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mot s6 dot bién di€m trén trinh ty clia IL-2 nguyeén thé. C4c polypeptit theo séng

ch€ c6 tic dung di¢u hoa mién dich trén hé¢ mién dich, c6 hoat tinh chon loc/uu

tién trén t€ bao T di€u hoa. Sang ché ciing dé cap dén cic polypeptit cu thé trong

do trinh tu axit amin clia ching dugc boc 10 trong ban mo ta nay. Sing ché con

dé cap dén dugc phdm chita hoat chét 1a cdc polypeptit nay. Dugc phim nay c6

tdc dung diéu hoa mién dich cdc bénh nhu bénh ung thu va cic bénh nhiém tring

man tinh.
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Linh vue ky thuat dwoe dé cap

Sang ché lién quan dén linh vuc cong nghé sinh hoc va cu thé 1a mién dich hoc.
Sang ché d& cap dén cac giai phap k¥ thuat c6 ing dung tri liéu nang cao sirc khde con
nguoi. Dic biét, sang ché dé cap dén viéc diéu hoa hé mién dich dé tri liéu bang cach

sir dung céac chit tuong tw vai cac chat co trong tu nhién.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Interleukin 2 (IL-2) 14 yéu t6 sinh truong ddu tién duoc mo ta dbi voi té bao T.
Tu khi dugc phét hién, n6 da thé hién kha nang thuc déy manh mé& sy tdng sinh va
song sot ctia té bao T in vitro (Smith, KA (1988) Science. 240, 1169-76) va lam ting
dap ung mién dich cia té bao T in vivo, trong truong hop nhiém virut (Blattman, JN, et
al. (2003) Nat Med 9, 540-7) hodc dung vacxin (Fishman, M., et al. (2008) J
Immunother. 31, 72-80, Kudo-Saito, C ., et al. (2007) Cancer Immunol Immunother.
56, 1897-910; Lin, CT, et al. (2007) Immunol Lett. 114, 86-93). Tuy nhién, vai tro
kinh dién nay cua IL-2 nhu gen khoi ddu cua dép tng mién dich T gan day da bi nghi
ngd bai nhidu sb lidu thir nghiém (Almeida, A.R., et al. (2002) J Immunol. 169, 4850-
60; de la Rosa, M., et al. (2004) Eur J Immunol. 34, 2480-8; Malek, T.R., et al. (2004)
Nat Rev Immunol. 4, 665-74) cho thiy ring xytokin nay 1a yéu t6 sinh truong nodi moi

d6i voi té bao T diéu hoa ty nhién T CD4 + CD25 + FoxP3 + (Tregs).

Interleukin-2 1a chét tham gia chu yéu trong co ché theo do6 t& bao T didu hoa
ngédn chan hoat tinh va su khuéch dai cua cac té bao hiéu ung khac nhu té bao T tro
gitip CD4, té bao T doc CD8 va té bao giét ty nhién NK. Dic biét, gin day da c6 dé
XUAt réng té bao T diéu hoa ngén chan céac té bao T khac, gdy ra sy gidm cuc bd muc
IL-2 (Pandiyan, P., et al. (2007) Nat Immunol. 8, 1353-62). Tac dung ngan chidn nay
dua trén: a) kha nang ctua chung tc ché truc tiép su san xuét [L-2 boi té bao T hiéu
ung ma ching ngin can: (Almeida, A.R., et al. (2002) J Immunol. 169, 485060;
Takahashi, T., et al. (1998) Int Immunol. 10, 1969-80; Thornton, A.M., et al. (1998) J
Exp Med. 188, 287-96; Wolf, M., et al. (2001) Eur J Immunol. 31, 1637-45); b) kha
ndng tiéu thu nhanh va hi€u qua IL-2 trong vi mdi trudong cua ching (Pandiyan, P., et

al. (2007) Nat Immunol. 8, 1353-62); va c) kha ning biéu hién qua mirc thu thé chudi
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alpha IL-2 (Kuniyasu, Y., et al. (2000) Int Immunol. 12, 1145-55), cho phép ching su
dung IL-2 hiéu qua hon khi né ¢ ndng d6 thap.

Toém lai, TL-2 1a xytokin da tac dong cao rat c6 y nghia ddi voi hoat tinh sinh hoc
clia cac quan thé t& bao khac nhau. Pic tinh nay lam cho IL-2 1 nut quan trong trong
viéc diéu hoa dép tmg mién dich, lam cho n6 1a dich hap din va phirc hop ddi véi cac
phép tri liéu diéu hoa mién dich. Pic biét, ban chit da tac dong cua hoat tinh nay cua
xytokin 1am cho né rét c6 y nghia déi véi viée thiét ké cac phuong phép tri liéu diéu
hoa theo con dudng chon loc/uu tién hoat tinh cua xytokin nay trong cac quan thé té

bao khac nhau.

IL-2 da dugc st dung vai nam trong diéu tri bénh ung thu. Dic biét, viéc su dung
né vai lidu cao 1a phép tri lidu da dugc phé chudn & mot sb qudc gia dé diéu trj u
melanin va bénh caxinom té bao than. Tuy nhién, viéc si dung truc tiép IL-2 & bénh
nhan bi han ché khét khe do tac dung gy doc ciia n6. Pén mirc chi 20% bénh nhén
thich hop dugc tiép tuc tri liéu va chi 17% bénh nhan thé hién dap tng khach quan
thich hop. Mot cach c6 thé giai thich su thét bai bit ngd nay trong giai doan lam sang
1a viéc trj liéu bang IL-2 nguyén thé ciing kich thich cac quan thé té bao T didu hoa
(Ahmadzadeh, M., et al. (2006) Blood. 107, 2409-14) céan trd su kich thich mién dich

di theo no.

