay doi phu thude vao cac yéu t6, nhu tinh
trang bénh, do tudi, va can ning ciia dbi tuong, va kha nang cta dugc chét dé tao ra dap
ung mong mudn & dbi tuong bi bénh. Triéu chimg bénh da dugc lam giam co thé duoc
danh gia bang dai lugng do bét ky trén 1am sang thong thuong duge sit dung boi cac bac
sf hodc nhan vién cham séc strc khoe khac dé danh gia muc do nghiém trong hodc tién

trién cta triéu ching d6. Mac du mot dbi tuong theo sang ché (vi du phuong phap diéu tri
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hodc vat pham san xudt) c6 thé khong hitu hiéu trong vigc lam gidm triéu ching bénh cu
thé & moi déi twong bi bénh, nhung ddi tuong ndy can lam giam triéu chimg bénh cu thé
& sb lugng dbi twong bi bénh ¢6 ¥ nghia thong ké nhu duge xdc dinh bang phép kiém
dinh théng ké bt ky da biét trong linh vuc nay, nhu phép kiém dinh student t, phép kiém
dinh chi binh phuong, phép kiém dinh U theo Mann va Whitney, phép kiém dinh
Kruskal-Wallis (phép kiém dinh H), phép kiém dinh Jonckheere-Terpstra va phép kiém
dinh Wilcoxon.

Thuat ngit “lugng hiru hidu” duge st dung trong ban mo ta dé chi luong di dé lam
giam hodc phong ngira triéu ching hodc dAu hiéu cta tinh trang bénh. Thuét ngit “luong
hitu hiéu” ciing duoc st dung trong ban mo ta dé chi luong du dé cho phép hodc tao didu
kién thuan loi cho qua trinh chén doan. Luong hiru hi¢u d6i v6i dbi tuong hodc dong vat
cu thé ¢co thé thay dbi phu thudc vao cac yéu td nhu tinh trang bénh can diéu tri, tinh
trang stcc khée chung cua dbi tuong, duong dua thudc va lidu luong st dung va muc do
nghiém trong cia céc tic dung khong mong muén. Luong hitu hiéu ¢ thé 1a liéu luong
hoic ché do phan lidu tdi da dé ngan ngira tac dung khong mong mudn hodc tic dung ddc
tinh.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon thong qua céc vi du sau, nhung khong chi gioi
han & cac vi du nay.

Vi du 1: Thiét ké va bidu hién interleukin-2 thé dai va bién thé cia n6

1. Tong hop gen va thiét ké vecto bidu hién tai td hop

Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2 thé dai ctia ngudi duge téng hop, vi tri gioi
han Nde I dugc chén vao dAu 5°, va BamH I restriction site dugc chén vao dau 3’, trinh tu
axit nucleic dugc thé hién trong SEQ ID NO.1 (vi tri gidi han Nde I va vi tri gi6i han

BamH I dugc in nghiéng). Trinh tu axit amin ctia interleukin-2 thé dai dugc thé hién

trong SEQ ID NO.2.
> Trinh tu axit nucleic cda interleukin-2 thé dai

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCAACAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTCTACATGCCGAAAAA
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AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATCTGGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTICTG
AATCGTTGGATTACCTTTTGTCAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.1).

> Trinh tu axit amin cua interleukin-2 thé dai

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFCQSIISTLT (SEQ ID NO.2).

Sau khi duoc téng hop, trinh ty axit nucleic interleukin-2 duoc lién két vé6i vecto
bidu hién E. coli pET-9a (Novagen, Cat. 69431-3) thong qua hai vi tri gioi han, Nde I va

BamH I, dé thu dugc vecto biéu hién cta interleukin-2 thé dai.

2. Chén dot bién axit amtrongo sang ché vao trinh tu axit amin cta interleukin-2

thé dai.

Theo mot bién thé, asparagin & vi tri s6 26 dugc thay thé bang glutamin, va bd ba
ma hdéa AAC & cac vi tri sd 76-78 cua trinh tu nucleotit tuong tng duogc dot bién thanh

CAG, dé thu dugc bién thé IL-2-01.

trong do, phﬁn duoc in nghiéng thé hién vi tri gi6i han, va phﬁn duoc gach chan

thé hién vi tri dot bién, céc trinh tu sau dugc thé hién theo cach thtrc twong tu.
> Trinh ty axit nucleic cia IL-2-01:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGCAGGGCATCAACAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATCTGGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.3).
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> Trinh tu axit amin cua [L-2-01:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILQGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.4).

Theo mdt bién thé, asparagin & vi tri s6 30 dugc thay thé bang serin, va b ba ma
hoa AAC & cac vi tri sd 88-90 cua trinh tu nucleotit trong ung duoc dot bién thanh AGC
dé thu duogc bién thé interleukin-2-02.

> Trinh tu axit nucleic cia interleukin-2-02:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCAACAGCTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATCTGGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.5).

> Trinh tu axit amin cda interleukin-2-02:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILNGINSYKNPKLTRMLTFKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.6).

Theo mot bién thé, glutamin & vi tri sé 11 duge thay thé bang xystein; b ba ma
hoa CAG ¢ céc vi tri sd 31-33 cua trinh tu nucleotit twrong tng dugc dot bién thanh TGT;
Jeucin & vi tri s6 132 dugc thay thé bang xystein; bd ba md héa CTG & céc vi tri sb 394-
396 cua trinh tu nucleotit twong ung dugc dot bién thanh TGT, d thu duogc bién thé
interleukin-2-03. |

> Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2-03:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCTIGTCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCAACAACTACA

AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTCTACATGCCGAAAAA
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AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATCTGGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCIGTACCTAATGAG
GATCC (SEQ ID NO.7).

> Trinh tu axit amin ctda interleukin-2-03:

MAPTSSSTKK TCLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTCT (SEQ ID NO.3).

Theo mdt bién thé, leucin & vi tri s6 70 duoc thay thé bé'mg xystein; by ba ma hoa
CTG ¢ cac vi tri sb 208-210 cua trinh tu nucleotit twong tng dugc dot bién thanh TGT;
the prolin & vi tri s6 82 dugc thay thé bang xystein; bo ba ma héa CCG & cac vi tri sd
244-246 clia trinh ty nucleotit tuong tmg duge dot bién thanh TGT dé thu dugc bién thé
interleukin-2-04.

> Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2-04:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCAACAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTTGTAATCTGGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTIGTCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.9).

> Trinh tu axit amin cda interleukin-2-04:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVCNLAQSKNFHLRCRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.10).
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Theo mot bién thé, glycin & vi tri s6 27 duge thay thé bang xystein; bd ba ma hoa
GGC & cac vi tri sb 79-81 cua trinh ty nucleotit twong Gng duoc dot bién thanh TGT;
phenylalanin & vi tri sb 78 dugc thay thé bang xystein; bd ba ma hoa TTT & cac vi tri s6
232-234 cia trinh tu nucleotit twong tng duge dot bién thanh TGT, dé thu dugc bién thé
interleukin-2-05.

> Trinh tu axit nucleic cda interleukin-2-05:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACTGTATCAACAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATCTGGCACAGAGCAAAAACTGTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.11).

> Trinh tu axit amin cua interleukin-2-05:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILNCINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNCHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.12).

Theo mot bién thé, peptit & cac vi tri s6 29-44 duoc thay thé béng QSMHIDATL;
bo ba ma hoa
AACAACTACAAAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTC ¢ cac
vi tri sb 85-132 cia trinh ty nucleotit twong Ung dugc dot bién thanh

CAGAGCATGCATATTGATGCAACCCTG dé thu duge bién thé interleukin-2-06.
> Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2-06:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCCAGAGCATGC
ATATTGATGCAACCCTGTACATGCCGAAAAAAGCAACCGAGCTGAAACATC
TGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCTGGAAGAGGTTCTGAATCTGGC
ACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGTGATCTGATTAGCAATATTAAC
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GTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAACCACCTTTATGTGTGAATATG
CCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTGAATCGTTGGATTACCTTTGCA
CAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGGATCC (SEQ ID NO.13).

> Trinh tu axit amin cua interleukin-2-06:

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGIQSMHIDATLYMPKKATELKHL
QCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETA
TIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.14).

Theo mdt bién thé, phenylalanin & vi tri s6 42 duoc thay thé béng alanin; by ba ma
hoéa TTC & cac vi tri sd 124-126 cua trinh tu nucleotit twong tng duoc dot bién thanh
GCA,; tyrosin ¢ vi trf sb 45 duoc thay thé bi’mg alanin; bd ba ma hoéa TAC & céc vi tri sb
133-135 cua trinh tu nucleotit twrong ing dugc dot bién thanh GCA, dé thu duoc bién thé
interleukin-2-07.

> Trinh tu axit nucleic cta interleukin-2-07:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCAACAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCGCAAAATTCGCAATGCCGAAAA
AAGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGC
TGGAAGAGGTTCTGAATCTGGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCG
TGATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAA
ACCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTICT
GAATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAG
GATCC (SEQ ID NO.15).

> Trinh tu axit amin cta interleukin-2-07:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTAKFAMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQ SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.16).

Theo mot bién thé, phenylalanin & vi tri s6 42 dugc thay thé béng alanin; by ba ma
héa TTC & cac vi tri s 124-126 cua trinh ty nucleotit twvong Gng duoc dot bién thanh

GCA,; leucin & vi tri sb 72 duoc thay thé bang glycin; bd ba mad héa CTG & céc vi tri sb

35



49192 36/94

214-216 cua trinh tu nucleotit tuong ung duoc dot bién thanh GGC dé thu dwoc bién thé

interleukin-2-08.
> Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2-08:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCAACAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCGCAAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATGGCGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.17).

> Trinh tw axit amin cua interleukin-2-08:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTAKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQ SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.18).

Theo mot bién thé, tyrosin & vi tri sb 45 duoc thay thé bang alanin; bd ba ma hoa
TAC & cac vi tri sd 133-135 cua trinh tu nucleotit twong Gng dugc dot bién thanh GCA;
leucin & vi trf s6 72 duoc thay thé bing glycin; bo ba ma hoa CTG & cac vi tri s6 214-216
cia trinh tu nucleotit twong tng dugc dot bién thanh GGC dé thu duoc bién thé
interleukin-2-09.

> Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2-09:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCAACAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTCGCAATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATGGCGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
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AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.19).

> Trinh tu axit amin cta interleukin-2-09:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKL TRMLTFKFAMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNFHLRPRDLI SNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.20).

Theo mot bién thé, asparagin & vi tri sb 26 duoc thay thé bang glutamin; bd ba ma
hoa AAC & cac vi tri sd 76-78 cta trinh tu nucleotit tuong tmg dugc dot bién thanh CAG;
asparagin & vi tri sé 30 dugc thay thé bang serin; bd ba ma hoa AAC & cac vi tri s6 88-90
cua trinh tu nucleotit twong Gng duogc dot bién thanh AGC; phenylalanin & vi tri sb 42
duoc thay thé br:ing alanin; b ba ma héa TTC & céc vi tri sd 124-126 cua trinh tu
nucleotit twong g dugc dot bién thanh GCA; leucin & vi tri s6 72 dugc thay thé bang
glycin; bd ba ma hoa CTG & céc vi tri sd 214-216 cua trinh tu nucleotit twong tng duoc

d6t bién thanh GGC dé thu dugc bién thé interleukin-2-10.
> Trinh tu axit nucleic cta interleukin-2-10:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGCAGGGCATCAACAGCTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCQ?_AAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAAT@GCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.21).

> Trinh ty axit amin cua interleukin-2-10:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILQGINSYKNPKLTRMLTAKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNQAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.22).

Theo mdt bién thé, glutamin & vi tri sé 11 dugc thay thé bang xystein, va bd ba ma
hoa CAG & céc vi trf s6 31-33 ciia trinh ty nucleotit tuong tmg duge dot bién thanh TGT;
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asparagin & vi tri sé 26 dugc thay thé bang glutamin, b ba ma héa AAC ¢ cac vi tri sd
76-78 cua trinh tu nucleotit trong tng dugc dot bién thanh CAG; asparagin & Vi tri sb 30
duoc thay thé béng serin, va bd ba mi hoa AAC & cac vi tri sb 88-90 cua trinh tu
nucleotit twong tng dugc dot bién thanh AGC; phenylalanin & vi tri sb 42 duoc thay thé
bé‘mg alanin, va bd ba ma hoa TTC & céc vi tri sd 124-126 cua trinh tu nucleotit twong
img duogc dot bién thanh GCA; leucin & vi tri sb6 72 dugc thay thé béng glycin; bd ba ma
hoa CTG & cac vi tri s6 214-216 cua trinh tu nucleotit twong tng dugc dot bién thanh
GGC; leucin & vi tri s6 132 dugc thay thé bang xystein, va bd ba ma hoa CTG & céc vi tri
s6 394-396 cua trinh ty nucleotit trong tng duge dot bién thanh TGT d& thu duoc bién
thé interleukin-2-11.

> Trinh tu axit nucleic cta interleukin-2-11:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCTIGTCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGCAGGGCATCAACAGCTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCGCAAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATG_GCGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCIGTACCTAATGAG
GATCC (SEQ ID NO.23).

> Trinh tu axit amin cuda interleukin-2-11:

MAPTSSSTKKTCLQLEHLLLDLQMILQGINSYKNPKLTRMLTAKF YMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQ SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTCT (SEQ ID NO.24).

Theo mdt bién thé, asparagin & vi tri sO 26 duoc thay thé bang glutamin, va bd ba
ma hoa AAC & cac vi tri s& 76-78 cua trinh tu nucleotit twong tng dugc dot bién thanh
CAG; asparagin & vi tri s6 30 duoc thay thé bing serin, bd ba ma héa AAC & céc vi tri s6
88-90 cua trinh tu nucleotit tuong tng dugc dot bién thanh AGC; phenylalanin & vi tri sb
42 duoc thay thé béng alanin, va bd ba ma hoa TTC & céc vi tri sd 124-126 cua trinh tu
nucleotit trong tng dugc dot bién thanh GCA; leucin & vi tri s6 70 dugc thay thé béng
xystein, va b ba md héa CTG & céc vi tri sd 208-210 cua trinh tu nucleotit twong g
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duoc dot bién thanh TGT; leucin & vi tri s6 72 dugc thay thé bang glycin; bd ba ma héa
CTG ¢ cac vi tri sd 214-216 cua trinh tu nucleotit twong tng duge dot bién thanh GGC;
the prolin & vi tri s& 82 dugc thay thé bang xystein, bd ba ma hoa CCG & cac vi tri sd
244-246 cta trinh ty nucleotit tuong tmg dugc dot bién thanh TGT dé thu dugc bién thé

interleukin-2-12.
> Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2-12:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGCAGGGCATCAACAGCTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCGCAAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTTGTAATGGCGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTTIGTCG
TGATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAA
ACCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCT
GAATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAG
GATCC (SEQ ID NO.25).

> Trinh tu axit amin cta interleukin-2-12:

MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILQGINSYKNPKLTRMLTAKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVQN_(_}AQSKNFHLR_QRDLISNINVIVLELKGSETTFM
CEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.26).

Theo mot bién thé, asparagin & vi tri sé 26 dugc thay thé bang glutamin, va bd ba
ma hoa AAC & cac vi tri s6 76-78 cua trinh tu nucleotit twong ung dugc dot bién thanh
CAG; the glycin & vi tri sé 27 dugc thay thé bang xystein, bd ba ma hoa GGC & cac vi tri
s6 79-81 cua trinh tu nucleotit tvong Gmg dugc dot bién thanh TGT; asparagin & vi tri 56
30 dugc thay thé bé‘mg serin, va bo ba ma héa AAC & céac vi tri sb 88-90 cuia trinh tu
nucleotit twong tng dugc dot bién thanh AGC; phenylalanin & vi tri s6 42 dugc thay thé
bang alanin, va b ba md héa TTC & cac vi tri s6 124-126 ctia nucleosit trong tmg duoc
dot bién thanh GCA; leucin ¢ vi tri sé 72 duoc thay thé bang glycin, va bd ba ma hoa
CTG & céc vi tri s6 214-216 cua trinh tu nucleotit twong ng dugc dot bién thanh GGC;
phenylalanin & vi tri s& 78 dugc thay thé bang xystein, va bd ba md héa TTT & céac vi tri
s6 232-234 cua trinh tu nucleotit trong tng dugc dot bién thanh TGT d& thu dugc bién

thé interleukin-2-13.
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> Trinh tu axit nucleic cta interleukin-2-13:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGCAGTGTATCAACAGCTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCGCAAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATGGCGCACAGAGCAAAAACTGTCATCTGCGTCCGCG
TGATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAA
ACCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCT
GAATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAG
GATCC (SEQ ID NO.27).

> Trinh tu axit amin cua interleukin-2-13:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILQCINSYKNPKLTRMLTAKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNCHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.28).

Theo mot bién thé, asparagin & vi tri s6 29 dugc thay thé béng serin, va by ba ma
héa AAC & céc vi tri s6 85-87 clia trinh ty nucleotit tuong tng dugc thay thé bang AGC;
phenylalanin & vi tri sb 42 dugc thay thé bﬁng alanin, bd ba ma hoéa TTC & cac vi tri sb
124-126 cta trinh tu nucleotit twong ng duoc dot bién thanh GCA; leucin & Vi tri s6 72
duoc thay thé bang glycin, va b ba ma hoa CTG & céc vi tri s6 214-216 cia trinh tu
nucleotit twong Gng dugc dot bién thanh GGC dé thu duogc bién thé interleukin-2-14.

> Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2-14:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCAGCAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCGCAAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATGGCGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTICTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.29).
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> Trinh ty axit amin cia interleukin-2-14:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILNGISNYKNPKLTRMLTAKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.30).

