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Linh vie k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén xytokin mién dich chtra phirc hop protein heterodime trén co sé
IL-15/IL-15Ra, va xytokin ndy ding 1am chét diéu tri, cy thé chit dé didu tri bénh ung thu
va bénh ty mién. Sang ché con d& cép dén xytokin mién dich chta phirc hop protein
heterodime trén co s& IL-15/IL-15Ra va khang thé diéu bién mién dich, khang thé nay dung
1am chit didu tri, cu thé 13 cht dé didu tri bénh ung thu va bénh tw mién, va dugc phdm

chura xytokin nay.

Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Céc xytokin 13 nhém c4c protein va glycoprotein truyén tin hiéu ma gidng nhu cic
hormon va chét dan truyén thin kinh, dugc st dung rong tdi trong viéc truyén thong tin
trong té bao. Trong khi c4c hormon dugc tiét ra tir cic co quan cu thé dén mau, va céc chat
dan truyén than kinh c6 lién quan dén su hoat dong cua day than kinh, c4c xytokin 13 nhém
hop chét da dang hon vé ngudc gbc va muyc dich. Ching dugc tao ra bai rat nhiéu loai té bao
tao mau va té bao khéng tao méau va cé thé anh huéng dén ca cac té bio lan cin va toan bd
co thé, va doi khi phy thudc dang ké vio su c¢6 mit ciia cac héa chit khac. Ho xytokin chu
yéu bao gdm céc protein va glycoprotein nhé, tan trong nude, ¢6 khdi lwong nim trong
khoang tir 8 dén 30 kDa. Céc xytokin rit quan trong cho su phat trién va chirc ning ciia ca
d4p tmg mién dich bdm sinh va d4p tng mién dich thich tng. Chiing thudng dugc tiét ra boi
c4c té bao mién dich di giip phai tic nhan gy bénh, nhd d6 hoat héa va huy dong thém cac
t& bao mién dich d& 1am gia ting mic d6 dap tmg cta hé théng vdi tac nhan gay bénh.

Trong sb céc xytokin, intolokin 15 (IL-15) 13 xytokin c6 tinh tuwong tu vé ciu trac véi
IL-2; intolokin ndy duoc tiét ra béi cac thé thuc bao don nhan (va mét sb té bao khac) sau
khi nhidm (c4c) virut hodc kich thich gian tiép bing cac té bao duoc thira nhan 13 "khéng tu
than" hodc bi yéu di. Xytokin ndy cam tmg sy ting sinh té bio clia cac té bao giét tw nhién;
cac té bao ctia hé¢ mién dich bam sinh c6 vai trd chinh 14 tiéu diét cac té bao dd nhiém virut.
Protein dugc ma héa béi gen nay 13 xytokin diéu hoa sw hoat héa va sy ting sinh cia té bao
T va té bao giét ty nhién.

Intolokin-15 (IL-15) 14 glycoprotein cé khdi lwong 14-15 kDa duoc nhan biét dong
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thoi boi hai nhém duéi dang yéu t6 hoat héa té bao T (Grabstein, K.H. et al., Science 1994,
264, 965; Burton, J.D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91, 4935). mARN cua IL-15
dugc biéu hién rong rii trong céc t& bao va mo khac nhau, tuy nhién, rit khé tim thiy
protein trong céc té bao niy hodc trong dich ndi bé mat té bao do sy kiém soat sau phién ma
manh d6i v6i su biéu hién cia ching & cép d6 dich mé va giao luu ndi bao (Bamford RN. et
al., J. Immunol. 1998, 160: 4418-4426; Kurys G, et al., J. Biol. Chem. 2000, 275: 30653-
30659). Ngoai ra, dd chirng minh dugc réng IL-15 c6 thé ton tai & dang hoat héa lam protein
mang (Musso et al., Blood 1999, Vol. 93, No 10 (May 15): pp 3531-3539), va gan day, da
nhan thiy duoc ring né c6 thé c¢6 chirc ning 1am phdi tir hoic thy thé (Budalgian et al., JBC
2004, vol 279, No 40: pp 42192-42201) cam Gng sy tiét ra cac xytokin tién viém thong qua
con duong nay. Su biéu hién & mirc cao cia protein hoa tan c6 lién quan dén sinh bénh hoc
ctia bénh viém va bénh ty min. IL-15 d3 duoc phat hién tréng mot s& bénh bao gdbm bénh
Crohn (Kirman I., 1996, Am. J. Gastroenterol. 91, 1789), psoriasis (Ruckert R. 2000, 165:
2240-2250), bénh bach cdu (Yamada Y. 1999, Leukemia and Lymphoma, 35(1-2): 37-45)
vi bénh viém da khép dang thdp (theumatoid arthritis: RA), (Mclnnes LB. 1998,
Immunology Today, 19, 75-79). Su gin két cta phdi tir véi thu thé té bao T cim tng sy
biéu hién cia IL-15Ra va sy bidu hién cia mot s6 khang nguyén hoat héa nhu CD69, CD25
va TNFRIIL Ngoai ra, IL-15 13 chit héa ung dong d6i véi cac té bao lymphd T trong mau
ctia ngudi (Wilkinson 1995, J. Exp. Med. 181, 1255-1259). T4t ca cac sb liéu ndy goi ¥ ring
IL-15 dugc biéu hién boi cac té bao trinh dién khang nguyén c6 thé 1a quan trong dbi véi su
hoat héa té bao sém & vi tri viém.

IL-15 13 thanh vién ctia ho c4c xytokin cé bdn b6 xodn—alpha nho. Hiéu qua sinh hoc
cta IL-15 dwoc trung gian boi sy gén két ctia né vé6i thu thé mang té bao gdm ba tiéu don vi
a, B, va v. IL-15Ra 13 tiéu don vi ddc hiéu véi xytokin ndy ma né dugc gin két véi véi 4i
luc rét cao Kd 107", va c6 thé dugc tim thiy dudi dang thu thé mang hoic & dang hoa tan
(Budagian V. et al., JBC 2004, 279, 39: 40368-40375; Mortier et al., The Journal of
Immunology, 2004, 173: 1681-1688). IL-15Ro, chira mién Sushi, c6 kha ning gin két véi
IL-15, va rat can thiét cho chirc nang sinh hoc cta IL-15 sau khi gén Kkét.

IL-15 ¢6 céc han ché lién quan dén trong lwong phén tir thip, thoi gian ban hy in
vivo ngan, lidu luong lap lai khé dugc kiém soét, va c6 thé giy ra tac dung phu mién dich
toan than. Do d6, rit can tim ra phuong phap c6 thé 1am gia ting thdi gian ban hiy in vivo,

va kich thich hodc lam gia tdng hoat tinh sinh hoc cia IL-15 in vivo.
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Gan day, d3 phat hién dugc ring phirc hop duogc tao bai IL-15 va thu thé ctia n6 IL-
15Ra c6 thé 1am gia ting dang k& hoat tinh sinh hoc ctia IL-15. Céc nghién ctru cho thiy
rdng phirc hop duoc tao boi IL-15 v thy thé hoa tan IL-15Ra 13 t6t hon dang ké so véi IL-
15 mdt minh trong viéc kich thich sy ting sinh clia c4c t& bao lymphd T CD8+ tri nhé va
cac té bao NT/NKT. Phﬁ'c hop IL-15/IL-15Ra c6 hidu quéa cao hon 10 13n so v6i IL-15 mot
minh trong viéc kich thich sy ting sinh clia cac té bao T CD8+ tri nhé va trong viéc duy tri
su sdng ciia chiing, va co ché nay c6 thé c6 lién quan dén su trinh dién cis.

Céac Coéng bd don qudc té sé6 W02007046006, WO2016095642 boc 1§ protein dung
hop dugc ding dé kich thich con dudng truyén tin hiéu IL-15Rbeta/gama dé nhd d6 cam
trng va/hodc kich thich sy hoat héa vd/hodc ting sinh cia céc té bao duwong tinh véi IL-
15Rbeta/gama, nhu cac t& bao NK va/hodc T, khac biét & chd, né chira IL-15 duge lién két
theo cach gi4n tiép bing céc lién két cong héa tri v6i polypeptit chita mién sushi cia ving
ngoai bao cia IL-15Ralpha, va viéc sir dung chiing trong diéu tri bénh ung thu. Tuy nhién,
Céng bd don quéc té s6 W02007046006 cung cip sb liéu thir nghiém va cac dic diém cta
chét siéu chii van duy nhit ddi véi IL-15 duoc lién két v6i IL-15Ralpha bing peptit clia
nhém lién két thong qua cac axit amin & ddu tan cing N va diu tin cling C, trong khi Cong
b6 don qubc t& s6 W02016095642 cung cp sb liéu thir nghiém va cac dic diém cta chét
siéu cht van duy nhat d6i voi IL-15 duogc lién két bang lién két S-S thé kham dugc tao ra
bdi sy d6t bién Cys trong phdi tir IL-15 va IL-15Ralpha cta chinh ching. Ca hai tai liéu nay
déu khong cung cp bing chimg bt ky v& hoat tinh va cac ddc didm hoa 1y cia cac bién thé
siéu chi van IL15 bao gdm c4c mién protein dung hop dugc lién két bang (cac) lién két S-S
hodc khong c6 lién két cdu S-S.

Céc d6i trong ndy c6 cac han ché lién quan dén trong luong phan tir thip, thdi gian
ban hiy in vivo ngin. Ching c6 hoat tinh cia intolokin 15 bi han ché, va rit khé tao ra
ching, cu thé 1 trong cac té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc, va cb lién quan dén
hiéu suét thép.

Cac Cong bb don quéc t& s6 WO WO 2015103928, W02018071919 bdc 16 cac bién
thé cho giai php ctia vin dé trén day, cu thé 13 protein clia chét chil van heterodime IL-15
bao gdm protein (I) va protein (II), trong d6 protein (I) néu trén dugc tao ra bdi IL-15 dung
hop v&i bién thé Fe thir nhét, bién thé Fc thir nhét nay dwoc lién két v6i ddu tan cing C clia
IL-15, va protein (I[) néu trén 13 bién thé Fc thtr hai hodc dugc tao bdi IL-15R0, hodc bién

thé ciia né dung hop v6i bién thé Fc thir hai, bién thé Fc thtr hai nay dugc lién két véi dau
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tan cing C cta IL -15Ra. Protein (I) va protein (II) tao thanh protein heterodime 6n dinh
théng qua su tuong tac "chd phinh vao chd 16m" giita bién thé Fc thir nhit va bién thé Fc
thir hai.

Sy tao ra cac xytokin mién dich trén co s& IL-15 dugc dic biét quan tAm dé Két hop
céc dac tinh c6 loi cia khang thé dic hidu khdi u hudng dich cac khdi u ¢b hiéu qua diéu
bién mién dich cta intolokin 15.

Céac Cong bd don qubc té s6 WO W02015018528, W02018071918 boc 1d xytokin
mién dich chtra thé lién hop va khéng thé diéu bién mién dich hodc manh ciia nd, dugc lién
két theo cach truc tiép hodc gian tiép b?mg cac lién két cdng hoa tri v6i thé lién hop néu trén,
trong d6 thé lién hop chira polypeptit c6 trinh tur axit amin cia intolokin-15 hodc cac dan
xuét clia nd, va trinh tu axit amin ciia mién sushi ctia IL-15Ra hodc cac dan xuét ctia né.

Céng bd don québc t& s6 WO 2012175222 bdc 16 xytokin mién dich dé diéu tri bénh
ung thu, xytokin ndy chira thé lién hop, va khang thé hodc manh ciia né dugc chon tir nhém
bao gdm manh Fab, manh Fab', manh F(ab")2, Facb, Fd, va scFv, trong d6 thé lién hop néu
trén chira polypeptit c6 trinh ty axit amin cia intolokin 15, va polypeptit chira trinh tu axit
amin mién sushi cia IL-15Ra. Thé lién hop va khang thé hoic méanh ctia né duge lién két
cdng hoda tri b?mg cach st dung céc chét lién hop c6 hai chic dé tao ra sy lién hop protein.

Cong bd don qudc té s6 W02019006472 boc 16 protein heterodime c6 hai chirc bao
gbm:

protein dung hgp IL-15/IL-15Ro chira protein IL-15Ra, protein IL-15, va mién Fc
thr nhit; va -

monome cla mién gin két khang nguyén dé gin két véi khang nguyén duoc chon tir
nhém bao gdm CD8 cta ngudi, NKG2A cla ngudi, va NKG2D cia ngudi, bao gdm chudi
ning chira monome VH-CHI-mién ban 18-CH2-CH3, trong d6 VH 13 mién bién d6i chudi
ning va CH2- CH3 14 mién Fc thi hai, va chudi nhe chtra mién bién d6i chudi nhe (VL) va
mién 6n dinh chudi nhe (CL),

trong d6 c4c mién Fc thir nhit va thir hai néu trén c6 tip hop su thay thé axit amin
duoc chon tir nhom bao gém:

S267K / L368D / K3708S: S267K / S364K / E357Q);

S364K / E357Q: L368D / K370S;

L368D / K370S: S364K;

L368E / K370S: S364K;
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T411T /K360E / Q362E: D401K;

L368D / K3708S: S364K / E357L va

K370S:S364K / E357Q.

Mic di di c6 cac giai phap theo tai liéu d3 biét trén day dbi voi phitc hop cia IL-15
va thu thé cua n6 IL-15Ra, van can ¢ phén t trén co s& IL15 ma sé& tinh bn dinh cao, thoi
gian ban huy in vivo kéo dai, hoat tinh sinh hoc in vivo ting 1én va kha ndng sén sinh & cac
té bao ciia déng vat c6 vu ting 1én.

Pinh dang cua xytokin mién dich méi d& dugc phat trién boi cac tic gia sang ché nay
chtta cac phéan tir heterodime trén co s IL-15 va IL-15Ra, c6 tinh bn dinh cao, kha ning san
sinh & cac t& bao clia ddng vt c6 vii ting 1én, thoi gian ban hiy in vivo kéo dai va hoat tinh
sinh hoc in vivo tang 1én. Ngoai ra, ching 13 cic dinh dang thuong dung cho xytokin mién
dich dic hidu kép c¢6 dic tinh cta hoat tinh IL15. Pinh dang ciia xytokin mién dich méi d3
duoc phat trién boi cac tac gia sang ché nay c6 ddc tinh giam theo két qua cta cac nghién

ctu tién 1am sang.

Ban chét k§ thuit ciia sdng ché

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén xytokin mién dich dé kich thich su hoat héa
va/hodc tang sinh ciia céc té bao duong tinh véi IL-15Rbeta/gama, xytokin nay chira an IL-
15/IL-15Ra phirc hop protein heterodime bao gdm:

1) IL-15Ra0, duoc lién két voi

a) mién 6n dinh chudi nhe ctia khang thé, hoic

b) c4c mién 6n dinh chudi ning cta khang thé chira mién 6n dinh chudi ning thi
nhat (CH1) va monome cuia ménh Fc chira cac mién 6n dinh chudi ning thir hai (CH2) va
thir ba (CH3),

2) IL-15 duoc lién két voi

a) c4c mién dn dinh chudi ning ciia khang thé chira mién 6n dinh chudi ning tht nhit
(CHI) vA monome cia manh Fc chtra c4c mién 6n dinh chudi ning tht hai (CH2) va thir ba
(CH3), hodc

b) mién én dinh chudi nhe cia khéng thé ;

trong d6 mién 8n dinh chudi ning cta khang thé thr nhit va mién 6n dinh chudi nhe
ctia khang thé trong phirc hop heterodime cé hodc khong c6 sy lién két cong héa tri bang

lién két cau S-S tu nhién, va
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trong d6, néu IL-15 hodc IL-15Ra duoc lién két v6i mién 6n dinh chudi nhe cia
khang thé, thi phin con lai, duoc chon tir IL-15Ra hodc IL-15, cta phitc hgp protein
heterodime duoc lién két v6i cic mién &n dinh chudi ning ctia khang thé.

Theo mot sb phuong an, xytokin mién dich chia mién 6n dinh chudi ndng cua khang
thé thtr nht va mién 8n dinh chudi nhe ciia khang thé nim trong phtic hop heterodime, c6
su lién két cong hoa tri b%mg lién két cdu S-S ty nhién.

Theo mdt sb phuong an, xytokin mién dich chira mién 6n dinh chubi ning cta khéng
thé thir nhit va mién 6n dinh chudi nhe cia khang thé nim trong phtrc hop heterodime,
khong c6 sy lién két cong hoéa tri bang lién két cau S-S tu nhién.

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi nhe ctia khéng
thé dwogc chon tir CK hodc CL.

Theo mét sé phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra ¢ trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:9, hoic bién thé IL-15R0 ctia thé dot bién da biét bit ky c6 hoat tinh sinh
hoc tuong tu.

Theo mét s6 phwong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 c6 trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:10, hodc bién thé IL-15 cua thé dot bién da biét bat ky c6 hoat tinh sinh
hoc tuong tu.

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra duoc lién két véi mién 6n
dinh chudi nhe ctia khang thé.

Theo mét s6 phuong 4n, xytokin mién dich chita IL-15Ra duoc lién két v6i mién 6n
dinh chudi nhe cta khang thé cé trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID
NO:19.

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 dugc lién két v6i mién 6n
dinh chudi nhe cta khang thé.

Theo mot sb phwong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 dugc lién két v6i mién on
dinh chudi nhe ctia khang thé c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:3 hodc SEQ ID
NO:21.

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich chira mién én dinh chudi ning tht nhat
(CH1) va monome ctia manh Fc chita cac mién 6n dinh chudi ning thit hai (CH2) va tht ba
(CH3) duoc lién két bang mién ban 18.

Theo mdt sb phuong an, xytokin mién dich chira IL-15 ho#ic IL-15Ra duoc lién két

v6i cac mién dn dinh chudi ning cta khang thé duoc sip xép theo thir ty sau: CH1-mién ban
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18-CH2-CH3.

Theo mot sb phwong 4n, xytokin mi&n dich chira IL-15Ra duge lién két v6i cac mién
6n dinh chudi ning ctia khang thé.

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra dugc lién két v6i cac mién
6n dinh chudi ning cia khang thé c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4 hoic SEQ
ID NO:22.

Theo mét sb phwong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 dugc lién két v6i cac mién dn
dinh chudi nang ciia khang thé.

Theo mot s& phuong an, xytokin mién dich chira IL-15 dugc lién két v6i cac mién 6n
dinh chudi ning cta khang thé cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:2 hoic SEQ ID
NO:20.

Theo mdt s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira:

IL-15Ra dugc lién két voi midn 6n dinh chubi nhe cia khang thé co trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO:1 ho#c SEQ ID NO:19, va

IL-15 duoc lién két v6i cac midn 6n dinh chudi ning cta khang thé c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:20.

Theo mdt s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira:

IL-15Ro duoc lién két voi cac mién én dinh chudi ning cia khang thé c6 trinh t axit
amin néu trong SEQ ID NO:4 hodc SEQ ID NO:22, va

IL-15 dugc lién két v6i mién 6n dinh chudi nhe ciia khang thé c¢6 trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:3 hodc SEQ ID NO:21.

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich chira sy dot bién trong monome clia
méanh Fc, gdy ra su thiéu hut cac dic tinh cia ADCC, CDC, va/hodc ADCP trong xytokin
mién dich néu trén.

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich chita manh Fc thudc vé IgG.

Theo mdt sd phuong 4n, xytokin mién dich chira manh Fc dugc chon tir nhém bao
gbm: IgG1, IgG2, hodc IgG4 clia ngudi.

Theo mét sb phwong 4n, xytokin mién dich chira hai phitc hgp protein heterodime
IL-15/IL-15Ra0 néu trén.

Theo mdt s§ phuong 4n, xytokin mién dich dugc sir dung 1am chit diéu tri dé diéu tri
bénh ung thu hoic bénh ty mién.

Theo mét sb phuong 4n, xytokin mién dich dugc st dyng lam chét diéu tri dé diéu tri
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bénh ung thu.

Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén xytokin mién dich dé kich thich sy hoat héa
va/hoic ting sinh cia cac t& bao duong tinh véi IL-15Rbeta/gama, xytokin ndy chira phirc
hop protein heterodime trén co s& IL-15/IL-15Ra va khang thé didu bién mién dich hoac
manh gin két khang nguyén ctia né, trc ché dic hiéu con dudng PD-1,

trong d6 phirc hop protein heterodime IL-15/IL-15Ra chira:

1) IL-15Ra dugc lién két véi

a) mién 6n dinh chudi nhe ctia khang thé, hoic

b) c4c mién dn dinh chudi ning cua khang thé chira mién 6n dinh chudi ning tht
nhit (CH1) va monome ctia manh Fc chira cac mién 8n dinh chudi ning thi hai (CH2) va
thtr ba (CH3),

2) IL-15 dugc lién két véi

a) cac mién 6n dinh chudi ning cta khang thé chira mién 6n dinh chudi ning thi nhét
(CHI1) v monome ctia méanh Fc chira cic mién dn dinh chudi ning thir hai (CH2) va tht ba
(CH3), hoac

b) mién 4n dinh chudi nhe ciia khang thé ;

trong d6 mién 8n dinh chudi ning cta khang thé thir nhit va mién dn dinh chudi nhe
cta khang thé trong phtc hop heterodime c6 hoic khong cé su lién két cong hoa tri bing
lién két cau S-S tw nhién, va

trong d6, néu IL-15 hodc IL-15Ra dwgc lién két v6i mién én dinh chudi nhe cua
khang thé, thi phdn con lai, dugc chon tir IL-15Ra hodc IL-15, ctia phitc hgp protein
heterodime dugc lién két voi cic mién 6n dinh chudi ning ciia khang thé.

Theo mét sb phuong 4n, xytokin mién dich chira mién dn dinh chudi ning ctia khang
thé thi nhat va mién 8n dinh chudi nhe cua khang thé ndm trong phurc hgp heterodime, cd
su lién két cong hoa tri bang lién két cau S-S tu nhién.

Theo mét sb phuong 4n, xytokin mién dich chira mién én dinh chudi ning ctia khang
thé thir nhit vi mién 6n dinh chudi nhe ctia khang thé nim trong phirc hop heterodime,
khong c6 su lién két cong héa tri bang lién két cau S-S tu nhién.

Theo mdt sé phuong 4n, xytokin mién dich chtra mién 6n dinh chudi nhe clia khang
thé dugc chon tir CK hodc CL.

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra ¢4 trinh ty axit amin néu

trong SEQ ID NO:9, hodc bién thé IL-15Ra cua thé dot bién di biét bat ky c6 hoat tinh sinh
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hoc tuong tu.

Theo mot sd phuong 4an, xytokin mién dich chtra IL-15 cé trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:10, hodc bién thé IL-15 cua thé dot bién da biét bit ky ¢ hoat tinh sinh
hoc tuong tu.

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra duge lién két v6i mién 6n
dinh chudi nhe ctia khang thé.

Theo mét sb phuong an, xytokin mién dich chira IL-15Ra duoc lién két v6i mién dn
dinh chudi nhe ctia khang thé cé trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:1 hoic SEQ ID
NO:19.

Theo mét sd phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 dugc lién két v6i mién 6n
dinh chudi nhe ctia khang thé.

Theo mdt sd phuong 4n, xytokin mién dich chita IL-15 dugc lién két voi mién 6n
dinh chudi nhe cta khang thé c6 trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:3 hoic SEQ ID
NO:21.

Theo mot sb phuong 4n, xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi ning thi nhét
(CH1) vA monome ciia manh Fc chira cic mién 6n dinh chudi ning thir hai (CH2) va thtr ba
(CH3) dugc lién két bing mién ban 18.

Theo mét sb phuong an, xytokin mién dich chta IL-15 hoic IL-15Ra duoc lién két
v6i cac mién én dinh chudi ning ciia khéng thé duge sip xép theo thit tw sau: CH1-mién ban
18-CH2-CH3.

Theo mét s phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra dugc lién két véi cac mién
6n dinh chudi ning cua khang thé.

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra dugc lién két v6i cac mién
6n dinh chudi ning ctia khang thé c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6 hozic SEQ
ID NO:24.

Theo mot sb phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 dugc lién két v6i cac mién dn
dinh chudi ning cta khang thé.

Theo mét s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 dugc lién két v6i cac mién bn
dinh chudi nang ctia khang thé c6 trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:5 hoic SEQ ID
NO:23.

Theo mdt sd phuong &n, xytokin mién dich chira khang thé diéu bién mién dich hoic

ménh gin két khang nguyén cua nd, tc ché dic hiéu con dudng PD-1, v 13 khang thé gin
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két dac hidu véi PD-1.

Theo mdt sé phwong an, xytokin mién dich chira khang thé didu bién mién dich bao
gém:

a) chudi nhe chira mién bién dbi chudi nhe va mién én dinh chudi nhe;

b) chudi ning chia mién bién d6i chudi nang va cac mién 6n dinh chudi ning cua
khéng thé chira mién dn dinh chudi ning thi nhit (CH1) v monome ctia manh Fc chira cac
mién 6n dinh chudi nang thir hai (CH2) va thir ba (CH3).

Theo mot sb phuong 4n, xytokin mién dich chtra mién bién déi chudi nhe bao gdm
cac ving LCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién 1, 2, va 3), duoc thé hién bang céc trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, va SEQ ID NO:16, twong ung.

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira mién bién dbi chudi nhe c6 trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO:18.

Theo mét sb phurong 4n, xytokin mién dich chtra mién bién ddi chudi ning chira cac
ving HCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién 1, 2, va 3), duoc thé hién bang cAc trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, va SEQ ID NO:13, twong ung.

Theo mdt sb phurong an, xytokin mién dich chira mién bién dbi chudi ning cé trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO:17.

Theo mot sb phuong an, xytokin mién dich chira:

1) mién bién d6i chudi nhe bao gdm cac ving LCDR 1, 2, va 3 (c4c vung siéu bién 1,
2, va 3), dugc thé hién b%mg cac trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:15, va SEQ ID NO:16, tuong ng.

2) mién bién dbi chudi niing bao gdm céc ving HCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién
1, 2, va 3), duoc thé hién bing c4c trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:12, va SEQ ID NO:13, twong Gng.

Theo mdt s§ phwong 4n, xytokin mién dich chira:

1) mién bién dbi chudi nhe cé trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:18.

2) mién bién dbi chudi nang c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:17.

Theo mdt sé phuong 4n, xytokin mién dich chira khang thé didu bién mién dich bao
gdm chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8.

Theo mét sb phuong 4n, xytokin mién dich chira khang thé diéu bién mién dich bao
gdm chudi ning c6 trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:7.

Theo mdt sb phwong 4n, xytokin mién dich chira khang thé diéu bién mién dich bao

10



52005 11/138
gbm:

chudi niing c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7;

chubi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8.

Theo mét sb phwong 4n, xytokin mién dich chtra khang thé diéu bién mién dich hosc
ménh gin két khang nguyén cta né, e ché dic hiéu con dudong PD-1, 13 khang thé gin két
dac hiéu voi PD-L1.

Theo mét sd phuong 4n, xytokin mién dich chia:

a) phirc hop protein heterodime trén co sé IL-15/IL-15Ra bao gdm:

IL-15R0 duoc lién két v6i mién 6n dinh chudi nhe cia khang thé c6 trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO:1 hoidc SEQ ID NO:19, va

IL-15 duoc lién két v6i cac mién dn dinh chudi ning cua khang thé c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:5 hodc SEQ ID NO:23;

b) khang thé diéu bién mién dich bao gdm:

chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7;

chudi nhe cé trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8.

Theo mot s6 phurong 4n, xytokin mién dich chira:

a) IL-15Ra duoc lién két véi cac mién 6n dinh chudi ning ciia khang thé c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:6 hodc SEQ ID NO:24, va

IL-15 dugc lién két v6i mién 6n dinh chudi nhe ctia khang thé cé trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO:3 hodc SEQ ID NO:21,;

b) didu bién mién dich khang thé bao gdm:

chudi nzing chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7;

chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8.

Theo mét sb phuong 4n, xytokin mién dich c6 su dot bién trong cac mién 4n dinh cta
khéng thé dé tao ra sy heterodime héa cia hai phin khéc nhau, mot phan trong d6 chira IL-
15R0, d lién két cong héa tri hodc khong cong héa tri dwoc lién két v6i cac mién 6n dinh
ctia khang thé va IL-15 dugc lién két v6i mién 6n dinh khang thé, va phan con lai chira
chudi ning va chudi nhe ctia khang thé da lién két cong héa tri hodc khong cong hoéa tri.

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chua:

monome Fc thtr nhit va monome Fc tht hai, dugc chon tir nhém sau day: monome
Fc thir nht Fc dugc cai bién bang chd phinh, va monome Fc thi hai Fc dugc cai bién bang

chd 16m, hozc khi monome Fc thtr hai Fc dugc cai bién bang chd phinh, va monome Fc thir
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nhit Fc dugc cai bién bang chd 16m.

Theo mét sb phuong 4n, xytokin mién dich chira monome Fc thit nhit c6 su thay thé
axit amin S354C/T366W, va a monome Fc th hai c6 sy thay thé axit amin
Y349C/T366S/L368A/Y407V.

Theo mét s& phuong 4n, xytokin mién dich chita monome Fc thit nhét c6 su thay thé
axit amin Y349C/T366S/L368A/Y407, va monome Fc thir hai cé su thay thé axit amin
S354C/T366W.

Theo mdt s6 phuong 4n, xytokin min dich chira manh Fe thudc vé IgG.

Theo mot s& phuong 4n, xytokin mién dich chira manh Fc, trong d6 isotyp ctia manh
Fc dugc chon tir nhém bao gdm: IgG1, IgG2, hoac IgG4 clia ngudi.

Theo mdt sd phuong 4n, xytokin mién dichv chta sy dot bién trong monome cua
méanh Fe, gy ra sy thiéu hut cic dic tinh cia ADCC, CDC, va/hoic ADCP trong xytokin
mién dich néu trén.

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich dugc sit dung dé didu tri bénh ung thu
hogc bénh tw mién.

Theo mét sb phuong 4n, xytokin mién dich dugc st dung dé didu tri bénh ung thur,

Theo mot khia canh, sang ché dé cip dén axit nucleic dugc phan 14p ma héa xytokin
bat ky trong sé cac xytokin mién dich néu trén.

Theo mdt s& phwong 4n, axit nucleic 14 ADN.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén vecto biéu hién chira axit nucleic néu trén.

Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén phuong phép tao ra té bao cha dé tao ra
xytokin mién dich néu trén, phuong phép nay bao gdm budc bién nap té bao nay véi vecto
trén day.

Theo mét khia canh, sang ché dé cap dén t& bao chu dé tao ra xytokin mién dich trén
day, t€ bao nay chira axit nucleic trén day.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra dugc chit chira xytokin
mién dich trén d4y, phuong phap nay bao gdm budc nudi cy té bao chi trén day trong moi
truong nudi céy trong cac didu kién du dé tao ra xytokin mién dich néu trén, néu cén, sau d6
phan 18p va tinh ché xytokin mién dich tao thanh.

Theo mot khia canh, sing ché dé cap dén duoc phém dé kich thich sy hoat héé
va/hoic ting sinh ctia cac t& bio dwong tinh véi IL-15Rbeta/gama, dwoc phim nay chira

xytokin mién dich trén day véi lugng c6 hidu qua didu tri, két hop véi mdt hodc nhiéu ta
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dugc dugc dung.

Theo mdt s§ phwong 4n, dugc phdm dugc st dung dé didu tri bénh ung thu hodc
bénh tir mién.

Theo mét s6 phuong 4n, duge phdm duge sir dung dé diéu tri bénh ung thu,

Theo mét sb phuong éan, dugc phém dugc st dung dé diéu tri bénh ung thu dugc
chon tir nhém bao gdm: HNSCC (bénh caxinom té bo c¢6 vay ving dau va cd), bénh ung
thu ¢b tir cung, bénh ung thu nguyén phét chua rd nguyén nhan, u nguyén bao x6p, bénh
ung thu thuc quan, bénh ung thu bang quang, TNBC (bénh ung thu vt bd ba am tinh), CRC
(bénh ung thu két-tryc trang), bénh caxinom té bao gan, u melanin, NSCLC (bénh ung thu
phdi t& bao khong nhé), bénh ung thu than, bénh ung thu budng tring, MSI CRC (bénh ung
thu két-tryc trang c6 tinh khong dn dinh vi vé tinh), bénh bach cdu (bénh bach cdu cap tinh
hoic bénh bach ciu nguyén tiiy bao), u lymphd, bénh da u tiy, u melanin, bénh ung thu vy,
bénh ung thy két-truc trang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thw bang quang, bénh
sacom, bénh caxinom té bdo gan, u nguyén bao x6p, u lymphd Hodgkin, bénh bach ciu
nguyén bao lymphd cip tinh té bao T va B, bénh ung thu phdi té bao nho, bénh bach cau
nguyén tiy bio cp tinh, u lymphé t& bao B khong Hodgkin dai déng, u lympho thé nang, u
lympho té bao B viing ria, u lympho té bao B 16n lan téa, bénh caxinom té bao c6 vay ving
ddu va cb, bénh ung thu tuy, bénh ung thu budng trimg, bénh bach ciu nguyén tity bao cp
tinh va hoi ching loan san tiy nguy co cao.

Theo mot khia canh, sang ché mé ta phwong phap didu tri bénh ung thw, phuong
phéap nay bao gf“)m budce cho dbi tugng cn didu tri st dung xytokin mién dich néu trén hoic
dugc pham néu trén, voi lugng c6 hidu qua diéu tri.

Theo mdt sd phuong an cia phuong phap diéu tri, bénh ung thu dugc chon tir nhém
bao gdm: HNSCC (bénh caxinom té bdo cé vay ving dau va cd), bénh ung thu ¢b tir cung,
bénh ung thu nguyén phat chua rd nguyén nhan, u nguyén bao xdp, bénh ung thu thuc quan,
bénh ung thw bang quang, TNBC (bénh ung thu via by ba am tinh), CRC (bénh ung thu két-
truc trang), bénh caxinom té bao gan, u melanin, NSCLC (bénh ung thu phdi t& bao khong
nhé), bénh ung thu than, bénh ung thu budng trimg, MSI CRC (bénh ung thu két-tryc trang
c6 tinh khong 6n dinh vi vé tinh), bénh bach ciu (bénh bach cau cdp tinh hoic bénh bach
cdu nguyén tiy bao), u lymphd, bénh da u tiy, u melanin, bénh ung thu v, bénh ung thu
két-truc trang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu bang quang, bénh sacém, bénh
caxinom t& bio gan, u nguyén bao xbp, u lymphdé Hodgkin, bénh bach ciu nguyén bao
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lymph6 cAp tinh t& bao T va B, bénh ung thu phdi t& bao nhé, bénh bach cu nguyén tiry bao
cap tinh, u lymphd t& bao B khong Hodgkin dai ding, u lymphd thé nang, u lymphd té bao
B ving ria, u lymphd t& bao B 16n lan toa, bénh caxinom té bao cé vy ving diu va b,
bénh ung th tuy, bénh ung thu budng trimg, bénh bach ciu nguyén tiy bao cap tinh va hoi
chirng loan san tuy nguy co cao.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén phwong phap hoat héa hoat tinh sinh hoc
cta quin thé t& bao T hodc quan thé té bao NK & dbi tugng can c6 sy hoat héa nay, phuong
phép ndy bao gém budc cho dbi twong st dung luong hitu hiéu cia xytokin mién dich trén
day hodc duge phdm trén day.

Theo mdt khia canh, sang ché m6 ta viée st dung xytokin mién dich néu trén hoic
duoc phém néu trén dé diéu tri & ddi tugng cin diéu tri bénh ung thu.

Trong mdt sb Gng dung, bénh ung thu dugc chon tir nhém bao gdbm: HNSCC (bénh
caxinom té bao c6 vay ving dau va cd), bénh ung thu ¢d ti cung, bénh ung thu nguyén phat
chua r8 nguyén nhén, u nguyén bao xdp, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu bang quang,
TNBC (bénh ung thu v bd ba 4m tinh), CRC (bénh ung thu két-truc tring), bénh caxinom
t€ bao gan, u melanin, NSCLC (bénh ung thu phéi té bao khong nhd), bénh ung thu than,
bénh ung thu budng trimg, MSI CRC (bénh ung thu két-tryc trang cé tinh khong 6n dinh vi
vé tinh), bénh bach cdu (bénh bach cdu cip tinh hoic bénh bach ciu nguyén tiy bio), u
lympho, bénh da u tdy, u melanin, bénh ung thu vi, bénh ung thu két-truc trang, bénh ung
thu tuyén tién liét, bénh ung thu bang quang, bénh sacém, bénh caxinom té bao gan, u
nguyén bio x8p, u lymphd Hodgkin, bénh bach ciu nguyén bao lymphd cip tinh té bao T va
B, bénh ung thu phdi té bao nhé, bénh bach cdu nguyén tiy bao cip tinh, u lymphd té bio B
khong Hodgkin dai déing, u lymph6 thé nang, u lympho té bao B ving ria, u lymph t& bao
B 16n lan tda, bénh caxinom té bao ¢ vay vung d4u va cb, bénh ung thu tuy, bénh ung thu

budng trimg, bénh bach ciu nguyén tiy bio cip tinh va hdi ching loan san tiy nguy co cao.

M0 ti vin tit cic hinh vé

Fig.1 thé hién dinh dang cta xytokin mién dich chtra phitc hgp protein heterodime
IL-15/IL-15Ra (CK_IL15Ro,_Hc IL15CH1FcLALA).

