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Linh vue k§ thuat dwoc dé cip

Séng ché d& xuét hop chét purin dinucleotit dang vong cam Ung san sinh
interferon typ I phu thudc chét kich thich gen interferon (STimulator of INterferon
Genes (“STING”) va ché phdm chira hop chét nay. Ché phdm nay hiru ich dé st dung
trong phuong phép diéu tri.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Hé mién dich cia ngudi thuong céd thé duoc chia thanh hai nhénh, goi 14 nhanh
“mién dich bdm sinh” va nhanh “mién dich thich tmg.” Nhanh bam sinh cta hé mién
dich dugc wu tién chiu trach nhiém vé& dép tng viém ban dau thong qua nhiéu yéu t6
dich thé, bao gdm hé bd thé va hé chit hoa tmg dong/xytokin; va nhidu kiéu té bao dic
hiéu bao gdm céc t& bao nudi, t& bao don nhéan 16n, cac té bao tua (DC), va té bao diét
tu nhién. Trai lai, nhanh mién dich thich tmg lién quan dén dap tng khang thé chdm va
dap tng khang thé kéo dai ciing véi dép mg t& bao T CD8+ va CD4+ ma déng vai trd
quan trong trong tri nhd mién dich dbi véi khang nguyén. Nhanh thtr ba ctia hé mién
dich ¢6 thé dugc x4c dinh 1a lién quan dén cac t& bao T y8 va céc té bao T ¢6 kho thy
thé t€ bao T gidi han nhu cac t& bao NKT va té bao MAIT.

Dé c¢6 dap tmg midn dich hiru hidu dbi v6i khang nguyén, cac té bao trinh dién
khang nguyén (APC) phai xut ly va trinh dién khang nguyén trong ngt canh MHC phu
hop vé6i t& bao T, ma sau d6 s& gay kich thich t& bao T gy doc té bao va té bao T tro
gitip. Sau khi trinh dién khang nguyén, twong tdc thanh cong ctua cac phéan tu dong
kich thich trén ca APC va té bao T phai xay ra hoic 1am ngimg hoat héa. GM-CSF va
IL-12 ¢6 tac dung lam céc phéan tir tién viém hitu hiéu & nhiéu kiéu khéi u. Vi du, GM-
CSF khién cé4c t& bao tién thdn myeloit ting sinh va biét hoa thanh céc t& bao tua (DC)
mic di cin ¢6 cac tin hiéu khac dé hoat héa su thanh thuc cta chung thanh céc té bao
trinh dién khang nguyén hiru hiéu cin thiét dé hoat héa té bao T. Tr& ngai dbi véi cac
liéu phép diéu tri min dich hitu hiéu bao gdm sw dung nap khang nguyén dich ma co
thé han ché su tao ra cac t& bao T CD8 giy doc té bao c6 murc dd va chic ning thich
hop, van chuyén kém céc t& bao T da duoe tao ra dén vi tri cua cac té bao 4c tinh, va

kém duy tri dap tng té bao T dugc cam tmg.
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DC ma thuc bao cic manh v t& bao ctia khdi u s& xir Iy chit nay dé bidu hién
phttc twong thich véi mé chinh (Major Histocompatibility Complex - MHC), diéu tiét
tang su biéu hién cua céc phan tr déng kich thich, va di tra dén hach bach huyét cuc
bd dé kich thich té bao lympho dic hiéu v6i khdi u. Qua trinh nay din dén sy ting sinh
va hoat héa céc té bao T CD4+ va CD8+ ma phan tng véi cac khang nguyén lién quan
dén khdi u. Thuc vay, cac t& bao nay c6 thé dugc phat hién thudong xuyén trong mau,

md bach huyét, va tdn thuwong 4c tinh ctia bénh nhan.

Céc hiéu biét sau sdc méi vé cac co ché giai thich sy xAm nhiém mién dich, cing
v&i cac phac dd diéu tri bénh phbi hop ma c6 hiéu lyc tiém ning dé ching ngira nhim
didu tri bénh — mot cach truc tiép hodc gian tiép — thong qua viéc phdi hop voi cac
chit trc ché kiém soat mién dich hodc tac nhan tri liéu khac, o vai trd lam nén mong
cho viéc phat trién vacxin ma gy ra mién dich chéng khéi u hitu hiéu. CDN cyclic-di-
AMP (do Listeria monocytogenes tao ra) va cyclic-di-GMP tuong tu cia nd (do
Legionella pneumophila tao ra) dugc nhén biét boi t& bao chii nhu PAMP (kiéu phan
ttr lién quan dén tic nhan giy bénh - Pathogen Associated Molecular Pattern), ma lién
két v6i PRR (thu thé nhan biét tic nhan gy bénh - Pathogen Recognition Receptor)
duoc goi 1a STING. STING la protein thich tng trong té bao chét cta té bao chu cta
dong vat c6 vi ma hoat héa kinaza lién két TANK (TBK1) —truc phat tin hi€u IRF3,
din dén su tao ra IFN-B va c4c san phidm gen khac phu thudc vao IRF-3 ma hoat héa
manh mé& hé mién dich bim sinh. Hién nay, da biét réng STING tham gia vao qua trinh
kiém soét bao twong ctia vat chii, ma nhay véi su 1y nhiém tac nhan giy bénh ndi bao
va khi d4p ung thi gdy san sinh IFN-, din dén su phat trién dap tng mién dich dic
hiéu véi tAc nhan gy bénh dé bao vé thich tmg ciu thanh ca t& bao T CD4 va CD8 dic
hiéu v6i khang nguyén ciing nhu céc khang thé ddc higu véi tAc nhan gay bénh. Céc vi
du vé purin dinucleotit vong dugc bdc 1 mdt cach chi tiét, vi du, trong céc patent My
s 7,709458 va 7,592,326; W02007/054279; va trong tai lié¢u: Yan et al., Bioorg. Med.
Chem Lett. 18: 5631 (2008).

Van cin c¢6 cac duoc phidm va phuong phap cai tién cho chién luge gdy mién
dich @& didu trji cac bénh nhu bénh ung thu ma c6 thé khé chita dugc theo cic phuong
phap diéu tri bénh truyén thdng.

Ban chit ky thuit ciia sing ché
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Vi céc 1y do néu trén, muc dich ctia sang ché 1a dé xuét dugc phim didu bién cac
d4p tmg mién dich véi bénh tat.

Theo khia canh thtr nhét, sing ché dé xudt hop chét purin dinucleotit vong
(“CDN”) néu trong diém 1 yéu ciu bao hd ma gay san sinh interferon typ I phu thudc

STING, cu thé hon, séng ché dé cap dén hop chét:

NH,
s, 0

- \
~ N
SRS
T o N N/
""OR, ‘

Trong vai trd 1am t4 dwoc clia ching, theo phwong 4n nhét dinh, cic dugc phdm nay
¢6 thé duge ding 1am céc ta duoc trong chién lugc diéu tri hodc phong bénh bang cach str
dung vacxin. Do d6, CDN theo sang ché, hodc cac tién dugc chét hodc mubi duge dung
ca nd, cb thé duoc st dung cung voi mot hodc nhiu vacxin da dugc chon dé kich thich
dap tmg mién dich véi mét hodc nhidu khéang nguyén dinh trudc. CDN theo séng ché,

hodc mudbi duge dung cia nd, cd thé duge cung cap cung, hodc ri€ng biét, vi vacxin.

Vacxin c6 thé chtra vi khudn hozc virut khong hoat héa hodc bi suy yéu chira
khang nguyén quan tim, khang nguyén tinh khiét, vecto vat truyén phan phdi virut
hoic vi khudn séng duoc thiét k& tai t5 hop dé biéu hién va/hoic tiét ra khéng nguyén,
vecto té bao trinh dién khéng nguyén (APC) chta t& bao ma dd dugc mang khing
nguyén hodc di dugc chuyén nhidm véi ché phim chira axit nucleic ma hoéa khéng
nguyén, chit din phan phdi khang nguyén liposom, hodc vat truyén axit nucleic trin
ma héa khang nguyén. Danh muc ndy khong nhdm gi6i han pham vi clia sing ché. Pé
lam vi du, vacxin ndy con co thé chira t& bao khdi u da duge 1am bt hoat ma biéu hién

va tiét mot hodc nhidu trong s phéi ttr GM-CSF, CCL20, CCL3, IL-12p70, FLT-3.

CDN theo sang ché, hodc mubi dugc dung ciia né, co thé dugc cho ca thé ¢6 nhu
cAu didu tri bénh ding qua nhidu dudng: ding ngoai dudng ti€u héa va khong ngoai
duong tiéu hoa & dang ché phém bao ché chira chit mang, t4 dugc va chit din duoc
dung. Pudng dung dugc uu tién 13 dudng ngoai dudng ti€u hoa, va bao gbm, nhung
khong chi giéi han &, mot hogc nhiu dudng dung dudi da, qua duong tinh mach,

trong bép, trong dong mach, trong da, ndi tiy mac va ngoai mang cing. Pudng dung
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trong khéi u cling dugc uu tién. Puge dic biét vu tién 14 duong dung dudi da. Dugc .
phim dugc uu tién duge bao ché & dang nhil twong nudc hodc nhil tuong dau trong

nudc.

Ché phém theo sang ché co thé chira, hoic duoc ding ciing véi, mdt hodc nhiéu
thanh phin c6 hoat tinh duoc khac nhw t4 dugc, lipit, nang nhiéu 16p c6 lién két ngang
gifta hai 16p v6i nhau, hat c6 kich thuéc nanomet hodc vi hat trén co s¢ poly(D,L-
lactic-co-axit glycolic) [PLGA] hodc trén co s& poly anhydrit thoai bién sinh hoc, va
hat x6p kich thudc nanomet- duge phi hai 16p lipit, cac chit d6i khang qui trinh
CTLA-4 va PD-1, céc tac nhan phong bé qué trinh PD-1, vi khuin khong hoat héa ma
cam tmg mién dich bim sinh (vi du, Listeria monocytogenes khong hoat héa hodc bi suy
yéu), cac dugc phim lam trung gian kich hoat mién dich bim sinh théng qua thu thé gibng
Toll (TLR), thu thé giéng (NOD) (NLR), thu thé gidng gen san sinh axit retinoic (RIG)-I
(RLR), thy thé lectin kiéu C (CLR), kiéu phan tir lién quan dén tic nhan gay bénh
(“PAMP”), céc tac nhan hoa tri li€u, v.v.

Theo khia canh c6 lién quan, sing ché mé ta phuong phdp cam tng, kich thich,
hoiic didu chinh dap tmg midn dich & c4 thé. Phuong phap ndy bao gdm viéc cho cd thé
dung CDN theo séng ché, hodc mudi duoc dung ctia né. Pudng dung duoc uu tién 1a
duong ngoai dudng tiéu hoa.

Theo phwong 4n nhét dinh, phuong phap ndy 12 phuong phéap diéu tri bénh ung thu.
Pé lam vi du, CDN theo séng ché, hoac mudi duoc dung ciia né, c6 thé dugc cung cép
mot minh, hodc ciing v&i hodc vai mot hodc nhiéu vacxin ding cho bénh ung thu ma
da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Bénh nhan dugc didu tri ¢ thé méc bénh ung thur
duoc chon tir nhém bao gdm bénh ung thu té bao két trang, bénh ung thu té bao vay
héu hong, bénh ung thu phéi, bénh ung thu nfo, bénh ung thu gan, bénh ung thu da
day, sacom, bénh bach ciu, u bach huyét, da u tay, bénh ung thu budng trimg, bénh
ung thu tir cung, bénh ung thu v, u hic t6, bénh ung thu tuyén tién liét, b¢nh ung thu
bidu mé tuy, va bénh ung thu biéu md than. Theo phuong 4n khac, phuong phép nay la
phuong phap cam Ung, kich thich, hodc diéu chinh dap mg mién dich véi tic nhan gay
bénh.

Lién quan dén viéc diéu tri bénh cho dong vat c6 va méc bénh ung thu, phuong
phéap dugc md ta trong ban mod ta nay co thé bao gém viéc cho dong vat c6 vi dung

luong hiéu qua ctia CDN theo sang ché, hoic mudi duge dung ciia né, ty y trudc hodc
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sau phép diéu tri bénh co ban diing cho dong vt ¢ vi dé loai bo hoic diét té bao ung
thu biéu hién khang nguyén ung thu. Céc duoc phim theo sang ché c6 thé duoc cung
cip dé 1am ta dugc méi dung dé diéu tri bénh; tuy nhién, theo cac phuong an dugc uu
tién, cac duoc phim theo sang ché duogc ding sau phép diéu tri bénh co ban. Theo
phwong 4n khac nhau, phép diéu tri bénh co ban bao gdm viéc phau thuat dé loai bd té
bao ung thu ra khoi dong vét c6 vii, xa tri dé diét té bao ung thu trong dong vt c6 va,

hodc ca phau thuit va xa tri.

Theo phuong an khac, phuong phap dugc mo td trong ban mo ta nay ¢ thé bao
gdm viéc cho dong vat c6 vii dung lwong hiéu qua cia CDN theo sdng ché @& didu tri
cac rdi loan, trong d6 viéc chuyén tir mién dich Th1 thanh Th2 tao ra loi ich vé& mat
14m sang. Tinh mién dich do té bao giy ra (Cell-Mediated Immunity - CMI) lién quan
dén té bao lympho T TH1 CD4+ tao ra cic xytokin IL-2, interferon (IFN)-y va yéu td
hoai tir u (Tumot Necrosis Factor - TNF)-a. Tréi lai, mién dich thé dich lién quan dén
té bao lympho T TH2 CD4+ tao ra IL-4, IL-6 va IL-10. Su chéch huéng mién dich ddi
v6i dap ing TH1 thudng gy hoat héa doc tinh ddi véi té bao lympho té bao T (CTL),
té bao diét tu nhién (NK), dai thuc bao va bach cau don nhan 16n. N6i chung, dép tng
Th1 ¢6 tac dung nhiéu hon ddi véi tac nhan gdy bénh ndi bao (virut va vi khuin nim
bén trong cac té bao chi) va cac khdi u, trong khi dap tng Th2 c6 tac dung nhiéu hon
d6i v6i vi khudn, ky sinh tring ngoai bao bao gém giun san va doc t6. Ngoai ra, mirc
dd hoat hoa mién dich bim sinh dugc ky vong la s& binh thuong héa can béng mién
dich té bao T tro giup typ 1 va 2 (Th1/Th2) va trc ché phan ng qua mirc cua dép tmg
kiéu Th2 ma gdy ra cac bénh di tng va bénh hen di tmg phu thudc vao globulin mién
dich (Ig) E.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 thé hién qua trinh truyén tin hiéu do purin dinucleotit vong (“CDN”) gay ra.
CDN (vi duy, c-di-AMP hogc c-di-GMP) tao ra IFN-B nhd gén két vé6i thu thé bao twong
STING (chét kich thich gen Interferon), va gy truyén tin hiéu théng qua qué trinh TBK-
1/IRF-3, gay hoat hoa ca DC tur tiét va cn tiét thong qua gin két v6i thu thé IFN va tiép
theo do 14 truyén tin hiéu.

Hinh 2A thé hién so dd tdng hop c-[G(2°,57)pG(3°,5")p] va cac chit din xudt
dithio.
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Hinh 2B thé hién so dd téng hop c-[A(2°,5”)pA(3°,5”)p] va cic chit din xuit
dithio.

Hinh 2C thé hién cac cdu truc hop chét c6 cong thire 10, 20, 21, 22, va 23.

Hinh 3A thé hién két qua "H-NMR ctia hop chét 9a.

Hinh 3B thé hién két qua COSY (3,5 dén 6,0 phin tridu truc "H) ciia hop chit 9a.

Hinh 3C thé hién két qua HMBC (3,0 dén 5,5 phén triéu truc 'H) ctia hop chét 9a.

Hinh 3D thé hién két qua "H-NMR ciia hop chét 21.

Hinh 3E thé hién két qua COSY (3,5 dén 6,0 phan triéu truc 'H) ctia hop chét 21.

Hinh 3F thé hién két qua HMBC (0 dén 9,5 phdn triéu truc 'H) ctia hop chét 21.

Hinh 3G thé hién két qua HMBC (3,5 dén 5,5 phén triéu truc 'H) ctia hop chit
21.

Hinh 3H thé hién két qua sic ky 1ong cao 4p phan tich (dung dich dém chira 2%
dén 20% ACN/10mM TEAA — 20 phiit) ctia hop chét c6 cong thirc 19b.

Hinh 4 th8 hién cac chit din xuit dugc thé ¢ vi tri O c-[G(2°,5")pG(3°,5")p] va
dithio riboza.

Hinh 5 thé hién cac chit din xuét dugc thé & vi tri O c-[A(2°,5°)pA(3°,57)p] va
dithio riboza.

Hinh 6 thé hién cac chit din xuét dugc thé & vi tri O hién c-[G(2°,5")pA(3’,5")p]
va dithio riboza.

Hinh 7 thé hién mac d6 san sinh interferon typ 1 & céac té bao THP-1 sau khi bi
kich thich bang cac phan tir dinucleotit vong khac nhau.

Hinh 8 thé hién muc do biéu hién ARN da dugc chun tic hoa cua cac interferon
typ 1 va interferon gama & PBMC cua nguoi liy tir nhitng ngudi doc 1ap sau khi kich
thich bang céc phan tir dinucleotit vong khéc nhau.

Hinh 9 (A - C) thé hién luong interferon alpha va beta protein va interferon gama
protein typ 1 & PBMC cua nguoi 14y tir nhitng nguoi cho ddc 1ap sau khi kich thich

bang cac phan tir dinucleotit vong khéac nhau.
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Hinh 10 thé hién mutc do tao ra IFN-B & cac té bao nhu 13 déu hidu ctia kha ning
1am t4 dugce sau khi xr Iy bang cac phén tir dinucleotit vong khéc nhau.

Cac hinh 11(a)-(c) thé hién mtrc do didu bién ting su biéu hién CD69 bé mit 1an
luot trén cac té bao diét tu nhién (NK), céc té bao T CD4" va cac té bao CD8’, dudi
dang s6 do kich hoat mién dich sau khi xu 1y bing cac phan tir dinucleotit vong khéc
nhau.

Hinh 12 thé hién tinh khang cta cac chit din xuit CDN khéc nhau dbi véi viée xtt
ly bang phosphodiesteraza.

Hinh 13 thé hién c4c bién thé STING da biét khac nhau.

Hinh 14 thé hién mutc do kich thich cia cac dong té bao HEK293 ghi ma alen bién
di bang STING ctia ngudi bing cach do mirc ting san sinh gen thong bao IFNB-LUC.

Hinh 15A thé hién muc d6 bidu hién bé mit cia MHC nhém I (HLA-ABC),
CD80, CD83 va CD86 bi té bao tua ngudi bi kich thich.

Hinh 15B thé hién so d6 biéu hién CD80, CD86, CD83 va MHC nhém I (HLA-
ABC) ¢ DC ctia ngudi sau khi kich thich LPS hodac CDN.

Hinh 16 thé hién mién dich t& bao T CD8 dic hiéu véi OVA trong PBMC & chu6t
nhét C57BL/6 tai thoi diém 7 ngay sau khi ching ngira biang protein OVA dugc didu
chinh bang dinucleotit vong.

Hinh 17 thé hién mién dich t& bao T CD8 dic hiéu véi OVA trong PBMC & cac
con chudt nhit C57BL/6 hodc goldentickt (STING™) tai thoi diém 7 ngay sau khi
chiing ngira bing protein OVA dugc diéu chinh bang dinucleotit vong.

Hinh 18 thé hién thé tich khéi u & mé hinh u hic t6 B16 sau khi diéu tri bing céc
phan tt dinucleotit vong khic nhau.

Hinh 19 thé hién dudng cong séng sot & md hinh khéi u CT26 sau khi diéu tri bang
cac phan tir dinucleotit vong khac nhau.

Hinh 20A thé hién muc do e ché khéi u & chudt nhit C57BL/6 hoang sau khi
ding ML RR-CDN so véi chudt nhét d6i chirng dung HBSS va CpG dinucleotit.

Hinh 20B thé hién céc két qua dat dugc & chudt nhit thiéu hut STING.
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Hinh 21A th& hién mic do thai bo biéu mod ung thu rudt két CT26 da duoc thiét
18p sau khi stt dung ML RR-CDN.

Hinh 21B thé hién IFN mtc do san sinh INF-y & chudt nhit dwoc diéu tri bing
ML RR-CDA.

Hinh 22A thé hién mérc do thai bé bidu md ung thu tuyén vi 4T1 da dugc thiét
13p sau khi dung ML RR-CDN.

Hinh 22B thé hién tac dung bao vé khoi sy tai tiép xtc véi cac té bao CT26 cuia
khéi u.

Hinh 23 thé hién muc do (e ché u nguyén phat da dugc didu tri & ca dong vat
mang khdi u CT26 (A) va 4T1 (B) sau khi dung ML RR-CDA, so v6i dbi chimg chét
dan HBSS.

Hinh 24A thé hién mirc do e ché u nguyén phat da diéu tri & u hic t6 B16 sau
khi dung ML RR-CDA.

Hinh 24B va hinh 24C thé hién mutc do (e ché sinh trudng clia cac cuc khéi u
phdi & ngoai vi sau khi ding ML RR-CDA, so v&i dbi chimg chat din HBSS & dang
dd thi (B) va & chinh mé phdi & dang db thi (C).

M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuét chat kich thich mién dich di-nucleotit vong (cyclic —di-nucleotide
- CDN) méi va c6 hoat tinh cao ma hoat héa DC thong qua thu thé bao chit méi duogc
phat hién ma duoc goi 1a STING (chét kich thich gen interferon — stimulator of interferon
gene). Cu thé, CDN 2’, 5°, 3°, 5° theo sang ché gay san sinh Interferon typ I phu thudc
vao STING.

Hiéu bit gin day vé thiét ké va phat trién cic ta duge d duge thong bao nhd mot
kién thirc co ban 1a cc cdu triic vi sinh vat bao toan da dugc biét nhu 13 kiéu phan t lién
quan dén tic nhan gy bénh (Pathogen-Associated Molecular Pattern - PAMP) s& duoc
truyén tin hiéu boi cac thu thé nhan biét kiéu hinh cta té bao chi (PRR), khoi mao chu
trinh truyén tin hiéu dan dén viéc cim tmg xytokin va chét hoa tmg dong, va khoi mao
dap tmg mién dich thich Gng dic hiéu. Cach ma bd thé PAMP ctia vi khuin tham gia vao
hé mién dich bAm sinh s& dinh huéng su phat trién ctia dép Gng thich g ma 14 thich hop
nhim tiéu diét tac nhan gay bénh xam chiém dé khong gay bénh. Muc dich cua thiét ké ta
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duoc la dé lua chon PAMP x4c dinh hodc téng hop céac phan tr ddc hiéu vdi PRR duogc
chi dinh dé khoi mao dap tmg mong mudn. Céc t4 duge nhu monophosphoryl lipit A
(MPL) va CpG 1a cac PAMP ma dugc nhén biét béi cac thu thé gidng Toll (TLR), nhém
bao gdm cac PRR lién mang truyén tin hiéu thong qua cac phan tir thich tmg MyD88 va
Trif va lam trung gian cam tmg cac xytokin tién viém phu thudc vio NF-kB. MPL (chit
chi1 vn TLR-4) va CpG (chét chii vin TLR-9) 1a c4c ta duoc tién tién vé mit 1am sang, va
1a c4c thanh phén ciia vacxin ma da duoc FDA cdp phép sir dung hozic dang duge xem
xét. Trong khi TLR c6 mat trén bé mit t& bao (vi du, TLR-4) va endosom (vi du, CpG)
nhay v6i tac nhan gay bénh ngoai té bao va khong bao, chu trinh sinh truéng clia nhiéu tac
nhan gy bénh bao gdm virut va vi khuén n6i bao xay ra trong bao twong. Viéc phan chia
khoang ngoai bao, khong bao, va bao tuong clia PRR da din dén gia thiét rang hé mién
dich bim sinh phan biét dugc vi khuén gy bénh va vi khuén khong gay bénh bang cach
theo doi bao twong. Chuyén gia trong linh vire k§ thuat nay dé nhan thdy ring cic chat
chti van ddc hiéu véi PRR chira con dudong kiém soat bao twong ma khoi d4u cho viée
phat trién cia hé mién dich bao vé chéng lai tac nhan gdy bénh ndi bao, va cd lién quan
dén thiét ké vacxin. Ciing cac phéi tir hudng dich niy ciing s& déng vai trd quan trong
trong viéc phat trién ciia cac vacxin hiru hiu huéng dich dén cac khdi u 4c tinh, duge biét

13 cAn dén té bao T CD4+ va CD8+ dic hiéu khdi u.

Su hoat héa qua trinh kiém soét bao twong (Cytosolic Surveillance Pathway - CSP)
1a khong thé thiéu duoc dbi véi su phat trién clia hé mién dich bao vé ddi véi tic nhan gay
bénh ndi bao. CSP phét hién tac nhan gy bénh vi Kkhuén, virut, va sinh vét don bao, dan
dén viéc hoat héa truc truyén tin hiéu kinaza lién két véi TANK (TBK-1)/IRF-3 va su san
sinh IFN-B va gen dong diéu hoa khac. Axit nucleic cta ca virut va vi khuén déu hoat héa
qua trinh nay, va sy cam tng IFN-f 1a doc 1ap véi MyD88 va Trif. Trong interferon typ I
duoc cho 1a chu yéu gy dap timg chdng virut & vat chii, su cam tmg IFN-B 1a dau hiéu cta
su sinh trudng bao tuong trong dai thuc bao da dugc chuyén nhiém véi vi khun ndi bao,
Listeria monocytogenes (Lm). Viéc phan chia da biét r6 trong mo6 hinh bénh nhiém vi
khuln Listeria & chudt nhit, nguoc lai Lm kiéu dai khoi mao cho mién dich tiém tang
cta t& bao T CD4 va CD8 ma bao vé chudt nhit chdng lai su tiép xtc vi khuan, viéc
ching ngira bing Lm bi loai bé listeriolysin O (LLO) khong tao ra céc té bao T chirc
ning hoic gy mién dich bao vé. Su khac biét nay la bang chtng cho viéc cin phai c6

su biéu hién gen trong t€ bao chu va bao twong ma Lm tiép céan dé t€ bao T chirc ndng
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lam trung gian mién dich bao vé. Nong d¢ ctia IFN-B trong céc té bao chu bi lay nhiém
duoc didu tiét boi bom phun da duge chit Lm (MDR), ma tiét ra cdc phan tir nhé khong
lién quan v& mat céu triic, ké ca khang sinh. IFN-B khong dugc sén sinh ra trong cac té
bao chii d4 nhidm thé dot bién Lm LLO ma bi giéi han & tiéu thé thuc bao. Luong IFN-B
binh thudng duoc san sinh trong dai thuc bao MyDS8S” Trif” bi lay nhiém ma thiéu hut
toan bd qua trinh truyén tin hiéu do TLR gay ra. Céc dit liéu nay thé hién rang mic di Lm
lién quan d&én TLR, mot phan Gng viém dbi v6i Lm hoang, t& bao chit CSP 14 can thiét aé

phat trién ctia hé mién dich bao vé, trong tmg véi su san sinh IFN-B.

Di-nucleotit vong (CDN) hoat héa qué trinh kiém soét bao tuong thong qua lién
két truc tiép voi PRR, STING bao tuong. Interferon typ I dap tmg v6i Lm va vi khuén
ndi bao bi lay nhiém do viéc tiét c-di-AMP hodc dinucleotit vong lién quan ctia nd
(CDN), c-di-GMP, va su lién két truc tiép clia n6 v6i DDX41 va DEAD (aspartat-
glutamat-alanin-aspartat) helicaza hop va STING (chét kich thich gen Interferon), mot
thu thé méi dugc phat hién clia qua trinh kidm soat bao twong. CDN Ia thé mang théng
tin thir hai duoc biéu hién & hu hét vi khudn va diéu tiét cac qud trinh khac nhau, bao
gém tinh linh dong va sy tao ra mang sinh hoc. Ngoai viéc hoat hda qua trinh truyén
tin hiéu TBK-1/IRF-3, trong dap tng véi CDN lién két, STING con hoat héa IkB
kinaza, 1am dich chuyén yéu t& phién ma NF-kB vao nhan, hoat héa bidu hién nhiéu
gen tién viém.

Cho dén gén day, viéc STING cam bién ADN bao chit van con kho hiéu. Khong
gibng nhu AIM2 ma gin két truc tiép v6i dsADN, STING khong c6 mién gan két v6i
ADN rd rang. Liéu cac chit cam tmg ADN khic nhu DDX41, DNA-PK va DAI
kinaza c6 phai 1a cic thuc thé trung gian ctia qua trinh truyén tin hiéu dsADN thong
qua STING hay khong vin chua dugc biét r5. Cau hoi nay da duoc giai dép khi phat
hién GMP-AMP synthaza vong (cGAS), nucleotidyl transferaza cua té bao chu ma,
trong dap img v6i dsADN gin két, tong hop duge thé mang thong tin th hai, di-GMP-
AMP vong, ma gin két truc tiép véi STING va khoi mao mot loat qua trinh truyén tin
hiéu thong qua truc TBK-1/IRF-3, két qua gdy ra cam tGng IFN. Ngoai ra, chét cim
bin AND cta hé mién dich bim sinh 12 ¢cGAS s& tao ra di-nucleotit vong khong
truyén thng ma hoat héa su truyén tin hiéu STING. Khong gidng nhu thé mang thong

tin thtr hai dinucleotit vong tao ra béi vi khuan, trong d6 cdu phosphat giita céc
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nucleotit dugc ndi véi nhau nho lién két bis-(3°, 5°), cdu phosphat gitta cic nucleotit
trong GMP-AMP vong duogc tbng hop bang cGAS dugc nbi voi nhau nho lién két 2°,
5’ va 3°,5° khong truyén théng, dugc ky hiéu 13 ¢[G(2°,5”)pA(3°,5")p]. Do d6, STING
(Chét kich thich gen Interferon) d ndi 1én nhu mot con duong trung tAm dé gy cam
bién axit nucleic tac nhan gy bénh trong bao twong, thong qua lién két truc tiép cta
dinucleotit vong (CDN) tiét ra béi vi khudn noi bao®, hodc thong qua su gin két ciia
thé mang thong tin thit hai c-GMP-AMP, duoc tong hop boi GMP-AMP synthaza
vong cua té bao chi (cGAS) dap lai su gén két vai axit nucleic clia tic nhan gy bénh

bao tuong.

Céc phan tirt CDN nguyén thé nhay véi su thoai bién do cac phosphodiesteraza c6
mat trong cac té bao chu, vi du, trong té bao biéu hién khang nguyén, ma tao thanh céc
ché phim vacxin chira cdc phan tir CDN nguyén thé nay. Hiéu luc cua ta duge xac
dinh ¢6 thé bi giam do su thoéi bién nay, vi td dugc khong c6 kha ning lién két va hoat
hoéa dich PRR xéc dinh. Hiéu lyc thdp hon cta t4 duge c6 thé do dugc, vi du, bang
luong gidm cua su biéu hién gdy ra ctia phan tir c6 ky hiéu trong hé mién dich bam
sinh (vi du, IFN-B), tuong quan v6i hi€u luc vacxin yéu hon, nhu duge xac dinh theo

muc do dap tng mién dich khang nguyén dic hiéu do dugc.