Theo mot bién thé, asparagin & vi tri sb 26 duoc thay thé bang glutamin, va bo ba
ma hdoa AAC & cac vi tri sd 76-78 cua trinh tu nucleotit trong tng dugc dot bién thanh
CAG; asparagin & vi tri sb 29 duoc thay thé bf?lng serin, b0 ba ma hoa AAC & cac vi tri sb
85-87 cua trinh tu nucleotit tuong g dugc dot bién thanh AGC; phenylalanin & vi tri s6
42 duoc thay thé béng alanin, va bd ba ma hoa TTC & cac vi tri s6 124-126 cia trinh tu
nucleotit twong tng dugc dot bién thanh GCA; leucin & vi tri s 72 dugc thay thé bang
glycin, va bd ba md héa CTG & céc vi tri sb 214-216 cua trinh ty nucleotit twong ung

dugc dot bién thanh GGC dé thu duoc bién thé interleukin-2-21.
> Trinh tu axit nucleic cta interleukin-2-21:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGCAGGGCATCAGCAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCGCAAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATGGCGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTIG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAG
GATCC (SEQID NO.31).

> Trinh tu axit amin cua interleukin-2-21:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILQGISNYKNPKLTRMLTAKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.32).

Theo mot bién thé, asparagin & vi tri sb 26 duoc thay thé bang glutamin, va b ba
ma héa AAC & cac vi tri sd 76-78 cua trinh tu nucleotit trong tng dugc dot bién thanh
CAG; asparagin & vi tri s6 29 dugc thay thé b%mg serin, b0 ba ma héa AAC & céc vi tri sb

85-87 cua trinh tu nucleotit twong tng dugc dot bién thanh AGC; phenylalanin & vi tri sd
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42 duoc thay thé bing alanin, va bd ba ma hoa TTC & cac vi tri s6 124-126 ciia trinh tu
nucleotit trong ung duogc dot bién thanh GCA; asparagin ¢ vi tri s6 71 dugc thay thé
bang glutamin, va b ba ma hoéa AAT & céc vi tri s6 211-213 cua trinh ty nucleotit twong
ung dugc dot bién thanh CAG. Leucin & vi tri s6 72 dugc thay thé bing glycin, va bd ba
ma hoa CTG & cac vi tri s& 214-216 cua trinh tu nucleotit tuong ting dugc dot bién thanh
GGC d8 thu duoc bién thé interleukin-2-22.

> Trinh tu axit nucleic cta interleukin-2-22:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGCAGGGCATCAGCAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCGCAAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGCAGGGCGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCG
TGATCTGATTAGCAATATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAA
ACCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCT
GAATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAG
GATCC (SEQ ID NO.33).

> Trinh tu axit amin cta interleukin-2-22:

MAPTSSSTKK TQLQLEHLLLDLQMILQGISNYKNPKLTRMLTAKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLOGAQ SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMC
EYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT (SEQ ID NO.34).

Theo mdt bién thé, glutamin & vi tri s6 11 duoc thay thé béng xystein, va bd ba ma
hoa CAG & cac vi tri sd 31-33 cua trinh tu nucleotit twong tng duogc dot bién thanh TGT;
the peptit & cdc vi tri sb 29-44 dugc thay thé bing QSMHIDATL, b) ba ma hoa
AACAACTACAAAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTC & cac
vi trf s6 85-132 cua trinh ty nucleotit tuong Ung dugc dot bién thanh
CAGAGCATGCATATTGATGCAACCCTG:; leucin & vi tri s& 132 dugc thay thé bang
xystein, va bd ba mad héa CTG & céc vi tri sd 394-396 cua trinh tu nucleotit trong Gng

duge dot bién thanh TGT dé thu dugc bién thé interleukin-2-23.

> Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2-23:
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CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCTIGTCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGAACGGCATCCAGAGCATGC
ATATTGATGCAACCCTGTACATGCCGAAAAAAGCAACCGAGCTGAAACATC
TGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCTGGAAGAGGTTCTGAATCTGGC
ACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGTGATCTGATTAGCAATATTAAC
GTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAACCACCTTTATGTGTGAATATG
CCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTGAATCGTTGGATTACCTTTGCA
CAGAGCATTATTAGCACCTGTACCTAATGAGGATCC (SEQ ID NO.35).

> Trinh tu axit amin cua interleukin-2-23:

MAPTSSSTKK TCLQLEHLLLDLQMILNGIQSMHIDATLYMPKKATELKHL
QCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETA
TIVEFLNRWITFAQSIISTCT (SEQ ID NO.36).

Theo mot bién thé, asparagin & vi tri sb 26 dugc thay thé bé‘lng glutamin, va by ba
ma hoa AAC & cac vi tri sd 76-78 cua trinh tu nucleotit twong tng dugc dot bién thanh
CAG; asparagin ¢ vi tri sb 29 duoc thay thé bé'mg serin, bd ba ma hoa AAC & céc vi tri sb
85-87 cua trinh ty nucleotit tuong tng dugc dot bién thanh AGC; asparagin & vi tri s6 88
duoc thay thé b%mg arginin, va bd ba md héa AAT & céc vi tri $6 262-264 cua trinh tu
nucleotit twong tng dugc dot bién thanh CGT, dé thu dugc bién thé interleukin-2-24.

> Trinh tu axit nucleic cua interleukin-2-24:

CATATGGCACCGACCAGCAGCAGCACCAAAAAAACCCAGCTGCAACTG
GAACATCTGCTGTTAGATCTGCAAATGATTCTGCAGGGCATCAGCAACTACA
AAAATCCGAAACTGACCCGTATGCTGACCTTCAAATTCTACATGCCGAAAAA
AGCAACCGAGCTGAAACATCTGCAGTGTCTGGAAGAAGAACTGAAACCGCT
GGAAGAGGTTCTGAATCTGGCACAGAGCAAAAACTTTCATCTGCGTCCGCGT
GATCTGATTAGCCGTATTAACGTTATTGTGCTGGAACTGAAAGGTAGCGAAA
CCACCTTTATGTGTGAATATGCCGATGAAACCGCAACCATTGTGGAATTTCTG
AATCGTTGGATTACCTTTGCACAGAGCATTATTAGCACCCTGACCTAATGAGG
ATCC (SEQ ID NO.40).

> Trinh tu axit amin cta interleukin-2-24:
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MAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMIL QGI§NYKNPKLTRMLTFKFYMPKK

ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQ SKNFHLRPRDLISRINVIVLELKGSETTFMC

EYADETATIVEFLNRWITFAQSISTLT (SEQ ID NO.41).

Sau khi duoc tong hop, trinh tur gen cua mdi bién thé néu trén dugce lién két voi
vecto pET-9a thong qua hai vi tri gi6i han, Nde I va BamH 1, d8 thu dugc vecto biéu hién
tai td hop ddi voi mbdi bién thé cta interleukin-2.

3. Biéu hién t4i td hop va didu ché interleukin-2 thé dai va bién thé ctia n6

Vecto bidu hién tai td hop néu trén dugc bién nap vao ching BL21 (DE3)
(Novagen, Cat. 69450-3) dé thu duoc vi khuin t&i t& hop bidu hién interleukin-2 thé dai
va bién thé cta no, va vi khuan tai t6 hop nay duoc cAy trai 1én céc dia LB chira gen

khéang dugc chét Kan dé sang loc.

Khuin lac don dugc chon bang phuong phap sang loc bang gen khéang duoc chét
Kan va chuyén vao méi truong LB (10mL), nudi chy & nhidt do 37°C, va tde dd bang 220
vong/phut cho dén khi ODyo bang 1,2+0,2, glycerol 50% dugc bd sung vao ndéng do cubi
cing bing 10%, va dong goi cAp hai vao cac 6ng bao quan lanh dong (1mL/6ng) va bao
quan & nhiét do -80°C.

Ong glycerol duoc lanh dong duge 14y ra va phuc hdi trong bé nudc & nhiét do
37°C, cly vao méi trudng LB (I1L), nudi chy & nhiét do 37°C, va toc do bang 220
vong/phut cho dén khi ODggo ndm trong khoang tr 0,6 dén 1,0, IPTG 1M duoc bd sung
vao dé thu dugc néng do cudi cung bf?mg ImM, U va nudi céy & nhiét do 37°C, va tdc do
bing 220 vong/phut trong 4 gio. Sau khi qué trinh cam Gng két thic, cac vi khuan dugce
thu nhan.

Céc t6 bao vi khun duge pha vo, cac thé vii dugc bién tinh, tai tao, va tinh ché,
protein dich (interleukin-2 thé dai va cac bién thé cta no) dugce thu nhan bang céach tht
nghiém.

Vi du 2: Didu ché PEG-interleukin-2 va bién thé ciia né

Protein interleukin-2 trong hé dém chua dung dich dém axit axetic-natri axetat
10M, do pH bang 5,0 vdi nébng do protein bang 2mg/mL dugc didu ché; mPEG-
butyraldehyt c6 khdi lugng phén tir bang 20kDa trong nudc dugc bd sung vao dung dich
protein interleukin-2, lugng cia hop chit mPEG-butyraldehyt cao gép 1-2 14n lugng cua
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protein; dung dich nugc natri xyanobohydrit dugc bd sung vao hé théng phan g, lugng
ctia hop chit natri xyanobohydrit cao gip 50-100 lan lugng cla protein; phan Umg dugc
thire hién & nhiét do 25°C trong thoi gian tir 15 dén 20 givr két hop khudy, dung dich
nude glycin dugc bb sung vao dé dimg phéan tng. Nong do cudi cung cta glycin bang
30mM. Sau khi phan tng két thuc, dung dich cai bién PEG duoc tinh ché bang phuong
phap sic ky 1ong hiéu ning cao pha dao dé phén tach céc tap chat (nhu protein dugc cai
~ bién di/multi va protein khéng phan tng) ra khoi mono-PEG-interleukin-2. Hop chit dich
duoc thu nhan, hé dém duoc thay ddi, va phan tich hoat tinh va kha nang gén két duoc

thuc hién. PEG-interleukin-2 va bién thé ctia né dugc thu nhan bang thir nghiém.
Vi du 3: Nghién ctru dd 4n dinh cua interleukin-2 va bién thé ctia né
1. D6 dn dinh hoa hoc ciia interleukin-2 thé dai va bién thé ciia n6

M3au interleukin-2 thé dai (hé dém la 10mM Tris-HCl, 50mg/mL manitol,
0,18mg/mL SDS, d6 pH bang 8,5), duge 4 & nhiét do 40°C trong 30 ngay dé nghién ctru
d6 én dinh, mAu dugc didu ché dé phan tich qué trinh phan huy bang phwong phép lap
ban d6 peptit MS dang 16ng.

Phuong phap phat hién: miu (0,5mL) duge didu ché, va dung dich bién tinh
(0,5mL) duoc bd sung vao (8mol/L guanidin hydroclorua, 0,2mol/L Tris-HCI, pH 9,0),
DTT (8uL, 1mol/L, dithiothreitol) dugc bd sung vao va tron k¥, u trong bé nudc & nhiét
d6 25°C trong 1 gio. Sau do, IAC (35pL, 0,5mol/L) dugc bd sung vao va u trong bé nuée
& nhiét do 25°C trong 1 gid. Mau dugc hoa tan trong dung dich dém phéan gidi (2mol/L
ure, 50mmol/L Tris-HCl, d6 pH bang 8,3) bang cach trao dbi dung dich dém qua cot PD-
10. Sau khi trao ddi dung dich dém, trypsin (12,5ug) duoc bd sung vao mau (0,5mL) va i
trong bé nudc & nhiét do 25°C trong 18 gid, axit hydrocloric dugc bd sung vio dé dimg

phan tng, va phuong phap phan tich 1ap ban dd peptit MS dang 16ng dugc thuc hién.

Céc két qua thir nghiém 1ap ban d6 peptit MS dang long dugc thé hién trong Bang
2. Sau khi dugc duy tri trong 30 ngay, nhu dbi v4i manh giéi han 9-32 chira N26 va N29
(trc 12 manh peptit chira cac axit amin & vi tri sb6 9-32), ba manh c¢6 mirc do gia tang khu
amin hoa dang ké (tic 1a 9-32A, 9-32B, 9-32C) dugc phat hién. Trong quy trinh nghién
ctru céc bién thd, do én dinh cua hai bién bién thé IL-2-08 (F42A/L72G) va IL-2-22
(N26Q/N29S/F42A/NT1Q/L72G) dugc danh gid, va cac mAu dugc 14y dé phat hién qua
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trinh phan hiy. Phuong phép danh gid 1a twong tu nhu phuong phap danh gia interleukin-
2 thé dai. Cac két qua dugc thé hién trong Bang 2.

Céc két qua thir nghiém cho thiy ring ba manh c6 mirc do gia tang khir amin hoa
dang ké c6 thé dugc phat hién trén manh peptit 9-32 cia ca I1-2-08 va interleukin-2 thé
dai, v6i mirc do gia ting khir amin hoa twong duong, cho thdy rang dot bién F42A/L72G
khong ¢6 anh hudng dén qua trinh khir amin hoa trén manh peptit 9-32. Mat khac, cac dot
bién N26 va N29 trén ca IL-2-22 va IL-2-24 da 1am gidm qua trinh khtr amin hoa cua cac
manh & hai vi tri nay. Sau 30 ngay, da phat hién thiy rang mutc do gia ting cadc manh
dugc khir amin hoéa 1a <0,5% (khong dugc thé hién trong bang), cho thdy rang dot bién
N26Q va dot bién N29S c6 thé lam tang d6 on dinh cta interleukin-2.

Bang 2. Cac két qua danh gia do 6n dinh cta bién thé interleukin-2 (vi trf N26 va
vi tri N29)

Mikc do gia
Hoat chit Minh gi6i | y; 06 thé khiraminhoa | 08 KM
han IL-2 amin héa &
ngay 30
932 A QI1/QI3/Q22/N26/N29/N30 | 7,4%
IL-2 932 B Q11/Q13/Q22/N26/N29/N30 1,7%
932C QI1/QI3/Q22/N26/N29/N30 | 4,4%
932 A Q11/QI3/Q22/N26/N29/N30 | 6,2%
IL-2-08 (F42A/L72G) 932 B Q11/Q13/Q22/N26/N29/N30 12%
932 C QI1/Q13/Q22/N26/N29/N30 | 5,2%
L2-22
(N26Q/N29S/F42A/N71 9-32 Q11/Q13/Q22/Q26/N30 /
Q/L72G)
IL-2-24
(N26ONI9S/NBER) 9-32 Q11/Q13/Q22/Q26/N30 /

Ngoai ra, trong IL-2-08 (F42A/L72G), boén manh c6 mic do gia ting khir amin
hoéa dang ké (tc 14 55-76A, 55-76B, 55-76C, 55-76D) dugc phat hién trong trinh tu gidi
han 55-76. Tac dung cua dot bién N71 thanh Q dugc danh gia, tic la IL-2-22
(N26Q/N29S/F42A/NT1Q/L72G); va céc két qua danh gia do dn dinh duoc thé hién
trong Bang 3. Dot bién & vi tri N71 lam giam s6 lugng manh duoc khir amin hoa trén
trinh tu giéi han 55-76, lam giam mirc do gia tang khir amin hoéa, cai thién dang Kké qua

trinh khtr amin hoa, va lam 6n dinh protein; do do thiét ké nay dap Gng mong doi.

Biang 3. Céc két qua danh gia do 6n dinh cta bién thé interleukin-2 (vi trf N71)

£ Ménhgioi | Vitricothé | Jlacdogia
Hoat chat > . ting khir amin
: han IL-2 khir amin hoa L2
: hoéa & ngay 30
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5576 A N71/Q57/Q74 14,2%
5576 B N71/Q57/Q74 9,8%
IL-2-08 (F42A/L72G) 5576 C N71/Q57/Q74 12%
55-76 D N71/Q57/Q74 10,2%
L-2-22
(N26Q/N29S/F42A/N71Q/ 55-76 Q71/Q57/Q74 3,1%
L72G)

2. D6 bn dinh nhiét cia interleukin-2 thé dai va bién thé cta no

Do 6n dinh cia 1mg/mL 1L-2 mau (hé dém 1 dung dich dém axit axetic-natri
axetat 10mM, do pH béng 4.5, 10% trehaloza) dugc nghién ciru béng thiét bi Uncle
(Unchaind labs). Nhiét d cua mau dugc gia ting tir 25°C dén 95°C & tbc dd bang
0,3°C/phut. Pong thoi, tryptophan trong mau dugc kich thich ¢ budc séng bang 266nm,
va qua trinh phat xa cua mAu & budc séng nam trong khoang tir 300nm dén 400nm dugc
quan sat. Nhiét o nong chay (Tm) dugc tinh toan theo cong thire sau, trong do A 1a budc
song (nam trong khoang tir 300nm dén 400 nm), I() 1a cuong do phat xa & bude song
nay, va BCM 1a tri s6 trung binh trong tAm, ma budc séng dugc gan trong s6 bang cuong

d6 anh sng.

Xl A x4
Y1 (A)

dBCM
Tm = max __C?f-—

Khi nhiét d6 tang, cac thong s6 BCM clia mAu thay d6i, phan 4nh marc do thay d6i
cdu trac protein. Interleukin-2 thé dai c6 hai nhiét d0 nong chay, cho thiy ring
interleukin-2 trai qua hai giai doan trudc khi thao gip nép hoan toan. Nang luong can
thiét cho giai doan thdo gip nép thir nhét 12 thap hon ning lugng can thiét cho giai doan
théo ghp nép thir hai. Mic du cac dot bién N26Q va N30S vé co ban khong anh hudng
dén nhiét d6 nong chay thtr nhét, nhung lam tang déng ké nhiét do nong chay thir hai;
trong khi cac dot bién IL-2-03, 1L-2-04, va IL-2-05 khong c6 nhiét do néng chay thu
nhét, va nhiét dd néng chay thi hai cling cao hon dang ké so véi nhiét do nong chéy thir

hai cua thé dai.