Fig.2 thé hién dinh dang cia xytokin mién dich chtra phitc hgp protein heterodime
IL-15/IL-15Ra (CK_IL15 Hc IL15RaCHIFcLALA).

Fig.3 thé hién dinh dang cta xytokin mién dich chira phitc hgp protein heterodime
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IL-15/IL-15Ro. va khang thé didu bién mién dich khang thé rc ché dic hiéu con dudmg PD-
1 (Fab- CK_IL15_Hc_IL15RaCHI1Fcchd phinhLALA).

Thuét ngit "chd phinh" cin duoc hiu v6i nghia 13 cc dot bién tao ra "chd phinh vao
chd 16m: ciu tric gitra bién thé Fc tht nhit va bién thé Fc thtr hai trong mién CH3.

Fig.4 thé hién dinh dang cta xytokin mién dich chira phirc hgp protein heterodime
IL-15/IL-15Ra va khang thé diéu bién mién dich tc ché dic hidu con duong PD-1 (Fab-
CK_IL15Ro,_Hc IL15CHI1Fcchd phinhLALA).

Thuét ngit "chd phinh" can dugc hiéu véi nghia 13 cac dot bién tao ra "chd phinh vao
chd 16m: cAu tric gitta bién thé Fc thir nhit va bién thé Fc thir hai trong mién CH3.

Fig.5 thé hién vecto pEE-IL15Ra-CK.

AmpR 12 gen beta-lactamaza tao ra sy khang lai ampicillin,

Ngudn gbc pUC 13 ngudn géc sao chép pUC & vi khuén,

Gen khéi ddu CMV 1a gen khoi ddu cia gen sém ciia virut cur bdo,

doan din dau 12 trinh tu doan din dau,

IL15Ra 13 gen m3 héa tidu don vi alpha cta thy thé intolokin 15,

CK 14 gen mi héa mién 6n dinh chudi nhe,

Poly A 12 trinh tu tin hiéu polyadenyl héa, dé 1am gia tang tinh 6n dinh cia mARN,

OriP 13 ngudn gbc sao chép & vi khuln, hodc

s& lugng ban sao cao ColE1/pMB1/pBR322/ngudn gbc sao chép pUC & cac té bao vi
khuén.

Fig.6 thé hién vecto pEE-IL15-CH1-Fc-LALA.

AmpR 13 gen beta-lactamaza tao ra sy khang lai ampicillin,

Ngudn gbc pUC 12 ngudn gbc sao chép pUC & vi khudn,

Gen khéi ddu CMV 12 gen khéi d4u cta gen sém clia virut cu bio,

doan din diu 12 trinh tu doan din dau,

IL15 1a gen ma hda intolokin 15,

CH1 13 gen ma héa mién 6n dinh chudi ning thi nht,

Fc-LALA 13 gen mi héa manh Fc mang sy dot bién LALA (su dot bién L234A va
L.235A trong mién dn dinh CH2 ctia manh Fc),

Poly A 14 trinh ty tin hiéu polyadenyl héa, d 1am gia ting mRNA tinh 6n dinh,

OriP 12 ngudn gbc sao chép & vi khudn, hoic

s6 lugng ban sao cao ColE1/pMB1/pBR322/ngudn gbc sao chép pUC & cac té bao vi
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khun.

Fig.7 thé hién vecto pEE-BCD100-02-VL-CK.

AmpR 13 gen beta-lactamaza tao ra sy khang lai ampicillin,

Ngudn gbc pUC 12 ngudn gbc sao chép pUC & vi khudn,

Gen khéi ddu CMV 13 gen khoi diu ciia gen sém ctia virut cu bao,

doan din dau 13 trinh ty doan din déu,

aPD1-VL 13 gen mé héa chudi nhe ctia khang thé gin két dic hiéu véi PD1,

CK 13 gen m3 héa mién én dinh chudi nhe,

Poly A 1 trinh tu tin hiu polyadenyl héa, dé 1am gia ting mRNA tinh 6n dinh,

OriP 12 ngudn gbc sao chép & vi khudn, hoic

s& lvong ban sao cao ColE1/pMB1/pBR322/ngudn gdc sao chép pUC & cic té bao vi
khudn.

Fig.8 thé hién vecto pEE-BCD100-02-VH-CH1-Fc-chd 16m-LALA.

AmpR 1a gen beta-lactamaza tao ra sy khang lai ampicillin,

Ngudn gbc pUC 12 ngudn gbc sao chép pUC & vi khuén,

Gen khéi dau 13 gen khéi ddu ctia gen sém ciia virut cur bdo,

doan dan diu 12 trinh tw doan din déu,

aPD1-VH 13 gen ma héa mién bién déi chudi ning ciia khang thé gin két dic hiéu
v6i PD1,

CHI 13 gen mi héa mién dn dinh chudi ning thir nhét,

Fc-chd 13m-LALA 13 gen m4 héa manh Fc mang su dot bién dé tao thanh sy dot bién
"chd 16m" va su dot bién LALA ( sy dot bién L234A va L235A trong mién 6n dinh CH2
cua manh Fc),

STOP 14 codon két thic,

OriP 12 ngudn gbc sao chép & vi khuan, hodc

s6 lugng ban sao cao ColE1/pMB1/pBR322/ngudn gdc sao chép pUC & cac té bao vi
khun.

Fig.9 1a vecto pEE-IL15-CH1-Fc-chd phinh-LALA.

AmpR 14 gen beta-lactamaza tao ra sy khang lai ampicillin,

Ngudn gbc pUC 14 ngudn gbc sao chép pUC & vi khudn,

Gen khéi ddu CMV 13 gen khéi dau ciia gen sém cua virut cu bao,

doan din diu 14 trinh tu doan din dau,
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IL15 13 gen ma héa intolokin 15,

CHI 14 gen m3 héa mién 6n dinh chudi ning thir nhét,

Fc-chd phinh-LALA 13 gen m3 héa manh Fc mang sy dot bién dé tao thanh su dot
bién "chd phinh" va su dot bién LALA (L234A va L235A sy dot bién trong mién 6n dinh
CH2 cua manh Fc),

STOP 14 codon két thuc,

OriP 14 ngudn gbc sao chép & vi khuén, hoic

s6 lwong ban sao cao ColEl/pMBl/pBR322/ngu6n gbc sao chép pUC & céc té bao vi
khudn.

Fig.10 A thé hién két qua cta phuong phap dién di trén gel SDS clng v6i beta-
mercaptoetanol

1. Khang thé dbi chimg 5pl

2. D4u 4n khéng dugc nhudm khi 1én men

3.-

4. M6i truong sinh trudng véi CK_IL15Ra_Hc IL15CH1FcLALA truéce khi tinh ché
10ul

5.Méi truong sinh truong véi CK_IL15Ra_Hc IL1SCH1FcLALA sau khi tinh ché
10ul

6. CK_IL15Ro,_Hc IL15CHIFCLALA d tinh ché 10pl

7. -

8. Méi truong sinh tredng vai CK_IL15 _Hc IL15RaCHI1FcLALA trudc khi tinh ché
10ul

9. M6i truong sinh trudéng véi CK_IL15 He IL15SRaCHIFcLALA sau khi tinh ché
10pl

10. CK_IL15 _Hc IL15RaCHIFcLALA di tinh ché 10ul

Fig.10B thé hién két qua cua phuwong phép dién di trén gel SDS ma khong c6 beta-
mercaptoethanol

1. CK_IL15Ra_Hc_ IL15CHIFcLALA d3 tinh ché 10ul

2.CK_IL15 Hc IL15RaCHIFCLALA d3 tinh ché 10pl

3. D4u 4n khéng dugc nhudém khi 1én men

4. Khang thé d6i chimg 5ul

Fig.11 thé hién két qua x4c dinh hoat tinh ting sinh. Dong t& bao NK-92 dugc sit
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dung trong thir nghiém ndy. Thi nghiém dugc tién hanh trong dia nudi ciy c6 96 15. Hon
dich chura céc t& bao NK-92, khang thé thir nghiém & ndng d6 nhu dugc thé hién trén db thi.
T4t ca cic thanh phdn cia hén dich dugc didu ché trong mdi truomg RPMI-1640 duge b
sung huyét thanh bao thai bd va glutamin. Sau khi tit ¢4 cac thanh phin dugc thém vao, cac
dia dugc 0 & nhiét o 37°C, CO, 5%. Sau do, thubc nhudm xanh Alamar dugc cho thém vio
c4c 15. Sau khi 1, cudng d6 phat huynh quang trong cac 16 duoc x4c dinh.

Fig.12 thé hién két qua xé4c dinh hoat tinh ting sinh. Thir nghiém ndy st dung céc té
bao giét tu nhién duoc phan 14p tir PBMC cta ngudi cho khoe manh bang cach chon loc 4m
tinh. Thir nghiém duogc tién hanh trong dia nudi cdy c6 96 15. Hbn dich chira cac té bao giét
tw nhién, khang thé thir nghiém & ndng d6 nhw dugc thé hién trén dd thi. TAt ci cAc thanh
phan cta hdn dich dugc didu ché trong méi trudong nudi ciy duge bd sung huyét thanh ciia
ngudi tu than. Sau khi tAt ca cé4c thanh phén duogc thém vao, cac dia duge t ¢ nhiét d6 37°C,
CO, 5%. Sau d6, thudc nhudém xanh Alamar dugc cho thém vao céc 16. Sau khi 4, cudng do
phét huynh quang trong cic 16 duoc x4c dinh.

Fig.13 thé hién két qua x4c dinh hoat tinh dic hiéu v6i aPD.1 Dé thir nghiém, cic tac
gia sang ché sir dung dong t& bao Jurkat NFAT-FLuc PD-1 duoc tao ra trén co s& dong té
bao Jurkat nay va biéu hién 6n dinh PD-1 trén bé mit ctia n6 va chita gen mi héa luxiferaza
ctia dom d6m duéi su kiém soét ciia gen khéi ddu NFAT; va dong té bao Raji PDLI dugc
tao ra trén co s& dong té bao Raji va biéu hién 6n dinh PDLI trén bé mit ctia n6. Thir
nghiém dugc tién hanh trong dia nudi cdy cé 96 18. Hon dich trong mbi 15 chira cac té bao
Jurkat NFAT-FLuc PD-1, cic té bao Raji PDLI, c4c t& bao aCD3/aTAAl & ndng do 1
ng/ml, va khang thé thir nghiém & ndng d6 nhu duoc thé hién trén db thi. Sau khi tat ca cac
thanh phén dugc thém vao, cac dia dugc 4 & nhiét 46 37°C, CO, 5%, va sau 46, cuong do
luxiferaza trong céc 16 dugc x4c dinh bing cach sir dung kit thir nghiém su phét sang.

Fig.14 thé hién két qua xdc dinh hoat tinh diic hiéu ciia cic khang thé khang
PDLI1/IL15SA d6i v6i dong té bao gen thong béo.

Fig.15 thé hién két qua x4c dinh hiéu qua cta cac té bao giét ty nhién ddi véi ADCC.
Thir nghiém nay st dung cac té bao giét ty nhién dugc phan 1ap tir PBMC ctia ngudi cho
khoe manh bang cach chon loc am tinh. Thir nghiém duoc tién hanh trong dia nudi cdy cé
96 15. Hon dich chira cc t& bao gibt ty nhién va té bao Raji, khang thé tic dong Rituximab,
va khang thé thir nghiém & ndng d6 nhu dwoc thé hién trén dd thi. T4t ca c4c thanh phin ciia

hén dich dugc diéu ché trong méi trudng nudi cly dugc bd sung huyét thanh bio thai bo va
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glutamin. Sau khi tit ca cac thanh phén dugc thém vao, cac dia duge u & nhiét do 37°C, CO,
5%. Sau d6, dich nudi cdy dugc thu gom, va ham lugng lactat dehydrogenaza dugc xac dinh
bang cach sir dung kit thir nghiém LDH.

Fig.16 thé hién két qua x4c dinh hoat tinh ddc hiéu clia xytokin mién dich lién quan
dén viéc 1am gia taing kha ning ADCC ciia rituximab d6i v6i dong té bao thong bao TAA.

Fig.17 thé hién két qua cta nghién ciru v& tinh gay doc t& bao dbi véi cac bién thé
ctia xytokin mién dich chira phtrc hop protein heterodime IL-15/IL-15Ra (IL15SA), dbi véi
céc té bao NK.

Céc két qua chirng minh hidu quéa gy doc té bao khong dang ké cta cac san phdm
thir nghiém, nghia 13 1am giam khong qua 10% vé sé luong té bao c6 kha ning phan (mg
mién dich so v6i déi ching am tinh AB (khong c6 mit khang thé ngoai sinh bt ky).

Fig.18 thé hién két qua nghién ctru tinh gdy doc té bao ciia cAc bién thé TL15SA dbi
v6i cac té bao B.

Céc két qua chirng minh hiéu qua giy doc té bao khong dang ké cta cac san phdm
thir nghiém, nghia 13 1am giam khong qua 10% vé s6 lugng t€ bao cé kha ning phan ung
mi&n dich so v6i dbi chimg 4m tinh AB (khong c6 mit khang thé ngoai sinh bit ky).

Fig.19 thé hién két qua nghién ctu tinh gy doc té bao cua cac bién thé IL15SA déi
v6i cac té bao CD3+,

Céc két qua chirng minh hidu qua gdy doc té bao khong déng ké cia cic san phim
thir nghiém, nghia 13 1am giam khéng qua 10% vé& s lwong t& bao c6 kha ning phén tng
mién dich so véi dbi chimg 4m tinh AB (khong c6 mit khéng thé ngoai sinh bat ky).

Fig.20 th& hién két qua nghién ciru tinh gy doc t& bio cua cac bién thé IL1SSA dbi
v6i cac té bao CD4+.

Céc két qua chimg minh hidu qua giy doc t& bao khong déng ké cia cac san phim
thir nghiém, nghia 13 1dm giam khong qua 10% vé& sb lugng té bao cé kha ning phan Gng
mi&n dich so véi dbi chimg am tinh AB (khong c6 mit khéng thé ngoai sinh bt ky).

Fig.21 thé hién két qua nghién ctru tinh gy doc t& bio clia cac bién thé IL15SA dbi
v6i cac té bao CD8+.

Céc két qua chimg minh hiéu qua gy doc té bao khéng dang ké ciia cdc san pham
thtr nghiém, nghia 13 1am giam khong quéa 10% vé sé luong té bao cé kha ning phan ting
mién dich so v6i dbi chung 4m tinh AB (khéng c6 mat khéng thé ngoai sinh bat k).

Fig.22 thé hién két qua cua phd séc ky. Phé sic ky ndy ching minh d6 dong nhét cao
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(ham luong chit két tu trong dung dich khéng qui 5%) cia xytokin mién dich chira phic
hop protein heterodime trén co s& IL-15/IL-15R0. (chét siéu chi van IL15).

Fig.23 thé hién so dd thir nghiém dé x4c dinh hoat tinh khéng u cla cic san phdm
xytokin mién dich, xytokin mién dich ndy chira phitc hop protein heterodime trén co s& IL-
15/IL-15R0. (BCD-225) trong md hinh khéi u ctia chudt in vivo.

Fig.24 thé hién két qua cla thir nghiém xé4c dinh hoat tinh khang u cla cAc bién thé 13
san phdm xytokin mién dich, xytokin mién dich nay chtra phirc hop protein heterodime trén
co 56 IL-15/IL-15Ra (BCD-225) (6 thi) trong mé hinh khdi u ctia chubt in vivo.

Fig.25 thé hién két qua cua thir nghiém x4c dinh hoat tinh khéng u ctia cc bién thé 13
san phdm xytokin mién dich, xytokin mién dich nay chira phitc hop protein heterodime trén

co s& IL-15/IL-15Ra (BCD-225) (biéu dd) trong mé hinh khdi u ctia chudt in vivo.

M0 ta chi tiét sing ché

Cac dinh nghia va phuwong phap chung

Néu khong dugc dinh nghia theo cach khéc, tAt ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuét
duge sit dung & ddy c6 nghia giéng nhu thudng dugc hiéu béi ngudi ¢é hiéu biét trung binh
trong linh vyc nay.

Ngoai ra, trir khi ¢6 yéu clu theo cach khac do ngir canh, cic thuét ngit sb it s& bao
gdm ca s6 nhidu va cc thuét ngir s§ nhidu s& bao gdm ca s it. Thong thudng, sy phan loai
va phuong phap nuoi céy té bao, sinh hoc phén tr, mién dich hoc, vi sinh, di truyén hoc, héa
hoc phan tich, hodc héa hitu co téng hop, y hoc va héa dugc, cling nhu k¥ thuat lai va héa
hoc protein va axit nucleic dugc mé ta & day 13 d3 dwoc biét 18 va sit dung rong rii béi
ngudi c¢6 hidu biét trung binh trong linh virc ndy. Céc phan Gmg enzym va phwong phép tinh
ché dugc thuc hién theo cdc hudng din cta nhd san xuét, nhu thudng duge tién hanh trong
linh vyc nay, hodc nhu duge mo ta & day.

Trir khi dugce chi r6 theo cach khac, thudt ngit "cé hoat tinh v& mit sinh hoc" va "hoat
tinh sinh hoc" va "dic tinh sinh hoc" d6i v6i polypeptit ciia sang ché cé nghia 13 cé kha
nang gén két voi phan tir sinh hoc.

Thuat ngit "protein tai t& hop" c6 nghia 13 protein (polypeptit) duoc biéu hién trong
té bao hodc dong té bao chua cac trinh ty nucleotit mi héa protein néu trén, trong d6 (cic)
trinh tir nucleotit néu trén khong két hop véi té bao trong ty nhién.

Thuét ngit "khéng thé dic hiéu kép" dé chi khang thé c6 cb (cac) gin két khang
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nguyén c6 kha ning gin két dic hidu véi hai epitop khac nhau trén mot phan t& sinh hoc
hoic c6 kha ning gin két dic hiéu véi cAc epitop trén hai phan tir sinh hoc khac nhau.
Khéng thé dic hiéu kép con dwoc goi & day 1 ¢6 "tinh dac hidu d6i" hodc 14 khang thé “cé
tinh déc hiéu do6i".

Thuat ngft "khéng thé don dong" hoic "mAb" dé chi khang thé dugc téng hop va
phén 18p bdi quén thé dong vo tinh riéng 1& cua cac t& bao. Quin thé dong v tinh co thé 1a
qudn thé dong vo tinh cua t& bao bét tir. Theo mot sb phuong 4n, cac té bio bét tir trong
qun thé dong vo tinh 13 c4c té bao lai -thé lai - thudong dugc tao ra bang cach dung hop cac
té bao lympho B riéng biét tir cic dong vat dugc giy mién dich bing céc té bao riéng biét tir
khbi u dang lymphd. Thé lai 13 loai t& bao dwogc tao ciu tric va khéng ton tai trong tw nhién.

Khi dugce st dung trong ban mé ta nay, thuét ngir "Ka" dé chi tbc do két hop cua su
tuong tac khang thé-khang nguyén cu thé.

Khi duoc st dung trong ban mé ta ndy, thuat ngit "Kd" dé chi tc do phan ly cia su
trong tac khang thé-khang nguyén cu thé.

Thuét ngir "4i luc gén két" thuong dé chi d6 bén cua tdng cac twong tac khong cong
héa tri gitta mdt vi tri gén két ciia mdt phén tir (vi du, khing thé) va dbi tac gén két cia né
(vi dy, khang nguyén). Trir khi dugc chi 15 theo cach khéc, "4i luc gin két" dé chi 4i luc gin
két ndi tai (vdn c6, thuc) thé hién su twong tac theo ty 18 1:1 gitra cAc thanh vién cia cip gin
két (vi du, khang thé va khéng nguyén). Ai lyc cta phén tir X dbi v6i ddi tac gin két Y ctia
n6 c6 thé thuong dwoc thé hién bang hing sé phan ly (Kd). Gia tri Kd dwoc uu tién 1a
khoang 200nM, 150nM, 100nM, 60nM, 50nM, 40nM, 30nM, 20nM, 10nM, 8nM, 6nM,
4nM, 2nM, 1nM, hodic nhoé hon. Ai luc c6 thé duoc x4c dinh bing cac phuong phap thong
thuong di biét trong linh vuc nay, bao gdm ca cac phuong phap dugc md ti & ddy. Nhiéu
phuong phap xé4c dinh 4i lyc gén két 13 d3 biét trong linh vuc niy, phuong phap bt ky trong
s& cac phuong phép nay c6 thé duoc sir dung cho muc dich ciia séng ché.

Khi duoc st dung trong ban md ta ndy, thudt ngtr "nhém lién két peptit" dwoc du
dinh dé chi peptit bt ky c6 kha ning két hop cac mién cé d6 dai phu thude vao cac mién ma
né gén két v6i nhau, va chira trinh ty axit amin bat ky. T6t hon néu nhém lién két peptit co
d6 dai 16n hon 5 axit amin va gém tap hop bat ky cuia céc axit amin dugc chon tir G, A, S, P,
E,T,D, K.

Thuét ngtt "in vitro" dé chi thuc thé sinh hoc, quy trinh sinh hoc, hodc hodc phan ng

sinh hoc bén ngoai co thé trong cac di€u kién nhan tao. t&€ bao dugc phat trien in vitro can
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“duge hiéu 12 té bao duoc phat trién trong moi trudng bén ngoai co thé, vi du, trong 6ng thiy
nghiém, lo nubi cdy, hodc dia vi chuén.

Khi dugc st dung trong ban md td nay, cac tir “chtra”, “c6”, “bao gdm” hoic cac
phuong an nhu "cé chtra", "gdm co", "c6", "viéc c", "bao gbm ca" hoic "ké ca", va tit ca
c4c phwong 4n ngit phap cta ching s& dugc hiéu 13 bao gdm ca céac s6 nguyén hodc nhém

cac sO nguyén di néu ma khong loai trir s6 nguyén hodc nhém cac so nguyén khac bat ky.

MBO ta chi tiét sang ché

Xytokin mién dich

Theo mét khia canh, sang ché dé cap dén xytokin mién dich dé kich thich su hoat héa
va/hodc ting sinh cla cc té bao duong tinh véi IL-15Rbeta/gama, xytokin chira phiic hop
protein heterodime trén co s¢ IL-15/IL-15Ra bao gdm:

1) IL-15Ra duoc lién két voi

a) mién 6n dinh chudi nhe ctia khang thé, hoic

b) cac mién 6n dinh chudi ning ctia khang thé bao gébm mién 6n dinh chudi ning thir
nhit (CH1) va monome ctia manh Fc chira cic mién 6n dinh chudi ning thit hai (CH2) va
tht ba (CH3);

2) IL-15 duoc lién két véi

a) cac mién 4n dinh chudi ning cta khang thé bao gdm mién 6n dinh chudi ning thir
nhét (CH1) va monome ctia manh Fc chita cic mién 6n dinh chudi ning thir hai (CH2) va
thir ba (CH3), hoac

b) mién 6n dinh chudi nhe cia khang thé ;

trong d6 mién 6n dinh chudi ning cua khéng thé thit nhit va mién dn dinh chudi nhe
ctia khang thé trong phirc hop heterodime c¢é hodc khéng cé su lién két cong héa trj bing
lién két cau S-S tu nhién, va

trong d6, néu IL-15 hojc IL-15Ra dugc lién két véi mién on dinh chudi nhe cia
khang thé, thi phan con lai, duoc chon tr IL-15Ra hodc IL-15, ctia phirc hgp protein
heterodime dugc lién két voi cac mién dn dinh chudi ning ctia khang thé.

Dinh dang ciia xytokin mién dich trén day duoc thé hién trén Fig.1 va Fig.2.

Thuat ngit “xytokin mién dich” c6 nghia 1 phan tir chira khéng thé hoic cic manh
ctia n6 dugce lién két theo cach truc tiép hodic gian tiép bang céach lién két cong hoéa tri véi

xytokin hodc cic din xuit cia né. Khang thé néu trén va xytokin néu trén c6 thé dugc lién
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két bang nhém lién két peptit.

Xytokin mién dich ctia sang ché dugc du dinh dé chi xytokin mién dich dugc phén
lap.

Thuat ngit "dwoc phén 1ap" dugc ding d& mo ta cic xytokin mién dich khac nhau
trong ban md ta nay cé nghia 1 xytokin mién dich d3 duoc x4< /ah va tich ra ti tao tir té
bao hodic mdi truong nubi ciy té bao, ma trong d6 xytokin miéL dich dugc biéu hién. Cac
tap chét (c4c thanh phan khong mong mudn) tir mdi truong ty nhién cia nd 13 céc chét s&
can trd cac ung dung d& chin doan hoic didu tri cua polypeptit, va cé thé bao gdm céc
enzym, hormon, va cic chit tan 13 protein hoic khong phai protein khac. Theo cac phuong
4n duge vu tién, xytokin mién dich dugc tinh ché (1) &&n mirc d6 du dé thu dugc it nhét 15
gbc cua trinh ty axit amin bén trong hodc & dau tan cling N bang céach sir dung thiét bi xac
dinh trinh ty dang chén quay (thiét bi x4c dinh trinh tr Edman), Joic @) dén d6 ddng nhat
bing phuong phip SDS-PAGE rong diéu kién khir hoic khéng khi bang cach st dung
thu6c nhudm xanh Coomassie Brilliant, hoic t5t hon 13 thubc nhudm bac. Xytokin mién
dich dugc phan 14p bao gdm xytokin mién dich tai chd trong cac té bao tai td hop do it nhét
mOt thanh phan cia méi trudng tw nhién clia polypeptit s& khong c6 mit. Polypeptit dugc
phén 1ap thudmg duoc tao ra bang it nhit mot bude tinh ché.

Khi dugc st dung trong ban md ta ndy, thuit ngtt "phttc hop protein heterodime" aé
chi protein dugc tao ra tir sy két hop ctia IL-15 va IL-15Ra.

Khi duoc stt dung trong ban mé ta nay, thuat nglr "IL-15" hodc "IL-15 peptit" hodc
"intolokin-15" c¢6 thé 13 IL-15 (intolokin-15) bit ky hodc thé dot bién ctia n6, nhu IL-15 cta
dong vat cé vu hodc IL-15 khong phai ctia dong vt c6 via 1a nguoi hodc khdng phai nguoi.
Céc dong vat c¢6 va khdng phai nguoi lam vi du bao gém cac dong vat c6 va nhu lgn, tho,
khi, hic tinh tinh, chudt, va dong vat twong tu; va cac dong vat khong phai dong vat c6 va
bao gbm ga va dong vat twong tw. Tt hon néu phan tir truéng thanh intolokin-15 ctia ngudi
duoc tim thdy trong co s dit liéu UniProtKB, M3 sd truy cap P40933, 49-162aa. Thuat ngit
“bién thé IL-15” d& chi phan t& cta bién thé c6 4i lyc ting hodc giam véi thu thé cta no,
hoic hoat tinh ting hodc giam dé kich thich c4c té bao T hoic té bao NK, do mot hogc nhiéu
su thay thé, bd sung hodc 1am khuyét doan axit amin.

Thuat ngit “IL-15Ra” dé chi tiéu don vi alpha (o) ciia thu thé intolokin 15, va, theo
sang ché, c6 thé 13 hop chét IL-15Ra bit ky hosic manh chirc ning ctia nd, nhu IL-15Ra cua

nguodi hodc IL-15Ra cia dong vat c¢6 vi khong phai nguoi hodc IL-15Ra cua dong vat cd va
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khéng phai ngudi. Cac dong vat cd vii khéng phai nguoi lam vi du bao gdm céac déng vat co
v nhu lon, tho, khi, hic tinh tinh, chudt, va déng vat twong tu; va cac dong vat khong phai
cac dong vat cé vi bao gdm ga va dong vit twong tu. Phan tir IL-15Ra duge vu tién dugc
tim thdy trong co s& dit litu UniProtKB, ma s6 truy cdp Q13261
(https://www.uniprot.org/uniprot/Q13261).

Ving c6 thé két tinh ciia manh ("ving Fc, Fc") cia globulin mién dich 12 ving "du6i"
ctia phan tir globulin mién dich twong tac véi thu thé Fc ctia bé mit té bao, cling nhu mdt s6
protein ctia hé bd trg. Dic tinh ndy cho phép céc khang thé hoat héa hé mién dich. Trong
céc isotyp IgG, IgA va IgD, ving Fc gdm hai manh protein giéng twong tng, tir cic mién 6n
dinh thr hai va thir ba cia hai chudi ning; trong cac isotyp IgM va IgE, ving Fc chira ba
mién 6n dinh chudi ning (cac mién CH,, CHj, va CH,) trong mdi chudi polypeptit.

Thuit ngt "monome manh Fc" cin dugc hiéu véi nghia 13 ving Fe tir cac mién 6n
dinh thir hai va thi ba ciia mot trong hai chudi ning (d6i véi cac isotyp IgG, IgA va IgD);
dbi v6i céc isotyp IgM va IgE, monome Fc chira ba mién dn dinh ctia mdt trong hai chudi
ndng (cac mién CH,, CH; va CH,).

Theo mdt sé phuong 4n, xytokin mién dich chira mién én dinh chudi ning ctia khang
thé thir nh4t va mién én dinh chudi nhe cta khang thé nim trong phitc hop heterodime,
xytokin ndy c6 su lién két cong hoa tri bing lién két cau S-S tu nhién.

Theo mét s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira mién dn dinh chudi ning cta khéng
thé thtr nhit va mién dn dinh chudi nhe cta khang thé nim trong phitc hop heterodime,
khong c6 su lién két cong héa trj bang lién két cAu S-S tu nhién.

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi nhe ctia khang
thé dugc chon tir CK hodc CL.

O cac dong vat c6 v, da biét 13 chi c6 hai loai chudi nhe duge ky hiéu 1 lambda (1)
va kapa (k). Mién &n dinh cta chudi nhe lambda dugc k¥ hiéu 1a CL, vA mién 6n dinh ciia
chudi nhe kapa dugc ky hiéu 13 CK.

Theo mot sd phuong an, xytokin mién dich chira IL-15Ra ¢ trinh ty axit amin dugc
thé hién bing
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASS (SEQ ID NO:9),
hoic bién thé d3 biét bt ky cua IL-15Ra chira sy dot bién ¢ hoat tinh sinh hoc tuong ty.

Thé dot bién IL-15Ra, IL-15R0 c¢6 hoat tinh sinh hoc tuwong ty dugc hiéu 13 dé chi
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IL-15Ra bét ky da biét trong linh vyc nay chira su dot bién va c6 hoat tinh sinh hoc tuong tu
s0 v6i hoat tinh sinh hoc cta IL-15Ra “kiéu dai”.

Theo mot sb phuong an, xytokin mién dich chira IL-15 ¢6 trinh ty axit amin dugc thé
hién bing
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASTHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS
(SEQ ID NO:10), hodc bién thé d3 biét bt ky cua IL-15 chira sy dot bién c6 hoat tinh sinh
hoc tuong tu.

Thé d6t bién IL-15, IL-15 c6 hoat tinh sinh hoc twong ty ¢6 nghia 13 IL-15 bat ky di
biét trong linh vuc nay chira sy dot bién va c6 hoat tinh sinh hoc twrong tu so véi IL-15 “kiéu
dai”.

Theo mdt s& phwong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra dugc lién két véi mién én
dinh chudi nhe ctia khang thé.

Theo mdt sé phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15R0, dwgc lién két v6i mién on
dinh chudi nhe cia khang thé c6 trinh ty axit amin dwoc thé hién bing
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC' (SEQ ID
NO:1).

Theo mét s6 phuong 4n, xytokin mién dich chtra IL-15Ra dugc lién két v6i mién 6n
dinh chudi nhe cia khang thd c6 trinh ty axit amin dwugc thé hién bang
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEA (SEQ 1D
NO:19).

Trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:19 dugc cai bién tir trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:1 bing mdt sy thay thé axit amin Xystein (X) thanh Alanin (A) & vi tri
216. Su thay thé nay cho phép tao ra xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi ning cia
khéng thé th nhit v mién dn dinh chudi nhe cta khang thé nim trong phirc hop

heterodime, khong cé sy lién két cong hoa tri bﬁng lién két cau S-S tu nhién.
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Theo mot s6 phwong 4n, xytokin mién dich chtra IL-15 dwoc lién két v6i mién on
dinh chudi nhe ctia khang thé.

Theo mot s6 phuong an, xytokin mién dich chira IL-15 dwgc lién két véi mién on
dinh chudi nhe cua khing thd c6 trinh ty axit amin dwgc thé hién bing
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASTHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVOMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC (SEQ ID NO:3).

Theo mdt sd phuwong 4n, xytokin mién dich chta IL-15 dugc lién két v6i mién 6n
dinh chudi nhe cua khéang thé c6 trinh ty axit amin dwgc thé hién bang
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASTHDTVENLILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEA (SEQ ID NO:21).

Trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:21 dugc cai bién tir trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:3 bing mot su thay thé axit amin Xystein (X) thanh Alanin (A) & vi tri
233. Sy thay thé nay cho phép tao ra xytokin mién dich chta mién én dinh chudi ning ctia
khang thé the nhit va mién 6n dinh chudi nhe cua khang thé nim trong phic hop
heterodime, khong cé sy lién két cong hoa tri bang lién két cdu S-S ty nhién.

Theo mot s& phuong 4n, xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi ning thtr nhat
(CH1) va monome ctia manh Fc chita cic mién 6n dinh chudi ning thir hai (CH2) va thit ba
(CH3) dugc lién két bing mién ban 1&.

Theo mét sé phuong 4n, xytokin mién dich chtra IL-15 hodc IL-15Ra dugc lién Kkét
v6i cac mién 8n dinh chudi ning ctia khang thé dugc sdp xép theo thir ty sau: CH1-mién ban
18-CH2-CH3.

Theo mot sb phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15R0. duoc lién két voi cac mién
6n dinh chudi ning cua khang thé.

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich chtra IL-15R0. dugc lién két v6i cac mién
6n dinh chudi ning ctia khéng thd c6 trinh ty axit amin dugc thé hién bing

DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
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TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPS SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS-SGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:4).

Theo mot sb phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra dugc lién két v6i cac mién
6n dinh chudi ning cia khing thé c6 trinh ty axit amin dugc thé hién bing
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSADKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:22).

Trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:22 dugc cai bién tir trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:4 bing mét su thay thé axit amin Xystein (X) thanh Alanin (A) & vi tri
212. Su thay thé nay cho phép tao ra xytokin mién dich chira mién dn dinh chudi ning cta
khéng thé tht nht va mién 8n dinh chudi nhe cua khang thé nim trong phtc hop
heterodime, khong c6 su lién két cong héa trj bang lién két cau S-S tw nhién.

Theo mdt s6 phwong an, xytokin mién dich chita IL-15 dugc lién két v6i cac mién on
dinh chudi ning cua khang thé.

Theo mét sb phuwong an, xytokin mién dich chira IL-15 dugce lién két v6i cac mién 6n
dinh chudi ning cia khang thd c6 trinh ty axit amin dwoc thé hién bing
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
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IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:2).

Theo mét sb phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 duogc lién két v6i cac mién 6n
dinh chudi ning cia khing thd c6 trinh ty axit amin duoc thé hién bing
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKRVEPKSA
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:20).

Trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:20 dugc cai bién tir trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO:2 bang mdt sy thay thé axit amin Xystein (X) thinh Alanin (A) & vi trf
229. Su thay thé nay cho phép tao ra xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi ning cta
khang thé thir nhit va mién 6n dinh chudi nhe cia khing thé nim trong phuc hop
heterodime, khong c6 su 1ién két cong héa tri bang lién két cau S-S tw nhién.

Theo mot sé phuong an, xytokin mién dich chira:

IL-15Ra duge lién két véi mién 6n dinh chudi nhe cta khang thé c6 trinh tu axit
amin duoc thé hién bang
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC  (SEQ ID
NO:1) hodc
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEA  (SEQ ID
NO:19), va
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IL-15 dugc lién két v6i cac mién dn dinh chudi ning ciia khang thé c6 trinh tir axit
amin duoc thé hién bing
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:2) hoac
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASTHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSA
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:20).

Theo mot s& phuong 4n, xytokin mién dich chira:

IL-15Ra duge lién két véi mién 6n dinh chudi nhe cta khang thé c6 trinh tu axit
amin duoc thé hién bang
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ 1D
NO:1), va

IL-15 duoc lién két v6i cac midn 6n dinh chudi ning cia khang thé cé trinh ty axit
amin dugc thé hién bang
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVOMFINTSA
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GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
[EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:2).

Theo mdt s6 phurong 4n, xytokin mién dich chira:

IL-15Ra dugc lién két v6i midn 6n dinh chudi nhe cua khéng thé c6 trinh ty axit
amin duge thé hién béng
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEA  (SEQ ID
NO:19), va

IL-15 dugc lién két v6i cac mién 6n dinh chudi ning cta khang thé c6 trinh tu axit
amin dugc thé hién bang
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSA
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:20).

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chta:

IL-15Ra duge lién két v6i cac mién dn dinh chudi ning ciia khang thé ¢6 trinh ty axit
amin duoc thé hién bﬁng
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
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YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:4) hodc
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSADKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:22), va

IL-15 dugc lién két v6i an mién dn dinh chudi nhe cia khang thé c6 trinh tu axit
amin dugc thé hién bé’mg
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC (SEQ ID NO:3) hoéc
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASTHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEA (SEQ ID NO:21).

