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(54) HOP CHéT LIEN HOP KHANG NGUYEN PEPTIT WT1 VA DUQC PHAM VA
CHE PHAM CHUA HOP CHAT NAY
(57) Sang ché dé cap dén hop chat c6 cong thuce (1):

0
H peptit khang nguyén
H\xaoNf‘\Ya ung thu A OH
S

trong d6, moi trong sO X va Y* 1a lién két don va twong tu, peptit khang nguyén ung thu A
1a peptit WT1 duoc gi6i han boi MHC 16p I ¢6 tir 7 dén 30 gbc axit amin, R! 1a nguyén tir
hydro, nhom c6 cong thirc (2):

S

xb Yb - - = (2)
AN peptit khang nguyén
H jﬁr on

o}

trong d6, mdi trong s6 X? va Y 1a lién két don va tuong tu, peptit khang nguyén ung thu B
cé trinh tu khac véi trinh tu cta peptit khang nguyén ung thu A, va la peptit WT1 dugc
gidi han boi MHC 16p I ¢6 tir 7 dén 30 gbce axit amin, hodc peptit khang nguyén ung thu C,
va peptit khang nguyén ung thu C c6 trinh ty khac véi trinh tu cta peptit khang nguyén
ung thu A, va la peptit WT1 dugc gioi han boi MHC 16p I hodc peptit WT1 duoc gidi han
bdi MHC 16p 11, ¢6 tir 7 dén 30 goc axit amin chtra mot goc xystein, hodc mudi cia né, va
tuong tw. Sang ché ciing dé cap dén dugc pham va ché pham chia hop chit nay.
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Linh vye k§ thuat dwoc dé cip

Sang ché thudc linh vuc mién dich tri liéu bénh ung thu va dé cap dén hop
chét lién hop khang nguyén peptit WT1, cy thé 1a vicxin lién hop ma co thé duoc
cét boi peptidaza ERAPI, thu dugc béng cach lién hop cac tién chat peptit co
ngudn gdc tir protein khang nguyén WT1 thong qua lién két cong héa tri luu huynh
- lvu huynh va cam tmg cac té bao T gy doc mat cach hiéu qua. Sang ché ciing d&
cép dén dugc phim va ché pham chira hop chét nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Pé tidu diét cac té bao ung thu trong co thé, sy mién dich té bao, cu thé 1a
té bao T gay ddc (& bao lympho T gdy doc, té bao T gy doc, sau day dugc goi 12
CTL) chu yéu déng vai trd quan trong. CTL dugc tao ra bdi su biét héa va ting
sinh té bao T tién chit ma nhan biét phirc hé duogc tao ra bai khang nguyén peptit
¢6 ngudn gde tir protein khang nguyén ung thu (peptit khéng nguyén ung thu) va
phéan tr MHC 16p I va tAn cong cac té bao ung thur.

Gen trc ché bénh ung thu ctia khdi u Wilms, WT1 (gen WT1) duoc xem 13
protein khang nguyén ung thu méi déi v6i bénh bach cau va khdi u thé budu (xem
t3i lidu phi séng ché 1). |

Vi du, d6i v6i protein WT1, céc peptit khdng nguyén ung thu sau diy ma
duoc lién két véi va duge trinh dién béi MHC 16p I d& duge bao cdo (xem cAc tai
liéu sang ché 1 va 2).

Peptit WT126.134: RMFPNAPYL (Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu) (SEQ
ID NO: 2),

Peptit WT1535.043: CMTWNQMNL (Cys-Met-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu)
(SEQID NO:3),7

Peptit WT1,0.15: ALLPAVPSL (Ala-Leu-Leu-Pro-Ala-Val-Pro-Ser-Leu) (SEQ ID
NO: 5),

Peptit WT11g7.19s: SLGEQQYSV (Ser-Leu-Gly-Glu-Gln-Gln-Tyr-Ser-Val) (SEQ
ID NO: 6),
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Peptit WT 1503100 RVPGVAPTL (Arg-Val-Pro-Gly-Val-Ala-Pro-Thr-Leu) (SEQ
ID NO: 7) va tuong tu.

Trong mién dich tri liéu bénh ung thu, su kich hoat cac t& bao T hd tro
cling 13 quan trong dé kich hoat céc t& bao T khéc ké ca CTL. Néi chung, protein
khang nguyén bi suy bién bai tiéu thé ndi bao, mot phan cia cac manh peptit duoc
cAu thanh béi peptit chita khoang tir 13 dén 17 gbc axit amin lién két v6i phan ti
MHC 16p II duéi dang khang nguyén peptit va dugc trinh dién dén phirc hé té bao
T hd trg -TCR - CD3 dé kich hoat cac té bao T hd trg. Vi du, dbi véi protein WTI,
cac peptit khang nguyén ung thu sau day ma dugc duoc trinh dién bang cach lién
két véi MHC 16p II da duge bao céo (xem céc tai lidu tir 3 dén 5).

Peptit WT1335.347: KRYFKLSHLQMHSRKH (Lys-Arg-Tyr-Phe-Lys-Leu-Ser-His-
Leu-GIn-Met-His-Ser-Arg-Lys-His) (SEQ ID NO: 8),

Peptit WT1358 340: PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (Pro-Gly-Cys-Asn-Lys-
Arg-Tyr-Phe-Lys-Leu-Ser-His-Leu-Gln-Met-His-Ser-Arg-Lys-His-Thr-Gly) (SEQ
ID NO: 10),

Peptit WT1122.140: SGQARMFPNAPYLPSCLES (Ser-Gly-Gln-Ala-Arg-Met-Phe-
Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-Pro-Ser-Cys-Leu-Glu-Ser) (SEQ ID NO: 11) va tuong
tu.

Tu ban than protein khang nguyén hodc khang nguyén peptit cd ngudn gde
tur protein khang nguyén néu trén chu yéu duoc sir dung lam vécxin khang nguyén
ctia WT1 (xem tai lidu phi sang ché 2). Do vécxin ung thu sir dung protein thuong
chira nhiu peptit khang nguyén ung thu, nén n6 cé thé cam tmg dong thoi nhidu
CTL va céc té bao T hd trg. Mit khac, do vécxin protein ung thu cé cac vén dé vé
viée kim soat ngudn cung va chét lwong 6n dinh, nén cac peptit ma thuan tién
trong viéc kiém sodt san xudt va chat luong dugc sir dung mot cach rong rdi lam
khang nguyén ung thu cia WT1. Tuy nhién, ndi chung do céc vécxin peptit da biét
chit yéu duoc ciu thanh boi khéang nguyén peptit duoc trinh dién MHC 16p I riéng
r&, nén can thiét ting cudng hiéu qua cam tmg vé& CTL 1a didu duoc dé cap dén
trong nhitng nam gan ddy (xem tai liéu phi sang ché 3).

Mot trong nhimg cach thtc giai quyét cho van dé& nay 1a khang nguyén
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peptit da hoa tri trinh dién vécxin ung thu peptit WT1. Hon hop vécxin chira hén
hop cta cac khang nguyén peptit dugc trinh dién béi MHC 16p 1 va 16p 1T (xem tai
litu phi sang ché 4), vacxin peptit mach dai chira cac khang nguyén peptit duoc
trinh dién béi MHC 16p I va 16p II, ma duoc lién két boi lién két amit, va twong tir
da duoc bao cdo lam vicxin ung thu peptit (xem tai lidu phi sang ché 5). Tuy nhién,
d6i v6i truong hop hdn hop vécxin, do mdi khang nguyén peptit bao gém céc axit
amin thé hién c4c dic tinh khdc nhau, nén viéc phat trién ché phém t61 wu c6 kha
ning cam ung CTL mot cich hiéu qua twong tmg véi né thuong 1a van dé nan giai.
Déi vé6i truong hop vicxin peptit mach dai, doi khi viée san xuét vécxin ndy dit ra
céc van dé nhu véi tuong tu protein. Ngoai ra, do céc khang nguyén peptit dugc
trinh dién béi 16p I va 16p I dugc lién két qua dém peptit bat ky trong vécxin peptit
mach dai, nén kho kiém soét va dy béo vé céc vi tri phéan cat boi enzym ndi bao.
Trong khi d6, chét nhi tring peptit trong d6 hai don phan peptit dwoc lién két véi
nhau bang lién két disulfua di duoc béo cdo (xem tai liéu sang ché 6). Khac véi
hdn hop vécxin, hai peptit don duge lién két va do d6, ching c6 dic tinh vat Iy
riéng biét va co thé duoc san xuét theo cach thong thuong. Mét khac, dé tao ra thé
lién hop, doi hoi céac peptit khang nguyén ung thu WT1 chira xystein trong trinh tu
axit amin cta no, va do d6 lam han ché kha ning tmg dung clia cac peptit nay.
Ngoai ra, hop chit dugc bién ddi thu duoc bang cach ngung tu xystein dau chin
mach N cia peptit khang nguyén ung thu bang xystein, glutation hodic axit
thioglycolic boi lién két disulfua ciing d& dugc bao cdo (xem tai lidu sang ché 7).

Qua trinh trinh dién peptit khang nguyén ung thu trén MHC 16p I doi hoi
céc peptidaza. Trong sb céc peptidaza ndy, aminopeptidaza mo luéi ndi chat 1 (sau
day duoc goi la ERAPI) 14 mét trong sd céc enzym cit trong mo ludi ndi chét (sau
day duoc goi 1a ER), va di duoc bao cdo dé nhan biét trinh ty khang nguyén peptit
dac hiéu va do dai peptit va phén cét tién chét peptit khang nguyén ung thu khoi
diu chin mach N dé kiém soat do dai t8i vu cho viée lién két véi MHC 16p I (xem
céc tai liéu phi sang ché 6-8). Tuy nhién, cho dén nay khong c6 bat ky béo céo nao
v& tién chét khang nguyén ung thu peptit WT1 chira xystein, ma dugc kiém soét vé
d6 dai ctia né tir dlu chian mach N, bang chirc ning cét ciia ERAPI.