Theo sang ché, din xuét dithio-diphosphat 2°,5°,3°,5* c-di-AMP dugc dé xuét.
Quy trinh téng hop céc chit din xuét dithio-diphosphat ndy tao ra hdn hop gdm cac
chét ddng phan khong dbi quang, ké ca cac chat dan xuit Rp,Rp, Sp,Sp, SpRp, va
Rp,Sp. Céc loai riéng biét co thé dugc tach, va thé hién cac khac biét dang ké vé dic

tinh duoc Iy cta ching. Hop chét theo sang ché 1a Rp, Rp.
Dinh nghia

Thuét ngit “dung” nhu dugc dung trong ban mo ta nay lién quan dén nguoi, dong
vat ¢6 vu, dbi tuong 1a dong vat c6 vu, dong vat, dbi tuong 1a thu y, dbi tugng cua gia
duoc, dbi tuong nghién cuu, d6i tuong thir nghi€ém, té bao, md, co quan, hodc dich
sinh hoc, dugc dung dé chi khong mang tinh han ché viéc tiép xuc cua phéi ttr, chat
phan tng, gia duoc, phan tir nho, dugc cht, tac nhan didu tri bénh, tic nhan chin doén
bénh, hoidc duoc phém ngoai sinh cho déi tuong, té bao, md, co quan, hoac dich sinh
hoc, va cac ddi tuong twong tu. Vi duy, “dung” c6 thé dwgc ding dé chi phuong phap

diéu tri, phuong phép dugc dong hoc, chén doan, nghién ctru, gia dugc, va thitr nghiém.
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Viéc diéu tri té bao bao gdm viée cho chét phan tng tiép xuc véi té bao, cling nhu cho
chit phan tng tiép xuc vai dich thé, khi dich thé tiép xtc véi té bao. "Dung" con bao
ham ca xtr 1y in vitro va ex vivo, vi du, xut ly té bao, béng chét phan Ung, tdc nhin chin
doan bénh, dugc phém lién két, hodc bé‘lng té bao khac. “Dugc dung cung v6i nhau”
khong c6 nghia 1a hai hodc nhiéu tic nhan duge dung nhu mot dugce phim duy nhét.
Mic du viéc st dung dugc phém duy nhit duoc sang ché du dinh, song cac tdc nhan
nay c6 thé dugc phan phéi cho d6i tuong & dang dung riéng ré, ma co thé dugc ding
cung tai mot thoi diém hodc tai thoi diém khac nhau, va c6 thé qua cung mot duong

dung hoac qua duong dung khic nhau.

“Chét chi van” d& cap dén phéi tir va thu thé, chira phan tir, phan tir két hop,
phte, hodc céc chit phan Gmg két hop, ma kich thich thu thé nay. Vi du, chat chi van
yéu td kich thich khuén lac dai thuc bao bach ciu hat (GM-CSF) c6 thé bao gdm
GM-CSF, mutein hoic din xuit GM-CSF, chét c6 tac dung gidng peptit cia GM-CSF,
phan tir nho c6 chirc nang gidng chirc ning sinh hoc ctia GM-CSF, hogc khang thé ma
kich thich thy thé GM-CSF.

“Chét d6i khang” nhu dé cip dén phdi tir va thu thé, bao ham phan tt, t6 hop cia
cac phan tir, hodc phurc, ma e ché, 1am mét tac dung, diéu tiét giam, va/hodc gay té
thu th&. “Chét di khang” bao ham chat phan tng bt ky trc ché hoat tinh co dinh cia
thu thé. Hoat tinh co dinh 1a hoat tinh ma thé hién khi khong c¢6 twong tac phéi tir/thu
thé. “Chét dbi khang” con bao ham ca chit phan tmg bét ky ma e ché hodc ngin ngira
hoat tinh kich thich (hoic diéu tiét) cta thu thé. Vi du, chét d6i khang thu thé GM-CSF
bao gdm, nhung khong chi gidi han, khang thé ma lién két v6i phdi tr (GM-CSF) va
ngan khong cho né gan két véi thu thé, hodc khang thé ma gan két v6i thu thé va ngin
khong cho phéi tir khong gén két v6i thu thé, hodic trong d6 khang thé phong bé thu thé
& dang bét hoat.

Thuat ngit “hdu nhu tinh khiét” lién quan dén CDN c6 nghia 1a céc loai ddc hiéu
chiém it nhét 50%, thuong hon 1a chiém it nhit 60%, thuong 1a chiém it nhat 70%,
thudng hon 14 chiém it nhat 75%, thuong nhét chiém it nhit 80%, thuong la chiém it
nhét 85%, thuong hon 12 chiém it nht 90%, thuong nhét 1a chiém it nhit 95%, va
thuong 14 chiém it nhit 98% trong lwong, hodc 16n hon, hoat tinh CDN ¢6 trong ché

phém. Trong lugng nude, dung dich dém, mubi, chét téy rira, chét kht, chét tc ché
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proteaza, chit 1am 6n dinh (ké cd protein dugc ) sung nhu albumin), va t4 duoc

thuong khong duoc st dung dé xac dinh do tinh khiét.

Gan két “dic hiéu” hodc “cé chon loc”, ma lién quan dén phéi t/thu thé, axit
nucleic/axit nucleic bd trg, khang thé/khang nguyén, hoic cip gin két khac (vi du,
xytokin véi thu thé xytokin) (trong ban mo ta nay, mdi chét thuong duge goi 1a “phan
tr sinh hoc dich” hodc “dich) biéu thi phan g gin két ma lién quan dén sy co mit
ctia dich trong quin thé khong dong nhit cta cac protein va cac chét sinh hoc khéc.
Gén két dic hiéu c6 thé, vi du, co y nghia la gén két véi hop chét, phéi tr axit nucleic,
khang thé, hodc gin két véi thanh phan thu duoc tir vi tri gin két khang nguyén cia
khang thé, cia phuong phéap du dinh gin két voi dich c6 4i luc thuong 1a it nhit 16n
hon 25%, thuong hon 1a 16n hon it nhét 50%, thudong nhit 13 16n hon it nhat 100% (2
14n), thong thuong 1a 16n hon it nhit muoi 1An, thong thudng 1a it nhat 16n hon 20 1an,

va thudong nhit 12 manh hon it nhét 100 14n i luc v6i phan tir khong phai 1a dich.

Thuat ngit “phdi tG” dugc ding dé chi phan tir nho, axit nucleic, peptit,
polypeptit, sacarit, polysacarit, glycan, glycoprotein, glycolipit, hodc hén hop cua
chiing ma gin két v6i phan tr sinh hoc dich. Trong khi cac phéi tir co thé 1a cac chat
chit van hodc cac chét dbi khang thu thé, phéi tir con bao ham ca tac nhan gin két ma
khong phai 1a cht chii van hodc chét déi khang, va khong c6 dic tinh chit chii van
hodc chit dbi khang. Gin két dic hiéu cia phéi tir v6i dich cling ngudn gbc thuong
duoc thé hién béng “ai luc.” Theo cac phuong an dugce uu tién, cic phéi t theo sang
ché gin két vai i Iuc nim trong khoang tir 10* M dén khoang 10 M. Ai luc duge
tinh 1& Ky = Kog'kon (Kofr 18 hing sb téc d6 phan ly, K, 14 hing s6 téc do két hop va Ky
12 hang s6 6n dinh).

Al luc c6 thé duge xac dinh tai thoi diém can béng béng cach do phan doan dugc
gén két (r) ctia phéi tir danh ddu & cac ndng d6 khac nhau (c). Dit liéu dugce 1ap o thi
bang cach sir dung phuong trinh Scatchard: r/c = K(n-r): trong d6 r = mol phéi tr duge
lién két /mol thu thé tai thoi diém cén bing; ¢ = ndng do ctia phdi tir tur do tai thoi
diém can bing; K = hing sb lién két 6n dinh; va n = s6 vi tri gin két phéi tir trén moi
phan tir thu thé. Béng cach phan tich dd hoa, r/c dugc v& trén truc Y con r trén truc X,
do d6 tao ra dd thi Scatchard. Phép do 4i lyc bing cach phén tich Scatchard 13 da biét

trong linh vuc k§ thuét nay. Vi du, xem céc tai liéu: van Erp et al., J. Immunoassay 12:
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425-43, 1991; Nelson and Griswold, Comput. Methods Programs Biomed. 27: 65-8,
1988. Theo cach khéac, ai luc co thé duoc do theo phép chuén do nhiét luong déng
nhiét (ITC). Trong thtt nghiém ITC thong thudng, dung dich chtra phéi tir duge chuin
do vao dung dich chira dich cung ngudn gbc. Nhiét lugng giai phong ra tir twong tac
cua chung (AH) dugc theo ddi theo thoi gian. Khi cac luong lién tuc cia phéi tir duoc
chuén do vao té bao ITC, lugng nhiét hip thu hodc giai phong s& ty 18 voi lugng gin
két. Khi hé nay dat dén trang thai bdo hoa, tin hiéu nhiét bi giam chi dén khi quan sét
thiy su tan nhiét lvong. Sau d6, dudng cong gén két thu duoc tir d6 thi nhiét lugng cta
mdi 14n tiém theo ty 18 gitra phdi tir va ddi tac gin két trong té bao. Puong cong gin
két duoc phan tich bing mé hinh gin két thich hop dé xac dinh Kg, n va AH. Luu y
réng Kg = 1/K,.

Thuat ngit “d6i twong” dugc ding trong ban mo t& ndy dé chi ngudi hodc dong
vat khoéng phai 1a nguoi. Do d6, phuong phép va cac dugc phim theo sang ché dugc
ap dung cho c céc bénh & ngudi va bénh tha y. Theo phuong 4n nhét dinh, ddi twong
1a “bénh nhan”, tic 1a ngudi con séng ma dugc cham soc y té do bénh hodc tinh trang
bénh ly. Déi trong bao gdbm ngudi khong bi trang thai dau ém x4c dinh ma dang dugc
khao sat vé cac du hiéu bénh ly. Pugc uu tién 1a dbi tuong da dugc chin doan mic
bénh ung thu cu thé ma dugce huéng dich dén boi cac duge pham va phuwong phap theo
sang ché. Cac bénh ung thu dugc uu tién didu tri bang cac duoc phim theo sang ché
bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, bénh ung thw tuyén tién liét, bénh ung thu bicu
md than, u hic t6, bénh ung thu tuy, bénh ung thu co tir cung, bénh ung thu buéng
tring, bénh ung thu rudt, bénh ung thu dAu va ¢, bénh ung thu phdi va bénh ung thu
vu.

“Luong c6 hidu qua diéu tri bénh” dugc dinh nghia 1a lugng chét phan tng hoic
dugce phim di @& mang lai lgi ich cho bénh nhan, tc 1a 1am giam, phong ngira, hodc
lam thuyén giam cac tri€u ching cda tinh trang bénh ly duoc diéu tri. Khi tdc nhan
hodc duoc phém chtra tdc nhan chin doan bénh, “luong hiéu qua dé chin doan” dugc
dinh nghia 1a luong du dé tao ra déu hiéu, hinh anh, hoic théng s6 chan doan khac.
Luogng hi¢u qué cua dugce phém s€& thay dbdi theo cac yéu td nhu muc do nhay cadm cua
ca thé, lua tudi, gidi tinh, va thé trong cua ca thé, va dap tng dac thu cua ca thé.

“Luong c6 hidu qua” bao gdm, khong chi gi6i han &, lugng ma c6 thé 1am giam, thay
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dbi, 1am giam nhe, phong ngira, hodc chin doan triéu chirng hodc d4u hiéu cua tinh
trang bénh 1y hodc réi loan hodc qué trinh giy bénh cua chung. Trir khi ¢6 quy dinh
khac, 16 rang hodc dua vao ngit canh, “lugng c6 hiéu qua” khong chi gi6i han & luong

tbi thiéu da dé lam thuyén giam tinh trang bénh ly.

“Viéc didu tri” hodc “diéu tri bénh” (lién quan dén tinh trang bénh Iy hodc bénh)
1a cach dé dat duoc céc két qua c6 loi hodc cac Kkét qua mong mudn ké ca va t6t hon 1a
cac két qua 1am sang. Pbi voi cac muc dich cua sang ché, céc két qué ¢6 loi hodc cac
két qua mong muén lién quan dén bénh bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, mot
hodic nhidu két qua sau: phong bénh, 1am thuyén gidm tinh trang bénh ly lién quan dén
bénh, chita bénh, 1am gidm b6t mirc do nghiém trong cta bénh, tri hodn tién trién cla
bénh, lam gidm mat hodc nhiéu triéu ching lién quan dén bénh, ting cudong chét lugng
sdng ctia ngudi bénh, va/hoic kéo thoi gian sdng sot. Tuwong tu, d6i véi cac muc dich
ctia sang ché, cac két qua c6 lgi hodc cic két qua mong mudn lién quan dén tinh trang
bénh 1y bao gdm, nhung khong chi gidi han &, mot hodc nhiéu két qua sau: phong
ngira tinh trang bénh ly, lam thuyén giam tinh trang bénh ly, chita tri tinh trang bénh
ly, 1am giam muac d6 nghiém trong cua tinh trang bénh ly, tri hoan tién trién cia tinh
trang bénh ly, 1am giam mot hodc nhiéu triéu ching lién quan dén tinh trang bénh 1y,
ting cudng chit lugng sdng ctia ngudi bénh, va/hoic kéo dai thoi gian sbéng sot. Vi du,
theo cac phuong an, trong d6 cac dugce phim theo sang ché dugc sir dung dé diéu tri
bénh ung thu, cac két qua c6 loi hodc cac két qua mong mubn bao gbm, nhung khong
chi giéi han &, mdt hodc nhiéu két qua sau: 1am gidm murc do ting sinh (hodc pha huy)
té bao tan sinh hodc t& bao ung thu, 1am giam mirc d6 di can cac té bao cua khéi u tan
sinh phat hién dugc & cac bénh ung thu, thu nhé kich thudce cua khdi u, 1lam giam céc
triéu chung sinh ra tor bénh ung thu, ting cudng chét luong séng ciia bénh nhan méc
bénh ung thu, lam giam lidu luong cia cac thude khac can thiét dé diéu tri bénh, tri
hoan tién trién cua bénh ung thu, va/hodc kéo dai thoi gian séng sét cua cac bénh nhan
mic bénh ung thu. Tly theo ngft canh, “viéc didu tri” déi trong c6 thé am chi ring dbi
twong ¢6 nhu cAu didu tri bénh, vi dy, trong tinh huéng ma ddi twong bi méic ri loan

mong mubn duge 1am giam bang cach ding chat phan ting.
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“Vacxin” bao ham vacxin phong nglra. Vacxin con bao ham ca vacxin di€u tri, vi
du, vacxin dugc dung cho dong vat c6 vi ma bi tinh trang bénh ly hodc roi loan lién

quan dén khang nguyén hoic epitop c6 trong vacxin.
Purin dinucleotit vong

Céc t& bao nhan so ciing nhu té bao nhan chuén sir dung nhidu phéan tir nhd dé
truyén tin hiéu té bao va giao tiép trong va lién t& bao. Cic nucleotit vong nhu GMP
mach vong, cAMP, v.v. dd duoc biét 12 c6 hoat tinh diéu hoa va khoi mao trong té bao
nhan so va té bao nhan chudn. Khong giéng nhu té bao nhan chuan, cAc té bio nhan so
cling st dung purin dinucleotit vong lam cic phén tur diéu hoa. O sinh vét nhén so,
viéc ngung tu hai phan tir GTP dugc xtc tac bang enzym diguanylat xyclaza (DGC) dé

tao ra c-diGMP, ma 12 tac nhan diéu hoa quan trong trong vi khuin.

Nghién ctru gan day goi y rang diGMP vong hodc cic chét trong ty cia né ciing
c6 thé kich thich hodc ting cuong dap tng mién dich hodc viém & bénh nhén hodc ¢6
thé tang cudong dap tng mién dich dbi véi vacxin bang cach dong vai tro ta duoc & céc
dong vat ¢6 vi. Viéc phat hién ADN 4y dugc tir tAc nhan gdy bénh trong bao twong
can dén sy truyén tin hiéu théng qua kinaza lién két voi TANK 1 (TBK1) va yéu tb
phién ma nam sau, yéu té diéu hoa IFN- 3 (IRF3). Mot protein lién mang duge goi 1a
STING (chét kich thich gen IFN; con dugc goi la MITA, ERIS, MPYS va TMEM173)
c6 chirc nang 1am thy thé truyén tin hidu cho purin dinucleotit vong nay, giy ra sy kich
thich truc truyén tin hiéu TBK1-IRF3 va d4p tmg interferon typ I phu thudc vao
STING. Vi du, xem hinh 1 trong tai li¢u: Burdette ef al., Nature 478: 515-18, 2011 chi
ra rang STING lién két truc tiép véi diguanylat monophosphat vong, nhung khong lién

két v4i nucleotit hodc axit nucleic khong lién quan.

Purin dinucleotit vong dé sir dung 1am cac tién chat dé thu dugc CDN theo sing
ché dugc mo ta mot cach chi tiét, vi du, trong tai lidu: Gao et al, Cell (2013) 153:
1094-1107, doi: 10.1016/j.cell.2013.04.046; cac patent M§ sb 7,709458 va 7,592,326;
W02007/054279; va trong tai liéu Yan et al., Bioorg. Med. Chem Lett. 18: 5631
(2008). CDN nay c6 thé dugc cai bién bang cach ap dung cac k§ thuat hoéa hiru co
chudn @ tao ra CDN theo sang ché. CDN theo sang ché 1a phosphorothioat.

Phosphorothioat 12 bién thé ctia nucleotit binh thudng, trong d6 mot trong sd cac

nguyén tir oxy khong lién két cau dugc thé bang luu huynh. Viéc luu huynh héa lién
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két gitra cac nucleotit 1am giam dang ké hoat tinh clia endonucleaza, va exonucleaza,
ké ca ADN POL 1 exonucleaza 5' dén 3' va 3' dén 5', nucleaza S1 va P1, ARNaza,
nucleaza huyét thanh va phosphodiesteraza noc doc ran. Ngoai ra, hi€u qud cia viéc

lién két ngang 16p lipit kép duoc gia ting.

Lién két phosphorothioat lién két von 1a khong d6i xtmg. Chuyén gia trong linh
vuc k¥ thuat nay s& nhan thdy ring mdi phosphat trong cdu trac nay c6 thé ton tai &

dang R hoic S. Do d6, c6 thé c6 cac dang Rp,Rp, Sp.Sp, Sp,Rp, va Rp,Sp.

Céc ché phim chira CDN theo sang ché c6 thé duogc cho vit chi dung, riéng r&
hodc két hop vo6i ta duge duge dung, véi luong du dé gdy ra, diéu chinh, hoic kich
thich d4p tng mién dich thich hop. P4p ttng mién dich c6 thé bao gdm, nhung khong
chi gidi han &, dép tng mién dich dic hiéu, dap tmg mién dich khong dic hiéu, ca dap
ung mién dich dic hiéu va khong dic hiéu, dap tmg von co, dép tng mién dich tién
phat, mién dich thich tng, dap tng mién dich thtr phat, dép Gtng mién dich tri nhd,
mién dich hoat hoa té bao, mién dich ting sinh té bao, mién dich biét hoa té bao, va
bidu hién xytokin. Theo phwong 4n nhit dinh, cac ché phim chita CDN dugc ding két
hop v6i mét hodc nhiéu ché pham khac bao gdm vacxin nham dé kich thich dap tng
mién dich v6i mot hodc nhiéu khang nguyén dinh trudc; ta dugce; cac chét dbi khang
qua trinh CTLA-4 va PD-1, lipit, cac liposom, cac tdc nhan hda tri liéu, dong té bao

di€u bién mién dich, v.v..

Céc ché phém chira CDN ¢6 thé duoc dung trudce, sau, va’/hodc cung voi duge
pham hoic phuong thirc diéu tri hodc phong bénh khac. Cac duoc phim nay c6, nhung
khong chi giéi han &, phan tu ddng kich thich B7, intolokin-2, interferon-y, GM-CSF,
chat d6i khang CTLA-4, phéi tir OX-40/0X-40, phdi tir CD40/CD40, sargramostim,
levamisol, virut ddu mua & suc vat, Bacille Calmette-Guerin (BCG), céc liposom,
phén, ta dugc Freund hoan chinh hoac khong hoan chinh, ndi doc td da kht doc, dau
khoéang, céc chét hoat dong bé mit nhu lipolexitin, rugu pluronic, polyanion, peptit, va
nhil tvong dau hodc hydrocacbon. Céc chit mang dé gay ra dap ung mién dich té bao
T ma wu tién kich thich dap tng té bao T tan bao so v6i ddp Gng khang thé dugc wu
tién, mic du chit mang kich thich ca hai kiéu dép tmg cling c6 thé duoc dung. Trong
cac truong hgp ma trong do tic nhan 1a polypeptit, thi chinh polypeptit nay hodc
polynucleotit ghi ma polypeptit ¢6 thé duoc dung. Chit mang c6 thé 1a té bao, nhu té
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bao trinh dién khang nguyén (APC) hoidc té bao tua. Céc té bao trinh dién khang
nguyén bao gém kiéu té bao nhu té bao don nhan 16n, cac té bao tua va té bao B. Cac
té bao trinh dién khang nguyén khac bao gdm bach cau don nhan to, t& bao Kupffer
vung ria, té bao tiéu than kinh dém, t& bao Langerhans, té bao tua dang bach tudc, té
bao tua c6 nang, va t& bao T. Cac té bao trinh dién khang nguyén tiy y ciing c6 thé
duoc st dung. Céc vi du vé céc t& bao trinh dién khang nguyén tily y bao gdm té bao
hinh sao, té bao nang, ndi mac va nguyén bao s¢i. Chat mang c6 thé 1a t& bao vi khudn
duoc bién nap dé biéu hién polypeptit hodc dé phan phéi polynucleotit ma sau d6 duoc
biéu hién trong cac té bao cia ca thé dugc ching ngira. Céac td dugc, nhu nhom
hydroxit hodic nhém phosphat, c6 thé duoc bd sung vao dé lam ting khi ning cla
vacxin khi gdy ra, ting cudng, hoic kéo dai dap tng mién dich. Cac chit khac, nhu cac
xytokin, céc chét héa ung dong, va cic trinh tu axit nucleic vi khuin, nhu CpG, chét
chu van thu thé giéng Toll (TLR) 9 ciing nhur c4c chit cha vén khac dbi véi TLR 2,
TLR 4, TLR 5, TLR 7, TLR 8, TLRY, bao g?)m lipoprotein, LPS, monophosphoryl
lipit A, axit lipoteichoic, imiquimod, resiquimod, va céc chét cha van gen I tao ra axit
retinoic (RIG-I) khac nhu poly I:C, duoc dung riéng r& hodc két hop véi cac dugc
phém da néu cling 1a céc ta dugce tiém nang. Cac vi du dai dién khéc vé cac ta duoc
bao gdm ta dugc tdng hop QS-21 chira saponin ddng nhat d4 duoc tinh ché tir vo cla
Quillaja saponaria va Corynebacterium parvum (McCune et al., Cancer, 1979;
43:1619). Can phai hiéu rang ta dugc cin phai t6i uu hoa. N6i cach khéc, chuyén gia
trong linh vuc k¥ thudt nay c6 thé thuc hién thir nghiém théng thuong dé xac dinh ta

dugc t6t nhit cin dung.

Phuong phéap ding dong thdi véi tac nhan didu tri bénh khac 14 da biét trong linh
vuc ky thudt nay (Hardman, et al. (eds.) (2001) Goodman and Gilman’s The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 10th ed., McGraw-Hill, New York, NY;
Poole and Peterson (eds.) (2001) Pharmacotherapeutics for Advanced Practice: A
Practical Approach, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., PA; Chabner and Longo
(eds.) (2001) Cancer Chemotherapy and Biotherapy, Lippincott, Williams & Wilkins,
Phila., PA).
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Do tinh chét cua ta duge cta hop chit theo sang ché, c6 thé sir dung két hop v6i
céc phuong thire diéu tri khac bao gdm vacxin, t4 dugc, khang nguyén, khang thé, va

chét diéu bién mién dich khac. C4c vi du dugce néu dudi day.
Ta duoc

Ngoai purin dinucleotit vong md ta ¢ trén, ché phim theo sang ché c6 thé con
chtra mdt hodc nhiéu chit khac ma, do ban chét cua ching, c6 thé tac dong dé kich
thich hodc str dung hé mién dich theo cch khac dé dap Gng véi cac khang nguyén ung
thu c6 mét trong té bao khéi u da dugc 1am bat hoat. Cac ta duge nay bao gém, nhung
khong chi gidi han 6, lipit, cac liposom, vi khuén khong hoat dong ma gay mién dich
bam sinh (vi du, Listeria monocytogenes khong hoat dong hoic bi suy yéu), ché phim
ma gay kich hoat mién dich bam sinh thong qua céc thy thé gidng Toll (TLR), c4c thu
thé gibng (NOD) (NLR), c4c thu thé gibng gen tao ra axit retinoic (RIG)-I- (RLR),
va/hoic cac thu thé lectin kiéu C (CLR). Cac vi du v&é PAMP bao gdm lipoprotein,
lipopolypeptit, peptidoglycan, zymosan, lipopolysacarit, neisserial porin, flagelin,
profilin, galactoxeramit, muramyl dipeptit. Peptidoglycan, lipoprotein, va cac axit
lipoteichoic 1a cac thanh phan ciia thanh té bao vi khuin Gram duong. Lipopolysacarit
dugc biéu hién trong hau hét cac vi khuan, trong d6 MPL 13 mot vi du. Flagelin duoc
dung dé chi thanh phan c4u tric cta vi khuin c6 16ng ma dugc tiét ra boi vi khudn tac
nhan giy bénh va hoi sinh. a-Galactosylxeramit (a-GalCer) 1a chit hoat héa cua té bao
chét ty nhién T (NKT). Muramyl dipeptit 12 motif peptidoglycan hoat tinh sinh hoc
thong thudng déi voi vi khuan. Danh muc nay khong dugce du dinh giéi han pham vi

ctia sang ché. Cac hdn hop ta dugc duge wu tién dugc mo ta dudi day.
Céc chét dbi khang con duong CTLA-4 va PD-1

CTLA-4 dugc cho 1a chit diéu hoa 4m quan trong ctia d4p tng mién dich thich
ung. Cac té bao T hoat héa s& didu hoa tang CTLA-4, ma lién két v6i CD80 va CD86
trén cac té bao trinh dién khang nguyén c6 4i luc cao hon CD28, do d6 viéc tic ché té
bao T sé kich thich mic do bidu hién gen IL-2 va sy ting sinh té bao T. Cac tic dung
chéng khéi u ctia viéc phong bé CTLA4 di dugce quan sat thdy & mé hinh chuot dong
bi bénh ung thu bidu mé rudt két, bénh ung thu tuyén tién liét di can, va u héc 6 di

can.
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Ipilimumab (Yervoy™) va tremelimumab 13 khang thé don dong duoc 1am gidng
nhu ctia ngudi ma lién két voi CTLA4 ciia ngudi va ngin khong cho né tuong tac véi
CD80 va CD86. Cac nghién ctru pha I va II bang cach st dung ipilimumab va
tremelimumab da chimg minh hoat tinh 14m sang & cic bénh nhan méc bénh ung thu.
Chét diéu bién mién dich am tinh khac ma c6 thé dugc huéng dén nhd chién luge
turong tu bao gdm qua trinh chét té bao theo chwong trinh 1, chét 1am yéu té bao B va
té bao lympho T, yéu t sinh truong bién nap beta B, intolokin-10, va yéu td sinh

trudng ndi mo mach.

PD-1 14 chit diéu hoa 4m khéac cta dép img mién dich thich ing ma dugc biéu
hién trén cac té bao T da dugc hoat héa. PD-1 lién két v6i B7-HI va B7-DC, va viéc
lién két v6i PD-1 te ché sy hoat hoa té bao T. Tac dung chéng khéi u da dugc chimg
minh bing qué trinh phong bé PD-1. BMS-936558, MK3475, CT-011, AMP-224 va
MDX-1106 da duoc théng bao ring trong tai liéu chuyén nganh la cac vi du vé chit

phong bé PD-1 ma c¢6 thé dugc sir dung theo sang ché.
Cac chat chil van TLR

Thuat ngit “thu thé gibng Toll” (hoic “TLR”) dugc ding trong ban mo ta nay dé
chi mot thanh vién cta ho thu thé gibng Toll bao gdm cac protein hoic doan clia chiing
ma nhay véi san pham vi sinh vat va/hoic khoi mao dap ing mién dich thich tng.
Theo mét phuong an, TLR hoat héa té bao tua (DC). Cac thy thé gibng Toll (TLR) l1a
nhém bao gdm cac thu thé nhan biét mo hinh ma ban diu duoc xac dinh 13 tic nhan
cam bién cua hé mién dich bdm sinh nhéan biét tic nhan gay bénh vi sinh vat. TLR bao
gdm ho cac phin tir xuyén mang bao toan chira ving ecto cua cac doan l3p gidu
leuxin, mién lién mang va mién ndi bao TIR (Toll/IL-1R). TLR nhan biét cac cdu tric
khac biét trong vi khuén, thuong duge goi 1a “PAMP” (kiéu phan tir lién quan dén tac
nhéin gy bénh). Phéi tir gan két v6i TLR hd trg mot loat qud trinh truyén tin hiéu
trong té bao ma san sinh ra cac yéu td lién quan dén bénh viém va mién dich.

O nguoi, muoi TLR da dugc xac dinh. TLR dugc biéu hién trén bé mit cia cac
té bao bao gdbm TLR-1,-2,-4,-5, va -6, trong khi TLR-3, -7/8, va -9 duoc biéu hién
trong khoang ER. Céc phan nhom té bao tua & ngudi c6 thé duoc xac dinh trén co s&
cta kiéu biéu hién TLR khéc biét. Vi dy, phan nhém dang tiy hodc “thdng thuong”
ctia DC (mDC) bidu hién TLR 1 dén 8 khi bj kich thich, va mét loat cht danh déu
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hoat héa (vi du, CD80, CD86, MHC nhom I va II, CCR7), cac xytokin tién viém, va
cac chit héa ung dong dugce sinh ra. Két qua cua su kich thich nay va biéu hién thu
duogc 1a cung cAp thong tin cho té bao T CD4+ va CD8+ dic hiu véi khang nguyén.
Cac DC nay can c6 kha ning ting cudng hép thu khang nguyén va trinh dién chung &
dang thich hop véi té bao T. Tréi lai, phan nhém dang tuong bao ctia DC (pDC) chi
biéu hién TLR7 va TLRY khi hoat hoéa, béng cach hoat héa cac té bao NK cling nhu té
bao T. Vi viée diét céc té bao cua khéi u c6 thé tac dong bét loi dén chtrc ning DC, da
¢ goi ¥ ring viéc hoat hoa DC bing céc chit cht van TLR c6 thé 1a c6 lgi dé cung
cép thong tin cho hé mién dich chdng u trong phép diéu tri mién dich dé diéu tri bénh
ung thu. Piéu nay ciing da goi y rang viéc diéu tri thanh cong bénh ung thu vi bing

cach str dung burc xa va phuong phép hoa tri can phai hoat h6a TLR4.

Céac chit chi vAn TLR da biét trong linh vuc k¥ thuét ndy va duge st dung theo

sang ché bao gom, nhung khong chi giéi han & céc chat sau:

Pam3Cy, chét chi van TLR-1/2;

CFA, chét chi van TLR-2;

MALP2, chét chit van TLR-2;

Pam2Cly, chit cht vn TLR-2;

FSL-1, chét cht van TLR-2;

Hib-OMPC, chét chi van TLR-2;

polyribosinic: axit polyriboxytidic (Poly I:C), chat chii van TLR-3;

axit polyadenosin-polyuridylic (poly AU), chét cht van TLR-3;

axit polyinosinic-polyxytidylic da dugc lam 6n dinh bang poly-L-lysin va carbo-
xymetylxenluloza (Hiltonol®), chét chti van TLR-3;

monophosphoryl lipit A (MPL), chét chu van TLR-4;

LPS, chét cht van TLR-4;

flagelin, chét cht van TLR-5;

sialyl-Tn (STn), hydrat cacbon lién quan dén MUC1 muxin trén nhiéu té bao ung
thu cia ngudi va chit chi van TLR-4;

imiquimod, chét cha van TLR-7;

resiquimod, chét chi van TLR-7/8;

loxoribin, chit cha van TLR-7/8; va
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CpG dinucleotit khong dugc metyl hoa (CpG-ODN), chét chi van TLR-9.