Céc két qua thir nghiém do 6n dinh nhiét cta bién thé interleukin-2 duge thé hién

trong Fig.1A-1F va Bang 4. Cac két qua thir nghiém cho thdy rang cac dot bién N26Q,
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N30S, Q11C/L132C, L70C/P82C va G27C/F78C cai thién d6 on dinh nhiét cta

interleukin-2.

Bang 4. Nhiét do nong chay cua interleukin-2 thé dai va bién thé cia n6

Hoat chat | T, (°C) | Tw (°O)

IL-2 61,5 77,5
1L-2-01 60,8 90,5
1L-2-02 61,8 89,1

1L-2-03 Ving mit 92,1
IL-2-04 Ving mit 91,8
IL-2-05 Ving mit 92,5

Vi du 4: Xac dinh 4i luc gén két cta interleukin-2 bién thé v6i thu thé interleukin 2

alpha (IL-2Ra)

ELISA dugc sir dung dé phat hién ddc tinh ghn két cua interleukin-2 va bién thé
clia n6 v6i thu thé IL-2Ro. Protein tai td hop IL-2Ra. chira trinh ty danh dau his dugc
phu, va IL-2 dugc bd sung vao, sau d6 hoat tinh ctia khédng thé gin két v6i khang nguyén
dugc phat hién bing bd sung khang thé da dong khang interleukin-2 dugc tiép hop véi
HPR va co chat HPR TMB.

Pia vi chudn do 96 giéng dugc phil véi protein tai t& hop IL-2Ra dwoc danh dau
his (2pg/mL) (SinoBiological, ma san phim sd& 10165-HO8H), va i qua dém & nhiét do
4°C. Dia nay dugc rira ba l4n bang dung dich rira, 250pL/ giéng. Péi voi mbi 1an rira, dia
nay dugc lic trong 10 gidy dé dam bao roa day du. Dung dich phong bé (200uL/giéng)
duoc bd sung vao va i & nhiét do phong trong 2 gi¢. Dia nay duoc rira ba 1an bing dung
dich rira, 250pL/giéng. Péi véi mdi 14n rira, dia nay dugc lac trong 10 gidy dé dam bao
rira ddy du. Interleukin-2 (100uL) va bién thé cta n6 duge pha loang bang dung dich pha
loang duoc bd sung vao mdi giéng. Pia nay dugc u trong 1 gio & nhiét d6 phong. Dia nay
duge rira ba 1an bang dung dich rira, 250 uL/giéng. Khang thé da dong khang interleukin-
2 duoc dénh ddu HRP (100pL) (SinoBiological, md sin pham s6 11848-T16) dugc pha
lodng dén ndng do bang 0,1pg/mL bing dung dich pha lodng duoc bd sung vao mdi
giéng. Pia nay dugc U trong 1 gio' & nhiét do phong. Dia nay dugc rira ba 1an bang dung
dich rura, 250uL/giéng. TMB (100pL) duoc bd sung vao mdi giéng, va phan tmg duoc
thuc hién trong 15 phut trong bong t6i. Axit sulfuric 0,16M (50pL) duge bd sung vao moi
giéng. Thiét bi doc vi dia Thermo MultiSkanFc dugc st dung dé doc tri s6 OD & budc
séng bang 450nM, va tri s EC50 d& danh gia gan két cla interleukin-2 va bién thé cua

né véi thu thé IL-2Ra duge tinh toan.
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Dir li€u grfm két ELISA ctia cac bién thé theo vi du 4 véi thu thé IL-2Ra dugc thé
hién trong Fig.2 va Bang 5. Cac két qua phan tich cho thdy rang loai dot bién thir nhét
(tirc 12 cac dot bién N26Q, N30S, Q11C/L132C, L70C/P82C, G27C/F78C va N29S)
khong anh huong dén gin két cua interleukin-2 v6i thu thé IL-2Ra; trong khi d6 loai dot
bién tht hai (ttc 1a F42A/Y45A, F42A/L72G, Y45A/LT2G, dot bién thanh
QSMHIDATL & céc vi tri $629-44) 1am giam déng ké gin két cua interleukin-2 véi thy
thé TL-2Ro; gén két cia interleukin-2 v6i thu thé IL-2Ra hdu nhu khong thé quan sat
duoc trong céac diéu kién thtr nghiém. Gén két cta interleukin-2 véi thu thé IL-2Ra cling

dugc giam, do sy c6 mat cia loai dot bién thir hai, khi hai loai dot bién nay duogc to hop.
> [L-2Raq (trinh tu dénh d4u His)

ELCDDDPPEIPHATFKAMA YKEGTMLNCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNS
SHSSWDNQCQCTSSATRNTTKQVTPQPEEQKERK TTEMQSPMQPVDQASLPGHC
REPPPWENEATERIYHFVVGQMVYYQCVQGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRW
TQPQLICTGEMETSQFPGEEKPQASPEGRPESETSCHHHHHH (SEQ ID NO.37).

Bang 5. Phat hién ECs, d& dénh gid gén két ciia interleukin-2 bién thé v6i thy thé
4i lyc thip IL-2Ra bang phuong phap ELISA

£ 1
Hoat chat (Zzii?ax‘rlfil;o;]::gl lll]t;t;%.) ECso mM)

L2 thé dai (SEQ ID NO.2) 0,50
IL2-01 N26Q (SEQ ID NO.4) 0.50
1L-2-02 N30S (SEQ ID NO.6) 0.41
IL2-03 QI1C/L132C (SEQ ID NO.8) 153
TL-2-04 L70C/P82C (SEQ ID NO.10) 0.87
1L-2-05 G27C/F78C (SEQ ID NO.12) 0,60

30t bién thanh QSMHIDATL & cac vi tri s6 29-44

1L-2-06 SEQIDNO14) NA.
1L2-07 F42A7Y45A (SEQ ID NO.16) NA.
L2-08 F42A/L72G (SEQ ID NO.18) NA.
1L-2-09 Y45A/L72G (SEQ ID NO.20) NA.
La13 N26Q/N3OS/Gz7C/§7£§g42A/L72G (SEQID A

(Luu y: N.A., khong thé phat hién, do &i luc gin két thap ciia cac bién thé nay véi
thu thé IL-2Ra, EC50 khong thé thu dugc bang cach hiéu chinh dir liéu trong khoang
ndng d6 duge st dung trong thir nghiém).

Octet RED96e (Fortebio) dugc st dung dé phat hién 4i lyc cua interleukin-2,
PEG-IL-2-10, PEG-IL-2-22 va PEG-IL-2-23 v6i thu thé IL-2Ra.
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Cam bién sinh hoc HIS1K (Fortebio, 18-5120) dugc nhung vao dung dich dém
(200uL, PBS, do pH bang 7.4, 0,02% tween-20, 0,1% BSA) trong 10 phut, dé xir Iy u6t.
Sau d6, IL-2Ra ciia ngudi chira trinh ty danh d4u His (SinoBiological, mi san phém sb
10165-HO8H) duoc hoa tan trong dung dich PBS, d6 pH bang 7,4, 0,02% tween-20 va
0.1% BSA, va cam bién dugc dat vao dung dich nay (200uL). Cam bién ndy dugc dat
vao dung dich dém (200uL, PBS, do pH bing 7.4, 0,02% tween-20, 0,1% BSA) dé rira
sach IL-2Ra con du. Sau d6, PEG-IL-2-10, PEG-IL-2-22 va PEG-IL-2-23 dugc pha
lodng tuong ung dén ndng d6 bang 133,3nM bang dung dich dém (PBS, d6 pH bang 7,4,
0,02% tween-20, va 0,1% BSA). Cam bién nay dugc dit vao cac dung dich interleukin-2
c6 néng d6 khic nhau va duy tri trong 300 gidy @8 gan két. Sau d6, cam bién nay duogc
dat vao dung dich PBS 1x (200pL, d6 pH bang 7,4, 0,02% tween-20, 0,1% BSA, trong
600 gidy dé phan ly interleukin-2. Céc két qua thir nghiém trong Bang 6 cho thdy ring
PEG-IL-2-10, PEG-IL-2-22 va PEG-IL-2-23 déu khong gén két voi thu thé IL-2Ra.

Bang 6. Ai luc gin két cta interleukin-2 bién thé véi thu thé 4i luc thip IL-2Ro,
(Octet)

Hoat chit Vi tri va loai dét bién (axit amin SEQ ID NO.) Ai lwe (nM)
IL-2 thé dai (SEQ ID NO.2) 7,83
IL-2-24 N26Q/N29S/N88R (SEQ ID NO.38) 11,8
PEG-IL-2-10 N26Q/N30S/F42A/L72G (SEQ ID NO.22) N.A.
PEG-IL-2-22 N26Q/N29S/F42A/N71G/L72G (SEQ ID NO.34) NA.
» Q11C/NNYKNPKLTRMLTFKEF & cac vi tri s6 29-44
PEG-IL-2-23 dwoc dot bién thanh QSMHIDATL/L132C N.A.
(SEQ ID NO.36)

(Luu y: N.A., khong thé phat hién, céc bién thé nay c6 4i luc gin két thip véi thu
thé IL-2Ra, ai luc khong thé thu duoc béng cach hiéu chinh dit liéu trong khoang néng

dd duoc st dung trong thir nghiém.)

Vi du 5: Xéc dinh 4i luc gin két cla interleukin-2 va bién thé cia n6 véi thu thé

IL-2 beta/gama (IL-2RB/y)

Thtr nghiém Biacore dugc s dung dé phat hién kha ning gén két cua interleukin-2

va bién thé ctia n6 theo vi du 1 v6i thu thé TL-2RB/y.

Trudec tién, tiéu don vi IL-2RB va tiéu don vi IL-2Ry dugc tach dong va dung hop
twong ung voi Fc dang khoang va Fc dang hdc (SEQ ID NO.38 va SEQ ID NO.39) dé
thu duoc phan tir khuon IL-2RB/y-Fe heterodime. IL-2RB-Fc-dang khoang va IL-2Ry-Fc-
dang héc dugc dong chuyén nhiém vao céc té bao HEK?293. Heterodime dugc tinh ché

50



49192 o

bang protein A, sau d6 béng sang phan t Superdex 200. Protein IL-2RB/y dugc thu nhan
bang thtr nghiém.

>]L-2Rp (khoang Fc)

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARCAVNGTSQFTCFYNSRANISCVWSQDGA
LQDTSCQVHAWPDRRRWNQTCELLPVSQASWACNLILGAPDSQKLTTVDIVTLR
VLCREGVRWRVMAIQDFKPFENLRLMAPISLQVVHVETHRCNISWEISQASHYFE
RHLEFEARTLSPGHTWEEAPLLTLKQKQEWICLETLTPDTQYEFQVRVKPLQGEF
TTWSPWSQPLAFRTKPAALGKDTGAQDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVCTLPPSRDE
LTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO.3 ®).

>[L-2Ry (hdc Fc)

MLKPSLPFTSLLFLQLPLLGVGLNTTILTPNGNEDTTADFFLTTMPTDSLSV
STLPLPEVQCFVFNVEYMNCTWNSSSEPQPTNLTLHY WYKNSDNDKVQKCSHY
LFXEMITSGCQLQKKEIHL YQTFVVQLQDPREPRRQATQMLKLQNLVIPWAPEN
L TLHKLSESQLELNWNNRFLNHCLEHLVQYRTDWDHSWTEQSVDYRHKFSLPS
VDGQKRYTFRVRSRFNPLCGSAQHWSEWSHPTHWGSNTSKENPFLFALEAGAQD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISK AKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGK (SEQ ID NO.39).

Chip cam bién protein A (GE, ma san phim sb 29127556) cla thiét bi Biacore
(Biacore T200, GE) dugc st dung dé bat gitr IL-2RB/y-Fe, trong do IL-2RP/y-Fc dugce
pha lodng bing 1xHBS-EP dén ndng d6 bang lug/mL, va chay & tbc do dong bang
10uL/phit trong 30 gidy. Sau d6, mot day gradien ndéng do cia interleukin-2 va bién thé
ctia n6 duoc chay qua bé mit chip & tbc do dong bang 30uL/phut, gin két dugc duy tri
trong 120 gidy va phén ly duoc duy tri trong 360 gidy. Thiét bi Biacore (Biacore X100,
GE) dugc su dung dé phat hién phan mg theo thoi gian thyc, dé thu duoc duong cong
lién két va duong cong phén ly. Sau khi mdi chu ky phén ly duoc két thic, chip dugc rira
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va tai tao bang dung dich Gly-HCI 10mM, d6 pH bang 1,5. Dit liéu thtr nghiém dugc dua
vao md hinh gin két 1:1, va céc tri s6 thé hién kha ning gin két cua interleukin-2 va bién
thé ciia n6 v6i thu thé 4i luc trung binh IL-2RB/y dugc thu nhan, nhu dugc thé hién trong
Bang 7.

Cac két qua phan tich cho thiy ring toan bd cac dot bién N26Q, N308S,
Q11C/L132C, L70C/P82C, G27C/F78C, F42A/Y45A, F42A/L72G, YA4SA/LT2G,
N26Q/N30S/F42A/L72G, dot bién thanh QSMHIDATL & céac vi tri s6 29-44, va td hop
cia chiing, c6 it anh huong dén gin két cta interleukin-2 véi thu thé IL-2RP/y.

Bang 7. Ai lyc cta interleukin-2 va bién thé cta no6 voi thu thé 4i luc trung binh

TL-2RBly

Hop chit | K,, M'giay™) | Kyq (gidy ) | Ky (nM)

IL2(WT) | 936x10° 2,40x10° | 0,257
IL-2-01 9.02x10° | 2,20x10" | 0,244
IL-2-02 1,03x10° 2.12x10° | 0,206
IL-2-03 5.33x10° 135x10° | 0,253
L-2-04 4.98x10° 1,50x10" | 0,302
TL-2-05 3.36x10° 9,68x10" 0,288
L.-2-06 8.56x10° 436x10° | 0,509
IL-2-07 8.22x10° 2.15x10" | 0,261
IL-2-08 9,20x10° 2,06x10° | 0,224
IL-2-09 6,46x10° 222x10° | 0,344
IL-2-10 1,62x10° 430x10" | 0,266

Phuong phap tuong tu dugce st dung dé phat hién ai luc cia PEG-IL-2-10, PEG-
IL.-2-22 va PEG-IL-2-23 v6i thu thé IL-2RB/y bing thiét bi Biacore. Cac két qua dugc thé
hién trong Bang 8. Cac két qua phan tich cho thdy rang bién thé interleukin-2 khi dugc
ghép cip voi PEG thé hién gin két giam voi thu thé IL-2RB/y dén muc do nhét dinh,
nhung van duy tri 4i luc manh. Céc két qua thir nghiém cho thdy rang IL-2-24 gin két
yéu voi thy thé IL-2RP, khi so véi interleukin-2 thé dai, cho thdy ring N26Q/N29S/N88R
lam giam gin két ctia interleukin-2 véi thu thé IL-2RB (céc két qua khong dugc thé hién

trong thtr nghiém nay).

Bang 8. Ai lyc ctia bién thé PEG-IL-2 v6i thu thé 4i luc trung binh IL-2Rp/y

Hop chit | K,, (M'gidy") | Ko (gidy!) | Ky (M)
PEG-IL-2-10 1.38x10° 1,19x10° | 0,86
PEG-IL-2-22 1,55x% 1()5 5,49><1()'4 3,54
PEG-IL-2-23 3,50% 1()5 6,49><104 1,86
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Vi du 6: Kha ning sdng sot clia té bao dugc diéu hoa bai thu thé ai luc cao IL-

2Ra/ply cha interleukin-2 va bién thé ciané

CTLL2 1 dong té bio c6 ngudn gdc tir chudt nhét biéu hién dong thoi IL-2Ra, IL-
2RB, va IL-2Ry, ¢ thé duoc st dung dé danh gia kha ning sdng sét clia té bao dugc diéu
hoa boi thu thé &i luc cao IL-2Ra/B/y cla mdi bién thé. O cac ndng dd khac nhau cia
interleukin-2 hoac bién thé ctia no, tdc do ting sinh cia CTLL-2 dugc phét hién dé danh

gia hoat tinh sinh hoc cta interleukin-2 hodc bién thé cta né.

Moi treong nudi ciy hoan chinh: RPMI 1640 + 2mM L-glutamin + ImM natri
pyruvat + 10% huyét thanh bao thai bé + 10% T-STIM, ¢6 bd sung concanavalin-A (chira
IL-2); Mbi truong co ban: RPMI 1640 + 2mM L-glutamin + 1mM natri pyruvat + 10%
huyét thanh bao thai bo.

Thir nghiém tang sinh t& bao CTLL-2: Céc té bao CTLL-2 dugc nudi cdy trong
méi truong nudi cdy hoan chinh & nhiét do 37°C, 5% CO, dé dat duge mat do bang
2,O><105 té bao/mL, cac té bao duoc nudi céy cép hai, va cac té bao CTLL-2 dugc thu
nhén bang cach ly tAm sau 3-4 ngay. Céc té bao duoc rira ba 1an bang PBS, va tao hon
dich lai trong méi trudng nuodi ciy co ban @& thu dugc hdn dich té bao co 2,0x10° té
bao/mL, va G trong dia 96 giéng, v6i 90uL té bao/giéng. Dung dich interleukin-2 dam ddc
10x (10puL) duoc didu ché voi moi truong nudi ciy co ban dén nbéng do tuong tmg dugc
bd sung vao. Céc té bao dugc 1 & diéu kién nhiét o 37°C va 5% CO,. Sau khi 1 trong 24
gio, dung phan giai chira chét phan tng CELLTITER-Glo (100pL, Promega) dugc bd
sung vao mdi giéng, va trdn v6i dung dich trong dia té bao. Pia nay dugc dat vao thiét bi
doc vi dia, v6i bude song tham chiéu béng 630nm, va do hép thu duoc do & budce song

b%mg 570nm, va cac két qua do dugc dugc ghi lai.