Theo mdt s& phwong 4n, xytokin mién dich chira:

IL-15Ra duoc lién két voi cac mién 6n dinh chudi ning cia khang thé c6 trinh tu axit
amin dugc thé hién béng
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
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GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:4), va

IL-15 duoc lién két v6i an mién 8n dinh chudi nhe cia khang thé c6 trinh tu axit
amin dugc thé hién bang
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASTHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC (SEQ ID NO:3).

Theo mot sé phuong 4n, xytokin mién dich chira:

IL-15Ra dugc lién két v6i cac midn 8n dinh chudi ning ctia khang thé c6 trinh tu axit
amin dugc thé hién bing
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSADKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:22), va

IL-15 dugc lién két v6i an mién 6n dinh chudi nhe cta khang thé cé trinh tu axit
amin dugc thé hién bang
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASTHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEA (SEQ ID NO:21).

Theo mot sé phuong 4n, xytokin mién dich chira sy dot bién trong monome clia
manh Fc, gy ra su thiéu hut cac dic tinh cia ADCC, CDC, va/hoic ADCP trong xytokin

mien dich néu trén.
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Sy dot bién trong Fc manh cin dugc hidu véi nghia 13 (c4c) cii bién clia trinh tir axit
amin ciia cac khang thé dwoc mé ta & day. Céc bién thé cia trinh tu axit amin cta khang thé
duoc tao ra bing cach dua su thay dbi nucleotit thich hop vao axit nucleic clia khang thé,
hoidc bing cach tdng hop peptit. (Cac) cai bién nay bao gdm, vi du, sw 1am khuyét doan,
va/hodc sy chén doan, va/hodc su thay thé doan cua céc géc trong trinh ty axit amin cla
khang thé. Su két hop bét ky cia sy 1am khuyét doan, su cheén doan, va sy thay thé doan
duoc thuc hién dé thu dugc clu tric cudi, véi diéu kién 13 céu trac cudi nay co6 cac déc tinh
mong mudn.

Bién thé ctia su cai bién cac trinh tu axit amin cla khang thé béng cach st dung sy

thay thé axit amin, 13 su thay thé doan cia it nhit mot gbc axit amin trong phan tit khang thé

bang gbc khéc.
Su thay thé bao toan, duoc thé hién trong Bang A trong diu kién "su thay thé dugc

uu tién".
Béang A

Gdc ban dau Su thay thé 1am vi du Su thay thé dugc wu tién
Ala(A) Val; Leu; Ile : Val
Arg(R) Lys; Gin; Asn Lys
Asn(N) Gin; His; Asp, Lys; Arg Gin
Asp(D) Glu; Asn Glu
Xys(X) Ser; Ala Ser
GIn(Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gin Asp
Gly(G) Ala Ala
His(H) Asn; Gin; Lys; Arg Arg
He(I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleuxin |Leu
Leu (L) Norleuxin; Ile; Val; Met; Ala; Phe Ile
Lys (K) Arg; Gin; Asn | Arg
Met(M) 'Leu; Phe; Ile | Leu
Phe(F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr Tyr
Pro(P) Ala Ala
Ser(S) Thr ‘Thr
Thr(T) Val; Ser Ser
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Trp(W) Tyr; Phe Tyr
Tyr(Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val(V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Norleuxin Leu

Thuét ngit "chic ning hiéu Gng" cua khang thé dé chi cac hoat tinh sinh hoc lién
quan dén ving Fc (trinh ty ving Fc tw nhién hodc céc bién thé axit amin cia ving Fc) cia
khang thé, c6 thé thay ddi theo isotyp ciia khang thé. Vi du v& céc chirc ning hiéu tmg cua
khang thé bao gdm: su gin két Cl, va tinh gy doc t& bao phu thudc bb thé; su gan két thu
thé Fc; tinh gy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity: ADCC); su thuc bao; su didu hoa giam cia cac thu thé bé mit té
bao (vi du, thy thé t& bao B (B-cell receptor: BCR), va su hoat héa té bao B.

Thuat ngit "tinh gay doc té bio cia t& bao phu thudc khang thé " hoic "ADCC" dé
chi sy d4p tng qua trung gian t& bao, trong d6 céc té bao giy doc té bao khong dic hicu
biéu hién thu thé Fc (Fc receptor: FcR) (vi du, c4c t& bao giét tw nhién (natural killer: NK),
bach cu trung tinh, va dai thuc bao) nhan biét khang thé da gin két trén té bao dich va sau
d6 gy ra sy phén giai hodc sy thuc bao cia té bao dich. Cac té bio so cip dé 1am trung gian
cho ADCC, c4c té bao NK, chi bidu hién FeyRIJII, trong khi bach ciu don nhan to biéu hién
FeyRI, FeyRII va FeyRIIL Su bidu hién cua FeR trén c4c té bao tao mau dugce tém tit trong
Bang 3 & trang 464 cua tai liéu: Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9: 457-92 (1991).
Pé danh gia hoat tinh ADCC cta phén tir quan tdm, thir nghiém ADCC in vitro, nhu thi
nghiém duwgc md ti trong céc Bing doc quyén séng ché My sb US 5.500.362 hoic
5.821.337 ¢6 thé duoc thuc hién. Cac t& bao hidu Gng hitu ich cho c4c thir nghiém niy bao
gdm cac t& bao don nhan méau ngoai vi (peripheral blood mononuclear cell: PBMC) va cac
té bao giét ty nhién (NK). Theo cach khac, hodc ngoai ra, hoat tinh ADCC clia phan ttt quan
tam c6 thé dugce danh gid in vivo, vi du, & md hinh dong vit nhu mé hinh dugc boc 19 trong
tai liéu: Clynes et al. PNAS (M§) 95: 652-656 (1998).

Thuit ngit "cac té bao hiéu ung & nguoi" 13 cac bach cau biu hién mot hodc nhiéu
FcR va thuc hién cac chirc ndng hi¢u ung. Tbt hon néu céc té bao nay biéu hién it nhét 13
FcyRIII va thuc hién chirc ning hi¢u tng ADCC. Vi du v& céc bach cAu & nguoi 1am trung
gian cho ADCC bao gdm céc té bao don nhin mau ngoai vi (PBMC), cac té bao giét tu
nhién (NK), bach cdu don nhén to, cic t& bao T giy doc t& bao va bach cau trung tinh; véi
cac té bao PBMC va NK dugc vu tién. Céc té bao hiéu tmg c6 thé dugc phan 1ap tir ngudn
tu nhién cta né, vi du, tr mau hodc t€ bao PBMC nhu duoc md ta trong tai liéu cong bd
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nay.

Cum tir "tinh gay doc t& bao phu thudc bd thé" va "CDC" dé chi kha ning ciia phan
tir 1am tan dich v6i su c6 mit cua bd thé. Con dudng hoat héa bd thé duoc khoi mao bing
su gin két ctia thanh phin tht nhit cta hé bd thé thir nhét (C1q) vé6i phan tir {vi du, khing
thd) duoc tao phic véi khang nguyén cing ngudn gbc. D& danh gia su hoat héa bd thé, thir
nghiém CDC cé thé dugc thuc hién, vi du, nhu duge mo ta trong tai liéu: Gazzano-Santoro
et al., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996).

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira manh Fec thudc vé IgG.

Theo mot sd phuong 4n, xytokin mién dich chta manh Fc duoc chon tir nhém bao
gom: IgG1, IgG2, hoidc IgG4 clia ngudi.

Theo mot sd phuong 4n, xytokin mién dich chira hai phitc hop protein heterodime
trén co s& IL-15/IL-15Ra trén déy.

Chét siéu cht van IL15 (con duge goi 18 BCD225 hodc IL15SA hoic (IL15SA)2-Fc)
cia sang ché cdn duoc hiéu 13 @ chi CK IL15Re_Hc IL15CHIFCLALA va
CK _IL15 Hc IL15RaCHI1FcLALA.

Y nghia ctia c4c ky hidu CK, IL15Ra, IL15, CHIFcLALA dugc dua ra trong toan bd
n6i dung ctia don sang ché nay.

CK_IL15Ro,_Hc IL15CH1FcLALA 13 xytokin mién dich trén day chta hai phirc
hop protein heterodime trén co s& IL-15/IL-15Ra, xytokin ndy bao gdm IL15Ra dugc lién
két v6i mién dn dinh chudi nhe cua khang thé CK, va IL15 dugc lién két voi cac mién 6n
dinh chudi ning cta khang thé chira mién 6n dinh chudi ning thir nhit (CH1) va monome
ctia manh Fc chira cic mién 6n dinh chudi ning thir hai (CH2) va thtr ba (CH3), trong d6 Fc
chira sy dot bién LALA.

CK_IL15 Hc IL15RaCHIFcLALA 1a xytokin mién dich trén day chita hai phic
hop protein heterodime trén co s IL-15/IL-15Ra, xytokin nay bao gbm IL15 duoc lién két
v6i mién én dinh chudi nhe cia khang thé CK, va IL15Ro dugc lién két v6i cac mién dn
dinh chudi ning cta khang thé chitra mién 8n dinh chudi nang thir nhit (CH1) va monome
cia manh Fc chita cic mién 8n dinh chudi ning thr hai (CH2) va thtr ba (CH3), trong d6 Fc
chtra sy dot bién LALA.

Xytokin mién dich trén day cé thé duoc tao ra theo ca dinh dang ma trong d6 mién
bn dinh chudi ning cia khang thé thir nhit va mién n dinh chudi nhe cta khang thé trong

phtrc hop heterodime c6 su lién két cong héa tri bing lién két cAu S-S tu nhién, va trong
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dinh dang ma trong d6 mién 6n dinh chudi ning cia khang thé thit nhit va mién 6n dinh
chudi nhe cia khang thé trong phirc hop heterodime khong cé su lién két cong héa tri bang
lién két cdu S-S ty nhién; nhim muyc dich nay, trong trudng hop cu thé, ca hai xystein dugc
thay thé bang alanin.

Céc nghién ctru thye nghiém vé cac xytokin mién dich trén diy & ca dinh dang ma
trong d6 mién 8n dinh chudi ning cia khang thé thir nhit va mién dn dinh chudi nhe cia
khéng thé trong phtrc hop heterodime c6 sy lién két cong hoa tri bang lién két cau S-S tu
nhién, vA & diih dang ma trong d6 mién én dinh chudi ning ctia khang thé thtr nhat va mién
4n dinh chudi nhe cta khang thé trong phtc hop heterodime khong c6 su lién két cong hoa
tri bang lién két cAu S-S ty nhién, d3 chimg minh su khac biét khong dang ké vé hoat tinh
clia c4c xytokin mién dich trén day.

Pinh dang cta xytokin mién dich trén ddy duoc thé hién trén Fig.1 va Fig.2.

Theo mdt s6 phwong 4n, xytokin mién dich dwoc sir dung 1am chit diéu tri dé didu tri
bénh ung thu hoic bénh ty mién.

Theo mot s& phuong 4n, xytokin mién dich duoc st dung 1am a chét didu tri dé didu
tri bénh ung thu.

Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén xytokin mién dich dé kich thich sy hoat héa
va/hodc ting sinh cta cac té bao duong tinh véi IL-15Rbeta/gama, xytokin ndy chira phirc
hop protein heterodime trén co s& IL-15/IL-15Ra, va khang thé diéu bién mién dich hoic
ménh gin két khang nguyén ciia nd, e ché dic hiéu con dudng PD-1,

trong d6 phirc hop protein heterodime trén co s IL-15/IL-15Ra

chua:

1) IL-15Ra duoc lién két vé6i

a) mién &n dinh chudi nhe ctia khang thé, hoic

b) c4c mién 6n dinh chudi ning cta khang thé chira mién dn dinh chudi ning thir
nh4t (CH1) va monome cta manh Fc chtra c4c mién dn dinh chudi ning thir hai (CH2) va
thtr ba (CH3);

2) IL-15 duoc lién két vé6i

a) cac mién dn dinh chudi ning cua khang thé chira mién n dinh chudi ning tht nhét
(CH1) va monome ctia manh Fc chitra c4c mién dn dinh chudi ning thir hai (CH2) va tht ba
(CH3), hodc

b) mién én dinh chudi nhe ctia khang thé ;
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trong d6 mién 6n dinh chudi ning cia khing thé thir nhit va mién dn dinh chudi nhe
ctia khang thé trong phirc hop heterodime cé hodc khong c6 sur lién két cong héa tri bang
lién két cAu S-S tu nhién, va

trong d6, néu IL-15 hodc IL-15Ra dugc lién két voi mién én dinh chudi nhe cta
khang thé, thi phdn con lai, dugc chon tir IL-15Ro ho#ic IL-15, clia phic hgp protein
heterodime dugc lién két véi cdc mién 8n dinh chudi ning ciia khang thé.

Khi dugc sit dung trong ban mé ta ndy, thut ngit "khang thé" hoic "globulin mién
dich" (Ig) bao gdm cac khéng thé toan phdn vi manh gin két khang nguyén bt ky (nghia 13
"phin gin két khang nguyén") hodc cdc chudi don cta né. Thuit ngit "khang thé" dé chi
glycoprotein chtra it nh4t hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) dugc lién két v6i nhau
bing céc lién két disulfua, hodc phin gén két khang nguyén clia né. Mdi chudi ning bao
gdm viing bién ddi chudi ning (dwoc viét tit & day 1a VH) va ving dn dinh chudi ning. D3
biét 12 c6 nam loai chudi ning Ig & dong vét cé v, duge ky hidu bang chit cai Hy Lap: a, 3,
g, v va p. Loai chudi ning ning cé mit xac dinh nhém cuia khang thé; cac chudi ndy dugc
tim thdy trong c4c khang thé IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM tuong Gng. C4c chudi ning riéng
biét khac nhau vé kich thudc va thanh phin; o va y chira khoang 450 axit amin, trong khi p
va € ¢ khoang 550 axit amin. M3i chudi ning c¢6 hai ving, ving én dinh va ving bién dbi.
Vang 8n dinh 13 gibng nhau trong tt ca cac khang thé ctia cliing kiéu isotyp. Cac chudi ning
v, o v 8 ¢6 ving 6n dinh gdm ba mién én dinh CH1, CH2 va CH3 (thing hang), va viing
ban 18 d& tao ra tinh linh hoat bd sung (Woof J., Burton D., Nat Rev Immunol 4, 2004,
cc.89-99); c4c chudi ning p va € c6 ving én dinh gdm bbn mién én dinh CH1, CH2, CH3
va CH4. O céc dong vat c6 v, da bibt 1a chi c6 hai loai chudi nhe dwoc ky higu bing
lambda (A) va kapa (k). Mdi chudi nhe gdm vung bién ddi chudi nhe (dugc viét tit & day 1a
VL) va ving 4n dinh chudi nhe. Chidu dai gin ding ciia chudi nhe 13 tir 211 dén 217 axit
amin. Tét hon néu chudi nhe 14 chudi nhe kapa (k), va tt hon néu mién 6n dinh CL 13 mién
kapa C (k).

"Khang thé" theo sang ché c6 thé thudc vé nhém bat ky (vi du, IgA, IgD, IgE, IgG,
va IgM, t6t hon néu 13 IgG), hodc phan nhém (vi du, IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgAl va
IgA2, tot hon néu 1a IgG1).

Céc ving VL va VH c6 thé duoc chia nhé tiép thanh cic ving siéu bién duoc goi 13
ving quyét dinh tinh bd trg (complementarity determining region: CDR), xen k& gitra cac

vung dugc béo toan hon, dugc goi 1 ving khung (framework region: FR). Mbi ving VH va
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VL gbm ba viing CDR v3 bén ving FR, dugc sip xép tir dau tdn cling amino dén dau tan
cung carboxy theo thir ty sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Cac vung bién
dbi ciia chudi ning va chudi nhe chira mién gin két twong tac véi khang nguyén. Céc ving
6n dinh cta khang thé thé c6 thé 1am trung gian cho su gén két ciia globulin mién dich véi
cac md clia vat chu hodc cac yéu tb, bao gbm céc té bao khac nhau ctia hé mién dich (vi dy,
céc t& bao hiéu Gng) va thanh phin thr nhét (Clq) ciia hé bd trg ¢ dién.

Khi dugc st dung trong ban mé ta ndy, thuét ngit "phin gin két khang nguyén" ctia
khéng thé hodc "méanh gén két khang nguyén" (hoic don gian 13 "phin khang thé" hodc
"méanh khang thé"), @& chi mot hodc nhiéu manh ciia khang thé vin duy tri dugc kha ning
gén két ddc hiéu véi khang nguyén. D3 chirng minh duoc ring chirc ning gin két khang
nguyén cia khang thé c6 thé duoc thuc hién bang cic manh ctia khang thé c6 chiéu dai day
da. Vi du v& cac manh gin két dugc bao gdm trong thuat ngit "phan gin két khang nguyén"
ctia khang thé bao gdm (i) manh Fab, ménh héa tri hai bdm c4c mién VL, VH, CL va CHI;
(i) manh F(ab")2, manh hoéa tri hai chira hai manh Fab dwoc lién két bing lién két cau
disulfua & ving ban 1&; (iii) manh Fd gdm c4c mién VH va CHI; (iv) manh Fv gdm c4c
mién VL va VH ciia nhéanh don ctia khang thé; (v) manh dAb (Ward et al., (1989) Nature
341:544-546), manh ndy gdm mién VH/VHH; va (vi) ving quyét dinh tinh bd trg (CDR)
chiét duoc. Ngoai ra, hai ving cia manh Fv, 13 VL va VH, dugc mi héa bdi cic gen riéng
biét, ching c6 thé duoc lién két bing cach st dung cic phuong phap tai td hop st dung
nhém lién két tdng hop dé cho phép chung nhan chudi protein don ma trong d6 ving VL va
VH duoc ghép d6i dé tao thanh cac phan tir hoa tri mot ( dwgc goi 1a Fv chudi don (scFv); vi
du, xem tai liéu: Bird et al. (1988) Science 242:423-426; va Huston et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Cac phén tr s¢i don nay dugc cho 1a cling dugc bao gdém
trong thuat ngit "phin gin két khang nguyén" ctia khing th8. Cac méanh khang thé nay thu
dugc bang cach st dung céc k§ thuat thong thuong d3 biét véi ngudi ¢ hidu biét trung binh
trong linh vuc nay, va cdc manh nay dugc sang loc theo cach gidng nhu 13 khang thé nguyén
ven.

Tét hon néu ving CDR cia phén gén két khing nguyén, hodc phan gin két khing
nguyén cia khang thé toan phén theo sang ché cé ngudn gde tir thu vién thé cho 1a chudt,
lac da khong budu hoic ngudi hodc vé co ban 14 6 ngudn gde tir ngudi véi mot s6 gbc axit
amin dugc thay dbi, vi du, duoc thé bing cac gbe axit amin khac nhau dé ti wu héa cic dic

tinh cy thé cua khang thé, vi du, KD, koff, IC50, EC50, ED50. Tét hon néu c4c ving khung
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ctia khang thé theo sang ché 13 ving c6 ngudn gbe tir ngudi hodc vé co ban 13 c6 ngudn gbc
tir ngudi (it nhat 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 hodc 99% c6 ngudn gbc tir ngudi).

Theo céc phuong 4n khac, phin gin két khing nguyén cua khang thé theo sang ché
c6 thé c6 ngudn gbe tir cac loai khong phai ngudi bao gdm, nhung khong chi gi6i han 6,
chudt, lac da khéng biéu, tho, chudt nhit hodic chudt ddng. Theo cich khac, ving gén két
khang nguyén c6 thé c6 ngudn gbc tir ngudi.

Thuat ngit "bién dbi" d& chi viéc mot sb phin ciia mién bién ddi cé khac biét 16n vé
trinh tw giita c4c khang thé. Mién V 1am trung gian cho sw gén két khang nguyén va quyét
dinh tinh dic hiéu ctia mdi khang thé cu thé déi véi khang nguyén cu thé cia n6. Tuy nhién,
tinh bién dbi ndy dugc phan bd khong déu trén khoang 110-axit amin ctia cc mién bién dbi.
Thay vao dé, cic ving V gdm cac manh bét bién dwoc goi 12 viing khung (FR) chtra tir 15
dén 30 axit amin dugc ngin cich bing cic ving ngén hon c6 tinh bién dbi rat 16n dugc goi
13 "ving siéu bién" hoic CDR. Mdi mién bién d6i ctia chudi ning va chudi nhe tu nhién
chira bdn ving FR, chi yéu chon cu hinh nép gép beta, dugc lién két bdi ba ving siéu bién,
dé tao thanh cac vong lién két, va trong mot sb truong hop tao thanh mot phén ctia ciu tric
nép glp beta. Cac ving siéu bién trong mdi chudi dugc duy tri v6i nhau & khoang rit gan
bing c4c ving FR v, cling v6i cic ving siéu bién tir chudi khac, gép phén vao su tao ra vi
tri gin két khang nguyén cta cic khang thé. Cac mién 6n dinh khoéng tham gia truc tiép vao
su gin két khang thé voi khang nguyén nhung c6 nhiéu chirc ning higu mg khic nhau, nhu
su tham gia cia khang thé vao tinh gy doc té bao ciia té bao phu thudc khang thé (ADCC).

Khi dugc sit dung trong ban mé ta ndy, thudt ngir "ving sidu bién" dé chi cic gbe
axit amin cta khang thé gy ra su gén két khang nguyén. Ving siéu bién thudong chira cac
gbc axit amin tir "ving quyét dinh tinh b tro" hodc "CDR" vd/hoic cac gdc axit amin tir “
vong siéu bién".

Trong mdt sb truong hop, tdt hon 13 ciing c6 thé 1am thay d6i mot hodc nhidu gbe
axit amin ciia ving CDR d& cai thién 4i luc gén két véi epitop dich. Qua trinh ndy dugc goi
1a "sy trudng thanh ai lyc" va co thé ty ¥ dwgc thuc hién dbi véi viéc 1am cho gibng véi
cua ngudi, vi dy, trong cac truong hgp ma trong d6 viéc lam cho khang thé gidng vdi cua
ngudi dén dén 1am giam tinh dic hiéu hodc 4i luc gin két va khong thé cai thién du tinh dic
hidu hodc 4i luc gén két chi bing cach dot bién ngugc. Cac phuong phép lam trudng thanh
4i Tuc khac nhau 13 d4 biét trong linh vuc ndy, vi du, phuong phép gay dot bién bdo hoa quét
in vitro dugc mo ta trong tai liéu: Burks et al., Proc Natl Acad Sci USA, 94:412—417 (1997)
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va phuong phap trudng thanh ai lyc in vitro ting budc duge mo ta trong tai liéu: Wu et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 95:6037 6042 (1998).

"Céc ving khung" (FR) 13 cic gbc clia mién bién dbi khac véi cac gbc clia ving
CDR. M&i mién bién ddi thuong c6 bdn ving FRs dugc xac dinh theo FR1, FR2, FR3 va
FR4. Néu cac ving CDR dugc x4c dinh theo phwong phap Kabat, cac gbc clia ving FR
chudi nhe ndm trong khoang vi tri cac gbc 1-23 (LCFR1), 35-49 (LCFR2), 57-88 (LCFR3),
va 98-107 (LCFR4) v cac gbc cua ving FR chubi ning nim trong khoang vi tri c4c gbe 1-
30 (HCFR1), 36-49 (HCFR2), 66-94 (HCFR3), va 103-113 (HCFR4) trong chudi ning. Néu
céc vimg CDR chira cac gbc axit amin tir vong siéu bién, cac gbc ctia ving FR chudi nhe
nam trong khoang vi tri cac gbc 1-25 (LCFR1), 33-49 (LCFR2), 53-90 (LCFR3), va 97-107
(LCFR4) trong chudi nhe va cic gbc ciia ving FR chudi ning nim trong khoang vi tri cc
gbc 1-25 (HCFR1), 33-52 (HCFR2), 56-95 (HCFR3), va 102-113 (HCFR4) trong cac gbc
ctia chudi nang. Trong mot sb trudng hop, khi vimg CDR chira cAc axit amin tr c& hai ving
CDR nhu dugc xac dinh theo phuong phap Kabat va cac axit amin cia vong si€u bién, cac
gbc ctia ving FR s& dugc didu chinh cho phu hop. Vi du, khi CDRH1 bao gdm céc axit
amin H26-H35, c4c gbc cia ving FR1 chudi ning nim & vi trf 1-25 va cac gdc clia ving
FR2 nim & vi tris 36-49. |

Khéng thé cua sang ché "gén két" khang nguyén dich dé chi khang thé c6 kha ning
ghn két khdng nguyén véi i luc du sao cho khang thé nay c6 thé dugc sir dung 1am chét
chén do4n va/hodc didu tri dé huéng dich protein hodc té bao hodc mé biéu hién khang
nguyén nay, va c6 kha niang phan ng chéo & mic nhe vdi cac protein khac. Theo cac
phuong phap phén tich: phwong phip phan loai té bio dugc hoat héa huynh quang
(fluorescence-activated cell sorting: FACS), phuong phép thtr nghiém mién dich phéng
xa (RIA) hodc phuong phap thir nghiém hip thy mién dich lién két enzym (ELISA), trong
c4c phwong 4n nay, mitc do gin két cia khéng thé véi protein khong phai dich 1& nhd hon
10% so v6i mirc do gin két ciia khang thé véi protein dich cu thé. Lién quan dén su gin két
ctia khang thé vai phéan tu dich, thudt nglr “su gin két dic hiéu” hodc “gin két dic hidu véi”
hoic 13 “dic hiéu v6i” polypeptit cu thé hodc an epitop trén dich polypeptit cu thé c6 nghia
13 su gén két c6 thé phat hién duoc khac véi su twong tac khdng ddc hiéu.

Theo mot s phuong an, xytokin mién dich chtra mién 6n dinh chudi ning ctia khdng
thé the nhit va mién 8n dinh chudi nhe cta khang thé nim trong phitc hop heterodime,

xytokin ndy c6 su lién két cong héa tri bing lién két cau S-S tu nhién.
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Theo mdt s6 phirong 4n, xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi ning cta khang
thé thir nhit va mién 6n dinh chudi nhe cia khang thé nim trong phtic hop heterodime,
khong c6 su lién két cong hoa tri bing lién két cAu S-S tw nhién.

Theo mdt sb phwong 4n, xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi nhe ctia khang
thé dwoc chon tir CK hoic CL.

Theo mét sb phuong an, xytokin mién dich chira IL-15R0. ¢6 trinh ty axit amin dugc
thé hién bang
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASS (SEQ ID NO:9),
hodc bién thé d3 biét bit ky cta IL-15Ra chira sy dot bién c6 hoat tinh sinh hoc twong tu.

Thé d6t bién IL-15R0, IL-15Ra ¢ hoat tinh sinh hoc twong tu dwoc hidu 13 dé chi
IL-15Ra bét ky da biét trong linh vuc nay chira sy dot bién va ¢ hoat tinh sinh hoc trong tu
s0 v6i hoat tinh sinh hoc cia IL-15Ra “kiéu dai”.

Theo mot sb phuong an, xytokin mién dich chira IL-15 c6 trinh ty axit amin dugc thé
hién bing
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS
(SEQ ID NO:10), hodc bién thé da biét bt ky cua IL-15 chira su d6t bién c6 hoat tinh sinh
hoc tuong tu.

Thé d6t bién IL-15, IL-15 c6 hoat tinh sinh hoc tuong tu c6 nghia 13 IL-15 bat ky da
biét trong linh vue ndy chira su dot bién va c6 hoat tinh sinh hoc twong tur so véi IL-15 “kiéu
dai”.

Theo mdt s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15R0. dugc lién két v6i mién 6n
dinh chudi nhe ctia khang thé.

Theo mot sb phwong 4n, xytokin mién dich chtra IL-15R0, dugc lién két v6i mién on
dinh chudi nhe ctia khéng th8 c6 trinh tw axit amin dugc thé hién béng
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC  (SEQ ID
NO:1).

Theo mot sé phuong 4n, xytokin mién dich chtra IL-15Ra dugc lién két v6i mién 6n
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dinh chubi nhe ctia khing th& c6 trinh tr axit amin duwoc thé hién bing
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEA  (SEQ ID
NO:19).

Trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:19 dugc cai bién tir trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO:1 bang mdt sy thay thé axit amin Xystein (X) thinh Alanin (A) & vi tri
216. Su thay thé nay cho phép tao ra xytokin mién dich chira mién dn dinh chudi ning cla
khang thé th nhit vd mién 6n dinh chudi nhe cia khaing thé nim trong phic hop
heterodime, khong cé sy lién két cong hoa tri bang lién két cAu S-S tw nhién.

Theo mdt sb phwong 4n, xytokin midn dich chtra IL-15 duoc lién két v6i mién 6n
dinh chudi nhe ctia khang thé.

Theo mdt s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 dugc lién két v&i mién 6n
dinh chudi nhe cia khéng thé c6 trinh ty axit amin dugc thé hién bang
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC (SEQ ID NO:3).

Theo mét sé phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 dugc lién két véi mién on
dinh chudi nhe cta khing thé cé trinh tr axit amin duoc thé hién bing
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASTHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEA (SEQ ID NO:21).

Trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:21 dugc cai bién tir trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO:3 bing mdt sy thay thé axit amin Xystein (X) thanh Alanin (A) & vi tri
233. Su thay thé niy cho phép tao ra xytokin mién dich chia mién 6n dinh chudi ning cua
khang thé thir nhit vd mién 6n dinh chudi nhe cia khéng thé ndm trong phic hop

heterodime, khong c6 sy lién két cong héa tri bang lién két ciu S-S tw nhién.

42



52005 | 43/138

Theo mot sb phwong 4n, xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi ning thir nht
(CH1) va monome cia manh Fc chira cic mién 6n dinh chudi ning thir hai (CH2) va thit ba
(CH3) duoc lién két bing mién ban 18.

Theo mot s& phuwong an, xytokin mién dich chira IL-15 hodc IL-15Ro. dugc lién két
v6i cic mién 6n dinh chudi nang ctia khang thé duoc sép xép theo thi ty sau: CH1-mién ban
18-CH2-CH3.

Theo mdt s& phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15R0 duge lién két v6i cac mién
6n dinh chudi ning ciia khang thé.

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15Ra dugc lién két voi cac mién
6n dinh chudi ning cta khiang thé c6 trinh ty axit amin duogc thé hién bang
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:6).

Theo mot sb phuong an, xytokin mién dich chira IL-15Ra dugc lién két v6i cac mién
6n dinh chudi ning coa khing thd c6 trinh tu axit amin dugc thé hién bang
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSADKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:24).

Trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:24 duoc cai bién tir trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO:6 bang mot sy thay thé axit aminXystein (X) thanh Alanin (A) & vi tri
212. Sy thay thé nay cho phép tao ra xytokin mién dich chira mién én dinh chudi ning cua

khéng thé tht nhit va mién 6n dinh chudi nhe ctia khéang thé nidm trong phic hop
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heterodime, khéng c6 su lién két cong héa tri bz‘“mg lién két cAu S-S tu nhién.

Theo mét s6 phuwong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 duogc lién két v6i cic mién 6n
dinh chudi nang ciia khang thé.

Theo mot sé phuong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 duoc lién két v6i cac mién dn
dinh chudi ning cua khang th c6 trinh ty axit amin dugc thé hién béng
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASTHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:5).

Theo mot sé phwong 4n, xytokin mién dich chira IL-15 dwoc lién két véi cac mién 6n
dinh chudi ning cua khéng thé c6 trinh tr axit amin dwgc thé hién bing
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSA
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:23).

Trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:23 dugc cai bién tir trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:5 biang mdt sy thay thé axit amin Xystein (X) thanh Alanin (A) & vi trf
229. Sy thay thé nay cho phép tao ra xytokin mién dich chira mién 6n dinh chudi ning clia
khéng thé thé nhdt va mién én dinh chudi nhe cia khang thé nim trong phirc hop
heterodime, khong c6 su lién két cong héa tri bang lién két ciu S-S tu nhién.

Theo mot sb phuong 4n, xytokin mién dich chtra khéng thé diéu bién mién dich hoic

manh gén két khéang nguyén clia né, trc ché dic hidu con dudng PD-1, va 1 khang thé gin
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két ddc hiéu véi PD-1.

Su gin két dic hidu c6 thé duoc x4c dinh, vi dy, bing c4ch x4c dinh sy gin két cua
mdt phan t& so v6i su gén két cua phén t db6i chimg. Vi dy, su gén két d3c hiéu c6 thé duoc
xac dinh theo mic d0 canh tranh véi phén tu dbi chirng tuong tw véi dich, vi du, lugng du
cua dich khong dwoc danh ddu. Trong trudong hop nay, su gin két dic hidu dugc thé hién
néu su gin két cua dich duoc danh diu v6i doan do bi trc ché canh tranh bdi lugng du cla
dich khong duoc ddnh ddu. Khi duoc st dung trong ban mo ta nay, thuit ngir "sy gin két
dac hiéu" hoac "gén két dic hiéu v6i" hodc "ddc hidu véi" a polypeptit cu thé hoic epitop
trén dich polypeptit cu thé c6 thé dugc mé ta bing phéan tir c6 gia tri Kd dbi v6i dich it nhét
l1a khoang 200nM, hodc it nhét 13 khoang 150nM, hodc it nhét 13 khoang 100nM, hodc it
nhét 1 khoang 60nM, hoc it nhit 13 khodng 50nM, hodc it nhit 13 khoang 40nM, hoic it
nhét 13 khoang 30nM, hodc it nhit 13 khoang 20nM, hodc it nhét 13 khoang 10nM, hodc it
nhét 13 khoang 8nM, hogc it nhit 12 khoang 6nM, hodc it nhét 13 khoang 4nM, hoic it nhit
1a khoang 2nM, hodgc it nhét 13 khoang 1nM, ho#c 16n hon. Theo m¢t phuong an, thuit ngit
"su gén két dic hiéu" dé chi sy gén két trong d6 mot phan tir gén két véi polypeptit cu thé
hoiic epitop trén polypeptit cu thé ma gin nhu khéng gén két v6i polypeptit hodc epitop
polypeptit khac bat ky.

Theo mdt sé phuong an, xytokin mién dich chtra khdng thé diéu bién mién dich bao
gbm:

a) chudi nhe chtra mién bién déi chudi nhe va mién 6n dinh chudi nhe;

b) chudi ning chira mién bién @i chudi ning va cdc mién on dinh chudi ning cia
khéng thé chira mién 6n dinh chudi nang thir nhdt (CH1) va monome ctia manh Fc chira cac
mién on dinh chudi ning tht hai (CH2) va thit ba (CH3).

Theo mot sb phwong 4n, xytokin mién dich chira mién bién d6i chubi nhe bao gdm
cac ving LCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién 1, 2, va 3), dugc thé hién bing céc trinh ty
axit amin GGNNIGSKNVH (SEQ ID NO:14), RDSNRPS (SEQ ID NO:15), va
CQVWDSSTAYV (SEQ ID NO:16), tuong tng.

Theo mdt sé phwong 4n, xytokin mién dich chira mién bién ddi chudi nhe c6 trinh tu
axit amin dugc thé hién béng
QPVLTQPLSVSVALGQTARITCGGNNIGSKNVHWYQQKPGQAPVLVIYRDSNRPSG
IPERFSGSNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQVWDSSTAVFGTGTKLTVLQ (SEQ ID
NO: 18).
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Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich chira mién bién dbi chudi ning bao gdm
cac ving HCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién 1, 2, va 3), dugc thé hién bing céc trinh ty
axit amin FTFSSYWMY (SEQ ID NO:11), AIDTGGGRTYYADSVKG (SEQ ID NO:12),
vA CARDEGGGTGWGVLKDWPYGLDA (SEQ ID NO:13), trong tng.

Theo mdt sé phwong 4n, xytokin mién dich chira mién bién d6i chudi ning chita trinh
tu axit amin dugc thé hién b%lng
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMYWVRQVPGKGLEWVSAIDTG
GGRTYYADSVKGRFAISRVNAKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEGGGTGWG
VLKDWPYGLDAWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 17).

Theo mét sb phuong 4n, xytokin min dich chira:

1) mién bién dbi chudi nhe bao gdm cac ving LCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién 1,
2, va 3), dugc thé hién bing céc trinh ty axit amin GGNNIGSKNVH (SEQ ID NO: 14),
RDSNRPS (SEQ ID NO: 15), va CQVWDSSTAV (SEQ ID NO: 16), tuong tng;

2) mién bién ddi chudi ning bao gdm céc ving HCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién
1, 2, va 3), dugc thé hién bing cic trinh ty axit amins FTFSSYWMY (SEQ ID NO: 11),
AIDTGGGRTYYADSVKG (SEQ ID NO: 12) vi CARDEGGGTGWGVLKDWPYGLDA
(SEQ ID NO: 13), twong ng.

Theo mét s& phuong 4n, xytokin mién dich chira:

1) mién bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin dugc thé hién bing
QPVLTQPLSVSVALGQTARITCGGNNIGSKNVHWYQQKPGQAPVLVIYRDSNRPSG
IPERFSGSNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQVWDSSTAVFGTGTKLTVLQ (SEQ ID
NO:18);

2) mién bién dbi chudi ning chta trinh ty axit amin dugc thé hién bing
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMYWVRQVPGKGLEWVSAIDTG
GGRTYYADSVKGRFAISRVNAKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEGGGTGWG
VLKDWPYGLDAWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:17).