Danh muc tai liéu trich dan
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Céc tai liéu sang ché
Tai lidu sang ché 1: WO 00/06602
Tai liéu sang ché 2: WO 00/18795
Tai lidu sang ché 3: WO 2005/045027
Tai lidu sang ché 4: WO 2007/047764
Tai lidu sang ché 5: WO 2007/120673
Tai liéu sang ché 6: WO 2004/063217
Tai liéu sang ché 7: WO 2007/063903
Céc tai liéu phi sang ché
Tai liéu phi sang ché 1: The Journal of Immunology, 2000; 164(4); 1873-1880
Tai lidu phi séng ché 2: The Oncologist, 2012; 17(2); 250-259
Tai liéu phi sang ché 3: Cancer Journal, 2011; 17(5); 343-350
Tai liéu phi sang ché 4: Blood, 2010; 166(2); 171-179
Tai liéu phi sédng ché 5: Cancers, 2011; 3; 3991-4009
Tai lidu phi séang ché 6: Proceedings of the National Academy of Sciences of Pon
vied States of America, 2005; 102(47); 17107-17112
Tai liéu phi sang ché 7: The Journal of Immunology, 2009; 183; 5526-5536
Tai lidu phi sang ché 8: The Journal of Immunology, 2010; 184; 4725-4732
Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Vian d8 ky thuat can duoc giai quyét
Sang ché @& xuét hop chét lién hop khang nguyén peptit WT1, cu thé 1a
vacxin lién hgp WT1 ma cam tmg CTL mot cach hidu qua.
Céch thirc giai quyét van dé
Céc tac gia sang ché di tién hanh nghién ctu ki ludng vi nhimg nd luc dé
giai quyét vin d& néu trén, v da hinh thanh nén ¥ tudng bd sung xystein vio peptit
khéng nguyén ung thy WT1 khi xem xét dén viéc chap nhén vicxin lién hop, va da
xac nhén thém ring cac két qua thir nghiém duoc Iy va tuong tu stt dung mau thir

dong vt in vivo d3 goi dan rd rang rﬁng ERAPI phan cét xystein khoi ddu chin
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mach N cua tién chit peptit khang nguyén ung thy WT1 ma duoc tao ra boi su
phan cét tiéu giam ndi bao cta lién két disulfua, dé chuyén hoa mét cach hiéu qua
tién chat nay thanh peptit khang nguyén ung thw, ma dén luot minh lai din dén
viéc phat hién ra khang nguyén peptit da hoa tri trinh dién vécxin lién hop c6 kha
ning cam tmg CTL trong co thé, va hoan thanh séng ché.

Cu thé 13, trong qué trinh nghién ctru dé giai quyét van d& néu trén, céc tic
gia sang ché da dat duoc ¥ tudng vé phuong phép dua xystein, ma 14 can thiét dé
tao ra thé lién hop ctia hai peptit khang nguyén ung thu WT1 khac nhau, vao vj tri
bat ky trong s6 dau chin mach N hodc dau chin mach C, ma khong 1am &nh hudng
dén su trinh dién khang nguyén béi MHC 16p I. Két qua cia viéc nghién ciru bd
sung 13, céc tac gia sang ché da tao ra peptit bang cach dua tir 0 dén 5 axit amin
chtra xystein vao dau chin mach N cta peptit khang nguyén ung thu WT1, va thé
lién hop cta cac peptit nay chia lién két disulfua théng qua xystein. Ngoai ra, lan
dAu tién cac téc gia sang ché da x4c nhan dugc ring peptit va thé lién hop néu trén
14 d& bj cit bdi ERAPI in vitro v&/hodc in vivo, ma dén lugt minh lai dén dén sy
hinh thanh cua peptit khang nguyén ung thu va nhd d6 hoan thanh sang ché.

Trong khi viéc phét trién khang nguyén peptit WT1 da hoa tri méi trinh
dién trong vécxin ung thu peptit, ma c6 thé d& dang duoc san xudt, c6 thé tmg dung
cho nhidu vécxin ung thu peptit, va cam tng CTL véi hiéu qua cao, 1a didu dugc
mong mudn, thi thé lién hop duoc phat hién béi cac tac gia sang ché cho phép viée
phat trién vécxin lién hop WT1 ma cam tmg CTL mdt cach higu qua, 13 wu viét vé
céc dic tinh 1y hoa, c6 thé d& dang duoc san xuét, don gian hoéa viéc quan ly san
xudt, va c6 thé ing dung cho nhiéu vicxin.

Do d6, sang ché d& xut cac giai phap sau:

1. Phuong an thir nhét:
1. Hop chét c6 cong thirc (1):
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O
H peptit khang nguyén
H\ -N ~1ung thu A —OH
X@ Y?
(1
7
R1

trong d6 mdi trong sb X* va Y* doc 1ap 12 lién két don hodic nhém peptit héa tri hai
c6 tir 1 dén 4 gdc axit amin, va tdng s6 gbc axit amin ddi voi X* va téng sb gde axit
amin dbi v6i Y* 1a s6 nguyén tir 0 dén 4, peptit khang nguyén ung thur A 13 peptit
WT1 duoge giéi han boi MHC 16p I ¢6 tir 7 dén 30 gdc axit amin, nhém amino ctia
axit amin c6 dau chin mach N cta peptit khang nguyén ung thu A nay lién két voi
Y?® trong cdng thirc (1), va nhém cacbonyl clia axit amin c6 dau chin mach C cia
peptit khang nguyén ung thu A nay lién két véi nhém hydroxyl trong cong thie (1),
R' 1 nguyén tr hydro, nhém c6 cong thirc (2):

S
,Xb\ Yt?\ peptit khang nguyén (2)
H m ung thu B —OH

O

trong d6 mdi trong sb X° va Y doc 1ap 1a lién két don hodic nhém peptit hoa tri hai
6 tir 1 dén 4 gdc axit amin, va tdng sb gbe axit amin ddi véi X’ va téng s gbc axit
amin d6i voi Y° 12 s nguyén tir 0 dén 4, peptit khang nguyén ung thu B ¢6 trinh tur
khac véi trinh tu cua peptit khang nguyén ung thu A, va la peptit WT1 duoc gidi
han boi MHC 16p I ¢6 tir 7 dén 30 gdc axit amin, nhém amino ciia axit amin c6 dau
chin mach N cia peptit khang nguyén ung thu B lién két vé6i Y? trong cong thirc
(2), va nhém cacbonyl cta axit amin c6 dau chin mach C cta peptit khang nguyén
ung thu B lién két véi nhém hydroxyl trong cdng thtic (2), va nhém thioete trong
cong thirc (2) lién két v6i nhém thioete trong cong thirc (1), hodc peptit khang
nguyén ung thu C, trong do6 peptit khang nguyén ung thu C c6 trinh tu khac v6i
trinh tu ctia peptit khang nguyén ung thu A, va la peptit WT'1 dugc gidi han boi
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MHC 16p I ¢6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira mot gdc xystein hodic peptit WT1
duogc giéi han boi MHC 16p II ¢6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira mot gbc xystein,
va nhom thioete ctia gbc xystein ctia peptit khang nguyén ung thu C lién két voi
nhém thioete trong cong thic (1), mién 13 khi R' 1a nguyén tir hydro, thi trinh tur
ctia hop chit c6 cong thirc (1) 1a khong giéng v6i mot phan trinh tu cia protein
WTI, hosic mudi duge dung cia nd;

2. Hop chét theo muc 1, trong d6 X* 13 nhém peptit héa tri hai ¢6 2 gdc axit amin
va Y* 14 lién két don, hodic mdi trong s X* va Y* doc 1ap 1a nhém peptit héa tri hai
c6 1 gbe axit amin, hodc X* 14 lién két don va Y* 1a nhém peptit hoa tri hai ¢6 2 gbe
axit amin, hodc X* 14 nhom peptit héa tri hai c6 1 gbc axit amin va Y* 13 lién két
don, hodac X* 12 lién két don va Y* 1a nhom peptit héa tri hai ¢6 1 gbe axit amin,
hoic mdi trong & X® va Y*1a lién két don, hodc mudi duoc dung ctia no;

3. Hop chat theo muyc 1 hoc 2, trong d6 X* 14 lién két don, va Y* 12 lién két don,
g6c alanin, gdc leuxin hodc gbe metionin, hodic mudi duoc dung ciia né;

4. Hop chat theo myc 1 hoic 2, trong d6 X* 14 lién két don hozic nhém peptit héa tri
haicé 1 géc axit amin, va Y* 14 lién két don, hodc mudi duoc dung cua no;

5. Hop chét theo muc bét ky trong s& cac muc tir 1 dén 4, trong d6 mdi trong s X
va Y* 13 lién két don, hodc mudi dugc dung cia nd;

6. Hop chét theo muc bat ky trong sb céc muc tir 1 dén 5, trong dé peptit khang
nguyén ung thu A 1a peptit WT1 dugc giéi han bt MHC 16p I c6 tir 7 dén 15 gbe
axit amin, hoac muéi duoc dung cuia noé;

7. Hop chit theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 6, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu A 1a peptit cé trinh ty axit amin bat ky duoc chon tir cac trinh tu
axit amin sau:

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3),

ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),

SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6) va

RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7), hoac

peptit c6 trinh ty axit amin dugc bién ddi, ma 13 trinh tu axit amin bat ky duoc
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chon tir cac SEQ ID NO: 2, 3, 5, 6 va 7 nhung chira su bién dbi vé (céc) géc axit
amin, va co hoat tinh cam tmg CTL, hodc mudi duoc dung cua né;

8. Hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muyc tir 1 dén 7, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu A la peptit cé trinh tu axit amin bét ky duoc chon tir c4c trinh tur
axit amin sau:

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3),

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),

ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),

SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6) va

RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7),

hoac mudi duoc dung cia nod;

9. Hop chét theo muc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 8, trong d6 R' 1a nguyén tir
hydro, hodc mubi dugc dung ciia no;

10. Hop chét theo muc bat ky trong s& cac muc tir 1 dén 9, trong d6 hop chét c6
cong thirc (1) 12 peptit ¢6 trinh tu axit amin bét ky duoc chon tir céc trinh tu axit
amin sau:

CRMFPNAPYL (SEQ ID NO: 13),

CCMTWNQMNL (SEQ ID NO: 14),

CCYTWNQMNL (SEQ ID NO: 15),

CALLPAVPSL (SEQ ID NO: 16),

CSLGEQQYSV (SEQ ID NO: 17) va

CRVPGVAPTL (SEQ ID NO: 18),

hoic mudi duge dung ctia nd;

11. Hop chét theo muc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 8, trong d6 R' 14 nhém co
cong thuc (2), hodc mudi duogc dung ctia nd;

12. Hop chét theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 8 va 11, trong d6 X" 14
nhom peptit hoa tri hai c6 2 gdc axit amin va Y" 13 lién két don, hogic mdi trong sb
X® va Y® doc 14p 1a nhém peptit hoa tri hai ¢6 1 gbc axit amin, hodc X" 1a lién két

-0



31268

don va Y° 12 nhém peptit hoa tri hai c6 2 gbc axit amin, hoic X" 1a nhém peptit hoa
trj hai ¢6 1 gbc axit amin va Y? 12 lién két don, hogc X" Ia lién két don va Y° 1a
nhém peptit hoa tri hai c6 1 gdc axit amin, hoic mdi trong sb X° va Y 14 lién két
don, hoac mubi dugc dung ctia nd;

13. Hop chét theo muc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 8 vatir 11 dén 12, trong
d6 X° 1a lién két don, va Y 1a lién két don, gbc alanin, gbc leuxin hodc gbc
metionin, hodc mudi dugc dung cia no;

14. Hop chat theo muc bat ky trong s& cac muc tir 1 dén 8 va tir 11 dén 12, trong
d6 X® 1a lién két don holic nhém peptit héa trj hai ¢6 1 gbc axit amin, va Y° 14 lién
két don, hodc mubi duge dyng ctia no;

15. Hop chat theo myc bat ky trong sd cac muc tlr 1 dén 8 va 11 dén 14, trong d6
mdi trong s6 X° va Y° 13 lién két don, hoic mudi duge dung ctia nod;

16. Hop chit theo myc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 8 va 11 dén 15, trong d6
peptit khang nguyén ung thu B 1a peptit WT1 duoc gidi han béi MHC lopIcotu7
dén 15 gbc axit amin, hoic mudi dugc dung clia nd;

17. Hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 8 vatir 11 dén 16, trong
d6 peptit khang nguyén ung thu B 12 peptit c6 trinh tur axit amin bét ky dugc chon
tlr c4c trinh tu axit amin sau:

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3),

ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),

SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6) va

RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7), hodc

peptit ¢6 trinh tu axit amin dugc bién doi, ma 14 trinh ty axit amin bét ky dugc
chon tir cac SEQ ID NO: 2, 3, 5, 6 va 7 nhung chira sy bién ddi vé (céc) gbc axit
amin, va cé hoat tinh cam tmg CTL, hodc mudi duge dung ctia nd;

18. Hop chét theo muc bat ky trong s& cac muc tir 1 dén 8 va 11 dén 17, trong do
peptit khang nguyén ung thu B 1a peptit ¢6 trinh tyr axit amin bét ky dugc chon tir

céc trinh tu axit amin sau:
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RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3),

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),

ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),

SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6) va

RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7),

hozic mudi duge dung ctia no;

19. Hop chét theo muc bat ky trong sb cac muc tir | dén 8 va tir 11 dén 18, trong
d6 hop chét c6 cong thire (1) 13 hop chét c6 cong thire (3):

CRMFPNAPYL

| (3)
CSLGEQQYSV

trong do lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hodc mudi dugc dyung ctia no;

20. Hop chit theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 8, trong d6 R' 13 peptit
khang nguyén ung thu C, hodc mudi duge dung clia no;

21. Hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muyc tlr 1 dén 8 va 20, trong do peptit
khéng nguyén ung thu C 13 peptit WT1 duoc gidi han boi MHC lop I cotu 7 dén
15 géc axit amin, hoic mudi duge dung ctia no;

22. Hop chét theo muc bét ky trong s& cac muc tir 1 dén 8 va tlr 20 dén 21, trong
d6 peptit khang nguyén ung thu C 12 peptit c6 trinh tu axit amin sau:
CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3), hodc peptit cé trinh tu axit amin dugc bién déi,
ma 13 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3 nhung chira sy bién dbi vé (cac) gbe axit
amin, va c6 hoat tinh cam tng CTL, hodc mubi duge dung ciia nd;

23. Hop chéat theo muc bét ky trong s& cac muc tir 1 dén 8 va tir 20 dén 22, trong
d6 peptit khang nguyén ung thu C 1a peptit c6 trinh tu axit amin bét ky duoc chon
tir c4c trinh tu axit amin sau:

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3) va

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),

hodac mubi duge dung cia nd;

24. Hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 8 va 20 dén 23, trong d6
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hop chét c6 cong thirc (1) 12 hop chét c6 cong thic (4):

(‘DRMFPNAPYL (4)
CMTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hozc hop chét c6 cong thirc (5):
(IIRMFPNAPYL
CYTWNQMNL

(%)

trong do lién két gitta C va C la lién két disulfua, hodc mudi duoc dung ctia né;

25. Hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 1 dén 8 va 20, trong d6 peptit
khang nguyén ung thu C 1a peptit WT1 dugc gidi han béi MHC 16p II ¢6 tir 14 dén
30 géc axit amin, hodc mudi duoc dung cta no;

26. Hop chét theo muc bat ky trong s6 cac muc tur 1 dén 8, 20 va 25, trong d6
peptit khang nguyén ung thu C 1a peptit c6 trinh tu axit amin bét ky duoc chon tir
cdc trinh tu axit amin sau:

SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),

SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),

PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),

CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23) va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24), hoéc

peptit ¢é trinh ty axit amin dugc bién d6i, ma 13 trinh tu axit amin bét ky dugc
chon tir c4c SEQ ID NO: 10 - 11 va 19 - 24 nhung chtra sy bién déi vé (cac) goc
axit amin, va c6 hoat tinh cam Ung cac t& bao T hd tro, hodc mudi dugc dung cua
no;

27. Hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc tr 1 dén 8, 20 va tir 25 dén 26,
trong d6 peptit khang nguyén ung thu C la peptit c6 trinh ty axit amin dugc chon tir
céc trinh ty axit amin sau:

SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),
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SGQAYMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25),
SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),
SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23) va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24),

hozic mudi duoc dung ciia né;

28. Hop chét theo muc bét ky trong sd cAc muc tir 1 dén 8, 20 va tir 25 dén 27,
trong do6 hop chét c6 cong thire (1) 1a hop chét ¢6 cong thirc (6):

(IIRM FPNAPYL

6
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (®)

trong d6 lién két gifta C va C 13 lién két disulfua, hop chét c6 cong thire (7):

(IJRMFP NAPYL
CNKRYFKLSHLQMHSRKH

()

trong d6 lién két gitra C va C 13 lién két disulfua, hop chét c6 cong thirc (8):

CRMFPNAPYL

I 8
CNKRYFKLSHLQMHSRK ®)

trong d6 lién két gita C va C 1a lién két disulfua, hogic hop chét c6 cng thuc (9):

CIIALLPAVPSL
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG

(9)

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hodic mudi dugc dung clia no;

29. Duoc phdm chira hop cht theo muc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 28, hoic
mudi duoc dung ctia n6 va chét mang dugc dung;

30. Dugc phém theo muc 29, ma duoc st dung lam vacxin ung thu;

31. Hop chit theo muc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 28 hoic mubi dugc dung

ctia né dugc st dung dé san xuat vacxin ung thu;
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32. Hop chét theo muc bét ky trong sé cac muc tr 1 dén 28 hoc mudi duoc dung
cia n6 duoc stir dung cho bénh nhan duong tinh véi WT1 véi luong cé tac dung
chita bénh hodc phong bénh dé diéu tri hodc ngin ngilra bénh ung thu; va

33. Phuong phép thu hai epitop (vi tri quyét dinh khang nguyén) dugc gi6i han boi
MHC 16p I khéc nhau, hodc epitop dugc gidi han boi MHC 16p I va epitop dugc
gidi han boi MHC 16p 11, bao gdm viée cho hop chét theo muyc bét ky trong sb céc
muc tir 1 dén 28 hodic mudi duge dung ctia nd phan ing véi ERAPI.