Mot sé phuong phap da dugc nghién ctru dé lam giam tac dung gy doc cua viéc
tri liéu béng IL-2. Mot sb trong cac phwong phap nay dua trén viéc st dung cac bién
thé dot bién cta IL-2, duoc du dinh d& lam tang kha nédng tao tin hiéu cia phan tir nay
chit yéu bang thu thé c6 4i luc cao (chudi alpha, beta va gama) va khong phai bang thu
thé i lyc trung binh (chudi beta va gama). Y tudng co ban la thuc ddy viéc tao tin hiéu
wu tién trén té bao T so vai tao tin hiéu & té bao NK 1a cac té bao dugc cho la chiu
trach nhiém vé cac tac dung gay doc quan sat dugc. Céc sang ché sau co cing co ché:
US 7,186,804, US 7,105,653, US 6,955,807, US 5,229,109, US 20050142106. Can luu
y rang khong c6 sang ché nao trén day lién quan dén cac thé dot bién IL-2 c6 kha nang
diéu hoa mot cach khac biét hoat tinh ctia té bao T diéu hoa. Hon nita, cac thé dot bién
trong céc sang ché trén 1a chét chu van cia IL-2 va khong phai 1 chat d6i khang/chét

uc ché nhu céc chat dugc mo ta theo sang che.
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Céac bién thé dot bién khac cua IL-2 da duogc tao ra v4i muc dich 1a 1am tang tac
dung duoc ly cta ching. Vi du, cai thién viéc nhan 1én hodc lam ting thoi gian ton tai
ctia chung trong mau. Trong cac sang ché khac, cac sang ché sau lién quan dén co ché
nay: US 4,959,314, US 5,116,943, US 4,853,332. Ngoai ra, khong c6 thé dot bién nao

thé hién kha nang diéu hoa mot cach khac biét hoat tinh cua té bao T didu hoa.

Céc sang ché khac dé cap dén chat tc ché hoat tinh cta IL-2, chu yéu de¢ diéu tri
cac bénh tu mién hodc dé ngin ngira viéc thai loai cay ghép co quan. Cac sang ché nay

gdm c6: US 5,876,717, US 5,635,597, US 6,906,170, US 6,168,785.

Cubi ciing, cin chi ra rang trong céac tai liéu c6 nhiéu dé xuét vé cac chét tri liéu
¢6 thé diéu hoa hoic lam giam hoat tinh cua té bao T diéu hoa in vivo (Kreitman, R.J.
(2009) Curr Pharm Des. 15, 2652-64; Litzinger, M.T., Fernando, R., Curiel, T.J.,
Grosenbach, D.W., Schlom, J. va Palena, C. (2007) Blood. 110, 3192-201; Morse,
M.A., Hobeika, A.C., Osada, T., Serra, D., Niedzwiecki, D., Lyerly, H.K. va Clay,
T.M. (2008) Blood. 112, 610-8; Onizuka, S., Tawara, 1., Shimizu, J., Sakaguchi, S.,
Fujita, T. va Nakayama, E. (1999) Cancer Res. 59, 312833; Quezada, S.A., Peggs,
K.S., Curran, M.A. va Allison, J.P. (2006) J Clin Invest. 116, 1935-45). Cac chét tri
liéu nay da duoc thir nghiém trong cic mo hinh dong vat va ngay ca trén bénh nhan dé
tri li€u truc tiép bénh ung thu hodc lam ting tdc dung cia vacxin. Cling ¢6 mot s6 bao
c4o dé xuét viéc diéu hoa hoat tinh cua IL-2, dic biét la bang cac khang thé don dong
(Boyman, O., Kovar, M., Rubinstein, M.P., Surh, C.D. va Sprent, J. (2006) Science.
311, 1924-1927; Boyman, O., et al. (2006) Expert Opin Biol Ther. 6, 1323-31;
Kamimura, D., et al. (2006) J Immunol. 177, 306-14; Murakami, M., Sakamoto, A.,
Bender, J., Kappler, J. va Marrack, P. (2002) Proc Natl Acad Sci USA. 99, 8832-7;
Tomala, J., Chmelova, H., Mrkvan, T., Rihova, B. va Kovar, M. (2009) J Immunol.
183, 4904-4912), dé thtic ddy t6t hon hodc hiéu qua hon cac dap tmg mién dich. Tuy
nhién, theo hiéu biét tot nhit clia cac tac gia sang ché, khong c6 bao céo nao trong cac
tai liéu néu trén @& cap dén cac bién thé dot bién ctia IL-2, hd tro kha nang st dung
chung dé diéu hoa, mot cach chon loc hodc wu tién, hoat tinh cia té bao T diéu hoa.
Dic biét, cac thé dot bién protein IL.2 c¢6 kha ning déi khang chon loc/uu tién hoat tinh
ctia IL2 trén té bao T diéu hoa, do d6 anh huong dén chirc nang cua nd va do do thac

dAy tiém nang d4p tmg mién dich tri liéu.
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Bén chét ky thuit ciia sang ché