Dit liéu dugc hiéu chinh bang cach st dung chuong trinh may tinh hodac thuéat toan

hdi quy bdn thong sb, va cac két qua tinh toan duoc tinh todn nhu sau:

Hoat tinh sinh hoc tuong dbi cia mau thu nghiém (%) = ECso cua mau tham

chiéu/ECs, ctia mau thtr nghiém (ECso: ndng do dé tao ra 50% tac dung ti da).

Dit liéu hoat tinh cta interleukin-2 va bién thé ctia n6 dugc thé hién trong Bang 9,
Bang 10 va Fig.3A-Fig.3C. Cac két qua phan tich cho thdy rang loai dot bién thu nhat
(trc 1a cac dot bién N26Q, N29S, N30S, Q11C/L132C, L70C/P82C va G27C/F78C)

khong anh hudéng hodc tham chi ting cudng mét chit hoat tinh cta interleukin-2 dé tang
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cudng tang sinh t& bao CTLL2; trong khi d6 loai dot bién thir hai (tic 1a, FA2A/Y45A,
F42A/L72G, Y45A/L72G, va dot bién thanh QSMHIDATL & céc vi tri s0 29-44) lam

giam gén két cua interleukin-2 vé&i thu thé 1L-2Ra, cling nhu lam gidm hoat tinh cia

interleukin-2 dé ting cuong tang sinh té bao CTLL2.

Bang 9. Hoat tinh cua bién thé interleukin-2 dé ting cuong tdng sinh té bao

CTLL2
Hoat chit Vi tri va loai mutation Hoat tinh sinh
: (Axit amin SEQ ID NO.) hoc twong doi
IL-2 thé dai (SEQ ID NO.2) 100%
1L-2-01 N26Q (SEQ ID NO.4) 96%
1L-2-02 N30S (SEQ ID NO.6) 117%
1L-2-03 Q11C/L132C (SEQ ID NO.38) 162%
1L-2-04 L70C/P82C (SEQ ID NO.10) 176%
1L-2-05 G27C/F78C (SEQ ID NO.12) 229%
dot bien thanh QSMHIDATL o
1L-2-06 & cac vi tri s6 29-44 (SEQ ID NO.14) 4%
1L-2-07 F42A/Y45A (SEQ ID NO.16) 4%
1L-2-08 F42A/L72G (SEQ ID NO.18) 7%
1L-2-09 Y45A/L72G (SEQ ID NO.20) 2%

Bang 10. Hoat tinh cua bién thé interleukin-2 dé ting cudng tang sinh té bao

CTLL2
£ Vi tri va loai dot bién Hoat tinh sinh
Hoat chat (axit amin SEQ ID NO.) ECso M) |} o¢ twong dbi
L2 thé dai (SEQ 1D NO.2) 0,053 100 %
N26Q/N30S/F42A/L72G .
IL-2-10 CFO D NG, 4,80 1%
N26Q/N29S/F42A/NT1G/LT2G .
1L-2-22 (5PO D NO.340) 573 0.9 %
QITC/NNYKNPKLTRMLTFKF & cac
IL-2-23 vi tri s6 29-44 duoc dot bién thanh 22,71 0.2 %
QSMHIDATL/L132C (SEQ ID NO.36)
N26Q/N30S/F42A/L72G .
PEG-IL-2-10 (RO IDNOD) 35,29 0.2%
N26Q/N29S/F42A/NT1G/L72G .
PEG-IL-2-22 (SPO D NO34) 39,25 0,1%
QIIC/NNYKNPKLTRMLTFKF § cac
PEG-IL223 |  vi tri s6 29-44 dugc dot bién thanh N.A. NA.
QSMHIDATL/L132C (SEQ ID NO.36)

(Luu y: N.A., khong thé phét hién, c6 nghia la tac dung cia bién thé dén qua trinh

tang sinh ciia té bao CTLL2 1a thép, va EC50 khong thé thu duge bang cach hiéu chinh

dir liéu trong khoang ndng dd duoc st dung trong thir nghiém.)

Vi du 7: Kha nang sbng sot cua té bao dugc diéu hoa béi thy thé co ai luc trung

binh IL-2RB/y cua interleukin-2 va bién thé ciia n6

54



49192 55/94

Mo7e 13 dong t& bao c6 ngudn gbe tir ngudi chi biéu hién IL-2RB va IL-2Ry,
nhung khong biéu hién IL-2Ra. Mo7e ¢6 thé dugc st dung dé danh gia kha ning sbng sot
clia t& bao duoc didu hoa boi thu thé 4i lyc trung binh IL-2Rp/y cia mdi bién thé. O cac
né)ng do khac nhau cua interleukin-2 hodc bién thé cua no, tbe do ting sinh phu thudce
dong t& bao ciia Mo7e duge phat hién dé danh gia hoat tinh sinh hoc cua interleukin-2

hodc bién thé cia no.

Mdi trudng nudi cdy hoan chinh: RPMI 1640 + 2mM L-glutamin + 1mM natri
pyruvat + 10% huyét thanh bao thai bé + 15 ng/mL GM-CSF; mo1 truong co ban: RPMI
1640 + 2mM L-glutamin+ 1mM natri pyruvat + 10% huyét thanh bao thai bo.

Thir nghiém téng sinh té bao MoTe: cac té bao Mo7e dugc nudi cdy trong moi
treong nudi cdy hoan chinh & nhiét do 37°C, 5% CO, dé dat dugc mét do bang 2,0x10° té
bao/mL, cac té bao dugc nudi céy cép hai, va cac té bao Mo7e duogc thu nhin bing cach
ly tdm sau 3-4 ngay. Cac té bao dugc rira ba 1an bang PBS, va tao hén dich lai trong mdi
trrong nuoi cdy co ban dé thu dugc hdn dich té bao c6 2,0x 10° t& bao/mL, va U trong dia
96 giéng, voi 90uL té bao/giéng. Dung dich interleukin-2 ddm ddc 10x (10puL) duge didu
ché véi moi truong nudi cdy co ban dén ndng do twong tng dugc bd sung vao. Cac té bao
dwoc 0 & didu kién nhiét d9 37°C va 5% CO,. Sau khi G for 72 gio, dung phan giai chua
chét phan tng CELLTITER-Glo (100uL, Promega) duoc bd sung vao mdi giéng, va tron
v6i dung dich trong dia té bao. Pia nay dugc dit vao thiét bi doc vi dia, v6i budc song
tham chiéu bang 630nm, va do hép thu dugc do & budc song bang 570nm, va cac két qua
do dugc duoc ghi lai. The same method theo vi du 6 dugc s dung dé tinh toan hoat tinh
sinh hoc tuong ddi.

Dit liéu hoat tinh tdng sinh té bao Mo7e ciia interleukin-2 va bién thé ctia né dugc
thé hién trong Bang 11 va Fig.4A-4C. Céc két qua phan tich cho thdy rang loai dot bién
thtr nhit (ttc la cac dot bién N26Q, N29S, N30S, Q11C/L132C, L70C/P82C va
G27C/F78C), va loai dot bién th hai (tre 1a F42A/Y45A, FA2A/LT2G, Y45A/1L72G, va
dot bién thanh QSMHIDATL & céc vi trf s6 29-44) déu khong anh hudng dén hoat tinh
ctia interleukin-2 dé ting cuong tng sinh cac té bio Mo7e, cho thdy ring céc dot bién
nay khong anh hudng dén 4i luc cua interleukin-2 véi thu thé TL-2RB/y. Khi duge ghép
cip véi PEG, interleukin-2 s& lam giam hoat tinh tang cuong tang sinh t& bao Mo7e clia

interleukin-2 d&n mtic do nhét dinh, nhung van duy tri gin két thich hop.

55



49192

56/94

Bang 11. Hoat tinh cta interleukin-2 va bién thé ctia nd to promote ting sinh cac

té bao Mo7e
Hoat chdt | Vi tri va loai dot bién (axit amin SEQ ID NO)) | ECso (nM) Hoat tinh sinh hoc
tuwong doi
L2 thé dai (SEQ ID NO.2) 2,44 100 %
L-2-10 N26Q/N30S/F42A/L72G (SEQ ID NO22) 178 137 %
222 | N26Q/N29S/F42A/N71G/L72G (SEQ ID NO.34) 2,34 86 %
Q11C/NNYKNPKLTRMLTFKF 6 cc vi tri s6
11223 29-44 diroc dot bién thanh QSMHIDATL/L132C 222 110 %
(SEQ ID NO.36)
PEG-IL-2-10 N26Q/N30S/F42A/L72G (SEQ ID NO.22) 13,19 19%
PEGIL222 | N26Q/N29S/F42A/NTIG/L72G (SEQ ID NO.34) | 34,81 7%
QI1C/NNYKNPKLTRMLTEKF & cac vi trf s6 0%
PEG-IL-2-23 | 29-44 duoc dot bién thinh QSMHIDATL/L132C | 23,37
(SEQ ID NO.36)

Vi du 8: Xac dinh hoat tinh cuia interleukin-2 va bién thé cta nd trong qué trinh
phosphoryl hoa STATS trong cac t€ bao CTLL2

Hoat tinh sinh hoc cua interleukin-2 hodc bién thé ctia n6 duoc phat hién, trén co
s& murc do phosphoryl hoa ciia STATS5 trong chung phu thudce té bao CTLL-2 & cac nong

d6 khac nhau cua interleukin-2 hogc bi¢n the ciia no.

Mbi truong nudi cy hoan chinh: RPMI 1640 + 2mM L-glutamin + ImM natri
pyruvat + 10% huyét thanh bao thai bo + 10% mdi truong nudi ciy T-STIM c¢6 bd sung
concanavalin-A (chtra IL-2); M6i trudng co ban: RPMI 1640 + 2mM L-glutamin + ImM
natri pyruvat + 10% huyét thanh bao thai bo.

Thir nghiém phosphoryl héa STATS trong céc té bao CTLL-2: Céc t€ bao CTLL-2
duge nubi ciy trong moi trudng nudi cAy hoan chinh & nhiét d6 37°C va 5% CO; dé dat
duge mat do bing 2,0x10° t& bao/mL, va rira mot lan bang PBSA (PBS, pH7.2, 1%
BSA), va méat do duoc didu chinh dén 1,0x 10°té bao/mL, va cac té bao duoc chia vao céc
bng voi 500pL/dng. Cac ndng d6 twong ing cua dung dich interleukin-2 dac dugc didu
ché v6i moi truong nudi cdy co ban dugc u ¢ nhiét do phong trong 20 phut;
paraformaldehyt duogc bd sung ngay lap tirc vao ndng do cubi cung bang 1,5% va tron
bang cach 14c xo0dy, va & & nhiét do phong trong 10 phat. PBS (1mL) duge bb sung vao,
va ly tAm & nhiét do 4°C, téc do bang 1400 vong/phit trong 5 'phat dé loai bo
paraformaldehyt. Cac té bao duoc tao hdn dich lai, metanol dugc lam lanh trude (ImL,
100%) duoc bd sung vao & nhiét do 4°C va tron bé“mg cach lic X04y, cac té bao dugc 0 &
nhiét do 4°C trong 20 phit. Dung dich dém PBSA (3mL) duogc bb sung vao, va ly tim &
nhidt do 4°C, tbc do bing 1400 vong/phut trong 5 phut. Céc té bao dugc rira hai lan.
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Khang thé khang STAT5-pY694 duge tiép hop voi Alexa Fluor 647 (BD, ma san pham
s6 612599) duoc U trong 30 phut & nhiét d phong trong béng ti. Cac t€ bao duogc rira
hai Iin bing dung dich PBSA (3mL), va phat hién bang thiét bi dém t€ bao theo dong
chay. Phuong phap nhu dwgc md ta trong vi du 6 dugc sir dung dé tinh toan hoat tinh

sinh hoc twong dbi.

Dit liéu hoat tinh cua interleukin-2 va bién thé cua né trong qua trinh phosphoryl
héa STATS trong céc t& bao CTLL2 dugc thé hién trong Fig.5 va Bang 12. Céc két qua
phan tich cho thdy ring cac dot bién N26Q, N29S va N30S khong anh huéng hodc thim
chi tang cudng mot chit hoat tinh cua interleukin-2 trong qua trinh phosphoryl hoa
STATS trong cac té bao CTLL2, trong khi F42A/Y45A, F42A/L72G va Y45A/L72G lam
giam hoat tinh cla interleukin-2 trong qud trinh phosphoryl hoa STATS trong céc té bao
CTLL2. Do d6, c6 thé khing dinh dugc ring N26Q, N29S, va N30S khong anh hudng
dén gén két cta interleukin-2 véi thu thé ai luc cao IL-2Ro/B/y, trong khi d6 F42A/Y45A,
FA2A/L72G va Y45A/L72G lam gidm gén két ca interleukin-2 vé6i thu thé 4i lyc cao IL-
2Ra/Ply.

Bang 12. Hoat tinh cta interleukin-2 thé dai va bién thé ctia no trong qua trinh

phosphoryl hoa STATS trong cac té bao CTLL2

Hoat . X . H.O at tinh

chat Pt bien (axit amin SEQ ID NO.) | ECs, (nM) sinh hoc

twong doi
1L-2 thé dai (SEQ ID NO.2) 0,010 100%
1L-2-01 N26Q (SEQ ID NO.4) 0,0084 119%
1L-2-02 N30S (SEQ ID NO.6) 0,0084 119%
1L.-2-07 F42A/Y45A (SEQ ID NO.16) 2,45 0,41%
1L-2-08 F42A/L72G (SEQ ID NO.18) 3,93 0,25%
1L.-2-09 Y45A/L72G (SEQ ID NO.20) 4,02 0,25%

Vi du 9: Xac dinh hoat tinh cua interleukin-2 va bién thé cua né trong qué trinh
phosphoryl héa STATS trong té bao don nhan mau ngoai vi cia nguoi

Hoat tinh sinh hoc cuia interleukin-2 dugc phat hién, trén co s¢ muc do phosphoryl
hoa ciaa STATS trong cac quan thé té bao khic nhau trong méu ngoai vi clia ngudi (bao
gdm Tregs, té bao giét tw nhién, té bao T biéu hién CD4, va té bao T biéu hién CD8), &

cac nébng do khac nhau cua interleukin-2 hogc bién theé cua no.

Mbi truong co ban: RPMI 1640 + 10% huyét thanh bao thai bo.
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Han hop khang thé: CD3 APC-Cy7 (BD 557832), CD4 BB515 (BD 564419),
CD8 BB700 (BD 566452), CD25 BV421 (BD 564033), FOXP3 PE (BD 560852), CD56
BV650 (BD 564057), pSTATS AF647 (BD 562076).

Thir nghiém phosphoryl héa STATS trong té bao don nhin mau ngoai vi cua
nguoi: cac t& bao don nhan mau ngoai vi cuia ngudi moi duge phén lap duge diéu chinh
dén mat do béng 6,0x 10° té bao/mL br?lng mdi trudng co ban, va 90pL duogc bd sung vao
dia 96 giéng. Interleukin-2 va bién thé ctia n6 va dan xuit ciia n6 duge pha loang bang
moéi trudng co ban dén ndng do bang 1000nM, 100nM, 10nM, 1nM, 0,1nM, 0,01nM;
10pL duoc bd sung vao cac té bao don nhan mau ngoai vi cua nguoi (90puL) va kich thich
& nhiét @6 37°C trong 15 phut. Sau do, cac té bao duoc cb dinh ngay bang dung dich dém
¢ dinh té bao BD duoc 1am 4m trude (BD, ma san phdm s 554655) ¢ nhiét do 37°C
trong 10 phut. Cac té bao duoc ly tAm & tbc d6 bang 350g trong 7 phut & nhiét do 4°C.
Dich ndi duoc loai bo, dung dich dém BD Phosflow Perm IIT (200uL, BD, ma sén pham
s6 558050) duoc lam lanh trude 6 nhiét d6 -20°C duge bd sung vao nudc da trong 30
phiit dé phan giai mang té bao. Cac té bao duogc ly tam & toc do bang 450g trong 7 phut &
nhiét d6 4°C. Dich ndi duoc loai b6, dung dich PBS (200puL, do pH bang 7.4) dugc bd
sung vao dé rira hai 1an. Hop chat phong bé FcR (100uL) duge pha lodng o ty 1€ bing
1:200 duge bd sung vao va i & nhiét do 4°C trong 20 phut. Mau dwoc ly tim & toc do
bing 450g trong 7 phut & nhiét do 4°C. Dich néi dugc loai bd, hon hop khang thé
(100uL) duogc bd sung vao, va cac té bao dugc nhudém mau & nhiét do phong trong 40
phuat. Mau dugc ly tAm & tbc do bang 450g trong 7 phit ¢ nhiét do 4°C. Dich ndi duoc
loai bd, dung dich PBS (200uL, do pH bang 7,4) duoc bd sung vao dé rira mot 1an. Dung
dich PBS (200uL, d6 pH béng 7,4) dugc bd sung vao dé tao hén dich lai cac té bao don
nhan méu ngoai vi dé phat hién bang thiét bi dém té bao theo dong chay. Cac té bao giét
tur nhién dugc xéc dinh 1a céc té bao CD3-CD56+, céc té bao T biéu hién CD8 duge xdc
dinh 1a céc té bao CD3+CD4-CD8+, va céc té bao T diéu hoa duge xéc dinh 12 céc t€ bao
CD3+CD4+CD25+Foxp3+.