II. Phuong an thr hai:

1. Hop chét c¢6 cong thirc (1):

O
H —— -
peptit khang nguyén jL—
H\Xa"N Ya/ ung thw A OH (1)
S
I
R'l

trong d6 mdi trong sb X* va Y* doc 1ap 1a lién két don hofic nhom peptit hoa trj hai
c6 tir 1 dén 4 gdc axit amin, va tdng sb gde axit amin dbi véi X* va téng sb gde axit
amin dbi véi Y* 14 s6 nguyén tir 0 dén 4, peptit khang nguyén ung thu A 1a peptit
WT1 duoc gi6i han bdi MHC 16p I ¢6 tir 7 ¢én 30 géc axit amin, nhom amino ctia
axit amin c6 dau chin mach N cta peptit khang nguyén ung thu A lién két voi Y*
trong cong thire (1), va nhom cacbonyl clia axit amin co ddu chan mach C cla
peptit khang nguyén ung thu A lién két voi nhém hydroxyl trong cong thire (1), R
12 nguyén tt hydro, nhdm c6 cong thirc (2):

S
X2 Y2 tkha ; (2)
AN ~J peptit khang nguyén
H H ung thw B —OH

0
trong d6 mdi trong s6 X® va Y doc lap 1a lién két don hodc nhém peptit héa tri hai
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c6 tir 1 dén 4 gbc axit amin, va téng s6 gbc axit amin ddi véi X° va gbe axit amin
d6i v6i Y 13 s6 nguyén tir 0 dén 4, peptit khang nguyén ung thu B ¢6 trinh tir khac
v6i trinh tu cla peptit khang nguyén ung thu A trong trinh tu nay va la peptit WT1
dugc gi6i han bédi MHC lop I c6 tir 7 dén 30 gbc axit amin, nhém amino clia axit
amin ¢4 diu chan mach N cua peptit khang nguyén ung thu B lién két v6i Y® trong
cong thirc (2), va nhdm cacbonyl clia axit amin ¢6 dau chin mach C cua peptit
khang nguyén ung thu B lién két voi nhom hydroxyl trong cong thire (2), va nhom
thioete trong cong thuc (2) lién két v6i nhom thioete trong cong thic (1), hodc
peptit khang nguyén ung thu C, trong do peptit khdng nguyén ung thu C la peptit
WT1 duoc gidi han bai MHC 16p I khac véi peptit khdng nguyén ung thu A trong
trinh tur nay va co tur 7 dén 30 gbc axit amin chira mot gbc xystein hogic peptit WT1
duoc gidi han béi MHC 16p II ¢6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira mot gdc xystein,
va nhom thioete clia gbe xystein ctia peptit khang nguyén ung thu C lién két voi
nhém thioete trong cong thirc (1), mién 1a khi R' 14 nguyén tir hydro, thi trinh tu
cua hop chét c¢6 cong thirc (1) 1a khong gibng voi mot phan trinh tu cta protein
WT1, hodc mubi duge dung clia né;
2. Hop chét theo muyc 1, trong d6 X" 1a nhém peptit héa tri hai ¢6 2 gdc axit amin
va Y? 13 lién két don, hogic mdi trong s6 X* va Y* ddc 1ap 12 nhom peptit hoa tri hai
c6 1 gbc axit amin, hodc X* 12 lién két don va Y* 1a nhom peptit hoa trj hai c6 2 gbe
axit amin, hodic X* 14 nhém peptit hoa tri hai ¢6 1 gbe axit amin va Y* 12 lién két
don, hodc X* 1a lién két don va Y* 12 nhom peptit héa tri hai c6 1 gbc axit amin,
hodc X* va Y* 1a mdi lién két don, hoic mudi duge dung cia nd;
3. Hop chit theo muyc 1 hogc 2, trong d6 X" 1a lién két don, va Y* 14 lién két don,
gdc alanin, gbc leuxin hogic gbc metionin, hozc mudi dugc dung ctia né;
4. Hop chét theo muc 1 hoic 2, trong d6 X" 13 lién két don hodc nhom peptit héa tri
hai ¢6 1 gbc axit amin, va Y* 12 lién két don, hoic mudi dugc dung ctia né;
5. Hop chit theo muc bét ky trong s& cac muc tir 1 dén 4, trong d6 mdi trong s X*
va Y* 12 lién két don, hodc mubi duge dung cia no;
6. Hop chét theo muc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 5, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu A 13 peptit WT1 duoc gidi han boi MHC 16p I co tir 7 dén 15 gbc
axit amin, hodc mudi duoc dung ctia né;
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7. Hop chit theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 6, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu A la peptit ¢6 trinh tu axit amin bét ky duoc chon tlr cic trinh tu
axit amin sau:
RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),
CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3),
ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),
SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6) va
RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7), hodc
peptit ¢ trinh ty axit amin dugc bién dbi, ma 13 trinh tuy axit amin bét ky duoc
chon tir céc SEQ ID NO: 2, 3, 5, 6 va 7 nhung chira sy bién dbi vé (cc) goc axit
amin, va c6 hoat tinh cam g CTL, hodc mudi duoc dung clia no;
8. Hop chét theo myc bét ky trong s& cac muc tr 1 dén 7, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu A la peptit ¢6 trinh ty axit amin bét ky duge chon tlr céc trinh tu
axit amin sau:
RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),
CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3),
CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),
ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),
SLGEQQYSV (SEQID NO: 6) va
RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7),
hogic mubi duge dung ctia nd;
9. Hop chét theo myc bat ky trong s& cac muc tir 1 dén 8, trong d6 R' 13 nguyén tir
hydro, hodc mudi duge dung ctia no;
10. Hop chét theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 9, trong d6 hop chét ¢6
cong thirc (1) 12 peptit ¢6 trinh tu axit amin bét ky duoc chon tir cac trinh tyr axit
amin sau:
CRMFPNAPYL (SEQ ID NO: 13),
CCMTWNQMNL (SEQ ID NO: 14),
CCYTWNQMNL (SEQ ID NO: 15),

-16-



31268

CALLPAVPSL (SEQ ID NO: 16),

CSLGEQQYSV (SEQID NO: 17) va

CRVPGVAPTL (SEQ ID NO: 18),

hozc mudi duoc dung ctia nd;

11. Hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 1 dén 8, trong d6 R' 13 nhém c6
céngthﬁc(2L}m@crnuéiduchungcﬁané;

12. Hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 1 dén 8 va 11, trong d6 X° 14
nhom peptit hoa tri hai cé 2 gdc axit amin va Y" 13 lién két don, hodc mdi trong s6
X® va Y’ doc 14ap 13 nhém peptit hoa tri hai c6 1 gbc axit amin, hogic X" 12 lién két
don va Y® 13 nhém peptit héa tri hai c6 2 gbc axit amin, hoic X® 13 nhém peptit hoa
tri hai ¢6 1 gbc axit amin va Y® Ia lién két don, hodc X" 1 lién két don va Y’ 1
nhom peptit héa tri hai ¢6 1 gbc axit amin, hodc mdi trong sé X va Y® 14 lién két
don, hodic mudi duoc dung ciia né;

13. Hop chét theo muc bét ky trong sd cac muc tir 1 dén 8 va tir 11 dén 12, trong
d6 X° 1a lién két don, va Y® 1a lién két don, gdc alanin, gbc leuxin hodc gbe
1neﬁonhghoécrnuéiduchungcﬁané;

14. Hop chét theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 8 va 11 dén 12, trong d6
X 13 lién két don hogic nhém peptit héa tri hai ¢6 1 gbc axit amin, va Y® 1a lién két
don,hoécrnuéiduchungcﬁané;

15. Hop chit theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 1 dén 8 va 11 dén 14, trong d6
mdi trong s6 X va Y 13 lién két don, hoic mudi dugc dung cua nod;

16. Hop chit theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 8 va tir 11 dén 15, trong
d6 peptit khang nguyén ung thu B 1a peptit WT1 dugc gi6i han boi MHC 16p I c6
tr 7 dén 15 géc axit amin, hodc mudi dugc dung ctia no;

17. Hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 8 va tir 11 dén 16, trong
do peptit khang nguyén ung thu B 1a peptit co trinh ty axit amin bét ky dugc chon
tir c4c trinh tu axit amin sau:

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),
CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3),
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ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),

SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6) va

RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7), hodc

peptit ¢ trinh ty axit amin dugc bién dbi, ma 1 trinh tu axit amin bét ky duoc
chon tir cac SEQ ID NO: 2, 3, 5, 6 va 7 nhung bao gdm su bién ddi cta (cac) gbc
axit amin, va c6 hoat tinh cam ung CTL, hodc mudi duoc dung cua no;

18. Hop chat theo muc bat ky trong s& cac muc tir 1 dén 8 va tir 11 dén 17, trong
d6 peptit khang nguyén ung thu B 1a peptit c6 trinh ty axit amin bét ky duoc chon
tir céc trinh tu axit amin sau:

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3),

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),

ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),

SLGEQQYSV (SEQID NO: 6) va

RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7),

hoac mudi duge dung clia no;

19. Hop chét theo muc bét ky trong s& cac muc tir 1 dén 8 va tir 11 dén 18, trong
d6 hop chit c6 cong thire (1) 12 hop chét ¢6 cong thire (3):

ClJRM FPNAPYL
CSLGEQQYSV

(3)

trong d6 lién két gitta C va C la lién két disulfua, hodc mudi duge dung cia nod;

20. Hop chét theo muc 13, trong d6 Y® 1a gbc alanin, hogc mudi duoc dung ciia né;
21. Hop chét theo muyc bat ky trong s cac muc tir 1 dén 8 va tir 11 dén 13 va 20,
trong d6, khi peptit khang nguyén ung thu B 1a peptit WT1 dugc gidi han boi
MHC 16p I c6 mot gdc xystein, thi nhém thioete trong peptit khdng nguyén ung thu