Sang ché dua trén cac phat hién khoa hoc chitng minh rang céac thé dot bién cua
IL-2 c6 thé gy ra su @c ché uu tién trén té bao T diéu hoa. Lan d4u tién céc téc gia
sang ché da phét hién ra trong céc thir nghiém in vitro rang cac bién thé dot bién cua
IL-2 ¢6 thé e ché dang ké hoat tinh cta cac t& bao T diéu hoa (T CD4 + CD25 +
FoxP3+), trong khi hau nhu khong anh hudng dén su hoat hoa va/hodc su tdng sinh
cla cac té bao limphd khéac co chirc ning hiéu tng. Phéat hién nay tao co s& cho
phuong phap méi dé didu hoa mién dich té bao T diéu hoa & cac bénh nhu bénh ung

thu hodc bénh nhiém trung man tinh c¢6 lién quan dén cac t€ bao nay.

Sang ché dé cap dén cac polypeptit c6 chung trinh tu bac mot v6i IL-2 cua ngudi,
ngoai trr viéc mot sb axit amin dugc gay dot bién béng cach loai bo hodc lam giam co

ban kha nang tao tin hi€u qua céc dang thu thé 1L-2 khac nhau.

Céc thé dot bién nay cta IL-2 duy tri dugc kha nang gén két voi mét hodc nhiéu
hop phin cta thu thé IL-2, va c6 hoat tinh e ché wu tién thiy dugc & quan thé té bao
T diéu hoa, noi chung diéu hoa 4m tinh chirc ning cua chung. Mot sb bién thé cu thé
cua thd dot bién IL-2 c6 dac tinh e ché wu tién trén t€ bao T diéu hoa dugc bao ho.
Sang ché cling mo ta viéc st dung céc bién thé dot bién nay, don doc hodc két hop voi
vacxin, dé diéu tri cac bénh nhu bénh ung thu hodc bénh nhiém trung man tinh c6 lién

quan dén hoat tinh ctia té bao T diéu hoa (Tregs).

Sang ché dé xuét phuong phap dé diéu hoa hoat tinh cta té bao T diéu hoa & cac
bénh trong dé tac dung ngédn chidn tao ra boi cac té bao nay lam giam dap ung mién
dich bao vé, duogc sinh ra ty nhién hoac bﬁng cach ching ngtra. Phuong phép tri li€u
mai nay c6 nhidu wu diém hon so véi cac phuong phép khéc dé diéu hoa hoat tinh cua

Tregs. Vi du:

- Thé dot bién IL-2 12 protein gﬁn nhu tu than (ngoai tror maot sb it cac dot bién). Piéu
nay lam gidm nguy co ddc tinh khong mong mudn (phd bién trong cac phuong phép
dua trén chét e ché c6 kich thude nhé) hodc nguy co ting dap tng mién dich
khang lai thudc duge tiém (nhu thuong xay ra & cac phuong phap nhu Ontak, trong

d6 IL-2 duoc phdi cap voi phan ti ngoai lai va gy doc nhu doc t5 bach hau).

- Céc bién thé dot bién nay cia IL-2 s& duy tri i luc gin két voi thu thé caa IL-2 it

nhét & muc ai luc cia IL-2 nguyén thé (10 pM dbi voi thu thé co ai luc cao). Ai luc

-5-



20998

nay khé dat duogc bang cac phwong phap wc ché thu thé hodc phdi tir, bang khang

thé don dong hoic cac thube khac.

- Kich thudc nhé cia cac thé dot bién nay (15 kD) c6 thé lam cho ching ¢ do linh
dong cao va d& xuyén thdm vao vi méi truong khéi u, diéu rat kho thuc hién véi cac

phan ttr 16n hon nhu khang thé va cac phéan tir khac.
M5 ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1. Minh hoa viéc tao ra va tinh ché cac bién thé dot bién cua IL-2 cia nguoi.
a: Phan tich thAm tach Western thé hién sy biéu hién cua mét sé bién thé dot bién va
IL-2 nguyén thé d6i chung trong ching E. coli dugc chuyén nhiém bang cach tién
hanh x4y dung cu triic gen; b: Vi du vé profin tinh ché dién hinh thu dwgc bang cach

tinh ché pha dao.

Fig. 2. Thé hién viéc danh gia bang thir nghiém ELISA dé nhan dién cac chudi
alpha (a) va beta (b) cua thu thé IL-2 bdi mot s6 thé dot bién protein dugc néu trong
bang 1. IL-2 nguyén thé duoc sir dung lam dbi chimg dwong tinh. Nhu c6 thé thay, tat
ca cac thé dot bién protein duogc thir nghiém giit dwge mirc do nhan dién so voi IL-2

nguyén thé.

Fig. 3. Thé hién viéc danh gia bang mién dich dong té bao vé kha ning cua mot
s6 thé dot bién protein dwgc néu trong bang 1 gin két v6i thu thé TL-2 trén bé mit cla
té bao. Dac biét 1a dbi voi dong té bao CTLL2 ctia chudt. Ca cac thé dot bién protein
va dbi chung IL-2 nguyén thé trén bé mat cua cac té bao dwoc phat hién bang khang
thé khang-6-His-PE nhén dién dau histidin dugc bao gém trong ciu trac di truyén cua
cac phan tir nay. a): Bidu db nay thé hién cac mirc gan két truc tiép phat hién dugc. b)
Thé hién mirc giam gan két caa thé dot bién protein voi cac té bao, duge do bdi murc
giam & cuong d6 huynh quang trung binh phat hién duoc, gy ra do viéc bd sung cac
lwong IL-2 nguyén thé ting dan (bién thé cta phan tir nay khong c6 dau histidin va

khong lam can tré viéc nhudm).