Déi véi ba quan thé té bao mo ta néu trén, cac tri s6 huynh quang pSTATS5 (MFI)
cac nodng dd khac nhau cua interleukin-2 duge xac dinh, hiéu chinh bang cach st dung
chuong trinh may tinh hodc thuét toan hdi quy bén thong sb, va hoat tinh sinh hoc tuong
d6i dwoc tinh toan theo phuong phap twong tw nhu duge mo ta trong vi du 6.
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Céc két qua phan tich cho thiy rang F42A/L72G va céc dot bién trong IL-2-10 va
IL-2-23 chi lam gidm gén két cia interleukin-2 vé6i thy thé IL-2Ra, nhung khong anh
huéng dén gin két cua interleukin-2 véi thu thé IL-2RpB/y; do d6 muc do suy gidm hoat
tinh cta té bao T didu hoa gdy ra boi cac dot bién nay 16n hon muc do suy gidm hoat tinh
clia té bao T didu hoa trong té bao T biu hién CD8 va té bao giét tu nhién. Nguoc lai, do
N8&8R khong anh hudng dén gin két cta interleukin-2 véi thu thé IL-2Ro, nhung lam
giam gin két cua interleukin-2 vé6i thu thé IL-2Rp, nén mirc do suy giam hoat tinh cia té
bao T diéu hoa gay ra béi interleukin-2 nh6 hon mirc d suy gidm hoat tinh cua té bao T
diéu hoa trong té bao T biéu hién CD8. Khi duogc ghép cdp v6i PEG, interleukin-2 s& lam
giam tic dung hoat héa té bao T biéu hién CD8 va té bao giét tu nhién ciia interleukin-2,

dén mirc do nhat dinh.

Dir liéu hoat tinh cta interleukin-2 bién thé trong qua trinh phosphoryl hoa STATS
trong t& bao don nhan méu ngoai vi cla nguoi dugc thé hién trong Bang 13, Bang 14,

Bang 15, va Fig.6A-6C.

Béang 13. Hoat tinh cua interleukin-2 va bién thé cua no trong qué trinh phosphoryl
hoa STATS5 trong té bao T diéu hoa ctia nguoi

£ Ay sk . . Hoat tinh sinh
Hoat chat Dot bien (axit amin SEQ ID NO.) EC5, (nM) hoc twong aéi
1L-2 thé dai (SEQ ID NO.2) 0,00046 100 %
PEG-1L-2-10 N26Q/N30S/F42A/L72G (SEQ ID NO.22) 2,65 0,02 %
Q11C/NNYKNPKLTRMLTEFKF 6 céc vi tri s6
PEG-IL-2-23 29-44 duoc dot bién thanh 4,24 0,01 %
QSMHIDATL/L132C (SEQ ID NO.36)
1L-2-24 0,209 0,2 %
PEG-IL-2-24 N26Q/N29S/N88R (SEQ ID NO.38) 6.02 0.007 %

Bang 14. Hoat tinh cia interleukin-2 va bién thé cua no trong qua trinh phosphoryl
héa STATS5 trong té bao T biéu hién CD8 cua ngudi

£ Hoat tinh
Hoat chat ECs9 (nM) twong aéi
IL-2 2,32 100 %
PEG-IL-2-10 8,97 26 %
PEG-IL-2-23 14,41 16 %
IL-2-24 N.A. N.A.
PEG-IL-2-24 N.A. N.A.

(Luu y: N.A., khong thé phat hién, cho thdy rang hoat tinh cua bién thé trong qua
trinh phosphoryl héa STATS 12 nhé hon trong té bao T bicu hién CD8, va ECso khong thé
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thu dugc bang cach hiéu chinh dir liéu trong khoang néng do dugc sit dung trong thir
nghiém).
Bang 15. Hoat tinh cua interleukin-2 va bién thé ctia n6 trong qua trinh phosphoryl

hoéa STATS trong céac t& bao giét ty nhién cia ngudi

Hoat chit | ECy (nM) | Hoat tinh twong doi
IL-2 0,48 100 %
PEG-IL-2-10 2,00 24 %
PEG-IL-2-23 2,88 17 %

Vi du 10: X4c dinh tic dung cua interleukin-2 va bién thé ciia n6 dén cac té bao

mién dich mau ngoai vi cta cac chudt nhat Balb/c

Cac chuot nhit cai BALB/c, 4-8 tudn tudi, trong lwong 18-20g (dugc mua tir
Shanghai Lingchang Biotechnology Co., Ltd.), duoc @8 thich nghi v6i didu kién khi hau
trong 5 ngay trudc khi thir nghiém chinh thirc. Toan b cac chudt nhit BALB/c dugc
nuéi trong chudng nudi dong vat loai SPF IVC véi hé théng nhiét do va ap suit khong
dbi, trong @6 nhiét do nam trong khoang tir 20°C dén 26°C, 4o 4m nam trong khoang tir
40% dén 70%%, va chu ky chiéu sang 1a 12 gid chiéu sang/12 gio trong béng t6i. Mbi
chudng khong c6 nhiéu hon 6 chudt nhit BALB/c. Kich ¢& chudng 13 325mm x 210mm
x 180mm. Vat liéu 16t chudng 13 16i ngd, dugc thay méi hai 14n mot tudn. Trong toan bd
thtt nghiém, toan bo cac chudt nhét thtr nghiém duge cho an ubng day db, thirc dn va
nuée ubng duge hap khir tring va thay méi hai 1An mot tudn. T4t ca nhan vién ra vao
chudng nudi dong vat hodc nguoi van hanh thir nghiém déu mic quan 4o thir nghiém da
duoc khtr trung, mang khAu trang y té ding mot l4n va ging tay cao su. MBJi chudng c6
nhin 15 rang va chi tiét twong Gng. NoOi dung nhdn bao gdm: sb cap phép IACUC
LDIACUCO006, $6 lugng chudt nhét, gi6i tinh, ching loai, ngay dua vao thtr nghiém, sb
hang muc, phin nhom, giai doan thir nghiém hién tai va nguoi phu trach thir nghi€ém, v.v.
Trong sudt qua trinh thir nghiém, qué trinh vén hanh va quan sat dong vat thtr nghiém
duoc thuc hién theo cdc quy dinh cia quan ly va van hanh dong vat AAALAC. Theo quy
trinh thr nghiém thoéng thuong, hanh vi, mac do hép thu thirc dn va nudc ubng, muc do
thay doi vé trong lugng, do bong cua 16ng va céc tinh trang bt thuong khic cia toan bd

cac chudt nhit thir nghiém dugc theo ddi va ghi lai.

Cac chudt nhit duoc chia nhém theo trong luong co thé, va qud trinh st dung

duge bit dau sau khi chia nhom. Phuong phép st dung, lidu va duong dua thude duge thé
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hién trong Bang 16 va Fig.7A-7D. Ngay ¢ d6 chudt nhét dugc chia nhom duge thiét 1ap
la ngay 0.

Mau dugc thu nhan & mdi thoi diém va thé tich mau duoc do, mau da dugc chéng
dong va méi duge thu nhan dugc phan giai bang ché pham phén giai té bao hdng cu dé
phéan giai cac té bao hdng cau, va rira mot 14n bang PBS. Dung dich nhudm mau hdn hop
duoc didu ché bang PBS chiaa 1% FBS. Dung dich nhudém mau hdn hop nay chita CD3
APC-Cy7 (Biolegend 100329), CD8 PE (Biolegend 100708), CD4 PE-Cy7 (eBioscience
25-0042-82), CD25 PerCP-Cy5,5 (BD 561112) va CD49b-APC (Biolegend 108909).
dung dich nhuém mau hdn hop nay (100pL) duoc bd sung vao mdi miu va i & nhiét 4o
4°C trong 30 phut. Mau dugce rira hai lér_l bang dung dich PBS chira 1% FBS. Hon hop
dung dich dém yéu t6 phién ma True-Nuclear™ (Biolegend 424401) duoc sir dung dé cb
dinh cac mau trong 60 phut, dé phan giai mang té bao. Khang thé khang Foxp3 cua chudt
nhit (100pL) (Biolegend 126405) dugc 1 trong 60 phut ¢ nhiét d6 phong. Cac miu dugce
rira hai lan bé‘mg dung dich rira PBS (d6 pH béng 7,4), va cudi cing duoc tao hon dich lai
bing dung dich rira PBS (500pL, do pH béng 7,4), dé phan tich trén may. Céc té bao giét
tu nhién dugc xac dinh 1a cac t& bao CD3-CD49b+, cac té bao T biéu hién CD8 duogc xic
dinh 1a cAc t& bao CD3+CD4-CD8+, va céc té bao T diéu hoa durge xéc dinh 1a céc t€ bao
CD3+CD4+CD25+Foxp3+. Theo thé tich 14y miu méau, mat d9 t& bao cia mdi nhom té

bao trong mau ngoai vi dugc tinh toan.

Bang 16. Ché do lidu dé didu tri bang PEG-IL-2-22

61/94

< 2 Puong o Thoi diém
. So lwong . Lieu Tho1i gian £z
Nhom chudt nhit Sir dyng (mg/kg) dua st dun lay mau
: & thuoc ung mau (ngay)
1 3 3 i.v. 0,3,5,10
2 3 iv. 2,4,6
3 3 3 se. | ¥ dclimg n;lcgt 0,3,5, 10
4 3 c. | landuynhat = 5 4 ¢
PEG-IL-2-22 S| ké tir khi bat
5 3 6 s.C. ddu th 3,5,10
au thu
6 3 S.C. nghlém 2, 4, 6
7 3 9 s.C. 3,5,10
8 3 s.c. 2,4,6

Trong qué trinh stt dung, PEG-IL-2-22 dugc tiém tinh mach dudi ¢ ngay 0, mau
chudt nhit duge thu nhan va phén tich bing phuong phép dém té bao theo dong chay
twong tng & ngay 0, 2, 3, 4, 5, 6, va 10. Két qua phén tich ty trong cua mdi quﬁn thé té
bao trong mau cho thiy rang mat do cla cac té bao giét tu nhién CD3°CD49b" trong cac
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té bao mau toan phan cla chudt nhét duoc gia ting dang ké & ngay 3 theo co ché phu
thuoc lidu, khi so véi that & ngay 0, va ¢ ngay 10 ty trong co ban trd lai mirc trude khi sir
dung dugc chét thir nghiém. Mat do cia cac té bao T biéu hién CD8 dugc gia ting dang
ké & ngay 3 theo co ché phu thudc liéu, va co ban tré lai mic trude khi sit dung duge
chét tht nghiém & ngdy 5. Mét do cia cac té bao T diéu hoa duoc gia ting dang ké &
ngay 3, ty trong co ban trd lai mirc trude khi sir dung duoc chét thir nghiém & ngay 4.
Trong qua trinh st dung, toan bd cac chudt nhét duoc st dung véi céc liéu khac
nhau ctia PEG-IL-2-22 dugc thir nghiém khong thé hién tinh trang gidm trong lugng hoac
hanh vi bt thuong, cho thdy rang cac chudt nhét nay c6 kha ning dung nap duoc chét t6t

& céc liéu dugce thir nghiém.

Bang 17. St dung va didu tri bang PEG-IL-2-24
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) S5 lwong Pidu Litu | P"UE | qyeigian | 1001 diCm

Nhom chudt nhit tri (mg/kg) dua str dung lay mau
: : thuéc : mau (ngay)

1 3 0,2 i.p. str dung mot 0,3,4,5

3 1 ip. lin duy nhat | 0,3,4,5

PEG-IL-2-24 ké tir khi bat
3 3 5 ip. dau thr 0,3,4,5
nghiém

(Luu y: i.v., tiém tinh mach du6i; s.c., tiém duéi da; i.p., tiém mang bung).

Céc két qua phan tich cho thdy ring PEG-IL-2-24 c6 thé kich thich tang sinh té
bao T diéu hoa & lidu cao (5mg/kg), lidu trung binh (1mg/kg), va liéu thap (0,2mg/kg) sau
ba ngay st dung theo co ché phu thudc lidu; ty 18 phan trim cla cac té bao T biéu hién
CD4 va cac té bao T biéu hién CD8 trong céac t& bao T biéu hién CD3 khong thay ddi &
ba lidu, thé hién qua trinh hoat héa tang sinh té bao T diéu hoa bsi PEG-IL-2-24. Céc két
qua dugc thé hién trong Fig.8A-8F.

Vi du 11: Panh gia hiéu lyc cua interleukin-2 va bién thé cta né trén md hinh

chudt nhit mang khdi u ung thu dai trang co ngudn gbc tir chudt

Céc té bao ung thu biéu mo tuyén dai trang c6 ngudn gdc tir chuot CT26.WT (do
Cell Bank, in Chinse Academy of Sciences (SIBC), Shanghai cung cép) dugc ting sinh
sau khi 1am a4 dong cac té bao dong P4+1, va nudi ciy trong mdi trudng DMEM chira
10% huyét thanh bao thai bd (FBS). Céc té bao CT26.WT & pha sinh trudng theo s6 mil
duoc thu nhan, tao hén dich lai trong HBSS dé dat dugc mat do té bao bang 1x 10%/mL,

ciy dudi da vao cac chudt nhiat BALB/c trong didu kién vo trung, va mdi chudt nhét duoc
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chy voi 1x 10° t& bao. Khi thé tich khdi u bang khoang 80-100 mm?, cac chudt nhit duge
chia thanh cac nhom. Lan st dung th@ nhét dugc bt ddu sau khi chia nhom. Phwong
phép st dung, lidu va duong dua thudc duge thé hién chi tiét trong Bang 18. Ngay ¢ d6

cac chudt nhét duge chia nhém dugce thiét 1ap 1a ngay 0.

Béng 18. Ché d liéu cua PEG-IL-2-22

Nhém S6 luwong Pidu tri Liéu Duong TAn suit
chudt nhat : (mg/kg) | dwathuoc | siwdung |
1 6 PBS -- S.C. Q5D
2 6 3 s.C. Q5D
3 6 6 S.C. Q5D
4 6 PEG-IL-2-22 9 s.C. Q5D
5 6 3 i.v. Q5D
6 6 6 iLv. Q5D

(Luu y: i.v., tiém tinh mach dudi; s.c., tiém duéi da. Q5D, duge su dung ndm ngay
mot lan. Thé tich tiém: thé tich tiém dugc diéu chinh theo trong luong co thé caa chuot

nhit (0,1mL/10g)).

Sau khi qua trinh st dung duoc bét dau, trong luong khéi u va thé tich khdi u ctia
cac chudt nhit duge do 3 14n mot tudn, va th8 tich khéi u dugc tinh toan nhu sau: thé tich
khéi u (mm®) = 0,5 x (chiéu dai khdi u x chidu rong khéi u?). Ty 1¢ tic ché khéi u tuong
tng TGI (%) dugc tinh toan nhu sau: TGI %= (1-T/C) x 100%. T/C% la tdc sinh trudng
twong ddi cta khéi u (toe 1a ty 1€ phan trim twong dbi ctia thé tich khéi u hodc trong
lwong khéi u gitra nhom duoc didu tri va nhom ddi chimg, & thoi diém nhét dinh). Tva C
twong ung la thé tich khéi u (TV) hoic trong lugng khdi u (TW) cua nhém duoc didu tri
va nhom dbi ching, & thoi didm cu thé. Cac két qua thir nghiém dugc thé hién trong Bang
19 va Fig.9.

Bang 19. Tac dung khang khéi u ciia PEG-IL-2-22 trén md hinh chudt nhat mang
khéi u CT26

Nhém Thé tich khdi u Thé tich khéi u TGI | T/C Tri
¢ ngay 0 (mm’) | & ngay 12 (mm”) (%) (%) so P
1 7234531 2577,6+360,91
2 72,246,03 1410,5+673,38 47 53 ]0,1576
3 70,9+5,37 1297,5+263,52 51 49 10,0168
4 71,8+5,33 1168,6+352,3 56 44 | 0,0190
5 70,1£5,53 2369,4+547,49 8 92 | 0,7574
6 69,8+5,85 1122,2+418,6 58 42 | 0,0265

Hiéu luc cta PEG-IL-2-22 & cac lidu khac nhau va ché d6 st dung khac nhau
duoc danh gia trén md hinh chudt nhét duge ciy ghép cung loai té bao ung thu dai trang

63



49192 o

CT26 c6 ngudn gbc tir chudt, trong thir nghiém nay. Cac két qua phan tich cho thiy rang:
& nhom duoc tiém dudi da véi lidu trung binh (G3), PEG-IL-2-22 6mg/kg s.c. Q5D*5 thé
hién thé tich khéi u trung binh bing 1297,5 + 263,52mM’ sau 12 ngay st dung, nhé hon
dang ké so v6i nhom dbi chimg vao cung mdt ngay (véi thé tich khdi u bang 2577,6 +
360.91mM:, TGI=51%, p=0,0168). O nhom dugc tiém dudi da v6i liéu cao (G4), PEG-
IL-2-22 9mg/kg s.c. Q5D*5 thé hién thé tich khi u trung binh bang 1168,6 + 3523 mm’
sau 12 ngay st dung, nhé hon dang ké so voi nhom ddi chimg vao cing mot ngay (voi
thé tich khéi u bing 2577,6 + 360,91mM°, TGI=56%, p=0,0190). O nhom dugc tiém tinh
mach véi lidu trung binh (G6), PEG-IL-2-22 6mg/kg i.v. QSD*5 thé hién thé tich khdi u
trung binh bing 1122,2 +418,6 mm° sau 12 ngdy st dung, nhd hon déng ké so v&i nhom
d6i chimg vao ciing mot ngay (voi thé tich khdi u bang 2577,6 = 360,91mM°, TGI=58%,
p=0,0265).

Vi du 12: Danh gid hiéu lyc cia interleukin-2 va bién thé cua nd trén md hinh

chudt nhat mang khoi u melanin cia ngudi

Cac chudt nhit cai NCG, 4-8 tudn tudi, trong luong khoang 18-22¢g, dugc mua tir
Jiangsu GemPharmatech Biotechnology Co., Ltd. Toan by cac chudt nhiat NCG dugc
nudi trong chudng nudi dong vét loai SPF IVC véi hé théng nhiét do va ap suét khong
doi.