B duoc lién két véi nhém thioete trong cong thirc (16):
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S
d cd "
AN Npepttiing nouen on (16)
[ N peptit khang nguyen —OH
H wng thuw D

trong d6 mdi trong s& X4 va Y? doc 1ap 1 lién két don hodic nhém peptit hoa tri hai
c6 tir 1 dén 4 gbe axit amin, va téng sb gbc axit amin ddi voi X9 va tng sb gbe axit
amin d6i voi Y 14 s6 nguyén tir 0 dén 4, peptit khang nguyén ung thu D 1a peptit
WT1 dugc gidi han bai MHC 16p I c6 tir 7 dén 30 gbc axit amin, nhém amino cla
axit amin ¢ dau chin mach N cta peptit khang nguyén ung thu D lién két voi Y?
trong cong thitc (16), va nhom cacbonyl ctia axit amin c6 dau chan mach C cla
peptit khdng nguyén ung thu D lién két voi nhom hydroxyl trong cong thic (16),
hoic lién két voi nhém thioete clia gbc xystein ctia peptit khang nguyén ung thu E,
ma 14 peptit WT1 duoc gi6i han boi MHC 16p IT ¢6 tir 7 dén 30 gdc axit amin chira
mot géc xystein, hodc mudi duge dung cua no;

22. Hop chat theo muc 21, trong d6 peptit khang nguyén ung thu B 1a peptit WT1
duoc gidi han boi MHC 16p I ¢6 tir 7 dén 15 gbc axit amin, hogic mudi dugc dung
cua no;

23. Hop chét theo muc bat ky trong sd cac muc tir 21 dén 22, trong do peptit khang
nguyén ung thu B la peptit c6 trinh tu axit amin bét ky duoc chon tir cac trinh tu
axit amin sau:

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3) va

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),

hoac mudi duge dung cia no;

24. Hop chét theo muc bat ky trong sd cac muc tir 21 dén 23, trong d6 X? 14 nhém
peptit hda tri hai c6 2 gdc axit amin va Y 13 lién két don, hodc mdi trong s6 X° va
Y? 14 nhom peptit héa tri hai doc 18p c6 1 gbc axit amin, hodc X 12 lién két don va
Y? 14 nhom peptit héa trj hai c6 2 gdc axit amin, hogic X? 14 nhém peptit héa tri hai
co 1 géc axit amin va Y¢ 14 lién két don, hozc X9 13 lién két don va Y? 1a nhém

peptit hoa tri hai c6 1 gbc axit amin, hoic mdi trong sb X* va Y? 14 lién két don,
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hodc mudi duge dung ciia no;
25. Hop chat theo muc bat ky trong sd cac muc tir 21 dén 24, trong d6 X 1a lién
két don, Y° 14 lién két don, géc alanin, géc leuxin hoac géc metionin, hoac mudi
duoc dung cua no;
26. Hop chét theo muc bat ky trong sd cac muc tir 21 dén 24, trong d6 X? 14 lién
két don hozc nhom peptit hoa tri hai gdm c6 mdt gbc axit amin, va Y? 12 lién két
don, hodic mudi dugc dung ciia né;
27. Hop chét theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 21 dén 26, trong d6 mdi trong s6
X% va Y912 lién két don, hodc mudi duge dung cia no;
28. Hop chét theo muc bat ky trong sd cac muc tir 21 dén 27, trong d6 peptit khéng
nguyén ung thu D 13 peptit WT1 dugc gi6i han béi MHC 16p IT ¢6 tur 14 dén 30
géc axit amin, hodc mubi duoc dung cua no;
29. Hop chét theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 21 dén 28, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu D 1a peptit cé trinh tu axit amin bét ky duge chon tir céc trinh tu
axit amin sau:
SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),
SGQAYMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25),
SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),
SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23),
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24) va
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244),
hodc mubi dugc dung cia nd;
30. Hop chét theo muc bat ky trong sd cac muc tir 1 dén 8, tir 11 dén 13 va tir 20
dén 29, trong d6 hop chét c6 cong thire (1) 12 hop chat ¢ cong thire (15):
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CWAPVLDFAPPGASAYGSL

?ACYTWNQMNL (15)
CRMFPNAPYL

trong d6 lién két gitta C va C 13 lién két disulfua, hodc mudi dugc dung clia né;

31. Hop chét theo muc bat ky trong sd cac muc tir 21 dén 23, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu E 1a peptit WT1 duoc giéi han béi MHC 16p II ¢6 tur 14 dén 30
géc axit amin, hoac mubi duoc dung cta no;

32. Hop chét theo muc bat ky trong sd cac muc tir 21 dén 23 va 31, trong d6 peptit
khéng nguyén ung thu E 1a peptit ¢6 trinh tu axit amin bét ky duge chon tir cac
trinh tu axit amin sau:

SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),

SGQAYMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25),

SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),

SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12),

PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),

CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23) va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24),

hoac mudi duoc dung cua nd;

33. Hop chét theo muc bat ky trong s cac muc tir 1 dén 8, trong d6 R' 1a peptit
khéngnguyénungthu(LIm@crnuéiduchungcﬁané;

34. Hop chét theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 1 dén 8 va 33, trong d6 peptit
khang nguyén ung thu C 12 peptit WT1 dugc gidi han béi MHC 16p I ¢6 tur 7 dén
15gécaxﬁanﬁn,ho@:nméiduchungcﬁané;

35. Hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc tur 1 dén 8 va tir 33 dén 34, trong
d6 peptit khang nguyén ung thu C la peptit ¢6 trinh tu axit amin sau:
CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3), hodc
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peptit c6 trinh tu axit amin dugc bién ddi, ma 13 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3
nhung chira sy bién doi vé (céc) gdc axit amin, va c6 hoat tinh c&m tmg CTL, hogc
mudi duoc dung cia no;

36. Hop chit theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 1 dén 8 va tir 33 dén 35, trong
d6 peptit khang nguyén ung thu C la peptit c¢6 trinh tu axit amin bét ky duoc chon
tir cac trinh tu axit amin sau:

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3) va

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),

hodc mudi duge dung ciia no;

37. Hop chéit theo muc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 8 va tir 33 dén 36, trong
d6 hop chét ¢ cong thirc (1) 13 hop chat c6 cong thirc (4):

CRMFPNAPYL

I (4)
CMTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hodc hop chét cé cong thirc (5):
C'JRIVIFF’NAPYL (5)
CYTWNQMNL

trong d6 lién két gitra C va C 13 lién két disulfua, hoic mudi dugc dung clia né;

38. Hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 8 va 33, trong d6, khi
peptit co tu 1 dén 4 gbc axit amin chira mot gbc xystein con duoc lién két v6i dau
chin mach N cuta peptit khang nguyén ung thu C, thi nhém thioete chira gbe
Xystein cta peptit ma duoc lién két v6i dau chin mach N ciia peptit khdng nguyén

ung thu C duogc lién két v6i nhom thioete trong cong thuc (16):

S

{4 , &
H"X\N ¥ peptit khang nguyén | (186)
OH
H ung thu D
| O

trong d6 mdi trong sb X* va Y* doc 1ap 14 lién két don hodc nhém peptit hoa tri hai

Lo £ J4 . . \ LA A A . . Lo re<rd A . .
co tir 1 dén 4 goc axit amin, va tong sO goc axit amin doi véi X va goc axit amin
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dbi véi Y 12 sb nguyén tir 0 dén 4, peptit khang nguyén ung thu D 1a peptit WT1
dugc gidi han bédi MHC 16p II ¢6 tir 7 dén 30 gbc axit amin, nhém amino cla axit
amin ¢6 dau chin mach N cta peptit khdng nguyén ung thu D lién két v6i Y trong
cong thirc (16), va nhom cacbonyl cua axit amin ¢ dau chan mach C cua peptit
khang nguyén ung thu D lién két v6i nhom hydroxyl trong cdng thirc (16), hodc
lién két véi nhom thioete ctia gbe xystein cia peptit khang nguyén ung thu E, ma la
peptit WT1 dugc gidi han boi MHC 16p II gdm c6 7 dén 30 gbc axit amin chira
mot géc xystein, hodc mubi duge dung cua no;

39. Hop chat theo myc 38, trong do peptit ¢6 tir 1 dén 4 gbc axit amin chira mot
gdc xystein dugc lién két v6i ddu chin mach N cla peptit khang nguyén ung thu C
1a dipeptit chira CA, hodc mudi dugc dung cia nd;

40. Hop chét theo muc bat ky trong sd cac muc tir 38 dén 39, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu C 1a peptit WT1 duoc gidi han béi MHC 16p I ¢6 tir 7 dén 15 gbe
axit amin, hoac mubi dugc dung cta né;

41. Hop chét theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 38 dén 40, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu C 1a peptit c6 trinh tu axit amin bét ky dugc chon tir c4c trinh tu
axit amin sau:

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3) va

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),

hodc mudi dugc dung ctia nd;

42. Hop chat theo muc bat ky trong s6 cac muyc tir 38 dén 41, trong d6 X9 12 nhém
peptit hoa tri hai c6 2 gdc axit amin va Y? 13 lién két don, hodic mdi trong s6 X* va
Y¥ 13 nhém peptit héa tri hai doc 1ap ¢6 1 gbc axit amin, hogie X* 1a lién két don va
Y? 14 nhém peptit héa tri hai c6 2 gdc axit amin, hodc X? 14 nhém peptit hoa tri hai
¢6 1 gbe axit amin va Y? 14 lién két don, hodc X? 14 lién két don va Y 1a nhém
peptit hda tri hai c6 1 gdc axit amin, hoic mdi trong sd X% va Y 1a lién két don,
hosic mudi dugc dung ctia nd;