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich chira khang thé didu bién mién dich
khéng th8 bao gdm chudi nhe chira trinh ty axit amin dwgc thé hién bang
QPVLTQPLSVSVALGQTARITCGGNNIGSKNVHWYQQKPGQAPVLVIYRDSNRPSG
IPERFSGSNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQVWDSSTAVFGTGTKLTVLQRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO 8).
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Theo mét sé phwong 4n, xytokin mién dich chira khang thé diéu bién mién dich bao
gdbm chudi ning chia trinh tr axit amin dwoc thé hién  bing
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMYWVRQVPGKGLEWVSAIDTG
GGRTYYADSVKGRFAISRVNAKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEGGGTGWG
VLKDWPYGLDAWGQGTLVT VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO 7).

Theo mot s§ phuong 4n, xytokin mién dich chira khang thé didu bién mién dich bao
gdm:

chudi ning chttra trinh ty axit amin dwgc thé hién  bing
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMYWVRQVPGKGLEWVSAIDTG
GGRTYYADSVKGRFAISRVNAKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEGGGTGWG
VLKDWPYGLDAWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO 7);

chudi nhe chta trinh tu  axit amin dugc th& hién Dbang
QPVLTQPLSVSVALGQTARITCGGNNIGSKNVHWYQQKPGQAPVLVIYRDSNRPSG
IPERFSGSNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQVWDSSTAVFGTGTKLTVLQRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO 8).

Theo mot s phuong 4n, xytokin mién dich chira khéng thé didu bién mién dich
prolgolimab (BCD100, W02018013017).

Theo mét s6 phuong an, xytokin mién dich chira khang thé didu bién mién dich hoic

ménh gén két khing nguyén cta n6, (rc ché dic hiéu con duong PD-1, 1a khang thé gin két
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dac hiéu voi PD-L1.

Theo mdt sb phuong an, khang thé gin két dic hidu v6i PD-L1 1a BCD135, da dugc
boc 16 tornt Bing doc quyén sang ché Nga sb RU2665790 (Cong bd don qubc té& sb
W02018194496).

Theo mdt s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira:

a) phtrc hop protein heterodime trén co s& IL-15/IL-15Ra bao gbm:

IL-15R0 dugc lién két voi midn dn dinh chudi nhe ciia khang thé c6 trinh ty axit
amin dugc thé hién béng
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID
NO:1), va

IL-15 dugc lién két v6i cac mién 6n dinh chubi ning cia khang thé cé trinh tur axit
amin dugc thé hién béng
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:5);

b) didu bién mién dich khang thé bao gom:

chudi ning «choa trinh tw axit amin dwoc thé hién bang
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMYWVRQVPGKGLEWVSAIDTG
GGRTYYADSVKGRFAISRVNAKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEGGGTGWG
VLKDWPYGLDAWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
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YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO 7);

chudi nhe chi¥a trinh ty axit amin dwoc thé hién  bing
QPVLTQPLSVSVALGQTARITCGGNNIGSKNVHWYQQKPGQAPVLVIYRDSNRPSG
IPERFSGSNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQVWDSSTAVFGTGTKLTVLQRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO 8).

Theo mét sd phuong 4n, xytokin mién dich chira:

a) phtrc hop protein heterodime trén co s¢ IL-15/IL-15Ra bao gbdm:

IL-15Ra dugc lién két véi mién 6n dinh chudi nhe cta khang thé c6 trinh tu axit
amin duoc thé hién bing
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGRTVA
APSVFIFPPSDEQLK SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEA  (SEQ ID
NO:19), va

IL-15 dugc lién két v6i cac mién 6n dinh chudi ning ctia khang thé c6 trinh tyr axit
amin dugc thé hién béng
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSA
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
[EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SP (SEQ ID NO:23);

b) khang thé didu bién mién dich bao gbm:

chudi ning choa trinh tw axit amin dugc thé hién bang
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMYWVRQVPGKGLEWVSAIDTG
GGRTYYADSVKGRFAISRVNAKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEGGGTGWG

49



52005 50/138

VLKDWPYGLDAWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO 7);

chudi nhe <chta trinh tw axit amin duwoc thé hién  bing
QPVLTQPLSVSVALGQTARITCGGNNIGSKNVHWYQQKPGQAPVLVIYRDSNRPSG
[PERFSGSNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQVWDSSTAVFGTGTKLTVLQRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO 8).

Theo mot s& phuong an, xytokin mién dich chira:

a) IL-15Ro dugc lién két v6i cac mién dn dinh chudi ning ciia khang thé ¢ trinh tu
axit amin dugc thé hién bing
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:6), va

IL-15 duoc lién két v6i mién én dinh chudi nhe cta khang thé 6 trinh tw axit amin
dugc thé hién bang
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC (SEQ ID NO:3);

b) khang thé diéu bién mién dich bao gbm:

chudi ning chia trinh ty axit amin dugc thé hién bing
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QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMYWVRQVPGKGLEWVSAIDTG
GGRTYYADSVKGRFAISRVNAKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEGGGTGWG
VLKDWPYGLDAWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO 7);

chudi nhe cha trinh ty axit amin dwgc thé hién  bing
QPVLTQPLSVSVALGQTARITCGGNNIGSKNVHWYQQKPGQAPVLVIYRDSNRPSG
IPERFSGSNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQVWDSSTAVFGTGTKLTVLQRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO 8).

Theo mét sé phuong 4n, xytokin mién dich chira:

a) IL-15Ra duoc lién két voi cac mién 6n dinh chudi ning ctia khang thé c6 trinh tu
axit amin dugc thé hién b:?mg
DTCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHW
TTPSLKCIRDPALVHQRPAPPSTVTTAGVTPQPESLSPSGKEPAASSGAEGGGASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSADKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO:24), va

IL-15 duogc lién két voi mién 8n dinh chudi nhe ciia khang thé c6 trinh ty axit amin
dugc thé hién bang
DNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGD
ASIHDTVENLIILANDSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTSA
GGKPGGSAGGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEA (SEQ ID NO:21);
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b) khang thé diéu bién mién dich bao gdm:

chudi ning chia trinh ty axit amin duoc thé hién béng

- QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMYWVRQVPGKGLEWVSAIDTG
GGRTYYADSVKGRFAISRVNAKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCARDEGGGTGWG
VLKDWPYGLDAWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO 7);

chudi nhe chtra trinh tw axit amin dugc thé hién bang
QPVLTQPLSVSVALGQTARITCGGNNIGSKNVHWYQQKPGQAPVLVIYRDSNRPSG
IPERFSGSNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQVWDSSTAVFGTGTKLTVLQRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:
8).

Theo mét sd phuong 4n, xytokin mién dich c6 su dot bién trong cac mién 6n dinh cta
khéang thé, tao ra su heterodime héa cta hai ph?m khac nhau, mdt ph?m trong d6 chta IL-
15Ra di lién két cdng hoa tri hodac khong céng hda tri dugc lién két v4i cac mién dn dinh
ctia khang thé va IL-15 dwoc lién két v6i mién 6n dinh ctia khang thé, va phan con lai chtra
chudi ning va chudi nhe duogc lién két cdng hoda tri hodc khong cong hda tri cua khang thé.

Theo mot s& phuong 4n, xytokin mién dich chira:

monome Fc thir nhit v monome Fc thir hai, dugc chon tir nhdm sau ddy: monome
Fc tht nhit Fc duge cai bién bing chd phinh, va monome Fc thir hai Fc dugc cai bién bang
chd 13m, hodc khi monome Fc tht hai Fc duoc cai bién bang chd phinh, va monome Fc thir
nhit Fc dugc cai bién bang chd 16m.

Cum tlr "chd phinh vio chd 16m" (sw twong tac cia kiéu "chd phinh vao chd 16m) 1a
phuong phép cho phép giai quyét van dé lién quan dén cac san phim phu bi ghép cip sai.
Phuong phép ndy nhim muc dich ép budc sw ghép doi clia hai chudi ning cia khéng thé
khéc nhau bing cach dua sy dot bién vao cic mién CH3 dé cai bién mit phan c4ch tiép xtc.

Trén mdt chudi, cdc axit amin cong kénh dugc thay thé bang cac axit amin c6 mach bén
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ngén dé tao ra "chd 16m". Ngugc lai, cic axit amin ¢ mach bén 16n duge dua vao mién
CH3 khac dé tao ra "chd phinh". Bing cich ddng biéu hién hai chudi ning niy, quan st
dugc hidu suit tao ra heterodime ("chd phinh-chd 16m") cao so v6i su tao ra homodime
("chd 16m-chd 16m" hoic "chd phinh-chd phinh") (Ridgway, J. B., Presta L G, Carter P; va
Céng bb don qubc t& s6 WO 1996/027011). Ty 1& % ctia heterodime c6 thé dugc ting thém
bang cch tai cAu tric mit phan cach cia hai mién CH3 bang cich sir dung k¥ thuit biéu
hién thé thyc khudn va dwa lién két ciu disulfua vio d€ lam 6n dinh heterodime (Merchant,
A. M., et al, Nature Biotech 16 (1998) 677-681; Atwell, S., Ridgway, J. B., Wells, J. A,,
Carter, P., ] Mol Biol 270 (1997) 26-35).

Theo mét s6 phuong an, xytokin mién dich chita monome Fec thit nhét cé su thay thé
axit amin S354C/T366W, vi monome Fc the hai c6 sy thay thé axit amin
Y349C/T366S/L368A/Y407V.

Theo mot s6 phuong 4n, xytokin mién dich chira monome Fc thit nhét c6 su thay thé
axit amin Y349C/T366S/L368A/Y407, va monome Fc thitr hai c6 sy thay thé axit amin
S354C/T366W.

Theo mdt s& phuong 4n, xytokin mién dich chira manh Fc thudc vé IgG.

Theo mdt sb phuong an, xytokin mién dich chira méanh Fc, trong d6 isotyp ctia manh
Fc duoc chon tir nhém bao gdém: IgG1, IgG2, hodc IgG4 ciia ngudi.

Theo mdt s6 phuong 4n, xytokin mién dich chita su dot bién trong monome cia
manh Fc, giy ra su thiéu hut cua cac dic tinh ADCC, CDC, va/hoic ADCP trong xytokin
mién dich néu trén.

Ngoai ra, chét siéu chu van IL15 dic hidu kép hodc xytokin mién dich IL15 dic hiéu
kép hodc xytokin mién dich khang PD1/IL15SA (khang thé don dong dic hiéu kép chira IL-
15SA va manh Fab khang PD-1) cin dugc hiéu c6 nghia 1a:

Fab-CK_IL15Ro, Hc IL15CH1Fcchd phinhLALA khang PD-1,

Fab- CK_IL15 Hc_ IL15RaCHI1Fcchd phinhLALA khéng PD-1.

Ngoai ra, xytokin mién dich IL15SA/khéng PD-L1 cin dwgc hiéu c6 nghia 1a:

Fab-CK_IL15Ra._Hc IL15CH1Fcchd phinhLALA khéng PD-L1,

Fab- CK_IL15 Hc IL15RaCHI1Fcchd phinhLALA khang PD-L1.

Y nghia cta cic ky hiéu Fab khang PD-1, Fab khang PD-L1, CK, IL15Ra, IL15,
CH1Fcchd phinhLALA duoc dua ra trong todn bd ndi dung ctia don sang ché nay.

Fab-CK_IL15Ra_Hc IL15CHI1Fcchd phinhLALA khang PD-1 13 xytokin mién dich
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néu trén chira manh Fab gin két khang nguyén cia khang thé khang PD1, IL15Ra, dugc
lién két v6i mién 6n dinh chudi nhe cta khang thé CK, va IL15 dugc lién két véi cac mién
6n dinh chudi ning cua khéng thé chira mién 6n dinh chudi ning thu nhit (CHI) va
monome ciia manh Fc chira cic mién 6n dinh chudi ning thi hai (CH2) va thir ba (CH3),
trong d6 Fc chira su dot bién dé tao thanh su heterodime héa (vi du, chd phinh) va LALA.,

Fab-CK_IL15 Hc IL15RaCHI1Fcchd phinhLALA khing PD-1 13 xytokin mién dich
néu trén chira manh Fab gin két khang nguyén ciia khang thé khang PDI, IL15, dugc lién
két v6i mién 6n dinh chudi nhe ciia khang thé CK, va IL15Ra duoc lién két véi cac mién 6n
dinh chudi ning cta khang thé chira mién én dinh chudi ning thir nhit (CH1) vA monome
ctia manh Fc chtra cic mién én dinh chudi ning thir hai (CH2) va thtr ba (CH3), trong d6 Fc
chira sy d6t bién dé tao ra sy heterodime héa (vi du, chd phinh) va LALA.

Fab-CK_IL15Ro. Hc IL15CH1Fcchd phinhLALA khang PD-L1 13 xytokin mién
dich trén day chira manh Fab gin két khang nguyén ciia khang thé khang PD-L1, IL15Ro,
dugc lién két voi midn 6n dinh chudi nhe cua khang thé CK, va IL15 dugc lién két véi cac
mién dn dinh chudi ning cia khéng thé chira mién 6n dinh chudi ning thir nhit (CHI) va
monome ctia manh Fc chira cic mién én dinh chudi ning tht hai (CH2) va thir ba (CH3),
trong d6 Fc chira su dot bién dé tao ra sy heterodime hoéa (vi du, chd phinh) va LALA.

Fab- CK_IL15 Hc IL15RoCH1Fcchd phinhLALA khing PD-L1 13 xytokin mién
dich trén ddy chira manh Fab gin két khang nguyén ciia khang thé khang PD-L1, IL15,
duoc lién két voi midn dn dinh chudi nhe cia khang thé CK, va IL15Ra duge lién két voi
c4c mién dn dinh chudi ning cia khang thé chira mién én dinh chudi ning thir nht (CHI1)
va monome ctia manh Fc chira cic mién én dinh chudi ning thi hai (CH2) va thit ba (CH3),
trong d6 Fc chira sy dot bién dé tao ra sy heterodime héa (vi du, chd phinh) va LALA.

Céc xytokin mién dich trén day c6 thé dugc tao ra & ca dinh dang ma trong d6 mién
6n dinh chudi ning cia khang thé thir nhit va mién én dinh chudi nhe ctia khang thé trong
phtrc hop heterodime co6 su lién két cdng hoa tri bfmg lién két cdu S-S tu nhién, va & dinh
dang ma trong d6 mién 8n dinh chudi ning ciia khang thé thtr nhit va mién én dinh chudi
nhe cia khang thé trong phtc hop heterodime khong c6 sy lién két cong héa tri bang lién
két cau S-S tu nhién; nhim muc dich ndy, trong trudng hop cu thé, ca hai xystein dugc thay
thé bing alanin.

Céc nghién ctru thyc nghiém vé cac xytokin mién dich trén day & ca dinh dang ma

trong d6 mién 6n dinh chudi ning cta khang thé thr nhat va mién 6n dinh chudi nhe cua
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khéng thé trong phtrc hop heterodime c6 s lién két cong héa tri bang lién két cau S-S tu
nhién, va & dinh dang ma trong d6 mién 6n dinh chudi ning cta khang thé thir nhit va mién
6n dinh chudi nhe cua khang thé trong phirc hgp heterodime khong cé su lién Kkét cdng hda
tri bing lién két cAu S-S tu nhién, d3 ching minh khong c6 sy khac biét dang ké vé hoat tinh
cta cac xytokin trén day.

Nhu d3 mo ta trén day, thuat ngit "chd phinh" cin dugc hiéu véi nghia 14 cic dot bién
tao ra "chd phinh vao chd 16m: ciu tric giita bién thé Fc thir nhit va bién thé Fc thr hai
trong mién CH3.

Dinh dang ctia xytokin mién dich trén ddy duoc thé hién trén Fig.3 va Fig.4.

Theo mdt sb phuong 4n, xytokin mién dich duwoc sir dung dé diéu tri bénh ung thu
hodc bénh tu mién.

Theo mdt sé phuong 4n, xytokin mién dich dwoc st dung dé diéu tri bénh ung thur.

Axit nucleic

Theo mot khia canh, sdng ché dé cap dén axit nucleic dugc phan 14p ma héa xytokin
bét ky trong s cac xytokin mién dich trén day. '

Cac thuidt ngit "axit nucleic", "trinh ty nucleic", " trinh ty axit nucleic",
"polynucleotit", "oligonucleotit", "trinh tu polynucleotit" va "trinh ty nucleotit", dugc su
dung thay thé 13n nhau trong ban md ta ndy, dé chi trinh tw chinh x4c ciia cic nucleotit,
duogc cai bién hodc khong dugc cai bién, x4c dinh manh hoic ving cta axit nucleic, chira
hodc khong chira cac nucleotit khong tu nhién, va 1a ADN hodc ARN sgi kép, ADN hodc
ARN soi don, hoic san phim phién m4i ctia cac ADN néu trén.

Ciing can luu ¥ & day ring sang ché khong dé cap dén cac trinh tu nucleotit trong
moi truomg nhidm sic thé tw nhién cua ching, nghia 13 & trang thai tu nhién. C4c trinh tu
theo sang ché dd dugc phan 14p va/hodc tinh ché, nghia 13 ching dugc 14y mau theo cich
tre tiép hodic gian tiép, vi du, bang cach sao chép, méi trudng ciia ching da duge cai bién it
nhit mot phan. Do d6, thu dugc céc axit nucleic da phan 1ap bing phuong phép di truyén tai
td hop, vi du, cta cac té bao chu, hodc thu dugc bfmg cach téng hop héa hoc cling can duge
dé cap & day.

Phén tir axit nucleic "dugc phan 14p" 14 phin ti dugc x4c dinh va tach ra tur it nhét
mdt phan tir axit nucleic-tap chat ma phan tir ndy thudng duge gén két v6i ngudn tu nhién.
Phan tr axit nucleic dugc phan 14p khac véi hinh dang hodc tdp hop ma trong d6 né duoc

phat hién trong diéu kién tu nhién. Do d6, phén tr axit nucleic dugc phan 1ap khac v6i phan
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tir axit nucleic tdn tai trong t& bo trong cic diéu kién tw nhién. Tuy nhién, phan t& axit
nucleic dugc phan 1ap bao gdm phén tir axit nucleic ndm trong t€ bao ma trong d6 xytokin
mién dich thudong duoc biéu hién, vi dy, néu phan tir axit nucleic ¢ sy dinh vi nhidm sic
thé khac véi su dinh vi ciia né trong céc té bio trong didu kién binh thuong.

Theo mdt s& phuong 4n, axit nucleic 14 ADN.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén phan tir axit nucleic chira trinh ty nucleotit
ma hoda trinh tu axit amin dugc chon tir cac trinh tw SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, hodc 24. Phan tir axit nucleic cling c6 thé
chura sy két hop bat ky cia cac trinh tu nucleotit trén day.

Nhu ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vic nay di biét, do su du thira ctia ma
di truyén, nhidu trinh tw ADN khéc nhau c6 thé m3 héa peptit bang trinh ty axit amin dugc
chon tir c4c trinh tv SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, hodc 24. Ngudi c6 hidu biét trung binh trong Iinh vuc nay ciing s& biét rd
c4ch tao ra c4c trinh tw ADN thay thé nay d& ma hoa chinh c4c trinh ty axit amin. Céc trinh

tr ADN bién thé nay vin nim trong pham vi clia sang ché.

Vecto biéu hién

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén vecto biéu hién chira axit nucleic trén day.

Khi dugc st dung trong ban mé ta nay, thudt ngtt "vecto" cd nghia la phén tir axit
nucleic ¢6 kha ning van chuyén axit nucleic khac ma né da duoc lién két véi. Theo mot 56
phuong 4n, vecto 14 plasmit, nghia 1a manh ADN s¢i kép mach vong ma cac doan ADN bd
sung co thé duoc gén v6i. Theo mot sb phuong an, vecto 13 vecto cta virut, trong do céac
doan ADN b sung c6 thé duoc gin v6i hé gen cua virut. Theo mdt sb phwong 4n, cic vecto
c6 kha ning tr sao chép trong t& bao chi ma ching dugc dua vao (vi dy, vecto clia virut ¢6
vi trf sao chép c6 ngudn gbe tir virut va cac vecto ciia dong vat c6 vi thé bd sung). Theo cic
phuong an khéc, cac vecto (vi du, cac vecto khong phai clia ddng vét co va thé bd sung) c6
thé dugc dinh gin vao hé gen cla té bao chu khi dua vao té bao chi, va nhd d6 duoc sao
chép cing vé6i gen cua vét chi. Ngoai ra, mot sd vecto ¢é kha ning dinh hudéng sy biéu hién
clia cac gen ma chung dugc lién két véi khi hoat dong. Céc vecto ndy duge goi ¢ day 1a
"vecto bidu hién tai t6 hop" (hodc don gian 13 "vecto biéu hién").

Sang ché dé cap dén cac vecto chira phan tir axit nucleic trén ddy ma héa trinh tu bét
ky trong sb céac trinh tur axit amin cia xytokin mién dich trén day hodc cac phan cu tric cia

nd nhu dugc md ta & day.
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Theo mot s§ phuong 4n, xytokin mién dich cia sang ché dugc bidu hién bang cich
chén ADN maé hda mdt phé”m hodc toan bd trinh tw ciia cic mién xytokin mién dich thi nhét
va tht hai (vi du, mién chua IL15 hodc IL15Ra dwoc lién két véi (c4c) mién 6n dinh ciia
khang thé, va/hodc chudi ning va chudi nhe ctia khang thé), duoc tao ra nhur d3 mo ta trén
day trong cac vecto biéu hién sao cho cac gen dugc lién két khi hoat dong v6i cac trinh tur
kiém so4t su biéu hién mong mudn, nhu cic trinh tir kiém so4t sy phién ma va su dich ma.
Céc vecto biu hién bao gém céc plasmit, retrovirut, adenovirut, virut lién quan dén adeno
(adeno-két hopd virus: AAV), céc virut & thuc vat nhu virut bénh ddm & cay sup lo, virut
bénh dém & cAy thudc 14, cosmit, YAC, episom c6 ngudn gbc tir EBV, va dang twong tu.
Céc phén tir ADN c6 thé dugc gin vao vecto sao cho céc trinh tyr kiém soat sy phién ma va
su dich mé trong vecto nay thuc hién chtc ning du dinh ctia chiing 13 diéu hoa sy phién ma
va su dich m3 cia ADN. Vecto biéu hién va cac trinh tir kiém soat sy biéu hién c6 thé duoc
chon d& tuwong hop duoc véi t& bao chi bidu hién dwogc sir dung. Cac phan tr ADN ma hoa
mdt phin hodc hoan toan c4c trinh tir ciia mién gin két thir nhat va thir hai (vi dy, cac trinh
tw chudi ning va chudi nhe trong d6 mién gin két chira trinh tyr chudi ning va chudi nhe) c6
thd dugc dwa vao cac vecto riéng biét. Theo mot phwong 4n, sy két hop bit ky cla cac phan
tr ADN néu trén dugc dua vao clng vecto biéu hién. Cac phan tit ADN c6 thé dugc dua
vao vecto biéu hién bang cac phwong phép tiéu chudn (vi du, phuong phap gan céc vi tri
gi6i han bd trg trén manh gen khang thé va vecto, hoic gin cac dau bang néu khong c6 mit
cac vi tri gi6i han).

Vecto thich hgp 1a vecto ma hoéa cac trinh tu globulin mién dich hoan toan vé mat
chirc nang cua ving CH hoic CL/CK cua nguoi, v6i thao tac & vi tri gidi han thich hop sao
cho trinh tu viing VH hodc VL hodc IL15 hoic IL15Ra bit ki c6 thé dugc chén vao va biéu
hién mot cach dé dang, nhu dd mo ta trén day. Cac gen ma hdéa ving HC va LC trong vecto
nay c6 thé chira cac trinh tu intron din dén 1am ting tdng hidu suét protein clia khang thé
bang cach 1am 6n dinh mARN tuong tmg. Cac trinh tu intron nim & ving ria clia cic vi tri
cho ghép nbi va nhan ghép ndi, dé x4c dinh xem su ghép ni ARN s& xay ra hay khong. Vi
trf ctia cac trinh ty intron c6 thé & trong vung bién ddi hodc hodic ving 6n dinh clia cac chudi
khang thé, hodc & ca ving bién ddi va ving 6n dinh khi c6 nhiéu intron duge st dung. Sy
két thiic qua trinh polyadenyl héa va phién mi cé thé xult hién & vi tri nhim sic thé tu
nhién phia sau viing m3 héa. Vecto bidu hién téi td hop c6 thé ma héa peptit tin hidu dé tao

didu kién thuan loi cho sy tiét ra chudi khang thé tir t bao chi. Gen cuia chudi khang thé
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ho#ic gen ciia chudi chira IL15 hodc IL15Ra c6 thé duoc tach dong vao vecto theo cach sao
cho peptit tin hiéu duoc lién két khung doc ctia dau tin cliing amino ctia chudi globulin mién
dich. Peptit tin hiéu c6 thé 13 peptit tin hiéu ctia globulin mién dich hodc peptit tin hiéu khac
loai ( nghia 13 peptit tin hiéu tir protein khong phai cila globulin mién dich).

Ngoai céc gen ciia chudi khang thé hodic gen ctia chudi chita IL15 hoic IL15Ra, sy
biéu hién cia vecto tai td hop theo sang ché c6 thé chira cAc trinh tw didu hoa dé kiém so4t
su biu hién ctia gen trong t& bao chi. Ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vyc nay sé
hidu réng viéc thiét ké vecto bidu hién, bao gdm ca su chon loc céc trinh tr diéu hoa, c6 thé
phu thudc vao cac yéu t6 nhu su lya chon té bao chi dugc bién nap, mic dd biéu hién
protein mong mudn, v.v.. Cac trinh ty kim soé4t dugc wu tién dé biéu hién t€ bao chu & cac
dong vat c6 vi bao gém cac thanh ph'?m ctia virut d& dam bao sy biéu hién & mic cao cia
protein trong té bao cua dong vat cé vii, nhu cic gen khoi ddu va/hodc gen ting cuong cé
ngudn gbc tir LTR cia retrovirut, virut cu bao (cytomegalovirus: CMV) (nhu gen khéi
diu/gen ting cudng cia CMYV), virut SV40 & khi (simian virus 40: SV40) (nhu gen khéi
dAu/gen tang cudng ciia SV40), adenovirut, (vi du, adenovirut ctia gen khoi ddu mudn chinh
(AdMLP)), polyomavirut va cic gen khdi diu cia dong vét c6 vii manh nhu gen khéi dau
cua globulin mién dich tu nhién hodc gen khéi ddu actin. Phdn mé ta thém cac thanh phin
kiém so4t cuia virut va céc trinh tu cta ching, vi du, xem tai liéu: cac Bing doc quyén sang
ché My s6 US 5.168.062, 4.510.245 va 4.968.615. Cac phuong phap biéu hién polypeptit
trong té bao vi khuin hodc t& bao nim, vi du, cac t& bao nidm men, cling da duoc biét 18
trong linh vyc nay.

Ngoai c4c gen va trinh tu didu hoa trén déy, cac vecto biéu hién tai t6 hop cua séng
ché c6 thé mang céc trinh ty bd sung, nhu c4c trinh ty didu hoa su sao chép clia vecto trong
céc té bao cha (vi dy, céc vi tri bét du sao chép) va va cac gen danh ddu c6 thé chon loc.
Céc gen danh diu c6 thé chon loc tao didu kién thuan lgi cho su chon loc t€ bao chii ma
vecto di dugc dua vao d6 (vi du, xem cac Bing doc quyén sang ché My s6 US 4.399.216,
4.634.665 va 5.179.017). Vi du, gen dénh d4u c6 thé chon loc thudng tao ra sy khang lai céc
chit ding 1am thudc, nhu G418, hygromycin hodc methotrexat, trén t& bio chi ma vecto da
duoc dwa vao. Vi dy, cac gen danh diu c6 thé chon loc bao gdm gen dihydrofolat reductaza
(dihydrofolate reductase: DHFR) ( dé sir dung trong céc cac té bao chi-DHFR trong khi
chon loc/khuéch dai b%mg methotrexat), gen neo ( d6i voi su chon loc G418), va gen

glutamat synthetaza.
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Khi dugce st dung trong ban md ta nay, thudt ngt "trinh ty kiém soéat su biéu hién" dé
chi c4c trinh ti polynucleotit cin thiét dé tac dong dén su biéu hién va xt 1y trinh tu m3 héa
ma chung dugce gén vao. Céc trinh tu kiém so4t su biéu hién bao gém su khoi mao, su két
thiic qué trinh phién m3 thich hop, cac trinh tu ciia gen khéi diu va gen ting cudng; cic tin
hiéu xir Iy ARN hiéu qua nhu tin hidu ghép va tin hiéu polyadenyl héa; c4c trinh tw 1am 6n
dinh mARN trong bao chét; c4c trinh tu 1am gia ting hiéu qua dich ma (nghia 12 trinh tu lién
tng Kozak); céc trinh tw 1am gia tang tinh én dinh cta protein; va néu mubn, cac trinh tu
1am gia ting su tiét protein. Tinh chét cla cac trinh tur kiém so4t nay khac nhau tiy thudc
vao sinh vat chd; ¢ cac sinh vit ¢6 nhan nguyén thiy, céc trinh tu kiém so4t nay thuong bao
gém gen khéi dau cua vi tri gén két ribosom, va c4c trinh tu két thac phién m3; & cac sinh
vat ¢6 nhan chudn, cac trinh tu kiém soat ndy thudng bao gdm gen khoi dau va trinh tu két
thuc phién mé. Thudt ngft "trinh ty kidm so4t" duoc dy dinh bao gdm it nhit 13 tAt ca cac
thanh ph'?m ma sy ¢ mat cda ching 1a thiét yéu cho su biéu hién va xur 1y, va cling cé thé
bao gém cac thanh phiin bd sung ma su ¢ mat cia ching 1a c6 1¢1i, vi du, céc trinh tu doan
dan dau va trinh tu cla dbi tic dung hop.

Tthuét ngit "trinh tu kiém soat" @& chi c4c trinh tu ADN cén thiét cho sy biéu hién
cta trinh ty md héa dugc lién két khi hoat dong trong sinh vét chi cu thé. Céc trinh tu kiém
soét 13 thich hop ddi vé6i cac sinh vat c6 nhan nguyén thiy, vi du, bao gdm gen khéi dau, tuy
¥ 13 trinh tw gen diéu khién, va vi tri gin két ribosom. C4c té bao c6 nhéan dién hinh di duoc
biét 12 st dung céc gen khoi déu, tin hiéu polyadenyl héa, va gen ting cudng.

Axit nucleic dugc "lién két khi hoat dong" khi né dugc dua vao méi quan hé vé mit
chirc nang véi trinh ty axit nucleic khéac. Vi dy, ADN cua tién trinh ty hodc trinh tu dan dau
tiét duoc lién két khi hoat dong véi ADN cua polypeptit néu né dugc biéu hién dudi dang
tin protein tham gia vao su tiét polypeptit; gen khéi ddu hoic gen ting cudng duge lién két
khi hoat dong véi trinh ty ma hoda néu né anh hudng dén su phién m3 trinh tw; vi tri gin két
ribosom dugc 1ién két khi hoat ddng véi trinh ty ma hda néu né ndm & vi tri sao cho tao diéu
kién thuén lgi cho su dich ma. Néi chung, thudt ngit "dugc lién két khi hoat dong" c6 nghia
14 c4c trinh tw ADN duoc lién két & gin nhau, va trong truong hop trinh tu dan dau tiét, &
gin nhau v trong pha doc. Tuy nhién, gen ting cudng khong nhat thiét phai & gin nhau.

Té bao chui va phwong phép tao ra
Theo mot khia canh, sdng ché dé cap dén phuong phép tao ra té bao chu dé tao ra
xytokin mién dich trén dy, phuong phap nay bao gdm buédc bién nap té bio nay véi vecto
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trén day.

Cac phén tir axit nucleic mi héa céc xytokin mién dich ciia sang ché va vecto chira
c4c phén tir axit nucleic nay cé thé duoc sir dung dé chuyén nhiém dong vat cé vi thich hop
hoic t& bio cla nd, thuc vat hoic té bao cia nd, té bao chu cia vi khuin hogic ndm men.
Qu4 trinh bién nap c6 thé dwoc thuc hién bing ky thust di biét bat ky dé dua cic
polynucleotit vao t& bao chi. Cac phwong phép dé dua polynucleotit khac lodi vao t& bao
ctia dong vat c6 vi 14 d3 dugc bibt rd trong linh vuc nay va bao gdm phuong phép chuyén
nhiém qua trung gian dextran, phuong phap chuyén nhidm bing phtic chit polyme cation-
axit nucleic, phuwong phép két tia bing canxi phosphat, phuong phap chuyén nhiém qua
trung gian polybren, phwong phap dung hop t& bio trin, phuong phép bao nang (cic)
polynucleotit trong liposom, va phuong phép vi tiém truc tiép ADN vao nhan. Ngodi ra, cic
phan tir axit nucleic cé thé dugc dua vao t& bao dong vat cé va bing vecto cia virut. Cac
phwong phap chuyén nhiém té bio 13 da dwgc biét rd trong linh vuc ndy. Vi dy, xem cac
Bang doc quyén sang ché My s6 US 4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 va 4.959.455. Céc
phuong phép bién nap té bao thuc vét 13 di dugc biét 1§ trong linh vuc ndy bao gdm, vi
du, phuong phap bién nap qua trung gian vi khuén Agrobacterium, phuong phap bién nap
bing cach bin gen, phwong phép tiém truc tiép, phwong phép giy xung dién va phuong
phap bién nap bing virut. Cac phuong phéap bién nap té bao vi khuan va ndm men ciing d3
duoc biét rd trong linh vuc nay.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén té bao chu dé tao ra xytokin mién dich trén
day, xytokin nay chtra axit nucleic trén day.

Theo mdt khia canh, sang ché d& cip dén phuong phép tao ra dugc chét chira xytokin
mién dich trén day, phuong phap nay bao gdbm budc nudi cy té bao chii trén day trong moi
trudng nudi ciy trong cac didu kién du dé tao ra xytokin mién dich trén day, néu can, sau d6
phan 14p va tinh ché xytokin mién dich tao thanh.

Khi duge sit dung trong ban mo ta nay, thuat ngir "té bao chu ti t6 hop" (hodc don
gian 13 "té bao chu") dé chi té bao ma vecto biéu hién tai t6 hop da dugc dua vao d6. Sang
ché dé cap dén té bao chi, ¢ thé bao gdm, vi du, vecto theo séng ché dugc md ta trén day.
Sang ché con dé cép dén té bio chi chira, vi duy, trinh ty nucleotit ma héa xytokin mién dich
hodc céc phdn trén diy cua né theo sang ché. Can hiéu ring "té bao chu tai t6 hop" va "té
bao chi" dé chi khong chi té bao cua déi twgng cu thé ma con dé chi thé hé con clia té bao

nay. Do cic cai bién nay co thé xuat hién trong cac thé hé tiép theo do sy dot bién hodc su

60



52005 61/138

anh hudng cla moi trudng, trén thyc t&, thé hé con ndy c6 thé khong gidng hét véi té bao
b6-me, tuy nhién, cac té bao nay van dwgc bao gém trong pham vi cla thuit ngit "t bao
chu" khi dugc st dung trong badn mo ta nay.

Cac dong té bao dong vat cé vii duoc st dung 1am vat chi dé bién nap 13 di dugc biét
13 trong linh vic ndy va bao gdm nhidu dong t& bao bat tir c6 sdn. Cac dong t& bao nay bao
gdm, vi du, t& bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (Chinese hamster ovary: CHO), té
bao NSO, t& bao SP2, t& bao HEK-293T, té bao FreeStyle 293 (Invitrogen), té bao NIH-3T3,
té bao HeLa, t& bao than chudt ddng so sinh (baby hamster kidney: BHK), t& bao than khi
xanh chau Phi (COS), t& bao caxinom té bao gan ctia ngudi (vi du, Hep G2), té bao A549,
va nhidu dong té bao khac. Céc dong t€ bao duoc chon loc béng cach xac dinh xem cac
dong t& bao nay c6 muc do bidu hién cao va tao ra cic dic tinh can thiét cta protein duoc
tao ra hay khong. Cac dong té bao khac c6 thé duoc sir dung 13 dong t& bao con trung, nhu
céc t& bao S19 hodc Sf21. Khi cic vecto biu hién tai t6 hop ma héa xytokin mién dich ctia
sang ché hodc phﬁn cia n6 dugc dua vao té bao chi cua dong vat cé vi, cac xytokin mién
dich duogc tao ra bang cach nudi ciy céc té bao chi trong khoang thoi gian di dé cho phép
sy bidu hién cia xytokin mién dich hodc phin cta né theo séng ché trong céc té bao chu,
hoic, t6t hon nita 13 su tiét ra xytokin mién dich vao méi trudng nudi ciy ma trong dé cic té
bao chi dwgc nudi cdy. Cac xytokin mién dich cé thé duge phan 1ap tir moi trudong nudi cly
nay bing cach sir dung cac k§ thuét tinh ché protein tiéu chuén. Cac té bao chi cia thuc vat
bao gém, vi du, giéng Nicotiana, Arabidopsis, beéo tAm, ngd, laa mi, khoai tay, v.v.. Cac té
bao cht cua vi khudn bao gdm céc lodi Escherichia va Streptomyces. Céc té bao chi clia
ndm men bao gdm Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae va Pichia
pastoris.