Do tinh chét t4 dugc, chit chi van TLR tdt hon 1a dugc dung két hop véi vacxin,
céc ta duoc va/hodc chat didu bién mién dich khéc, va c6 thé dugc két hop thanh nhiéu
hdn hop khac nhau. Do d6, theo phwong 4n nhét dinh, purin dinucleotit vong ma lién
két v6i STING va gdy hoat héa TBK 1 phu thudce vao STING va té bao khdi u da duoc
lam bét hoat ma biéu hién va tiét mot hodc nhidu xytokin kich thich su cim (g, su bd
sung va/hodc sy thanh thuc cua té bao tua, nhu dugc mé ta trong ban mo ta nay cé thé

duoc dung cung véi mdt hodc nhiéu chit cht van TLR nhim muc dich diéu tri bénh.
Didu trj bing khang thé

Poc tinh déi voi té bao gian tiép do t& bao phu thudc vao khing thé (Antibody-
Dependent Cell Mediated Cytotoxicity - ADCC) la co ché bao vé mién dich do té bao
gy ra ma nhd d6 tac dong lén té bao cua hé mién dich s& chi dong phén giai té bao
dich, c6 cac khang nguyén bé mit t& bao da duoc lién két boi cac khang thé dic hiéu.
Day 14 mot trong sd céc co ché ma thong qua d6, cac khang thé, 13 mot phan cua dap
tng mién dich thé dich, c6 thé hoat dong dé han ché va ngin chin sy nhiém tring.
ADCC truyén thdng dugc tao ra boi cac té bao diét tu nhién (NK); té bao don nhan
16n, cac bach ciu trung tinh va té biao ua eosin ciing c6 thé 14 trung gian cho ADCC.
ADCC 1a co ché hoat dong quan trong cia cic khang thé don dong diéu tri bénh, bao
gdm trastuzumab va rituximab, chdng lai khdi u. Cac hop chét theo séng ché c6 thé

hoat dong dé tao ra ADCC.

Sau day la danh muc lam vi du cta cac khang thé ma c6 theé dugc sir dung cung

v6i hop chét theo sang ché.

Muromonab-CD3: dugc ding dé ngan ngira sy dio thai co quan cip tinh, vi dy,
than, manh cdy ghép. Céc phién ban dugce 1am gidng nhu phién ban clia ngudi cho
thy trién vong trc ché viéc phan hiy tu mién dich cua cac té bao beta & bénh dai thao

dudng typ 1.

Infliximab (Remicade®) va adalimumab (Humira®): lién két voi yéu td hoai tir
u-alpha (TNF-a). Pugc st dung trong mot sé bénh viém nhu bénh viém da khép dang
thip, bénh vay nén, bénh Crohns.
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Omalizumab (Xolair®). Lién két véi IgE bing cach ngan IgE khong lién két véi

cac t€ bao nudi. Pugc str dung d¢ tri bénh hen di Umg.

Daclizumab (Zenapax®). Lién két v6i phin thu thé IL-2 dugc biéu hién trén bé
mit cta t& bao T dugc hoat hoa. Pugc ding dé ngin ngira sy thai bd cép tinh than da

dugc ciy ghép.

Rituximab (tén thwong mai = Rituxan®). Lién két véi phan tr CD20 dugc tim

th?iy trén hau hét cac té bao B va duge st dung dé diéu tri u bach huyét té bao B.

Ibritumomab (tén thuong mai = Zevalin®). D4y 1a khang thé don dong chéng lai
phén tir CD20 trén té bao B (va u bach huyét) da tiép hop véi cac dong vi. Pugc cho
bénh nhan u bach huyét sir dung ¢6 bd sung Rituxan.

Tositumomab (Bexxar®). Pay 1a thé tiép hop cua khang thé don dong chéng lai
CD20 va ddng vi phong xa iot-131 (1311).

Cetuximab (Erbitux®). Phong bé HER1, mét thu thé ddi véi yéu té sinh truéng
bidu bi (EGF) ma dugc phét hién trén mot sb t& bao cta khdi u (mot sé bénh ung thu

vii, u bach huyét).

Trastuzumab (Herceptin®). Phong bé HER2, yéu t6 sinh truéng thu thé dugc

biéu hién qua mirc & 20% bénh ung thu v.

Adcetris®. Thé tiép hop ciia khang thé don dong ma lién két v6i CD30, phan tir
bé mit t& bao dugc biéu hién boi cac té bao u bach huyét nhung khong phét hién duge

trén cac té bao gbe binh thudong can thiét d& phuc hdi tay xuong.

Alemtuzumab (Campath-1H®). Lién két véi CD52, phan tir dugc tim thdy trén
cac té bao lympho va lam suy yéu c té bao T va té bao B. D4 lam thuyén giam bénh
bach céu té bao lympho man tinh va c6 htra hen trong viéc phong ngira dao thai cly

ghép than.

Lym-1 (Oncolym®). Lién két v6i khang nguyén tuong thich véi mo duge giai
mi bang HLA-DR ma c6 thé duoc bidu hién & mac d6 cao trén té bao cia u bach
huyét.

Ipilimumab (Yervoy®) hoat déng dé lam ting dap tng mién dich cta chinh co

thé voi khoi u.
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Vitaxin. Lién két voi integrin (alpha-v/beta-3) mach dugc tim théy trén mach
mau cta cic loai u nhung khéng dwgc tim thiy trén mach mau nudi cic mo binh
thuong. Trong cac thtr nghiém 1am sang pha II, Vitaxin da thé hién trién vong thu nhé

c4c u rdn ma khong gay ra tic dung phu.

Bevacizumab (Avastin®). Lién két véi yéu t6 sinh truéng ndi mod mach
(Vascular Endothelial Growth Factor - VEGF) ngin khéng cho né gin két véi thu thé

ctia né. Pugc ding dé diéu tri bénh ung thu két trang.

Abciximab (ReoPro®). Uc ché su két tap tidu cAu bing cach gin két thu thé trén
bé mit cua ching ma thuong dugce lién két voi fibrinogen. Hiru dung dé ngin ngira sur

tic ngh&n mach vanh & cac bénh nhan ma bi tao hinh mach.
Céc tac nhan phan phdi

Liposom 1a nang dugc tao ra tor mot I6p (“unilamellar”) hodc nhiéu 16p
(“multilamellar”) phospholipit. Do dic tinh ludng cuc ciia khdi tao ra phospholipit, cac
liposom thuong bao gém 16p wa nuée tiép xtic v6i bé mit bén ngoai wa nuéc va bao
ldy nhan va nu6c. Tinh linh hoat ciia cac liposom khi két hop véi thanh phin wa
nuédc/ky nude, ban chét khong ddc cda chung, su thoai bién sinh hoc, su tuong thich
v6i mo, kha ning diéu chinh, gdy cam tng mién dich té bao, dic tinh gidi phong cham
va tang do hap thu bdi té bao don nhan 16n, khién cho ching tré thanh ung vién hip

dan dé phan phéi cac khang nguyén.

Tai lidu WO2010/104833 md ta cac ché phdm diéu ché chira liposom thich hop.
Céac ché phdm chira liposom, trong ban mo ta nay duogc goi l1a VesiVax® (Molecular
Express, Inc.), chira hoic khong chira “polypeptit hodc hydrat cacbon sinh mién dich”
néu trén, c6 thé chira mot hodc nhidu thanh phin bd sung nhu peptidoglycan,
lipopeptit, lipopolysacarit, monophosphoryl lipit A, axit lipoteichoic, resiquimod,
imiquimod, flagelin, cac oligonucleotit chira motif CpG khong metyl hoa, beta-
galactosylxeramit, muramyl dipeptit, axit retinoic tran, ARN sg¢i d6i virut, protein sbc
nhiét, dioctadexyldimetylamoni bromua, cic chét hoat dong bé& mit cation, chét khang
thu thé giéng Toll, dimyristoyltrimetylamonipropan, va cac chit cht van thu thé gibng
nod. C6 1oi 13, néu cac ché phdm chua liposom nay c6 thé dwoc ding dé phan phdi

CDN theo sang ché.
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Hon nita, trong khi cac ché phim chira liposom néu trén st dung “chét dan xut
steroit” nhu mot mé neo dé gin polypeptit hoic hydrat cacbon sinh mién dich vao

liposom, steroit c6 thé don gian 14 steroit khong tiép hop nhu cholesterol.

Phuong phép thich hop dé bao ché cac liposom tir hdn hop lipit 14 da biét trong
linh vuc k§ thuat nay. Vi d u, xem tai liéu: Basu & Basu, Liposome Methods and
Protocols (Methods in Molecular Biology), Humana Press, 2002; Gregoriadis,
Liposome Technology, 3 Edition, Informa HealthCare, 2006. Phuong phap dugc wu
tién bao gdbm phuong phép ép dun, ddng nhat héa, va siéu am di dugc boc 16 & day.
Phuong phap 1am vi du nhdm bao ché cic liposom dé dung trong sing ché, ma bao
gbm viéc 1am kh6 hdn hop 1dng, tiép theo 1a hydrat hoa trong chét din c6 nuée va xir
Iy bang siéu 4m dé tao ra cac liposom, di dwgc mo ta trong cong bd don qubc té sb

W02010/104833.

Theo phwong 4n nhit dinh, cac liposom dugc cung cAp nam trong khoang c&
trung binh cu thé. C& liposom c6 thé duoc chon, vi du, b%lng cach ép dun chit dan co
nude chira cic liposom qua mang c6 ¢& 18 chon trude va thu gom nguyén liéu chay
qua mang nay. Theo phuong 4n dugc vu tién, liposom dugc chon hau nhu ¢6 ban kinh
nim trong khoang tir 50nM dén 500nM, tt hon nita 12 hdu nhu c¢6 ban kinh nam trong
khoéang tir 50nM dén 200nM, va t5t nhat 12 hdu nhu c6 ban kinh nim trong khoang tir
50nM dén 150nM. Thuét ngir “hdu nhu” duoc ding trong ban md ta ndy trong ngit
canh ndy c6 nghia 1a it nhit 75%, t6t hon nita 80%, va tdt nhét 13 it nhit 90% liposom
nam trong khoang dugc chi dinh.

Céc ta dugc lipit va gidng lipit khac ma ¢ thé dugc sir dung theo sang ché bao
gdbm nhil tvong dau trong nudc (o/w) (xem, vi du tai ligu: Muderhwa et al., J.
Pharmaceut. Sci. 88: 1332-9, 1999)), VesiVax® TLR (do Molecular Express, Inc.
cung cép), digitonin (vi du, xem patent My sb 5,698,432), va lipit glucopyranosyl (vi
du, xem don yéu cdu cip patent My s6 20100310602).

Hat ¢ c& hat nano ciing 14 hé phan phéi duoc chét thich hop ddi v6i hau hét cac
duong dung. Qua nhiéu nim, nhiéu loai polyme ty nhién va tbng hop da duoc khai
thac d8 didu ché hat c6 c& hat nano, trong d6 poly(axit lactic) (PLA), poly(axit
glycolic) (PGA), va copolyme cua ching (PLGA) da dugc khao sat sdu rong do su

tuong thich véi mé va sy thoai bién sinh hoc cua chiing. Hat ¢6 ¢& hat nano va chat
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mang nano khac dong vai tro chit mang tiém ning d6i véi mot vai nhom dugc chat
nhu cac duge chit chdng ung thu, cac duoc chét chéng tang huyét ap, cac chét diéu
bién mién dich, va cac hormon; va dai phan tir nhu axit nucleic, cac protein, peptit, va
cac khang thé. Vi du, xem tai liéu: Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 21:387-422,
2004; Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine 1:22-30, 2005.

Céc tac nhan hoa tri licu

Theo cac phuong 4n bd sung, phuong phép khéc con bao gbm viéc cho dbi tugng
dung luong hiéu qua cia mot hodc nhiéu tac nhan hoa tri liéu nhu mot phép diéu tri
bénh bd sung. Theo phuong 4n nhét dinh, mot hodc nhiéu tac nhan héa tri lidu dwgc
chon tir abirateron axetat, altretamin, anhydrovinblastin, auristatin, bexaroten,
bicalutamit, BMS 184476, 2,3,4,5,6-pentaflo-N-(3-flo-4-metoxyphenyl)benzen
sulfonamit, bleomyxin, N,N-dimetyl-L-valyl-L-valyl-N-metyl-L-valyl-L-proly-1-
Lprolin-t-butylamit, cachectin, cemadotin, clorambuxil, xyclophosphamit, 3',4'-
didehydro-4'-deoxy-8'-norvin-caleukoblastin, docetaxol, doxetaxel, xyclophosphamit,
carboplatin, carmustin, Xxisplatin, cryptophyxin, Xyclophosphamit, xytarabin,
dacarbazin (DTIC), dactinomyxin, daunorubixin, dexitabin dolastatin, doxorubixin
(adriamyxin), etoposit, 5-floraxil, finasterit, flutamit, hydroxyuré va hydroxyurétaxan,
ifosfamit, liarozol, lonidamin, lomustin (CCNU), MDV3100, meclorethamin (nito mu
tat), melphalan, mivobulin isethionat, rhizoxin, sertenef, streptozoxin, mitomyxin,
metotrexat, taxan, nilutamit, onapriston, paclitaxel, prednimustin, procarbazin,
RPR109881, stramustin phosphat, tamoxifen, tasonermin, taxol, tretinoin, vinblastin,
vincristin, vindesin sulfat, va vinflunin.

Dong té bao diéu bién mién dich

“Té& bao khéi u da dugc 1am bat hoat” nghia 12 t& bao ctia khdi u ("ndi sinh" hoic
"di sinh" v6i bénh nhan) ma da duoc xir Iy dé ngan chin sy phan chia cua té bao. Pdi
v6i cac muc dich cia sang ché, cac t& bao niy bao toan tinh sinh mién dich va hoat
tinh chuyén héa ciia chiing. Céc té bao nay ctia khdi u dugc cai bién bang cong nghé di
truyén dé biéu hién gen chuyén ma duoc biéu hién bén trong bénh nhan 1a mot phan
ctia phép diéu tri bénh ung thu. Do @6, ché pham hoic vacxin theo sing ché chira cac
té bao tan sinh (vi du, khdi u) ma noi sinh hodc di sinh véi bénh nhan dang tiép nhan

tri liéu va t6t nhét 1a cung kiéu té bao ctia khéi u ma dang gay bénh & bénh nhan. Vi
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du, bénh nhan méic u hic td s& thuong duoc dung té bao cai bién bing cong nghé di
truyén thu duoc tir u hic t6. Phuong phéap 1am bat hoat céc té bao ctia khdi u dé ap

dung theo sang ché, nhu viéc chiéu xa, 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Céc té bao khong hoat héa ciia khéi u theo sang ché dugc cho bénh nhan ding
cling v6i mot hodc nhidu phéan tir hodc tac nhan ddng kich thich. Tac nhan dong kich
thich dugc vu tién chira mot hoac nhiéu xytokin kich thich sy cam ung, bd sung,
va/hodc su thanh thuc cta té bao tua. Phuong phap danh gi4 tac nhan dong kich thich
nay 1a da biét trong tai liéu chuyén nganh. Su cim {mg va thanh thuc cua DC thudng
duge danh gia theo mirc ting biéu hién trong céc phan tr trén mang nhu CD80 va
CD86, va/hodc tiét cac xytokin tién viém, nhu IL-12 va interferon typ I sau khi bi kich
thich.

Theo cac phuong 4n dwoc wu tién, chinh cic té bao khéng hoat héa cla khéi u
duoc cai bién dé biéu hién va tiét ra mot hoic nhiéu xytokin kich thich su tao ra, su bd
sung va’/hodc sy thanh thuc cia té bao tua. Sang ché duoc boc 16 b?mg mot sd thuat
ngit 1am vi du lién quan dén viéc st dung GM-CSF. Do d6, bing cich lam vi du, té
bao ctia khdi u c6 thé biéu hién gen chuyén ghi md GM-CSF nhu d3 duge boc 10 trong
cac patent My sb 5,637,483, 5,904,920, 6,277,368 va 6,350,445, cling nhu trong cong
bd don yéu cu cip patent My s6 20100150946, ma cac tai liéu nay 18 rang dugc dua
vao day bing cach vién din. Mot dang té bao ung thu dugc cai bién bing cong nghé di
truyén biéu hién GM —CSF hoic "vacxin té bao biéu hién xytokin" dé diéu tri bénh

ung thu tuy dugce boc 16 trong cac patent My s6 6,033,674 va 5,985,290.

Céc xytokin thich hop khac ma c6 thé duge biéu hién boi cac té bao khong hoat
héa ctia khdi u va‘hoic cac té bao thay thé bén ngoai, hodc cung v6i, GM-CSF bao
gdm, nhung khong chi giéi han &, mét hoic nhiéu phéi tr CD40, IL-12, CCL3,
CCL20, va CCL21. Danh muc nay khéng dugc dy dinh gidi han pham vi clia sdng ché.

Mic du tt hon 1a céac té bao khdi u da duge bat hoat dugc cho ddi tuong dung
biéu hién mot hodc nhiéu xytokin quan tdm, dong té bao khdi u co thé 1a kém theo
dong té bao da duoc bét hoat bén ngoai ma biéu hién va tiét mot hodc nhiéu xytokin
kich thich sy cam ung, su bd sung va’/hodc su thanh thuc cua té bao tua. Dong té bao
bén ngoai ¢6 thé cung cdp toan bd cac xytokin kich thich sy cam tng, su bd sung

va/hodc su thanh thuc cia té bao tua, hodc c6 thé cung cép cac xytokin kich thich su
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cam tng, su bod sung va/hodc su thanh thuc cia té bao tua duge bi€u hi¢n va tiét ra nho

cac t€ bao khong hoat hoéa cia khoi u. Vi du, dong té bao bén ngoai biéu hién xytokin

diéu bién mién dich di duoc boc 16 trong cac patent M§ s 6,464,973, va 8,012,469,

trong cac tai liéu: Dessureault et al., Ann. Surg. Oncol. 14: 869-84, 2007, va Eager and
Nemunaitis, Mol. Ther. 12: 18-27, 2005.

"Polypeptit ctia yéu t6 kich thich khuén lac dai thuc bao bach cau hat (GM-CSF)"

c¢6 nghia 12 xytokin hoic doan cua chiing ¢6 hoat tinh diéu bién mién dich va c6 muc

do twong tw trinh ty axit amin it nhit khoang 85% véi sd hidu luu gitt GenBank

AAAS52122.1.

Vacxin

Theo phuong an nhét dinh, cic dugc phdm chira CDN duge ding két hop véi

mot hodc nhiéu vacxin nham kich thich dap tmg mién dich véi mot hodc nhiéu khang

nguyén dinh truée. Cac vi du vé cac khang nguyén dich ma c6 thé dugc sir dung theo

sang ché duoc liét ké trong bang sau. Khing nguyén dich con co thé 1a doan hoic

polypeptit dung hgp chira phan khang nguyén c6 hoat tinh mién dich duoc liét ké trong

bang nay. Khong dugc du tinh giéi han pham vi cua sang ché & danh muc nay.

Bang 1. Khang nguyén

Khang nguyén

Tham chiéu

Khang nguyén cia khoi u

Mesothelin

S hiéu luu gitt Genbank s6 NM_005823; U40434;
NM_013404; BC003512 (vi dy, xem ca: Hassan, ef al.
(2004) Clin. Cancer Res. 10:3937-3942; Muminova, et
al. (2004) BMC Cancer 4:19; lacobuzio-Donahue, et
al. (2003) Cancer Res. 63:8614-8622).

Protein kém theo khdéi u
Wilms-1 (Wt-1), bao gbm
dang ddng chitc ning A; dang
ddng chirc ning B; dang dong
chirc ning C; dang dong chirc
nang D.

Dang dong chtc ning WT-1 A (SO hidu luu git
Genbank s60 NM 000378; NP_000369). Dang dong
chic ning WT-1B (S6 hiéu luu gitt Genbank s6
NM 024424; NP_077742). Dang ddng chtrc ning WT-
1C (S6 hiéu luu gitt Genbank s6 NM_024425;
NP_077743). Dang dong chirc nang WT-1 D (S4 hiéu
luwu gitt Genbank s6 NM_024426; NP_077744).

Enzym chymotryptin cua l6p
sung (stratum corneum
chymotryptic enzyme - SCCE),
va céc bién thé cua chung.

S5 hitu lwvu git Genbank s6 NM_005046;
NM 139277; AF332583. Vi dy, xem cd céc tai liéu:
Bondurant, et al. (2005) Clin. Cancer Res. 11:3446-
3454; Santin, et al. (2004) Gynecol. Oncol. 94:283-
288; Shigemasa, et al. (2001) Int. J. Gynecol. Cancer
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Béang 1. Khang nguyén

Khang nguyén

Tham chiéu

11:454-461; Sepehr, et al. (2001) Oncogene 20:7368-
7374.

Protein A c6 lién quan vé
chudi thuéc nhém I MHC
(MICA) Protein A c¢6 lién
quan vé chudi thudc nhém I
MHC (MICB).

Vi du, xem c4c tai li€u: Groh, et al. (2005) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 102:6461-6466; S6 hidu hwu giit
Genbank s6 NM 000247; BC 016929; AY750850;
NM _005931.

Gastrin va céc peptit thu dugce
tir gastrin; gastrin/thu  thé
CCK-2 (cling dugc goi la
CCK-B).

Harris, et al. (2004) Cancer Res. 64:5624-5631;
Gilliam, et al. (2004) Eur. J. Surg. Oncol. 30:536-543;
Laheru and Jaffee (2005) Nature Reviews Cancer
5:459-467.

Glypican-3 (khang nguyén, vi
du, cua bénh ung thu bi€u mod
t€ bao gan va u héc t0).

S6 hiéu luu gitt Genbank s6 NM 004484. Nakatsura, et
al. (2003) Biochem. Biophys. Res. Commun. 306:16-
25; Capurro, et al. (2003) Gasteroenterol. 125:89-97;
Nakatsura, et al. (2004) Clin. Cancer Res. 10:6612-
6621).

Protein gidng Coactosin.

Nakatsura, et al. (2002) Eur. J. Immunol. 32:826-836;
Laheru and Jaffee (2005) Nature Reviews Cancer
5:459-467.

Khang nguyén té bao gbc cia
tuyén tién liét (PSCA).

S6 hiéu luu gitt Genbank sb6 AF043498; AR026974;
AR302232 (vi du, xem ca cac tai li¢u: Argani, et al.
(2001) Cancer Res. 61:4320-4324; Christiansen, et al.
(2003) Prostate 55:9-19; Fuessel, et al. (2003) 23:221-
228).

Axit phosphataza cia tuyén
tién liét (PAP); khang nguyén
dac hiéu cua tuyén tién liét
(PSA); PSM; PSMA.

Small, et al. (2000) J. Clin. Oncol. 18:3894-3903;
Altwein and Luboldt (1999) Urol. Int. 63:62-71; Chan,
et al. (1999) Prostate 41:99-109; Ito, et al. (2005)
Cancer 103:242-250; Schmittgen, et al. (2003) Int. J.
Cancer 107:323-329; Millon, et al. (1999) Eur. Urol.
36:278-285.

Sau khang nguyén biéu mo
lién mang cua tuyén tién lit
(STEAP).

Vi dy, xem tai liéu: Machlenkin, et al. (2005) Cancer
Res. 65:6435-6442; S6 hiéu luu gitt Genbank sb
NM 018234; NM 001008410; NM_182915;
NM 024636; NM 012449; BC011802.

Khang nguyén ctia kh01 u ung
thy biu mod cua tién liét
tuyén-1 (PCTA-1).

Vi du, xem tai liéu: Ma,chlenkin, et al. (2005) Cancer;
Res. 65:6435-6442; SO0 hi€u luu gitt Genbank s0
L78132.

Gen cam tmg khoi u tién liét
tuyén-1 (PTI-1).

Vi du, xem tai liéu: Machlenkin, et al. (2005) Cancer
Res. 65:6435-6442).
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Bang 1. Khang nguyén

Khéng nguyén

Tham chiéu

Gen dic hiéu cua tuyén tién
liét twong dong véi thu thé lién
hop véi protein G.

Vi du, xem tai liéu: Machlenkin, et al. (2005) Cancer
Res. 65:6435-6442).

Prostaza (serin proteaza dugc
diéu tiet bdi antrogen).

Vi du, xem tai liéu: Maphlenkin, et al. (2005) Cance::
Res. 65:6435-6442; SO hi€u luu gitt Genbank so
BC096178; BC096176; BC096175.

Proteinaza 3.

S hiéu luu giit Genbank s6 X55668.

Cac khéng nguyén cua bénh
ung thu tinh hoan, vi du, NY-
ESO-1; SCP-1; SSX-1; SSX-2;
SSX-4; GAGE, CT7, CTg;

S6 hiéu luu gitt Genbank s6 NM_001327 (NY-ESO-1)
(vi du, xem ca cac tai liéu: Li, et al. (2005) Clin.
Cancer Res. 11:1809-1814; Chen, et al. (2004) Proc.
Natl. Acad. Sci. U S A. 101(25):9363-9368;
Kubuschok, et al. (2004) Int. J. Cancer. 109:568-575;
Scanlan, et al. (2004) Cancer Immun. 4:1; Scanlan, et
al. (2002) Cancer Res. 62:4041-4047; Scanlan, et al.
(2000) Cancer Lett. 150:155-164; Dalerba, et al.
(2001) Int. J. Cancer 93:85-90; Ries, et al. (2005) Int.
J. Oncol. 26:817-824.

CT10; MAGE-1; MAGE-2;
MAGE-3; MAGE-4;
MAGE-6; LAGE-1.
MAGE-A1, MAGE-A2;
MAGE-A3; MAGE-A4;
MAGE-AG6; MAGE-A9;
MAGE-A10; MAGE-A12;
GAGE-3/6; NT-SAR-35;
BAGE; CA125.

Otte, et al. (2001) Cancer Res. 61:6682-6687; Lee, et
al. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:2651-2656;
Sarcevic, et al. (2003) Oncology 64:443-449; Lin, et al.
(2004) Clin. Cancer Res. 10:5708-5716.

GAGE-1; GAGE-2; GAGE-3;
GAGE-4; GAGE-5; GAGE-6;
GAGE-7; GAGE-8;
GAGE-65; GAGE-11;
GAGE-13; GAGE-7B.

De Backer, et al. (1999) Cancer Res. 59:3157-3165;
Scarcella, et al. (1999) Clin. Cancer Res. 5:335-341.

HIPIR; LMNA; KIAA1416;
Seb4D; KNSL6; TRIP4;
MBD2; HCAC5; MAGEA3.

Scanlan, ef al. (2002) Cancer Res. 62:4041-4047.

Ho DAM cua gen, vi duy,

Fleishhauer, et al. (1998) Cancer Res. 58:2969-2972.

DAM-1; DAM-6.

RCASI. Enjoji, et al. (2004) Dig. Dis. Sci. 49:1654-1656.

RU2. Van Den Eynde, et al. (1999) J. Exp. Med. 190:1793-
1800.

CAMEL. Slager, et al. (2004) J. Immunol. 172:5095-5102;

Slager, et al. (2004) Cancer Gene Ther. 11:227-236.
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Bang 1. Khang nguyén

Khang nguyén

Tham chiéu

Cac khang nguyén lién quan
dén bénh ung thu rudt két, vi

du, NY-CO-8; NY-CO-9;
NY-CO-13; NY-CO-16;
NY-CO-20; NY-CO-38;
NY-CO-45;

NY-CO-9/HDACS;
NY-CO-41/MBD2;
NY-CO-42/TRIP4;
NY-CO-95/KIAA1416;
KNSL6; seb4D.

Scanlan, et al. (2002) Cancer Res. 62:4041-4047.

N-Axetylglucosaminyl-
tranferaza V (GnT-V).

Dosaka-Akita, et al. (2004) Clin. Cancer Res. 10:1773-
1779.

Yéu t§ kéo dai 2 bi dot bién
(ELF2M).

Renkvist, et al. (2001) Cancer Immunol Immunother.
50:3-15.

HOM-MEL-40/SSX2

Neumann, et al. (2004) Int. J. Cancer 112:661-668;
Scanlan, et al. (2000) Cancer Lett. 150:155-164.

BRDT. Scanlan, et al. (2000) Cancer Lett. 150:155-164.
SAGE; HAGE. Sasaki, et al. (2003) Eur. J. Surg. Oncol. 29:900-903.
RAGE. Vi du, xem cdc tai liéu: Li, et al. (2004) Am. J. Pathol.

164:1389-1397; Shirasawa, et al. (2004) Genes to Cells
9:165-174.

MUM-1 (u hic t6 phd bién bi
doét bién); MUM-2; dot bicén
MUM-2 Arg-Gly; MUM-3.

Gueguen, et al. (1998) J. Immunol. 160:6188-6194;
Hirose, et al. (2005) Int. J. Hematol 81:48-57;
Baurain, et al. (2000) J Immunol. 164:6057-6066;
Chiari, et al. (1999) Cancer Res. 59:5785-5792.

Khang nguyén LDLR/ protein
dung hop FUT cuia u héic to.

Wang, et al. (1999) J. Exp. Med. 189:1659-1667.

Mot loat cac khang nguyén
NY-REN cta bénh ung thu
than.

Scanlan, et al. (2002) Cancer Res. 62:4041-4047;
Scanlan, et al. (1999) Cancer Res. 83:456-464.

Mot loat khéng nguyén
NY-BR cua bénh ung thu vu,
vi du, NY-BR-62; NY-BR-75;
NY-BR-85; NY-BR-62;
NY-BR-85.

Scanlan, et al. (2002) Cancer Res. 62:4041-4047;
Scanlan, et al. (2001) Cancer Immunity 1:4.

BRCA-1; BRCA-2.

Stolier, et al. (2004) Breast J. 10:475-480; Nicoletto, et
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Bang 1. Khang nguyén

Khang nguyén Tham chiéu
al. (2001) Cancer Treat Rev. 27:295-304.
Protein dung hgp DEK/CAN. | Von Lindern, et al. (1992) Mol. Cell. Biol. 12:1687-

1697.

Ras, vi du, ras hoang, ras chira
dot bién & ma bd ba 12, 13, 59,
hodc 61, vi du, dot bién G12C;
G12D; GI2R; G12S; G12V;
G13D; A59T; Q61H. K-RAS;
H-RAS; N-RAS.

S hiéu luu gitr Genbank s6 P01112; P01116; M54969;
M54968; PO1111; P0O1112; K00654. Vi du, Xxem ca, Sd
hiéu Iuu gitt Genbank s6 M26261; M34904; K01519;
K01520; BC006499; NM 006270; NM 002890;
NM_004985; NM_033360; NM_176795; NM_005343.

BRAF (dang dong chirc ning
cua RAF).

Tannapfel, et al. (2005) Am. J. Clin. Pathol. 123:256-
2601; Tsao and Sober (2005) Dermatol. Clin. 23:323-
333.

Céac khang nguyén ciia u hic
t0, bao gom céc khang nguyén
cua t€ bao u hac to HST-2.

S5 hiéu Iuu git Genbank s6 NM 206956;
NM._206955; NM_206954; NM_206953; NM_006115;
NM 005367; NM_004988; AY148486; U10340;
U10339; M77481. See, e g., Suzuki, et al. (1999) J.
Immunol. 163:2783-2791.

Survivin

S6 hiéu luu gitt Genbank s6 AB028869; U75285 (vi
du, xem ca cac tai liéu: Tsuruma, et al. (2004) J.
Translational Med. 2:19 (11 pages); Pisarev, et al.
(2003) Clin. Cancer Res. 9:6523-6533; Siegel, et al.
(2003) Br. J. Haematol. 122:911-914; Andersen, et al.
(2002) Histol. Histopathol. 17:669-675).

MDM-2

NM 002392; NM 006878 (vi du, xem ca céc tai liu:
Mayo, et al (1997) Cancer Res. 57:5013-5016;
Demidenko and Blagosklonny (2004) Cancer Res.
64:3653-3660).

Cac protein lién két voi
Metyl-CpG (MeCP2; MBD2).

Muller, et al. (2003) Br. J. Cancer 89:1934-1939;
Fang, et al. (2004) World J. Gastreenterol. 10:3394-
3398.

NARS-A.

Moreau-Aubry, et al. (2000) J. Exp. Med. 191:1617-
1624.

Histon deaxetylaza (HDAC),
vi du, HDACS.

Waltregny, et al. (2004) Eur. J. Histochem. 48:273-
290; Scanlan, et al. (2002) Cancer Res. 62:4041-4047.

Xyclophilin B (Cyp-B).

Tamura, et al. (2001) Jpn. J. Cancer Res. 92:762-7677.
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Khéang nguyén

Tham chiéu

CA 15-3; CA 27,29.

Clinton, et al. (2003) Biomed. Sci. Instrum. 39:408-
414.

Protein s6¢ nhiét Hsp70.

Faure, et al. (2004) Int. J. Cancer 108:863-870.