Céc té bao A375 duoc nudi cdy trong moi trudng DMEM chira 10% huyét thanh
bao thai bo (FBS). Cac té bao A375 & pha sinh trudng theo s6 mii dugc thu nhan, va
HBSS duoc tao hdn dich lai dén ndng do thich hop dé cdy dudi da khdi u & cac chudt
nhit NCG. Cac té bao A375 duoc sit dung dé dong nudi cdy can dugc xur ly bang
Mitomycin C trong 2 gio, sau d6 ria ba lan bang PBS. M4u ngoai vi cia ngudi binh
thuong dugce thu nhén dé phan tach céac té bao don nhin mau ngoai vi clla nguodi bing
phuong phap ly tdm gradien ty trong, va cac té bao duoc dém. Sau do, cac té bao don
nhan mau ngoai vi dugc tao hén dich lai dén noéng do bang 3x10° t€ bao/mL bang mdi
truong RPMI1640 (chura IL-2 va 10% FBS), va ddng nuoi cly v6i cac té bao A375 duoc
xir Iy bang Mitomycin C. Sau 8 ngay ddng nudi cdy, cac té bao don nhan mau ngoai vi
dugc thu nhan, va céac té bao A375 méi duge phan giai cling dugc thu nhén. Mbi chudt
nhit duoc cdy véi: cac té bao don nhan mau ngoai vi & mat do bang 8x10°, cac té bao

A375 & mat do bang 4x10°% thé tich cdy: 0,2mL/chudt nhét (chta 50% Matrigel); chy
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dudi da vao sudn bén phai cia cdc chudt nhit cai NCG, téng cong 30 chudt nhit dugc
cdy. Cac chudt nhét duoc chia ngau nhién thanh cac nhom theo trong luong co thé. Ché
do st dung, liéu va dudng dua thudc duoc thé hién chi tiét trong Bang 20. Ngay & do cac

chu6t nhit duge chia nhém dé str dung cac hop chét thir nghiém duge thiét 1ap 1a ngay 0.

Bang 20. ché do liéu cia PEG-IL-2-22

; Nhém Liéu % anvx | Dudng dwa
Nhém sir dung N (mg/kg) Che dog lieu thubc
1 PBS 6 -- Q3D iv.
2 6 0,03 Q3D iv.
3 6 0,1 Q3D iv.
4 PEG-IL-2-22 I—¢ 0,03 Q3D s.C.
5 6 0,1 Q3D S.C.

(Luu y: N: sb Iwong chudt nhit dugc st dung. i.v.: tiém tinh mach duoi; s.c.: ti€ém
duéi da. Q3D: dugce st dung ba ngay mot 1in. Thé tich tiém: thé tich tiém duoc diéu
chinh theo trong lugng cia cic chudt nhit mang khéi u (0,1mL/10g)).

Khi qua trinh st dung duoc bat déu, trong luong khéi u va thé tich khéi u ctia cac
chudt nhét dugc do hai 1an mot tudn. Céc két qua thir nghiém dugc thé hién tuong g
trong Bang 21 va Fig.10.

Bang 21. Tac dung khang khdi u ciia PEG-IL-2-22 trén m6 hinh chudt nhét bi khéi

u A375 clia nguoi

Nhém Thé tich khdi u Thé tich khoi u TGI T/C | Triso
¢ ngay 0 (mm") & ngay 27 (mm’) (%) (%) P
1 00 1558,55+320,54
2 0+0 175,75+64,16 88,72 | 11,28 | <0,001
3 0+0 55,62+15,18 96,43 3,57 | <0,001
4 0+0 95,08+37,27 93,90 6,10 | <0,001
5 0+0 232,23+35,68 85,10 | 14,90 | <0,001

O thoi diém két thuc thir nghiém (sau 27 ngay su dung), thé tich khéi u va trong
luong khéi u & nhém duogc st dung PEG-IL-2-22 (0,03mg/kg, ti€ém tinh mach dudi),
nhém dugc sit dung PEG-IL-2-22 (0,1mg/kg, tiém tinh mach dudi), nhom dugce st dung
PEG-IL-2-22 (0,03mg/kg, tiém dudi da), nhom dugc st dung PEG-IL-2-22 (0,1mg/kg,
fiém dudi da) 1a khac biét dang ké so v6i thé tich khéi u va trong lwong khoi u ¢ nhém
dugc str dung PBS (tri $6 P nho hon 0,001), thé hién tac dung tc ché dang ké sinh trudng
ctia khdi u.

Vi du 13: Phéan tich kha néng sinh mién dich cua interleukin-2 va bién thé ctia n6
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Bing phan tich m6 phong trén mdy tinh, s6 lugng ctia epitop té bao T duoc md
phong (TCE) duoc tinh toan bang céach sit dung bién thé interleukin-2 gan nhu twong
duong hodc nhé hon sb luong cua interleukin-2 thé dai (xem Bang 22). Céc két qua phan
tich cho thdy ring cac dot bién axit amin trong mdi bién thé interleukin-2 s& khong gay
anh huong bt loi dén kha nang sinh mién dich cua interleukin-2, cho cac muc dich lién

quan dén diéu trj bénh.

Bang 22. Céc epitop té bao T ctia bién thé interleukin-2

S So thir
io’ tu ciia Eni £bio T
tt ll: epitop o pitop té bao
i bao T

1L-2 5 LISNINVIV FKFYMPKKA MILNGINNY LTRMLTFKF MLTFKFYMP
1L-2-01 4 FKFYMPKKA LISNINVIV LTRMLTFKF | MLTFKFYMP
1L-2-02 6 MILNGINSY FKFYMPKKA LTRMLTFKF LISNINVIV INSYKNPKL MLTFKFYMP
11.-2-03 5 LISNINVIV FKFYMPKKA MILNGINNY LTRMLTFKF MLTFKFYMP
1L-2-04 5 LISNINVIV FKFYMPKKA MILNGINNY LTRMLTFKF MLTFKFYMP
1L-2-05 5 MILNCINNY FKFYMPKKA LISNINVIV LTRMLTFKF MLTFKFYMP
1L-2-06 5 LISNINVIV MHIDATLYM IQSMHIDAT MILNGIQSM LNGIQSMHI
1L-2-07 4 TRMLTAKFA LISNINVIV MILNGINNY LTRMLTAKF
1L-2-08 3 LISNINVIV MILNGINNY LTRMLTAKF
11.-2-09 6 FKFAMPKKA MILNGINNY LTRMLTFKF | RMLTFKFAM LISNINVIV MLTFKFAMP
1L-2-10 3 LISNINVIV LTRMLTAKF INSYKNPKL
IL-2-11 3 LISNINVIV LTRMLTAKF INSYKNPKL
1L-2-12 3 LISNINVIV LTRMLTAKF INSYKNPKL
1L-2-13 3 LISNINVIV LTRMLTAKF INSYKNPKL
1L-2-14 3 LISNINVIV MILNGISNY LTRMLTAKF
1L-2-21 2 LISNINVIV LTRMLTAKF
1L-2-22 2 LISNINVIV LTRMLTAKF
1L-2-23 5 LISNINVIV MHIDATLYM IQSMHIDAT MILNGIQSM LNGIQSMHI
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YEU CAU BAO HQ
1. Bién thé interleukin-2, trong d6 bién thé nay chura cac dot bién duoc chon tir nhém bao
gdm 21), 24) va 29): 21) N26Q, N29S, F42A, N71Q va L72G, 24) N26Q, N30S, F42A
va L72G, 29) Q11C, NNYKNPKLTRMLTFKF & céc vi tri s6 29-44 dwoc dot bién thanh
QSMHIDATL, va L132C; trong d6 céc dot bién ciia né c6 do twong dong nhét dinh voi
interleukin-2 thé dai, va sb tht tu cia vi tri dot bién dugc tinh tir axit amin A ¢ vi tri thir

hai theo trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2.

2. Bién thé interleukin-2 theo diém 1, d6 on dinh cta bién thé interleukin-2 nay duoc gia
tang khi so v6i do n dinh ca interleukin-2 thé dai.

3. Bién thé interleukin-2 theo diém 1, trong do bién thé nay con chira dot bién axit amin
C125A.

4. Bién thé interleukin-2 theo diém 1, trong d6 interleukin-2 thé dai c6 trinh tu axit amin

nhu néu trong SEQ ID NO.2.

5. Bién thé interleukin-2, trong d6 bién thé niy chira cac axit amin nhu néu trong trinh tu

bét ky duge chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO.22, SEQ ID NO.34, va SEQ ID NO.36.

6. Bién thé interleukin-2 theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 bién thé
ndy la monome, va/hodc dugc lién két véi PEG, va/hodc duoc glycosyl hoa, va/hodc
duoc tiép hop véi albumin hogc duge dung hop véi albumin, va/hodc dugce dung hop véi

ving Fe, vi/hogc duge hydroxyetyl hoa, va/hodc khong dugc O- glycosyl hoa.

7. Bién thé interleukin-2 theo diém 6, trong d6 PEG dugc lién két v6i dau tan cing N cla
bién thé interleukin-2 ndy.

8. Bién thé interleukin-2 theo diém 7, trong d6 khéi lugng phan tir cia PEG nim trong
khoang tir 5SKD dén 50KD.

9. Bién thé interleukin-2 theo didm 8, trong d6 khdi lugng phén tir cia PEG bang 20KD.
10. Bién thé interleukin-2, trong d6 bién thé nay chtra cac dot bién sau: 22) N26Q, N29S
va N88R, trong d6 cac dot bién cua no c6 do twong dﬁ‘)ng nhét dinh véi interleukin-2 thé
dai, va s6 thu tu cua vi tri dot bién duoc tinh tir axit amin A & vi tri th hai theo trinh ty

axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2.
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11. Bién thé interleukin-2 theo diém 10, do dn dinh ctia bién thé interleukin-2 nay dwoc

gia tang khi so voi do 6n dinh cua interleukin-2 thé dai.

12. Bién thé interleukin-2 theo didm 10, trong d6 bién thé nay con chira dot bién axit

amin C125A.

13. Bién thé interleukin-2 theo diém 10, trong d6 interleukin-2 thé dai c6 trinh tu axit

amin nhu néu trong SEQ ID NO.2.

14. Bién thé interleukin-2, trong d6 bién thé nay chira cac axit amin nhw néu trong trinh

tw SEQ ID NO.41.

15. Bién thé interleukin-2 theo diém bt ky trong sd céc diém tir 10 dén 14, trong d6 bién
thé nay la monome, va/hodc duoc li€n két voi PEG, va/hoic duge glycosyl hda, va/hodc
duoc tiép hop vé6i albumin hodc dugc dung hop v6i albumin, va/hodc duge dung hop véi

ving Fe, va/hodc duge hydroxyetyl hoa, va/hodc khong dugc O-glycosyl hoa.

16. Bién thé interleukin-2 theo diém 15, trong d6 PEG dugc lién két v6i du tan cing N

cta bién thé interleukin-2 nay.

17. Bién thé interleukin-2 theo diém 16, trong d6 khéi lugng phan tir cia PEG nim trong

khoang tir 5SKD dén 50KD.

18. Bién thé interleukin-2 theo didm 17, trong d6 khdi lugng phén tir cia PEG bang
20KD.

19. Thé tiép hop mién dich, chta bién thé interleukin-2 theo diém bat ky trong s céc
diém tir 1 dén 9, trong d6 bién thé interleukin-2 nay dugc lién két truc tiép voi cAu tric
khong interleukin-2 hodc li€n két gian tiép voi cAu tric khong interleukin-2 thong qua
gbc lién két.

20. Thé tiép hop mién dich theo diém 19, trong d6 céu trac khong interleukin-2 nay 1a

cAu tric gin két khang nguyén.

21. Thé tiép hop mién dich theo diém 20, trong d6 cau tric gén két khang nguyén nay 1a
khang thé hodc manh gén két khang nguyén cua no.

22. Thé tiép hop mién dich theo diém 21, trong d6 khang thé nay hoic méanh gin két
khang nguyén cia no huc’rﬁg dich khang nguyén c6 mdt trén t& bao khéi u hodc trong moi
truong cua té bao khdi u.
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23. Thé tiép hop mién dich, chira bién thé interleukin-2 theo diém bét ky trong s6 céc
diém tir 10 dén 18, trong d6 bién thé interleukin-2 nay dugc lién két truc tiép véi céu tric
khong interleukin-2 hodc lién két gian tiép véi cAu trac khong interleukin-2 thong qua
gbc lién két.

24. Thé tiép hop mién dich theo diém 23, trong d6 cu tric khong interleukin-2 nay 1a
chu tric gin két khang nguyén.

25. Thé tiép hop mién dich theo diém 24, trong d6 chu tric gan két khang nguyén nay 13
khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua no.

26. Dugc phdm, chtra bién thé interleukin-2 theo diém bét k¥ trong s cac diém tir 1 dén
9 hoic thé tiép hop mién dich theo diém bét ky trong sb céc diém tir 19 dén 22, duoc
phém nay chura ta dugc pha loang, chét mang hodc chét b6 trg duge dung.

27. Dugc phdm, chira bién thé interleukin-2 theo diém bét ky trong sé cac diém tir 10 dén
18 hodc thé tiép hop mién dich theo diém bét ky trong sd cic diém tir 23 dén 25, duge
pham nay chira ta dugc pha loang, chit mang hoic chét bb trg duge dung.

28. Axit nucleic, ma hoa bién thé interleukin-2 theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1
dén 9.

29. Axit nucleic theo diém 28, trong d6 axit nucleic ndy chtra polynucleotit ¢6 trinh tu

nhu néu trong trinh tw bat ky trong sb cac trinh tu SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.33, SEQ
ID NO.35.

30). Axit nucleic, ma hoa bién thé interleukin-2 theo diém bt ky trong s6 cic diém tir 10

dén 18.

31. Axit nucleic theo diém 28, trong d6 axit nucleic nay chtra polynucleotit ¢6 trinh tu

nhu néu trong trinh ty SEQ ID NO.40.
32. Vecto biéu hién, chtra axit nucleic theo diém 28 hoic 29.
33. Vecto biéu hién, chira axit nucleic theo diém 30 hoac 31.

34. Té bao vat chi, chira vecto biéu hién theo diém 32, hodc biéu hién bién the
interleukin-2 theo diém bt ky trong s6 céc diém tr 1 dén 9, thé tiép hop mién dich theo

diém bAt ky trong s6 cac diém tir 19 dén 22.
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35. Té bao vat chu theo diém 34, trong do té bao vat chd nay la té bao nhan so hoic té

bao nhéan that.

36. Té bao vat chu theo diém 35, trong d6 té bao vat chi nay la té bao vi khudn hoac té

bao nAm men hodc té€ bao dong vat co vu.

37. Té bao vat chu theo diém 36, trong do6 té bao vat chu nay 1a Saccharomyces

cerevisiae hodc Escherichia coli.

38. Té bao vt chu, chira vecto biéu hién theo diém 33, hoic biéu hién bién thé
interleukin-2 theo diém bat ky trong sb cic diém tir 10 dén 18, thé tiép hop mién dich

theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir 23 dén 25.

39. Té bao vt chii theo didm 38, trong d6 t& bao vét chi ndy 1a t& bao nhén so hogc té

bao nhéan that.

40. Té bao vat chii theo diém 39, trong dé té bao vat chii nay 1a té bao vi khuén hoc té

bao nam men hodc té bao dong vat co vi.

41. Té bao vat chu theo diém 40, trong do té bao vat chu nay la Saccharomyces

cerevisiae hoidc Escherichia coli.

42. Phuong phép san xuét bién thé interleukin-2 theo diém bt ky trong sd céc diém tir 1
dén 9, bao gém cac bude sau: chén cac dot bién vao interleukin-2 thé dai ctia nguoi, hodc
thue hién bidu hién ti t& hop bing cach sir dung axit nucleic theo diém 28 hogc 29, hode
vecto bidu hién theo diém 32, hodc biéu hién bién thé interleukin-2 bang cach str dung té

bao vat chi theo diém bit ky trong s cac diém tir 34 dén 37.

43. Phuong phép san xuét bién thé interleukin-2 theo diém bét ky trong sb cac diém tir 10
dén 18, bao g@)m cac budc sau: chén cac dot bién vao interleukin-2 thé dai cua nguoi,
hoac thuc hién biéu hién tai td hop b%lng cach str dung axit nucleic theo diém 30 hoac 31,
hoac vecto biéu hién theo diém 33, hoic biéu hién bién thé interleukin-2 bang cach st

dung té bao vat chu theo diém bat ky trong sé cac diém tir 38 dén 41.
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<110>

<120>

<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
catatgg
ttagatc
atgctga
ctggaag
catctgc
agcgaaa
aatcgtt
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Met Ala
1

His Leu

Lys Asn

Lys Lys
50

Lys Pro

65

Leu Arg

Leu Lys
Ala Thr

Ile Ile
130
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
catatgg
ttagatc
atgctga
ctggaag
catctgc
agcgaaa
aatcgtt

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

49192

DANH MUC TRINH TU

JIANGSU HENGRUI MEDICIN CO., LTD.