Fig. 4. Thé hién viéc danh gia kha nang tao tin hiéu cia mot sd thé dot bién
protein dugc néu trong bang 1. a): Thé hién hoat tinh ctia thé dot bién protein duoc
danh gia trong thir nghiém tang sinh cta dong té bao CTLL2 duogc do bang thir nghiém
do mau bang cach sir dung MTT. b): Cac thé dot bién protein nay ciing duoc danh gia

trong thu nghiém biét hoa cua cac té bao NK1.1+ tir toan bd té bao lach cia chudt.
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Trong ca hai truong hop, kha nang kich thich ctia thé dot bién protein dugc so véi ddi
ching nguyén thé IL-2 tao ra trong cing mot hé thir nghiém (cung cAu truc di truyén,
chung tao ra E.coli, hé tinh ché). Cac két qua tuong tu voi két qua dugc thé hién trén

Fig. 3a cling thu dugc bang dong té bao Kitt225, trong d6 hé thu thé 1a cta nguoi.

Fig. 5. Thé hién viéc d4nh gia kha ning cta mot s6 thé dot bién protein dugce néu
trong bang 1 trong viéc trc ché hoat tinh in vitro ctia IL-2 nguyén thé. a: Muc trc ché
toan bo su tang sinh t& bao limphd hach duoc kich thich bing khang thé don dong
khang CD3 (dong v tinh 2C11 & ndng dd 10 pg/mL) & cic ndng do thé dot bién
protein ting dan. b. Mitc wc ché su biét hoa cua té bao NK 1.1+ tir tong té bao lach cua
chudt duge kich thich bang 500 IU/mL IL-2 nguyén thé, bang ciach bo sung thé dot

bién protein véi lugng ting dan vao mai trudong nudi cay.

Fig. 6. Thé hién viéc danh gia kha nang ctia thé dot bién protein trong viéc trc ché
vu tién té bao limphd CD4+Foxp3+. Té bao limpho hach bach huyét cua chudt dugc
kich thich in vitro bang khang thé don dong khang CD3 (dong vé tinh 2C11 & ndng do
10 pg/mL) véi sy c6 mat cia luong thé dot bién protein M1 da dinh (nhu dwgc néu
trong bang 1). Sau 72 gio nudi cdy, x4c dinh bang mién dich dong té bao, bang cach sir
dung cac hat tham chiéu, s6 lugng té bao limphd diéu hoa CD4+Foxp3+ va hiéu tng
CD4+ Foxp3 con sdng. P thi a thé hién viéc nhudém bazo trong phép do mién dich
dong té bao dwoc st dung dé phan biét quan thé té bao diéu hoa va cam tmg. D6 thi b
thé hién muc tc ché su tang sinh dugc gdy ra boi thé dot bién protein dugc bd sung
v6i cac lugng khac nhau. Muc e ché nay dugc tinh dua trén s6 lugng té bao sng thu
dugc khi khong c6 mat thé dot bién protein. Nhu dugc thé hién trong dd thi b, ton tai
khoang ndng d6 thé dot bién protein M1 trung binh trong d6 murc trc ché quan thé té
bao didu hoa CD4+FoxP3+ 13 16n hon nhiéu so vé6i cac té bao T hd tro hodc hiéu ting

CD4+FoxP3-.

Fig. 7. Thé hién viéc danh gia kha nang cua té bao T diéu hoa tao phirc wu tién
v6i thé dot bién protein IL-2 da dinh, giai phong té bao T hiéu ting c6 tac dung tic ché
trén ching. Té bao T hiéu tng CD4+ CD25-FoxP3- duoc tinh ché bang cach sur dung
céc hat tir tinh dugce danh diu bing CFSE va dua vao moi truong nudi cy duoc phdi
cap mot sb voi su ¢6 mat va mot sb véi su véng mat thé dot bién protein (dé thi thé dot

bién protein M1, hai néng d6 khac nhau 10 pug/mL va 5 pg/mL) va dugc kich thich
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bang khang thé khang CD3 (dong vo tinh 2C11, 10 pg/mL) va khang-CD28 (dong vo
tinh 37.51, 10 pg/mL). Cac luong khac nhau cua té bao T didu hoa tinh ché duoc
(CD4+CD25+FoxP3+), dugc bd sung vao moi truong nudi cdy nay. D6 thi 6a thé hién
muc do tinh khiét cao (92% ddi v6i Tregs va 97% ddi vai té bao T hiéu ung) thu duogc
bang viéc tach cac hat tir tinh. Fig. 6b thé hién muc do tang sinh & té bao hiéu ung
dwoc do bang cach pha loang bang CFSE, d6i véi cac lugng té bao diéu hoa khac nhau
trong mdi trudng nudi cdy. Nhu c6 thé thay voi sy vang mat Tregs, su ¢6 mit cia thé
dot bién protein anh hudng déng ké dén su tang sinh cia té bao hiéu ung (tac dung trc
ché), nhung khi bd sung Tregs, sy tang sinh cda té bao T hiéu ung dat dugc, do Tregs
tao phirc wu tién véi thé dot bién protein, giai phong té bao hiéu tmg co té.c dung trc
ché no.