Ho GAGE/PAGE, vi du,
PAGE-1; PAGE-2; PAGE-3;
PAGE-4; XAGE-1; XAGE-2;
XAGE-3.

Brinkmann, et al. (1999) Cancer Res. 59:1445-1448.

Cac ho MAGE-A, B, C, va D.
MAGE-BS5; MAGE-B6;
MAGE-C2; MAGE-C3;
MAGE-3; MAGE-6.

Lucas, et al. (2000) Int. J. Cancer 87:55-60; Scanlan, et
al. 2001) Cancer Immun. 1:4.

Kinesir} 2; yéu td diéu biép
nhan t0 TATA 1; protein khoi
uD53; NY

Scanlan, ef al. (2001) Cancer Immun. 30:1-4.

Alpha-fetoprotein (AFP)

Grimm, et al. (2000) Gastroenterol. 119:1104-1112.

SART1; SART2; SART3;
ART4.

Kumamuru, ef al. (2004) Int. J. Cancer 108:686-695;
Sasatomi, et al (2002) Cancer 94:1636-1641;
Matsumoto, et al. (1998) Jpn. J. Cancer Res. 89:1292-
1295; Tanaka, et al. (2000) Jpn. J. Cancer Res.
91:1177-1184.

Khang nguyén dugc biéu hién
uu tién cua u hac t6 (PRAME).

Matsushita, ef al. (2003) Leuk. Lymphoma 44:439-444;
Oberthuer, et al. (2004) Clin. Cancer Res. 10:4307-
4313.

Khang nguyén cua phoi bi ung
thu (CEA), peptit tdng cuong
chu van CAP1 - 6D.

S6 hiéu Iuu gitt Genbank s6 M29540; E03352;
X98311; M17303 (vi du, xem ca cac tai liéu: Zaremba
(1997) Cancer Res. 57:4570-4577; Sarobe, et al
(2004) Curr. Cancer Drug Targets 4:443-454; Tsang,
et al. (1997) Clin. Cancer Res. 3:2439-2449; Fong, et
al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:8809-8814).

HER-2/neu. Disis, et al. (2004) J. Clin. Immunol. 24:571-578; Disis
and Cheever (1997) Adv. Cancer Res. 71:343-371.

Cdk4; cdk6; pl6 (INK4); | Ghazizadeh, et al (2005) Respiration 72:68-73;

protein Rb. Ericson, et al. (2003) Mol. Cancer Res. 1:654-664.

TEL; AML1; TEL/AMLI. Stams, et al. (2005) Clin. Cancer Res. 11:2974-2980.

Telomeraza (TERT). Nair, et al. (2000) Nat. Med. 6:1011-1017.

707-AP. Takahashi, et al. (1997) Clin. Cancer Res. 3:1363-

1370.

Annexin, vi du, Annexin II.

Zimmerman, et al. (2004) Virchows Arch. 445:368-
374.
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Tham chiéu

BCR/ABL; BCR/ABL p210;
BCR/ABL p190; CML-66;
CML-28.

Cobaldda, et al (2000) Blood 95:1007-1013;
Hakansson, et al (2004) Leukemia 18:538-547,
Schwartz, et al. (2003) Semin. Hematol. 40:87-96; Lim,
etal (1999) Int. J. Mol. Med. 4:665-667.

BCL2; BLC6; protein CD10.

Igbal, et al. (2004) Am. J. Pathol. 165:159-166.

CDC27 (la khéng nguyén cua
u hac t0).

Wang, et al. (1999) Science 284:1351-1354.

Protein sinh duc 17 (SP17);
14-3-3-zeta; MEMD;
KIAA0471; TC21.

Arora, et al. (2005) Mol. Carcinog. 42:97-108.

Cac protein lién quan dén
Tyrosinaza 1 va 2 (TRP-1 va
TRP-2).

Sb hiéu luu gitr Genbank s6 NM_001922. (vi dy, xem
ca tai liéu: Bronte, et al. (2000) Cancer Res. 60:253-
258).

Gp100/pmel-17.

S hiéu luu gitt Genbank s AH003567; U31798;
U31799; U31807; U31799 (vi du, xem ca tai licu:
Bronte, et al. (2000) Cancer Res. 60:253-258).

TARP.

Vi du, xem cic tai liéu: Clifton, et al. (2004) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101:10166-10171; Virok, et al.
(2005) Infection Immunity 73:1939-1946.

Cac protein lién quan dén
tyrosinaza 1 va 2 (TRP-1 va

Sb hiéu luu gitr Genbank s6 NM_001922. (vi dy, xem
ca tai liéu Bronte, et al (2000) Cancer Res. 60:253-

TRP-2). 258).

Thu thé melanocortin 1 | Salazar-Onfray, et al. (1997) Cancer Res. 57:4348-

(MC1R); MAGE-3; gpl00; | 4355; Reynolds, et al. (1998) J. Immunol. 161:6970-

tyrosinaza; dopachrom | 6976; Chang, et al. (2002) Clin. Cancer Res. 8:1021-

tautomeraza (TRP-2); | 1032.

MART-1.

MUC-1; MUC-2. Vi du, xem cac tai liéu: Davies, et al. (1994) Cancer
Lett. 82:179-184; Gambus, ef al. (1995) Int. J. Cancer
60:146-148; McCool, et al (1999) Biochem. J.
341:593-600.

Spas-1. Cong bd don yéu cﬁy cip patent My sd 20020150588

cua Allison va cdc dong tdc gia.

CASP-8; FLICE; MACH.

Mandruzzato, et al. (1997) J. Exp. Med. 186:785-793.

CEACAMG6; CAP-1.

Duxbury, et al. (2004) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 317:837-843; Morse, et al. (1999) Clin.
Cancer Res. 5:1331-1338.

HMGBI (protein lién két ADN
va xytokin).

Brezniceanu, et al. (2003) FASEB J. 17:1295-1297.
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Khang nguyén

Tham chiéu

ETV6/AMLI.

Codrington, et al. (2000) Br. J. Haematol. 111:1071-
1079.

Céac dang dot bién va hoang
cda tous polyposis coli (APC);
beta-catenin;  c-met;  p53;
E-cadherin; xyclooxygenaza-2
(COX-2) u tuyén.

Clements, et al. (2003) Clin. Colorectal Cancer 3:113-
120; Gulmann, et al. (2003) Appl. Immunohistochem.
Mol. Morphol. 11:230-237; Jungck, et al. (2004) Int. J.
Colorectal. Dis. 19:438-445; Wang, et al. (2004) J.
Surg. Res. 120:242-248; Abutaily, et al. (2003) J.
Pathol. 201:355-362; Liang, et al. (2004) Br. J. Surg.
91:355-361; Shirakawa, et al. (2004) Clin. Cancer Res.
10:4342-4348.

Khang nguyén cia bénh ung
thu biéu mo té bao than duoc
lién két bdi mAB G250.

Mulders, et al. (2003) Urol. Clin. North Am. 30:455-
465; Steffens, et al. (1999) AntiCancer Res. 19:1197-
1200.

EphA2

Vi du, xem cong bd don yéu cau cip patent My so
2005/0281783 Al; S6 hiéu lru git Genbank so
NM 004431 (cua ngutol) S6 hiéu luu gitt Genbank so
NM_010139 (chudt nhit); S6 hiéu huu gilt Genbank s6
AB038986 (mot phén trinh tu cta ga); S6 hiéu luu gii
Genbank so NP_004422, AAH37166, va AAA53375
(cia ngudi); S6 hiéu luu giit Genbank sb NP_034269
(chudt nhat) AAH06954 (chudt nhit), XP 345597
(chudt cbng), va BAB63910 (ciia ga).

EGFRvIII

Vi du, xem, WO/2012/068360

Khang nguyén Francisella tularensis

Francisella tularensis A va B.

He gen day dd cua loai phu Schu S4 (S6 hiéu luu giir
Genbank s0 AJ749949); cua loai phu Schu 4 (S6 hidu
luu gitt Genbank s6 NC 006570). Protein cua mang
bén ngoai (43 kDa) Bevanger, et al. (1988) J. Clin.
Microbiol. 27:922-926; Porsch-Ozcurumez, et al.
(2004) Clin. Diagnostic. Lab. Immunol. 11:1008-1015).
Thanh phin khang nguyén cta F. tularensis chua, vi
du, 80 khang nguyén, bao gdbm chaperonin 10 kDa va
60 kDa (Havlasova, et al. (2002) Proteomics 2:857-
86), nucleosit  diphosphat  kinaza, 1soxitrat
dehydrogenaza, protein lién két v6i ARN Hfg,
chaperon ClpB (Havlasova, et al. (2005) Proteomics
5:2090-2103). Vi dy, xem ca céc tai li¢u: Oyston and
Quarry (2005) Antonie Van Leeuwenhoek 87:277-281,
Isherwood, et al. (2005) Adv. Drug Deliv. Rev.
57:1403-1414; Biagini, et al. (2005) Anal. Bioanal.
Chem. 382:1027-1034.

Khang nguyén clia bénh st rét
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Khang nguyén

Tham chiéu

Protein Circumsporozoite
(CSP); SSP2; HEPI17; cac
doan twong ddéng Exp-1 phat
hién thdy & P. falciparum; va
LSA-1.

Vi du, xem céc tai li€u: Haddad, ef al. (2004) Infection
Immunity 72:1594-1602; Hoffman, et al. (1997)
Vaccine 15:842-845,; Oliveira-Ferreira and
Daniel-Ribeiro (2001) Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro 96:221-227. CSP (vi du, xem, S6 hiéu luu
giit Genbank s AB121024). SSP2 (vi du, xem, S6 hiéu
luu gitt Genbank sé AF249739). LSA-1 (vi dy, xem,
S6 hiéu luu gitt Genbank s6 Z30319).

Protein survace hong cau bi
nhiém Ring (RESA); protein
bé mat thé hoa thi 2 (MSP2);
Spf66; protein bé mit thé hoa
thi 1(MSP1); 195A; BVp42.

Vi du, xem cac tai liéu: Stirnadel, et al (2000) Int. J.
Epidemiol. 29:579-586; Krzych, et al. (1995) J.
Immunol. 155:4072-4077. Ciing xem, Good, et al.
(2004) Immunol. Rev. 201:254-267; Good, et al. (2004)
Ann. Rev. Immunol. 23:69-99. MSP2 (vi du, xem, Sd
hiéu luu gitt Genbank sd X96399; X96397). MSP1 (vi
du, xem, S hi€u Iuu gitt Genbank $b X03371). RESA
(vi du, xem, S& hiéu luu git Genbank sb X05181;
X05182).

Khang nguyén mang dinh 1
(AMAD).

Vi du, xem tai liéu: Gupta, ef al. (2005) Protein Expr.
Purif. 41:186-198. AMAL (vi dy, xem, S0 hiéu luu gitr
Genbank s6 A*13; AJ494905; AJ490565).

Virut va khang nguyén virut

Viém gan A S6 hiéu luu gitt Genbank s6, vi du, NC_001489;
AY644670; X83302; K02990; M14707.

Viém gan B Hé gen day du (vi du, xem, S6 hidu luu giit Genbank sO
AB214516; NC 003977, AB205192; AB205191;
AB205190; AJ748098; AB198079; AB198078;
AB198076; AB074756).

Viém gan C Hé gen day du (vi du, xem, S5 hidu luu giit Genbank sO
NC 004102; AJ238800; AJ238799; AJ132997;
AJ132996; AJ000009; D84263).

Viém gan D S6 hiéu luu gitt Genbank s6, vi du, NC 001653;

AB118847; AY261457.

Virut gdy u nha & nguoi, bao
gdm tit ca 200+ kiéu phu
(dugc phan chia thanh
16 nhom), nhu 14 cac kiéu phu
c6 nguy co cao 16, 18, 30, 31,
33,45.

Vi du, xem céac tai liéu: Trimble, et al. (2003) Vaccine
21:4036-4042; Kim, et al. (2004) Gene Ther. 11:1011-
1018; Simon, et al. (2003) Eur. J. Obstet. Gynecol.
Reprod. Biol. 109:219-223; Jung, et al. (2004) J.
Microbiol. 42:255-266; Damasus-Awatai and Freeman-
Wang (2003) Curr. Opin. Obstet. Gynecol. 15:473-477;
Jansen and Shaw (2004) Annu. Rev. Med. 55:319-331;
Roden and Wu (2003) Expert Rev. Vaccines 2:495-516;
de Villiers, et al. (2004) Virology 324:17-24; Hussain
and Paterson (2005) Cancer Immunol. Immunother.
54:577-586; Molijn, et al. (2005) J. Clin. Virol. 32
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(Suppl. 1) S43-S51. S6 hiéu luu giit Genbank 56
AY686584; AY686583; AY686582; NC _006169;
NC 006168; NC 006164; NC _001355; NC_001349;
NC 005351; NC 001596).

Virut ua té bao lympho trong
té bao T cua nguoi (HILV)
kiéu I va II, bao gom céc kleu
phu HTLV typlI toan cau,
Trung Phi, va vung Melanesia
nuée Uc, va cac kiéu phu
HTLV typ II Iia, Iib, Iic, va
Iid.

Vi du, xem céc tai liéu: Capdepont, et al. (2005) AIDS
Res. Hum. Retrovirus 21:28-42; Bhigjee, et al. (1999)
AIDS  Res. Hum. Restrovirus  15:1229-1233;
Vandamme, et al (1998) J. Virol 72:4327-4340;
Vallejo, et al. (1996) J. Acquir. Immune Defic. Syndr.
Hum. Retrovirol. 13:384-391. HTLV typ I (vi du, xem,
S6 hiéu luu gitt Genbank s AY563954; AY563953.
HTLV typ II (vi du, xem, S4 hiéu luu gitt Genbank sb
L.03561; Y13051; AF139382).

Coronaviridae,  bao gém Vi du, xem céac tai liéu: Brian and Baric (2005) Curr.

coronavirut, nhu coronavirut | Top. Microbiol. Immunol. 287:1-30; Gonzalez, et al.

SARS (SARS-CoV),  va | (2003) Arch. Virol. 148:2207-2235; Smits, et al. (2003)

Torovirut. J. Virol. 77:9567-9577; Jamieson, et al. (1998) J.
Infect. Dis. 178:1263-1269 (S hiéu luu giit Genbank
s6 AY348314; NC 004718; AY394850).

Virut Rubella. S hiéu luu gitt Genbank s6 NC_001545; AF435866.

Virus quai bi, bao gom kiéu
gen A, C, D, G,H, val.

Vi du, xem tai li€u: Orvell, eta 1. (2002) J. Gen. Vz’rol;
83:2489-2496. Vi du, xem S0 hiéu luu giit Genbank so
AY681495; NC 002200; AY685921; AF201473.

Virut Coxsackie A chira kiéu
huyét thanh 1, 11, 13, 15, 17,
18, 19, 20, 21, 22, va 24 (cling
duogc goi la virut dudong rudt &
nguoi C; HEV-C).

Vi du, xem tai ’liéu: Brown, et al. (20()3) J. Virol.
77:8973-8984. SO hiéu luu gitt Genbank so AY421768;
AY790926: X67706.

Vi}'ut Coxsackie B chira cac
kiéu phu 1-6.

Vi duy, xem cdc tai liéu: Ahn, et al. (2005) J. Med.
Virol. 75:290-294; Patel, et al. (2004) J. Virol. Methods
120:167-172; Rezig, et al. (2004) J. Med. Virol.
72:268-274. Sb hiéu luu giir Genbank sé X05690.

Virut duong rudt & nguoi, vi
du, bao gébm virut duong rudt
& nguoi A (HEV-A, CAV2 to
CAVS8, CAVI10, CAVI12,
CAV14, CAV16, va EV71) va
con bao gbm HEV-B (CAV9,
CBV1 dén CBV6, El dn E7,
E9, E11 dén E21, E24 dén
E27, E29 dn E33, va EV69 va
E73), cling nhu HEV.

Vi du, xem tai liéu: Oberste, et al (2004) J. Virol.
78:855-867. Virut dudong rudt ciia ngudi A (S6 hidu luu
gitt Genbank s& NC_001612); virut dudong rudt cia
ngudi B (NC _001472); virut duong rudt cia nguoi C
(NC_001428); virut duong ruft ctua nguoi D
(NC_001430). Virut duong rudt cua chim A (S6 hiéu
luu gitt Genbank s6 NC_003988).

Virut gay bénh bai liét bao
gom PV1, PV2, va PV3.

Vi du, xem He, et al. (2003) J. Virol. 77:4827-4835;
Hahsido, et al. (1999) Microbiol. Immunol. 43:73-77.
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S6 hiéu lwu gitt Genbank s6 AJ132961 (typ 1);
AY278550 (typ 2); X04468 (typ 3).

Virut gdy bénh viém ndo do
virut, bao gém bénh viém nio
O ngua, bénh viém ndo & ngua
Venezuela (VEE) (chtra kiéu
phu IA, IB, IC, ID, IIIC, IIID),
bénh viém ndo & ngua Pong
Au (EEE), bénh viém nio &
ngua Tay Au (WEE), bénh
viém ndo St. Louis, bénh viém
nio thung liing Murray Valley
(Uc), bénh viém ndo Nhat Ban,
va bénh viém ndo do ve truyén
gay ra.

Vi du, xem céc tai liéu: Hoke (2005) Mil. Med. 170:92-
105; Estrada-Franco, et al. (2004) Emerg. Infect. Dis.
10:2113-2121; Das, et al. (2004) Antiviral Res. 64:85-
92; Aguilar, et al. (2004) Emerg. Infect. Dis. 10:8380-
888; Weaver, et al. (2004) Arch. Virol. Suppl. 18:43-
64; Weaver, et al. (2004) Annu. Rev. Entomol. 49:141-
174. Tac nhan gay bénh viém nio ¢ ngua mién dong
(S6 hiéu luvu giit Genbank s6 NC_003899; AY722102);
tic nhin gdy bénh viém ndo ¢ ngua mién tdy
(NC_003908).

Virut gdy bénh herpes ¢ nguoi,
bao gdbm Xytomegalovirut
(CMV), virut Epstein-Barr
(EBV), Virut gdy bénh herpes
& nguoi -1 (HHV-1), HHV-2,
HHV-3, HHV-4, HHV-5,
HHV-6, HHV-7, HHV-8, virut
gdy bénh herpes B, virut giy
bénh herpes simplex kiéu 1 va
2 (HSV-1, HSV-2), va virut
gdy bénh thuy dau (VZV).

Vi du, xem tai liéu: Studahl, et al. (2000) Scand. J.
Infect. Dis. 32:237-248; Padilla, et al. (2003) J. Med.
Virol. 70 (Suppl. 1) S103-S110; Jainkittivong and
Langlais (1998) Oral Surg. Oral Med. 85:399-403. S6
hiéu luu giit Genbank s6 NC_001806 (virut gdy bénh
herpes 1); NC 001798 (virut gdy bénh herpes 2);
X04370 va NC 001348 (virut gdy bénh herpes 3);
NC 001345 (virut gay bénh herpes 4); NC 001347
(virut gdy bénh herpes 5); X83413 va NC_000898
(virut gay bénh herpes 6); NC 001716 (virut gdy bénh
herpes 7). Virut gdy bénh herpes & nguodi typ 6 va 7
(HHV-6; HHV-7) dugc néu, vi du, trong, Padilla, et al.
(2003) J. Med. Virol. 70 (Suppl. 1)S103-S110. Virut
gdy bénh herpes & nguoi 8 (HHV-R), bao gb6m kiéu phu
A-E, duoc néu, vi du, trong tai li€u: Treurnicht, et al.
(2002) J. Med. Virul. 66:235-240.

HIV-1 bao gébm nhém M (ké
ca kiéu phu A dén J) va nhom
O (bao gdm cac kiéu phu phan
biét dugc bét ky) (HIV-2, ké
ca kiéu phu A-E.

Vi dy, xem tai liéu: Smith, ez al. (1998) J. Med. Virol.
5§:264-268. Vi duy, cling xem, SO hi¢u Iuu gitt Genbank
s0 DQ054367; NC 001802; AY968312; DQO11180;

DQO011179; DQO11178; DQO11177; AY588971;
AY588970, AY781127; AY781126; AY970950;
AY970949;  AY970948; X61240;  AJ006287,

AJ508597; va AJ508596.

Virut Epstein-Barr (EBV), ké
ca kiéu phu A va B.

Vi du, xem tai liéu: Peh, et al (2002) Pat}fology
34:446-450. Chung virut Epstein-Barr B95-8 (S6 hiéu
luu gitt Genbank s6 VO1555).

Reoyirut, bao gém cac kiéu
huyét thanh va cac chung 1, 2,
va 3, typ 1 Lang, typ 2 Jones,

Vi du, xem céc tai liéu: Barthold, et al. (1993) Lab.
Anim. Sci. 43:425-430; Roner, et al. (1995) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 92:12362-12366; Kedl, ef al. (1995) J.
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va typ 3 Dearing.

Virol. 69:552-559. S6 hiéu luu gitt Genbank 50 K02739
(protein bé mat gen sigma-3).

Kiéu phu xytomegalovirut
(CMV) bao gom CMV kiéu
phu I[-VII.

Vi du, xem cac tai liéu: Chern, et al. (1998) J. Infect.
Dis. 178:1149-1153; Vilas Boas, et al. (2003) J. Med.
Virol. 71:404-407; Trincado, et al. (2000) J Med.
Virol. 61:481-487. S6 hiéu luu gitt Genbank sb
X17403.

Rinovirut, ké ca tt ca cac kiéu
huyét thanh.

Rhinovirut & ngudi 2 (SO hiéu luu git Genbank sO
X02316); Rhinovirut & ngudi B (S6 hiu luu giit
Genbank s NC_001490); Rhinovirut & ngudi 89 (S6
hiéu luu gitt Genbank s6 NC_001617); Rhinovirut &
ngudi 39 (S6 hiéu luu gitr Genbank s6 AY751783).

Adenovirut, ké ca tat ca cac
ki€éu huyét thanh.

AY803294; NC 004001; AC 000019; AC 000018;
AC 000017; AC _000015; AC_000008; AC_000007,

AC _000006; AC 000005; AY737798; AY737797,
NC _003266; NC 002067; AY594256; AY594254,
AY875648; AJ854486; AY163756; AY594255;
AY594253; NC 001460; NC_001405; AY598970;
AY458656; AY487947; NC_001454; AF534906;
AY45969;  AY128640; L19443;  AY339865;

AF532578.

Filovirut, ké ca virut Marburg
va virut Ebola, va cidc dong
nhu Ebola-Sudan (EBO-S),
Ebola-Zaire (EBO-Z), va
Ebola-Reston (EBO-R).

Vi du, xem céc tai li€u: Geisbert and Jahrling (1995)
Virus Res. 39:129-150; Hutchinson, et al. (2001) J.
Med. Virol. 65:561-566. Virut Marburg (vi du, xem,
S6 hiéu luu gitt Genbank sé NC_001608). Virut Ebola
(vi du, xem, Sé hiéu luu gitr Genbank s6 NC_006432;
AY769362; NC 002549; AF272001; AF086833).

Arenavirut, ké ca virut giy
bénh viém mang ndo can
nguyén tir t& bao wa lympho
rudt (LCM), virut Lassa, virut
Junin, va virut Machupo.

Virut Junin, doan S (S6 hiéu luu gilt Genbank sd
NC_OOSOS}); virut Junin, doan L (SO hi€u luu gil
Genbank s6 NC_005080).

Virut gdy bénh dai.

Vi du, xem, SO hiéu luu giit Genbank s6 NC_001542;
AY956319; AY705373; AF499686; AB128149;
AB085828; AB009663.

Arbovirut, ké ca virut tiy song
Nil, virut giy bénh st xuit
huyét 1 dén 4, virut gy sot
can nguyén tu ve Colorado,
virut Sindbis, Togaviraidae,
Flaviviridae, Bunyaviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae,
Orthomyxoviridae, va virut
tuong tu.

Virut gdy bénh sbt xudt huyét typ 1 (vi du, xem, S6
hiéu lvu gitt Genbank s6 AB195673; AY762084).
Virut gdy bénh sbt xudt huyét typ 2 (vi du, xem, S6
hiéu luu gitt Genbank s6 NC 001474; AY702040;
AY702039; AY702037). Virut gdy bénh st xudt huyét
typ 3 (vi du, xem, SO hiéu luu giit Genbank sb
AY923865; AT858043). Virut giy bénh sbt xudt huyét
typ4 (vi du, xem, SO hiéu luu git Genbank s6
AY947539; AY947539; AF326573). Virut Sindbis (vi
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du, xem, SO hiéu luu giit Genbank s6 NC 001547;
AF429428; J02363; AF103728). Virut tdy song Nil (vi
du, xem, S6 hiéu lvu giit Genbank sé6 NC_001563;
AY603654).

Virut gay bénh thiy ddu bao
gdm virut orthopox (virut giy
bénh dau mua, virut gdy bénh
thuy dau & khi, virut gdy bénh
thiy déu & stc vat, virut gay
bénh thuy dau & bo), virut
yatapox (virut tanapox, virut
gdy bénh ung thu & khi Yaba),
virut  parapox, va  virut
molluscipox.

Viriola virus (vi du, xem, S6 hiéu luu giit Genbank sb
NC _001611; Y16780; X72086; X69198).

S6t vang

Vi dy, xem, Sb hiéu Iuu git Genbank s6 NC_002031;
AY640589; X03700.

Hantavirut, ké ca cac kiéu
huyét thanh Hantaan (HTN),
Seoul (SEO), Dobrava (DOB),
Sin Nombre (SN), Puumala
(PUU), va Saaremaa gidng
Dobrava (SAAV).

Vi du, xem cac tai liéu: Elgh, et al. (1997) J. Clin.
Microbiol. 35:1122-1130; Sjolander, et al. (2002)
Epidemiol. Infect. 128:99-103; Zeier, et al. (2005) |
Virus Genes 30:157-180. S6 hiéu luu gitt Genbank s6 |
NC 005222 va NC 005219 (Hantavirut). Vi du, cling
xem, S6 hiéu luu gitt  Genbank sb NC 005218;
NC 005222; NC 005219.

Flavivirut, bao gom virut gy
bénh sdt xuét huyét, virut gy
bénh viém ndo Nhat Ban, virut
tay song Nil, va virut gay bénh
sbt vang.

Vi du, xem tai liéu: Mukhopadhyay, et al. (2005)
Nature Rev. Microbiol. 3:13-22. S6 hiéu hru giit
GenBank NC 001474 va AY702040 (gdy bénh sbt
xuét huyét). S6 hiéu luu giit Genbank sé NC_001563
va AY603654.

Virut gay bénh séi.

Vi dy, xem, S hiéu luu gitt Genbank s6 AB040874 va
AY486084.

Virut gay bénh can cum ¢
nguoi (HPV), ké ca HPV typ
1-56.

Virut gdy bénh can cum & nguoi 2 (vi du, xem, Sb hiéu
luu gitt Genbank sé AB176531; NC003443). Virut gy
bénh cén cim & ngudi 3 (vi du, xem, S4 hiéu luu gitlr
Genbank s6 NC 001796).

Virut cum, ké ca virut gay
bénh ciim typ A, B, va C.

Influenza nucleocapsid (vi du, xem s hiéu luu gitt
Genbank sé AY626145). Influenza hemagglutinin (vi
du, xem sd hiéu luu gitt Genbank s& AY627885;
AY555153). Influenza neuraminidaza (vi du, xem sb
hiéu lwu gitt Genbank s6 AY555151; AYS577316).
Protein nén cia Influenza 2 (vi du, xem sb hiéu luu giit
Genbank s AY626144). Protein co ban tir Influenza 1
(vi dy, xem sb hiéu luu gitt Genbank s6 AY627897).
Protein cua axit polymeraza cua Influenza (vi du, xem
s6 hiéu luu git Genbank s6 AY627896). Nucleoprotein
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cta Influenza (vi du, xem s6 hiéu luu gitt GenBank
AY627895).

Céc kiéu phu cta Influenza A,
vi du, virut gdy bénh & lon
(SIV): Influenza A HINI va
virut gdy bénh cim & lon.

Hemagglutinin cia HIN1 (S6 hiéu luu giit Genbank sd
S67220). Protein nén tir Influenza A (S hiéu lwu gitt
Genbank sé AY700216). Nucleoprotein H5H1 cua
virut gdy bénh cam A (Sé hiéu luu giit Genbank sb
AY646426). Haemagglutinin cia HIN1 (S hiéu luu
gitt Genbank s& D00837). Xem ca sd hiéu luu giit
Genbank sd BD006058; BD006055; BD006052. Vi du,
xem ca tai liéu: Wentworth, et al. (1994) J. Virol
68:2051-2058; Wells, et al. (1991) JJAM.A. 265:478-
481.

Virut gay bénh hop bao hd hap
(RSV), ké cd nhém phu A va
nhém phu B.

Virut gdy bénh hop bao ho hap (RSV) (vi du, xem, S6
hiéu luu gitt Genbank s0 AY353550; NC 001803;
NC001781).

Rotavirut, ké ca rotavirut A
dén E & nguoi, rotavirut & bo,
rotavirut & khi nau rhesus, va
tai cu tric RVV ciia ngudi.

Rotavirut & ngudi C doan 8 (S6 hidu hru gitt Genbank
s& AJ549087); protein capsid bao ngoai cua ching
rotavirut & nguoi G9 (vi du, xem, S hiéu luu gifr
Genbank s DQ056300); Protein khong ciu truc 4
chiing B cua rotavirut ¢ nguoi (vi du, xem, S4 hiéu luu
gift Genbank s& AY548957); protein capsid chu yéu
bén trong ching rotavirut & nguoi (vi du, xem, S6 hiéu
lru gitt Genbank s6 AY601554).

Polyomavirut, ké ca virut & khi
40 (SV40), virut JC (JCV) va
virut BK (BKYV).

Vi du, xem céac tai liéu: Engels, et al. (2004) J. Infect.
Dis. 190:2065-2069; Vilchez and Butel (2004) Clin.
Microbiol. Rev. 17:495-508; Shivapurkar, et al. (2004)
Cancer Res. 64:3757-3760; Carbone, et al. (2003)
Oncogene 2:5173-5180; Barbanti-Brodano, et al.
(2004) Virology 318:1-9) (hé gen day da SV40 , vi du,
c6 S6 hiéu luu gitt Genbank s6 NC_001669;
AF168994; AY271817; AY271816; AY120890;
AF345344; AF332562).

Coltivirut, bao gém virut st
c6 cac nguyén tur ve Colorado,
virut Eyach.

Attoui, ef al. (1998) J. Gen. Virol. 79:2481-2489. Cac
doan cua virut Eyach (vi du, xem sb hiéu luu gitr
Genbank s& AF282475; AF282472; AF282473;
AF282478; AF282476; NC 003707; NC_003702;

NC 003703; NC _003704; NC _003705; NC_003696;
NC 003697; NC _003698; NC 003699; NC_003701;
NC 003706; NC 003700; AF282471; AF282477).
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Calcivirut, ké ca cic nhém gen | virut Snow Mountain (vi dy, xem s hiéu luu giit
Norwalk, nhém Snow | Genbank s6 AY134748).
Mountain (SMA), va Saaporo.

Parvoviridae, ké ca| Vi du, xem cac tai liéu: Brown (2004) Dev. Biol.
dependovirut, parvovirut (ké | (Basel) 118:71-77; Alvarez-Lafuente, et al. (2005) Ann.
ca parvovirut B19), va | Rheum. Dis. 64:780-782; Ziyaeyan, et al. (2005) Jpn. J.
erythrovirut. Infect. Dis. 58:95-97; Kaufman, et al. (2005) Virology
332:189-198.

Céc sinh vét khac ma 1 thich hop véi cac khang nguyén 1a da biét trong linh vurc
k§ thuat nay bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cac gidng Chlamydia trachomatis,
Streptococcus pyogenes (Strep nhém A), Streptococcus agalactia (Strep nhom B),
Streptococcus pneumonia, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrheae, Vibrio cholerae, Salmonella
(ké ca typhi, typhimurium), enterica (ké ca Helicobactor pylori Shigella flexneri va cic
gibng shigella nhom D khac), cac gibng Burkholderia mallei, Burkholderia
pseudomallei, Klebsiella pneumonia, cac loai khudn thoi (ké ca C. difficile), Vibrio
parahaemolyticus va V. vulnificus. Khong duoc du dinh giéi han pham vi ctia sang ché

bing danh muc nay.