SHANGHAT HENGRUI PHARMACEUTICAL CO., LTD

SHANGHAI SHENGDI PHARMACEUTICAL CO., LTD

BTEN THE INTERLEUKIN-2 VA DUQC PHAM CHUA BIEN THE NAY

719086CPCT

41

SIPOSequencelListing 1,0
1

417

ADN/ARN

Trinh ty nhan tao

Gen

(1) ..(417)

Trinh tu axit nucleic IL-2 thé dai
1

cac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagc tgcaactgga acatctgctg
tgc aaatgattct gaacggcatc aacaactaca aaaatccgaa actgacccgt
cct tcaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg agctgaaaca tctgcagtgt
aag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatc tggcacagag caaaaacttt
gtc cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta ttgtgctgga actgaaaggt
cca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg caaccattgt ggaatttctg
gga ttaccttttg tcagagcatt attagcaccc tgacctaatg aggatcc

2

134

PRT

Trinh ty nhén tao

Peptit
(1)..(134)
Trinh tu axit amin IL-2 thé dai
2
Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu
5 10 15
Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr
20 25 30
Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro
35 40 45
Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu
55 60
Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln Ser Lys Asn Phe His
70 75 80
Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu
85 90 95
Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr
100 105 110
Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Cys Gln Ser
115 120 125
Ser Thr Leu Thr

3

417

ADN/ARN

Trinh ty nhé&n tao

Gen

(1)..(417)

Trinh tu axit nucleic IL-2-01
3

cac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagce tgcaactgga acatctgctg
tgc aaatgattct gcagggcatc aacaactaca aaaatccgaa actgacccgt
cct tcaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg agctgaaaca tctgcagtgt
aag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatc tggcacagag caaaaacttt
gtc cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta ttgtgctgga actgaaaggt
cca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg caaccattgt ggaatttctg
gga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc tgacctaatg aggatcc

4

134

PRT

Trinh ty nhén tao

Peptit

(1)..(134)

Trinh tu axit amin IL-2-01
4
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Met Ala Pro
1
His Leu Leu

Lys Asn Pro
35
Lys Lys Ala
50
Lys Pro Leu
65
Leu Arg Pro

Leu Lys Gly

Ala Thr Ile
115
Ile Ile Ser
130
<210> 5
<211> 417

Thr Ser Ser Ser Thr

Leu Asp Leu Gln Met

20

Lys Leu Thr Arg Met

40

Thr Glu Leu Lys His

55

Glu Glu Val Leu Asn

70

49192

Lys Lys Thr
10

Ile Leu Gln

25

Leu Thr Phe

Leu Gln Cys

Leu Ala Gln
75

Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn

85

Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu

100

105

Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile

120

Thr Leu Thr

<212> ADN/ARN

<213> Trinh tu

. (417)

cgaccagcag
aaatgattct
tcaaattcta
aactgaaacc
cgcgtgatct
cctttatgtg
ttacctttgc

nhdn tao

cagcaccaaa
gaacggcatc
catgccgaaa
gctggaagag
gattagcaat
tgaatatgcc
acagagcatt

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> Gen
<222> (1).
<223>
<400> 5
catatggcac
ttagatctgc
atgctgacct
ctggaagaag
catctgcgtc
agcgaaacca
aatcgttgga
<210> 6
<211> 134
<212> PRT
<220>
<221> Pept
<222> (1).

it
. (134)

Trinh tu axit nucleic IL-2-02

aaaacccagc
aacagctaca
aaagcaaccg
gttctgaatc
attaacgtta
gatgaaaccg
attagcaccc

<223> Trinh tu axit amin IL-2-02

<400> 6
Met Ala Pro
1

His Leu Leu

Lys Asn Pro
35
Lys Lys Ala
50
Lys Pro Leu
65
Leu Arg Pro

Leu Lys Gly

Ala Thr Ile
115
Ile Ile Ser
130
<210> 7
<211> 417

Thr Ser Ser Ser Thr

5

Leu Asp Leu Gln Met

20

Lys Leu Thr Arg Met

40

Thr Glu Leu Lys His

55

Glu Glu Val Leu Asn

70

Arg Asp Leu Ile Ser

85

Ser Glu Thr Thr Phe

100

Val Glu Phe Leu Asn

120

Thr Leu Thr

<212> ADN/ARN

<213>
<220>
<221> Gen
<222> (1).

. (417)

Trinh ty nhé&n tao

Lys Lys Thr
10

Ile Leu Asn

25

Leu Thr Phe

Leu Gln Cys

Leu Ala Gln
75
Asn Ile Asn
90
Met Cys Glu
105
Arg Trp Ile

<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-03

<400> 7

catatggcac
ttagatctgc
atgctgacct
ctggaagaag
catctgcgtc
agcgaaacca
aatcgttgga

cgaccagcag
aaatgattct
tcaaattcta
aactgaaacc
cgcgtgatct
cctttatgtg
ttacctttgc

cagcaccaaa
gaacggcatc
catgccgaaa
gctggaagag
gattagcaat
tgaatatgcc
acagagcatt

aaaacctgtc
aacaactaca
aaagcaaccg
gttctgaatc
attaacgtta
gatgaaaccg
attagcacct

<210>
<211>

8
134

Gln Leu Gln
Gly Ile Asn

Lys Phe Tyr
45
Leu Glu Glu

Ser Lys Asn
Val Ile Vval

Tyr Ala Asp

110

Thr Phe Ala
125

tgcaactgga
aaaatccgaa
agctgaaaca
tggcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
tgacctaatg

Gln Leu Gln
Gly Ile Asn

Lys Phe Tyr
45

Leu Glu Glu

60

Ser Lys Asn

val Ile Vval

Tyr Ala Asp

110

Thr Phe Ala
125

tgcaactgga
aaaatccgaa
agctgaaaca
tggcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
gtacctaatg

&3

Leu Glu
15
Asn Tyr

Met Pro
Glu Leu
Phe His

Leu Glu
95
Glu Thr

Gln Ser

acatctgctg
actgacccgt
tctgcagtgt
caaaaacttt
actgaaaggt
ggaatttctg
aggatcc

Leu Glu
15
Ser Tyr

Met Pro
Glu Leu

Phe His
80
Leu Glu

Glu Thr

Gln Ser

acatctgctg
actgacccgt
tctgcagtgt
caaaaacttt
actgaaaggt
ggaatttctg
aggatcc
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120
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)
<223> Trinh tu axit amin IL-2-03
<400> 8
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr
1 5 10
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn
20 25
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe
35 40
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys
50 55
Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln
65 70 75
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn
85 90
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu
100 105
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile
115 120
Ile Ile Ser Thr Cys Thr
130
<210> 9
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Alen
<222>  (1)..(417)
<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-04
<400> 9
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagce
ttagatctgc aaatgattct gaacggcatc aacaactaca
atgctgacct tcaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gtttgtaatc
catctgcgtt gtcgtgatct gattagcaat attaacgtta
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc
<210> 10
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)
<223> Trinh ty axit amin IL-2-04
<400> 10
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr
1 5 10
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn
20 25
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe
35 40
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys
50 55
Lys Pro Leu Glu Glu Val Cys Asn Leu Ala Gln
65 70 75
Leu Arg Cys Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn
85 90
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu
100 105
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile
115 120
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
130
<210> 11
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Gen
<222>  (1)..(417)
<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-05
<400> 11

catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagce tgcaactgga acatctgctg
ttagatctgc aaatgattct gaactgtatc aacaactaca aaaatccgaa actgacccgt

84

Cys
Gly
Lys
Leu
60

Ser
Val
Tyr

Thr

Leu
Ile
Phe
45

Glu
Lys
Ile

Ala

Phe
125

Gln
Asn
30

Tyr
Glu
Asn
Val
Asp

110
Ala

tgcaactgga
aaaatccgaa
agctgaaaca
tggcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
tgacctaatg

Gln
Gly
Lys
Leu
60

Ser
val
Tyr

Thr

Leu

Ile

Phe
45

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe
125

Gln

Asn

30
Tyxr

Glu

Asn

val

Asp
110
Ala

Leu
15

Asn
Met
Glu
Phe
Leu

Glu

Gln

acatctgctg
actgacccgt
tctgcagtgt
caaaaacttt
actgaaaggt
ggaatttctg

Glu
Tyr
Pro
Leu
His
80

Glu

Thr

Ser

aggatcc

Leu

Asn

Met

Glu

Phe

Leu
95

Glu

Gln

Glu
Tyr
Pro
Leu
His
Glu
Thr

Ser

60
120
180
240
300
360
417

60
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atgctgacct tcaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatc
catctgcgte cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc
<210> 12
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)
<223> Trinh ty axit amin IL-2-05
<400> 12
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr
1 5 10
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn
20 25
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe
35 40
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys
50 55
Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln
65 70 75
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn
85 90
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu
100 105
Ala Thr Ile vVal Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile
115 120
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
130
<210> 13
<211> 396
<212> ADN/ARN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<221> Gen
<222> (1)..(396)
<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-06
<400> 13
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagce
ttagatctgc aaatgattct gaacggcatc cagagcatgc
atgccgaaaa aagcaaccga gctgaaacat ctgcagtgtc
ctggaagagg ttctgaatct ggcacagagc aaaaactttc
attagcaata ttaacgttat tgtgctggaa ctgaaaggta
gaatatgccg atgaaaccgc aaccattgtg gaatttctga
cagagcatta ttagcaccct gacctaatga ggatcc
<210> 14
<211> 127
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(124)
<223> Trinh tu axit amin IL-2-06
<400> 14
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr
1 5 10
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn
20 25
His Ile Asp Ala Thr Leu Tyr Met Pro Lys Lys
35 40
His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys Pro
50 55
Asn Leu Ala Gln Ser Lys Asn Phe His Leu Arg
65 70 75
Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu Leu Lys
85 90
Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala Thr
100 105
Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Ser Ile Ile
115 120
<210> 15
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> Gen

agctgaaaca
tggcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
tgacctaatg

Gln Leu Gln

Cys Ile Asn
Phe
45

Glu

Lys Tyr

Leu Glu

Ser Lys Asn

Val Ile Val

Tyr Ala Asp
110
Ala

Thr Phe

125

tgcaactgga
atattgatgc
tggaagaaga
atctgcgtcce
gcgaaaccac
atcgttggat

Gln Leu

Gly Ile
30
Ala Thr
45
Leu Glu
60
Pro

Arg Asp

Gly Ser

Ile Vval

110
Thr
125

Ser

&5

Gln

Gln

Glu

Glu

Glu

Glu

Leu

tctgcagtgt
caaaaactgt
actgaaaggt
ggaatttctg
aggatcc

Leu Glu
15
Asn Tyr

Met Pro

Glu Leu
His
80

Glu

Cys

Leu
95
Glu Thr

Gln Ser

acatctgctg
aaccctgtac
actgaaaccg
gcgtgatctg
ctttatgtgt
tacctttgca

Leu Glu

Ser Met

Leu Lys

Val Leu

Leu Ile

Thr Thr
95
Phe Leu

Thr

180
240
300
360
417

60
120
180
240
300
360
396
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<222>  (1)..(417)
<223> Trinh ty axit nucleic IL-2-07
<400> 15
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagc tgcaactgga acatctgctg 60
ttagatctgc aaatgattct gaacggcatc aacaactaca aaaatccgaa actgacccgt 120
atgctgaccg caaaattcgc aatgccgaaa aaagcaaccg agctgaaaca tctgcagtgt 180
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatc tggcacagag caaaaacttt 240
catctgcgtc cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta ttgtgctgga actgaaaggt 300
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg caaccattgt ggaatttctg 360
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc tgacctaatg aggatcc 417
<210> 16
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> Peptit
<222>  (1)..(134)
<223> Trinh ty axit amin IL-2-07
<400> 16
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu
1 5 10 15
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr
20 25 30
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Ala Lys Phe Ala Met Pro
35 40 45
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu
50 55 60
Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln Ser Lys Asn Phe His
65 70 75 80
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu
85 90 95
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr
100 105 110
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Ser
115 120 125
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
130
<210> 17
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> Gen
<222>  (1)..(417)
<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-08
<400> 17
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagc tgcaactgga acatctgctg 60
ttagatctgc aaatgattct gaacggcatc aacaactaca aaaatccgaa actgacccgt 120
atgctgaccg caaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg agctgaaaca tctgcagtgt 180
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatg gcgcacagag caaaaacttt 240
catctgcgtc cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta ttgtgctgga actgaaaggt 300
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcec gatgaaaccg caaccattgt ggaatttctg 360
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc tgacctaatg aggatcc 417
<210> 18
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)
<223> Trinh tu axit amin IL-2-08
<400> 18
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu
1 5 10 15
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr
20 25 30
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Ala Lys Phe Tyr Met Pro
35 40 45
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu
50 55 60
Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Gly Ala Gln Ser Lys Asn Phe His
65 70 75 80
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu
85 90 95
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr
100 105 110
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Ser
115 120 125
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
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aaaacccagc
aacaactaca
aaagcaaccg
gttctgaatg
attaacgtta
gatgaaaccg
attagcaccc

r Ser Thr Lys Lys Thr

10
Ile Leu Asn
25
Leu Thr Phe

Leu Gln Cys

Gly Ala Gln
75

u Ile Ser Asn Ile Asn

130

<210> 19

<211> 417

<212> ADN/ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> Gen

<222> (1)..(417)

<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-09

<400> 19

catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa

ttagatctgc aaatgattct gaacggcatc

atgctgacct tcaaattcgc aatgccgaaa

ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag

catctgcgtc cgcgtgatct gattagcaat

agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc

aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt

<210> 20

<211> 134

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> Peptit

<222> (1)..(134)

<223> Trinh tu axit amin IL-2-09

<400> 20

Met Ala Pro Thr Ser Se

1 5

His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met
20

Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met

35 40
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His
50 55

Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn

65 70

Leu Arg Pro Arg Asp Le

Leu Lys Gly

Ala Thr Ile
115
Ile Ile Ser
130
<210> 21
<211> 417
<212> ADN/
<213>
<220>
<221> Gen
<222> (1).
<223>
<400> 21
catatggcac
ttagatctgc
atgctgaccg
ctggaagaag
catctgcgtc
agcgaaacca
aatcgttgga
<210> 22
<211> 134
<212> PRT
<213>
<220>
<221> Pept
<222> (1).
<223>
<400> 22

Met Ala Pro
1
His Leu Leu

Lys Asn Pro
35
Lys Lys Ala
50
Lys Pro Leu
65

85

90

Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu

100

105

Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile

Thr Leu Th

ARN

. (417)

cgaccagcag
aaatgattct
caaaattcta
aactgaaacc
cgcgtgatct
cctttatgtg
ttacctttgc

it
. (134)

120
r

Trinh tu nhan tao

cagcaccaaa
gcagggcatc
catgccgaaa
gctggaagag
gattagcaat
tgaatatgcc
acagagcatt

Trinh tu nhan tao

Trinh tyu axit nucleic IL-2-10

aaaacccagc
aacagctaca
aaagcaaccg
gttctgaatg
attaacgtta
gatgaaaccg
attagcaccc

Trinh ty axit amin IL-2-10

Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr

5
Leu Asp Le
20

u Gln Met

Lys Leu Thr Arg Met

Thr Glu Le

Glu Glu Va
70

40
u Lys His
55
1 Leu Asn

10
Ile Leu Gln
25
Leu Thr Ala

Leu Gln Cys

Gly Ala Gln
75

tgcaactgga
aaaatccgaa
agctgaaaca
gcgcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
tgacctaatg

Gln Leu Gln

Gly Ile Asn
30
Lys Phe Ala
45
Leu Glu Glu
60
Ser Lys Asn

val Ile Vval

Tyr Ala Asp

110

Thr Phe Ala
125

tgcaactgga
aaaatccgaa
agctgaaaca
gcgcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
tgacctaatg

acatctgctg
actgacccgt
tctgcagtgt
caaaaacttt
actgaaaggt
ggaatttctg
aggatcc

Leu Glu
15
Asn Tyr

Met Pro
Glu Leu

Phe His
80

Leu Glu

95

Glu Thr

Gln Ser

acatctgctg
actgacccgt
tctgcagtgt
caaaaacttt
actgaaaggt
ggaatttctg
aggatcc

Gln Leu Gln Leu Glu

15

Gly Ile Asn Ser Tyr

30

Lys Phe Tyr Met Pro

45

Leu Glu Glu Glu Leu

60

Ser Lys Asn Phe His

&7

80

60
120
180
240
300
360
417

60
120
180
240
300
360
417
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88/94
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu
85 90 95
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr
100 105 110
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Ser
115 120 125
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
130
<210> 23
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Gen
<222>  (1)..(417)
<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-11
<400> 23
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacctgtc tgcaactgga acatctgctg 60
ttagatctgc aaatgattct gcagggcatc aacagctaca aaaatccgaa actgacccgt 120
atgctgaccg caaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg agctgaaaca tctgcagtgt 180
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatg gcgcacagag caaaaacttt 240
catctgcgtc cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta ttgtgctgga actgaaaggt 300
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg caaccattgt ggaatttctg 360
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcacct gtacctaatg aggatcc 417
<210> 24
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhé&n tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)
<223> Trinh tu axit amin IL-2-11
<400> 24
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Cys Leu Gln Leu Glu
1 5 10 15
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Gln Gly Ile Asn Ser Tyr
20 25 30
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Ala Lys Phe Tyr Met Pro
35 40 45
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu
50 55 60
Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Gly Ala Gln Ser Lys Asn Phe His
65 70 75 80
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu
85 90 95
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr
100 105 110
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Ser
115 120 125
Ile Ile Ser Thr Cys Thr
130
<210> 25
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Gen
<222>  (1)..(417)
<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-12
<400> 25
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagce tgcaactgga acatctgctg 60
ttagatctgc aaatgattct gcagggcatc aacagctaca aaaatccgaa actgacccgt 120
atgctgaccg caaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg agctgaaaca tctgcagtgt 180
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gtttgtaatg gcgcacagag caaaaacttt 240
catctgcgtt gtcgtgatct gattagcaat attaacgtta ttgtgctgga actgaaaggt 300
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg caaccattgt ggaatttctg 360
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc tgacctaatg aggatcc 417
<210> 26
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)