Fig. 8. Thé hién viéc danh gi4 tac dung khang khdi u truc tiép cua thé dot bién
protein IL-2 bang cach sir dung md hinh khéi u nguyén phat véi dong té bao khéi u
MB16F10 cua u melanin. Chudt 12 C57BL6 dugc st dung, dugc chia thanh ba nhom,
mdi nhém gdm bbn con chudt. Tt ca viée diéu tri duoc thuc hién dudi da tur ngay -5
dén ngay 0. Nhom 1 dwoc nhan 200pL PBS, nhém 2 duoc nhan 100 g Mab khang
CD25 va nhém 3 duge nhan 200ug thé dot bién protein IL-2. Vao ngay 0, tat ca chudt
dugc nhan 250.000 té bao vao héng bén phai. Thé tich khéi u duge do mdi hai ngay
cho dén ngay 30. S6 liéu dwoc phan tich bing cach sir dung thir nghiém ANOVA va
thir nghiém Bonferroni so sanh nhiéu nhom. Thé dot bién protein IL-2 cling nhu Mab
khang CD25 lam cham dang ké mirc tang trudng khéi u (p<0,001).

MG ta chi tiét sang ché
Tao ra céac polypeptit tuong tu IL-2

Sang ché dé cap dén cac polypeptit chira tir 100 dén 500 axit amin, tdt hon néu
ching ¢6 kich thude bang 140 axit amin va trong luong phan tir biéu kién bang it nhét
15 kD. Céc polypeptit ndy gitt duge muirc d6 déng nhét trinh tu ca0 so véi 112 nguyén
thé, d6 ddng nhét 16n hon 90%, trong vung trinh tu cua chiing, chiing gdém ¢ tir 2 dén

6 dot bién so v6i IL-2 nguyén thé.

Trong cac vi tri nay, cac polypeptit nay dwoc gdy dot bién bang cach chén cac
gobc axit amin khéc so v6i cac axit amin ndm & cung vi tri trong IL-2 nguyén thé. Cac

gdc thay thé cac gdc ban diu duoc chon do chung c6 cac dic tinh hoa Iy rat khac so
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v6i ddc tinh hoa ly coa axit amin ban dau, cic gbc duge thay d6i tir phan cuc thanh
khong phén cuc, tir mang dién thanh khong mang di¢n, tir I6n thanh nho, tir axit thanh

bazo, trong so cac dac tinh khéc.

Céc polypeptit theo sang ché cling c6 thé dwoc goi la cac polypeptit didu hoa
mién dich khong rd rét, chét teong tu IL-2 hodc thé dot bién protein cua IL-2, trong sb
cac cach goi khac. Cac polypeptit nay duoc thiét ké tir cau trac 3D ctia IL-2 (duoc luu
trong co s dit liéu PDB), chi dua dot bién vao cac vi tri ctia IL2 tuong ung véi céac
axit amin duoc tiép xuc dang ké véi dung mdi, dugc nhéan dién béng chuong trinh tin

sinh hoc céng cdng nhu RASMOL, SwissPDBviewer va cac chuong trinh khac.

Cac polypeptit theo sang ché ¢6 thé duoc didu ché theo mot s6 cach, trong s6 cac
cach khéc, bing cach téng hop protein. Ching ciing c6 thé duoc diéu ché bang cac ky
thut di truyén, nhu biéu hién ching trong cac thé viii & vi khuan nhu E. coli. Dot bién
diém & cac vi tri cu thé cling co thé thu duogc béng cac ky thuat gay dot bién dinh

huéng bang cach st dung phan tng chudi polymeraza.

Chon loc polypeptit twong tu IL-2 nho hoat tinh sinh hoc
Cac polypeptit theo sang ché dugc chon bang cach tién hanh cac thir nghiém in

vitro hodc in vivo d€ c6 dong thoi cac déc tinh sau:

1) Cac bién thé dot bién nay cua IL-2 khong con hodc bi giam dang ké kha nang
tao tin hiéu so vdi cac dang khac nhau cuia thu thé IL-2. Pic tinh nay c6 thé dugc danh
gi4 truc tiép trong thir nghiém vé sy tang sinh in-vitro bing cac dong té bao, phu thudc
IL-2 nhu CTLL2 hodc Kitt225, hodc bang té bao limphd T hodc té bao NK c¢6 ngudn
géc cua chudt va/hodac nguoi. Cac thé dot bién nay co6 hoat tinh kich thich trong céc

thir nghiém thip hon it nhét 100 14n so véi hoat tinh ctia IL-2 nguyén thé.

2) Céc bién thé dot bién nay ctia IL-2 (thé dot bién protein) duy tri kha ndng gan
két ctia ching véi mot hodc nhidu hop phéan phén tir ctia thu thé IL-2. Kha nang gin
két nay c6 thé duoc danh gid truc tiép bang ELISA khang lai cac chudi thu thé ¢6 trén
thi truong nhu chudi alpha va beta cua thu thé hodc gian tiép trén quan thé té bao
duong tinh v6i thu thé nay. Téc d6 nhan dién thé dot bién protein IL-2 ¢6 thé sanh véi
téc d6 nhan dién IL-2 nguyén thé trong cac thit nghiém nay.