Duoc phim

Thuét ngit “duge chit” dugc ding trong ban md ta nay dé chi chat hoa hoc dung
dé chira tri, diéu tri, hodc ngan ngira bénh va phai duoc Co quan quan ly Thuc phdm
va Thudc Hoa Ky (hoic mdt t6 chirc twong dwong khong phai & Hoa Ky ciia né) cip
phép dé ké don hoidc ban khong cin don thude. Chi tiét vé cac k¥ thuat bao ché va viéc
dung cac dugc phém nay co thé duoc du dinh trong tai li¢u: Remington, The Science
and Practice of Pharmacy 21% Edition (Mack Publishing Co., Easton, PA) va Nielloud
and Marti-Mestres, Pharmaceutical Emulsions and Suspensions: 2" Edition (Marcel

Dekker, Inc, New York).

Dé dat dugc muc dich cta sang ché nay, dugce phim c6 thé duoc dung qua nhiéu
dudong bao gdm duong miéng, ngoai dudng tiéu héa, xong hit, khu tra, hoic qua

duong truc trang & dang cac ché pham chira cadc chat mang, cic t4 dugc va chat dan
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duge dung. Thudt ngit ngoai duong ti€u hoa dugc st dung trong ban mo ta nay bao
gdm, nhung khong chi gidi han &, duong st dung dudi da, tinh mach, bap, trong dong
mach, trong da, ndi tiy mac va ngoai mang cimg bang nhiéu loai k§y thuat tiém truyén.
Viéc st dung trong dong mach va tinh mach nhu duoc 4p dung trong ban mo ta nay
bao gdm viéc str dung thong qua dng thong. St dung qua 6ng thong mach vanh va
khoang chira mach vanh ciing dugc du dinh. Viéc ding céc hop chit theo sang ché vao
trong khdi u c6 thé hoat héa mét cach truc tiép su tham nhap DC tai chd, thuc déy mot
cach tryc tiép s 1am chét theo chuong trinh té bao ctia khéi u hodc 1am céc té bao cua
khéi u nhay véi cac tac nhan doc dbi véi té bao. Thuat ngir duong miéng duge ding
trong ban md ta ndy bao gdbm, nhung khong chi giéi han &, duong tiéu héa, qua dudng
miéng, hodc dugc phan phdi qua dudong dudi ludi hoic dit trong ma. Cac ché phim

ding qua dudng miéng bao gdm dd ubng léng, dd 3n dang thoi, ciing nhu vién tron.

Duogc phdm c6 thé & dang bét ky thich hgp dbi v6i phuong phép ding duge du
dinh. Vi du, khi dugc st dung qua duong miéng, cac vién nén, vién det, vién ngam,
huyén phu chtra nu6c hodc trong dau, bot hodc hat phan tan dugc, nhii tuong, vién
nang cing hodc vién nang mém, siro hodc con ngot ¢o thé dugc bao ché. Dugc phém
duoc du dinh ding qua dudng miéng c6 thé dugc san xuat theo phurong phép bt ky da
biét trong linh vuc nay dé san xuit dugc phim va cac dugc phdm nay cé thé chira mot
hozc nhiéu tac nhan bao gdm chét tao ngot, tac nhan tao vi, tic nhan tao mau va chét
bao quan, dé tao ra ché pham diéu ché c6 mui vi d& chiu. Vién nén chira dugc chat két
hop vé6i ta duoc duge dung khong doc ma 1a thich hop dé diéu ché vién nén 1a co thé
chép nhdp dugc. Céc ta duge cod thé, vi du, 1a chét pha lodng tro, nhu canxi hodc natri
cacbonat, lactoza, canxi hodc natri phosphat; cac tic nhin tao hat va cic chat gay ré,
nhu tinh bdt ngd, hodc axit alginic; cac tdc nhin két dinh, nhu tinh bot, gelatin hodc
acaxia; va cac tac nhan lam tron; nhu magie stearat, axit stearic hodc bot talc. Cac vién
nén c6 thé khéng duge bao, hoic cé thé duge bao theo cic k§ thuat da biét bao gém
16p bao tan trong rudt, bao tan trong rudt két, hodc bao vi nang dé tri hoan su phan ra
va hép phu trong dudng da day-rudt non vi/hoic tao ra tc dung kéo dai trong thoi
gian dai. Vi du, chét giai phong chdm duoc chit nhu glyxeryl monostearat hodc

glyxeryl distearat ri€ng r€ hodc cung voi sap co thé duogc st dung.
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Ché pham bao ché dé dung qua dudng miéng cling c6 thé duoc trinh bay & dang
vién nang gelatin, trong d6 duoc chit duoc tron voi chét pha loang rén tro, vi du, canxi
phosphat hodc cao lanh, hodc & dang vién nang gelatin mém, trong d6 hoat chit dugc
tron v6i moi truong nude hodc moi trurong dau, nhu dau lac, parafin 16ng hodc dau 6

liu.

Dugc phdm c6 thé dugc bao ché & dang huyén pht chira nude két hop véi ta
dugce thich hop dé san xudt huyén phu chira nuée. Céc ta dugc nay bao gdm tac nhan
tao huyén phi, nhu natri carboxymetylxenluloza, metylxenluloza, hydroxypropyl
metylxenluloza, natri alginat, polyvinylpyrolidon, gom tragacan va gbm acaxia, va cac
tac nhan phén tan hodc thim u6t nhu phosphatit c6 trong ty nhién (vi dy, lexitin), san
pham ngung tu cia alkylen oxit véi axit béo (vi du, polyoxyetylen stearat), san phim
ngung tu cda etylen oxit véi rugu béo mach dai (vi du, heptadecaetylenoxyxetanol),
san phAm ngung tu clia etylen oxit v6i este mot phan thu duge tir axit béo va anhydrit
hexitol (vi du, polyoxyetylen sorbitan monooleat). Huyén phu chtra nuée con c6 thé
chtra mot hodc nhidu chét bao quan nhu etyl hodc n-propyl p-hydroxy-benzoat, mot
hodc nhiéu tac nhan tao mau, mdt hoic nhiéu tdc nhan tao vi va mot hodc nhiéu chét

tao ngot, nhu sucroza hodc sacarin.

Céc huyén phu trong dau c6 thé dugc bao ché bang cach tao huyén phu hoat chét
trong dau thuc vat, nhu dau lac, dau 6 liu, dau vung hodc diu dira, hoic dau khoang
nhu parafin 16ng. Cac loai huyén phui ding qua dudng miéng c6 thé chira chat 1am dic,
nhu sap ong, parafin ciing hodc ruou xetylic. Cac chét tao ngot, nhu néu trén, va céac
tac nhan tao vi c6 thé duge bd sung vao dé tao ra ché phdm didu ché dung qua duong
miéng c6 mui vi d& chiu. Cac ché phim nay c6 thé duge bio quin bang cach bd sung

chét chdng oxy hoa nhu axit ascorbic.

Bot va hat phan tan dugc theo sang ché nay 1 thich hop dé diéu ché huyén phu
chira nuée biang cach bd sung nude dé lam cho hoat chét két hop véi tac nhan phan tan
hodc thAm uét, tac nhan tao huyén phu, va mgt hoac nhiéu chit bao quan. Chét phan
tan hodc chat thdm w6t hodc chét tao huyén phu thich hgp duge minh hoa, vi dy, bing
cac chat néu trén. Cac ta duoc khac, vi du, cac tac nhan tao ngot, diéu vi va tao mau,

cling c6 thé c6 mit.
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Duogc phdm duoc mé ta con c6 thé & dang nhii twong dau trong nuréc. Pha dau c6
thé 1a dau thuc vat, nhu dau oliu hodc dau lac, dau khoang, nhu parafin 16ng, hodc hdn
hop ciia cac dau nay. Céac tac nhan nhii hoa thich hop bao gdbm goém c6 trong tur nhién,
nhu gdm acaxia va gom tragacan, phosphatit cé trong tu nhién, nhu lexitin ddu tuong,
este hoac este mot phén thu duoc tir cac axit béo va anhydrit hexitol, nhu sorbitan
monooleat, va cic san phidm ngung tu cia este mot phin v6i etylen oxit, nhu
polyoxyetylen sorbitan monooleat. Nhii tuong con co thé chira cac tic nhan tao ngot

va tao vi.

Siro va con ngot c6 thé dugc bao ché bang cac chét tao ngot, nhu glyxerol,
sorbitol hodic sucroza. Céc ché phém nay con co thé chira chét 1am dju, chit bao quén,

di€u vi hodc chat tao mau.

Dugc phdm dwgc md ta c6 thé & dang ché phdm didu ché vo trung ding dé tiém,
nhu huyén phu chtra nuée hoic dau vo tring ding dé tiém. Huyén phii nay c6 thé duoc
bao ché theo cach da biét trong linh vuc k¥ thuat niy bang cach sir dung chit phén tan
hodc chit thim w6t hodic chit tao huyén phu thich hop néu trén. Ché phdm diéu ché vo
tring dung dé tiém con c6 thé 1a dung dich hodc huyén phu v6 tring dung dé tiém
trong chét pha lodng hoic dung méi khong doc dugc chip nhan dé ding ngoai duong
tiéu hoa nhu dung dich trong 1,3-butan-diol hodc dugc bao ché ¢ dang bot duoc lam
dong khd. Céac chat din va cac dung mdi chip nhan dugc ma c6 thé st dung duge bao
gdbm nude, dung dich Ringer va dung dich natri clorua ding truong. Ngoai ra, dau
khéng bay hoi vo khuan ¢6 thé thuong duge dung lam dung moi hoic moi trudng tao
huyén phu. Péi v6i muc dich nay, dau nhe khong bay hoi thom bét ky co thé duoc sir
dung bao gdm monoglyxerit hodc diglyxerit tong hop. Ngoai ra, cic axit béo nhu axit

oleic c¢6 thé duoc dung theo cach tuong tu dé diéu ché thude tiém.

Luong hoat chit ma c6 thé dugc két hop voi chit mang dé tao ra dang lidu don
thay dbi tuy theo vat chd dugc diéu tri bénh va cach dung cu thé. Vi du, dang thube
giai phong theo thoi gian dugce du dinh dé nguoi ding qua dudng miéng c6 thé chia
20mg dén 500mg hoat chat v6i chat mang véi luong thich hop va thuan tién ma c6 thé
thay dbi trong khoang tir 5% dén 95% tbng luong dugc phim. Tt hon 13, dugc pham
nay can duoc bao ché ma cung cip cac luong dé do khi sir dung. Thong thuong, lwong

hiéu qua cin duoc dung qua duong ndi hip nim trong khoang tir 0,1mg/kg dén
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100mg/kg va phu thudc vao nhidu yéu tb bao gom, vi du, lira tudi va thé trong cuia d6i
tuong (vi du, dong vat c6 vi nhu nguoi), tinh trang bénh ly chinh xéc can diéu tri va
muc d§ nghi€ém trong ctia nd, dudong dung, va cudi cung s€ phu thudc vao su suy xét
ctia bac s§ ké don hoic béc s§ thu y. Tuy nhién, can phai hiéu ring lidu lugng dic hidu
d6i v6i mdi bénh nhan cu thé s& phy thudc vao nhidu loai yéu té bao gdbm hoat tinh ciia
hop chét cu thé dugc sur dung, lra tudi, thé trong, tinh trang strc khoe chung, gidi tinh
va ché d6 an cla ca thé duge didu tri; thoi gian va duong dung; tdc do bai tiét; céc
thudc khac ma da dugc ding; va mirc dd nghiém trong cta tinh trang bénh ly cu thé

dang duoc didu tri, ciing nhu chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay da biét.

Nhu néu trén, ché phdm bao ché dugc mé ta thich hop dé ding qua duong miéng
c6 thé duoc trinh bay & dang cac don vi riéng biét nhu vién nang, vién con nhong hoic
vién nén ma mdi vién chita hoat chit véi luong dinh trudce trude ¢ dang bot hodc hat; &
dang dung dich hodc huyén phu trong chét 16ng nﬁéc hodc chét 16ng khong phai 1a
nuée, hodc & dang nhii twong 16ng dau trong nudce hodc nhil twong 16ng nudc-trong-
diu. Duogc phim nay con c¢6 thé dugc ding & dang vién thudc 16n, thube bot tron

dudng hoic thube nhio.

Vién nén c6 thé dugc tao ra bang cach nén hodc dic, tiy ¥ véi mot hodc nhiéu
thanh phan phu trg. Cac vién nén c6 thé dugc bao ché bing cach, ding may thich hop,
nén hoat chit thich hop & dang chay tu do nhur bot hodc hat, tily ¥ da duoc tron voi
chit két dinh (vi du, povidon, gelatin, hydroxypropyl etyl xenluloza), chit lam tron,
chét pha lodng tro, chit bao quéan, chit gy rd (vi du, natri tinh bot glycolat, povidon
lién két ngang, natri carboxymetyl xenluloza lién két ngang), chét hoat dong bé mit
hodc chit phan tan. Cac vién nén dic ¢ thé dugc tao ra trong may thich hop bing
cach st dung hdn hop gdm hop chét da duge nghién thanh bdt duoc lam dm bang chat
pha loang 1dng tro. Cac vién nén tity y ¢6 thé duge bao hodc ¢ khia va c6 thé dugc
bao ché dé tao ra sy giai phong chdm hodc c6 kiém soat hoat chit trong d6 bang cach
sit dung, vi dy, hydroxypropyl metylxenluloza theo ty phén thay dbi dé tao ra profin
gidi phong mong mudn. Cac vién nén tiy v c6 thé duoc tao ra v6i vo bao tan trong
rudt hodc tan trong rudt két dé giai phéng mot phan trong rudt ma khong phai 1a da
day. Didu nay 1a dic biét c¢6 loi vai cac hop chat ¢ cong thirc 1 vi cac hop chét nay d&

bi thily phén bang axit.
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Ché pham bao ché thich hgp d¢ dung khu tra trong mi¢ng bao gém vién ngdm
chira hoat chat trong chat nén c6 mui vi, thuong la sucroza va acaxia hodc tragacan;
vién nho keo mém chira hoat chat trong nén tro nhu gelatin va glyxerin, hodc sucroza

va acaxia; va nude suc miéng chira hoat chit trong chit mang 1ong thich hop.

Ché phim bao ché dé dung qua duong truc tring c6 thé duge trinh bay & dang

vién ddt trong hdu mon véi chit nén thich hop, vi du, 1a bo cacao hodc salixylat.

Ché phim bao ché thich hop @ ding qua duong 4m dao c6 thé dugc trinh bay &
dang vién dat am dao, nit gac, kem boi, gel, bot nhdo, ché phém dang bot hodc ché
phém dung dé xit chira, ngoai hoat chét, chét mang nhu da biét trong linh vuc k¥ thuat

nay la thich hop.

Ché phdm bao ché thich hop dé ding ngoai dudng tiéu héa bao gdbm dung dich
tiém v6 khudn ding truong trong nudc va trong chit din khong phai 1a nudce c6 thé
chra cac chét chdng oxy héa, cac dung dich dém, chit khang khudn va chét tan ma
khién cho ché phdm nay duy nhit déng truong véi mau ciia ngudi nhan du dinh; va
cac loai huyén phii trong nu6e va trong chat ddn khong phai 1a nudc co thé chira cac
tac nhan tao huyén phu va cic tac nhan lam dic. Cac ché phidm nay co thé dugc chira
trong vat chira kin chira mdt lidu duy nhét hodc nhiéu lidu, vi du, éng va lo thudc tiém,
va ¢ thé duoc bao quén trong diéu kién duoc séy kho & nhiét do thép (da dugc lam
dong kho) ma chi cin bd sung chit mang 16ng vo khuén, vi du, nuéc ding dé tiem,
ngay lap tirc trude khi dung. Cac dung dich va huyén phu ding dé tiém c6 thé dugc

chuan bi tir bot, hat va vién nén v6 khuan thudc cac ki¢u néu trén.

Nhu duge ding trong ban mé ta nay, mudi duoc dung bao gdm, nhung khong chi
gidi han 6: axetat, pyridin, amoni, piperazin, dietylamin, nicotinamit, formic, ure,
natri, kali, canxi, magie, k&€m, lithi, xinamic, metylamino, metansulfonic, picric, tartric,
trietylamino, dimetylamino, va tris(hydoxymetyl)aminometan. Mubi duoc dung khac

da duge chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay biét.

Luong hiu qua déi v6i bénh nhan cu thé ¢ thé thay ddi tiry theo cac yéu to nhur
tinh trang bénh 1y dugc didu tri, strc khoe tdng thé ctia bénh nhan, duong ding va liéu
ding va muc d nghiém trong cia tac dung phu. Huéng din vé phuong phap didu tri
va chin doan bénh d3 duoc néu trong tai li€u (xem, vi duy, tai li€éu: Maynard, et al.

(1996) A Handbook of SOPs for Good Clinical Practice, Interpharm Press, Boca
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Raton, FL; Dent (2001) Good Laboratory and Good Clinical Practice, Urch Publ.,
London, UK).

Luong hidu qué c6 thé duoc sir dung thanh mot lidu, nhung khong gidi han & mot
lidu. Do do, viée dung cé thé 1a hai, ba, bbn, nam, sau, bay, tam, chin, mudi, mudi
mot, muoi hai, muodi ba, mudi bdn, mudi lam, mudi sdu, mudi bay, mudi tam, muoi
chin, hai muoi, hodc nhiéu hon, 1an sir dung duogc phém. Khi dung dugc phém theo
phuong phép theo sang ché nhiéu hon mot 1an, thi cac 1an ding c6 thé cach nhau mot
khoang thoi gian 1a mdt phut, hai phat, ba, bdn, nam, séau, bay, tdm, chin, muoi, hodc
nhiéu phut, cach nhau khoang mot gid, hai gio, ba, bdn, nam, sau, bay, tdm, chin,
muoi, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 gid, va tuong tu. Trong
pham vi gid, thuét ngir “khoang” ¢6 nghia 1a cong hodc trir thoi gian bat ky trong thoi
gian 30 phut. Cac 1an ding ciing ¢6 thé cach nhau mét khoang thoi gian 1a mot ngay,
hai ngay, ba ngay, bdn ngdy, nim ngay, siu ngdy, bay ngdy, tim ngdy, chin ngay,
muoi ngay, 11 ngay, 12 ngay, 13 ngay, 14 ngay, 15 ngay, 16 ngay, 17 ngay, 18 ngay,
19 ngay, 20 ngay, 21 ngay, va két hop ching. Sang ché khong chi gi6i han & cac
khoang cach gifta cac 1an ding liéu cach nhau déu din, ma con bao gém céc lidu dugc

ding cach nhau bdi cac khoang thoi gian khoéng bang nhau.

Ché do dung liéu, vi du, mot 1an/tuin, hai 14n/tudn, ba lan/tuan, bdn 14n/tuén,
nam lan/tudn, sau 1an/tuan, bay 1An/tudn, hai tudn mot 1an, ba tudn mot 1an, bon tudn
mdt 1an, ndm tudn mot 14n, va tuong tu, 1a ¢ sin dbi vé6i sang ché. Lich trinh dung liéu
bao gém viéc stt dung trong mot khoang thoi gian, vi du, mot tudn, hai tuan, ba tun,
bdn tudn, nim tudn, sdu tuin, hai thang, ba thang, bdn thang, nam thang, sdu thang,

bay thang, tam thang, chin thang, muoi thang, muoi mot thang, va muoi hai thang.

Sang ché d& xuit cac chu ky lich trinh ding liéu néu trén. Chu ky c6 thé duoc lap
lai khoang, vi du, bay ngay mdt 1an; 14 ngay mot 1an; 21 ngay mot l4n; 28 ngay mot
14n; 35 ngay mot 14n; 42 ngay; 49 ngdy mot 1in; 56 ngay mot lan; 63 ngay mét 1an; 70
ngay mot 1an; va cac khoang thoi gian twong tu. Thoi gian khong ding liéu co thé 1a
trong vong mét chu ky, khi khoang cach thoi gian c¢6 thé 1a khoang, vi du, bay ngay;
14 ngay; 21 ngay; 28 ngay; 35 ngay; 42 ngay; 49 ngay; 56 ngay; 63 ngay; 70 ngay; va
cac khoang thoi gian tuong ty. Trong ban mo ta nay, thuat ngit “khodng” c6 nghia la

cdng hodc trr mdt ngay, cdng hoac trir hai ngay, cong hodc trir ba ngay, cong hodc trir
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bdn ngay, cong hodc trir nim ngdy, cdng hoic trir siu ngay, hodc cong hodc trir bay
ngay.

Phuong phéap ding ddng thdi voi tic nhan diéu tri bénh khac 1 da biét trong linh
vuc k¥ thuit nay (Hardman, ef al (eds.) (2001) Goodman and Gilman’s The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 10th ed., McGraw-Hill, New York, NY;
Poole and Peterson (eds.) (2001) Pharmacotherapeutics for Advanced Practice: A
Practical Approach, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., PA; Chabner and Longo
(eds.) (2001) Cancer Chemotherapy and Biotherapy, Lippincott, Williams & Wilkins,
Phila., PA).

Nhu da néu, tdt hon néu cac ché phim theo sang ché duoc bao ché & dang duge
phim dé phén phdi ngoai dudng tiéu hoa hodc trong rudt. Duge phdm thong thuong dé
dung cho ddng véat chira chit dan duoc dung nhu dung dich nudc, cac td duge khong
doc ké ca cac mudi, cac chat bao quan, cac dung dich dém va céac chét teong tu. Vi duy,
xem tai li€u: Remington's Pharmaceutical Sciences, 15th Ed., Easton ed., Mack
Publishing Co., cac trang 1405-1412 va 1461-1487 (1975); The National Formulary
XIV, 14th Ed., American Pharmaceutical Association, Washington, DC (1975). Céc vi
du v& dung méi khong phai 1a nudc 1a propylen glycol, polyetylen glycol, dau thuc vat
va céc este hitu co dung dé tiém nhu etyloleat. Cac chit mang trong nuéc bao gdm
nuée, dung dich cdn/nude, dung dich nuée mudi, cac chat din dé ding ngoai duong
tiéu héa nhu natri clorua, dextroza Ringer, v.v. Cac cht dan ding qua dudng tinh
mach bao gdm chit 16ng va chit don dinh dudng. Chat bao quan bao gdm cic tac nhan
diét vi khuin, cac chét chéng oxy hoa, cac chét chelat hoa va cac khi tro. PO pH va
ndng d6 chinh x4c cla cac thanh phin dwoc phdm duogc diéu chinh theo cich thong

thuong da biét trong linh vure k¥ thuat nay.

Viéc str dung lap lai vacxin (nhéc lai cung loai) cu thé co hiéu qua da dugc chung
minh 12 1am ting cudng dap ung thé dich. Cach nay c6 thé 1a khong hitu hidu vé mit
ting cudng mién dich té bao vi sy mién dich trude d6 véi vat truyén nay c6 xu huéng
gdy t6n hai dén su biéu hién khéng nguyén va viéc tao ra tin hiéu viém thich hgp. Mot
cach dé giai quyét van dé nay 1a dung lién tuc vacxin ma str dung céc hé phan phbi
khang nguyén khac nhau (nhéc lai khac loai). Trong ché d6 nhic lai khéac loai, it nhat

mdt 14n phéan phdi ban ddu hoic nhic lai s& phan phdi té bao khéi u da duoc lam bit
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hoat/duoc phdm chira purin dinucleotit vong theo séng ché. Phin khéc loai ciia ché do

nay c6 thé phan phdi khang nguyén bing cach ap dung mét hodc nhidu chién lugc sau:

vi khudn da dugc bit hoat hodic suy yéu hoic virut chira khang nguyén quan tim,
ma 1 cc phin tir d3 duge xir Iy bang didu kién giy bién tinh & muc do nao d6 dé lam
cho ching khong hoat dong hodc khong hiéu nghiém trong viéc lam tdng mirc 4§ xam
14n ctia tac nhan gy bénh;

cac khang nguyén da duogc tinh ché, ma thuong cac khang nguyén dugc tao ra
trong tu nhién da dugc tinh ché tir dich nuéi céy té bao cua tc nhan gdy bénh hodc mo

mAu chira tc nhan gy bénh, hoic phién ban tai t6 hop ctia ching;

cé4c vecto phan phdi virut hodc vi khuan song da duge xir ly theo cach téi t6 hop
dé biéu hién va/hodc tiét ra khang nguyén & t€ bao chui cua doi tuong. Cac chién lugc
nay dua vao viéc lam giam doc (vi dy, bang cong nghé di truyén) cic vecto virut hodc

vi khuén thanh khong giy bénh va khong doc;

vét truyén cia té bao biéu hién khang nguyén (APC), nhu vecto té bao tua (DC),
bao gdm céac t& bao dd dugc nap 1én khang nguyén, hodc da dugc chuyén nhiém véi
ché phdm chira axit nucleic ghi ma khang nguyén (vi du, Provenge® (do Dendreon
Corporation cung cip) ding dé diéu tri bénh ung thu tuyén tién liét di can khang lai

viéc cat mo);
cac chat dan phan phoi khang nguyén & liposom; va

vecto ADN tran va cac vat truyén ARN tran ma c6 thé dugc dung bang sung ban
gen, xung dién, bong vi khuan, cic vi cau, vi hat, liposom, phan tir polycation c6 kich

thudc nano, va cac yéu to tuong tu.

Vacxin ban ddu va vacxin nhic lai c6 thé dugc ding qua dudng ding bat ki hozc
két hop cac duong ding sau. Theo mdt khia canh, vacxin ban diu va vacxin nhéc lai
dugc dung qua cung duong dung. Theo khia canh khéc, vacxin ban d4u va vacxin nhic
lai dugc dung qua cac dudng dung khac nhau. Thudt nglt “dudng dung khac nhau” bao
gbm, nhung khong chi gi6i han &, cic vi tri khdc nhau trén co thé, vi du, vi tri trong
miéng, khong phai bao gdbm miéng, trong rudt, ngoai dudng tiéu hoa, truc trang, trong
u cuc (hach bach huyét), bao gf”)m tinh mach, trong dong mach, duéi da, trong bép,

trong khéi u, xung quanh khéi u, dudng truyén, mang nhiy, trong miii, trong khoang
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ndo tiy hodc dich ndo tly, va vi tri tuong tu, cling nhu qua cdc duong dung khac nhau,

vi du, dudong miéng, qua dudng tinh mach, va trong bap.

Luong hi€u qua cta vacxin ban d4u va nhic lai c6 thé dugce st dung thanh mot
lidu, nhung khong gidi han & mot liéu. Do d6, vacxin c6 thé dugc dung hai, ba, bon,
nam, sau, bay, tdm, chin, mudi, mudi mdt, mudi hai, muoi ba, muoi bdn, mudi 1am,
mudi sau, mudi bdy, mudi tAm, muoi chin, hai muoi, hodc nhiéu lidu. Khi vacxin dugc
ding nhiéu hon mét 14n, thi cic 14n dung c6 thé cach nhau khoang thoi gian 13 mét
phut, hai phut, ba, bdn, nam, sau, bay, tam, chin, mudi, hodc nhiéu phut, cidch nhau
khoang mot gio, hai gio, ba, bdn, nam, sau, bay, tdm, chin, muoi, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 gio, va tuong tu. Trong pham vi gio, thudt ngir
“khoang” c6 nghia 14 cong hodc trir khoang thdi gian bat ky trong thoi gian 30 phut.
Céc 1an ding con c6 thé cach nhau mdt ngay, hai ngdy, ba ngay, bdn ngay, nim ngay,
sdu ngay, bady ngay, tdm ngay, chin ngay, mudi ngay, 11 ngay, 12 ngay, 13 ngay, 14
ngay, 15 ngay, 16 ngay, 17 ngay, 18 ngay, 19 ngay, 20 ngay, 21 ngay, va két hop
ching. Sang ché khéng chi gi6i han & cac khoang cach sir dung liéu cach nhau déu
din, ma con bao gém ca viéc ding cach nhau béi cac khoang thoi gian khac nhau, nhu
lich trinh ban d4u bao gdm viéc ding vao ngay 1, ngay 4, ngay 7, va ngay 25, ddy chi

1a mot vi du khong gidi han pham vi cua sang ché.

Vi du thuc hién sang ché
Sau ddy, sang ché s& duoc 1am rd hon qua cac vi du minh hoa sang ché. Tuy

nhién, cAn phai hiéu ring, cac vi du nay khong 1am gi6i han pham vi ctia sang ché.
Vi du 1. Phuong phép téng quat

Cac dung mdi khan va cac chét phan ung thich hop dé tong hop oligonucleotit
pha dung dich dugc mua va xir ly trong argon hodc nito kho bang cach 4p dung k¥
thuat lam kho. Céac phan ting lién hop va doéng vong amidit dugc thuc hién trong
axetonitril khan hodc pyridin trong argon hoic nito kho. Céc nguyén liéu ban dau d6i
v6i tht ca cac phan tng trong pyridin khan dugc sdy khd bang cach co (ba 1dn) tir
pyridin. Sic ky diéu ché cuc nhanh trén silicagel duoc thuc hién bang cach sir dung
Fluka 60A loai do tinh khiét cao hoic silic dioxit loai Merck 9385 bang cach sir dung
gradien metanol trong diclometan. Sic ky 16ng cao 4p phan tich dugc thuc hién trén hé

sic ky 10ng cao 4p Varian ProStar 210 vé6i thiét bi do méang diot quang ProStar 330
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kiém soat & 254nm béng cach st dung cdt Varian Microsorb 10 micron C18
250x4,6mm hodc Varian 3 micron C18 100x4,6mm va gradien TEAA 10mm va
axetonitril. Sic ky 1dng cao ap didu ché dugc thuc hién trén hé sic ky léng cao 4p
LC20-AP Shimadzu diéu ché, co lip bd do SPD-20A UV/Vis kiém soat & budc séng
254nm trén cOt Varian Microsorb 60-8 C-18 41,6 x 250mm bang cach sir dung gradien
ciia TEAA 10mm va axetonitril v6i luu téc 50ml/phut. Viée chiét pha rin bang cach st
dung C-18 Sep-Pak (Waters) dugc thuc hién khi nap 3% (trong luong). LC/MS
(ESI/APCI) thu duogc trén dung cu Shimadzu 2010EV don t& cuc voi bo do PDA, MS,
va ELSD bang cach ap dung sic ky 16ng cao 4p phan tich Shimadzu LC20D. Phé khdi
FT-ICR phéan giai cao do cd M Keck Foundation Biotechnology Resource Laboratory
tai Yale University & New Haven, CT, va QB3/Chemistry Mass Spect Lab tai UC
Berkeley cung cip.

Phé 'H,*'P, 'H-'"H COSY (phd tuong quan 2D NMR),'H-*'P HMBC (phd twong
quan da lién két nhan khéc loai) 14 can thiét ddi v6i d6-DMSO véi 10uL D,O (tri hodn
16 gid sau khi bd sung D,0) & 45°C trén quang phd ké Varian INOVA-500nMR véan
hanh ¢ 500 MHz trong thoi gian 1 gio va 202 MHz trong 31P. FID thu dugc dugc
chuyén sang PC va dugc xir ly bang cach sir dung phdn mém xt Iy NMR hat cua
Acorn NMR Inc. Muac do dich chuyén héa hoc duge tham chiéu dén dung m6i DMSO,
2,50 phén triéu dbi voi 1H. Trén mdi khuyén c40 TUPAC dé tham chiéu dén phé NMR,
mitc d dich chuyén hoa hoc 31P dugc tham chiéu bang cach sir dung “thang dong
héa” d6i véi tan sb 1H tuyét dbi 1a 0 phﬁn triéu. Mot vai trong sb cac phé 1H va 31P
duogc thu trén quang phd ké JEOL ECX-400nMR van hanh & 400MHz déi v6i 1H va
162MHz dbi v6i 31P.

Ph gradien COSY 1a cin thiét trong kiéu tri sé tuyét ddi bang cach st dung 2048
diém dix lidu trong chiéu truc tiép va 256 diém trong chiéu gian tiép. Ca hai chiéu dugc
loc giam nhiu bang cach st dung ham sinebell binh phwong. Chidu gian tiép duoc
danh s6 0 dé thu duoc ma tran cudi cung c6 kich thudgec 2048x2048 diém va do phan

giai 3,91Hz/diém dir lidu theo c hai chiéu.