88



49192

<223> Trinh tu axit amin IL-2-12
<400> 26
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr
1 5 10
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Gln
20 25
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Ala
35 40
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys
50 55
Lys Pro Leu Glu Glu Val Cys Asn Gly RAla Gln
65 70 75
Leu Arg Cys Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn
85 90
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu
100 105
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile
115 120
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
130
<210> 27
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> Gen
<222>  (1)..(417)
<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-13
<400> 27
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagc
ttagatctgc aaatgattct gcagtgtatc aacagctaca
atgctgaccg caaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatg
catctgcgtc cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc
<210> 28
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)
<223> Trinh tu axit amin IL-2-13
<400> 28
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr
1 5 ’ 10
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Gln
20 25
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Ala
35 40
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys
50 55
Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Gly Ala Gln
65 70 75
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn
85 90
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu
100 105
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile
115 120
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
130
<210> 29
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<221> Gen
<222> (1) ..(417)
<223> Trinh tu axit nucleic IL-2-14
<400> 29
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagc
ttagatctgc aaatgattct gaacggcatc agcaactaca
atgctgaccg caaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatg
catctgcgtc cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc

Gln Leu Gln

Gly Ile Asn
30
Phe Tyr
45

Glu

Lys
Leu Glu
60
Ser

Lys Asn

vVal Ile val

Tyr Ala Asp
110
Ala

Thr Phe

125

tgcaactgga
aaaatccgaa
agctgaaaca
gcgcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
tgacctaatg

Gln Leu Gln

Ile Asn
30

Tyr

Cys

Phe
45
Glu

Lys
Leu Glu
60
Ser

Lys Asn

Val Ile Val

Tyr Ala Asp
110
Ala

Thr Phe

125

tgcaactgga
aaaatccgaa
agctgaaaca
gcgcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
tgacctaatg

&9

Leu Glu
15
Ser Tyr

Met Pro

Glu Leu

Phe His
80
Leu Glu

Glu Thr

Gln Ser

acatctgctg
actgacccgt
tctgcagtgt
caaaaactgt
actgaaaggt
ggaatttctg
aggatcc

Leu Glu
15
Ser Tyr

Met Pro

Glu Leu

Cys His

Leu Glu
95
Glu Thr

Gln Ser

acatctgctg
actgacccgt
tctgcagtgt
caaaaacttt
actgaaaggt
ggaatttctg
aggatcc

60
120
180
240
300
360
417

60
120
180
240
300
360
417
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<210> 30
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh ty nhéan tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)
<223> Trinh tuy axit amin IL-2-14
<400> 30
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr
1 5 10
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn
20 25
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Ala
35 40
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys
50 55
Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Gly Ala Gln
65 70 75
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn
85 90
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu
100 105
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile
115 120
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
130
<210> 31
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> Gen
<222>  (1)..(417)
<223> Trinh ty axit nucleic IL-2-21
<400> 31
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagce
ttagatctgc aaatgattct gcagggcatc agcaactaca
atgctgaccg caaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatg
catctgcgtc cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc
<210> 32
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)
<223> Trinh ty axit amin IL-2-21
<400> 32
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr
1 5 10
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Gln
20 25
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Ala
35 40
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys
50 55
Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Gly Ala Gln
65 70 75
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn
85 90
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu
100 105
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile
115 120
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
130
<210> 33
<211> 417
<212> ADN/ARN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Gen
<222>  (1)..(417)
<223> Trinh ty axit nucleic IL-2-22
<400> 33

Gln
Gly
Lys
Leu
60

Ser
val
Tyr

Thr

Leu
Ile
Phe
45

Glu
Lys
Ile

Ala

Phe
125

Gln
Ser
30

Tyr
Glu
Asn
Val
Asp

110
Ala

tgcaactgga
aaaatccgaa
agctgaaaca
gcgcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
tgacctaatg

Gln
Gly
Lys
Leu
Ser
Val
Tyr

Thr

Leu
Ile
Phe
45

Glu
Lys
Ile

Ala

Phe
125

90

Gln
Ser
Tyr
Glu
Asn
Val
Asp

110
Ala

Leu
15

Asn
Met
Glu
Phe
Leu
95

Glu

Gln

acatctgctg
actgacccgt
tctgcagtgt
caaaaacttt
actgaaaggt
ggaatttctg

Glu
Tyr
Pro
Leu
His
Glu
Thr

Ser

aggatcc

Leu
15

Asn
Met
Glu
Phe
Leu

Glu

Gln

Glu
Tyr
Pro
Leu
His
80

Glu

Thr

Ser

60
120
180
240
300
360
417
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catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagc tgcaactgga acatctgctg 60
ttagatctgc aaatgattct gcagggcatc agcaactaca aaaatccgaa actgacccgt 120
atgctgaccg caaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg agctgaaaca tctgcagtgt 180
ctggaagaag aactgaaacc gctggaagag gttctgcagg gcgcacagag caaaaacttt 240
catctgcgtc cgcgtgatct gattagcaat attaacgtta ttgtgctgga actgaaaggt 300
agcgaaacca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg caaccattgt ggaatttctg 360
aatcgttgga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc tgacctaatg aggatcc 417
<210> 34
<211> 134
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(134)
<223> Trinh tyu axit amin IL-2-22
<400> 34
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu
1 5 10 15
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Gln Gly Ile Ser Asn Tyr
20 25 30
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Ala Lys Phe Tyr Met Pro
35 40 45
Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu
50 55 60
Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Gln Gly Ala Gln Ser Lys Asn Phe His
65 70 75 80
Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu
85 90 95
Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr
100 105 110
Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Ser
115 120 125
Ile Ile Ser Thr Leu Thr
130
<210> 35
<211> 396
<212> ADN/ARN
<213> Trinh tu nhadn tao
<220>
<221> Alen
<222> (1)..(396)
<223> Trinh ty axit nucleic IL-2-23
<400> 35
catatggcac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacctgtc tgcaactgga acatctgctg 60
ttagatctgc aaatgattct gaacggcatc cagagcatgc atattgatgc aaccctgtac 120
atgccgaaaa aagcaaccga gctgaaacat ctgcagtgtc tggaagaaga actgaaaccg 180
ctggaagagg ttctgaatct ggcacagagc aaaaactttc atctgcgtcc gcgtgatctg 240
attagcaata ttaacgttat tgtgctggaa ctgaaaggta gcgaaaccac ctttatgtgt 300
gaatatgccg atgaaaccgc aaccattgtg gaatttctga atcgttggat tacctttgca 360
cagagcatta ttagcacctg tacctaatga ggatcc 396
<210> 36
<211> 127
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Peptit
<222> (1)..(127)
<223> Trinh tu axit amin IL-2-23
<400> 36
Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Cys Leu Gln Leu Glu
1 5 10 15
His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile Gln Ser Met
20 25 30
His Ile Asp Ala Thr Leu Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys
35 40 45
His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu
50 55 60
Asn Leu Ala Gln Ser Lys Asn Phe His Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile
65 70 75 80
Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr
85 90 95
Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu
100 105 110
Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Ser Ile Ile Ser Thr Cys Thr
115 120 125
<210> 37
<211> 198
<212> PRT
<213> Trinh tuw nhén tao
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<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Glu Leu Cys Asp

1
Ala

Gly
Asn
Ala
65

Lys
Gln
Glu
Tyr
Ser
145
Leu

Lys

His

Met
Phe
Ser
50

Thr
Glu
Ala
Ala
Gln
130
Val
Ile

Pro

His

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

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Met
1
Phe
Phe
Ala
Arg
65
Ala
val
Arg
Met
Asn
145
Leu
Ala
Thr
Leu
Phe
225
Lys
Pro

Ser

Asp

Asp
Pro
Tyr
Leu
50

Trp
Cys
Asp
val
Ala
130
Ile
Glu
Pro
Leu
Gln
210
Arg
Thr
Ser

Arg

Pro
290

Mién

(1) ..(198) )
IL-2R alpha (trinh ty danh dau His)

37

Ala
Arg
35

Ser
Arg
Arg
Ser
Thr
115
Cys
Cys
Cys
Gln
His
195

38

466
PRT

Tyr
20

Arg
His
Asn
Lys
Leu
100
Glu
val
Lys
Thr
Ala

180
His

Trinh tu

Mién

Asp
5
Lys
Ile
Ser
Thr
Thr
85
Pro
Arg
Gln
Met
Gly
165

Ser

His

Asp Pro Pro Glu Ile

Glu
Lys
Ser
Thr
70

Thr
Gly
Ile
Gly
Thr
150
Glu

Pro

His

Gly
Ser
Trp
55

Lys
Glu
His
Tyr
Tyr
135
His
Met

Glu

nhén tao

(1)..(466)

IL-2R beta

38
Met

Gly
Asn
35

Gln
Asn
Asn
Ile
Met
115
Pro
Ser
Phe
Leu
Thr
195
Gly
Thr
His
val
Thr

275
Glu

Thr
Gly
40

Asp
Gln
Met
Cys
His
120
Arg
Gly
Glu

Gly

(khoang Fc)

Arg Val Pro Ala Gln

Ala
20

Ser
Asp
Gln
Leu
Val
100
Ala
Ile
Trp
Glu
Leu
180
Pro
Glu
Lys
Thr
Phe
260

Pro

val

5
Arg

Arg
Thr
Thr
Ile
85

Thr
Ile
Ser
Glu
Ala
165
Thr
Asp
Phe
Pro
Cys
245
Leu

Glu

Lys

Cys
Ala
Ser
Cys
70

Leu
Leu
Gln
Leu
Ile
150
Arg
Leu
Thr
Thr
Ala
230
Pro
Phe

Val

Phe

Ala
Asn
Cys
55

Glu
Gly
Arg
Asp
Gln
135
Ser
Thr
Lys
Gln
Thr
215
Ala
Pro
Pro

Thr

Asn
295

Val
Ile
40

Gln
Leu
Ala
Val
Phe
120
Val
Gln
Leu
Gln
Tyr
200
Trp
Leu
Cys
Pro
Cys

280
Trp

Met
25

Ser
Asn
Val
Gln
Arg
105
Phe
Ala
Lys

Thr

Arg
185

Leu
Asn
25

Ser
Val
Leu
Pro
Leu
105
Lys
val
Ala
Ser
Lys
185
Glu
Ser
Gly
Pro
Lys
265

val

Tyr

10
Leu

Leu
Gln
Thr
Ser
90

Glu
Val
Leu
Thr
Ser

170
Pro

Leu
10

Gly
Cys
His
Pro
Asp
90

Cys
Pro
His
Ser
Pro
170
Gln
Phe
Pro
Lys
Ala
250
Pro

Val

val

49192

Pro
Asn
Tyr
Cys
Pro
75

Pro
Pro
Val
His
Arg
155

Gln

Glu

Gly
Thr
Val
Ala
Val
75

Ser
Arg
Phe
Val
His
155
Gly
Glu
Gln
Trp
Asp
235
Pro
Lys
val

Asp

His
Cys
Met
Gln
60

Gln
Met
Pro
Gly
Arg
140
Trp

Phe

Ser

Leu
Ser
Trp
Trp
60

Ser
Gln
Glu
Glu
Glu
140
Tyr
His
Trp
Val
Ser
220
Thr
Glu
Asp

Asp

Gly
300

Ala
Glu
Leu
45

Cys
Pro
Gln
Pro
Gln
125
Gly
Thr

Pro

Glu

Leu
Gln
Ser
45

Pro
Gln
Lys
Gly
Asn
125
Thr
Phe
Thr
Ile
Arg
205
Gln
Gly
Leu
Thr
vVal

285
val

92

Thr
Cys
30

Cys
Thr
Glu
Pro
Trp
110
Met
Pro
Gln

Gly

Thr
190

Leu
Phe
30

Gln
Asp
Ala
Leu
val
110
Leu
His
Glu
Trp
Cys
190
Val
Pro
Ala
Leu
Leu
270

Ser

Glu

Phe
15

Lys
Thr
Ser
Glu
Val
95

Glu
val
Ala
Pro
Glu

175
Ser

Leu
15

Thr
Asp
Arg
Ser
Thr
95

Arg
Arg
Arg
Arg
Glu
175
Leu
Lys
Leu
Gln
Gly
255
Met
His

Val

Lys
Arg
Gly
Ser
Gln
80

Asp
Asn
Tyr
Glu
Gln
160

Glu

Cys

Trp
Cys
Gly
Arg
Trp
80

Thr
Trp
Leu
Cys
His
160
Glu
Glu
Pro
Ala
Asp
240
Gly
Ile

Glu

His
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Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
305 310 315 320
Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
325 330 335
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
340 345 350
Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Cys
355 360 365
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
370 375 380
Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
385 390 395 400
Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val
405 410 415
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp
420 425 430
Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
435 440 445
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
450 455 460
Gly Lys
465
<210> 39
<211> 492
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(492)
<223> IL-2R gama (héc Fc)
<400> 39
Met Leu Lys Pro Ser Leu Pro Phe Thr Ser Leu Leu Phe Leu Gln Leu
1 5 10 15
Pro Leu Leu Gly Val Gly Leu Asn Thr Thr Ile Leu Thr Pro Asn Gly
20 25 30
Asn Glu Asp Thr Thr Ala Asp Phe Phe Leu Thr Thr Met Pro Thr Asp
35 40 45
Ser Leu Ser Val Ser Thr Leu Pro Leu Pro Glu Val Gln Cys Phe Val
50 55 60
Phe Asn Val Glu Tyr Met Asn Cys Thr Trp Asn Ser Ser Ser Glu Pro
65 70 75 80
Gln Pro Thr Asn Leu Thr Leu His Tyr Trp Tyr Lys Asn Ser Asp Asn
85 90 95
Asp Lys Val Gln Lys Cys Ser His Tyr Leu Phe Ser Glu Glu Ile Thr
100 105 110
Ser Gly Cys Gln Leu Gln Lys Lys Glu Ile His Leu Tyr Gln Thr Phe
115 120 125
Val Val Gln Leu Gln Asp Pro Arg Glu Pro Arg Arg Gln Ala Thr Gln
130 135 140
Met Leu Lys Leu Gln Asn Leu Val Ile Pro Trp Ala Pro Glu Asn Leu
145 150 155 160
Thr Leu His Lys Leu Ser Glu Ser Gln Leu Glu Leu Asn Trp Asn Asn
165 170 175
Arg Phe Leu Asn His Cys Leu Glu His Leu Val Gln Tyr Arg Thr Asp
180 185 190
Trp Asp His Ser Trp Thr Glu Gln Ser Val Asp Tyr Arg His Lys Phe
195 200 205
Ser Leu Pro Ser Val Asp Gly Gln Lys Arg Tyr Thr Phe Arg Val Arg
210 215 220
Ser Arg Phe Asn Pro Leu Cys Gly Ser Ala Gln His Trp Ser Glu Trp
225 230 235 240
Ser His Pro Ile His Trp Gly Ser Asn Thr Ser Lys Glu Asn Pro Phe
245 250 255
Leu Phe Ala Leu Glu Ala Gly Ala Gln Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
260 265 270
Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
275 280 285
Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
290 295 300
Thr Cys Val Val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
305 310 315 320
Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
325 330 335
Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser val Leu Thr
340 345 350
val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys vVal
355 360 365
Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
370 375 380
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Lys Gly
385
Asp Glu

Phe Tyr
Glu Asn

Phe Phe
450

Gly Asn

465

Tyr Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
catatgg
ttagatc
atgctga
ctggaag
catctgc
agcgaaa
aatcgtt
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Met Ala
1

His Leu

Gln Pro
Leu Thr

Pro Ser
420

Asn Tyr

435

Leu Tyr

Val Phe
Gln Lys
40
417
ADN/ARN

Trinh tu

Gen

49192

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
390 395

Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp

405 410

asp Ile Ala Val Glu Trp Glu

425
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
440
Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
455

Ser Cys Ser Val Met His Glu
470 475

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

485 490

nhan tao

(1)..(417)

Trinh tu
40

axit nucleic IL-2-24

cac cgaccagcag cagcaccaaa aaaacccagc
tgc aaatgattct gcagggcatc agcaactaca
cct tcaaattcta catgccgaaa aaagcaaccg
aag aactgaaacc gctggaagag gttctgaatc
gtc cgcgtgatct gattagccgt attaacgtta
cca cctttatgtg tgaatatgcc gatgaaaccg
gga ttacctttgc acagagcatt attagcaccc

41
134
PRT
Trinh tu

Peptit

nhé&n tao

(1)..(134)

Trinh tu
41
Pro Thr

Leu Leu
20

Lys Asn Pro Lys

Lys Lys
50

Lys Pro

65

Leu Arg

Leu Lys
Ala Thr

Ile Ile
130

35
Ala Thr

Leu Glu
Pro Arg

Gly Ser
100

Ile Val

115

Ser Thr

axit amin IL-2-24

Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr
5 10
Asp Leu Gln Met Ile Leu Gln
25
Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe
40
Glu Leu Lys His Leu Gln Cys
55
Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln
70 75
Asp Leu Ile Ser Arg Ile Asn
85 90
Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu
105
Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile
120
Leu Thr

Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
460

Ala

Lys

Pro
Leu
Asn
Ser
445
Arg

Leu

Pro
val
Gly
430
Asp

Trp

His

tgcaactgga
aaaatccgaa
agctgaaaca
tggcacagag
ttgtgctgga
caaccattgt
tgacctaatg

Gln
Gly
Lys
Leu
60

Ser
val
Tyr

Thr

Leu
Ile
Phe
Glu
Lys
Ile
Ala

Phe
125

94

Gln
Ser
30

Tyr
Glu
Asn
Val
Asp

110
Ala

Cys
Lys
415
Gln
Gly
Gln

Asn

acatctgctg
actgacccgt
tctgcagtgt
caaaaacttt
actgaaaggt
ggaatttctg

Arg
400
Gly
Pro
Ser

Gln

His
480

aggatcc

Leu
15

Asn
Met
Glu
Phe
Leu
95

Glu

Gln

Glu
Tyr
Pro
Leu
His
80

Glu

Thr

Ser

60
120
180
240
300
360
417

94/94