Ngoai ra, mirc do tajo ra xytokin mién dich cta sang ché tir dong t€ bao c6 thé duoc
ting 1én bing cach st dung nhiéu k¥ thuat da biét. Vi dy, hé théng biéu hién gen glutamin
synthetaza (hé théng GS) 13 phuong phdp chung dé 1am gia ting mirc do biéu hién trong
mét s6 diéu kién. Hé théng GS dugc ban ludn trong toan b hodc mdt phﬁn ndi dung cta cac
Bing ddc quyén sang ché chau Au s6 EP 0216846, 0256055, 0323997 va 0338841,

Xytokin mién dich hodc phin ctia n6 theo sang ché trong cac dong té bao hoic té bao
chi khéc nhau s& c6 kiéu glycosyl héa khac nhau. Tuy nhién, xytokin mién dich nhu dugc
boc 16 & day hodc phin (mién) ctia né chira cic trinh ty axit amin dugc dé xuét & day 1a mot

phin cta sang ché, bt ké mic dd glycosyl hoa phan ti gin két, va n6i chung 13 bat ké sy c6
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mat hodc khong c6 mit ciia cac cai bién sau dich ma.

Duoc phim

Theo mot khia canh, sang ché dé cép dén duoc phim dé kich thich sy hoat héa
va/hodc ting sinh cua cic t& bao duong tinh véi IL-15Rbeta/gama, dugc phidm nay chia
xytokin mién dich trén day véi lwong cé hiu qua diéu tri, két hop véi mot hodc nhiéu t4
duoc duge dung.

"Duoc phdm" d& chi ché phidm chira xytokin mién dich ctia sang ché va it nhit mot
trong sb cac thanh phin dugc chon tir nhém bao gbm céc ta duoc duoc dung va twong hop
dugc vé mat duge 1y, nhu chit don, dung moi, chét pha loding, chét mang, chét phu tro, cht
phén bd, chit giai phong, chit bao quan, chdt 1am bn dinh, chét nhii héa, chét tao hén dich,
chét 1am dic, chat kiém soat sy giai phong kéo dai, su lwra chon va ty 1& cta chiing phy thudce
vao loai va dudng st dung va lidu lwong. Cac duge phadm cia sing ché va phuong phép bao
ché chiing chic chén s& tré nén rd rang véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.
Tét hon 14 cac duge phdm nay cin dugc san xudt theo cic cac yéu cu ctia Huéng dan thuc
hanh san xuit tdt (Good Manufacturing Practice: GMP). Dugc phdm c6 thé chita hdn hop
chét dém, chét ding trvong, chét 1am 6n dinh va chét hoa tan. Tac dung kéo dai cia dugc
phdm c6 thé dat duoc bing cic chit 1am chdm hip thu thanh phin c6 hoat tinh dugc, vi dy,
nhoém monostearat va gelatin. Vi du vé cac chat mang, dung moi, chét pha lodng va chat giai
phéng thich hop bao gdm nudc, etanol, wgu da chirc va cac hdn hgp cuia ching, dau, va cac
este hitu co ding dé tiém.

Thuat ngit "lwgng c6 hiéu qua diéu tri" d& chi lvgng chét diéu tri dugc st dung dé s&
1am giam mot hodc nhidu triéu ching cta rdi loan dugc diéu tri dén mirc d6 nhét dinh.

Thuat ngit "thudc (duge chit)" 1a hop chét hodc hdn hop cia cac hop chit dudi dang
dugc phim & dang vién nén, vién nang, bdt, sin phém doéng khd nhanh, thudc tiém, tiém
truyén, thubc m& va céac dang st dung dugc ngay khic dugc dung dé phuc hdi, ci thién
hodc cai bién cac chue ning sinh Iy & ngudi va déng vat, va dé diéu tri va phong ngira bénh,
dé chn doan, gy mé, tranh thai, my phdm va cac muc dich khac. Phuong phap bat ky dé str
dung cac peptit, protein hodc cac khang thé da duqcbhép nhén trong linh vuc ndy cé thé
duogc str dungtheo céch thich hop dbi véi xytokin mién dich cta sang ché.

Thuét ngit "dugc dung" dé chi mét hoic nhiéu thanh phan dang rin hoic 16ng twong
hop duoc, cac thanh phin nay thich hop dé st dung & dong vat c6 vi, tdt hon 13 & ngudi.

Thuat ngit "t4 dugc" duoc st dung trong ban mo ta nay dé mb ta thanh phan bit ky
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khéng phai cic thanh phin néu trén cia sang ché. Céc thanh phan nay 13 chit hitu co hoic
v6 co dugce st dung trong khi san xuét dugc phém dé tao ra céc san phém duoc chit cb cac
dic tinh 1y hoéa can thiét.

Thuét ngft "chit dém", "hdn hop chit dém", "tdc nhan dém" dé chi dung dich c6 kha
ning chéng lai sy thay ddi d6 pH nho tac dung cia cic thanh phan lién hop axit-bazo cta
n6, va cho phép san phim xytokin mién dich cta sang ché chbng lai su thay dbi d6 pH. N6i
chung, t&t hon 13 dugc phdm c6 d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 8.0. Vi du vé cac chét
dém dugc st dung bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cic dung dich dém axetat,
phosphat, xitrat, histidin, sucxinat, v.v..

Khi duoc sir dung trong ban md ta nay, cic thuat ngir "chit ding trwong", "chét diéu

14
ay ||

hoa 4p luc thdm thiu" hoic "chit thdm thau", dé chi t4 dugc c6 thé 1am ting 4p sudt thAm
thdu cua dang bao ché khang thé dang 16ng. Duoc chit "ding truong" 13 dugc chit cé ap
sudt thdm th4u twong dwong véi 4p sudt thim thau trong méu cia ngudi. Cac duge chét
déng trwong thudng c6 &p sudt thAm thdu nim trong khoang tir khoang 250 dén 350
mOsm/kg. Céc chit déng truong duge st dung bao gdm, nhung khong chi gi6i han &,
polyol, sacarit va sucroza, axit amin, cac mudi kim loai, vi dy, natri clorua, v.v..

Thuat'ngﬁ’ "chét 8n dinh" d& chi t4 dugc hodc hdn hop cia hai hoic nhiéu tA dugc dé
tao ra tinh 6n dinh Iy hoc va/hodc héa hoc cia chét c6 hoat tinh. Cac chét 1am on dinh bao
gdm c4c axit amin, vi du, nhung khéng chi gidi han &, arginin, histidin, glyxin, lysin,
glutamin, prolin; cic chit hoat dong bé mit, vi du, nhung khong chi gi6i han &, polysorbat
20 (tén thwong mai: Tween 20), polysorbat 80 (tén thuong mai: Tween 80), polyetylen-
polypropylen glycol va cac copolyme cua ching (tén thuong mai: Poloxamer, Pluronic,
natri dodexyl sulfat (SDS); céc chit chéng oxy hoéa, vi du, nhung khong chi gi6i han 6,
methionin, axetylxystein, axit ascorbic, monothioglyxerol, cac mubi cta axit sulfuro, v.v.;
cac chét chelat héa, vi duy, nhung khéng chi giéi han &, axit etylendiamintetraaxetic
(EDTA), axit dietylentriaminpentaaxetic (DTPA), natri xitrat, v.v..

Duogc phdm c6 tinh "6n dinh" néu chét c6 hoat tinh van gitt dugc tinh 6n dinh 1y hoc
va/hodc tinh én dinh héa hoc vd/hodc hoat tinh sinh hoc ctia né trong khoang thdi han st
dung cu thé & nhiét do bao quan, vi du, nim trong khoang tir 2 dén 8°C. Tdt hon 14 chét c6
hoat tinh van git duoc ca tinh 4n dinh 1y hoc va héa hoc, cling nhu hoat tinh sinh hoc.
Khoang thoi gian bao quén dugc diéu chinh dwa trén két qua thir nghiém tinh 6n dinh trong

diéu kién gia toc hodc 130 héa tu nhién.
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Duoc phdm ctia sang ché c6 thé duoc san xuit, bao gbi, hodc ban rong rii & dang mot
lidu ding don vi don 18 hodc nhidu lidu ding don vi don 1& & dang bao ché ding dugc ngay.
Khi duoc stt dung trong ban mo ta nay, thuat ngir " liéu dung don vi don 1¢&" dé chi lugng
riéng biét cia dugc phim chira lugng dinh trude cta thanh phin hoat tinh. Lugng thanh
phdn hoat tinh thudng bing lifu ding cia thanh phin hoat tinh cAn dugc st dung & ddi
twong, hodc mdt phan thuan tién cua lidu dung nay, vi du, mot nira hosic mot phﬁn ba clua
lidu dung nay.

Céc duoc phim theo sang ché thuong thich hop dé sir dung ngoai dudng tidu héa
dudi dang bao ché vo khudn dé sir dung trong co thé ngudi qua 13 thiing trong da hozic hang
rao niém mac, di qua dudong da day-rudt bing c4ch tiém, tiém truyén va cly. Vi du, viéc str
dung ngoai dudng tiéu héa dugc du dinh bao gdm, ngodi cac cach khic, tiém hoic tiém
truyén dudi da, trong mang bung, trong co, trong xuong Uc, trong tinh mach, trong dong
mach, trong v, trong tam thét, trong niéu dao, trong so, trong bao hoat dich, qua chén bi; va
c4c k¥ thuat tiém truyén-thdm tach & than. Phuong phép giai phdng trong khéi u, vi dy, tiém
trong khéi u, cing c6 thé dugc str dung. Phuong phap tiém truyén theo ving cling dugc dé
xudt. C4c phuong 4n dugc uvu tién bao gdm dudng trong tinh mach va duéi da. Phuong phap
bét ky dé str dung peptit hodic protein d& dugc chip nhan trong linh vuc nay c6 thé duoc sir
dung theo cach thich hop d6i véi xytokin mién dich clia séng ché.

Dang bao ché dung dé tiém c6 thé dugc tao ra, bao géi, hodc ban, ma khong chi gisi
han ¢, dang liéu dung don vi, nhu trong ampun, lo nho, trong dd chira bing chit déo, bom
tiém dugc nap san, dung cu tiém tu dong. Cac dang bao ché dé sir dung ngoai dudng ticu
hoéa bao gém, ngoai cac dang khac, hdn dich, dung dich, nhil twong trong diu hoic bazo
trong nudc, thubc ma, va dang tuong tu.

Theo phuong 4n khac, sang ché dé xuét ché phim dé st dung ngoai duong tiéu héa
chira duoc phidm dugce tao ra & dang kho (nghia 13 bot hodc hat) dé hoan nguyén bing bazo
thich hop (vi du, nu6c khong chira chit giy sdt vo khuan) truwée khi st dung. Dang bao ché
nay cé thé duoc tao ra bang, vi du, quy trinh doéng kho nhanh, da biét trong linh vuc nay
dudi dang siy kho & nhiét do thip, va quy trinh nay bao gdm budc déng lanh san pham, sau
d6 loai b dung mdi ra khéi chit da dong lanh.

Xytokin mién dich ctia sng ché ciing c6 thé dugc sir dung qua dudng trong mili hodc
béng c4ch hit, mot minh, dudi dang hdn hop véi ta duge dugce dung thich hgp tir dung cu
hit, nhw d6 chira khi dung dugc gia ap, bom, dung cu phun, dung cy phun mu, hodc may khi
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dung, trong d6 chét ddy thich hop duoc sit dung hoic khong dwgc sir dung, hoic hodc duéi
dang thubc nhoé miii dang giot hodc phun.

Céc dang lidu ding dé sir dung ngoai dudng tidu hoéa cb thé bao ché dé giai phong
tire thi hodic duogc cai bién. Cac dang bio ché c6 sy giai phéng dugc cai bién bao gém su
giai phong dugc 1am cham, duy tr, theo chu ky, ¢ kiém soat, huéng dich va theo chuong
trinh.

Theo mot sb phuong 4n, dugc phém duoc st dung dé diéu tri bénh ung thu hodc
bénh ty mién.

Theo mét sd phuong 4n, dugc phim duge st dung dé diéu tri bénh tu mién.

Khi dugc str dung trong ban moé ta nay, thuat ngit "bénh tu mién" dé chi bénh hodc
1di loan khong phai 4c tinh do va khang lai cac khdng nguyén va/hodc mo (ndi tai) ctia chinh
d6i tuong.

Su dinh nghia ctia "bénh tu mién" bao gém, nhung khéng chi gi¢i han &, bénh viém
da khép dang thdp, bénh viém xuong khép, bénh viém khép man tinh tudi thiéu nién, bénh
viém kh6p nhifm khudn, bénh viém xuong khép Lyme, bénh viém khép viy nén, bénh
viém khép phéan tmg, bénh 1y khép cot séng, bénh lupit ban dé toan than, bénh Crohn, bénh
viém rudt két man loét, bénh viém rudt, bénh dai thio dudng, bénh viém tuyén giap, bénh
hen, bénh di tng, bénh vAy nén, bénh viém da di Gmg, bénh ctng bi, phan Gng “md ghép
chéng tuc chu”, tinh trang thai ghép co quan, cac bénh mién dich cip tinh hodc man tinh
lién quan dén sy ghép co quan, bénh sarcoit, bénh Kawasaki, bénh Graves, hoi ching thin
hu, hoi ching mét méi man tinh, bénh u hat Wegener, bénh ban xuét huyét Henoch-
Schonlein, bénh viém mach thin vi md, bénh viém gan hoat dong man tinh, bénh viém
mang bd dao, bénh sdc nhidm khuén, hoi ching sbc do doc tb, hoi chimg nhidm tring huyét,
bénh suy nhuogc, hoi ching suy giam mién dich méc phai, bénh viém tiy ngang cp tinh,
ching mua giat Huntington, bénh Parkinson, bénh Alzheimer, bénh dot quy, bénh xo gan
mét nguyén phat, bénh thiéu mau tan huyét, hoi ching suy ho hép (cAp tinh) & nguoi truéng
thanh, bénh rung téc, bénh rung téc trng vung, bénh khép huyét thanh 4m tinh, bénh khép,
bénh Reiter, bénh khép vay nén lién quan dén bénh khép do viém rudt két man loét, cac
bénh di img, bénh bong nudc tw mién, bénh pemphigut thong thudng, bénh pemphigut dang
mang 16n, bénh pemphigoit, bénh IgA dang dai, bénh thiéu mau tan huyét tw mién, bénh
thidu mau tan huyét duong tinh Coombs, bénh thiéu mau 4c tinh, bénh thiéu mau 4c tinh
tudi thiéu nién, bénh viém khép, bénh viém gan A xo héa nguyén phét, bénh viém gan ty
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mién ngudn gbc 4n, bénh phdi xo héa, bénh viém phé nang xo héa ngudn gbc 4n, cac bénh
phdi k& sau khi viém, bénh viém phdi k&, bénh viém phdi va eosin man tinh, bénh phdi ké&
sau khi nhiém khuén, bénh viém khép do gat, bénh viém gan tu mién, bénh viém gan tu
mién typ I (bénh viém gan ty mién dang cb dién hoic lupoit), bénh viém gan tw mién typ II,
bénh viém xwong khdp, bénh viém dudng mat xo hdéa nguyén phat, bénh vAy nén typ I,
bénh vy nén typ II, bénh gidm bach cdu v6 cin, bénh giam bach cAu trung tinh ty mién, cic
bénh NOS thén, bénh viém ciu thin, bénh viém mach than vi mé, bénh luptt ban d6 dang
dia, bénh vo sinh & nam gidi vo cin hodc do NOS, tinh tr mién véi tinh tring, bénh xo ciing
rai réc (tit ca céc kiéu phu), bénh viém mét ddng cam, bénh ting huyét 4p dong mach phdi
tht phét do bénh mé lién két, hoi chimg Goodpasture, biéu hién & phdi ciia bénh viém da
khép dang ndt, bénh thp khép cAp, bénh viém dbt séng dang thip, bénh viém dét séng
cing khép, bénh Still, bénh xo cing toan thin, hoi chimg Sjogren, bénh Takayasu, bénh
giam luong tiéu cAu ty mién, bénh giam luong tiéu ciu v6 can, bénh tuyén gidp tu mién,
bénh cuong giap, bénh Hashimoto, bénh suy giap thé teo ty mién, bénh phi niém nguyén
phat, viém mang bd dao do thuy tinh thé, bénh viém mach nguyén phét, bénh bach bién, cac
bénh gan cz“ip tinh, cac bénh gan man tinh, cac bénh di 'ng, bénh hen, céc roi loan tAm than
(bao gbm ca bénh trdm cam vA bénh tdm than phén liét), cAc bénh qua trung gian typ
Th2/typ Thl, bénh viém két mac, bénh viém da tiép xuc di ng, bénh viém miii di g, bénh
suy giam alpha-1-kh&ng trypsin, bénh xo cing cdt bén teo co, bénh thiéu mau, bénh xo héa
nang, cac 16i loan lién quan dén lidu phap xytokin, bénh mét myelin, bénh viém da, bénh
viém diy than kinh thi giic/viém méng mét-thé mi/viém mang mach nho, tdn thuong do
thiéu méu cuc bo-tai tudi mau, chimg dot quy do thiéu mau cuc bd, bénh viém da khép dang
thap tudi thiéu nién, bénh rudt non tyr mién, bénh mat thinh lyc tu mién, hoi ching ting sinh
md bach huyét ty mién, bénh viém co tim tu midn, ving suy budng trimg sém ty mién, va
bénh viém mi mét.

Theo mot sb phwong 4n, dugc phdm duoc sir dung dé didu tri bénh 1y ung thu.

Céc thuét ngtr "bénh 1y ung thu", "bénh ung thu" va "cé ung thu" dé chi tinh trang
sinh 1y hodc md ta tinh trang sinh 1y & cic déng vat c6 vi thuong dugc dic trung bdi sy phat
trién/tang sinh cua céc t& bao khong dugc kiém soat. Vi du vé c4c bénh ung thu bao gom,
nhung khong chi giéi han &, bénh caxinom, u lymphd, u nguyén bao, bénh sacdém, va b¢nh
bach ciu. Céac vi du cu thé hon v& c4c bénh ung thu nay bao gém bénh ung thu té bao cb

vay, bénh ung thu phdi té bao nho, bénh ung thu phéi t& bao khong nhé, caxinom tuyén phdi
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va caxinom dang vay ctia phdi, bénh ung thw mang bung, bénh ung thu té bao gan, bénh ung
thu da day bao gém ca bénh ung thu duong da day-rudt, bénh ung thu tuy, u nguyén bao
x6p, u thin kinh dém, bénh ung thu ¢ tir cung, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu
gan, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu vii, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu két-
tryc trang, caxinom mang trong tir cung hodc tlr cung, caxinom tuyén nudc bot, bénh ung
thu vung than hodc thin, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu 4m ho, bénh ung thu
tuyén giap, bénh caxinom gan, bénh caxinom hau mon, bénh caxinom dwong v4t, u melanin,
va c4c bénh ung thu ving du va ¢ khac nhau.

Theo mot sé phwong an, dugc phim duogc st dung dé didu tri bénh 1y ung thu 12 bénh
duoc chon tir nhém bao gdm: HNSCC (bénh caxinom té bao c6 vay ving du va cd), bénh
ung thu cb tir cung, bénh ung thw nguyén phat chwa rd nguyén nhan, u nguyén bao x6p,
bénh ung thur thuc quan, bénh ung thu bang quang, TNBC (bénh ung thu vii by ba 4m tinh),
CRC (bénh ung thu két-truc trang), bénh caxinom té bao gan, u melanin, NSCLC (bénh ung
thu phdi té bao khong nhd), bénh ung thu thin, bénh ung thu budng trimg, MSI CRC (bénh
ung thu két-truc tring c6 tinh khéng dn dinh vi vé tinh), bénh bach ciu (bénh bach ciu cip
tinh hodc bénh bach ciu nguyén tiy bao), u lymph6, bénh da u tiy, u melanin, bénh ung thu
vii, bénh ung thu két-truc trang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu bang quang,
bénh sacém, bénh caxinom té bao gan, u nguyén bao xdp, u lymphdé Hodgkin, bénh bach
cdu nguyén bao lymphd cép tinh té bio T va B, bénh ung thu phdi té bao nho, bénh bach
cdu nguyén tiy bio cép tinh, u lympho té bao B khong Hodgkin dai ding, u lymphd thé
nang, u lymphd t& bao B ving ria, u lymphd té bao B 16n lan téa, bénh caxinom té bao ¢
vay vung dau va cb, bénh ung thu tuy, bénh ung thu budng trimg, bénh bach ciu nguyén tay
bao cép tinh va hoi ching loan san tiiy nguy co cao.

Thuét ngit "hoat tinh chdng ting sinh" dwoc dy dinh d€ chi viéc 1am nging hoic tc
ché su phat trién ciia cac té bao, nhu cac té bao ung thur.

Thuat ngit "ICsy" (ndng do e ché 50%) dé chi ndng d6 dwoc chit ma khi d6 hoat
tinh hodic mtrc do dép umg c6 thé x4c dinh duoc, vi du, sy phat trién/ting sinh ciia c4c té bao
nhu céc té bao khéi u, dugc tc ché 50%. Gia tri ICsy c6 thé duoc tinh todn bang cach st
dung dudng cong muc do dap tng-lidu thich hop, sir dung phan mém théng ké dic biét dé
lam khép dudng cong.

Thuat ngit GI50 (e ché sy phat trién 50%) dé chi ndng d6 cta dwoc chit ma khi d6

su tdng sinh clia cic t€ bao, nhu cac t€ bao khoi u, dugc tc che 50%.

67



52005 68/138

Thudt ngit "ED50" (EC50) (lidu diing/ndng d6 cé hidu qua 50%) dé chi ndng do cua

dugc chit tao ra hidu qua sinh hoc 50% (hiéu qué nay cé thé bao gdm tinh gay ddc t& bio).

Phuong phép diéu tri/st dung dé diéu tri

Theo mdt khia canh, sang ché mé ta phuong phap didu tri bénh 1y ung thu, phuong
phap niy bao gém budc cho dbi twong cin diéu tri st dung xytokin mién dich néu trén hodc
dugc phdm néu trén, véi lugng cb hidu qua diéu tri.

Céc thuat ngir "didu tri", "su didu tri" va "liéu phap" dé chi phurong phép 1am gidm
b6t hodic 1am mét rdi loan sinh hoc va/hodc it nhit mét trong s6 céc triéu chung di kém cua
no6. Khi duogc sir dung trong ban mod ta nay, thuit ngtt "lam gidm ba6t" bénh, 1di loan hoic
tinh trang bénh ¢4 nghia 13 1dm gidm mic do ning vi/hoic tAn sudt xudt hién cic triéu
chung ctia bénh, ri loan, hodc tinh trang bénh. Ngoai ra, sy dé cap o day dén "sy diéu tri"
bao goém su dé cap dén viéc didu tri chita khoi, lam giam tam thoi va phong bénh.

Theo mdt khia canh, dbi tuong cua viéc diéu tri, hodc bénh nhan 13 dong véat c6 v,
t6t hon néu dbi twong 12 nguoi. DS tugng nay c6 thé 13 nam hoic nir & d6 tudi bat ky.

Thuat ngit "bénh" c6 nghia 13 tinh trang bénh bét ky ma s& c6 loi tir viee diéu tri theo
sang ché. Sy dinh nghia cia thuét ngir ngay bao gdm cac bénh hoc 1di loan cép tinh va man
tinh.

Theo mét s phuong 4n ciia phuong phép diéu tri, bénh 1y ung thu dugc chon tur
nhém bao gdm: HNSCC (bénh caxinom té bao ¢ vay ving dau va cd), bénh ung thu ¢b tir
cung, bénh ung thuw nguyén phat chua ré nguyén nhan, u nguyén bao x6p, bénh ung thu thuc
quan, bénh ung thu bang quang, TNBC (bénh ung thu vi bd ba &m tinh), CRC (bénh ung
thu két-tryc trang), bénh caxinom té bdo gan, u melanin, NSCLC (bénh ung thu phéi té bao
khong nhé), bénh ung thu than, bénh ung thu budng trimg, MSI CRC (bénh ung thur két-truc
trang c¢6 tinh khong 6n dinh vi vé tinh), bénh bach cau (bénh bach cdu cip tinh hodc bénh
bach cau nguyén tiy bao), u lymphd, bénh da u tiy, u melanin, bénh ung thu v, bénh ung
thu két-truc trang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu bang quang, bénh sacom, bénh
caxinom té bio gan, u nguyén bio xbp, u lymphd Hodgkin, bénh bach cu nguyén bao
lymphd cép tinh t bao T va B, bénh ung thu phdi t& bao nhé, bénh bach ciu nguyén tiry bao
cép tinh, u lymphé té bao B khong Hodgkin dai déng, u lymphd thé nang, u lymphé té bao
B ving ria, u lympho t& bio B 16n lan téa, bénh caxinom t€ bao c6 vay ving dau va cd,
bénh ung thw tuy, bénh ung thu budng trimg, bénh bach cau nguyén tiy bao cép tinh va hoi

ching loan san tily nguy co cao.
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Theo mot khia canh, sang ché mé ta phwong phap hoat héa hoat tinh sinh hoc cia
quin thé t& bao T hoic quén thé t& bao NK & dbi twong cin c6 su hoat héa nay, phuong
phap nay bao gdm budc cho ddi twong sir dung lwong hitu hidu ctia xytokin mién dich trén
day hoic dugc phdm trén day.

Theo mot khia canh, sing ché mé ta viéc st dung xytokin mién dich néu trén hodc
dwoc phdm néu trén dé diéu tri & d6i twong can didu tri bénh 1y ung thu.

Trong mét s& tng dung, bénh 1y ung thu dugc chon tir nhém bao gém: HNSCC
(bénh caxinom té bao cé vay ving ddu va cd), bénh ung thu cd tir cung, bénh ung thu
nguyén phét chua rd nguyén nhin, u nguyén bao x6p, bénh ung thu thic quan, bénh ung thu
bang quang, TNBC (bénh ung thu v b ba dm tinh), CRC (bénh ung thu két-truc trang),
bénh caxinom té bao gan, u melanin, NSCLC (bénh ung thu phdi té bao khéng nhd), bénh
ung thu thin, bénh ung thu budng tring, MSI CRC (bénh ung thu két-truc trang c6 tinh
khong én dinh vi vé tinh), bénh bach ciu (bénh bach ciu cép tinh hodc bénh bach ciu
nguyén tiy bao), u lymphd, bénh da u tiy, u melanin, bénh ung thu via, bénh ung thu két-
truc trang, bénh ung thu tuyén tién 1iét, bénh ung thu bang quang, bénh sacdém, bénh
caxinom t& bio gan, u nguyén bio xbp, u lymphd Hodgkin, bénh bach ciu nguyén bao
lympho cép tinh té bao T va B, bénh ung thu phdi té bao nhé, bénh bach cau nguyén tiy bio
cép tinh, u lymphé té bao B khong Hodgkin dai déng, u lympho thé nang, u lympho té bao
B ving ria, u lymphd té bao B 16n lan toa, bénh caxinom t€ bao c¢é vay ving dau va co,
bénh ung thu tuy, bénh ung thu budng trimg, bénh bach ciu nguyén tiy bio cdp tinh va hoi
ching loan sén tuy nguy co cao.

Trong trudong hop khdi u (vi du, bénh ung thu), luong cé hidu qua diéu tri cta
xytokin mién dich cua sang ché c6 thé 1am giam s lugng t& bao ung thu; 1am gidm kich
thuée khéi u ban diu; tc ché (nghia 13 1am chdm dén mic d6 nhit dinh va t6t hon 13 lam
ngimg) su thAm nhidm cia t& bao ung thu vao cic co quan ngoai vi; trc ché (nghia 13 lam
chim dén mtc d6 nhét dinh va t6t hon 13 1am ngimg) su di cin cia khéi u; e ché sy phat
trién cta khéi u dén mirc dd nhét dinh; va/hoic 1am giam dén mirc d6 nhét dinh mot hoic
nhidu triéu ching lién quan dén rdi loan. Xytokin mién dich cia séng ché c6 thé ngan ngira
su phat trién va/hodc tiéu diét cac té bao ung thu c6 mat dén muc d6 nhit dinh, tic dung nay
c6 thé 13 kim té bao va/hodc giy doc té bao. Trong viéc didu tri bénh ung thu, hiéu qua in
vivo ¢6 thé dwoc xac dinh, vi du, bing cach d4anh gia su sdng, thoi gian dé khéi u tién trién

(TTP), ty 1& dap tmg cta khdi u véi viéc diéu tri (RR), khoang thoi gian dap tmg va/hodc
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chit Iugng cudc sbng.

Céc xytokin mién dich ciia sang ché c6 thé duge st dung ma khoéng can sy diéu tri
khac, nghia 12 dudi dang liéu phép ddc lap. Ngoai ra, viéc didu tri bang xytokin mién dich
cua sang ché c6 thé bao gdm it nhit mot ché do didu tri bd sung (lidu phap két hop). Theo
mot sb phuong 4n, xytokin mién dich cé thé dugc sir dung cing v6i hodic duge bao ché véi
thubc/ché phidm khac dé didu tri bénh ung thu.

Khi dugce st dung trong ban md ta nay, cac thuat ngtt "sir dung ddng thoi", "dugc sir
dung ddng thoi" va "két hop voi", dé chi xytokin mién dich ciia sang ché va mot hodc nhidu
chét diéu trj khéc, duoc du dinh cé nghia 13, dé chi hoic bao gém cac dinh nghia sau:

1) viéc str dung ddng thoi tb hop cta xytokin mién dich theo sang ché va chét didu tri
cho bénh nhan cn didu tri, khi c4c thinh phin nay dwoc bio ché cling nhau thanh dang liéu
dung don 1¢ ma dang ndy s& giai phong céc thanh phin néu trén & thoi diém gin nhu ddng
thoi vao bénh nhan néu trén,

2) viée sir dung gin nhu ddng thoi td hop cta xytokin mién dich theo sing ché va
chét didu tri cho bénh nhén can diéu tri, khi c4c thanh phén nay dugc bao ché riéng biét voi
nhau thanh cc dang lidu ding riéng 18, cac dang lidu ndy duoc sir dung gin nhu déng thoi
boi bénh nhan néu trén, sau d6 cic thinh phin néu trén dugc giai phéng gin nhu ddng thoi
vao bénh nhan nay,

3) viéc st dung 1an luot tb hop cua xytokin mién dich theo sang ché va chét diéu tri
cho bénh nhan cin didu tri, khi c4c thanh phan nay dugc bao ché riéng biét véi nhau thanh
c4c dang lidu dung riéng 18, cac dang liéu ndy duoc sir dung & cac thoi diém lién nhau bai
bénh nhan néu trén v6i khoang thoi gian cach nhau dang ké gitta mdi l4n str dung, sau d6
c4c thanh phin néu trén dugc giai phong & cac thoi diém khac nhau dang ké vao bénh nhan
néu trén; va

4) viéc sir dung 1an Iuot t8 hop cua xytokin mién dich theo sang ché va chét diéu tri
cho bénh nhan cin didu tri, khi c4c thanh phin ndy dugc bao ché ciing nhau thinh dang lidu
dung don 1¢, dang liéu ding nay giai phéng cac thanh phin néu trén theo cich c6 kiém soét,
sau d6 ching duoc giai phéng ddng thoi, lién tiép, hodc cing nhau & cac thoi diém gibng
nhau va/hodc khac nhau vao bénh nhén néu trén, trong do mdi phin c6 thé dugc sir dung
qua dudng st dung gidng nhau hoic khac nhau.

Xytokin mién dich ctia sang ché ¢c6 thé duoc két hop véi chit diéu tri dugc chon tir

nhém bao gdm: chét giy doc t& bao, chit hoa tri liéu, chat khang hormon, hoic khang thé

70



52005 71/138

diéu tri khac.

Khi dugc sir dung trong ban md ta niy, thudt ngir "chét gdy ddc t& bao" dé chi chit
trc ché hodc ngin ngira chirc ning cia cac té bao va’hodc gy ra su pha huy cic té bao.
Thuét ngit nay dugc du dinh bao gém radioactive isotopes (vi du, AL B ' v Re'®S
Re'®® Sm'*3, Bi*"2, P*? va c4c ddng vi c6 hoat tinh phéng xa cia Lu), cac chét héa tri licu,
va cc doc t6 nhu cac doc t§ phan tir nho hoidc cc doc td cb hoat tinh enzym c6 ngudn gbe
tir vi khudn, nim, thuc vat hoic dong vat, bao gém c4 cac manh vd/hodc bién thé cua chung.

Thudt ngit "chét héa tri liéu" 12 hop chét héa hoc hitu ich trong viéc diéu tri bénh ung
the. Vi du v& cac chdt héa tri liéu bao gbm cic chit alkyl héa nhu thiotepa va
xyclophosphamit (CYTOXAN®); cac hop chét alkyl sulfonat nhur busulfan, improsulfan va
piposulfan; cic hop chét aziridin nhu benzodopa, carboquone, meturedopa, va uredopa; cac
hop chit etylenimin va metylamelamin bao gdm altretamin, trietylenmelamin,
trietylenphosphoramit, trietylenthiophosphaoramit va trimetylmelamin; céc hogp chét
axetogenin (vi du, bulataxin va bulataxinon); delta-9- tetrahydrocannabinol (dronabinol,
MARINOL®); beta-lapachon; lapachol; c4c hop chét colchixin; axit betulinic; camptothexin
(bao gdm c& chét twong tu topotecan tdng hop (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan,
CAMPTOSAR®), axetylcamptothexin, scopolectin, va 9-aminocamptothexin); bryostatin;
calystatin; CC-1065 (bao gdm ca cic chét twong tu adozelesin, carzelesin va bizelesin tbng
hop cua nd); podophylotoxin; axit podophylinic; teniposit; cac hop chét cryptophyxin (vi
du, cryptophyxin 1 va cryptophyxin 8); dolastatin; duocarmyxin (bao gdm ca cac chat twong
ty tong hop KW-2189 va CBI-TMI1); -eleutherobin; pancratistatin; sarcodictyin;
spongistatin; hoi cay nito nhu chlorambuxil, chlornaphazin, cholophosphamit, estramustin,
ifosfamide, mechlorethamin, mechloretamin oxit hydroclorua, melphalan, novembichin,
phenesterin, prednimustin, trofosfamit, hoi cay uraxil; cac hop chét nitrosure nhu carmustin,
chlorozotoxin, fotemustin, lomustin, nimustin, va ranimnustin; cc chit khang sinh nhu chét
khang sinh enediyn (vi du, calicheamixin nhu calicheamixin gama II va calicheamixin
omega II (vi du, xem tai liéu: Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994));
dynemixin, bao gdm c4 dynemixin A; esperamixin; ciing nhu nhém mang mau
neocarzinostatin va nhom mang mau khang sinh chromoprotein lién quan), aclacinomysin,
actinomyxin, authramyxin, azaserin, bleomyxin, cactinomyxin, carabixin, carminomyxin,
carzinophilin, chromomycinis, dactinomyxin, daunorubixin, detorubixin, 6-diazo-5-oxo-L-

norleuxin, doxorubixin (bao gbébm ca ADRIAMYCIN®, morpholino-doxorubixin,
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xyanomorpholino-doxorubixin, 2-pyrolino-doxorubixin, thudc tiém doxorubixin HCl dang
liposom (DOXOL®), doxorubixin TLC D-99 dang liposom (MYOCET®), doxorubixin dang
liposom duoc peglyl héa (CAELYX®), va deoxydoxorubixin), epirubixin, esorubixin,
idarubixin, marcellomyxin, mitomyxin nhu mitomyxin C, axit mycophenolic, nogalamyxin,
olivomyxin, peplomyxin, potfiromyxin, puromyxin, quelamyxin, rodorubixin, streptonigrin,
streptozoxin, tuberxidin, ubenimex, zinostatin, zorubixin; cic chét chéng chuyén héa nhu
methotrexat, gemxitabin (GEMZAR®), tegafur (UFTORAL®), capecitabin (XELODA®),
epothilon, va 5-flouraxil (5-FU); chit twong tw axit folic nhuw denopterin, methotrexat,
pteropterin, trimetrexat; cic chit twong ty purin nhu fludarabin, 6-mercaptopurin,
thiamiprin, thioguanin; céc chét tuong tu pyrimidin nhu anxitabin, azaxitidin, 6-azauridin,
carmofur, xytarabin, dideoxyuridin, doxifluridin, enoxitabin, floxuridin; cac chét khéang
adrenalin nhu aminoglutethimit, mitotan, trilostan; chét bd sung axit folic nhu axit frolinic;
axeglaton; aldophosphamitglycosit; axit aminolevulinic; eniluraxil;, amsacrin; bestrabuxil,;
bisantren; edatraxat; defofamin; demecolcin; diaziquone; elfornithin; eliptini axetat;
etogluxid;, gali nitrat; hydroxyure; lentinan; lonidainin; cac hgp chit maytansinoit nhu
maytansin va ansamitoxin; mitoguazon; mitoxantron, mopidanmol; nitraerin; pentostatin;
phenamet; pirarubixin; losoxantron; 2-etylhydrazit; procarbazin; cac phirc chat polysacarit
PSK® (c4c san phdm ty nhién JHS, Eugen, hoic); razoxan; rhizoxin; sizofiran;
spirogermani; axit tenuazonic; triaziquon; 2,2'2"-triclotrietylamin; cac hop chét
trichothexen (vi du, doc té T-2, verracurin A, roridin A va anguidin); urethan; dacarbazin;
mannomustin, mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gaxytosin; arabinosit ("Ara-C");
thiotepa; taxoit, vi du, paclitaxel (TAXOL®), dang bao ché nano hat duoc thiét ké véi
albumin cda paclitaxel (ABRAXANETM), va docetaxel (TAXOTERE®); clorambuxil; 6-
thioguanin; mercaptopurin; methotrexat; cic chit platin nhu cisplatin, oxaliplatin, va
carboplatin; c4c hop chit vinca, ngin ngira sy polyme héa tubulin khéi sy tao ra vi dng, bao
gdm ca vinblastin (VELBAN®), vincristin (ONCOVIN®), vindesin (ELDISINE®),
FILDESIN®), va vinorelbin (NAVELBINE®); etoposit (VP-16); ifosfamit; mitoxantron;
leucovorin; novantron; edatrexat; daunomyxin; aminopterin, ibandronat; chit @c ché
topoisomeraza RFS 2000; diflometylornithin (DMFO); cac hop chét retinoit nhu axit
retinoic, bao gdm cé bexaroten (TARGRETIN®); cac hop chét bisphosphonat nhu clodronat
(vi du, BONEFOS® hoic OSTAC®), etidronat (DIDROCAL®), NE- 58095, axit
zoledronic/zoledronat (ZOMETA®), alendronat (FOSAMAJX®), pamidronat (AREDIA®),
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tiludronat (SKELID®), hoidc risedronat (ACTONEL®); troxaxitabin (chdt twong tw 1,3-
dioxolan nucleosit xytosin); cac hop chit oligonucleotit d6i nghia, vi du, cic hop chét tic
ché sy biéu hién ciia cic gen trong con dudng truyén tin hidu lién quan dén su ting sinh té
bao bt thudng, vi du nhu PKC-alpha, Raf, H-Ras, va thu thé yéu 6 sinh truong bidu b
(epidermal growth factor receptor: EGF-R); cac vacxin nhu vacxin THERAT OPE® va céc
vacxin li€u phap gen, vi du, vacxin ALLOVECTIN®, vacxin LEUVECTIN®, va vacxin
VAXID®; chit ttc ché topoisomeraza 1 (vi du, LURTOTECAN®); rmRH (vi dy,
ABARELIX®); BAY439006 (sorafenib; Bayer); SU-11248 (Pfizer); perifosin, chit rc ché
COX-2 (vi du, celecoxib hodc etoricoxib), chdt @rc ché proteosom (vi du, PS341);
bortezomib (VELCADE®); CCI-779; tipifarnib (811577); orafenib, ABT510; chit trc ché
Bcl-2 nhu oblimersen natri (GENASENSE®); pixantron; cic chit tic ché EGFR (xem dinh
nghia dudi day);cac chét e ché tyrosin kinaza (xem dinh nghia duéi day); va cac mudi, axit
hodc din xudt duoc dung cta hop cht bit ki trong s6 céc hop chét trén day; ciing nhu td
hop ctia hai hodc nhidu chit trén day nhu CHOP, chit viét tit cia liéu phap két hop cla
xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin, va prednisolon, va FOLFOX, chit viét tit ctia ché
d6 didu tri bang oxaliplatin (ELOXATINTM) dugc két hop véi 5-FU va leucovorin.