Nhiém vu héa hoc ving trén lién két phosphodieste: cac thir nghiém 1H-1H
COSY két hop véi 'H-"'P HMBC (va trong mot sb truong hop 1a loai phan lién hop

phospho) dugc ding dé thu dugc bang chimg truc tiép ring hoa hoc ving cua lién két
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phosphodieste 14 2°, 5°-3°, 5’ (xem phan ban luan trong thir nghiém d6i voi hop chét
9a va hinh 3A-G). Céc thir nghiém 'H->"P HMBC twong tu x4c nhn ring héa hoc
ving khong truyén théng (2°, 5°-3°, 5°) trén lién két phoshodieste cua tit ca di-
nucleotit vong dugc tong hop sau khi loai nhém bao vé silyl hodc trao d6i ion cudi

cung.

Nhiém vu cua cac chit ddng phan khong dbi quang RR va RS (cac san pham
CDN chinh cta trinh tu tong hop) theo phuong phap da duoc néu trong tai liéu chuyén
nganh (Zhao et al. Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids 289:352-378, 2009).

T4t ca cac san phdm CDN (hinh 2A-2C) déu c6 d6 tinh khiét > 95% nhu duoc
biéu thi bang phan tich sic ky 1ong cao ap pha dio C18 (dd UV & 254nm)

Céc chir viét tit va cac chit rit gon: Guanin = G. Isobutyryl guanin = G". 4,4-di-
metoxytrityl =DMT. OCH,CH,CN = CEO.fert-butyldimetylsilyl = TBS. adenin = A.
benzoyl adenin = AP% vong-[A(2’,5")pA(3°,5")p]= ML-CDA = hop chit 19a (mubdi
TEA). dithio-[Rp, Rp]-vong-[A(2°,5”)pA(3’,5")p] = ML-RR-CDA = hop chat 19b
(mudi TEA); hop chit 21 (mubi natri); hop chat 22 (mudi amoni). dithio-[Rp, Sp]-
vong-[A(2°,5”)pA(3°,5")p] = ML-RS-CDA = hop chit 19¢ (mudi TEA ). vong-
[G(2°,5")pG(3°,5”)p] = ML-CDG = hop chét 9a (mudi TEA). dithio-[Rp, Rp]-vOng-
[G(2°,5°)pG(3°,5”)p] = ML-RR-CDG = hop chét 9b (mudi TEA). dithio-[Rp, Sp]-vong-
[G(2°,5)pG(3’,5°)p] = ML-RS-CDG = hop chit 9c (mudi TEA).
vong[G(2°,5)pA(3°,5°)p] = ML-cGAMP. Bithio-[Rp, Rp]-vong-[G(2°,5°)pA(3°,5°)p] =
ML-RR-cGAMP = hop chit 20 (mudi TEA). monothio-vong-[A(2°,5°)pA(3°,5°)Rp] =
ML-3°,5-R-CDA = hop chat 19d (mudi TEA). 2’-O-myristoyl- vong-
[G(2°,5)pG(3°,5°)p] = C14-ML-CDG = hop chét 10 (mubi TEA). ML-cGAMP =
2°,3°-cGAMP = vong-[G(2°,5”)pA(3°,5°)p] = hop chit 23 (mubi TEA)

ML-cGAMP (ciu trac ctia hop chét 23 trén Hinh 2¢) da dugc chuin bi nho
enzym thu dugc tir cGAS trong té bao va tinh ché theo phuong phép sic ky léng cao
ap diéu ché.

Vi du 2. Thir nghiém chung di véi loat ML-CDG (hinh 2a): téng hop
[G(2°,5)pG(3°,5°)p] vong hop chét 9a (Khéng phai 1d mot phan clia sang ché).

1) Vi du diéu ché hop chit 3. 0,18ml (10mmol) nuée va 1,23g (6mmol) pyridini
trifloaxetat duoc bd sung vao dung dich chtra 4,87g (5,0mmol) N*-isobutyryl-5'-O-
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(4,4'-dimetoxytrityl)-2'-O-tert-butyldimetylsilyl-3'-O-[(2-xyanoetyl)-N,N-diisopropyl-
aminophinyl]guanosin (1) trong 25ml axetonitril. Sau 5 phut khudy & nhiét do trong
phong, 25ml t-butylamin dugc bd sung vao va hdn hop phan Gng nay duoc khudy
trong thoi gian 15 phut & nhiét do trong phong. Cac dung moi duoc loai bé trong diéu
kién ap suét giam dé tao ra hop chit 2 ¢ dang bot ma sau d6 dugc lam bay hoi dong
thoi véi axetonitril (2x50ml). Dung dich chtta 0,9ml (50mmol) nudc va 60ml axit
dicloaxetic 6% (thé tich) trong diclometan (44mmol) duoc bd sung vao dung dich
chira hop chét 2 trong 60ml diclometan. Sau 10 phut & nhiét do trong phong, hdn hop
phan tmg dugc t6i bang cach bd sung pyridin (7,0ml, 87mmol). Hon hop phan tng nay
dugc cb thanh dau ma dugc lam kho bing ba lan lam ddéng bay hoi bing 40ml
axetonitril khan, 14n cudi cing thu duoc hop chit 3 trong thé tich 12ml.

2) Didu ché dung dich kho chira hop chit 4. N-isobutyryl-5'-O-(4,4'-
dimetoxytrityl)-3'-O-fert-butyldimetylsilyl-2'-O-[(2-xyanoetyl)-N,N-
diisopropylaminophinyl]guanosin (hop chét 4, 6,33g, 6,5mmol) dugc hoa tan trong
40ml khan axetonitril va 1am kho6 bang ba 1in lam dong bay hoi bing 40m] axetonitril
khan, 1an cudi cing thu duge 20ml. Mudi rdy phéan tir ¢& 3A duoc bd sung vao va

dung dich nay duoc bao quan trong khi quyén argon dén khi str dung.

3) Két hop hop chat 3 va hop chit 4 dé, sau khi oxy hoa va loai nhom trityl, tao
ra dime mach thing 2°,5° 6a. Hop chét 4 dugc sdy kho ddng sbi (6,5mmol) trong 20ml
axetonitril dugc bd sung qua xi lanh vao hop chét 3 (5,0mmol). Sau 5 phit khudy &
nhiét do trong phong, 2,37ml (15mmol) 5,5M t-butylhydroperoxit trong decan dugc bd
sung vao va hén hop phan Gng nay dugc khudy trong thoi gian 30 phut & nhiét do
trong phong. Sau d6, phan tng dugc lam lanh dén 0 °C, va dung dich chira 1,25g
NaHSOj; trong 2,5ml nuéc dugce ) sung vao, bé nuéc da dugc loai bo, va hén hop
phan mg nay dugc khudy trong thoi gian 5 phut. Hén hop phan tmg nay dugc co
thanh bot, ma sau d6 dugc hoa tan trong 80ml diclometan. Dung dich chira 0,9ml nuéc
va 80ml axit dicloaxetic 6% (thé tich) trong diclometan dugc bd sung vao, va hén hop
phan tng nay duoc khudy trong thoi gian 10 phut & nhiét do trong phong. 50ml
pyridin duoc bd sung vao dé t6i axit dicloaxetic. Cac dung mdi dugc loai bé trong didu

kién ap suét giam dé tao ra hop chét 6a thd ¢ dang ran.
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4) Pong vong hop chét 6a dé tao ra hop chat 7a. Hop chét 6a duge hoa tan trong
50ml pyridin khan va 5ml (theo ty 1€ 1/10 tdng thé tich phan ung, khoang 0,5mmol)
duoc chuyén qua xi lanh vao 150ml pyridin khé. Phan nay dugc c¢d dén thé tich
khoang 100ml. Sau d6, 2-clo-5,5-dimetyl-1,3,2-dioxaphosphorinan-2-oxit (DMOCP,
0,35 g,1,8mmol) dugc bd sung vao va hdn hgp phan tng nay duge khudy trong thoi
gian 30 phut & nhiét do trong phong. 0,32ml nude duge bd sung ngay lap tirc vao, tiép
theo bd sung 0,16g iot, va hdn hop phan tmg nay duoc khudy trong thoi gian 5 phut &
nhiét do trong phong. Sau d6, hon hgp phan tng nayduge rét vao dung dich chira
350ml nudc chira 0,1g NaHSO; va khudy trong thoi gian 5 phut & nhiét do trong
phong. 2g NaHCO3 duoc bd sung tir tir vao va khudy, sau d6 duge rét vao phéu chiét
va chiét bing 400ml etyl axetat:dietylete 1:1. L6p nude lai duge chiét bing 400ml etyl
axetat:dietylete 1:1, va cac 16p hitu co dugc Kkét hop, 1am khd trén natri sulfat, va co
trong didu kién ap suét giam dé tao ra 0,75g hdn hop chtta hop chit 7a, vong-
[G(2°,5)pG(3°,5")p] dugce bdo v¢ hoan toan.

5) Loai nhém bao vé dbi véi hop chét 7a thé bing metylamin dé tao ra hop chat
tho 8a. 18 ml metylamin trong etanol khan (33% trong lugng) dugc bd sung vao
750mg hop chat 7a va hén hop nay duge khudy trong thoi gian 90 phut, tai thoi diém
do6, phan tich theo phuong phép séc ky 1éng cao ap (HPLC) biéu thi phan @ng d hoan
thanh. Hén hop phan tmg nay duge ¢d dé tao ra ddu ma khi xt Iy bang10ml hexan/etyl
axetat (50:50) thu dugc chit rin mau tring duc. Dung mdi nghién/rira dugc gan va cin
dung méi duoc loai bo trong diéu kién 4p suat giam dé thu duoc 240mg chét rin mau

trang duc.

6) Séc ky 1ong cao ap didu ché hop chét thd 8a. Phan chira 120mg hop chat tho
8a duoc dua vao dung dich chta 5Sml CH3CN/10mm trong trietylamoni axetat trong
nude (20/80). Sau khi loc béng PTFE c¢& 0,45 micron, mau tiém dugc dua 1én cot C-18
Dynamax (40x250mm). Viéc rira giai dwgc thuc hién bing gradien axetonitril va
10mm trietylamoni axetat trong nuéc (CH;CN 20% dén 50% trong thoi gian 20 phut
v6i Iuu lwong 50ml/phit). Cac phan doan sic ky 1ong cao 4p thu dugce tir hai lan chay
sic ky 16ng cao 4p chtra hop chat 8a tinh khiét dugc thu gom, 1am bay hoi dé loai bé
CH;CN va lam dong kho dé loai b hau hét nudc con lai va lam bay hoi dung dich

dém dé, sau khi lam kho ddng sbi bang axetonitril (3x4ml), thu duge 42mg hop chét
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tinh khiét 8a du¢i dang mubi bis-trietylamoni. (Ciing c¢6 thé hoan phép tinh ché sic ky
16ng cao ap diéu ché dén sau bude cudi ciing). HRMS (FT-ICR) m/z: [M-H] theo tinh
todn dbi voi CiHsiNjgO14P,Si, 917,2606; theo thir nghiém 917,2622. 'H NMR
(DMSO-dg+ vét D,0) 45°C & 8,22 (1H, s), 7,85 (1H, s), 5,76-5,79 (2H, dd), 5,21 (1H,
m), 4,85 (1H, m), 4,58 (1H, t), 4,49 (1H, d), 4,31 (1H, m), 4,21 (1H, m), 3,97 (1H, d),
3,83 (3H, m), 2,94 (12H, m), 1,12(18H, t), 0,90 (9H, s), 0,72 (9H, s), 0,14 (6H, d),
0,09 (3H, s), -0,02 (3H, s). *'P NMR (DMSO-d¢+ vét D,0) 45°C. § -1,26, -2,02 (hinh
3a-3c).

7) Loai bd nhém bao vé ddi véi cac nhém TBS trong hop chit 8a bing
trietylamin trihydroflorua, trung hoa bang TEAB, va chiét pha rin bing C-18 Sep-Pak
dé thu dugc hop chét tinh khiét 9a dudi dang mudi bis-trietylamoni. 1,0ml trietylamin
trihydroflorua dugc bd sung vao 40mg hop chét 8a. Hon hop nay dugc khudy & nhiét
do trong phong trong thoi gian 30 gio. Sau khi xdc nhdn phan tng hoan thanh theo
phuong phap sic ky phan tich 16ng cao 4p, miu dugc trung hoa bang cach bd sung nhé
giot vao 12ml dung dich trietylamoni bicacbonat IM u6p lanh. Dung dich trung hoa
duge loai mubi trén Waters C-18 Sep-Pak va san phim nay duoc rira giai bang dung
dich chira CH3CN/10mM trietylamoni axetat trong nuéce (theo ty 1€ 1:1). CH3;CN dugce
lam bay hoi trong diéu kién ap sudt giam va dung dich nudc con sét lai duge lam dong
lanh va 1am dong khod qua dém. Lam bay hoi nhiéu 1an bang metanol (3x3ml) va lan
lam bay hoi cudi cing tir 50% axetonitril trong metanol (1x3ml) thu dugc 29,3mg
vong-[G(2°,5")pG(3°,5°)p] (hop chit 9a) dudi dang mudi bis-trietylamoni. HRMS (FT-
ICR) m/z: [M-H] theo tinh toan dbi v6i CyoHp3N 0 14P, 689,0876; theo thir nghiém
689,0874. "H NMR (DMSO-dq+ vét D,0) 45°C § 7,92 (1H, s), 7,90 (1H, s), 5,82 (1H,
d), 5,80 (1H, d), 4,97 (1H, m), 4,85 (1H, m), 4,68 (1H, m), 4,31 (1H, d), 4,21 (1H, t),
4,10 (2H, m), 3,79 (3H, m), 2,91 (14H, m), 1,13 (22H, t). *'P NMR (DMSO-dy) 45°C.
o 1,80, -1,05.

Thoi gian luu sic ky 16ng cao p clia hop chét 9a 1 7,25 phit so v&i 9,3 phut d6i
v6i c-di-GMP bang cach st dung gradien 2% dén 20% CH3CN trong 10mM
trietylamoni axetat trong thoi gian 20 phut trén cdt C-18 (3 micron, 100x4,6mm,
0,6ml/phut) HRMS (FT-ICR) x4c nhén cong thirc nguyén t6 mong mudn: [M-H] theo
tinh toan d6i v6i CpoHp3N190;4P, 689,0876; theo thir nghiém 689,0874. 31-P NMR cua
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hop chit 9a thé hién hai pic (lién hop 1:1) 2,03 va -0,95 phén triéu phi hop véi lién
két hdn hop 2°,5°/3°,5> (ca c[G(3°,5")pG(3°,5")p] va c[G(2°,5°)pG(2°,5’)p], Vi du, s&
chi thu dwgc mot tin hiéu 31-P NMR do tinh déi ximg). Bing ching truc tiép dbi véi
héa hoc ving cia lién két phosphodieste thu duge nhd 1H-1H COSY két hop véi thir
nghiém loai bé lién két v&i phospho, va nhd NMR hai chiéu "H->'"P HMBC (hinh 3b va
3¢). Céc proton anome (H-1) xudt hién & dang vach ddi xen phu ciia vach d6i (hodc
vach ba) & 5,82 phan triéu. Ky hiéu “A” dugc dit cho proton (H-1) anome trong
treong dudi va “B” duge dit cho proton anome trong trudng trén cta né. Bat dau véi
proton anome trong ca thir nghiém 1H-1H COSY “A” va “B” riboza (hinh 3b) cho
phép ky hiéu H-2A (4,96 phén triéu), H-3A (4,31 phan triéu), ciing nhu H-2B (4,67
phén triéu) va H-3B (4,84 phén tridu). Chiéu xa phospho trudong dudi (2,03 phan triéu)
s& chuyén héa H-3B da vach véi vach doi, trong khi chiéu xa phospho truong trén (-
0,95 phén triéu) dan dén su don gian hoa cua phiic da vach H-2A. Trong cé hai thir
nghiém loai bo lién két 5° riboza metylen, da vach déu quan sat duoc. 'H-3'P HMBC
hai chidu x4c nhén két qua cia thir nghiém loai bo lién két. 1H-1H COSY dén dén cac
thir nghiém loai bo lién két két hop véi phospho va 'H-*'P HMBC d3 cung cip cin cir
tryc tiép cho viée hoa hoc ving ctia lién két phosphodieste 14 2°,5°/3°,5° va hop chat 9a
1a [G(2°,5")pG(3°,5’)p] vong.

Vi du 3. Thir nghiém chung dbi véi mot loat ML-CDA (hinh 2b): tong hop mudi
Na [A(2°,57)pA(3°,57)p] vong hop chét 21 (xem hop chét trén hinh 2¢).

1) biéu ché hop chit 13.

0,18ml (10mmol) nudc va 1,20g (6,2mmol) pyridini trifloaxetat dugce bd sung
vao dung dich chira 5g (5,15mmol) N®-benzoyl-5'-0-(4,4'-dimetoxytrityl)-2'-O-tert-b-
utyldimetylsilyl-3'-O-[(2-xyanoetyl)-N,N-diisopropylaminophinyl]adenosin (11) trong
25ml axetonitril. Sau 5 phut khudy & nhiét do trong phong, 25ml fert-butylamin dugc
bd sung vao va hdn hop phan tng nay duoc khudy trong thdi gian 15 phit & nhiét dd
trong phong. Cac dung mdi duoc loai bo trong diéu kién ap sudt giam dé tao ra hop
chét 12 & dang bot ma sau d6 dugc lam bay hoi ddng thoi véi axetonitril (2x50ml), sau
d6 dugc hoa tan trong 60ml diclometan. Dung dich chtra nudc (0,9ml, 50mmol) va
60ml axit dicloaxetic 6% (thé tich) (44mmol) trong diclometan dugc bd sung vao dung

dich nay. Sau 10 phut & nhiét do trong phong, hdn hop phan tmg dugc t6i bang cach
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bd sung pyridin (7,0ml, 87mmol), va c¢6 thanh diu ma dugc lam kho bing ba 1an dong
bay hoi bing 40ml khan axetonitril, 1an cubi cung thu duoc hop chit 13 véi thé tich

12ml.
2) Piéu ché dung dich kho chira hop chét 14.

Nb-benzoyl-5'-0-(4,4'-dimetoxytrityl)-3'-O-tert-butyldimetylsilyl-2'-O-[ (2-xyano-
etyl)-N,N-diisopropylaminophinyl]adenosin (14, 6,4g, 6,6mmol) dugc hoa tan trong
40ml axetonitril khan va 1am kho bing ba 14n ddng bay hoi bing 40ml axetonitril khan,
1an cudi cing thu duge 20ml. Mudi riy phén tir ¢ 3A duge bd sung vao va dung dich

nay duoc bao quan trong khi quyén argon dén khi sir dung.
3) Diéu ché hop chit 2°,5’-monothio-dime mach théng 16.

Hop chat 14 (6,4g, 6,6mmol) dd dugc lam kho déng sOi trong 20ml axetonitril
duge bd sung qua xi lanh vao dung dich chira hop chit 13 (5,15mmol) trong 12ml
axetonitril khan. Sau 5 phut khudy & nhiét do trong phong, 1,14g (5,6mmol) 3-((N,N-
dimetylaminometyliden)amino)-3H-1,2,4-dithiazol-5-thion (DDTT) duogc bd sung vao
va hdn hop phan tng nay duoc khudy trong thoi gian 30 phit & nhiét d§ trong phong.
Hdn hop phan ng nay duoc ¢d va dau con lai duge hoa tan trong 80ml diclometan.
Nuge (0,9ml, 50mmol) va 80ml 6% (thé tich) axit dicloaxetic (58mmol) trong
diclometan dugc bd sung vao, va hdn hop phan tng nay duoc khudy trong thoi gian 10
phat & nhiét do trong phong. 50ml pyridin dugc bd sung vao dé t6i axit dicloaxetic.
Céac dung mdi duoc loai bo trong didu kién 4p suat giam dé tao ra hop chét tho 16b &

dang ran.

4) Pong vong va luu huynh hoa hop chat 16b dé tao ra chat d6ng phan khong dbi

quang vong-dithio dugc bao v€ 17b va 17c.

Hop chat 16b dugc hoa tan trong 150ml pyridin kho ma dugc cd dén thé tich
khoang 100ml. Sau do, 2-clo-5,5-dimetyl-1,3,2-dioxaphosphorinan-2-oxit (DMOCP,
3,44g, 18mmol) dugc bd sung vao va hdn hop phan tmg nay duge khudy trong thoi
gian 5 phat ¢ nhiét d trong phong. 3,2ml nudc dugce bd sung ngay lap tirc vao tiép
theo bd sung 3-H-1,2-benzodithiol-3-on (1,3g, 7,7mmol) vao, va hdn hgp phan tng
nay dugc khudy trong thoi gian 5 phut & nhiét do trong phong. Sau d6, hon hop phan
ung dugce rét vao 700ml nuge chtra 20g NaHCO; va khudy trong thoi gian 5 phit &
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nhiét do trong phong, sau d6 duoc rét vao phéu chiét va chiét bang 800ml etyl
axetat:dietyl ete theo ty 1§ 1:1. Lép nudc lai dugce chiét bang 600ml etyl axetat:dietyl
ete theo ty 18 1:1. Céc 16p hitu co dugc két hop va cd trong diéu kién 4p sut giam dé

tao ra khoang 11g dau chtra hop chit ddng phan khong d6i quang 17b va 17c.
5) Séc ky cot silicagel hdn hop thé chira hop chit 17b va 17c.

Hbn hop hop chit thé néu trén dugc hoa tan trong diclometan va dua lén ct
250g silic dioxit. Hop chit déng phan khong d6i quang mong mudn duge rira gidi ra
khéi ¢t bing cach sir dung gradien metanol trong diclometan (0% dén 10%). Cac
phan doan chira hop chat ddng phan mong mudn khong déi quang 17b va 17¢ dugc két
hop va ¢d, thu duoc 2,26g gdm khoang 50% hop chat 17b va 50% hop chét 17c.

6) Loai nhém bao vé dbi voi hop chit dong phan khong dbi quang 17b va 17c¢
dugc bao vé diy di vong thanh hop chét thd 18b va 18c.

2,26g hop chét thd 17b va 17¢ thu dugc tir cdt silicagel dugc chuyén sang 6ng
thity tinh chiu dugc 4p sudt. Dung dich chira 60ml metanol va 60ml dung dich nudc
amoniac ddm dic dugc bd sung vao va dng nghiém nay duoc 1am ting nhiét do va
khudy trong bé ddu & 50°C trong thoi gian 16 gior (cac 1an chay gén day 1a 12 gi& tinh
tir khi nguyén liéu ban du duoc tidu thy tai thoi diém nay). Hon hop phan tmg nay
dugc giam nhiét d0 dén gan nhiét do moi trudong, dugc suc dong nito khi trong thoi
gian 30 phut, va sau d6 dugc chuyén sang binh day tron 16n. Hau hét cac chat bay hoi
duoc loai bd trong diéu kién ap suét giam mat cach cin than dé tranh tao bot va ban

1én. Néu nuéc van con, cin duge 1am dong lanh va lam dong kho dén kho.

7) Séc ky 1éng cao ap didu ché tinh ché hop chit tho 18b va 18c dé thu duoc hop
chat 18b tinh khiét.

Hbn hop chtra hop chit thd 18b va 18¢ duge lam dong kho dugce dua vao khoéng
50ml dung dich chira CH3CN/10mm trietylamoni axetat trong nudc (60/40). Sau khi
loc qua PTFEO c6 giéng c& 45 micron, phin miu 4ml dén 5ml dugc dua 1én cot C-18
Dynamax (40x250mm). Viéc rira giai dugc thuc hién bang gradien axetonitril va
10mM trietylamoni axetat trong nuéc (30% dén 50% CH;CN trong thoi gian 20 phut
v6i luu lugng 50ml/phit). Céc phan doan thu dugc tir cac l4n chay séic ky 16ng cao ap

didu ché chira hop chét tinh khiét 18b dugc thu gom, 1am bay hoi dé loai b6 CH3CN va
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lam dong kho dé thu dugc 360mg hop chat tinh khiét 18b (chit dong phan khong dbi

quang RpRp-) dudi dang mudi bis-trietylamoni.

8) Loai bé nhém bao vé dbi véi hai nhém TBS chira trong hop chit 18b bing
trietylamin trihydroflorua, trung hoa bing TEAB, chiét pha rin bing C-18 Sep-Pak va
lam doéng kho nhanh d& thu dwoc hop chit tinh khiét 19b dudi dang mudi bis-

trietylamoni.

8a) 5,0ml trietylamin trihydroflorua nguyén chdt dwoc bd sung vao 270mg
(0,24mmol) hop chét 18b. Hon hop nay duoc khudy & nhiét do trong phong trong
khoang 40 gi®. Sau khi x4c nhan phan tmg hoan thanh theo phuong phép séc ky phan
tich léng cao ap, mau dugc trung hoa bang cach bd sung nhé giot vao 45ml dung dich
trietylamoni bicacbonat 1M lanh, dugc khudy. Dung dich trung hoa dugc loai mudi
trén Waters C-18 Sep-Pak va san phdm nay duoc rira gidi bang dung dich chira
CH3CN/10mM trietylamoni axetat trong nuGc (theo ty 1€ 5:1). CH;CN dugce lam bay
hoi trong diéu kién 4p suit giam va dung dich nudc con sét lai dwoc 1am dong lanh va
1am d6ng kho. Nhidu 14n 1am dong kho nhanh tir nude thu duge 122mg (57%) dithio-
(Rp.Rp)-[vong-A(2°,5")pA(3°,5”)p] (hop chit 19b) dudi dang mubi bis-trietylamoni.

8b) 90mg (0,08mmol) hop chit 18b dugc 1am ddng bay hoi ba ldn bang 10ml
axetonitril khd. Can kho dugce dwa vao 0,4ml pyridin khan. Binh c¢6 giéng théng hinh
kim dugc dit trong bé dau & 50°C, va 0,62ml trietylamin trihydorflorua va 1,0ml
trietylamin dugc bd sung dong thoi vao hdn hop dang dwoc khudy nay. Hon hop nay
duoc khudy & 50°C trong thoi gian hai gid. Sau khi xdc nhan phan tng hoan thanh
theo phuong phép sic ky phén tich 16ng cao 4p, miu dugc trung hoa bing cach bd
sung nhé giot vao 25ml dung dich trietylamoni bicacbonat1M lanh, khudy. Dung dich
trung hoa dugc loai mudi trén Waters C-18 Sep-Pak va san phim nay dugc rira giai
bang dung dich chira CH3CN/10mM trietylamoni axetat trong nuéc (theo ty 1€ 1:4).
CH;CN dugc 1am bay hoi trong didu kién ap suét giam va dung dich nuéc con sét lai
dugce 1am dong lanh va lam dong khé. Nhiéu 14n lam dong khd nhanh tir nuéc thu
dugc 54mg (76%) dithio-(Rp,Rp)-[vong-A(2°,57)pA(3°,57)p] (hop chat 19b) dudi dang

muoi bis-trietylamoni.
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8¢) bién thé cua viéc loai nhom bao vé TEA-HF bing cach 1am néng trong TEA-
HF nguyén chét & 45°C, tiép theo 13 lam trung hoa TEAB, loai mudi Sep-Pak va lam
dong khé nhanh.

TEA<3HF (1ml, 6,Immol) dugc bd sung vao hop chit 18b (41mg, 0,04mmol)
trong binh ¢6 lip giéng thong hinh kim va hdn hop nay duoc khudy & 45°C. Quy trinh
phan tng duogc kiém soat bang LC va khi tiéu thu hét nguyén lidu ban dau va cac chét
twong tu mono-TBS (~2 gi¢). Hon hop nay duogc giam nhiét do dén nhiét do trong
phong. Hon hop nay dwoc hut bang pipet tir tir vio dung dich chira TEAB 1M (4,9ml)
va TEA (1,6ml) & 0°C va do pH bazo yéu duoc xac nhan bing gidy thir 46 pH. Dung
dich trung hoa duogc loai mudi trén Waters C-18 Sep-Pak (10g) va san pham dugc rira
giai bang dung dich chira 15% CH3CN/10mM trietylamoni axetat trong nuée. Lam
dong kho nhanh thu dugc 21mg (64%) hop chét 19b (bis-trietylamoni mubi) duéi dang
chét rin mau tring. Phén tich theo phwong phap sic ky 1éng cao &p phan tich (dung
dich chira 2% dén 20% Axetonitril/10nM chit dém TEAA — 20 phut) thé hién do tinh
khiét > 95% (hinh 3h). 'H NMR (500MHz, 45°C, (CD5),SO-15u1 D,0) & 8,58 (s, 1H),
8,41 (s, 1H), 8,18 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 6,12 (d, J = 8,0, 1H), 5,92 (d, J = 7,0, 1H),
5,30 (td, J= 8,5, 4,0, 1H), 5,24-5,21 (m, 1H), 5,03 (dd, J=17.5, 4,5, 1H), 4,39 (d, J =
4, 1H), 4,23 (dd, J = 10,5, 4,0, 1H), 4,18 (s, 1H), 4,14-4,08 (m, 2H), 3,85-3,83 (m,
1H), 3,73 (d, J = 12,0, 1H), 3,06 (q, J = 7,5, 12H), 1,15 (t, J = 7,5, 1H); *'P NMR
(200MHz, 45°C, (CDj3),SO-15ul D,0O) 6 58,81, 52,54; HRMS (FT-ICR) m/z theo tinh
toan dbi voi CaoHp4O010N10P2S; (M — H)™ 689,0521, theo thir nghiém 689,0514.

8d) C6 thé xir Iy hdn hop phan tng TEA-HF thong qua viéc 1am két tia axeton
nhu da dugce boc 19 trong tai liéu cua Gaffney va cic dong tac gia 2010, nhung céc tac
gia sang ché thu dugc san pham sach hon & mot mirc do nhit dinh bang cach str dung
cac cai bién da duge boc 16 trong phan 8a-8c néu trén.

10) chuyén héa thanh mudi natri

Mudi ML-RR-CDA bis-TEA (hop chét 19b) d& dang dugc chuyén héa thanh
mudi natri duge dung (hop chét 21) bing céach trao dbi ion néu dudi day.

ML-RR-CDA<2Na" (hop chéat 21). BT AG ® 50W-X2 Resin 100- 200 Mesh,
dang hydro (100mg) dugc tao huyén phi véi nuéc da khir ion dugc nhdi vao cot Bio-

spin ®. Lugng du nude d3 khir ion duge thio kiét nho trong luc. 3 tﬁng thé tich dung
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dich NaOH IM (1ml) dugc cho qua cdt nho trong luc tiép theo 14 5 ting thé tich nudc
da khir ion (2ml). Sau khi x4 kiét lwong du nude da khir ion nho trong luc, dung dich
chira ML-RR-CDA<2TEA (19b, 10mg) trong nudc da khir ion (1ml) duge nap vao cot.
Cot nay duge rira giai bang 5 ting thé tich nude di khir ion (2ml), cac phan doan dugc
gom va kiém tra hoat tinh bang UV qua dia TLC va dén UV. Céc phin doan dang
quan tdm dugc gom, lam dong lanh, va lam dong kho qua dém dé thu dugc ML-RR-
CDA<2Na" dinh lugng, 'H NMR (500MHz, 45°C, (CD5),SO-30puL D,0) & 8,54 (s,
1H), 8,40 (s, 1H), 8,17 (s, 1H), 8,167 (s, 1H), 6,09 (d, J = 8,0, 1H), 5,92 (d, J = 8,0,
1H), 5,26 (td, J= 8,5, 4,5, 1H), 5,21-5,19 (m, 1H), 5,01 (dd, J=17.5, 4,5, 1H), 4,42 (d,
J=4,1H), 4,23 (dd, J= 10,5, 5,0, 1H), 4,17 (s, 1H), 4,15-4,00 (m, 2H), 3,90-3,82 (m,
1H), 3,73-3,70 (m, 1H); *'P NMR (200MHz, 45°C, (CD5),SO-30ul D,0) & 58,85,
51,53 (hinh 3d-3g); HRMS (FT-ICR) m / z theo tinh toan ddi v&i C,0H,300N1oP2S; (M
—H) 689,0521, theo thtr nghiém 689,0503.

Thu duoc bing chimg truc tiép d6i voi hoa hoc ving cua lién két phosphodieste
bing 1H-1H COSY két hop véi NMR hai chiéu 'H-"P HMBC (hinh 3e — 3g) tuong tu
nhu loat thir nghiém ML-CDG (nhu md ta & trén).