3) Céc bién thé dot bién ctia IL-2 c6 hoat tinh trc ché hoat tinh IL-2 nguyén thé

trén té bao limpho, wu tién trén quén thé té bao T didu hoa (it nhat ¢ céc t€ bao T CD4
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+ CD25 + FoxP3 +). Cac thé dot bién protein ctia IL-2 dugc bao gdm trong sang ché &
mot sb khoang néng do co6 thé e ché wu tién hodc chon loc hoat tinh hoidc su khuéch
dai cta céc té bao T diéu hoa, ma khong anh hudng hodc chi anh hudng t6i thiéu dén
hoat tinh va/hoac su khuéch dai cia cac té bao limphd khac c6 chirc ndng hiéu ung
nhu té bao hd tro T, t& bao T ddc hodc té bao NK. Hoat tinh trc ché uu tién hodc chon
loc cua cac thé dot bién protein nay c6 thé duge chimg minh trong mot s6 thir nghiém
in vitro, danh gia dap tng kich thich ctia hon hop quan thé t& bao hiéu tng va diéu hoa
vai su ¢d mat cua lugng thé dot bién protein tdng dan. Trong khoang néng do thich
hop, thé dot bién protein c6 thé rc ché it nhét 12 hon ba l4n murc tang trudng hodc hoat
tinh ctia t& bao T diéu hoa so v6i khi ching wre ché hoat tinh hodc khuéch dai cia quan
thé t& bao hiéu ung duoc st dung trong thtr nghiém nay, vi du té bao hd tro T, té bao T

ddc hoic té bao NK.

Sang ché con bao gdm mot 36 bién thé cu thé cia thé dot bién protein IL-2 (cac
dot bién cu thé duoc chi ra trong bang 1), dugc chon loc dé c6 cac dic tinh néu trén.
Céc thé dot bién protein nay co nhiéu doan thay thé axit amin lam giam dang ké kha
ning cia chung trong viéc kich thich té bao limphd ctia chudt va ngudi. Tuy nhién,
kha ning gan két cua ching vé6i cac chudi alpha va beta cua thu thé van giit duoc
nguyén ven, va chiing dat dugc kha nang rng ché (dbi khang) hoat tinh ctia nguyén thé
IL-2. Khia canh ¢6 y nghia nhit cua cac thé dot bién protein nay la chung thé hién kha
nang rd rét, & mot s6 khoang néng do, trong viéc uc ché wu tién té bao T diéu hoa
(CD4 + CD25 + FoxP3+), trong méi trudng nudi cdy té bao limphd chira cac té bao

nay va cac t€ bao T hi¢u tng khéc.

Bang 1: Cac thé dot bién céu tric, tirc dot bién theo viéc danh s6 IL2 cta ngudi.

Céc dot bién Tén tham chiéu
Q22V, Q126A, 1129D, S130G M1
L18N, Q126Y, S130R M2
Q13Y, Q126Y, 1129D, S130R M3
L18N, Q22V, T123A, 1129D, S130R M4

Sang ché con bao gdm cac cai bien khac cua ki€u thé dot bién IL-2 néu trén va

dic biét 1a cac cai bién dugc néu trong bang 1. Dé lam tidng ai luc cuia chung véi cac

-10-



20998

hop phin cu thé cia IL-2, ma khong anh huéng hodc tham chi lam tdng dic tinh tc
ché wu tién cua ching, hodc dé cai thién duogc luc hoc in-vivo cia chuing: lam tang thoi
gian sdng hodc 1am giam nhép ndi ching b&i té bao T. Cac dot bién khac nay c6 thé
duoc tao ra béng thiét ké hop 1y nho cdng cu tin sinh hoc, hodc béng cach s dung thu
vién phéan tu tb hop co6 ban chét khac nhau (thu vién hién thi thé thuc khuén, thu vién

bicu hién gen & nam men hoac vi khuan).

Ung dung tri liéu ctia polypeptit twong tur IL-2

Sang ché con bao gdm dugc phdm chira hoat chat 1a thé dot bién protein IL-2 va
cac chit tuong tu cua nd, dugce boc 16 trong sang ché, cling nhu tng dung tri li€u tiém
nang cua no nham muc dich diéu hoa chon loc hoat tinh cta IL-2 trén té bao T diéu
hoa. Piac biét, sang ché mo ta viéc s dung cac thé dot bién protein nay dé thic day
dap tng mién dich dugc tao ra tu nhién hoic béng vacxin ¢ cac bénh nhu bénh ung thu

hodc bénh nhiém trung man tinh lién quan dic biét dén té bao T diéu hoa.

Nham muc dich'trj liéu, polypeptit theo sang ché can dugc ding cho d6i tuong bi
bénh' mot cach doc 1ap hodc két hop véi céac polypeptit khac hoac cac chit khac tao
thudn lgi hoac lam tidng hoat tinh tri li€éu cua né. Puong dung nay céd thé 1a duong
ding bit ky duoc md ta trong tinh trang k¥ thuat da biét dé ding thudc ngoai duong
tiéu hoa. Tt hon 1a c6 thé duge dung theo duong tinh mach, trong co, dudi da hoac

trong khéi u.

Polypeptit hodc protein dung hop dugc mo ta theo sang ché ciing c¢6 thé duoc
dung nhu mot phan ciia dugc pham hitu ich trong viéc diéu tri bénh ung thu va cic

bénh nhiém trung man tinh.