Ciing duoc bao gdm trong dinh nghia niy 1a cic chét khang hormon c6 tic dung diéu
hoa hoic Gc ché tac dung dbi véi cac khdi u, nhu cic chit khang estrogen cé profin chit
van/ddi khang hdn hop bao gdm tamoxifen (NOLVADEX®), 4-hydroxytamoxifen,
trioxifen, toremifen (FARESTON®), idoxifen, droloxifen, raloxifen (EVTSTA®), trioxifen,
keoxifen, va cic chit didu bién estrogen chon loc (selective estrogen receptor modulator:
SERM), nhu SERM3; cac chét khang estrogen tinh khiét ma khéng cé dac tinh chu vén, nhu
fulvestrant (FASLODEX®), va EM800 (cc chét nay c6 thé phong bé su dime hoa thu thé
estrogen (estrogen receptor: ER), tc ché sy gén két ADN, lam gia ting sy chu chuyén ER,
va/hoic e ché ndng d6 ER); cic chit trc ché aromataza, bao gbm ca cac chit tic ché
aromataza steroit, nhu formestan va exemestan (AROMASIN®), va cac chit @c ché
aromataza khong steroit, nhu anastrazol (AREVIIDEX®), letrozol (FEMARA®) va
aminoglutethimit, va cac chit (rc ché aromataza khac bao gdm ca vorozol (RIVISOR®),
megestrol axetat (MEGASE®), fadrozol, imidazol; chit chi vin hormon gidi phéng hormon
tao thé vang, bao gdm ca leuprolit (LUPRON® v ELIGARD®), goserelin, buserelin, va
tripterelin; cac hop chét steroit giéi tinh, bao gbdm ca progestin, nhir megestrol axetat va

medroxyprogesteron axetat, cac hop chét estrogen, nhu dietylstilbestrol va premarin, va céc
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hop chit androgen/retinoit nhu fluoxymesteron, axit all-trans retionic va fenretinit;
onapriston; cic chit khang progesteron; céc chét diéu hoa giam thu thé estrogen (estrogen
receptor down-regulator: ERD); cic chdt khing androgen, nhu flutamit, nilutamit va
bicalutamit; testolacton; va cdc mudi, axit hodc din xuét dugc dung cta hop chét bt ky
trong s6 c4c chét trén déy; cling nhu dang két hop ciia hai hodc nhiéu chét trén day.

Chét didu tri khac c6 thé duoc sir dung két hop véi xytokin mién dich clia sing ché
c6 thé 12 khang thé didu tri dugc chon tir nhém bao gdm cac khang thé véi PD1 (vi duy,
prolgolimab, pembrolizumab hozc nivolumab), cic khang thé véi PD-L1, cAc khing thé véi
CTLAA4, c4c khang thé vé6i 4-1BB, cac khang thé véi 0X40, cac khang thé véi GITR, cac
khang thé véi CD20 (vi du, rituximab), cac khang thé véi HER2 (vi du, trastuzumab hodc
pertuzumab), c4c khang thé v6i VEGF (vi du, bevacizumab), hodc cic dang két hop cua
chung.

Chét didu tri khac c6 thé dugc str dung két hop voi xytokin mién dich theo sang ché
c6 thé 1a hop chét khang u c6 hoat tinh didu tri dugc chon tir nhém cAc chét hoat hoéa tinh
tinh mién dich bAm sinh hodc tinh mién dich thich tmg.

Cén hiéu ring xytokin mién dich ciia sang ché c6 thé duoc sit dung trong cac phuong
phép diéu tri, nhw d3 mé ta trén day, trong viéc didu tri nhu d mo ta trén day, va/hoic trong

qué trinh san xuét thudc ding dé diéu tri d3 mo ta trén day.

Liéu dung va duong sir dung

Xytokin mién dich cta sang ché s& dugc st dung véi luong ¢ hiéu qué trong viée
diéu trj tinh trang bénh can diéu tri, nghia 13 vdi lidu va trong khoang thdi gian can thiét dé
dat dugc két qua mong mubn. Lwong c6 hiéu qua diéu tri c6 thé thay dbi theo cac yéu t6
nhu tinh trang bénh cu thé cin duoc didu tri, d6 tudi, gi6i tinh, va trong luong co thé cua
bénh nhan, va viéc xytokin mién dich duoc sir dung mdt minh hoic két hop véi mot hodc
nhiéu dugc chit hodc k¥ thuét didu tri bd sung hay khéng.

Ché d6 dung lidu c6 thé duoc diéu chinh dé tao ra mirc d6 dép tmg mong mudn t6i
wu. Vi dy, mot lidu 16n c6 thé dugce st dung, vai lidu chia nhé c6 thé duoc st dung theo thoi
gian hoic lidu dung nay cé thé dugc giam di hodc ting 1én twong mg nhu dugc chi dinh
theo c4c tinh hudng didu tri. Dic biét c6 lgi néu bao ché dugc phim ding ngodi duong tidu
héa theo dang lidu dung don vi d8 d& st dung va tinh ddng déu cua lidu lugng. Khi duoc st
dung trong ban mé ta ndy, dang lidu dung don vi dugc dung dé chi cdc don vi riéng ré vé

mit vat 1y thich hop 1am liéu ding don vi cho cic bénh nhin/déi trong cin dugc diéu tri;
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mdi don vi chira lugng dinh trude ciia hop chéit c6 hoat tinh dugc tinh toan dé tao ra hiéu
qué didu tri mong mubn két hop véi chit mang dwoc dung mong mudn. Tiéu chuin k¥ thuat
cta cac dang liéu ding don vi theo sing ché thuong duge quyét dinh theo va phy thude truc
tiép vao (a) c4c dic tinh dic biét cua chit héa tri liéu va tic dung phong bénh hoic didu tri
cu thé can dat duoc, va (b) céc han ché vén c6 trong 1inh vuc bao ché hop chét c6 hoat tinh
ding dé didu tri c6 tinh mAn cam & cac d6i tuong.

Do d6, ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc ndy, dua vao phin md ta dugc
dua ra & day, s& hiéu rang céc lidu ding va ché 49 dung liéu dwgc didu chinh theo céc
phwong phéap d3 dugc biét rd trong linh vuc diéu tri. Pidu ndy c6 nghia 1a lidu duoc dung
nap t6i da c6 thé dugc thiét 1ap d& dang, va luwong hitu hiéu tao ra hiéu qua diéu tri mong
mubn cho bénh nhéan ciing c6 thé duge xac dinh, do cic yéu cdu tam thoi di véi viée sir
dung mdi chit c6 thé tao ra hiéu qua didu tri c6 thé nhan théy cho bénh nhén. Do d¢, trong
khi lidu ding va ché d6 st dung nhét dinh duogc vi du & ddy, cic vi du nay khong 1am gidi
han c4c lidu dung va ché do st dung cé thé duoc cung cép cho bénh nhan trong khi thuc
hanh c4c phuong 4n ciia sang ché.

Cén lvu ¥ ring céc gia tri lidu ding c6 thé thay ddi theo loai va mitc d6 ning ciia tinh
trang can duoc 1am thuyén giam, va cé thé bao gdm mdt hodc nhiéu lidu. Ngoai ra, cin hiéu
ring dbi véi dbi twong cu thé bit ky, ché d6 dung lidu cu thé cAn dugc diéu chinh theo thoi
gian tiiy theo nhu cdu cta déi trong va su danh gia ciia chuyén gia y t& v& viéc sir dung hoic
theo ddi viéce stt dung dugc phdm, va cac khoang liéu ding dugce dua ra trong ban md ta ndy
chi la vi du va khéng du dinh lam gi¢i han pham vi hodc sy thuc hanh duoc phém theo sang
ché. Ngoai ra, ché do dung lidu vdi cac duoc phdm theo sang ché nay cé thé dya trén nhidu
yéu t6 khac nhau bao gdm loai bénh, do tudi, trong luong, gidi tinh, tinh trang suc khoe
bénh nhin, mtc d0 ning cta tinh trang bénh, duong sir dung, va xytokin mién dich cu thé
ctia sang ché dugc st dung. Do d6, ché do dung lidu nay cé thé thay dbi trong khoang rong,
nhung cé thé duge xac dinh theo cach théng thudng bang cach st dung cac phuwong phap
tiéu chudn. Vi du, céc lidu ding cé thé dugc diu chinh dya trén cac thong s6 duoc dong
hoc hoic dugc luc hoc, cac thong sb niy cé thé bao g6m cac hiéu qud 1am sang nhu tac
dung gay ddc va/hodc gia tri trong phong thi nghiém. Do dd, sang ché bao gdm ca sy ting
lidu ding & bénh nhan nhu duogc x4c dinh bédi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
ndy. Cac phuong phép xé4c dinh lidu ding va ché d6 thich hop 13 da dugc biét rd trong linh

vuc nay va sé duoc nguodi c6 hi€u biét trung binh trong linh vuc nay hi€u rd dua vao cac y
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tudng dugce bdc 16 ¢ day.

Vi du v& c4c phwong phép sir dung thich hop di d& xuét trén day.

Chéc chén 13 lidu ding thich hop ciia xytokin mién dich theo sang ché ché s& nim
trong khoang tir 0,1 dén 200 mg/kg, t6t hon 13 tir 0,1 dén 100 mg/kg, bao gdm ca khoang tir
0,5 dén 50 mg/kg, vi du khoang tir 1 dén 20 mg/kg. Xytokin mién dich cé thé dugc sir dung,
vi du, véi lidu it nhét bing 0,25 mg/kg, nhu it nhét bing 0,5 mg/kg, bao gdm ca lidu dung it
nhit bang 1 mg/kg, vi du, it nhit bang 1,5 mg/kg, nhu it nhét bang 2 mg/kg, vi du, it nhét
bﬁng 3 mg/kg, bao gém c4 it nhét béng 4 mg/kg, vi duy, it nhét b%lng 5 mg/kg; va vi dy, dén
murc tbi da bang 50 mg/kg, bao gbm ca dén mirc tdi da bang 30 mg/kg, vi dy, dén murc tdi da
bing 20 mg/kg, bao gdbm ci dén muc tdi da bang 15 mg/kg. Viéc st dung niy s& thuong
duge 13p lai trong céc khoang thoi gian thich hop, nhu mdi tuAn mét 14n, hai tudn mot 1an,
ba tudn mdt 14n hodc bén tudn mot 14n, va mién 13 trong khoang thdi gian duge cho 13 thich
hop boi bac si diéu tri ma trong mot s6 truong hop, cb thé ting hodc giam liéu dung, néu

can.

Vi du thye hién sang ché

Céac vi du sau day dugc dua ra dé hiu r5 hon sang ché. Cac vi du nay dugc dua ra
chi nhim muc dich minh hoa va khong dwoc hiéu 13 1dm giéi han pham vi ciia sang ché theo
cach bat ky.

T4t ca céc tai liéu cong bd, bing doc quyén sang ché, va don ding ky séng ché da
vién dn trong ban mo ta nay dugc két hop vio diy dé tham khao. Mic du sang ché néu trén
d4 duoc mo ta trong mot sb chi tiét @8 minh hoa va vi du nhdm muc dich hidu 1 rang, ngudi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& d& dang hidu rd sang ché dua vao phin bdc 16
ctia n6, va c6 thé tién hanh mot sb thay dbi va cai bién ma vin nim trong pham vi clia cac

phuong an kém theo.

Vit li€u va phuong phéap chung

K¥ thust ADN t4i t6 hop

Céc thao tdc ADN dugc tién hanh theo c4c k§ thuét tiéu chudn nhu dugc mo ta trong
tai liéu: Sambrook J. et al, Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Cac chét phan Gng sinh hoc phan

tir duge str dung theo cac huéng din ctia nha sén xuat.
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Téng hop gen

Tién hanh tao ra cic doan gen mong mudn tir oligonucleotit bang phwong phap téng
hop héa hoc. Cac doan gen cé chidu dai 300-4000 bp, nim & ving ria clia cic vi tri gi6i han
don 1&, dwoc l4p rap bing cach ghép va gin céc oligonucleotit bao gdm ca khuéch dai bang
phan tng PCR va sau d6 duoc tich dong bang cac vi tri gidi han duge chi dinh. C4c trinh ty

ADN va c4c manh gen d3 tach dong phu dwoc khing dinh bing cach giai trinh tw ADN.

Xac dinh trinh ty ADN
Céc trinh tu ADN duoc x4c dinh bing phuong phap giai trinh tw Sanger.

Phén tich trinh tu ADN va protein va quan 1y sd lidu trinh tur
Phdn mém Vector NT1 Advance suite phién ban 8.0 va SnapGene Viewer cia

Infomax duoc st dung dé tao ra, v& ban dd, phan tich, giai thich va minh hoa trinh tu.

Vidul

Tao ra c4c protein tai t6 hop trong méi treong nudi cAy dang hdn dich ciia cac té bao
dong vat co vu

Pé tao ra cac protein chét siéu cha van IL15 ti tb hop dugc thé hién bang so dd trén
Fig.1, Fig.2, Fig.3 va Fig.4, c4c tac gia sang ché d3 téng hop cac ciu triic chira cac manh

ctia trinh tu ctia phdi tir IL15 clia ngudi (https:/www.uniprot.org/uniprot/P40933) va

IL15Ra (https://www.uniprot.org/uniprot/Q13261). C4c trinh tu clia ca hai gen duoc tng

hop tir cac oligonucleotit bing cach st dung phuong phéap PCR.

Pé tao ra cac bién thé cua chit siéu chu van IL15 nhu dugc thé hién béng
CK IL15Ra_Hc IL1SCHIFcLALA trén Fig.1 va
CK IL15 Hc IL1SRaCHIFcLALA trén Fig2 (sau ddy dugc goi la IL15SSA hodc
BCD225), cac gen néu trén dugc tich dong vao plasmit dudi dang dung hop & dau tan clng
N (protein fusion) véi mién én dinh thir nhét ciia chudi nhe kapa khang thé vao vecto pEE-
IL15Ra-CK (hodic pEE-IL15-CK) & c4c vi tri gidi han Sall/BsiWI (Fig.5) va véi mién on
dinh thir nhat ctia khang thé chudi ning vao vecto pEE-IL15-CH1-Fc-LALA (hoic pEE-
IL15Ra-CHI1-Fc-LALA) IgG1 ¢ céc vi tri gidi han Sall/Nhel (Fig.6), va ca hai vecto dugc
két hop & budc chuyén nhiém.

Pé tao ra cac bién thé cua chét siéu chu van IL15 dic hidu kép nhu dugc thé hién
bing Fab-CK_IL15Ro, Hc IL15CHI1Fcchd phinhLALA (sau day dugc goi 1a ILISSA/PDI
hodc khang PD1/IL15SA hoac IL15SA/PDL1 hodc khang PDL1/IL15SA) in Fig.4 va Fab-
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CK_IL15 Hc_ IL15RaCHI1Fcchd phinhLALA trén Fig.3, phdi tir IL15 va cic gen cla thy
thé dugc tach dong vao céc plasmit dudi dang dung hop & du tin cting N c6 mién én dinh
tht nhét cia chubi nhe kapa cia khang thé vao vecto pEE-IL15Ra-CK (hodc pEE-IL15-
CK) & céc vi tri giéi han Sall/BsiWI (Fig.5) va v6i mién 6n dinh thir nhit cia khang thé
chudi ning vio vecto pEE-IL15-CH1-Fc-chd phinh-LALA (hoic pEE-IL15Ra-CH1-Fc-chd
phinh-LALA) IgG1 & céc vi tri gi6i han Sall/Nhel (Fig.9). Ngoai ra, dé tao ra phan Fab cua
khéng thé khong dbi xtng nhu dugc thé hién trén Fig.3 va Fig.4, cic gen clia mién bién dbi
cta khang thé khang PD1 (prolgolimab) (sau day dwoc goi 1 IL15SA/PD1 hogc khang thé
khang PDI1/IL15SA) hodc khang thé khang PDLI (BCD-135) (sau diy dwoc goi 1A
IL15SA/PDLI hoic khang thé khang PDL1/IL15SA) duoc tach dong vao céc plasmit duéi
dang dung hop & diu tin cing N véi mién dn dinh thir nhét ciia chudi nhe kapa ciia khang
thé vao vecto pEE-BCD100-02-VL-CK & c4c vi trf gidi han Sall/BsiWI (Fig.7) va véi mién
6n dinh thir nhit ciia khang thé chudi ning vio vecto pEE-BCD100-02-VH-CH1-Fc-chd
18m-LALA IgG1 & céc vi tri gi6i han Sall/Nhel (Fig.8). Do d6, bén vecto trén day dugc két
hop & bude chuyén nhifm dé tdng hop 4 polypeptit khac biét trong mot té bao va tao thanh
xytokin mién dich dic hiéu kép.

S6 luong can thiét cia tit ca cac plasmit trén day dugc tao ra trong cac té bao E.Coli
va dugc tinh ché bing cach st dung kit Maxiprep Qiagen.

Céc protein ti t hop chira IL15SA dugc nudi cdy tam thoi trong dong t& bao budng
trimg chudt ddng Trung Quéc (CHO-K 1) duoc tao ra theo quy trinh di cong b [Biotechnol
Bioeng. 2005 Sep 20; 91(6):670-677, Liao Metal., 2004; Biotechnol Lett. 2006
Jun;28(11):843-848; Biotechnol Bioeng. 2003 Nov 5;84(3):332-342]. Cac té bao dugc biéu
hién co dinh gen protein EBNA1 (khing nguyén nhin cta Epstein-Barrvirut 1). Viéc nuoi
céy hdn dich duoc tién hanh trong c4c binh trén may rung theo qu§ dao bing cach st dung
mdi trudng khéng chira huyét thanh tir Life Technologies Corporation va theo céc huéng
dan ctia nha san xuit. D& biéu hién tam thoi, cac té bao & ndng dd 2*10%ml dugc chuyén
nhiém bing polyetylenimin mach thing (PEI MAX, Polysciences). Ty 1é cia ADN/PEI la
1:3-1:10. Trong tir 5 dén 7 ngdy sau khi chuyén nhiém, méi truong nudi cay té bao duoc ly
tam & tdc dd 2000 g trong 20 phut va duge loc qua bd loc ¢& 0,22pum. Cac protein dich duge
phan 14p tir dich nuéi ciy bing phuong phap HPLC 4i luc.

Céc protein tai t& hop dwoc phan 14p va tinh ché tir dich nudi cdy bang cach st dung

cot séc ky ai luc protein A. Dich nubi céy da 1am trong dugc cho di qua cot HiTrap rProtein
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A Sepharoza FF 5ml (GE Healthcare) dugc 1am cin bing bing nuéc mudi dém phosphat
(PBS, d6 pH = 7,4). Sau d6, cot ndy duogc rira bing 5 14n thé tich cot PBS d loai bo cac
thanh phin gin két khong diac hidu. Khéng nguyén di gin két dwoc rira giai bang cAch sir
dung chit dém glyxin 0,1M (d6 pH = 3). Dinh rira giai protein chinh dugc thu gom va diéu
chinh dén d6 pH trung tinh bing chit dém Tris 1M (d0 pH = 8). T4t ca c4c cong doan dugc
tién hanh véi téc do dong 110 cm/gid. Sau d6, protein dugc thdm tach vao PBS (d6 pH =
7,4) bing cach sir dung k§ thuat éng thdm tich SnakeSkin, dugc loc (0,22pum), duge chuyén
vao cac dng va bao quan & nhiét d6 -70°C.

Do tinh khiét ciia dung dich protein tao thanh dwoc danh gi4 bing phép dién di trén
gel SDS (xem vi du trén Fig.10), |

Vidu2

Thir nghiém dong hoc su twong tac cia (IL15SA)2-Fc va thu thé IL2By clia ngudi

Thu duoc hing sb 4i luc gin két cia (IL15SA)2-Fc (sau day dwoc goi 1a
CK_IL15Ra_Hc IL15CH1FcLALA trén Fig.1 va
CK_IL15 Hc IL15RaCHI1FcLALA trén Fig.2) va IL2By clia ngudi bang cach st dung thiét
bi OctetRedBio theo huéng dan ctia ForteBio. Cac bd cam bién sinh hoc AR2G d3 duogc tai
hydrat hoéa tir trude trong mot gi¢ tinh theo mQ. Sau khi hoat hdéa cac b cam bién sinh hoc,
cac san phdm (IL15SA)2-Fc & ndng dd 25 pg/ml trong chit dém axetat c6 do pH = 4 duoc
cb dinh khéng dic hiu (bing cac nhém NH,) 1én bd cam bién sinh hoc. Sau d6, cac bd cam
bién dugc nhing vao céac 16 chira cac dung dich protein CD122/IL-2RB (dudi Fc) ctia nguoi
(1 v 0,5 pg/ml) & nhiét d6 30°C trong chit dém PBS dugc bd sung Tween-20 0,1% va BSA
0,1%. Phuc hop IL15SA/IL2By dugce lién két trong dung dich ndy. Sau dé, cac bd cam bién
dugc nhung trong dung dich dém ding cho budc phan ly tiép theo. Thir nghiém duogc tién
hanh & nhiét d6 30°C bang cach st dung PBS dugc bd sung Tween-20 0,1% va BSA 0,1%
1am chét dém xr 1y.

Céc bidu dd cam bién tao thanh dugc thé hién trong Bang 1 dbi véi
CK_IL15Ro_Hc IL15CHIFcLALA va dbi véi CK_IL15 Hc IL15RaCHIFCLALA, dugc
phén tich sau khi trir di tin hiéu tham chiéu bing cach sir dung phan mém phén tich sb liéu
Octet (phién ban 8.0) theo quy trinh tiéu chun va bang cach sit dung md hinh tuong tac 1:1.
Hing sb 4i luc tao thanh duoc thé hién trong Bang 1. Ca hai bién thé dugc nghién ctru déu

¢ ai luc va do dac hiéu cao doi vai IL2By cia ngudi.
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Béang 1. Hang sb 4i lyc dbi v6i xytokin mién dich (IL15SA)2-Fc twong tac véi IL2By-

Fc clia nguoi

- Nong dd | Mirc do _
ID ctia mau tai KD (M) | kon (1/Ms) | kdis (1/s)
(nM) dap tng
CK_IL15Ra_Hc IL
19,4 0,3774 | 2.47E-10 | 3,69E+05 | 9.11E-05
15CHIFcLALA
CK _IL15Ro_Hc IL
9,69 0,3301 | 3.80E-10 | 3.02E+05 1.15E-04
15CHIFcLALA
CK_IL15 Hc IL15
19,4 0,325 | 2.13E-10 | 3.58E+05 | 7.63E+05
RaCHIFcLALA
CK _IL15 Hc IL15
9,69 0,2832 | 2.12E-10 | 3.57E+05 7.55E-05
RaCHI1FcLALA
Vidu3

Thir nghiém dong hoc vé su tuong tac gilta chét siéu chu van IL15 dic hiéu kép va
thy thé IL2By clia ngudi va cac thu thé té bao khac ctia cc té bao mién dich

Hang sb 4i luc gin két cua cic xytokin mién dich dic hiéu kép IL15SA (sau diy
duoc goi 13 khang thé Fab-CK_IL15Ra_Hc IL15CHI1Fcchd phinhLALA khang PD1 va
khang thé Fab-CK_IL15Ra_Hc IL15CH1Fcchd phinhLALA khang PD-L1) véi thu thé
IL2By va thu thé PD-1/PD-L1 cta ngudi dugc xac dinh bang cach sir dung thiét bi OctetRed
96 theo cac hudng dan ctia ForteBio. Cac bd cam bién sinh hoc AR2G di dugc tai hydrat
héa tir trwée trong mot gid tinh theo mQ. Sau khi hoat héa céc bd cam bién sinh hoc, cac
xytokin mién dich dic hiéu kép & ndng dd 25 pg/ml trong chit dém axetat c6 do pH =4
duoc ¢b dinh khéng dic hiéu (bing cac nhém NH,) 1én bd cam bién sinh hoc. Sau d6, cac
bd cam bién duoc nhing vao c4c 18 chira protein CD122/IL-2RB ctia ngudi (dudi Fc) hodc
thy thé PD-1-Fc¢ hodc thu thé PD-L1-Fc (1 va 0,5 pg/ml) trong chit dém PBS dugc b sung
Tween-20 0,1% va BSA 0,1% dé két hop chét siéu chi van dic hiéu kép va thu thé thu
nghiém. Sau d6, cac bd cam bién dugc nhiing trong dung dich dém dung cho budc phan 1y
tiép theo.

S6 liéu thu duge tir thiét bi, sau khi trir di tin hiéu tham chiéu, dwgc phan tich bing

cach st dung phin mém phan tich sb liéu Octet (phién ban 8.0) theo quy trinh tiéu chuén va
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sir dung m6 hinh tuong tac theo ty 1€ 1:1.
C4c hing sb 4i luc tao thanh dugc thé hién trong Bang 2. Ca hai bién thé dugc nghién
ctru ddu ¢6 4i luc va do dic hibu cao dbi véi IL2By cia ngudi va dbi véi cac thu thé dugc

ghép cip, va khong ¢ da hoat tinh khong dic hiéu véi thu thé khac.

Béang 2. Hing sb 4i luc d6i v6i cac khang thé siéu chii van dic hiéu kép IL15 tuong

tac v6i IL2By-Fc cia ngudi va thu thé thir hai.

ID cia mAu tai PD1 IL2Rb PDL1
Mic do Mirc 36 Mc dd
KD (M) KD (M) KD (M)

dap ung déap ung dap ung

Fab-

CK_IL15Ra_Hc IL15

o 8.718E-

CH1Fccho 0,7606 10 0,4540 1.25E -10

phinhLALA khéng

PD1

Fab-

CK_IL15Ro,_Hc IL15
CH1Fcchd

2.38E-

2.39E-11

phinhLALA khéng
PD1
Prolgolimab khang
0,92164

PD1
BCD-135 khang PD1 0 0

Vidu 4

Thir nghiém t& bao dé x4c dinh hoat tinh ting sinh c4c chét sidu cht van IL15 déi véi
dong NK92

Dong té bao NK-92 duogc st dung trong thr nghiém nay. Thir nghiém duoc tién hanh
trong dia nudi cdy c6 96 1. Hdn dich chira cc té bao NK-92, khang thé thir nghiém & ndng
dd nhu duge thé hién trén dd thi. TAt ca cac thanh phn cta hdn dich dugc didu ché trong

mdi trudmg RPMI-1640 dugc bd sung huyét thanh bao thai bo va glutamin. Sau khi tht ca
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c4c thanh phan dugc thém vao, cic dia duge G & nhiét 6 37°C, CO, 5%. Sau d6, thudc
nhudm xanh Alamar dugc cho thém vao céac 16. Sau khi 1, cuong d6 phat huynh quang trong
cac 16 duoc xac dinh. Cac san phdm IL15SA (CK_IL15Ra_Hc IL15CHIFcLALA),
IL15SA/PD1 (Fab-CK_IL15Ro_Hc IL15CHI1FcLALA khang PD-1) va IL15SA/PDL1
(Fab-CK_IL15Ro_Hc IL15CH1FcLALA khang PDL-1) dugc nghién ctru theo cach so
sanh.

Céc két qua cua viéc x4c dinh hoat tinh diic hidu clia cac xytokin mién dich trén day
cho thy hoat tinh ting sinh cao so v6i dong NK92. Céc gia tri EC50 dugc udc tinh dbi véi
tAt ca cac san phdm thir nghiém 13 giéng nhau, va mic d6 hoat héa khi dugc x4c dinh bang
doan bing phia trén ciing hoan toan gidng nhau (Fig.11). Cin luu ¥ ring héa tri ctia phin

IL15SA, va, theo d6, ai luc khac nhau, khdng lam &nh hudng dang ké dén hoat tinh nay.

Vidus

Thir nghiém t& bao dé x4c dinh hoat tinh ting sinh ctia c4c chit siéu chi van IL15 d6i
v6i dong té bao giét tw nhién

Thir nghiém ndy sir dung céc té bao giét tu nhién dugc phan 1ap tir PBMC ctia nguoi
cho khée manh bang cach chon loc 4m tinh. Thir nghiém duoc tién hanh trong dia nudi cly
¢6 96 15. Hdn dich chira cac té bao giét tu nhién, khang thé thir nghiém & ndng d6 nhur duoc
thé hién trén db thi. T4t ca cac thanh phin ctia hdn dich dugc didu ché trong mdi truomg
nudi ciy dugc bd sung huyét thanh ctia ngudi ti than. Sau khi tt ca cac thinh phan duoc
thém vao, cac dia duge 0 & nhiét dd 37°C, CO, 5%. Sau d6, thubc nhudém xanh Alamar dugc
cho thém vao céc 18. Sau khi 1, cwdong do phat huynh quang trong céc 18 duoc xac dinh.
Hiéu qua cia cac san phidm IL15SA (CK_IL15Re_Hc IL15CHI1FcLALA), IL15SA/PD1
(Fab-CK_IL15Ra_Hc IL15CHI1Fcchd phinhLALA khéng PD-1) va intolokin-2 (IL2) cua
ngudi (Ronleukin, PCI Biotech) dbi v6i kha ning ting sinh cia céac té bao giét tu nhién
dugc nghién ctru theo cach so sénh.

Céhc két qua cta viéc xac dinh hoat tinh déc hig¢u cua cac xytokin mién dich trén day
cho thdy hoat tinh ting sinh cao so véi cac té bao giét ty nhién (Fig.12). Céc gi4 tri EC50
duoc ude tinh dbi véi tit ca cac san phim thir nghiém 13 gibng nhau trong khoang sai s6, va
thdp hon mét chit so véi gia tri nay cia xytokin IL2. Ngoai ra, mirc d6 hoat hda khi dugc
x4c dinh theo dudng bang phia trén ciing hoan toan gidng nhau. Cén luu ¥ rang héa tri clia
phan IL15SA, va theo d6 13 4i Iyc khac nhau, khong 1am anh huéng dang ké dén hoat tinh
nay.
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Vidu 6

Thir nghiém té bao dé xé4c dinh hoat tinh déi khang khang PD1 ciia chit siéu chi van
IL15 dbi véi dong té bio thong bao

Déi viri thir nghiém nay, cic tic gia sing ché sit dung dong té bao Jurkat NFAT-
FLuc PD-1 dugc tao ra trén co s& dong t& bao Jurkat va biéu hién 6n dinh PD-1 trén bé mit
cta nd va chira gen mi héa luxiferaza cia dom dém duéi sy kiém soat ciia gen khéi dau
NFAT; va dong t& bao Raji PDL1 duoc tao ra trén co s& dong té bao Raji va biéu hién én
dinh PDL1 trén bé mit cia nd. Hidu quad cla cic san phdm ILI5SA
(CK_IL15Ra_Hc IL15CH1FcLALA), khang PDI/IL15SA  (Fab-CK_IL15Ro_Hc
_IL15CHI1Fcchd phinhLALA khang PD-1) va chét d6i khang khang PD1 (prolgolimab) ddi
v6i kha ning hoat hoa trong hé té bao théng bao duge nghién ciru theo cich so sanh.

Thir nghiém nay dwoc tién hanh trong dia nudi cdy c6 96 15. Hon dich trong mdi 15
chira céc té bao Jurkat NFAT-FLuc PD-1, cé4c té bao Raji PDLI, cAc té bio aCD3/aTAA1 &
ndng d6 1 ng/ml, va khang thé thir nghiém & ndng d6 nhw dwgc thé hién trén dd thi. Sau khi
cho thém tt ca cAc thanh phin, cic dia dwgc i & nhiét dd 37°C, CO, 5% va sau d6, bang
cach sir dung kit thir nghiém su phét sang, cudng do luxiferaza trong céc 16 dugc x4c dinh.

Céc két qua cua viéc xac dinh hoat tinh dic hiéu cta cic xytokin mién dich trén day
cho thay khoang d6 16m ciia gia tri EC50 ctia khang thé khang PD1/IL15SA c6 hoat tinh dic
hiéu thip hon so v6i khang thé don dong khang PD1 prolgolimab c6 hidu qua didu tri
(Fig.13). Ngoai ra, mirc do hoat tinh t6i da (dudng bing phia trén) gidm di 30%. Hoat tinh
dac hiéu cta khang thé khang PD1/IL15SA thip hon so véi prolgolimab chi ¢ thé dugc
giai thich bai Fab héa tri mot gén két véi PDI1 trong phan tir khang PD1/IL15SA so véi
khéng thé ¢b dién. Didu nay ciing duoc chimg minh béi khoang d6 16n gan nhu khac biét vé
4i luc d6i v6i thu thé PD-1 theo cac sb lidu trong Vi du 3 (Bang 2) va gi tri nhu duoc chi 15
d6i véi prolgolimab. Can lvu ¥ rdng hoat tinh d6i khang ctia IL15SA duoc quan sat dudi

dang muc nén, nghia 1a n6 gan nhu khéng c6 mat.

Vidy7

Thir nghiém té bao dé x4c dinh hoat tinh déi khang khang PDLI1 ciia cac chit siéu
chi van IL15 d6i voi dong t bao thong bao

D6i v6i thir nghiém ndy, cac tic gia sang ché sir dung dong té bao Jurkat NFAT-

FLuc PD-1 duoc tao ra trén co s& dong té bao Jurkat va biéu hién dn dinh PD-1 trén bé mit
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ciia n6 va chira gen m3 héa luxiferaza ciia dom dém duéi sy kiém soat cla gen khéi dau
NFAT; va dong té bao Raji PDLI dugc tao ra trén co s& dong té bao Raji va biéu hién 6n
dinh PDL1 trén bé mit cia né. Hiéu qua clla cic san phim IL15SA
(CK_IL15Ro,_Hc IL15CHIFcLALA), khang thé khing PDLI/IL15SA  (Fab-
CK _IL15Ro, Hc IL15CHI1Fcchd phinhLALA khang PD-L1) va chit d6i khang khang
PDLI1 (atezolizumab) dbi véi kha ning hoat héa trong hé té bao thdng bio dugc nghién ciru
theo cach so sanh.

Thir nghiém duoc tién hanh trong dia nudi cdy c6 96 16. Hn dich trong mdi 16 chia
céc té bao Jurkat NFAT-FLuc PD-1, céc té bao Raji PDL1, c4c té bao aCD3/aTAA1 & ndng
do 1 ng/ml, va khang thé thir nghiém & m‘?)ng d6 nhu duoc thé hién trén @6 thi. Sau khi cho
thém tAt ca c4c thanh phan, céc dia duoc G & nhiét o 37°C, CO, 5%va sau do, bing cach st
dung kit thir nghiém sy phat sang, cuong do luxiferaza trong cac 18 dugc x4c dinh.