ML-RR-CDG (hop chit 9b). Hop chit 9b dugc tong hop tuong tu nhu ML-CDG
theo quy trinh thir nghiém loat ML-CDG (nhu mé ta & trén) bing cac ci bién sau
(hinh 2a): ¢) DDTT; h) 3-H-1,2-benzodithiol-3-on; n) thu dugc dudi dang mudi TEA,

khong can trao doi ion.

'H NMR (500MHz, 45°C, (CD3),SO-15u1 D,0) & 7,98 (s, 1H), 7,94 (s, 1H), 5,85
(d, J=9,0, 1H), 5,80 (d, J = 7,5, 1H), 5,25-5,23 (m, 1H), 5,12 (dd, J = 8,5, 4,5, 1H),
4,73 (dd, J = 8,0, 4,5, 1H), 4,42 (d, J = 4,0, 1H), 4,22 (t, J = 7.5, 1H), 4,14-4,10 (m,
2H), 3,94-3,90 (m, 2H), 3,77-3,73 (m, 1H), 3,05 (q, J = 7,0, 12H), 1,160 (t, J = 7,0,
1H); *'P NMR (200MHz, 45°C, (CD5),SO-15ul D,0) & 59,09, 50,37; HRMS (FT-
ICR) m/z theo tinh toan déi vGi CyoHy3015N10P>S, (M —H)™ 721,0419, theo thir nghiém
721,0410.

ML-RS-CDG (hop chét 9¢). Hop chit 9¢ duoc téng hop tuong tw nhu ML-CDG
theo cac quy trinh cuda loat thir nghiém ML-CDG (doan [0011])) v6i céc cai bién sau
(hinh 2a): ¢) DDTT; h) 3-H-1,2-benzodithiol-3-on; k) chit dong phan khong ddi quang
[Rp, Sp] 8c dugc gom; n) thu dugc dudi dang mudi TEA, khong can trao doi ion.
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'H NMR (500MHz, 45°C, (CD;),SO-15ul D,0) & 8,01 (s, 1H), 7,98 (s, 1H), 5,86
(d, J= 18,5, 1H), 5,79 (d, J = 8,0, 1H), 5,29 (dd, J = 8,5, 4,0, 1H), 5,20-5,19 (m, 1H),
4,68 (dd, J = 8,5, 4,0, 1H), 4,21 dén 4,18 (m, 2H), 4,10 dén 4,05 (m, 3H), 3,71-3,68
(m, 2H), 2,96 (q, J = 7.0, 12H), 1,13 (t, J = 7,0, 18H); *'P NMR (200MHz, 45°C,
(CD;),S80-15ul D,0) § 59,89, 57,17; HRMS (FT-ICR) m / z theo tinh toan déi véi
CaoH24012N10P2S, (M — H)™ 721,041904, theo thir nghiém 721,04143.

C14-ML-CDG (hop chét 10): hop chét c¢6 cong thirc 10 (hinh 2¢) da duoc tong
hop tuong tu nhu ML-CDG theo cac quy trinh cta loat thir nghiém ML-CDG (doan
[0011]) v6i céc cai bién sau (hinh 2a): n) anhydrit myristic, DMF.

3,7ml DMF, 0,3ml pyridin, va 128mg (0,292mmol) anhydrit myristic duoc bd
sung vao mudi bis- trietylamin ctia hop chit 9a (0,260g, 0,291mmol). Hdn hgp phin
ng nay dugc ting nhiét d6 trong tdng thoi gian 5 gid & 60°C, 1am ngudi dén nhiét do
trong phong va duogc toi bang 100ul dung dich MeOH. Vét LC thé hién 25% chuyén
hoa thanh san phdm mai va phin con lai ciia khdi lwong xuét hién trong thoi gian luu
12 ciia nguyén liéu ban ddu. Luong san pham chinh duoc xac nhan duéi dang san phim
C14-axyl héa bing LC/MS & kidu 4m, trong d6 m/z (M-1) 1 899 (theo tinh toén dbi
vGi C34H49N10015P2": 889,3). Sau khi lam bay hoi, can dugc dua vao 2ml CH3CN,
3ml dung dich chta 0,1M TEAA va lugng MeOH du dé bién hiu hét nguyén liu
thanh dung dich. Sau khi ly tim nhanh dé loai bo lwgng nhé chét dang hat, dung dich
nay duogc tinh ché thay sic ky 1ong cao ap diéu ché C18 bang cach sir dung gradien
25% -> 50% CH3CN trong TEAA 10mM trong thoi gian 20 phut. Cac phan doan chira
san phdm mong muén dugc két hop va 1am dong kho dén kho dé thu dugc 36mg C14-
ML-CDG hop chit 10 (mubi trietylamoni) & dang ran mau tréng.

'"H NMR (500MHz, 45°C, (CD3),SO-15u1 D,0) & 8,00 (s, 1H), 7,90 (s, 1H), 5,98
(d, J=17,5, 1H), 5,83 (d, J = 8,5, 1H), 5,76 (dd, J = 7,5, 4,5, 1H), 5,15-5,10 (m, 1H),
4,90-4,85 (m, 1H), 4,36 (d, J = 4,5, 1H), 4,30-4,27 (m, 1H), 4,07 (s, 1H), 3,94-3,90 (m,
3H), 3,82-3,78 (m, 1H), 3,04 (q, J = 7,0, 12H), 2,37-2,23 (m, 2H), 1,51 dén 1,43 (m,
2H), 1,28-1,14 (m, 38H). 0,85 (t, J = 7,0, 3H); >'P NMR (200MHz, 45°C, (CD5),SO-
15ul D,0) § -1,36, -2,12; HRMS (FT-ICR) m / z theo tinh toan déi v&i C34H4015N 1P,
(M — H)™ 899,2860, theo thir nghiém 899,2834.
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ML-CDA (hop chét 19a). Hop chét ¢6 cong thirc 19a dd dugc tong hop tuong tu
nhu ML-RR-CDA theo cac quy trinh cia loat thir nghiém ML-CDA (doan [0020]) v6i
céc cai bién sau (hinh 2b): e) t-BuOOH; h) I,/H,0; n) thu dugc duéi dang mudi TEA,

khong can trao doi ion.

'H NMR (500MHz, 45°C, (CD5),SO-15p1 D,0) & 8,44 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 8,16
(s, 1H), 8,14 (s, 1H), 6,08 (d, J = 8,0, 1H), 5,90 (d, J = 7,5, 1H), 5,10-5,0 (m, 3H),
4,30 (d, J = 4,5, 1H), 4,3-4,19 (m, 1H), 4,14 (d, J = 1,5, 1H), 4,05 (q, J = 11,5, 2H),
3,78-3,75 (m, 2H), 2,90 (q, J= 7.5, 18H), 1,08 (t, J = 7,0, 27H); *'P NMR (200MHz,
45°C, (CD;),SO-15u1 D,0) & 1,67, -0,47; HRMS (FT-ICR) m/z theo tinh toan ddi véi
CaoH24012N10P, (M — H)™ 657,097763, theo thir nghiém 657,09680.

ML-RS-CDA (hop chét 19¢). Hop chét c6 cong thire 19¢ da dugce tong hop twong
te nhu ML-RR-CDA theo céac quy trinh cua loat thtr nghiém ML-CDA (doan [0020])
vé6i cac cai bién sau (hinh 2b): k) chét dong phan khong dbi quang [Rp, Sp] 18¢ duoc

gom; n) thu dugc dudi dang mudi TEA, khong cén trao dbi ion.

'H NMR (500MHz, 45°C, (CD5),SO-15u1 D,0) & 8,52 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 8,16
(s, 1H), 8,15 (s, 1H), 6,10 (d, J= 8,5, 1H), 5,90 (d, J = 7,5, 1H), 5,45 (dd, J= 8,5, 4.5,
1H), 5,31-5,26 (m, 1H), 5,00 (dd, J= 8,5, 4,5, 1H), 4,41-4,36 (m, 1H), 4,22 (d, J= 5,0,
1H), 4,14-4,07 (m, 3H), 3,70-3,67 (m, 3H), 2,84 (q, J = 7,0, 19H), 1,08 (t, J = 7.5,
29H); *'P NMR (200MHz, 45°C, (CD5),SO-15ul D,0) & 59,98, 57,35; HRMS (FT-
ICR) m/z theo tinh toan d6i véi CagHrs019N1oP,S; (M —2 H+Na)~ 711,0340, theo thir
nghiém 711,0316.

ML-3"-5’-R-CDA (hop chét 19¢). Hop chét c6 cong thirc 19e da dugc tong hop
twong tu nhu ML-RR-CDA theo cic quy trinh cta loat thr nghiém ML-CDA (doan
[0020]) v6i cac cai bién sau (hinh 2b): €) t-BuOOH; h) 3-H-1,2-benzodithiol-3-on; n)

thu dugc dudi dang mudi TEA, khong cén trao dbi ion.

'H NMR (500MHz, 45°C, (CD5),SO-15u1 D,0) & 8,49 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 8,17
(s, 1H), 8,14 (s, 1H), 6,09 (d, J= 8,5, 1H), 5,90 (d, J = 7,5, 1H), 5,23 (dd, J= 8,0, 5,0,
1H), 5,12-5,04 (m, 2H), 4,31 (d, J = 4,5, 1H), 4,21-4,14 (m, 3H), 4,10 (q, J = 11,0,
1H), 3,80-3,71 (m, 2H), 2,85 (q, J = 7.0, 18H), 1,08 (t, J = 7,5, 27H); *'P NMR
(200MHz, 45°C, (CD;),SO-15uL D,0) & 59,32,-0,37; HRMS (FT-ICR) m/z theo tinh
toan dbi v6i CagHas011NoP,S (M — H)™ 673,0749, theo thit nghiém 673,0729.
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ML-RR-CDA (hop chit 22) du6i dang mubi amoniac. Hop chét 22 da dugc tong
hop tuong ty nhu ML-RR-CDA theo cidc quy trinh cda loat thtr nghiém ML-CDA
(doan [0020]) v&i cac cai bién sau (hinh 2b): n) BT AG ® 50W-X2 Resin 100-200
Mesh, dang hydro, 1M NH,OH. "H NMR (500MHz, 45°C, (CD3),SO-30ul D,O) &
8,80 (s, 1H), 8,44 (s, 1H), 8,39 (s, 2H), 6,45 (d, J= 10,0, 1H), 6,34 (s, 1H), 5,50 (td, J
= 10,5, 4,5, 1H), 5,21-5,15 (m, 1H), 5,02 (d, J = 4,0, 1H), 4,92 (d, J = 4,5, 1H), 4,61-
4,49 (m, 2H), 4,30-4,27 (m, 2H); '"HRMS (FT-ICR) m/z theo tinh toan ddi véi
CaoH23010N10P2S; (M — H)™ 689,0521, theo thir nghiém 689,0504.

ML-RR-cGAMP (hop chit 20). Hop chit 20 (hinh 2¢) dugc téng hop tuwong tu
nhu ML-RR-CDA theo cac quy trinh cda loat thir nghiém ML-CDA (doan [0020]) véi
cac cai bién sau (hinh 2b): d) pyr, 4; n) thu dugc dudi dang mudi TEA, khong can trao
dbi ion.

'H NMR (500MHz, 45°C, (CD5),S0-30ul D,0) & 8,34 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 8,01
(s, 1H), 5,91 (d, J = 17,5, 1H), 5,86 (d, J = 8,5, 1H), 5,29-5,23 (m, 1H), 5,17-5,14 (m,
1H), 5,02 (dd, J = 7.5, 4,0, 1H), 4,41 (d, J = 4,5, 1H), 4,25 (dd, J = 5,0, 10,5, 1H),
4,13-4,03 (m, 3H), 3,95-3,85 (m, 1H), 3,78-3,74 (m, 1H), 2,84 (q, J = 7,5, 18H), 1,08
t, J = 7,5, 28H); *'P NMR (200MHz, 45°C, (CD;),SO-30ul D,0) & 58,81, 50,91;
HRMS (FT-ICR) m/z theo tinh toan dbi v&i CyoH,301,NoP2S, (M — H)~ 705,0470,
theo thir nghiém 705,0451.

Vidu4. Céc chit din xuét duge thé 2° va 3 cua riboza

Céc vi du vé chit din xuét c6 tmg dung theo sang ché duoc thé hién trén hinh 4-

6.
Vidu5. Biéu hién interferon typ I tao ra CDN

Dé xac dinh mirc d6 twong ddi interferon typ I da dugc tao ra trong céc té bao cta
ngudi bing timg phan tir trong s6 cac phén tr nguyén thé va din xuét nhu 1a du hiéu
v& hiéu lyc coa ta dugce, 4x10° té bao THP1-Blue™ ISG (dong té bao don nhén to cta
ngudi da dugce chuyén nhiém véi gen thong bao phosphataza kiém cuia phoi duge tiét
ra boi IRF (do Invivogen cung cip) ma biéu hién phosphataza kiém dudi su kiém soat
ctia gen khoi ddu bao gdm nam yéu td dap tmg kich thich IFN) duoc 1 v6i 100uM
[G(3°,5”)pG(3°,5")p] (CDG) vong, [G(2°,5)pG(3°,5°)p] vong (lién két hdn hop, hodc
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ML-CDG), hoac HBSS trong thoi gian 30 phut & 37°C véi 5% CO,. Sau 30 phut, céc
té bao dugc rira va dugc ciy 1én dia c6 96 giéng trong moi trudng RPMI chira 10%
FBS, va i & 37°C v6i 5% CO,. Dich ndi nudi céy té bao thu dugc tir trng mau dugc gom
sau khi G qua dém, va 20pl dung dich ndi cdy té bao dugc bd sung vao 180ul dung
dich chira chat phan tng QUANTI-Blue (do Invivogen cung cip) va U trong thodi gian
45 phut @& danh gia manh protein interferon typ I. Mirc d6 hap thu & budc séng 655nm
dugc doc 3 phiit mot 1an bang cach st dung quang phd ké Versa Max kinetic (do

Molecular Diagnostics cung cap).

Nhu dwgc thé hién trén hinh 7, [G(2’,5")pG(3°,5’)p] vong (ML-CDG) tao ra
luong IFN-B cao hon dang ké so véi [G(3°,57)pG(3°,5°)p] vong trong mot khoang thoi
gian. Cac két qua nay thé hién ring ché phidm didu ché tinh khiét cia
[G(2°,5)pG(3°,5")p] vong s& hoat héa dép tGng mién dich bdm sinh hon Ia
[G(3°,5°)pG(3°,5°)p] vong trong dong té bao don nhan to ciia ngudi.

Pé xac dinh lugng IFN-a, -B va -y giy ra boi [G(2°,57)pG(3°,57)p] vong (ML-
CDG) so vo6i [G(3°,5)pG(3°,5%)p] vong nhu 1a mot dAu hiéu cua hiéu luc hoat hoa
mién dich bim sinh, 1x 10° PBMC nguyén ban phan l4p duoc tir bén ngudi cho doc
1ap duoc u trong dia day chir U c6 96 giéng trong thoi gian 30 phut & 37°C, 5% CO,
voi Sum hodc 0,5um [G(3°,5’)pG(3°,5")p] vong (CDG) hodc [G(2°,5")pG(3°,5)p]
vong (ML-CDG), 1ug/ml ADN kich thich Interferon (ISD), hodc 4pg/ml Poly (1:C)
bang cach st dung tic nhan chuyén nhidm Effectene (do Qiagen cung cip) dé chuyén
cac phan tr vao PBMC. ISD (ADN kich thich interferon) 1a doc 1ap vdi TLR (Stetston,
D.B. et al., Immunity 24, 93—103, January 2006) va truyén tin hiéu thong qua cGAS,
va do d6 phu thudc vao STING, trong khi Poly (I:C) c6 thé truyén tin hiéu thong qua
ca hai qua trinh TLR3 va RIG-I, va do d6 doc 1ap véi STING. Sau 30 phat, céc té bao
nay dugc rira va thay thé bang méi truong RPMI chira 10% FBS va u & 37°C, 5%CO,.
Sau khi @1 6 gid, mdt phan cac té bao duoc thu gom va danh gia theo dinh lugng RT-
PCR thoi gian thuc vé sy biéu hién gen cia cac xytokin interferon alpha typ I 2
(IFNA2) va interferon beta 1 (IFNB1), va interferon gama gen xytokin typ II (IFNG).
Mirc d6 biéu hién gen dugc xac dinh bing phép dinh luong RT-PCR thoi gian thuc
bang cach sir dung hé tinh ché ARN PrimePCR va phan tich ADN bd trg, va chay trén
thiét bi quay vong gen CFX96 (tit ca déu 1a cia BioRad). Mtrc biéu hién chuén dugc
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xac dinh di v6i mdi gen, ma 13 nguyén nhéan cta sy khac biét vé hiéu qua khi khuéch
dai PCR dbi v6i dich (Egiet) va tham chiéu (Egpam ehicu), VA chuyén don vi s liéu thd
trén thang logarith Cycle Threshold (CT) thanh don vi tuyén tinh ctia mutc do biéu hién
chuén héa. Gen tham chiéu dugc sir dung 13 GUSB va PGK1, x4c nhdn gen dé c6 hé
s6 twong quan (CV) thdp hon 0,5 va trj sé M thdp hon 1, va do d6 khong thay ddi
trong cac didu kién xir Iy khac nhau. Dé tiép cin muc d6 protein tiét cia cac xytokin
nay, dich nbi dugc thu gom tir cac t& bao con lai sau 24 gio u va luong IFN-a va -y
duge xac dinh bing may dém té bao mang bi (cytometric bead array - CBA, do BD
Biosciences cung cip), trong khi luong IFN-B duoc xac dinh theo phuong phap
ELISA (PBL).

Nhu duge thé hién trén hinh 8, mic do biéu hién gen cua interferon alpha 2
(IFNA2) cao hon dang ké dbdi véi [G(2’,5’)pG(3’,5’)p] vong & Sum so véi
[G(3°,5)pG(3’,5")p] vong & Sum trong ca bén ngudi cho. Twong ty, mirc do biéu hién
gen cua interferon beta 1 (IFNB1) cao hon dang ké d6i voi [G(27,57)pG(3°,5°)p] vong
& 5um so véi [G(3°,5”)pG(3’,57)p] vong & Spum trong ca bdn ngudi cho. Mirc dd biéu
hién gen interferon gama (IFNG) duogc tao ra ¢ mirc do cao hon dang ké ddi voi
[G(2°,5”)pG(3°,5")p] vong & Spum so véi [G(3°,57)pG(3°,5°)p] vong trong ca bdn ngudi
cho. Céc dir liéu nay cho thy hiéu luc ting cudng cua [G(2’,57)pG(3’,5°)p] vong so
véi [G(3°,5”)pG(3°,5°)p] vong dé gay biéu hién gen cua cac xytokin mién dich bam

sinh co ban trong nhiéu loai nguoi cho.

Nhu duoc thé hién trén hinh 9(a), lugng IFN-o. tiét ra trong PBMC ngudi nguyén
thé bang [G(2°,5")pG(3’°,5°)p] vong & 5um 13 cao hon so véi [G(3’,5)pG(3’,5°)p]
vong & cing lidu lugng hodc liéu lwong thip hon trong ca bdn ngudi cho. Trén hinh
9(b), lugng IFN-B, nhu danh gia duoc theo ELISA, dbi véi [G(2°,5”)pG(3’,57)p] vong
& Sum ciing cao hon so v6i lugng dugc tao ra bdi [G(3°,5”)pG(3°,57)p] vong, cling nhu
dbi voi miu ddi ching ISD va Poly I:C trong ca bdn ngudi cho. Hinh 9(c) thé hién
phét hién twong tu d6i v6i IFN-y tiét ra, nhu danh gia duoc theo CBA. O ca Sum va
0,5um, [G(2°,5)pG(3°,5”)p] vong tao ra luong IFN-y 16n hon [G(3°,5)pG(3°,5")p]
vong & cung liéu, va luong nay con 16n hon trong cac mau dbi chimg ISD va Poly I:C
trong ci bbén ngudi cho. Cac dir liéu nay thé hién hidu luc gia ting cua

[G(2°,5”)pG(3°,5")p] vong so vai [G(3°,5”)pG(3’,57)p] vong dé kich thich viéc san sinh
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IEN typ I va II, yéu t6 quan trong dé gay ra sy mién dich bam sinh & nhiéu nguoi cho

mau.

Pé x4c dinh luong tuwong dbi ctia IFN-B dd duoc tao ra trong cac té bao cia nguoi
bang mdi phan tir trong cic phan tir nguyén thé hodc din xuét nhu 13 d4u hiéu cia hiéu
luc ta duoc, 4x10° té bao THP1-Blue, dong té bao don nhan to cua nguoi da dugce
chuyén nhidm véi gen thong bao phosphataza kiém ctia phoi tiét ra dugc tao ra boi
IRF (do Invivogen cung cép), G véi 50uM [G(3’,5)pG(3’,5’)p] vong (CDG),
[G(2°,5)pG(3°,57)p] vong (lién két hdn hop, hoic ML-CDG), [G(2’,5°)pG(3’,5")p]
vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDG), so vé&i [A(3’,5)pA(3°,5")p] (CDA),
[A(2°,5”)pA(3°,57)p] vong (lién két hdn hop, hoic ML-CDA), [A(2’,5°)pA(3’,5")p]
vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA), hoic dbi ching 12 méi trudng trong thoi gian 30
phut & 37°C véi CO, 5%. Sau 30 phiit, cic té bao niy dugc rira va dugc ciy lén dia c6
96 giéng trong moi truong RPMI chtra 10% FBS, va & & 37°C véi 5% CO,, Dich nbi
nudi cdy té bao thu duoc tir timg mau duge gom sau khi & qua dém, va 20ul dich nbi
nudi cdy té bao duoc bd sung vao 180pl dung dich chira chat phan ttng QUANTI-Blue
(Invivogen) va 1 trong thoi gian 45 phut. Mc d hap thu & bude séng 655nm duoc
doc 15 phut mot 1dn biang cach sir dung quang phd ké SpectraMax (Molecular

Diagnostics).

Nhu dugc thé hién trén hinh 10, dan xuat [G(2’,5°)pG(3°,5°)p] vong dithio Rp,Rp
(ML RR-CDG) tao ra lugng IFN-B 16n hon déng ké so véi vong c-di-GMP (CDG
khong duoc cai bién) hodc cic phan tt CDG dugc cai bién. Tuong tw, phan ti
[A(2°,5°)pA(3°,5°)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA) tao ra IFN-B véi luong 16n
hon dang ké so v6i CDA khéng dugc ci bién hogc cac phan tir ML CDA. Cac két qua
nay thé hién ring cic ché phdm diéu ché tinh khiét chira cac chét din xuit ML RR-
CDN hoat hoa dap tng mién dich bim sinh hon 14 cac phan tit CDN ban dau & dong té

bao don nhén to clia nguoi.

Nhim x4c dinh kha ning twong dbi ctia cac phan tir ddn xuét dé hoat hoa cac dap
g mién dich, cac hop chit CDN duogc cho cic con chudt nhét cai Balb/c 6 dén 8 tuin
tudi dung (v6i tng thé tich 100pl trong HBSS) & cac lidu lugng 50um, Spum va 0,5um
bang cach ding dudi da vao phan than ctia dudi. Cac con chudt nhit dugc danh gia sau

24 gid vé kha nang hoat héa mién dich té bao lympho bang cach phén loai té bao dugc
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hoat héa huynh quang (FACS) theo diéu bién ting biéu hién CD69 bé mit trén cc té
bao diét tw nhién (NK), t& bao T CD4" va CD8", so véi dbi chimg kiéu twong duong
IgGl.

Nhu duge thé hién trén cac hinh 11(a-c), phan tir [G(2’,5°)pG(3’,5’)p] vong
dithio Rp, Rp (ML RR-CDG) gy kich hoat mién dich NK va céc té bao T theo cach
phu thudc vao lidu lwong. Phan tir [A(2°,5)pA(3’,5%)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-
CDA) ciing gdy hoat hoa NK va té bao T, mic di véi mire do kém hon so v6i phan tir
ML RR-CDG. Ca phan tir ML RR-CDN déu gdy hoat hoa t& bao mién dich tt hon so
v6i cac phan tt ML CDN & ciing mot lidu luong. Céc dir liéu nay minh hoa dic tinh
kich hoat mién dich cac phan tir cia ML RR-CDN so véi cac phan tt ML CDN, va cu
thé 12 1am ting kha ning gay hoat héa té bao mién dich tiém ning cia phan tir ML RR-
CDG.

Vi du 6. Muc d6 khang ting cudng cua Rp,Rp dithio CDN dbi véi cac

phosphodiesteraza

Luong interferon typ I dd duoc tao ra trong cac té bao ctia nguoi duoc do dé danh
gia hiéu luc cac chat din xuit Rp monothio va Rp, Rp dithio, oxo khong dugc xtr Iy va
duge xir Iy bang phosphodiesteraza. Nam hop chit ( [A(3°,5")pA(3’,5°)p] vong
(CDA), [A(2’,5’)pA(3’,5")p] vong (ML-CDA), Rp monothio ([A(2°,5")pA(3°,5")p]
vong monothio Rp (ML R-CDA), Rp, Rp dithio ([A(3°,5”)pA(3°,5”)p] vong dithio Rp,
Rp (RR-CDA), va [A(2°,5")pA(3°,5")p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA) dugc xtr 1y
bang 1600g phosphodiesteraza noc doc rin (SVPD) thu dugc tir Crotalus adamanteus
(do Sigma cung cip), 2,5mU nucleaza P1 (NP1) thu dugc tir Penicillium citrinum (do
Sigma cung cép) hodc duoc xir 1y theo cach bét chude. 7ug mbi hop chét duoc pha
lodng trong dung dich dém SVPD (1X PBS va 0,6mm MgCl,), dung dich dém NP1
(30mM Na Axetat , 46 pH=5,3, 2mM ZnCl,) hodc khong dugc xir ly va sau dé dugc u
trong thoi gian 2 gior & 37°C, tiép theo dun sbi trong thoi gian 10 phut dé 1am bét hoat
nucleaza. 4x10° t& bao THP1-Blue™ ISG (dong té bao don nhan to ciia ngudi da duoc
chuyén nhiém véi gen thong bao phosphataza kiém cua phdi tiét ra béi IRF (do
Invivogen cung cip) ma biéu hién phosphataza kiém dudi sy kiém soat cia gen khai
dau bao gdm nim yéu t6 dap ung kich thich IFN) duoc 0 v6i 50uM phan tir dugc xir
1y theo cach bat chude, duge xtr Iy bing SVPD hoidc dugc xt Iy bang NP1. Sau 30
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phut, cac té bao nay dugc rira va duge dua 1én dia c6 96 giéng trong méi trudng RPMI
chira 10% FBS, va i ¢ 37°C v6i 5% CO,. Dich ndi nudi cdy té bao thu dugc tir timg miu
dugc gom sau 16 gid 1, va 20ul dich nudi ciy té bao dich ndi dugc bd sung vao 180ul
dung dich chira chit phan tng QUANTI-Blue (do Invivogen cung cp) va i trong thoi
gian 25 phut d& danh gia luong protein interferon typ 1. Poc & bude séng hip thu
655nm bang quang phd ké Versa Max (do Molecular Diagnostics cung cap).

Nhu duge thé hién trén hinh 12, cac hop chit Rp, Rp dithio khong dwgc xt 1y,
[A(3°,5’)pA(3°,5’)p] vong dithio Rp, Rp (RR-CDA) va [A(2°,5”)pA(3°,5’)p] vong
dithio Rp, Rp (ML RR-CDA) la chit tiém ning tao ra interferon typ I so véi oxo
([A(3’,5°)pA(3°,5%)p] vong (CDA) va [A(2’,5”)pA(3°,5)p] vong (ML-CDA) va céac
phan ttr din xu4t Rp monothio. ([A(2°,5”)pA(3’,57)p] vong monothio Rp (ML R-CDA)
CDN. Céc tac gia sang ché da danh gia hoat tinh ctia cac chét din xuat CDN sau khi
xtt ly bing phosphodiesteraza SVPD, ma phan cit ca lién két 2°-5° va 3°-5°
phosphodieste, hodc béng NP1, ma phan cit mot cach chon loc lién két 3’-
5’phosphodieste (Pino, et al, (2008) Journal of Biological Cheimistry, 283, 36494-
36503). hinh 12 cho thiy ring cac hop chit Rp, Rp dithio, [A(3°,5)pA(3°,57)p] vong
dithio Rp, Rp (RR-CDA) va [A(2°,5’)pA(3°,5)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA)
van giit dugc hidu luc cia né sau khi xir Iy bang SVPD va NPI, trong khi oxo
([A(3°,5”)pA(3°,5%)p] vong (CDA) va [A(2°,5")pA(3°,5")p] vong (ML-CDA) mat hoat
tinh sau khi phin cit bing ca SVPD va NP1. Din xuit Rp monothio
([A(2°,5°)pA(3°,5”)p] vong monothio Rp (ML R-CDA) chira phan tir thé thio don 1&
trén lién két 3°-5 phosphodieste van giit duoc hoat tinh sau khi phan cit bing NP1,
nhung d& bi xtt Iy bing SVPD, ma phan cét lién két 2°-5° phosphodiesete. PO nhay
cam khac biét cta cac chit din xuét oxo, Rp monothio va Rp, Rp dithio dbi véi viée
phan cét bang SVPD hodc NP1 x4c nhén céu trac cia cac chit dan xudt Rp monothio
va Rp, Rp dithio. Céc két qua nay con thé hién ung dung cac chit din xuét Rp, Rp
dithio do sirc khang ctia chung dbi voi sy phan cit bang cac phosphodiesteraza cé mit
trong huyét thanh va/hoic trong cac té bao chu, do d6 gay hoat hoa sy truyén tin hiéu
mién dich bdm sinh mot cach hitu hidu hon, va 1am ting hiéu qué diéu tri chéng khdi u

in vivo, nhu dugc thé hién ¢ day.
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Vi du 7. Cac phan tir din xuit CDN téng hop hoat héa qua trinh truyén tin hidu cua tat

ca cac alen STING cua nguoi

Dé x4c dinh tinh dép ng cta nam bién thé STING ciia ngudi tw nhién di biét
(duoc ky hiéu 1a WT, REF, HAQ, AQ va Q) cho c4c phén ti nguyén thé va din xuit,
céc dong té bao 293T nhém than cia phdi ngudi (HEK) ma biéu hién cic alen STING
ctia ngudi duoc tao ra. Dong té bao 293T HEK ban dau khong biéu hién STING noi
sinh, sao cho dap Gng cua alen STING biéu hién ngoai sinh c¢6 thé dugc danh gia. Cac
plasmit MSCV2.2 ghi mad hSTING(REF)-GFP, hSTING(WT)-GFP, hSTING(HAQ)-
GFP, hSTING(Q)-GFP va mSTING(WT)-GFP do Vance Laboratory tai UC Berkeley
cung cip. HSTING(AQ)-GFP thu dugc tir hSTING(Q)-GFP bang cach sir dung kit dot
bién gen dinh huéng diém QuickChange (Stratagene). Trinh ty cia alen
hSTING(REF) con dugc goi 1a alen Barber (Ishikawa, H., va Barber, G.N. (2008).
Nature 455, 674—678), va ¢o trinh ty tham chiéu NCBI NP_938023.1. Su khac biét
axit amin gitta hSTING(REF) va cac alen STING WT, HAQ, AQ va Q cua nguoi
duoc thé hién trén hinh 13, ma dugc phong theo Yi va cac déng tac gid, Plos One 8:
77846 (2013). Cac dong té bao duoc 14y tir HEK 293T thich hop biéu hién mbi alen
STING c4 thé ctia ngudi duoc tao ra bing cach phan loai FACS céc té bao GFP duong
tinh bing cach st dung thiét bi phan loai té bao Mo Flo clia Cancer Research
Laboratory Flow Cytometry Facility tai UC Berkeley. 1x10* t& bao HEK293T STING
duoc gieo mam trong dia c6 96 16 va mét cach nhét thoi dugce chuyén nhidm (bang
cach st dung Lipofectamin 2000) bang 50 ng plasmit thong bdo IFN-B ciia nguoi
(pLuc-IFN-P) biéu hién doan khéi dau IFN-B ctia ngudi trude gen thong béo luxiferaza
va 10 ng TK-renilla dé chudn tic. 24 gio sau, cac té bao nay duoc kich thich bing céac
phan tir CDN nguyén thé va din xuit tong hop bing cach st dung phép thiAm théu
digitonin d& dam bao su hép thu déng nhit. Mdi dong té bao STING duoc kich thich
bing 10uM [G(3’,5°)pA(3°,5°)p] vong (cGAMP), [G(2°,5°)pA(3°,5")p] vong (ML-
cGAMP), [G(2’,5’)pA(3’,5’)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-cGAMP),
[A(3’.5")pA(3°,5”)p] vong (CDA), [A(3°,5’)pA(3°,5’)p] vong dithio Rp, Rp (RR-
CDA), [A(2°,5)pA(3°,5)p] vong (ML-CDA), [A(2’,5")pA(3°,5’)p] vong dithio Rp,
Rp (ML RR-CDA), [G(3°,5’)pG(3°,5’)p] vong (CDG), [G(3°,5)pG(3°,5’)p] vong
dithio Rp, Rp (RR-CDG), [G(2°,5)pG(3°,5’)p] vong (ML-CDG) hodc
[G(2°,5”)pG(3°,5’)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDG) trong 25ul dung dich dém
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digitonin (50mM HEPES, 100mM KCL, 3mM MgCl2, 0,1 mM DTT, 85mM Sucroza,
0,2% BSA, ImM ATP, 0,ImM GTP, 10ug/ml digitonin). Sau 20 phut, cac hdn hop
kich thich dugc loai bd va 200ul méi truong RPMI tiéu chudn duoc bd sung vao. Sau
khi kich thich trong thoi gian 6 gid, dich phan giai té bao dugc chuin bi va hoat tinh
gen thong bao duge do bang cach sir dung Hé thir nghiém Luxiferaza kép (Promega)

trén méy do murc do phat quang Spectramax M3.