43. Hop chét theo muc bat ky trong sd cac myc tlr 38 dén 42, trong do6 X? 13 lién
két don, va Y? 14 lién két don, géc alanin, géc leuxin hoac géc metionin, hodc mudi

dugc dung ctua no;
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44, Hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc tir 38 dén 42, trong do X? 14 lién
két don hoiic nhém peptit héa tri hai c6 1 gbc axit amin, va Y? 13 lién két don, hodc
mudi duoc dung cuia no;
45. Hop chat theo muc bét ky trong sb cac muc tir 38 dén 44, trong d6 mdi trong sd
X4 va Y9 14 lien két don, hodc mudi dugc dung ctia nd;
46. Hop chit theo muc bét ky trong sb cac muc tir 38 dén 45, trong d6 peptit khang
nguyén ung thu D 1 peptit WT1 dugc gi6i han béi MHC 16p II c6 tir 14 dén 30
géc axit amin, hodc mudi dugc dung ctia né;
47. Hop chét theo muc bét ky trong s6 cac myc tir 38 dén 46, trong do6 peptit khang
nguyén ung thu D la peptit ¢ trinh tu axit amin bét ky duge chon tir cac trinh tur
axit amin sau:
SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),
SGQAYMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25),
SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),
SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23),
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24) va
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244)
hoac mubi dugc dung ctia né;
48. Hop chét theo muc bét ky trong sd cac myc tir 38 dén 47, trong d6 hop chét c6
cong thire (1) 1a hop chat cé cong thire (14):

CRMFPNAPYL

|
(ISACYTWNQMNL (14)
CWAPVLDFAPPGASAYGSL

trong d6 lién két gita C va C 1a lién két disulfua, hofic mudi dugc dung clia no;
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49. Hop chat theo muc bét ky trong s cac muc tir 38 dén 41 va 44, trong d6 peptit
khéng nguyén ung thu E 14 peptit c6 trinh tu axit amin bét ky duoc chon tir cac
trinh tu axit amin sau:

SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),

SGQAYMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25),

SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),

SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12),

PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),

CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23) va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24)

hoac mudi dugc dung ciia nd;

50. Hop chét theo muc bét ky trong s& cac muc tir 38 dén 41 va 49, trong d6 hop
chat c6 cong thirc (1) 12 hop chat c6 cong thir (12):

CRMFPNAPYL

|
CIACYTWNQMNL (12)
CNKRYFKLSHLQMHSRK

trong do lién két giita C va C la lién két disulfua, hodc mudi duoc dung ctia né;

51. Hop chit theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 1 dén 8 va 33, trong do peptit
khéng nguyén ung thu C 1a peptit WT1 dugc gi6i han béi MHC lop 1T co tir 14 dén
30 géc axit amin, hoic mudi dugc dung ctia n;

52. Hop chit theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 d&én 8, 33 va 51, trong d6
peptit khang nguyén ung thur C 1a peptit c6 trinh tur axit amin bét ky dugc chon tir
cdc trinh tu axit amin sau:

SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),
SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),
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PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),

CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23) va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24), hogc

peptit ¢6 trinh ty axit amin dugc bién ddi, ma 13 trinh tu axit amin bét ky dugc
chon tir cac SEQ ID NO: 10 - 11 va 19 - 24 nhung chura sy bién dbi vé (c4c) gbe
axit amin, va ¢ hoat tinh cam Uing cac té bao T ho tro, hoic mubi duoc dung cua
no;

53. Hop chét theo muc bit ky trong s& cac muc tir 1 dén 8, 33 va 51 dén 52, trong
do peptit khang nguyén ung thu C 13 peptit c6 trinh tu axit amin dugc chon tlr cac
trinh tu axit amin sau:

SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),

SGQAYMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25),

SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),

SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12),

PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),

CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23) va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24),

hoac mubi duge dung ctia no;

54. Hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 8, 33 va tir 51 dén 53,
trong d6 hop chét c¢6 cong thirc (1) 1a hop chét c6 cong thitc (6):

CRMFPNAPYL

I 6
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG ®

trong do lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hop chét c6 cong thirc (7):
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?RMFPNAPYL
CNKRYFKLSHLQMHSRKH

(7)

trong do lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hop chét c6 cong thirc (8):
(IJRMFPNAPYL
CNKRYFKLSHLQMHSRK

(8)
trong do lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hodc hop chét c6 cong thirc (9):
CIZALLPAVPSL ©)
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG
trong do lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hoac mudi duoc dung ctia nd;
55. Dang duoc bién dbi ctia peptit WT1 duoc gidi han boi MHC 16p II ¢6 tir 7 dén
30 gbc axit amin;
56. Dang duoc bién dbi theo muc 55, ma 13 trinh ty axit amin sau:
CWAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 242) hodc
WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243);

57. Hop chét c6 cong thic (10):
CRMFPNAPYL

| 10)
CWAPVLDFAPPGASAYGSL

trong do lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hozic mudi duoc dung ctia nd;
58. Ché pham chira hop chét dugc chon tir nhém bao gbém hop chét c6 cong thirc
3):

CRMFPNAPYL

l 3)
CSLGEQQYSV

trong do lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hop chit c6 cong thiic (4):

CRMFPNAPYL

! (4)
CMTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, va hop chét ¢é cong thirc (5):
CRMFPNAPYL

l - (B)
CYTWNQMNL

trong d6 lién két gitra C va C 12 lién két disulfua, va peptit 6 trinh tyr axit amin

duogc chon tir nhém bao gdm céc trinh tu axit amin sau:
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CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),

CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23),
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24),
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244),

CWAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 242) va
WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243);

59. Dugc phim chtra hop chit theo muc bat ky trong s& céc muc tir 1 dén 54 va 57,
hodic mudi duoc dung clia nd, hodc ché phém theo didém 58 va chit mang dugc
dung;

60. Duoc phém theo muc 59, ma dugc st dung lam vicxin ung thu;

61. Hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc tur 1 dén 54 va 57, hoic mubi duoc
dung cta no, hodc ché phim theo didm 58 duoc st dung dé san xuét vicxin ung
thu;

62. Hop chét theo diém bt ky trong sé cac muc tir 1 dén 54 va 57 hoic mubi duoc
dung cta no6 hodc ché phim theo muc 58 dung cho bénh nhan dwong tinh véi WT1
v6i luong co tac dung chita bénh hodc phong bénh dé diéu tri hodc ngin ngira bénh
ung thu;

63. Phuong phap thu hai epitop duogc gidi han béi MHC 16p I khac nhau, hodc
epitop dugc giéi han béi MHC 16p I va epitop duge gidi han bai MHC 16p 11, bao
gbm viéc cho hop chét theo muc bét ky trong s& cac muc tir 1 dén 54 va 57 hodc
mubi dugce dung phan tng voi ERAP1; va

64. Phuong phép tong hop hop chit, bao gdm céc bude sau:

(1) budc tong hop, bing cach st dung Fmoc-C(Mmt)A-SBn va peptit khang
nguyén ung thu C, peptit trong d6 nhém cacbonyl cua axit amin ¢6 dau chin mach
C la C(Mmt)A dugc lién két v&i nhém amino ¢6 dau chin mach N cua peptit
khang nguyén ung thu C, trong d6 khang nguyén peptit C 1a peptit WT1 dugc gioi
han boéi MHC 16p I ¢6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira mot gbc xystein hodc peptit
WTI duoc gi6i han bdi MHC 16p II ¢6 tir 7 dén 30 gdc axit amin chira mot gbe

xystein,

-28-



31268

(2) bude tong hop, bang cach sir dung peptit thu duoc & bude (1) néu trén va peptit
khang nguyén ung thu A trong dé mot gdc xystein dugc bao vé& bdi nhém Npys
duoc lién két véi ddu chin mach N, peptit trong d6 nhém thioete cua gbc xystein
cta peptit khang nguyén ung thu C trong peptit thu duoc & bude (1) néu trén dugc
lién két v6i nhom thioete chira gbc xystein ma duge lién két v6i dau chin mach N
clia peptit khang nguyén ung thu A, trong d6 peptit khang nguyén ung thu A la
peptit WT1 duoc gidi han boi MHC 16p I ¢6 tir 7 dén 30 gdc axit amin, va

(3) bude tong hop, bang cach sir dung peptit thu duoc & bude (2) néu trén va peptit
khang nguyén ung thu D chira gbc xystein dugc bao vé bdi nhém Spy, peptit trong
d6 nhém thioete chira gbc xystein ma duoc lién két véi dau chian mach N ciia peptit
khang nguyén ung thu A trong peptit thu dugc & bude (2) néu trén duge li€n két
v6i nhém thioete cuia gbc xystein clia peptit khang nguyén ung thu D, trong do
peptit khang nguyén ung thu D 1a peptit WT1 dugc gidi han béi MHC 16p II 6 tir
7 dén 30 gbc axit amin chira mot gbc xystein dugc lién két v6i dau chin mach N
hodc peptit WT1 duge gidi han bai MHC 16p II ¢6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira
mot géc xystein,

III. Phuong &n thr ba:

1. Hop chét c6 cong thirc (1):

O
peptit khang nguyén
N -~lung thu A —OH
X Y (1 )
T
R?

trong d6 mdi trong s6 X* va Y* 14 lién két don, peptit khang nguyén ung thu A 1a
peptit c6 trinh tu axit amin bat ky dugc chon tir c4c trinh ty axit amin sau:
RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),

ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),

SLGEQQYSV (SEQID NO: 6) va

RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7),
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nhém amino ctia axit amin ¢6 dau chin mach N cua peptit khang nguyén ung thu
A lién két v6i Y* trong cong thirc (1), va nhom cacbonyl clia axit amin ¢6 dau chan
mach C cua peptit khang nguyén ung thu A lién két v4i nhom hydroxyl trong cong
thie (1), R' 13 peptit khéng nguyén ung thu C, peptit khang nguyén ung thu C co
trinh tw khdc v6i trinh tu ctia peptit khang nguyén ung thu A, ma la peptit ¢4 trinh
tur axit amin bat ky duge chon tlr c4c trinh tyr axit amin sau:

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3) va

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4), va nhom thioete cua gbc xystein cla peptit
khang nguyén ung thu C dugc lién két v&i nhém thioete trong cong thire (1), hodc
mudi duogc dung ctia no;

2. Hop chét theo muc 1, trong d6 hop chét c6 cong thire (1) 12 hop chét c6 cong
thac (4):

?RMFPNAPYL
CMTWNQMNL

(4)

trong do lién két gitta C va C 12 lién két disulfua, hoic mubdi duoc dung cta nd;

3. Hop chét theo muc 1, trong d6 hop chét c6 cong thie (1) 12 hop chét c6 cong
thtc (5):

CRMFPNAPYL

l o 5
CYTWNQMNL

trong d6 lién két gitra C va C la lién két disulfua, hodc mudi dugc dung cta no;

4. Duoc phém chtra hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 3, hodc
mubi dugce dung ctia nd, va chéit mang dugc dung;

5. Duoc phém theo muc 4, chira it nhét mot peptit ¢ trinh ty axit amin dugc chon
tir nhém bao gdm céc trinh ty axit amin sau:

CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),

CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23),
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24),
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244),

CWAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 242) va

WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243); va
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6. Ché phdm chira hop chit duoc chon tir nhém bao gébm hop chét ¢ cong thirc
4):

CRMFPNAPYL

l (4)
CMTWNQMNL

trong do lién két gifta C va C 12 lién két disulfua, va hop chét c6 cong thic (5):

?RMFPNAPYL

()
CYTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C la lién két disulfua, va it nhat mot peptit ¢6 trinh tu
axit amin duge chon tir nhém bao gdm céc trinh ty axit amin sau:
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23),
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24),
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244),
CWAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 242) va
WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243).
Hiéu qua dat dugc cua sang ché

Sang ché dé xuét hop chit cé cong thie (1) néu trén 13 hiru dung lam thube
diéu tri mién dich ung thu (sau day doi luc duge goi la hop chit theo sang ché).
Dua vao hop chit theo séng ché, c6 thé tao ra cac vacxin ung thu va céc thubc didu
tri mién dich ung thu ma cdm Umg mdt cach hiéu qua CTL in vivo va in vitro. Cu
thé 13, dua vao hop chit theo sang ché, c6 thé tao ra hai peptit WT1 dugc gidi han
boi MHC 16p 1 ¢6 céc trinh tu khéc nhau hodc hai eptop WT1 gi6i han MHC lop I
¢6 cac trinh tu khéc nhau, peptit WT1 duoc gidi han boi MHC 16p I va peptit WT1
duge giéi han boi MHC 16p 11, epitop WT1 dugc gi6i han bsi MHC 16p I va epitop
WT1 dugc gi6i han béi MHC 16p 11, hai peptit WT1 duoc giéi han boi MHC 16p 1
va peptit WT1 dugc gii han boi MHC 16p II ¢6 cac trinh tw khac nhau, hoac hai
epitop WT1 duge gi6i han béi MHC 16p I va epitop WT1 dugc gidi han béi MHC
16p 1I c6 céc trinh ty in vivo va in vitro khac nhau va cam ng mdt cach hiéu qua
CTL.

Pbi véi cac kiéu phu HLA ctia hai peptit WT1 duoc giéi han boi MHC 16p
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I ¢6 trinh tu khéc nhau, hop chét theo sang ché (thé lién hop) thu dugc bang cach
két hop peptit kidu A02 (A-0201, A0206 va tuong tw) va peptit kiéu A24 (A-2402
va tuong tu) 13 dic biét tot hon. O ngudi Chau Au va Chau M§ (ngudi Cap-ca),
quén thé ctia kiéu phu HLA-A0201 hodc kiéu phu HLA-A0206 1 cao nhét va l1a
khoang 47%, tiép do 1a kiéu phu HLA-A2402 véi khoang 13%, va tbng cac kidu
phu nay chiém khoang 56%, khong bao gdm cac su tring 1p (tdc 13, viéc tinh todn
trung 13p & nhitng nguoi co cé hai kiéu phy) (Human Immunol. 62:1009;2001). 0
nguoi Nhat Ban va tuong tu, quan thé HLA-A2402 14 cao nhét va 13 khoang 60%,
tiép d6 12 HLA-A0201 hosc HLA-A0206 v6i khoang 39%, va tong cac kiéu phy
ndy chiém khoang 81%, khéng bao gdm céc su trung lap (tie 13, viée tinh todn
trung 13p & nhitng nguoi c¢6 ca hai cac kiéu phu) (www.bmdc.irc.or.jp/GF-A.htm).
Do d6, c4c uu diém cia hop chét theo sang ché cu thé 12 quan thé 16n hon duoc sir
dung hop chit riéng theo séng ché, va viéc chon loc kiéu phu HLA & céc bénh
nhén trude khi st dung khong phai 13 [udn ludn can thiét va twong ty. Do céc uu
didm clia hop chét theo sang ché, nén hop chat c6 cong thic (3), cong thic (4)
hodc cong thire (5) 1a dugc vu tién, va hop chét c6 cong thire (5) 1a duoc uu tién
hon.

Ngoai ra, dya vao hop chit theo sang ché, co thé tao ra thanh phan hoat
tinh cta vicxin ung thu ma vu viét vé céc dic tinh Iy héa va do on dinh, va duoc
san xut va kidém sodt mot cach d& dang. Két qua 13, dé dang san xut dugc ché
pham vécxin ung thur.

Cu thé 13, cac vi du v& cac dic tinh Iy héa bao gdbm dd hoa tan, do nhot
dung dich, dé dang tinh ché céc san phdm thu duoc, d& dang xi 1y sau khi 1am kho
lanh, d& dang tinh ché céc san phim thu duoc sau khi 1am khé va tuong tu. D9 6n
dinh bao gdm d6 n dinh sau khi thay thé mudi, do hat 4m, d6 6n dinh nhiét, d6 6n
dinh sau khi hinh thanh thé nhii twong va tuong ty. Hoat tinh dugc ly bao gdm hiéu
luc & dang vacxin ung thu, su khéac biét dugc tao ra boi cac thanh phén duoc hoat
tinh (Active Pharmaceutical Ingredient-API), sy twong tac voi chét phu gia trong
viée diéu ché va twong tu. Trong sd nhitng diéu nay, sy khac biét dugc tao ra boi
API 14 su khéc biét do API & dang vécxin ung thu. Cu thé 13, trong hai API cé cac
d6 hoa tan cuc ky khac nhau, thi API v6i d6 hoa tan nhé hon 1a d& két tia, va dé
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dang du kién rang, khong thé thuc hién duoc viée xt Iy tiét tring bang céach loc véi
thiét b loc kiéu mang, ma 1a yéu cAu thiét yéu ddi véi duoc phdm. Ngay ca khi 13
rang 1a co thé viéc xtr 1y tiét trung brfmg cach loc API v6i do hoa tan nhd, thi lugng
API duoc chira trong phan loc va kha ning cam tmg CTL ma la thiét yéu dbi véi
vécxin ung thu suy giam déng k& 1a didu dugc quan tim dén. Do dé, khiém khuyét
vé viéc su suy giam dang ké vé higu qua san xuét ctiia API v6i d6 hoa tan nhé c6
thé dé dang du doan truéc.

MO ti vin tit cac hinh vé

Fig.1 13 hinh thé hién céc két qua thir nghiém ciia vi du thir nghiém 1 dbi
véi su thay dbi theo thoi gian cua viée cit axit amin c6 dau chin mach N béi
ERAPI ctia mdi peptit trong s6 SEQ ID NO: 13, 16, 17 va 18 duge téng hop trong
céc vi du tir 2 dén 5.

Fig.2 13 hinh thé hién céc két qua thir nghiém cta vi du thir nghiém 2 déi
v6i kha niang cam ung CTL in vivo ctiia hop chét c6 cong thire (5) duoc tbng hop &
vi du 1, bang thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym (enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA) IFNy béng céach st dung chudt chuyén gen HLA-
A0201.

Fig.3 13 hinh thé hién céc két qua thir nghiém ciia vi du thir nghiém 2 doi
v64i kha ning cam tmg CTL in vivo cua hop chét c6 cong thire (5) duoc téng hop &
vi du 2, bing thtr nghiém ELISPOT IFNy bang cach st dung chudt chuyén gen
HLA-A2402.

Fig.4 13 hinh thé hién céc két qua thir nghiém ciia vi du thtr nghiém 4 doi
v6i kha ning cam tng CTL in vivo cua hop chét c6 cong thire (3) duoc tbng hop
trong vi du 6, bang thir nghiém ELISPOT IFNy bang cach st dung chudt chuyén
gen HLA-A0201.

Fig.5 I3 hinh thé hién céc két qua thir nghiém ciia vi du thir nghiém 5 doi
v6i kha nang hop chét c¢6 cong thic (6) dugce téng hop trong vi du 7 cdm Ung céc té
bao phan Ung voéi peptit duge thé thién boi SEQ ID NO: 24 in vivo, bing thir
nghiém ELISPOT IFNy bing cach sir dung chudt chuyén gen HLA-A0201 trong
trang thai dugc xung dong hodc khdng dugc xung dong bing peptit SEQ ID NO:
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24,

Fig.6 14 hinh thé hién c4c két qua thir nghiém cta vi du thir nghiém 5 ddi
v6i kha nang hop chét ¢6 cong thirc (6) duge tdng hop trong vi du 7 cdm g céc 8
bio phan tmg vé6i peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 24 in vivo, béng thu
nghiém ELISPOT IFNy bang cach sir dung chudt chuyén gen HLA-A0201 trong
trang thai duoc xung dong hodc khéng dugc xung dong bing peptit SEQ ID NO:
24.