Céc két qua ctia viéc xac dinh hoat tinh ddc higu ctia cdc xytokin mién dich trén day
cho thdy gi4 tri EC50 cta san phdm khang PDL1/IL15SA c6 hoat tinh dic hiéu thdp hon 30
14n so v6i gid tri nay cia khéng thd don dong atezolizumab khéng PDLI ¢6 hiéu qua diéu tri
(Fig.14). Tuy nhién, mirc do hoat tinh t5i da (dudng bing phia trén) giam di chi 10%. Hoat
tinh dic hiéu cia san phdm khang PDLI/IL15SA thip hon so v6i hoat tinh ndy cua
atezolizumab chi c6 thé dugc giai thich béi Fab héa tri mét gén két véi PD-L1 trong phan tir
khang PDL1/IL15SA so v6i khang thé cb dién. Nho d6, quan sat dugc hoat tinh ddi khang
khong déng ké cia IL15SA.

Vidu8

Thir nghiém té bao dé x4c dinh hiéu qua cla cac chit siéu chi van IL15 véi sy c6
mit cua khang thé dic hiéu dbi v6i khang nguyén lién quan dén khdi u (tumor-associated
antigen: TAA) vé tinh gy doc t€ bao phu thudc khang thé (ADCC) ciia cac té bao giét tu
nhién dbi v6i dong té bao théng bao TAA

Thir nghiém ndy st dung cac té bao giét tw nhién dugc phan lap tt PBMC cla nguoi
cho khée manh bang cach chon loc 4m tinh. Thir nghiém duoc tién hanh trong dia nudi cay
c6 96 15. Hdn dich chua cac té bao giét tw nhién va cic t& bao Raji, khang thé tic dong
Rituximab, va khang thé thir nghiém & ndng d6 nhu dugc thé hién trén do thi. T4t ca cic
thanh phan ctia hdn dich dugc diéu ché trong mdi trudng nudi ciy duoc bd sung huyét thanh
bao thai bd va glutamin. Sau khi tit c4 cic thanh phan dugc thém vio, cac dia duge G &

nhiét d6 37°C, CO, 5%. Sau d6, dich nuéi cé'ly dugc thu gom, va ham lugng lactat
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dehydrogenaza duoc x4c dinh bing cach sir dung kit thir nghiém LDH. Hiéu qué ctia cic san
phdm IL15SA (CK_IL15Ra_Hc IL15CHIFcLALA), khang PDI/IL15SSA (Fab-
CK_IL15Ra Hc IL15CHI1Fcchd phinhLALA khéng PD-1) vé& kha ning ADCC cua
rituximab trong hé t& bao théng bao dugc nghién ciru theo cach so sanh.

Céc két qua cua viéc x4c dinh hoat tinh dic hiéu ciia cac xytokin mién dich trén day
cho thiy hoat tinh cao lién quan dén viéc 1am gia ting kha ning ADCC cia rituximab d6i
v6éi dong té bao thong bdo TAA (Fig.15 va Fig.16). Hidu qua ciia ADCC phy thudc
rituximab, nhu dugc xac dinh theo ty 18 % té bao Raji dugc 1am tan vé6i thu thé CD20 dugc
biéu hién qud muc trén bé mit cla nd, ting 1én 30% véi su cé mit cia mdi san phim thir
nghiém duogc nghién ciru so v6i rituximab mot minh. Hiéu qua ndy duong nhu duoc gii
thich boi sy ting sinh ctia cac té bao giét tw nhién c6 hoat dudi su anh hudng cia IL15SA va
khang thé khang PD1/IL15SA trong thir nghiém ndy, theo céc két qua dugc thé hién trong
cac Vi du 4 va 5. Cac gié tri EC50 duogc wée tinh dbi véi tit ca cac san phim thir nghiém 12
gibng nhau trong khoang sai s6. Can luu ¥ ring héa tri cia phén IL15SA, v, do d6 13 i luc
khéc nhau, khong 1am anh huéng dang k& dén hoat tinh ndy, didu nay dwoc chirng minh
thém bang cac Vi du 4 va 5.

Vidu9

Thtt nghiém té bao d& x4c dinh tinh gy doc té bio clia cac chét siéu chi van IL15
ddi v6i PBMC tir mau toan phan ctia ngudi cho khoe manh

PBMC dugc phan 14p tir mau toan phin ciia ngudi cho khée manh bang thiét bi ly
tam theo gradien ty trong Ficoll.

Thtr nghiém ndy dugc tién hanh trong dia nudi cdy c6 96 16. Hon dich chira (trong
mdi 18) PBMC méi dwoc phan 14p va khang thé nhu dwoc thé hién trén do thi & ndng do 0,1
ng/ml. Sau khi trén 1An PBMC va céc khang thé, dia ndy dugc 1 trong 16 gio & nhiét do
37°C, CO2 5%. Sau d6, ty 18 cta cac tiéu quan thé CD56+, CD19+, CD3+, CD4+ va CD8+
ctia PBMC trong hén dich dugc xé4c dinh bing cach nhudm truc tiép cac hdn dich bang cac
khang thé duoc danh diu bang thudc nhudém huynh quang d6i véi cac CD tuong tng va
phan thém céc té bao bing cach sir dung may dém t& bio theo dong. Péi véi cac té bao
CD56+, CD19+, CD3+, cac db thi thé hién ty 16 cua ching so véi tét ca cac té bao cyar hdn
dich thir nghiém, trong khi déi véi cac té bao CD4+, CD8+, cac dd thi thé hién ty 1€ cua
ching so vdi cac té bao CD3+. Hiéu qua giy doc té bao clia cic san pham IL15SA

(CK_IL15Ro, Hc IL15CHIFcLALA), khang thé khang PDI/ILI5SA  (Fab-
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CK_IL15Ra_Hc IL15CH1Fcchd phinhLALA khang PD-1), khéng thé khang PDI
(prolgolimab), hdn hop cta khang thé khang PD1 (prolgolimab) + IL15SA, khéng thé khang
CD20 GA101 dbi v6i céc té bao PBMC ciia ngudi dugc nghién ciru theo cach so séanh.

Cac két qua duoc thé hién trén c4c hinh vé tir Fig.17 dén Fig.21 chimg minh hiéu qua
gay doc té bao khong dang ké cia céc san phim thir nghiém, nghia 13 1am gidm khong qué
10% v& sb luong t& bao c6 kha ning phan Gng mién dich so véi dbi chimg 4m tinh AB
(nghia 13 khong c6 mat khang thé ngoai sinh bat ki). Theo d6, khang thé dbi ching khang
CD20 ¢6 su can kiét hoan toan én dinh cta quin thé té bio B CD20+. Do dé, tit ca c4c san
phim thir nghiém quan tdm déu khong c6 tinh gdy ddc té bao in vitro khong dic hiéu déng

ke bat ky doi véi cac t€ bao mau ciia ngudi.

Vidy 10

X4c dinh tinh 6n dinh két tu cia chét siéu chu van IL15 trong céac didu kién chiu
stress do nhiét

San phém si€u chu van IL15 & nff)ng d6 9 mg/ml trong chit dém PBS duoc gia nhiét
trong 12 gid & nhiét d6 50°C. Sy két tu sau khi chiu stress do nhiét dugc xé4c dinh béng
phuong phép séc ky thAm gel hiéu ning cao. Phuong phap sic ky thim gel duoc thuc hién
trén hé théng HPLC (Agilent) ddi vaoi cot Tosoh TSK-Gel G3000SWXL, 7,8mm x 30cm,
m3 s6 08541 véi cot so bd Tosoh TSKgel Guard SWXL, 6,0mm x 4,0cm, c6 duong kinh hat
bing 7um, m3 sb 08543. Viéc rira giai dugc thuc hién theo ché do hdn hop ding dong, pha
dong: NaFb 50mM, NaCl 0,3M, 46 pH = 7,0 voi tbc do dong 0,5 ml/phut. Viéc phat hién
duoc thuc hién & budce séng 214 va 280nm. Cac mau khang thé dwoc pha loding béng chit
dém PBS, d6 pH = 7,5, &n ndng d6 ~1 mg/ml. Thé tich bom miu 14 10 microlit. Hon hop
hiéu chinh tiéu chuin thdm gel (Bio-Rad), mi s§ 151- 1901, dwoc sic ky so bd. Fig.22 thé
hién két qua phd séc ky, trong d6 chit siéu cha van IL15 c6 do ddng nhét cao (ham lugng

chat két tu trong dung dich khéng quéa 5%).

Vidull

Panh gi4 hoat tinh khang u ctia cic san pham siéu chi van IL15 trong mo6 hinh u
melanin B16F10 cung gen

Hiéu qua dugc danh gid bing cach sit dung chudt C57BL/6 c6 kha ning mién dich
dugc cdy dong té bao khéi u B16F10. 1,5x10° t& bio khdi u duge tiém dudi da vao suon

phai ctia mdi con chudt trong nhém. Vao ngdy thtt 7 sau khi cay té bao (ngay 1 cta thir
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nghiém), cic con chudt dugc chia thanh cac nhém nhu dugce thé hién trong Bang 3. Hiéu
qua duoc danh gi4 bang cich st dung mot lidu ding cia cc san phim sau: BCD-225,
IL15SA/a-mPD-1 (khang thé don dong dic hiéu kép chira IL-15SA va manh Fab véi PD-1
ctia chudt, din xuét cia khang thé RMP1-14 cta chudt). Trinh tw mién bién dbi ctia khang
th8 RMP1-14 dugc cung cdp bdi Hideo Yagita, PhD, Juntendo University School of
Medicine. C4c mién bién déi cia gen vA san phAm khang th8 RMP1-14 dugc tong hop theo
Vi dy 1. Ngoai ra, c4c tac gia sang ché di tng hop san phim tham chiéu ALT-803 [Han KP
et al, Cytokine. 2011 Dec;56(3):804-10.] (d6i chimg duong) va plaxebo (d6i chirng am).
Hoat tinh khang u ctia céc san phdm két hop véi khang thé khang PD-1 ctia chudt (a-mPD-

1) cling dugc dénh gia.

Bang 3. Cac nhém déng vat trong nghién ctru vé hoat tinh khang u clia cac chét siéu

chia van IL15

Nhém 50 lugng Liéu ding
dong vat

BCD-225(IL15SA) 9 0,2 mg/kg
IL15SA/a-mPD-1 9 0,2 mg/kg
ALT-803 9 0,2 mg/kg
khédng mPD-1 10 10 mg/kg
BCD-225(IL15SA)+ khang mPD-1 9 0,2 mg/kg + 10 mg/kg
IL15SA/a-mPD-1+ khang mPD-1 9 0,2 mg/kg + 10 mg/kg
ALT-803 + khang mPD-1 9 0,2 mg/kg + 10 mg/kg
DOi chimg Am | | 10 -

Céac san phim BCD-225 (IL15SA), IL15SA/a-mPD-1 vi ALT-803 dugc tiém qua
dudng trong mang bung véi thé tich 0,2ml vao cac ngay 1, 4, 8, va 11 cua thi nghiém. San
phim khang mPD-1 dugc tiém qua dudng trong mang bung véi thé tich 0,2ml vao céc ngay
2,5,9,va 12 cia thtr nghiém. Nhom dbi chung am tinh dugc tiém chit dém natri axetat vao
cacngay 1,2,4,5,8,9, 11 va 12 cla thir nghiém véi thé tich 0,2ml (Fig.23).

Trong luong co thé caa chudt va kich thude tuyén tinh cua khdi u dugc x4c dinh
trong sudt qué trinh thir nghiém. Thé tich khdi u dugc tinh todn bang cach st dung cong
thirc sau: V=LxWxWxn/6. Hiéu qua ctia san phdm thir nghiém dugc danh gia bang chi s6

trc ché sy phat trién cua khéi u (tumor growth inhibition: TGI) dwoc tinh toén c6 tinh dén
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thé tich khdi u trung binh trong nhém déi chimg 4m (V) va nhém st dung san phdm (V)
bang céch sir dung cong thirc sau:
TGI (%) =£__Vt_* 100
£

Cac két qua cua thir nghiém duogc thd hién trén Fig.24 va Fig.25. S6 litu duogc thé
hién vao ngay 11 cua thtr nghiém khi cdc con chudt trong phan 16n tit ca cic nhém thir
nghiém déu bi chét do ganh ning khédi u 1am cho khong thé danh gia theo cich tin cdy dbi
v6i hoat tinh khang u ciia céc san phdm vao ngdy 15.

Theo cac két qua cua nghién ctru, cic san phdm BCD-225 va san phim ALT-803
tham chieeys c6 hoat tinh khéng u twong dwong v&i TGI bang 52% & nhém st dyng BCD-
225, va 53% & nhém str dung ALT-803. Cic tc gia sang ché dd quan sat dugc xu huéng
ting 1én cua gia tri TGI & nhom st dung IL15SA/khéng thé dic hiéu kép khang mPD-1 so
v6i céc gia tri TGI ¢ nhém st dung BCD-225 va ALT-803. Gia tri TGI & nhom st dung
IL15SA/khang thé khdng mPD-1 bang 58% vao ngay 11 cia thir nghiém.

Céc gi4 tri TGI cua cac nhém st dung dang két hop cuia san pham BCD-225 + khéng
thé khang mPD-1 va ALT-803 + khang thé khang mPD-1 bang 72% vao ngdy 11 cia thi
nghiém, v d8i v6i nhém st dung dang két hop ciia san phdm IL15SA/a-mPD-1 va khang
thé khang -mPD-1, gi4 tri TGI bing 69%. Céc gia tri TGI tao thanh cho thiy hoat tinh
khéng u r rét hon khi két hop céc san phim thir nghiém va khang thé khang mPD-1, so v&i

hoat tinh ctia c4c san phdm ndy trong liéu phép don.

Vidu 12

Dé4nh gi4 va phén tich ty 16 chét so sanh & chudt v6i san phdm siéu chi van IL15 va
san phdm ALT803 trong m6 hinh u melanin B16F10 cing gen.

Viéc danh gia so sanh ty 1€ chudt & chudt sau khi str dung cac san phém siéu cha van
IL15 dugc thuc hién b%mg cach str dung md hinh va cac con chudt dugc mo ta trong Vi du
11. Ty 18 séng dugc dénh gia bang cach dém s chudt da chét hoic duoc giy chét ém 4i khi
¢ trang thai dau ddm.

Céc két qua duoc thé hién trong Bang 4. Theo cic két qua thu dugc, ty 16 chét &
nhém st dung san phdm IL15SA/a-mPD-1 va IL15SA/a-mPD-1 + khdng mPD-1, tinh trung
binh, 12 nhé hon v& sé lugng chudt va khoang thoi gian sng, so véi ty 1é nay clia nhém st

dung TL15SA (BCD225), IL15SA + khang mPD-1, ALT-803, ALT-803 + khang mPD-1.
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Céc gi4 tri ty 18 chét thu dugc cho thiy doc tinh cia xytokin mién dich dic hiéu kép
L15SA/a-mPD-1 ¢6 thé thip hon 5 rang so véi cic khang thé hoéa tri hai dic hiéu don
IL15SA va ALT-803. Su c6 mit hodac khong cé mat ciia khang thé khang PD1 khéng c6
hiu quéa c6 ¥ nghia v& mit théng ké dbi vai ty 1& chét. Ngoai ra, viéc khim nghiém cac co
quan cta chudt bi chét tir nhém st dung IL15SA va ALT-803 cho thdy su c6 mit trong gan
cia su loan dudng tich dich cung véi sy hoai tu té bao gan, sy ép mao mach hinh sin; su
thdm nhidm té bdo mo lymphé trong mdé mém, va su tich tu cac té bao lymphd trong mao
mach hinh sin. C4c phat hién ndy phi hop véi s liéu ciia cac tai liéu chuyén nganh da thong
bao trude day vé kha nang giy tdn thuong gan & chuoogj clia cic chit siéu chi van trén co

s& IL15S.

Bang 4. C4c nhém dong vat trong nghién ciru vé ty 18 tir vong sau khi st dung san
phim siéu cht van IL15 va san phim siéu chi van ALT803 va c4c dang két hop cta ching

v6i khang thé khang PD1

. \ . S lugng chudt . )
Nhoém so Diéu tri bang , Ngay tht nghiém Tong so
da chét
2 10
1 IL15SA (BCD-225) 4
2 14
2 IL15SA/a-mPD-1 2 15 2
3 ALT-803 2 7 2
4 khéng mPD-1 3 14 3
IL15SA(BCD-
5 1 14 1
225)+khang mPD-1
. IL15SA/a-mPD-1+khéng 1 11 5
mPD-1 1 14
ALT-803 + khang mPD-
7 3 7 3
1
8 Plaxebo 1 14 1
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YEU CAU BAO HO

1. Xytokin mién dich dé kich thich sy hoat héa va/hodc su ting sinh cla cac té€ bao duong
tinh véi IL-15Rbeta/gama, chita phitc hgp protein heterodime trén co s& IL-15/IL-15Ra bao
gbm:

1) IL-15Ra dugc lién két véi

a) mién 6n dinh chudi nhe ctia khang thé, hoic

b) cac mién 6n dinh chudi ning cua khang thé chira mién 6n dinh chudi ning thir
nh4t (CH1) va monome ciia manh Fc chita cic mién 6n dinh chudi ning thir hai (CH2) va
th ba (CH3);

2) IL-15 dugc lién két véi

a) cac mién dn dinh chudi ning ciia khang thé chira mién én dinh chudi ning thtr nhat
(CH1) va monome clia manh Fc chita cic mién 6n dinh chudi ndng thi hai (CH2) va thi ba
(CH3), hoac

b) mién n dinh chudi nhe ctia khang thé ;

trong d6 mién 6n dinh chudi ning cta khang thé thtr nhit va mién én dinh chudi nhe
cta khang thé trong phirc hop heterodime c6 hoic khong c6 sy lién két cong héa tri bang
lién két cAu S-S tw nhién, va

trong d6, néu IL-15 hoic IL-15Ra dugc lién két v6i mién 6n dinh chudi nhe cua
khang thé, thi phan khac ctia phirc hop protein heterodime dwgc chon tir IL-15Ra hodc IL-

15 duge lién két voi cac mién 6n dinh chudi ning ciia khang thé.

2. Xytokin mi2n dich theo diém 1, trong d6 mién én dinh chudi nhe ciia khang thé dugc

chon tir CK hoac CL.

3. Xytokin mién dich theo diém 1, trong d6 IL-15Ro0, c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:9, hodc bién thé IL-15Ra ciia thé dot bién da biét bit ky c6 hoat tinh sinh hoc twong ty.

4. Xytokin mién dich theo diém 1, trong d6 IL-15 ¢ trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:10, hoic bién thé IL-15 cua thé dot bién da biét bat ky c6 hoat tinh sinh hoc twong tu.

5. Xytokin mién dich theo didm 1, trong d6 IL-15Ra duoc lién két v6i mién 6n dinh chudi
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nhe ctia khang thé.

6. Xytokin mién dich theo didm 5, trong d6 IL-15Ra dwoc lién két v6i mién 6n dinh chudi

nhe ctia khang thé c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1 ho#c SEQ ID NO:19.

7. Xytokin mién dich theo diém 1, trong d6 IL-15 dugc lién két v6i mién 6n dinh chudi nhe

clia khang thé.

8. Xytokin mién dich theo didm 7, trong d6 IL-15 duoc lién két v6i mién 6n dinh chudi nhe
ctia khang thé c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:3 hoic SEQ ID NO:21.

9. Xytokin mién dich theo diém 1, trong d6 mién én dinh chudi ning thir nhit (CH1) va
monome cta manh Fc chira c4c mién On dinh chudi ning thir hai (CH2) va thir ba (CH3)

dugc li€n két bang mi€n ban 1€.

10. Xytokin mién dich theo diém 1, trong d6 IL-15 hodc IL-15Ra duoc lién két v6i cac
mién 6n dinh chudi ning cua khang thé duoc sip xép theo thtr tu sau: CHI-mién ban 1¢é-

CH2-CH3.

11. Xytokin mién dich theo diém 10, trong d6 IL-15Ra dugc lién két véi cac mién on dinh

chudi ning ctia khang thé.

12. Xytokin mién dich theo diém 11, trong d6 IL-15Ra dugc lién két v6i cac mién 6n dinh
chudi ning cua khang thé c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4 hoic SEQ ID
NO:22.

13. Xytokin mién dich theo diém 10, trong d6 IL-15 duoc lién két v6i cac mién 6n dinh

chudi ndng ctia khang the.

14. Xytokin mién dich theo diém 13, trong d6 IL-15 dugc lién két voi cac mién 6n dinh
chudi ning cua khang thé c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID
NO:20.
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15. Xytokin mién dich theo diém 1, trong d6

IL-15Ra duge lién két véi mién 6n dinh chudi nhe ciia khang thé c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:19, va

IL-15 duoc lién két v6i cac mién dn dinh chudi ning cia khang thé c6 trinh tu axit

amin néu trong SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:20.

16. Xytokin mién dich theo diém 1, trong d6

IL-15R0 duge lién két véi cac mién 6n dinh chudi nang cia khang thé c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:4 hoiac SEQ ID NO:22, va

IL-15 dugc lién két véi midn 6n dinh chudi nhe clia khang thé c6 trinh ty axit amin

néu trong SEQ ID NO:3 ho#c SEQ ID NO:21.

17. Xytokin mién dich theo diém 1 chua sy dot bién trong monome cia manh Fc, gy ra su

thiéu hut cac dic tinh cia ADCC, CDC, vd/hoic ADCP trong xytokin mién dich nay.
18. Xytokin mién dich theo diém 1, trong d6 manh Fc thudc vé IgG.

19. Xytokin mién dich theo diém 18, trong d6 isotyp ciia manh Fc dugc chon tir nhém bao
gom: IgG1, IgG2, hodc IgG4 clia ngudi.

20. Xytokin mién dich theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 19 chua hai phic hop

protein heterodime trén co s& IL-15/IL-15Ra trén day.

21. Xytokin mién dich @& kich thich su hoat héa va/hodc su ting sinh cla céc té bao duong
tinh v6i IL-15Rbeta/gama, chira phitc hop protein heterodime trén co s¢ IL-15/IL-15Ra va
khéng thé didu bién mién dich hodc manh gén két khang nguyén clia no, e ché dic hi¢u con
duong PD-1,

trong d6 phirc hop protein heterodime trén co s& IL-15/IL-15Ra bao gdm:

1) IL-15R0. dugc lién két véi

a) mién dn dinh chudi nhe ctia khang thé, hozic

b) cac mién On dinh chubi ning cua khang thé chira mién on dinh chudi ndng th
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nhit (CH1) v4 monome ctia manh Fc chira cic mién 6n dinh chudi ning thér hai (CH2) va
thi ba (CH3);

2) IL-15 duge lién két véi

a) cac mién én dinh chudi ning ciia khang thé chira mién én dinh chudi ning thir nhét
(CH1) va monome ctia manh Fc chira cac mién 8n dinh chudi ning thi hai (CH2) va tht ba
(CH3), hodc

b) mién én dinh chudi nhe cia khang thé ;

trong do mién n dinh chudi ning ciia khang thé thir nhat va mién 6n dinh chubi nhe
ctia khang thé trong phirc hop heterodime c6 hoic khong cé su lién két cong héa tri bing
lién két cu S-S ty nhién, va

trong do, néu IL-15 hodc IL-15Ra dugc lién két voi mién dn dinh chudi nhe cia
khéng thé thi phan con lai ciia phirc hop protein heterodime, dwgc chon tir IL-15Ra hodc IL-

15, duoc lién két v6i cac mién 6n dinh chudi ning ciia khang thé.

22. Xytokin mién dich theo didm 21, trong d6 mién én dinh chudi nhe ctia khéng thé dugc
chon tr CK hodc CL.

23. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6 IL-15Ra, ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO:9, hoic bién thé IL-15Ra cua thé dot bién da biét bat ky cé hoat tinh sinh hoc twong

tu.

24. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6 IL-15 c6 trinh ti axit amin néu trong SEQ ID
NO:10, hoic bién thé IL-15 ciia thé dot bién d3 biét bat ky c6 hoat tinh sinh hoc twong tu.

25. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6 IL-15Ra dugc lién két véi mién on dinh
chudi nhe ctia khang thé.

26. Xytokin mién dich theo diém 25, trong d6 IL-15Ra dugc lién két véi mién 6n dinh
chudi nhe ctia khang thé c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:19.

27. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6 IL-15 duoc lién két v&i mién én dinh chudi
nhe ctia khang thé.
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28. Xytokin mifn dich theo diém 27, trong d6 IL-15 dugc lién két v6i mién én dinh chudi
nhe ctia khang thé c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:3 hodc SEQ ID NO:21.

29. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6 mién én dinh chudi ning thir nhat (CH1) va
monome ctia manh Fc chira cdc mién on dinh chudi ning thtr hai (CH2) va thtr ba (CH3)

duoc lién két bang mién ban 1€.

30. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6 IL-15 hodc IL-15Ra duoc lién két voi cac
mién dn dinh chudi ning ctia khang thé dugc sip xép theo thir tyr sau: CHI-mién ban 1é-

CH2-CH3.

31. Xytokin mién dich theo diém 30, trong d6 IL-15Ra dugc lién két v6i cac mién én dinh

chuoi ning cua khang thé.

32. Xytokin mién dich theo didm 31, trong d6 IL-15Ra duoc lién két véi cac mién 6n dinh
chudi ning cua khang thé c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6 hoic SEQ ID
NO:24.

33. Xytokin mién dich theo didm 30, trong d6 IL-15 duogc lién két v6i cac mién 6n dinh

chudi niing ctia khang thé.

34. Xytokin mién dich theo diém 33, trong d6 IL-15 duoc lién két v&i cac mién 6n dinh
chudi ning cta khang thé c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5 hoic SEQ ID
NO:23.

35. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6 khang thé didu bién mién dich hoic manh gin
két khang nguyén cua nd, trc ché dic hiéu con dwdong PD-1, 1a khang thé gén két dic hidu
véi PD-1.

36. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6 khang thé diéu bién mién dich chta:

a) chuoi nhe bao gdm mién bién d6i chudi nhe va mién 6n dinh chuoi nhe;
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b) chudi ning chira mién bién ddi chudi ning va cic mién 6n dinh chudi ning cia
khang thé chira mién 6n dinh chudi ning thir nhat (CH1) va monome ctia méanh Fc chita cac

mién 6n dinh chudi ning thir hai (CH2) va thi ba (CH3).

37. Xytokin mién dich theo diém 36, trong d6 mién bién d6i chudi nhe chira cic ving
LCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién 1, 2, va 3), duoc thé hién bang cAc trinh tu axit amin

néu trong SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, va SEQ ID NO:16, tuong ung.

38. Xytokin mién dich theo diém 37, trong d6 mién bién ddi chudi nhe c6 trinh ty axit amin

néu trong SEQ ID NO:18.

39. Xytokin mién dich theo diém 36, trong d6 mién bién dbi chudi ning chia cac ving
HCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién 1, 2, va 3), duoc thé hién bing cAc trinh ty axit amin

néu trong SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, va SEQ ID NO:13, twong tng.

40. Xytokin mién dich theo diém 39, trong d6 mién bién dbi chudi ning cé trinh tu axit

amin néu trong SEQ ID NO:17.

41. Xytokin mién dich theo diém 36, trong d6

1) mién bién ddi chudi nhe chira cac ving LCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién 1, 2,
va 3), dugc thé hién bing cAc trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15,
va SEQ ID NO:16, twong tng.

2) mién bién ddi chudi nang chira cac ving HCDR 1, 2, va 3 (c4c ving siéu bién 1, 2,
va 3), dugc thé hién bang céc trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12,
va SEQ ID NO:13, twong tng.

42. Xytokin mién dich theo diém 41, trong d6
1) mién bién dbi chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:18;
2) mién bién dbi chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:17.

43. Xytokin mién dich theo diém 36, trong d6 khang thé diéu bién mién dich chtra chudi nhe
c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8.
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44. Xytokin min dich theo diém 36, trong d6 khéng thé diéu bién mién dich chira chudi

ndng cd trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7.

45. Xytokin mi&n dich theo diém 36, trong d6 khang thé diéu bién mién dich chwra:
‘chubi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7;
chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8.

46. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6 khang thé diéu bién mién dich hoic manh gin
két khang nguyén ciia nd, wrc ché dic hiéu con dudng PD-1, 1a khang thé gin két dac hidu

vé1 PD-L1.

47. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6

a) phttc hgp protein heterodime trén co s& IL-15/IL-15Ra::

IL-15Ra dugc lién két véi midn 6n dinh chudi nhe cta khang thé c6 trinh tr axit
amin néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:19, va

IL-15 dugc lién két v6i cac mién 6n dinh chudi ning ciia khang thé c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:5 hodc SEQ ID NO:23;

b) khang thé diéu bién mién dich chua:

chudi niing c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7;

chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:8.

48. Xytokin mién dich theo diém 21, trong d6

a) IL-15Ra dugc lién két véi cac mién 8n dinh chudi ning cua khang thé cé trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:6 hoic SEQ ID NO:24, va

IL-15 dugc lién két v6i mién 6n dinh chudi nhe cua khang thé c6 trinh tr axit amin
néu trong SEQ ID NO:3 hodc SEQ ID NO:21;

b) khéang thé diéu bién mién dich chia:

chudi ning cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:7;

chudi nhe c§ trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:8.

49. Xytokin mién dich theo diém 21 hoic 36 c6 su dot bién trong mién 6n dinh ctia khéng
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thé, tao ra su heterodime hoéa cta hai phén khac nhau, mdt phﬁn trong d6 chia IL-15Ra da
lién két cong hoa tri hoic khong cong hoa tri duoc lién két v6i mién én dinh cua khang thé
va IL-15 dugc lién két voi mién 6n dinh cta khang thé, va phan con lai chira chudi ning va

chudi nhe duoc lién két cOng hoa tri hodc khong cdng hda tri clia khéng thé.

50. Xytokin mién dich theo diém 21 hoic 36, trong d6 monome Fc thi nhit va monome Fc
thir hai dwoc chon tir nhém sau diy: monome Fc thir nhit 13 Fc duoc cai bién bang chd
phinh, va monome Fc th® hai 1a Fc duoc cai bién b?lng chd 18m, hoic khi monome Fc thi
hai 13 Fc duogc cai bién bing chd phinh, v monome Fc thir nhét 13 Fc dugc cai bién bang

chd 15m.

51. Xytokin mién dich theo diém 50, trong d6
a) monome Fc thir nhit c6 su thay thé axit amin S354C/T366W, va monome Fc thi
hai c6 su thay thé axit amin Y349C/T366S/L368A/Y407V.
b) monome Fc thir nhét c6 su thay thé axit amin Y349C/T366S/L368A/Y407, va
monome Fc thit hai ¢é su thay thé axit amin S354C/T366W.

52. Xytokin mién dich theo didm 21 hogc 36, trong d6 manh Fc thudc vé IgG.

53. Xytokin mién dich theo diém 52, trong d6 isotyp ctia manh Fc dugc chon tir nhém bao
gom: IgG1, IgG2, hodc IgG4 clia ngudi.

54. Xytokin mién dich theo diém 21 hodic 36 c6 su dot bién trong monome ctia manh Fc,
gdy ra sy thiéu hut cac dic tinh cia ADCC, CDC, va/hoic ADCP trong xytokin mién dich

nay.

55. Axit nucleic dugc phan 14p mi héa xytokin mién dich theo diém bit ky trong sd céac

diém tir 1 dén 20 hogc tir 21 dén 54.
56. Axit nucleic theo diém 55, trong d6 axit nucleic 13 ADN.

57. Vecto biéu hién chira axit nucleic theo diém 55 hoic 56.
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58. Phuong phap tao ra t€ bio chi dé tao ra xytokin mién dich theo diém bit ky trong s cac
diém tir 1 dén 20 hoic tir 21 dén 54 bao gdm budc bién nap té bio nay véi vecto theo diém

59.

59. Té bao chu dé tao ra xytokin mién dich theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 20

hodc tir 21 dén 54 chtra axit nucleic theo diém 57 hoic 58.

60. Phuong phép tao ra san phdm chira xytokin mién dich theo diém bat ky trong sb cac
diém tir 1 dén 20 hodc tir 21 dén 54 bao gdm budc nudi cdy té bao chii theo diém 61 trong
mdi tredng nudi cy trong cac diéu kién du dé tao ra xytokin mién dich néu trén, néu cén,

sau d6 phan 1ap va tinh ché xytokin mién dich tao thanh.