Hinh 14 thé hién su kich thich cua cac dong té bao HEK293 ghi ma céc alen bién
di STING cuia ngudi bang cach do sb lan ting luong gen thong bao IFNB-LUC di
duoc tao ra (v€ so dd RLU theo truc y). Nhu duoc thé hién trén hinh 14, cac hop chét
lién két hdn hop Rp, Rp dithio, [G(2°,5°)pA(3°,5°)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-
cGAMP), [G(2’,5’)pG(3’,5’)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDG) va
[A(2°,5")pA(3°,5%)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA) da tao ra cac hoat tinh gen
thong bdo IFNO nhd cdc alen STING cia ngudi. Alen STING dai ding ctia nguoi,
hSTING (REF) va hSTING (Q), ddp ting kém vdi su kich thich do céc phéan tir nguyén thé
¢6 lién két cau phosphat gitta cac nucleotit truyén thdng: [G(3°,5°)pA(3°,5°)p] vong
(cGAMP), [A(3’,5’)pA(3°,5")p] vong (CDA); va, [G(3’,5")pG(3°,5)p] vong (CDQG).
Nguoc lai, cac dong té bao biéu hién alen STING dai déng ctia nguoi dap Gng véi su
kich thich do [A(2’,5°)pA(3°,5")p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA) téng hop: ML
RR-CDA; ML RR-CDG; va, ML RR-cGAMP. Céc té bao biéu hién STING cia chudt
nhit dap Gmg voi tit ca cac phén tir duge thir nghiém, thé hién ring cac phan tir din Xuét
CDN tbng hop dugc cai bién 1a thich hop dé hoat hoa qua trinh truyén tin hidu STING ctia
ngudi. Cac két qua nay thé hién rang cac hop chét lién két hdn hop Rp, Rp dithio,
[G(2°,5")pA(3°,57)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-cGAMP), [G(2°,5”)pG(3°,5*)p] vong
dithio Rp, Rp (ML RR-CDG) va [A(2°,5’)pA(3°,5)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-
CDA) hoat hoa tit ca cac alen STING cta ngudi duge thir nghiém, cho thy ring cac
phén tr nay s& gdy ra mot cach hitu hidu mién dich bam sinh & mét quin thé 16n
nguoi.

Dé thé hién ring cac phan tir dan xudt CDN tdng hop 1am thanh thuc cac té bao tua
cta nguoi (DC), cac bach ciu don nhan to CD14" thu duge tir PBMC nguoi dugc diéu tri
trong thoi gian 6 ngay bang 50ng/ml GM-CSF va 25ng/ml IL-4. Bay ngay sau, DC dugc
14y tir bach cdu don nhén to duoc kich thich bang LPS (1pg/ml) hoic CDN (50uM) duoc
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bd sung mdt cach true tiép vao mdi truong nay. Sau 48 gid, mirc do biéu hién bé mit cia
MHC Nhém I (HLA-ABC), CD80, CD83 va CD86 dugc xéc dinh bang cach phong bé
FACS trong quin thé DC CD11¢". Hinh15A 14 dd thi biéu thi mirc do trung binh clia
cuong do phat quang trung binh (MFI) sau khi kich thich bang cac phan tir CDN duoc thé
hién trén hinh nay. Ciing duoc thé hién trén hinh 15B 1a so dd dai dién cho su biéu hién
CD80, CD86, CD83 va MHC Nhom I (HLA-ABC) ¢ DC cia nguoi. So dd dic tuong
ung voi té bao khong bi kich thich, dudong nét dut thé hién su kich thich LPS, va dudng
1in nét thé hién su kich thich [A(2°,5°)pA(3°,5")p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA).
Cac két qua nay thé hién ring cac phan tir CDN téng hop ¢6 cdu triic chira phan tir thé Rp,
Rp dithio ctia cic nguyén tir oxy khdng tham gia vao cau phosphat gifra nucleotit két hop
v6i cAu tric cAu phosphat 2°-5, 3°-5° khong truyén théng hoic lién két hdn hop (ML) hoat
hoa su truyén tin hi¢u trong tAt ca cac alen STING cua nguodi, va hoat héa su thanh thuc

DC cua nguoi.
Vi du 8. Dép tmg té bao T dic hiéu véi khang nguyén do CDN tao ra

Pé xac dinh dap tng té bao T CD8 diac hiéu v6i OVA di dugc tao ra boi cac
phén tr dinucleotit vong khic nhau, chudt nhit C57BL/6 (n=5) dugc giy mién dich
dudi da bang Opg (khong CDN) hodc 5pg hodc 25ug [G(2°,57)pG(3°,5°)p] (lién két
hdn hop hoic ML-CDG) dugc bao ché trong 2% squalen-va-nudc véi 10pg protein
long tring trimg. Bay ngay sau khi ching ngira, mau dugc gom tir mdi con chudt, va
PBMC dugc chudn bi. 5x10* PBMC duoc kich thich qua dém trong thir nghiém
ELISpot IFNy chi v6i mdt minh moéi trudong (khong kich thich) hodc voi 1uM OV A,s;.
264 PEPLit vOi su c6 mat ciia 1x10° té bao 14 lach khong nhiém bénh dé 1am té bao nudi.
IFNy ELISpot dugc hién hinh va dinh lugng bﬁng cach str dung dau doc dia CTL va

phan mém ImmunoSpot.

Nhu duoc thé hién trén hinh 16, ca hai lidu lugng [G(2’,57)pG(3°,5°)p] vong
(ML-CDG) déu gay dép tmg mién dich CD8 diic hidu véi OVA & chudt nhit C57BL/6.
Céac dap tng nay cao hon dang ké so vé6i dap tng gay ra béi d6i chimg khong duoc
kich thich va boi nhom ddi chimg khong CDN. Céc két qua nay thé hién ring cic ché
phdm chtra [G(2°,57)pG(3°,5”)p] vong (ML-CDG) véi khang nguyén c6 thé kich thich

dap ung té bao T CD8 dic hidu véi khang nguyén in vivo.
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Pé x4ac dinh xem liéu su truyén tin hiéu STING Ia can thiét dé
c[G(2°,5°)pG(3°,5")p] (ML-CDG) gay ra dap tng té bao T CD8 dic hiéu v6i OVA,
chudt nhit C57BL/6 (n=3 hodc 5) va chudt nhit goldenticket (n=3) dugc gy mién
dich dudi da bang Opg (khong c6 CDN) hodc 25ug ¢[G(2°,5°)pG(3’,5”)p] (ML-CDG)
dugc bao ché trong 2% squalen-va-nude véi 10pg protein 1ong tring trimg. Bay ngay
sau khi ching ngtra, mau dugc gom tu mdi con chudt, va PBMC duoc chuin bi. 5% 10*
PBMC dugc kich thich qua dém trong thtr nghiém IFNy ELISpot chi vé1 mot minh
moi truong (khong bi kich thich) hodc véi 1uM OV Aj,s7.064 peptit v6i sy ¢6 mit cua
1x10° t& bao 14 lach khong nhidm bénh dé 1am té bao nudi. IFNy ELISpot duge hién

hinh va dinh lwong bing cach sir dung dau doc dia CTL va phan mém ImmunoSpot.

Hinh 17 cho thiy rang c[G(2°,5")pG(3°,5’)p] (ML-CDG) gy dap tng té bao T
CD8 dac hiéu voi OVA ma phu thudc vao sy cé mat ciia phan t¢r STING chure ndng.
Trong chudt nhit hoang C57BL/6 c6 phan ti STING chtc ning, dugc phim chua
c[G(2°,5)pG(3°,5)p] (ML-CDG) va protein long tring trimg gy dép tng mién dich
OVAjs57.064 dang ké so v&i dbi chirng khong bi kich thich va dbi ching khong CDN. o)
chudt nhit goldenticket, ma khong biéu hién phan tir STING chitc ning (Sauer,
Infection and Immunity 2011), dap Ung dac hi€u véi OVA gidy ra boi
c[G(2°,5)pG(3°,5)p] (ML-CDG) khac biét khong dang ké so v6i dap tng dic hiéu
véi OVA giy ra béi duge pham ddi chimg ma khong chira CDN (khong c¢6 CDN). Cac
két qua nay cho thy ring dap tng mién dich gy ra boi ¢[G(2°,5")pG(3°,5")p] (ML-
CDG) cén ¢6 phan tir STING chirc ning.

Vi du 9. Dit liéu so sanh v6i cac chat dan xuit CDN khac

Pé danh gia kha ning cta cac phén tr din xuét khi thuc ddy mién dich chéng u,
cac té bao u héc té B16 (5x10* té bao trong 100ul PBS) dugc cdy dudi da trong phan
that lung cda cac con chudt nhét cai C57BL/6 6 dén 8 tuin tudi (8 con chudt mdi
nhom). Viée didu tri bat ddu khi cac loai u dat dén thé tich khoang 75mm’, vao ngay
thtr 14 sau khi cdy khdi u duéi da. Cac hop chat CDN dugc ding (25ug trong téng thé
tich 40ul HBSS) bang cach diung dudi da vao tim khéi u bang cach sir dung kim c&
27. Tiém l3p lai ba ngay mét ldn, tdng cong tiém ba lan vio trong khdi u. CDN dugc
thtr 1a [G(3°,57)pG(3°,57)p] vong (CDG); [G(2°,5”)pG(3°,5”)p] vong (lién két hdn hop,
hoic ML CDG); [G(2’,5)pG(3°,5’)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDG);
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[A(3°,57)pA(3°,5”)p] vong (CDA); [A(2°,5°)pA(3°,57)p] vong (lién két hdn hop, hoic
ML CDA); va [A(2°,5")pA(3°,5’)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA).

Nhu duoc thé hién trén hinh 18, céc chit dan xuit ML RR-CDG va ML RR-
CDA c6 hiéu qua chdng khéi u tiém ning, so v6i cac phan tir vong dinucleotit vong
ML CDG va vong ML CDA. Phén tir ML RR-CDA gdy thai b6 khéi u & mirc d6 dang
ké hon so vé6i dan xudt ML CDA (P = 0,0004, thir nghiém ¢ cia student), va cac con
chudt gan nhu khong con khdi u trong nhém khéi u ML RR-CDG vao ngay 44 sau khi
cly ghép khdi u dudi da. Céc dit liéu nay minh hoa hiéu luc ting cudng cia cic chét
dan xuit ML RR-CDN so véi cc phan tir ddn xuit ML CDN, va hiéu qua chong khoi
u dang ké cua cac phan tir ML RR-CDN trong mé hinh chu6t bi u hic t6 B16.

Dé danh gi4 tiép kha ning cta cic phan tir dan xuit khi thuc ddy mién dich
chéng u, cac t& bao ung thu biéu mé rudt két CT26 (2x10° té bao trong 100ul PBS)
duoc cdy dudi da qua duong tinh mach vao cac con chudt nhét cai Balb/c 6 dén 8 tuan
tudi va danh gia vé thoi gian sdng con lai. Cac hop chit CDN (25ug trong téng thé tich
1a 100p1 HBSS) duoc ding mét ngay sau khi cdy ghép khdi u duéi da bang cach ding
duéi da vao day dudi. Con chudt duge ting cudng didu tri bang cach tiém thém mot

tuan trong tong cong hai 1an ching ngira.

Nhu duoc thé hién trén hinh 19A, [G(2°,5°)pG(3°,57)p] vong dithio Rp,Rp (ML
RR-CDG) tao ra ty 18 séng sot cao hon dang ké so v&i phéan tr [G(2°,5°)pG(3°,5")p]
vong (ML CDG) (P = 0,0018, thtr nghiém log-rank), [A(2°,5")pA(3°,5”)p] vong dithio
va Rp, Rp (ML RR-CDA) tao ra ty 1& séng sot cao hon ding ké so véi phan tir
[A(2°,5°)pA(3°,5°)p] vong (ML CDA) (P = 0,0005, thir nghiém log-rank). Piéu nay
minh hoa hiéu qua chéng khéi u dang ké cta cac chat dn xuit ML RR-CDN so v&i
cac phén tir dAn xuat ML CDN trong md hinh di cin phdi ma séng st CT26. Cac két
qué nay thé hién ring cac phan tir dan xudt CDN c6 thé duge dung mot cach thanh

cong qua duong dudi da.

Pé thé hién ring viéc hoat hoa qua trinh cung cip thong tin cho té bao T bt
ngudn tir khdi u va hiéu qua chéng khdi u do cac phan tir ddn xudt CDN giy ra khong
bi han ché & mot khdi u kiéu va co sé gen cua chudt, kha nang cia CDN téng hop khi
thiic ddy mién dich chéng u & cic mé hinh khéi u khac duoc thir nghiém. Cac té bao

ung thu biéu md rudt két CT26 (1x10° té bao trong 100ul PBS) hodc cic té bao ung
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thu bidu mo tuyén v 4T1 (1x10° té bao trong 100ul PBS) duogc ciy dudi da trén sudn
céc con chudt nhit cai Balb/c 6 dén 8 tudn tudi (8 con chudt mdi nhom). Viée didu tri
bét dau khi céc loai u dat dén thé tich khoang 75mm’, ma vao khoang ngay 14 sau khi
ciy ghép khdi u dudi da. Céc hop chét [A(2°,5)pA(3’,57)p] vong dithio Rp, Rp (ML
RR-CDA) hoic cac hop chat [G(2°,5°)pG(3°,5°)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDG)
(25 pg trong téng thé tich 1a 40pl HBSS), hodc dbi chimg HBSS 1a chit din, va
[A(2°,5)pA(3°,57)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA) (50pg trong tong thé tich 1a
40ul HBSS) hoic HBSS dbi chimg 1a chit dan, dugc dung duéi da vao tim khéi u
bing cach sir dung kim ¢& 27. Tiém lap lai ba ngay mot 1an, téng cong ba lan tiém vao

trong khéi u.

Nhu duge thé hién trén hinh 19B, ML RR-CDG tic ché hoan toan su sinh trudng
ctia khéi u trong s6 7 trong 8 con chudt nhét, trong khi ML RR-CDA tc ché hoan toan
su sinh truéng cla khéi u cua tit ca cac khdi u da duoc tao ra. Nhu duoc thé hién trén
hinh 19C, din xuit ML RR-CDA tc ché hoan toan sy sinh truéng cta khdi u cia tit
cé khéi u va 4T1 d3 dugc tao ra. Cac dir liéu nay minh hoa hiéu qua vuot trdi va hiéu
qua chdng khdi u 6n dinh cta cic chét dan xuit RpRp dithio vong dinucleotit (ML
RR-CDN) lién két hdn hop téng hop ¢ nhiéu mo hinh khdi u.

Vi du 10. Hiéu qua chdng khéi u do CDN giy ra phu thudc vao STING

Dbé xac dinh xem liéu céac tac dong cua céc phan tir dan xuét c6 phu thudc vao
STING hay khong, cac té bao u hic té B16 (5x10* té bao trong 100pl PBS) duogc cdy
dudi da trén sudn phai cua chudt nhét cai STING” “goldenticket 6 dén 8 tudn tudi, hodc
chudt nhit C57BL/6 dbi chirng hoang (5 con chudt mdi nhém). Viée diéu tri bét dau
bang cac loai u dat dén thé tich khoang 75mm’, vao ngdy thir 14 sau khi ciy ghép khdi
u dué6i da. Cac hop chit dugc dung 1a [G(2°,5”)pG(3’,5°)p] vong dithio Rp, Rp (ML
RR-CDG) (25pug trong tdng thé tich 40ul HBSS), [A(2°,5°)pA(3°,5°)p] vong dithio Rp,
Rp (ML RR-CDA) (50pg trong téng thé tich 40ul HBSS), chét chi van CpG 1668
TLRY (50pg trong téng thé tich 40l HBSS), hodc dbi chimg HBSS 1a chit din. Chudt
nhit duoc didu tri bing cach dung dudi da vao tdm khdi u chi bang cach sir dung kim

cd 27. Tiém lap lai ba ngdy mot 14n, tong cong ba 1an tiém vao trong khéi u.

Nhu duge thé hién trén hinh 20A, chit dan xuit ML RR-CDN gay trc ché déng
ké khdi & chudt nhit C57BL/6 hoang so v&i dbi ching HBSS, va & mirc do dang ké
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hon so v6i su e ché khéi u cta chét chi van CpG 1668 TLRY (P = 0,03, thtt nghiém t
cua Student’s). Trén hinh 20B, sy sinh tredng cua khdiu khong bi tc ché boi ML RR-
CDG hodc ML RR-CDA, thé hién rﬁng hiéu qua chéng khéi u quan sat dugc ¢ chudt
nhit C57BL/6 hoang (hinh 20A) 14 hoan toan tiy thudc vao qué trinh truyén tin hiéu
STING chutc nang. Tréi lai, sy sinh trudng cua khéi u ctia CpG 1668 1a tuong tu & ca
chudt nhit hoang va STING™, so v6i dbi chung HBSS (P = 0,03, thir nghiém t ctia
Student’s), thé hién ring hoat dong ciia hop chat nay doc 1ap véi STING.

Vi du 11. C4c chét d4n xuit CDN gy mién dich té bao T dic hidu chdng khdi u hiru
hiéu va dn dinh

Dé x4c dinh xem liéu cac phan tr din xuit CDN tbng hop c6 gy ra gdy mién
dich té bao T chéng khdi u hiru hiéu va én dinh hay khong, cic con chudt nhit cai
Balb/c 6 dén 8 tudn tudi (8 con chudt m3i nhom) duge cdy dudi da bang cac té bao ung
thu biéu mo rudt két CT26 (1x10° té bao trong 100ul PBS). Chudt nhit dugc diéu tri
bang hop chat c6 cong thire [A(2°,5°)pA(3’,5°)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA)
(50pg trong tong thé tich 40pl HBSS) hogic dbi chimg HBSS 14 chét din, va sy sinh
trudng cta khdi u duge kiém soat nhu trong vi du néu trén. Con chudt dugc 1dy mau
vao ngay thir 18 sau khi cdy ghép khbi u dudi da va PBMC duge tach thay gradien
Ficoll (Miltenyi Biotech). 5x10* PBMC duoc kich thich qua dém trong thtr nghiém
IFNy ELISpot chi bdi mot minh moi treong (khong bi kich thich), hodc boi 1uM peptit
AH1 khang nguyén thai bé khdi u bi han ché bsi H-2 L noi sinh véi sy c¢6 mit ciia
1x10° té bao 14 lach khong nhiém bénh @ 1am té bao nudi. Cac dia IFN-y ELISpot
duge hién hinh va dinh lugng bang cach st dung dau doc dia CTL va phin mém
ImmunoSpot. Vao ngay thir 55 sau khi cdy ghép khdi u dudi da, cac con chudt nhit
con sbéng va chudt nhat dbi chimg khéng nhiém bénh c6 s6 ngay tudi phit hop duoc
chy dudi da trén suon dbi dién bang cac té bao cua khdi u CT26 hodc 4T1 (déu l1a
1x10° té bao trong 100ul PBS) (4 chudt nhit mdi nhém), va kiém soat sy sinh truong
ctia khdi u nay.

Nhu duge thé hién trén hinh 21A, tit ca cac con chudt nhét dugce didu tri b:?lng
ML RR-CDA déu khong cho bénh ung thu biéu mé rudt két CT26 da duoc thiét 1ap
phat trién. D& ching minh ring tic dung nay 1a do su giy ra dép ng mién dich thich

tmg té bao T do CDN gay ra, PBMC vao ngay thit 18 sau khi tao ra khéi u duoc danh
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gia bang luong san sinh IFN-y nhd thir nghiém, dap lai su kich thich bing khing
nguyén ctia khdi u ndi sinh AH1. Nhu duogc thé hién trén hinh 21B, PBMC phan lap
duge tir chudt nhit duoc didu tri bing ML RR-CDA tao ra lugng IFN-y 16n hon dang
ké dap lai su kich thich peptit AH1, so v6i nhom dbi ching duoc didu tri HBSS (P =
0,003, thtr nghiém ¢ ciia Student). Ngoai ra, trén hinh 21C, chu¢t nhét con séng duoc
thir nghiém tiép bing khéi u dbi bén thé hién tac dung bao vé hoan toan ddi véi ciing
khéi u kidu CT26, trong khi khong trc ché su sinh trudng cua khdi u kiéu 4T1. Cac dit
liéu ndy minh hoa kha ning cia ML, RR-CDA giy ra mién dich chéng u do té bao T
dac hiéu voi khdi u gy ra hiéu qua va én dinh ma gay ra sy thai bo ca hai khéi u dugc
didu tri, va quin thé t& bao T tri nhé dic hiéu v6i khang nguyén ctia khdi u thich hop

ma c6 thé khong duge dung lidu quyét dinh dé loai bé khdi u.

Pé x4c dinh xem liéu cac phan tir din xudt CDN c6 gdy mién dich chdng u hitu
hiéu va n dinh trong mé hinh khéi u khac hay khong, cac con chudt nhét cai Balb/c 6
dén 8 tudn tudi (8 con chudt mbi nhém) duogc cdy dudi da bang cac té bao ung thur biéu
md tuyén va 4T1 (1x10° té bao trong 100ul PBS). Cac con chudt duoc didu tri bing
hop chét ¢6 cong thirc [A(2,5°)pA(3°,5°)p] vong dithio Rp, Rp (ML RR-CDA) (50pg
trong tdng thé tich 1a 40l HBSS), hodc dbi chimg HBSS 14 chit din, nhu trong thir
nghiém néu trén. Vao ngay thir 35 sau khi cdy ghép khdi u duéi da, cac con chudt nhét
con sbng va chudt nhit déi ching khong nhiém bénh c6 sb ngay tudi phu hop duge
cdy dué6i da trén sudon dbi dién bang cac té bao ciia khdi u CT26 hodc 4T1 (déu la
1x10° té bao trong 100ul PBS) (4 con chudt mdi nhém), va kiém so4t sy sinh truéng
ctia khéi u nay.

Nhu duoc thé hién trén hinh 22A, va duge minh hoa trong phén trén, viéc didu tri
bénh bing ML RR-CDA tc ché hoan toan sy sinh truéng cua khdi u ung thu biéu md
tuyén via 4T1 da duoc thiét 1ap. Ngoai ra, trén hinh 22B, viéc thir nghiém lai bang céc
té bao ctia khdi u 4T1 trén sudon dbi dién tao ra tac dung bao v¢ hoan toan. Viéc thur
nghiém lai bang khbi u CT26 sinh mién dich ciing mang lai tic dung bao vé hoan toan,
cho thdy ring cac loai u nay c6 cac khang nguyén tuwong tu ctia khéi u, tao ra mot bang

chimg khéac vé hiéu luc clia cac phan tir dAn xuit CDN tdng hop.
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Vidu 12. Su hoat hoa cung cip thong tin cho t& bao T khoi mao khdi u bang cach
tiém céac chét dan xuét téng hop CDN vao trong khdi u dé gay ra su we ché khéi u xa

dich.

Céc vi du néu trong ban mé ta ny thé hién rang viéc tiém céc chat dan xuét tong
hop CDN vao trong khéi u (IT) dan dén sy thu hit va pha hay khéi u bén vimng, nho
hoat héa cac xytokin tién viém phu thudc vao STING, dé tao diéu kién thuan loi cho
viéc su phat trién cua t& bao mién dich T dic hiéu véi khdi u ¢6 hiéu qua. Sy tao ra té
bao mién dich T dic hiéu voi khdi u phu thudc vao STING bao v€ cac con chudt
chéng lai su tiép xuc tiép theo voi khdi u ty rung. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat
nay da biét bénh ung thu tién trién thanh di can, va dé c6 hiéu qud, cac phép diéu tri
can e ché sy phat trién coa khéi ngoai bién. Viéc diéu tri mot hodic cac tén thuong
dugc chon ma (e ché sy phat trién cua khdi u trong cac ving khéi u khong duoc xir 1y
& ngoai bién dugc biét 13 tac dung xa dich. Pé thir nghiém xem viéc tiém cac chét dan
xuét téng hgp CDN vao IT cua khéi u duge chon cé tic ché sy phat trién cia khéi u
khong dugc xtr Iy & ngoai bién hay khong, (A) cac t& bao ung thu biéu mo rudt két
CT26 (1x10° té bao trong 100ul PBS) va (B) cac té bao ung thu biéu mé tuyén va 4T1
(1x10° té bao trong 100ul PBS) duogc ciy dudi da trén suon ddi dién ciia cac con chudt
nhit cai Balb/c 6 dén 8 tuin tudi (8 con chudt nhit méi nhém). Viée didu tri bat diu
khi céc loai u dat dén thé tich khoang 75mm’, vao ngay thir 13 sau khi cdy ghép khdi u
dudi da. Hop chét co cong thirc Rp, Rp [A(2°,57)pA(3°,5°)p] vong dithio (ML RR-
CDA) (50ug trong tdng thé tich 1a 40ul HBSS), hoic HBSS dbi chimg 1a chét dan,
duoc ding duéi da vao trung tim cia khdi u tién phat (bén phai) chi bang cach sir
dung kim ¢& 27. Tiém lip lai ba ngay mot lan, tong cong 1a ba lan tiém vao trong khéi
u.

Nhu duge thé hién trén hinh 23, hop chit [A(2°,5°)pA(3°,5°)p] vong dithio Rp,
Rp (ML RR-CDA) giy trc ché hoan toan u nguyén phét dugc xit Iy & c chudt mang
khdi u CT26 (hinh 23A) va chudt mang khdi u 4T1 (hinh 23B), so v6i HBSS dbi
chimg 1a chit din. Ngoai ra, su phat trién ctia khbi u ddi bén (khong duge xir ly) & ca
hai mé hinh khéi u ciing duoc tre ché dang ké, so v6i dbi chimg HBSS (Hinh23 AP =
0,0011, Hinh23 BP = 0,0019, thir nghiém student’s #-). Cc dit li€u nay minh hoa hi€u

-80-



26688

qué chdng khéi u dang ké cia din xudt ML RR-CDA khi dugc tiém vao u nguyén
phét, ciing nhu tac dung mién dich chéng khéi u xa dich déng ké.

DPé x4c dinh xem liéu cac chit din xuét tdng hop CDN c6 thic diy mién dich
chéng u xa dich trong mé hinh khéi u thay thé va co s& gén chudt nhit, cac chudt nhit
cai C57BL/6 6 dén 8 tudn tudi (8 con chudt nhit mdi nhom) duoc cdy duéi da bang
céc t& bao u hic t6 B16 (5x10* té bao trong 100u1 PBS) trong suon phai. Mot tudn sau,
chudt nhét duge cdy dudi da qua dudong tinh mach bang 1x10° t& bao u hic td B16 dé
khu tra vao phdi, cing véi nhém gdm chudt nhit dbi chimg co cling sb ngay tudi
khong mang bénh. Khi khéi u duéi da suon dat dén khoang75mm> vao ngay thi 13,
chu6t nhit duge diéu tri vao trong khdi u bing Rp, Rp dithio [A(2°,5")pA(3°,5")p]
vong (ML RR-CDA) (50pg trong tong thé tich 1a 40ul HBSS) hozic HBSS dbi chimg
1a chit din, trong ba I4n tiém nhu quy trinh d4 néu. Vao ngay thir 28 sau khi duéi da
chy khéi u dudi da (ngay 21 sau khi qua duong tinh mach cdy duéi da), chudt nhit
duoc cho chét khong dau va phéi dugc thu gom va dugc c¢b dinh (10% Formalin dém
trung tinh), va sb luong cuc khdi u phdi duoc dém bang cach st dung kinh hién vi giai

phau.

Nhu dugc thé hién trén hinh 24A, va trong cac thir nghiém néu trén, viéc diéu tri
bénh bang ML RR-CDA trc ché dang ké su sinh truéng clia khéi u suon khéi phat, so
v6i nhom ddi chimg HBSS (P< 0,001, thir nghiém ¢ theo student). Ngoai ra, trén hinh
24B va dugc thé hién trén hinh 24C, viéc didu tri bénh bing din xuit CDN e ché
dang ké sy phat trién cta cac cuc khdi u phdi & ngoai vi, so véi cic nhém diéu tri bang
HBSS (chi qua dudng tinh mach) va khong mang khdi u. Céc két qua néu & day thé
hién ring viéc tiém vao trong khdi u (IT) cac chit din xuit CDN tdng hop tao ra tic
dung tri khdi u xa dich, nhu dugc thé hién boi su hiy hoai khdi u da dugc xu ly, do
hoat hoa céc xytokin tién viém phu thudc vao STING va phat hién mién dich té bao T
dac hiéu voi khdi u hitu hiéu, ma sau d6, Gc ché su phat trién cta khéi u khong dugc

xu ly & ngoai vi.
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YEU CAU BAO HO

1. Hop chét ¢ cong thirc:

trong d6 R; and R, 1a mdi H, hoic mubi dugc dung ctia né.
2. Ché phém chtra hop chét theo diém 1 va ta duogc duge dung.

3. Ché phim theo diém 2, trong d6 ché pham nay chira chat din phan phéi ma lam

gia tang mirc d6 hip thu trong t& bao va/hoic tinh on dinh ctia hop chét.

4. Ché pham theo diém 3, trong d6 chat dan phan phéi chira mot hodc nhiéu chat
dugc chon tir nhém gdm c6 lipit, nang nhidu 16p 6 lién két ngang gitra hai 16p, hat
kich thudc nanomet trén co s& poly(axit D,L-lactic-co-glycolic) [PLGA] hodc hat kich
thude nanomet trén co sé poly anhydrit thoai bién sinh hoc hodc vi hat, va hat x6p

kich thudc nanomet dugc phu hai 16p lipit.

5. Ché phim theo diém bét ky trong sd cic diém tir 2 dén 4, trong d6 ché phdm
nay con chira chit ddi khang CTLA-4, chat chii van TLR, CpG, monophosphoryl lipit
A, va/hoic té bao khdi u da duoc lam b4t hoat ma biéu hién va tiét mot hodc nhiéu

xytokin kich thich sy cam ung, su bd sung va/hodc sy thanh thuc cua té bao tua.

6. Ché phém theo diém 5, trong d6 té bao khdi u da dugc 1am bat hoat biéu hién va

tiét phéi tr GM-CSF, CCL20, CCL3, IL-12p70 hodc FLT-3.
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7. Ché phim theo diém bat ky trong sé cac diém tir 2 dén 4, trong d6 ché phdm
nay con chira mot hozc nhiéu khang nguyén duge chon nham cic muc dich giy ra dap

g mién dich chdng lai khang nguyén khi ché phim nay dugc dung cho c4 thé.
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