Pé thu duoc tac dung tri liéu mong mudn, polypeptit theo sang ché can duoc
ding ¢ lidu du cao dé bao dam du ndng do trong hach bach huyét hoac & vi tri ngoai
bién lién quan ddi v6i bénh dang nghién ctru, nd can & khoang nong do du dbi voi thé
dot bién protein dé thé hién tac dung trc ché vu tién trén té bao T diéu hoa. Do dé, liéu
néu trén phai duoc diéu chinh theo loai bénh va dudng dung trong nghién ctru. Vi du,
trong trudong hop tri liéu khéi u, lidu nay can duoc diéu chinh cho dén khi néng do cua
thé dot bién trong khéi u va/hodc hach bach huyét tai chd-ving la du dé bao dam tac
dung Grc ché wu tién trén té bao T diéu hoa. Khoang lidu can nghién ctru c6 thé nim

trong khoang tir hang t4 microgam dén vai miligam mdi liéu.
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S6 lan ding can st dung ciing duge diéu chinh theo sy phan b sinh hoc cua thé
dot bién protein dang nghién ctru. Néi chung, ndng d hiru hiéu néu trén can duy tri
trong khoang thoi gian tir 2 ngay dén 30 ngay lién tuc. Luu y rang, vi du, néu thé dot
bién protein duoc phdi cip v6i protein mang, thi tan sut ding can duoc didu chinh
theo d6. Hoat tinh tri liéu dugc chiing minh béng muc do thuyén giam triéu ching
bénh toan bd hodc mdt phn. DSi v6i bénh ung thu, mic giam thé tich khéi u hoic
ting thoi gian tai phat s& dugce xem xét, trong sb cac yéu tb khac, lam tiéu chudn danh
gid mtrc thuyén giam. Cubi cing, cin luu y ring phuong phép tri liéu méi nay cé

nhidu loi ich so v6i cac phuong phap khac dé diéu hoa hoat tinh cta Tregs. Vi du:

- Thé @6t bién IL-2 1a protein gan nhu tu than (ngoai trir mot sb it cac dot bién). Piéu
nay lam giam nguy co doc tinh khong mong mudn (phd bién trong cac phuong phap
dua trén chit Gc ché c6 kich thude nho) hodc nguy co ting dap tmg mién dich
khang lai thudc dugc tiém (nhu thuong xdy ra & cac phuong phdp nhu Ontak, trong

d6 IL-2 dugc phbi cap voi phan tir ngoai lai va gay doc nhur doc 6 bach hau).

- Céc bién thé dot bién nay cua IL-2 s& duy tri 4i luc gin két voi thu thé caa IL-2 it
nhit & muc 4i luc cia IL-2 nguyén thé (10 pM ddi vai thu thé co ai luc cao). Ai luc
nay kho dat dugc bing cac phuong phap wc ché thu thé hodc phdi tir, bang khang

thé don dong hoic cac thube khac.

- Kich thudc nhé cia cac thé dot bién nay (15 kD) ¢ thé lam cho ching c6 dd linh
dong cao va d& xuyén thAm vao vi méi truong khdi u, diéu rat kho thuc hién voi cac

phan tir I6n hon nhu khang thé va cac phan tir khac.

Vi du thuc hién sang ché
Vidul

Céc thé dot bién dugc thiét ké bang cach tinh toan, tir k§ thudt tin sinh hoc, bing
cach str dung cdu tric da biét cta phirc hop bac bén cia IL-2 clia nguoi phbi cap véi
thu thé theo cach ma Wang, X., Rickert, M. va Garcia, K.C. bdo céo trong Structure of
the quaternary complex of interleukin-2 with its alpha, beta, and gamma receptors.
Science, 2005. 310(5751): trang 1159-63 va céac thuit toan tinh nang lugng cia tuong

tac protein-phdi tir trong mién cong cong. Cac bién thé khac nhau cta thé dot bién
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protein ban dau dwgc du dodn 1a khong anh hudéng dén kha nang gan két ciia cac chudi
alpha va beta cta thu thé. Céc thé dot bién protein nay dugc biéu hién & E.coli tir chu
trac di truyén trong vat truyén pET28a gdm c6 trinh tu nhéan dién cta 6 histidin & dau
amino. Céc thé dot bién protein nay duogc tinh ché bang cach sir dung pha dao (Fig. 1)
dé thu duoc dd tinh khiét cao (> 95%). Cac thé dot bién protein thu dugc dugc chon
theo cadc dac tinh cua chung trong cac thu nghiém in-vitro. Trong cac thé dot bién
protein dugc néu trong bang 1, tap hop cac 4ot bién cu thé duoc mé ta co dic tinh e

ché vu tién hoat tinh ctia Tregs.

Vidu?2

Thé d6t bién protein duoc chon giit duoc kha ning gin két v6i cac hop phan
khac nhau cta thu thé IL2, dic biét 1a v6i chudi alpha va beta ciia thu thé nay. Fig. 2
thé hién rdng bang cach st dung thir nghiém ELISA mot s6 thé dot bién duge néu
trong bang 1 duy tri duoc gin nhu nguyén ven khi ning gan két cia no véi chudi
alpha (Fig. 2) va chudi beta (Fig. 2b) cta thu thé IL-2 cua ngudi. Fig. 3 x4c nhan thém
ring cac thé dot bién nay gin véi thu thé trén bé mit té bao (Fig. 3a) va su két hop nay

¢6 thé duoc thay thé tir tir bang cach bd sung IL-2 nguyén thé (Fig. 3b).