61. Dugc phim dé kich thich s hoat hoa va/hoic su ting sinh ctia cac té bao dwong tinh vé6i
IL-15Rbeta/gama, chira xytokin mién dich theo didm bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 20
hodic tir 21 dén 54 véi lwong c6 hidu qua didu tri, két hop véi mot hodc nhiéu td duge duge

dung.
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Val Cys
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Lys Val

Glu Gln
Leu Ser
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Glu
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Ser
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10

Arg
Leu
Thr
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<400> 2

Asp
Ile
His
Gln
Glu
65

Val
Ile
Asn
Thr
Ser
145
Glu
His
Ser
Cys
Glu
225
Pro
Lys
Val
Asp
Tyr
305
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
385
Lys
Ser

Ser

Ser

Asn
Gln
Pro
Val
50

Asn
Thr
Lys
Thr
Lys
130
Gly
Pro
Thr
Val
Asn
210
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
290
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
370
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
450

Trp
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Ser
35

Ile
Leu
Glu
Glu
Ser
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Gly
Gly
Val
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Val
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Ala
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Val
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Val
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Thr
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Cys
Ser
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Glu
Thr
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Cys
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Glu
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Glu
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Cys
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Gly
Val
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Pro
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230
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Glu
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Arg
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Lys
Glu
Tyr
Leu
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Asp
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Pro
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Thr
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Ser
Lys
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Trp
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Pro
Ser
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Glu
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Thr
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Glu
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Ser
Ala
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Gly
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Glu
Phe
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Ser
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Ser
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Pro
280
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Cys
Ser
Asp

Ser

Ala
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Lys
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Gly
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185
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Cys

Leu
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Leu
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Ser
Glu
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Gly
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Glu
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Thr
Lys
Lys
Gly
Pro
145
Thr
Val
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Pro
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225
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Asp
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Pro
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Ala
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Trp
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tao IL15-CH1CH2CH3 chd phinh-Fc
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Glu
65

Val
Ile
Asn
Thr
Ser
145
Glu
His
Ser
Cys
Glu
225
Pro
Lys
Val
Asp
Tyr
305
Asp
Leu
Arg
Asn
Ile
385
Thr
Lys
Cys

Leu

Pro Ser Cys

Val
50

Asn
Thr
Lys
Thr
Lys
130
Gly
Pro
Thr
Val
Asn
210
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
290
Asn
Trp
Pro
Glu
Gln
370
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
450

<210> 6
<211> 436
<212> PRT
<213> Trinh

35
Ile

Leu
Glu
Glu
Ser
115
Gly
Gly
Val
Phe
Val
195
Val
Lys
Ala
Thr
Val
275
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
355
Val
Val
Pro
Thr
Val

435
Leu

Ser
Ile
Ser
Phe
100
Ala
Pro
Thr
Thr
Pro
180
Thr
Asn
Ser
Ala
Leu
260
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
340
Gln
Ser
Glu
Pro
Val
420
Met

Ser

Lys
Leu
Ile
Gly
Leu
Gly
Ser
Ala
Val
165
Ala
Val
His
Cys
Gly
245
Met
His
Val
Tyr
Gly
325
Ile
Val
Leu
Trp
Val
405
Asp
His

Pro

tu nhan

Val
Glu
Leu
70

Cys
Gln
Gly
Val
Ala
150
Ser
Val
Pro
Lys
Asp
230
Gly
Ile
Glu
His
Arg
310
Lys
Glu
Tyr
Trp
Glu
390
Leu

Lys

Glu

tao

Thr
Ser
55

Ala
Lys
Ser
Lys
Phe
135
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
215
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
295
Val
Glu
Lys
Thr
Cys
375
Ser
Asp

Ser

Ala

Ala
40

Gly
Asn
Glu
Phe
Pro
120
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
200
Ser
Thr
Ser
Arg
Pro
280
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
360
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
449

52005

Met
Asp
Asp
Cys
Val
105
Gly
Leu
Cys
Ser
Ser
185
Ser
Asn
His
Val
Thr
265
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
345
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

425
His

Lys
Ala
Ser
Glu
90

His
Gly
Ala
Leu
Gly
170
Ser
Leu
Thr
Thr
Phe
250
Pro
Val
Thr
Val
Cys
330
Ser
Pro
Lys
Gln
Gly
410
Gln

Asn

Cys
Ser
Leu
75

Glu
Ile
Ser
Pro
Val
155
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
235
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
315
Lys
Lys
Arg
Gly
Pro
395
Ser

Gln

His

Phe
Ile
60

Ser
Leu
Val
Ala
Ser
140
Lys
Leu
Leu
Thr
Val
220
Pro
Phe
Val
Phe
Pro
300
Thr
Val
Ala
Asp
Phe
380
Glu
Phe
Gly

Tyr

Leu
45

His
Ser
Glu
Gln
Gly
125
Ser
Asp
Thr
Tyr
Gln
205
Asp
Pro
Pro
Thr
Asn
285
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
365
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
445

Leu
Asp
Asn
Glu
Met
110
Gly
Lys
Tyr
Ser
Ser
190
Thr
Lys
Cys
Pro
Cys
270
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
350
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

430
Gln

Glu
Thr
Gly
Lys
95

Phe
Ala
Ser
Phe
Gly
175
Leu
Tyr
Arg
Pro
Lys
255
Val
Tyr
Glu
His
Lys
335
Gln
Thr
Ser
Tyr
Tyr
415
Phe

Lys

Leu
Val
Asn
80

Asn
Ile
Ser
Thr
Pro
160
Val
Ser
Ile
Val
Ala
240
Pro
Val
Val
Gln
Gln
320
Ala
Pro
Lys
Asp
Lys
400
Ser

Ser

Ser
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<220>
<223> Trinh

<400> 6

Asp
1
Lys
Phe
Lys
Arg
65
Thr
Lys
Lys
Gly
Pro
145
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
225
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
305
Pro
Glu
Gln
Ala
Thr
385
Leu

Ser

Ser

Thr

Cys

ty nhan

Pro

Ser Tyr Ser

Lys
Ala
50

Asp
Thr
Glu
Gly
Gly
130
Val
Phe
Val
Val
Lys
210
Ala
Thr
Val
Val
Ser
290
Leu
Ala
Pro
Val
Val
370
Pro
Thr
Val

Leu

Arg
35

Thr
Pro
Ala
Pro
Pro
115
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
195
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
275
Thr
Asn
Pro
Gln
Ser
355
Glu
Pro
Val
Met

Ser
435

20
Lys

Asn
Ala
Gly
Ala
100
Ser
Ala
Val
Ala
Val
180
His
Cys
Gly
Met
His
260
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
340
Leu
Trp
Val
Asp
His

420
Pro

Pro
5
Leu
Ala
Val
Leu
Val
85
Ala
Val
Ala
Ser
Val
165
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
245
Glu
His
Arg
Lys
Glu
325
Tyr
Trp
Glu
Leu
Lys

405
Glu

tao

Pro
Tyr
Gly
Ala
Val
70

Thr
Ser
Phe
Leu
Trp
150
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
230
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
310
Lys
Thr
Cys
Ser
Asp
390

Ser

Ala

52005

IL15Ra-CH1CH2CH3 chd phinh-Fc

Met
Ser
Thr
His
55

His
Pro
Ser
Pro
Gly
135
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
215
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
295
Tyr
Thr
Leu
Leu
Asn
375
Ser

Arg

Leu

Ser
Arg
Ser
40

Trp
Gln
Gln
Gly
Leu
120
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
200
His
Val
Thr
Glu
Lys
280
Ser
Lys
Ile
Pro
Val
360
Gly
Asp
Trp

His

Val
Glu
25

Ser
Thr
Arg
Pro
Ala
105
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
185
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
265
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
345
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
425

Glu
10

Arg
Leu
Thr
Pro
Glu
90

Glu
Pro
Val
Ala
Gly
170
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
250
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
330
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

410
His

His
Tyr
Thr
Pro
Ala
75

Ser
Gly
Ser
Lys
Leu
155
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
235
Val
Phe
Pro
Thr
Val
315
Ala
Asp
Phe
Glu
Phe
395
Gly

Tyr

Ala
Ile
Glu
Ser
60

Pro
Leu
Gly
Ser
Asp
140
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
220
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
300
Ser
Lys
Glu
Tyr
Asn
380
Phe

Asn

Thr

Asp
Cys
Cys
45

Leu
Pro
Ser
Gly
Lys
125
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
205
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
285
Leu
Asn
Gly
Leu
Pro
365
Asn
Leu

Val

Gln

Ile
Asn
30

Val
Lys
Ser
Pro
Ala
110
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
190
Arg
Pro
Lys
Val
Tyr
270
Glu
His
Lys
Gln
Thr
350
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
430

Trp
15

Ser
Leu
Cys
Thr
Ser
95

Ser
Thr
Pro
Val
Ser
175
Ile
Val
Ala
Pro
Val
255
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
335
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

415
Ser

Val
Gly
Asn
Ile
Val
80

Gly
Thr
Ser
Glu
His
160
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
240
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
320
Arg
Asn
Ile
Thr
Lys
400
Cys

Leu
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<210> 7
<211> 457
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 7

Gln
1
Ser
Trp
Ser
Lys
65
Leu
Ala
Pro
Ser
Lys
145
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
225
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
305
Leu
Asn
Gly
Glu

Tyr
385

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Arg
Tyr
Ala
130
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
210
Arg
Pro
Lys
Val
Tyr
290
Glu
His
Lys
Gln
Leu

370
Pro

Gln
Arg
Tyr
35

Ile
Arg
Met
Asp
Gly
115
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
195
Ile
Val
Ala
Pro
Val
275
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
355
Thr

Ser

ty nhan

ty nhan

Leu
Leu
20

Trp
Asp
Phe
Asn
Glu
100
Leu
Thr
Ser
Glu
His
180
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
260
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
340
Arg
Lys

Asp

Val
5
Ser
Val
Thr
Ala
Ser
85
Gly
Asp
Lys
Gly
Pro
165
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
245
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
325
Pro
Glu

Asn

Ile

tao

tao

Gln
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Gly
Ala
Gly
Gly
150
Val
Phe
Val
Val
Lys
230
Ala
Thr
Val
Val
Ser
310
Leu
Ala
Pro

Gln

Ala
390

52005

VH-CH1CH2CH3 ché 18m-Fc

Ser Gly Gly Gly

Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Gly
Trp
Pro
135
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
215
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
295
Thr
Asn
Pro
Gln
Val

375
Val

Ala
Val
40

Gly
Arg
Ala
Thr
Gly
120
Ser
Ala
Val
Ala
Val
200
His
Cys
Gly
Met
His
280
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
360

Ser

Glu

Ser
25

Pro
Arg
Val
Glu
Gly
105
Gln
Val
Ala
Ser
Val
185
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
265
Glu
His
Arg
Lys
Glu
345
Cys

Leu

Trp

10
Gly

Gly
Thr
Asn
Asp
90

Trp
Gly
Phe
Leu
Trp
170
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
250
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
330
Lys
Thr

Ser

Glu

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr
Gly
Thr
Pro
Gly
155
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
235
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
315
Tyr
Thr
Leu
Cys

Ser
395

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Val
Leu
Leu
140
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
220
His
Val
Thr
Glu
Lys
300
Ser
Lys
Ile
Pro
Ala

380
Asn

khang PD1

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Leu
Val
125
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
205
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
285
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
365
Val

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Lys
110
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
190
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
270
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
350
Ser

Lys

Gln

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Met
Tyr
95

Asp
Val
Ser
Lys
Leu
175
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
255
Val
Phe
Pro
Thr
Val
335
Ala
Arg
Gly

Pro

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Trp
Ser
Ser
Asp
160
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
249
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
320
Ser
Lys
Asp
Phe

Glu
400
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Asn Asn Tyr
Phe Leu Val

Asn Val Phe

435

Thr Gln Lys
450

<210> 8
<211> 214
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 8

Gln Pro Val
1

Thr Ala Arg

His Trp Tyr
35
Arg Asp Ser
50
Asn Ser Gly
65
Asp Glu Ala

Phe Gly Thr

Pro Ser Val
115
Thr Ala Ser
130
Lys Val Gln
145
Glu Ser Val

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu

195

Phe Asn Arg
210

<210> 9
<211> 103
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 9

Asp Thr Cys
1

Lys Ser Tyr

Lys Thr Thr
405

Ser Lys Leu

420

Ser Cys Ser

Ser Leu Ser

tu nhan tao

ty nhan tao

Leu Thr Gln
5

Ile Thr Cys

20

Gln Gln Lys

Asn Arg Pro

Asn Thr Ala
70
Asp Tyr Tyr
85
Gly Thr Lys
100
Phe Ile Phe

Val Val Cys

Trp Lys Val
150
Thr Glu Gln
165
Thr Leu Ser
180
Val Thr His

Gly Glu Cys

tu nhan tao

ty nhan tao

52005

Pro Pro Val

Thr Val Asp
425
Val Met His
440
Leu Ser Pro
455

VK-CK khang

Pro Leu Ser

Gly Gly Asn
25
Pro Gly Gln
40
Ser Gly Ile
55
Thr Leu Thr

Cys Gln Val

Leu Thr Val
105
Pro Pro Ser
120
Leu Leu Asn
135
Asp Asn Ala

Asp Ser Lys
Lys Ala Asp
185

Gln Gly Leu
200

IL15Ra

Leu
410
Lys

Glu

PD1

Val
10

Asn
Ala
Pro
Ile
Trp
90

Leu
Asp
Asn
Leu
Asp
170
Tyr

Ser

Asp Ser Asp
Ser Arg Trp

Ala Leu His
445

Ser Val Ala
Ile Gly Ser

Pro Val Leu
45
Glu Arg Phe
60
Ser Arg Ala
75
Asp Ser Ser

Gln Arg Thr

Glu Gln Leu
125
Phe Tyr Pro
140
Gln Ser Gly
155
Ser Thr Tyr

Glu Lys His

Ser Pro Val
205

Gly
Gln

430
Asn

Leu
Lys
30

Val
Ser
Gln
Thr
Val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Ser
415
Gln

His

Gly
Asn
Ile
Gly
Ala
Ala
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
Val

Lys

Phe
Gly

Tyr

Gln
Val
Tyr
Ser
Gly
80

Val
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser

Pro Pro Pro Met Ser Val Glu His Ala Asp Ile Trp Val

5

10

15

Ser Leu Tyr Ser Arg Glu Arg Tyr Ile Cys Asn Ser Gly

20

25

30
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Phe Lys Arg
35
Lys Ala Thr
50
Arg Asp Pro
65
Thr Thr Ala

Lys Glu Pro

<210> 10
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 10
Asp Asn Trp
1

Ile Gln Ser

His Pro Ser
35
Gln Vval Ile
50
Glu Asn
65
Val Thr Glu

Leu

Ile Lys Glu

Asn Thr Ser
115

<210> 11
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 11
Phe Thr Phe
1

<210> 12
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 12
Ala Ile Asp
1

Lys Ala Gly

Asn Val Ala

Ala Leu Val
70

Gly Vval Thr
85

Ala Ala Ser
100

ty tu nhién

ty ty nhién

Val Asn Val
5

Met His Ile

20

Cys Lys Val

Ser Leu Glu

Ile Ile Leu
70
Ser Gly Cys
85
Phe Leu Gln
100

ty nhan tao

ty nhan tao

Ser Ser Tyr

5

tu nhan tao

ty nhan tao

Thr Gly Gly
5

52005

Thr Ser Ser
40

His Trp Thr

55

His Gln Arg

Pro Gln Pro

Ser

IL15

Ile Ser Asp

Asp Ala Thr
25
Thr Ala Met
40
Ser Gly Asp
55
Ala Asn Asp

Lys Glu Cys

Ser Phe Val
105

Leu
Thr
Pro

Glu
90

Leu
10
Leu

Lys
Ala
Ser
Glu

90
His

Thr
Pro
Ala

75
Ser

Lys
Tyr
Cys
Ser
Leu
75

Glu

Ile

HCDR1 prolgolimab

Trp Met Tyr

HCDR2 prolgolimab

Glu
Ser
60

Pro

Leu

Lys
Thr
Phe
Ile
60

Ser

Leu

Val

Cys
45

Leu
Pro

Ser

Ile
Glu
Leu
45

His
Ser

Glu

Gln

Val
Lys
Ser

Pro

Glu
Ser
30

Leu
Asp
Asn

Glu

Met
110

Leu
Cys
Thr

Ser
95

Asp
15

Asp
Glu
Thr
Gly
Lys

95
Phe

Asn
Ile
Val

80
Gly

Leu
Val
Leu
Val
Asn
80

Asn

Ile

Gly Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

10

15
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Gly

<210> 13
<211> 23
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 13
Cys Ala Arg
1

Trp Pro Tyr

<210> 14
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 14
Gly Gly Asn
1

<210> 15
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 15
Arg Asp Ser
1

<210> 16
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 16
Cys Gln Val
1

<210> 17
<211> 129
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

ty nhan

ty nhan

Asp Glu

5

Gly Leu

20

ty nhan

ty nhan

Asn Ile

5

ty nhan

tu nhan

Asn Arg

5

tu nhan

ty nhan

Trp Asp

ty nhan

ty nhan

52005

tao

tao HCDR3 prolgolimab

Gly Gly Gly Thr Gly Trp Gly Val Leu Lys Asp

10
Asp Ala
tao
tao LCDR1 prolgolimab

Gly Ser Lys Asn Val His

10

tao

tao LCDR2 prolgolimab

Pro Ser

tao

tao LCDR3 prolgolimab

Ser Ser Thr Ala Val
10

tao

tao VH prolgolimab

10
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<400> 17

Gln
1
Ser
Trp
Ser
Lys
65
Leu
Ala

Pro

Ser

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln

Arg

Tyr

<210> 18
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 18
Gln Pro Val

1
Thr

His
Arg
Asn
65

Asp

Phe

Ala
Trp
Asp
50

Ser

Glu

Gly

<210> 19
<211> 21
<212> PRT
<213> Tr

<220>
<223> Tr

<400> 19
Asp Thr Cys

1

Gln
Arg
Tyr
35

Ile
Arg
Met

Asp

Gly
115

Arg
Tyr
35

Ser
Gly
Ala

Thr

6

inh

inh

Lys Ser Tyr

Phe Lys Arg

35

Leu
Leu
20

Trp
Asp
Phe
Asn
Glu

100
Leu

Val
Ser
Val
Thr
Ala
Ser
85

Gly

Asp

ty nhan

ty nhan

Leu
Ile
20

Gln
Asn
Asn

Asp

Gly
100

Thr
5

Thr
Gln
Arg
Thr
Tyr

85
Thr

ty nhan

ty nhan

Pro

Ser
20
Lys

Pro
5
Leu

Ala

Gln
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Gly

Ala

tao

tao

Gln
Cys
Lys
Pro
Ala
70

Tyr

Lys

tao

tao

Pro
Tyr

Gly

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Gly

Trp

Gly
Ala
Val
40

Gly
Arg
Ala
Thr

Gly
120

52005

Gly
Ser
25

Pro
Arg
Val
Glu
Gly

105
Gln

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Trp

Gly

VL prolgolimab

Pro
Gly
Pro
Ser
55

Thr
Cys

Leu

Leu
Gly
Gly
40

Gly
Leu

Gln

Thr

Ser
Asn
25

Gln
Ile
Thr
Val

Val
105

Val
10

Asn
Ala
Pro
Ile
Trp

90
Leu

IL15Ra-CK-CiA

Met Ser Val Glu

10

Ser Arg Glu Arg

25

Thr Ser Ser Leu

40

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr
Gly

Thr

Ser
Ile
Pro
Glu
Ser
75

Asp

Gln

His
Tyr

Thr

i1

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Val

Leu

Val
Gly
Val
Arg
60

Arg

Ser

Ala
Ile

Glu

Gln Pro

Phe Ser
30

Leu Glu

45

Ala Asp

Asn Thr
Val Tyr
Leu Lys

110

Val Thr
125

Ala Leu

Ser Lys
30

Leu Val

45

Phe Ser

Ala Gln

Ser Thr

Asp Ile

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Met
Tyr
95

Asp

Val

Gly
15

Asn
Ile
Gly
Ala

Ala
95

Trp
15

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Trp

Ser

Gln
Val
Tyr
Ser
Gly

Val

Val

Cys Asn Ser Gly

30

Cys Val Leu Asn

45
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Lys
Arg
65

Thr
Lys
Ala
Ser
Glu
145
Ser
Leu

Val

Lys

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

Ala
50

Asp
Thr
Glu
Ala
Gly
130
Ala
Gln
Ser

Tyr

Ser
210

<220>

<223>

<400>

Thr
Pro
Ala
Pro
Pro
115
Thr
Lys
Glu
Ser
Ala

195
Phe

20
454
PRT
Trinh

Trinh

20

Asp Asn Trp

1
Ile

His
Gln
Glu
65

Val
Ile
Asn
Thr
Ser
145
Glu
His
Ser

Cys

Gln
Pro
Val
50

Asn
Thr
Lys
Thr
Lys
130
Gly
Pro
Thr
Val

Asn
210

Ser
Ser
35

Ile
Leu
Glu
Glu
Ser
115
Gly
Gly
Val
Phe
Val

195
Val

Asn
Ala
Gly
Ala
100
Ser
Ala
Val
Ser
Thr
180
Cys

Asn

Val
Leu
Val
85

Ala
Val
Ser
Gln
Val
165
Leu

Glu

Arg

tu nhan

ty nhan

Val
Met
20

Cys
Ser
Ile
Ser
Phe
100
Ala
Pro
Thr
Thr
Pro
180
Thr

Asn

Asn
5
His
Lys
Leu
Ile
Gly
85
Leu
Gly
Ser
Ala
Val
165
Ala
Val

His

Ala
Val
70

Thr
Ser
Phe
Val
Trp
150
Thr
Thr
Val

Gly

tao

tao

Val
Ile
Val
Glu
Leu
70

Cys
Gln
Gly
Val
Ala
150
Ser
Val

Pro

Lys

His
55

His
Pro
Ser
Ile
Val
135
Lys
Glu
Leu

Thr

Glu
215

Trp
Gln
Gln
Gly
Phe
120
Cys
Val
Gln
Ser
His

200
Ala

52005

Thr
Arg
Pro
Ala
ies
Pro
Leu
Asp
Asp
Lys

185
Gln

Thr
Pro
Glu
90

Glu
Pro
Leu
Asn
Ser
170
Ala

Gly

Pro
Ala
75

Ser
Gly
Ser
Asn
Ala
155
Lys
Asp

Leu

IL15-CH1CH2CH3-CiA

Ile Ser Asp Leu Lys

Asp
Thr
Ser
55

Ala
Lys
Ser
Lys
Phe
135
Leu
Trp
Leu

Ser

Pro
215

Ala
Ala
40

Gly
Asn
Glu
Phe
Pro
120
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser

200
Ser

Thr
25

Met
Asp
Asp
Cys
Val
105
Gly
Leu
Cys
Ser
Ser
185

Ser

Asn

10
Leu

Lys
Ala
Ser
Glu
90

His
Gly
Ala
Leu
Gly
170
Ser

Leu

Thr

Tyr
Cys
Ser
Leu
75

Glu
Ile
Ser
Pro
Val
155
Ala
Gly
Gly

Lys

iz

Ser
60

Pro
Leu
Gly
Asp
Asn
140
Leu
Asp
Tyr

Ser

Lys
Thr
Phe
Ile
60

Ser
Leu
Val
Ala
Ser
140
Lys
Leu
Leu

Thr

Val
220

Leu
Pro
Ser
Gly
Glu
125
Phe
Gln
Ser

Glu

Ser
205

Ile
Glu
Leu
45

His
Ser
Glu
Gln
Gly
125
Ser
Asp
Thr
Tyr
Gln

205
Asp

Lys
Ser
Pro
Arg
110
Gln
Tyr
Ser
Thr
Lys

196
Pro

Glu
Ser
30

Leu
Asp
Asn
Glu
Met
110
Gly
Lys
Tyr
Ser
Ser
190
Thr

Lys

Cys
Thr
Ser
95

Thr
Leu
Pro
Gly
Tyr
175
His

Val

Asp
15

Asp
Glu
Thr
Gly
Lys
95

Phe
Ala
Ser
Phe
Gly
175
Leu

Tyr

Arg

Ile
Val
80

Gly
Val
Lys
Arg
Asn
160
Ser

Lys

Thr

Leu
Val
Leu
Val
Asn
80

Asn
Ile
Ser
Thr
Pro
160
Val
Ser

Ile

Val
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Glu
225
Pro
Lys
Val
Asp
Tyr
305
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
385
Lys
Ser

Ser

Ser

Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
290
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
370
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
450

Lys
Ala
Thr
Val
275
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
355
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

435
Ser

<210> 21

S <211>
<212>

233
PRT

<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400>

21

Asp Asn Trp

1
Ile

His
Gln
Glu
65

Val
Ile
Asn

Val

Lys
145

Gln
Pro
Val
50

Asn
Thr
Lys
Thr
Ala

130
Ser

Ser
Ser
35

Ile
Leu
Glu
Glu
Ser
115
Ala

Gly

Ser
Ala
Leu
260
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
340
Gln
Val
Val
Pro
Thr
420
Val

Leu

Ala
Gly
245
Met
His
Val
Tyr
Gly
325
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
405
Val
Met

Ser

tu nhan

ty nhan

Val
Met
20

Cys
Ser
Ile
Ser
Phe
100
Ala

Pro

Thr

Asn
5
His
Lys
Leu
Ile
Gly
85
Leu
Gly

Ser

Ala

Asp
230
Gly
Ile
Glu
His
Arg
310
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
390
Val
Asp
His

Pro

tao

tao

Val
Ile
Val
Glu
Leu
70

Cys
Gln
Gly

Val

Ser
150

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
295
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
375
Glu
Leu
Lys

Glu

52005

Thr His
Ser Val

Arg Thr
265

Pro Glu

280

Ala Lys

Val Ser
Tyr Lys

Thr Ile
345

Leu Pro

360

Cys Leu

Ser Asn
Asp Ser
Ser Arg

425

Ala Leu
440

Thr
Phe
250
Pro
Val
Thr
Val
Cys
330
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
410
Trp

His

IL15-CK- CiA

Ile
Asp
Thr
Ser
55

Ala
Lys
Ser
Lys
Phe

135
Val

Ser Asp

Ala Thr
25

Ala Met

40

Gly Asp

Asn Asp

Glu Cys

Phe Val
105

Pro Gly

120

Ile Phe

Val Cys

Leu
10

Leu
Lys
Ala
Ser
Glu
90

His
Gly

Pro

Leu

Cys
235
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
315
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
395
Gly
Gln

Asn

Lys
Tyr
Cys
Ser
Leu
75

Glu
Ile
Ser

Pro

Leu
155

i3

Pro
Phe
Val
Phe
Pro
300
Thr
Val
Ala
Arg
Gly
380
Pro
Ser

Gln

His

Lys
Thr
Phe
Ile
60

Ser
Leu
Val
Ala
Ser

140
Asn

Pro
Pro
Thr
Asn
285
Arg
Val
Ser
Lys
Asp
365
Phe
Glu
Phe
Gly

Tyr
445

Ile
Glu
Leu
45

His
Ser
Glu
Gln
Gly
125
Asp

Asn

Cys
Pro
Cys
270
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
350
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

430
Thr

Glu
Ser
30

Leu
Asp
Asn
Glu
Met
110
Gly
Glu

Phe

Pro
Lys
255
Val
Tyr
Glu
His
Lys
335
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
415
Val

Gln

Asp
Asp
Glu
Thr
Gly
Lys
95

Phe
Arg
Gln

Tyr

Ala
240
Pro
Val
Val
Gln
Gln
320
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
400
Tyr
Phe

Lys

Leu
Val
Leu
Val
Asn
80

Asn
Ile
Thr

Leu

Pro
160
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Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
225

Glu
Ser
Leu
Val

210
Lys

<210> 22
<211> 43
<212> PR
<213> Tr

<220>
<223> Tr

<400> 22
Asp Thr Cys

1
Lys

Phe
Lys
Arg
65

Thr
Lys
Lys
Gly
Pro
145
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
225
Asp
Asp
Gly

Asn

Trp
305

Ser
Lys
Ala
50

Asp
Thr
Glu
Gly
Gly
130
Val
Phe
Val
Val
Lys
210
Ala
Thr
Val
Val
Ser

290
Leu

Ala
Gln
Ser
195
Tyr

Ser

6
T
inh

inh

Tyr
Arg
35

Thr
Pro
Ala
Pro
Pro
115
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
195
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
275
Thr

Asn

Lys
Glu
180
Ser

Ala

Phe

Val
165
Ser
Thr
Cys

Asn

tu nhan

tyu nhan

Pro
Ser
20

Lys
Asn
Ala
Gly
Ala
100
Ser
Ala
Val
Ala
Val
180
His
Ala
Gly
Met
His
260
Val
Tyr

Gly

Pro
5
Leu
Ala
Val
Leu
Val
85
Ala
Val
Ala
Ser
Val
165
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
245
Glu
His
Arg

Lys

Gln
Val
Leu
Glu

Arg
230

tao

tao

Pro
Tyr
Gly
Ala
Val
70

Thr
Ser
Phe
Leu
Trp
150
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
230
Ser
Asp
Asn

Val

Glu
310

Trp
Thr
Thr
Val

215
Gly

52005

Lys Val Asp Asn Ala

Glu

Gln
185

170

Asp Ser Lys

Leu Ser Lys Ala Asp

200
Thr

Glu

His

Ala

Gln Gly Leu

220

IL15Ra-CH1CH2CH3-CiA

Met
Ser
Thr
His
55

His
Pro
Ser
Pro
Gly
135
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
215
Ser
Arg
Pro
Ala
Val

295
Tyr

Ser
Arg
Ser
40

Trp
Gln
Gln
Gly
Leu
120
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
200
His
Val
Thr
Glu
Lys
280

Ser

Lys

Val
Glu
25

Ser
Thr
Arg
Pro
Ala
105
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
185
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
265
Thr
Val

Cys

Glu His Ala

10
Arg

Leu
Thr
Pro
Glu
90

Glu
Pro
Val
Ala
Gly
170
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
250
Lys
Lys

Leu

Lys

Tyr
Thr
Pro
Ala
75

Ser
Gly
Ser
Lys
Leu
155
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
235
Val
Phe
Pro

Thr

Val
315

14

Ile
Glu
Ser
60

Pro
Leu
Gly
Ser
Asp
140
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
220
Pro
Thr
Asn
Arg
Val

300
Ser

Leu
Asp
Tyr

205
Ser

Asp
Cys
Cys
45

Leu
Pro
Ser
Gly
Lys
125
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
205
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
285

Leu

Asn

Gln
Ser
190
Glu

Ser

Ile
Asn
30

Val
Lys
Ser
Pro
Ala
110
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
190
Arg
Pro
Lys
Val
Tyr
270
Glu
His

Lys

Ser
175
Thr
Lys

Pro

Trp
15

Ser
Leu
Cys
Thr
Ser
95

Ser
Thr
Pro
Val
Ser
175
Ile
Val
Ala
Pro
Val
255
Val
Gln
Gln

Ala

Gly
Tyr
His

Val

Val
Gly
Asn
Ile
Val
80

Gly
Thr
Ser
Glu
His
160
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
240
Val
Asp
Tyr
Asp

Leu
320
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Pro Ala Pro
Glu Pro Gln

Gln Val Ser
355
Ala Val Glu
370
Thr Pro Pro
385
Leu Thr Val

Ser Val Met

Ser Leu Ser
435

<210> 23
<211> 453
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 23
Asp Asn Trp
1

Ile Gln Ser

His Pro Ser
35
Gln Val Ile
50
Glu Asn Leu
65
Val Thr Glu

Ile Lys Glu

Asn Thr Ser
115
Thr Lys Gly
130
Ser Gly Gly
145
Glu Pro Val

His Thr Phe

Ser Val Val
195
Cys Asn Val
210
Glu Pro Lys
225
Pro Glu Ala

Lys Asp Thr

Ile
Val
340
Leu
Trp
Val
Asp
His

420
Pro

Glu
325
Tyr
Thr
Glu
Leu
Lys

405
Glu

tu nhan

ty nhan

Val
Met
20

Cys
Ser
Ile
Ser
Phe
100
Ala
Pro
Thr
Thr
Pro
180
Thr
Asn
Ser

Ala

Leu
260

Asn
5
His
Lys
Leu
Ile
Gly
85
Leu
Gly
Ser
Ala
Val
165
Ala
Val
His
Ala
Gly

245
Met

Lys
Thr
Cys
Ser
Asp
390

Ser

Ala

tao

tao

Val
Ile
Val
Glu
Leu
70

Cys
Gln
Gly
Val
Ala
150
Ser
Val
Pro
Lys
Asp
230
Gly

Ile

Thr
Leu
Leu
Asn
375
Ser

Arg

Leu

Ile
Pro
Val
360
Gly
Asp
Trp

His

52005

Ser
Pro
345
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
425

Lys
330
Ser

Gly
Pro
Ser
Gln

410
His

Ala
Arg
Phe
Glu
Phe
395
Gly

Tyr

Lys
Asp
Tyr
Asn
380
Phe

Asn

Thr

Gly
Glu
Pro
365
Asn
Leu

Val

Gln

IL15-CH1CH2CH3 chd phinh-Fc

Ile
Asp
Thr
Ser
55

Ala
Lys
Ser
Lys
Phe
135
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
215
Lys

Pro

Ser

Ser Asp Leu

Ala
Ala
40

Gly
Asn
Glu
Phe
Pro
120
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
200
Ser
Thr

Ser

Arg

Thr
25

Met
Asp
Asp
Cys
Val
105
Gly
Leu
Cys
Ser
Ser
185
Ser
Asn
His
Val

Thr
265

10
Leu

Lys
Ala
Ser
Glu
90

His
Gly
Ala
Leu
Gly
170
Ser
Leu
Thr
Thr
Phe

250
Pro

Lys
Tyr
Cys
Ser
Leu
75

Glu
Ile
Ser
Pro
Val
155
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
235

Leu

Glu

15

Lys
Thr
Phe
Ile
60

Ser
Leu
Val
Ala
Ser
140
Lys
Leu
Leu
Thr
Val
220
Pro

Phe

Val

Ile
Glu
Leu
45

His
Ser
Glu
Gln
Gly
125
Ser
Asp
Thr
Tyr
Gln
205
Asp
Pro

Pro

Thr

Gln
Leu
350
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
430

Glu
Ser
30

Leu
Asp
Asn
Glu
Met
110
Gly
Lys
Tyr
Ser
Ser
190
Thr
Lys
Cys

Pro

Cys
270

Pro
335
Thr
Asp
Lys
Ser
Ser

415
Ser

Asp
15

Asp
Glu
Thr
Gly
Lys
95

Phe
Ala
Ser
Phe
Gly
175
Leu
Tyr
Arg
Pro
Lys

255
Val

Arg
Asn
Ile
Thr
Lys
400
Cys

Leu

Leu
Val
Leu
Val
Asn
80

Asn
Ile
Ser
Thr
Pro
160
Val
Ser
Ile
Val
Ala
240

Pro

Val
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Val
Asp
Tyr
305
Asp
Leu
Arg
Asn
Ile
385
Thr
Lys
Cys

Leu

<210>

Asp
Gly
290
Asn
Trp
Pro
Glu
Gln
370
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
450

Val
275
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
355
Val
Val
Pro
Thr
Val

435
Leu

24

<211> 436

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

PRT
Trinh

Trinh

24

Asp Thr Cys

1
Lys

Phe
Lys
Arg
65

Thr
Lys
Lys
Gly
Pro
145
Thr
Val

Asn

Ser
Lys
Ala
50

Asp
Thr
Glu
Gly
Gly
130
Val
Phe
Val

Val

Tyr
Arg
35

Thr
Pro
Ala
Pro
Pro
115
Thr
Thr
Pro

Thr

Asn
195

Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
340
Gln
Ser
Glu
Pro
Val
420
Met

Ser

His
Val
Tyr
Gly
325
Ile
Val
Leu
Trp
Val
405
Asp
His

Pro

tu nhan

ty nhan

Pro
Ser
20

Lys
Asn
Ala
Gly
Ala
100
Ser
Ala
Val
Ala
Val

180
His

Pro
5
Leu
Ala
Val
Leu
Val
85
Ala
Val
Ala
Ser
Val
165

Pro

Lys

Glu
His
Arg
310
Lys
Glu
Tyr
Trp
Glu
390
Leu

Lys

Glu

tao

tao

Pro
Tyr
Gly
Ala
Val
70

Thr
Ser
Phe
Leu
Trp
150
Leu

Ser

Pro

Asp
Asn
295
Val
Glu
Lys
Thr
Cys
375
Ser
Asp

Ser

Ala

Pro
280
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
360
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
440
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Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
345
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

425
His

Val
Thr
Val
Cys
330
Ser
Pro
Lys
Gln
Gly
410
Gln

Asn

Lys
Lys
Leu
315
Lys
Lys
Arg
Gly
Pro
395
Ser

Gln

His

Phe
Pro
300
Thr
Val
Ala
Asp
Phe
380
Glu
Phe
Gly

Tyr

Asn
285
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
365
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
445

Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
350
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

430
Gln

IL15Ra-CH1CH2CH3 chd phinh-Fc

Met
Ser
Thr
His
55

His
Pro
Ser
Pro
Gly
135
Asn
Gln

Ser

Ser

Ser
Arg
Ser
40

Trp
Gln
Gln
Gly
Leu
120
Cys
Ser
Ser

Ser

Asn
200

Val
Glu
25

Ser
Thr
Arg
Pro
Ala
105
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu

185
Thr

Glu
10

Arg
Leu
Thr
Pro
Glu
90

Glu
Pro
Val
Ala
Gly
170
Gly

Lys

His
Tyr
Thr
Pro
Ala
75

Ser
Gly
Ser
Lys
Leu
155
Leu

Thr

Val

16

Ala
Ile
Glu
Ser
60

Pro
Leu
Gly
Ser
Asp
140
Thr
Tyr
Gln

Asp

Asp
Cys
Cys
45

Leu
Pro
Ser
Gly
Lys
125
Tyr
Ser
Ser

Thr

Lys
205

Ile
Asn
30

Val
Lys
Ser
Pro
Ala
110
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr

190
Arg

Tyr
Glu
His
Lys
335
Gln
Thr
Ser
Tyr
Tyr
415
Phe

Lys

Trp
Ser
Leu
Cys
Thr
Ser
95

Ser
Thr
Pro
Val
Ser
175
Ile

Val

Val
Gln
Gln
320
Ala
Pro
Lys
Asp
Lys
400
Ser

Ser

Ser

Val
Gly
Asn
Ile
Val
80

Gly
Thr
Ser
Glu
His
160
Ser

Cys

Glu
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Pro
Glu
225
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
305
Pro
Glu
Gln
Ala
Thr
385
Leu

Ser

Ser

Lys
210
Ala
Thr
Val
Val
Ser
290
Leu
Ala
Pro
Val
Val
370
Pro
Thr
Val

Leu

Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
275
Thr
Asn
Pro
Gln
Ser
355
Glu
Pro
Val

Met

Ser
435

Ala
Gly
Met
His
260
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
340
Leu
Trp
Val
Asp
His

420
Pro

Asp
Gly
Ile
245
Glu
His
Arg
Lys
Glu
325
Tyr
Trp
Glu
Leu
Lys

405
Glu

Lys
Pro
230
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
310
Lys
Thr
Cys
Ser
Asp
390

Ser

Ala

Thr
215
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
295
Tyr
Thr
Leu
Leu
Asn
375
Ser

Arg

Leu

His
Val
Thr
Glu
Lys
280
Ser
Lys
Ile
Pro
Val
360
Gly
Asp
Trp

His

52005

Thr
Phe
Pro
Val
265
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
345
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
425

Cys
Leu
Glu
250
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
330
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

410
His

Pro
Phe
235
Val
Phe
Pro
Thr
Val
315
Ala
Asp
Phe
Glu
Phe
395
Gly

Tyr

17

Pro
220
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
300
Ser
Lys
Glu
Tyr
Asn
380
Phe

Asn

Thr

Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
285
Leu
Asn
Gly
Leu
Pro
365
Asn
Leu

Val

Gln

Pro
Lys
Val
Tyr
270
Glu
His
Lys
Gln
Thr
350
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
430

Ala
Pro
Val
255
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
335
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

415
Ser

Pro
Lys
240
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
320
Arg
Asn
Ile
Thr
Lys
400
Cys

Leu
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Fig.1
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Fig.2
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Fig.3
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Fig.4
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(c6 ngudn gbc puC)

(Gen khdi dau CMV)

pEE-IL15Ra-CK
5061 bp

(doan dan dau)

Fig.5
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(c6 ngudn gbe pUC)

(Gen khdi d&u CMV)

pEE-IL15-CH i-Fc-LALA (doan dén dau)
5775 bp
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g (c6 ngudn géc pUC)

pEE-BCD100-02-VL-CK
4887 bp

(doan dan dau)

<}
S

%}

~
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(c6 ngudn gbc puUC)

(Gen khdi dau)

pEE-BCD100-02-VH-CH1-Fc-chd 16m-LALA
5842bp

(Fc-chd 16m-LALA)

KET THUC
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(c6 ngudn gbc pUC)

(Gen khdi ddu CMV)

pEE-IL15-CH1 -Fc-chd 16m-LALA (doan dan dau)
5776 bp

Fc-ché 1om-LALA

KET THUC

124/138



52005 125/138

10/23

116kD8
66.2 kDa
45kDa

) 116 %Dy
34104 66.2 kDa
25403 |

45 koa

184 kDs _—
' 35 kba

14.4kDa

Fig.10

Mirc d6 phat huynh quang, RFU x 107

I

e ILISSA/PDI, #1307: EC50 = 6,68 ng/ml
<C| 4 TLI5SSA/PDLI #1339; EC50 = 8,68 ng/ml

B ILI5SA, lot#1322; EC50= 7,25 ng/ml
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Fig.11
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m IL2: EC50=0,14 ng/ml
. # TL15SA, lot#1446; EC50 = 0,27nM
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. ® TL155A, lot# 1322
250 1 g Khang PD1/ILISSA; EC 50=423 ng/ml
4 dbi ching khang PDI; EC50=27 ng/ml
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Fig.13



Mirc d6 phat sang, RLU x 10

52005

12/23

® d6i chimg khang PDL1; EC 50=12.5 ng/ml
B khingPDL1/IL15SA lot#1339; EC50=402 ng/ml
A TL15SA lot#1322 (d6i chimg)

150 1

100 1

TT{#
!

1 10 100 1000
Ndng d6 khang thé, ng/ml

Fig.14
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@ IL15SA(#1446); EC50 = 47 ng/ml

40 - m IL15SA/PD1(#1432); EC50 = 58 ng/ml
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O
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Nbng d6 khéng thé, ng/ml

Fig.15
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Fig.17
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