Vidu3

Céc thé dot bién protein duoc chon lam giam déng ké kha ning tao tin hiéu cla
ching bdi thu thé IL-2. Fig. 3 minh hoa diéu nay bang cach do kha ning cua ching
trong viéc kich thich su tang truéng dong té bao CTLL2 (Fig. 4a) hodc kich thich su
biét hoa cta t& bao NK tir toan bd té bao limphd & lach (Fig. 4b). O ndng do cao cac
thé dot bién protein nay @c ché dugc hoat tinh ctia IL-2 nguyén thé, ca trén té bao
limpho T (Fig. 5a) va trén té bao NK (Fig. 5b).

Vidu4

Céac thé dot bién protein dugc chon tc ché wu tién su khuéch dai in vitro cla cac
té bao T diéu hoa (CD4+CD25+FoxP3+). Fig. 6 minh hoa dic tinh nay clia mot trong
cac thé dot bién o bang 1, dic biét n6 cho thdy rang trong méi trudng nudi cdy té bao
limphd ¢6 chira hdn hop céc té bao T higu ing va diéu hda duge kich thich bang khang

thé khang CD3, viéc bd sung thé dot bién protein véi lidu trung binh da trc ché dang ké
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sy tang sinh CD4+FoxP3+ ma khong anh hudng déng ké dén su khuéch dai cia quan

thé t& bao hiéu tng CD4+FoxP3-.

Vidu5

Céac thé dot bién protein dugc chon dugc tao phirc uu tién vaéi té bao T diéu hoa
trong moi trudng nudi cdy, lam giam kha niang anh huong dén hoat tinh cua té bao T
hidu ing. Cac thé dot bién protein nay wc ché tin hiéu (su kich thich) qua trung gian
IL-2 duogc tao ra nodi sinh béi quén thé té bao T hd trg CD4+CD25-FoxP3- dugc tinh
ché va kich thich bang khang thé khang CD3. Tuy nhién, viéc b sung té bao T diéu
hoa CD4+CD25+FoxP3+ véi lugng ting din vao moi truong nudi cdy nay lam giam
nguoc tac dung e ché qua trung gian thé dot bién trén quén thé té bao hiéu tng T
(Fig. 7). Tac dung nay duoc giai thich boi kha nang cia cac thé dot bién protein nay
trong viéc trc ché vu tién hoat tinh cta IL-2 trén quén thé té bao diéu hoa T. Su ¢6 mat
cta t& bao T diéu hoa ngay ca véi lugng nho ciing hudng hoat tinh cua thé dot bién
dén cac té bao nay, do d6 1am giam hoat tinh ngan chan cia thé d6t bién protein trong

quan thé té bao hi¢u Ung.

Vidub6

Céac thé dot bién protein dugc chon thé hién hoat tinh khang khéi u trén md hinh
chudt c6 khdi u c6 thé céy dugc. Fig. 8 thé hién dic tinh nay cua mat trong cac thé dot
bién protein & bang 1. Thé dot bién protein nay duoc danh gia trén md hinh khédi u
nguyén phét véi dong té bao MB16F10 cta u melanin, dugc ciy duéi da vao hong bén
phai. Fig. 8 thé hién muc giam thé tich khéi u trén chudt dugc diéu tri bing thé dot
bién protein so v6i nhém déi chimg dwoc didu tri bing PBS. Ngoai ra, th nghiém voéi
nhém ddi chimg dugc diéu tri bang khang thé don dong (MAD) khang CD25 cho théy

rang hé thir nghiém nay 13 nhay véi viéc 1am suy kiét t& bao Tregs.
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1. Polypeptit diéu hoa mién dich dwoc phan 1ap c6 ngudn gbc tir interleukin 2 (IL-2),
chtra mot s& dot bién diém trén trinh tu IL-2 cia nguoi va c6 dic tinh tc ché hoat tinh
ctia IL-2 trén té bao T didu hoa in vitro, trong d6 polypeptit nay dugc chon tir nhom
bao gdm: (i) polypeptit da néu chira cac dot bién Q22V, Q126A, 1129D va S130G; (ii)
polypeptit dd néu chira cac dot bién L18N, Q126Y va S130R; (iii) polypeptit da néu
chira c4c dot bién Q13Y, Q126Y, 1129D va S130R; (iv) polypeptit da néu chtra cac dot
bién L18N, Q22V, T123A, 1129D va S130R.

2. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit nay c6 kha ning uc ché vu tién té bao T
diéu hoa in vivo.

3. Protein dung hop, trong d6 protein nay chira polypeptit diéu hoa mién dich theo
diém 1 dugc phdi cap véi protein mang.

4. Protein dung hop theo diém 3, trong do protein mang nay la albumin.

5. Protein dung hop theo diém 3, trong d6 protein mang nay la viang Fc cua globulin

mién dich cua nguoi.

6. Dugc pham dung dé diéu tri u melanin, trong d6 duoc pham nay chira hoat chét la

polypeptit theo diém 1.

7. Dugc pham dung dé diéu tri u melanin, trong d6 dugc pham nay chira hoat chét 1a

protein dung hop theo diém 3.

8. Dugc phdm dung dé diéu tri u melanin, trong d6 dugc pham nay chira hoat chat la

protein dung hop theo diém 4.

9. Dugc pham dung dé diéu tri u melanin, trong d6 dugc pham nay chira hoat chét 1a

protein dung hop theo diém 5.
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Fig. 7
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