Fig.7 12 hinh thé hién c4c két qua thir nghiém cta vi du thir nghiém 6 doi
v6i kha ning cam tng CTL in vivo cua hop chét c6 cong thire (8) dugce tdng hop
trong vi du 9 trong trang thai duoc xung dong hodc khong duogc xung dong bang
peptit SEQ ID NO: 2, bang thtr nghiém ELISPOT IFNy bang cach sir dung chudt
chuyén gen HLA-A0201.

Fig.8 13 hinh thé hién c4c két qua thir nghiém ctia vi du thir nghiém 6 déi
v6i kha niang hop chét c6 cong thire (8) duge téng hop trong vi du 9 cam tmg céc té
bao phan tmg véi peptit duge thé thién bsi SEQ ID NO: 22 in vivo, bing thir
nghiém ELISPOT IFNy bang cach st dung chudt chuyén gen HLA-A0201 trong
trang thai dugc xung dong hodc khong duoc xung dong bang peptit SEQ ID NO:
22.

Fig.9 12 hinh thé hién c4c két qua thir nghiém cta vi du thir nghiém 8 dbi
v6i kha ning cam tng CTL in vivo cua hop chit ¢6 cong thic (7) duoc téng hop
trong vi du 8 trong trang thai dugc xung dong hodc khong duge xung dong bang
peptit SEQ ID NO: 2, bang thtr nghiém ELISPOT IFNy bang céach st dung chudt
chuyén gen HLA-A0201.

Fig.10 13 hinh thé hién céc két qua thir nghiém cta vi du thir nghiém 8 doi
v6i kha nang hop chét c6 cong thite (7) duge téng hop trong vi du 8 cam (g c4c té
bao phan tmg vdi peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 23 in vivo, bang thir
nghiém ELISPOT IFNy bang céach sir dung chudt chuyén gen HLA-A0201 trong
trang thai duge xung déng hoac khong dugce xung dong bing peptit SEQ ID NO:
23.

Fig.11 13 hinh thé hién céc két qué thir nghiém ctia vi du thit nghiém 9 doi
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v6i kha nang cam tng CTL in vivo cliia hop chét c6 cong thire (9) duoc téng hop &
vi du 10 trong trang thai duoc xung dong hoac khong dugc xung dong bang peptit
SEQ ID NO: 5, bing thir nghiém ELISPOT IFNy bing céch sir dung chudt chuyén
gen HLA-A0201.

Fig.12 12 hinh thé hién céc két qua thir nghiém cia vi du thir nghiém 9 doi
v6i kha ning hop chét c6 cong thitc (9) duge tdng hop & vi du 10 cam tmg cac té
bao phan tng véi peptit dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 24 in vivo, bang thir
nghiém ELISPOT IFNy béng cach st dung chudt chuyén gen HLA-A0201 trong
trang thai duge xung dong hodc khong duoc xung dong bang peptit SEQ ID NO:
24.

Fig.13 la hinh thé hién cac két qua thir nghiém cta vi du so sanh 1 dbi voi
kha nang cam tmg CTL in vivo clia cac peptit dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 238
va 239 dugc téng hop trong céc vi du tham chiéu 8 va 9 trong trang thai dugc xung
dong hodc khong dugce xung dong béang peptit SEQ ID NO: 2, bang thtr nghiém
ELISPOT IFNy béng céch sir dung chudt chuyén gen HLA-A0201.

Fig.14 13 hinh thé hién céc két qua thi nghiém ctia vi du so sanh 1 dbi voi
kha ning cam tmg CTL in vivo ctia c4c peptit duge thé thién bai SEQ ID NO: 238
va 239 dugc téng hop trong céc vi du tham chiéu 8 va 9 trong trang thai dugc xung
dong hoac khong dugc xung dong bang peptit SEQ ID NO: 4, bang thir nghiém
ELISPOT IENy béng céch sir dung chudt chuyén gen HLA-A2402.

Fig.15 13 hinh thé hién céc két qua thir nghiém ctia vi du so sanh 2 d6i v6i
kha ning cdm tmg CTL in vivo clia cac peptit duge thé thién béi SEQ ID NO: 240
va 241 dugc téng hop trong cac vi du tham chiéu 10 va 11 trong trang thai duoc
xung dong hodc khéng duoc xung dong béng peptit SEQ ID NO: 2, bing tht
nghiém ELISPOT IFNy bang cach st dung chudt chuyén gen HLA-A0201.

Fig.16 13 hinh thé hién céc két qua thir nghiém ctia vi du so sanh 2 d6i v6i
kha ning cam tmg CTL in vivo clia c4c peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 240
va 241 duge téng hop trong cac vi du tham chiéu 10 va 11 trong trang thai duoc
xung dong hodc khong duoc xung dong bang peptit SEQ ID NO: 4, bing thi
nghiém ELISPOT IFNy bang cach st dung chudt chuyén gen HLA-A2402.
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Fig.17 12 hinh thé hién céc két qua thir nghiém cta vi dy thi nghiém 11 d6i
voi kha niang cam tng CTL in vivo cua hop chét c6 cong thirc (10) dugc téng hop
& vi du 13 trong trang thai duge xung dong hodc khdng dugc xung dong bang
peptit SEQ ID NO: 2, béng thir nghiém ELISPOT IFNy béng cach sir dung chudt
chuyén gen HLA-A0201.

Fig.18 12 hinh thé hién cac két qua thir nghiém ciia vi du so sanh 3 doi véi
kha ning cam Gng CTL in vivo cua hgp chat c6 cong thirc (11) duogc téng hop
trong vi du tham chiéu 12 trong trang thai dugc xung dong hodc khong dugc xung
dong bang peptit SEQ ID NO: 2, béang thir nghiém ELISPOT IFNy béng cach st
dung chuot chuyén gen HLA-A0201.

Fig.19 1a hinh thé hién céc két qua thir nghiém cla vi du thir nghiém 12 ddi
véi kha ning cam tng CTL in vivo clia hop chét c6 cong thire (12) duoc tbng hop
& vi du 14 trong trang thai dugc xung dong hodc khong dugc xung dong bing
peptit SEQ ID NO: 2, bang thir nghiém ELISPOT IFNy béng céach st dung chudt
chuyén gen HLA-A0201.

Fig.20 1a hinh thé hién céc két qua thir nghiém ctia vi dy thir nghiém 12 déi
v6i kha ning cam tng CTL in vivo clia hop chat c6 cong thire (12) dugce téng hop
& vi du 14 trong trang thai duge xung dong hodc khong dugc xung dong bang
peptit SEQ ID NO: 4, béang thtr nghiém ELISPOT IFNy bang cach st dung chudt
chuyén gen HLA-A2402.

Fig.21 12 hinh thé hién céc két qua thir nghiém ctia vi du thi nghiém 13 a6i
v6i kha ning cam Gng CTL in vivo cta hop chét c6 cong thirc (14) duge téng hop
& vi du 15 trong trang thai duoc xung dong hodc khong dugc xung dong bang
peptit SEQ ID NO: 2, bing thr nghiém ELISPOT IFNy bang céch st dyng chudt
chuyén gen HLA-A0201.

Fig.22 12 hinh thé hién céc két qua thir nghiém cla vi du thir nghiém 13 dbi
v6i kha niang cam tng CTL in vivo cta hgp chét c6 cong thire (14) dugc téng hop
& vi du 15 trong trang thai dugc xung dong hodc khong dugc xung dong bang
peptit SEQ ID NO: 4, bang thir nghiém ELISPOT IFNy béng céach st dung chudt
chuyén gen HLA-A2402.
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Fig.23 13 hinh thé hién c4c két qua thir nghiém ctia vi du thir nghiém 14 dbi
v6i kha ning cam ung CTL in vivo cua hdn hop vécxin chira hop chét c6 cong
thire (5) dugc tdng hop & vi du 1 va peptit duge thé thién boi SEQ ID NO: 22 duge
tdng hop trong vi du tham chiéu 1 trong trang thai dugc xung dong hodc khong
dugc xung dong béng peptit SEQ ID NO: 2, bang thir nghiém ELISPOT IFNy
béng cach sir dung chudt chuyén gen HLA-A0201.

Fig.24 13 hinh thé hién céc két qué thir nghiém ctia vi du thir nghiém 15 doi
vdi kha niang cam tng CTL in vivo cua hdn hop vécxin chira hop chét c6 cong
thirc (5) duoc tdng hop & vi du 1 va peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 244
duoc téng hop trong vi du tham chiéu 13 trong trang thai dugc xung dong hodc
khong duoc xung dong bang peptit SEQ ID NO: 2, béng thir nghiém ELISPOT
IFNy bang cach sir dung chudt chuyén gen HLA-A0201.

Fig.25 1a hinh thé hién céc két qué thir nghiém ciia vi du thir nghiém 16 doi
v6i kha nang cam tng CTL in vivo clia hdn hop vicxin chira hop chét c6 cong
thire (5) duoc tdng hop & vi du 1 va peptit duge thé thién boi SEQ ID NO: 24 duge
tdng hop trong vi du tham chiéu 2 trong trang thai dugc xung doéng hodc khong
duoc xung dong béng peptit SEQ ID NO: 2, bing thtr nghiém ELISPOT IFNy
bang cach str dung chudt chuyén gen HLA-A0201.

Fig.26 13 hinh thé hién céc két qua thit nghiém ctia vi dy thir nghiém 17 doi
véi kha niang cam ung CTL in vivo cua hdn hop vécxin chira hop chét c6 cong
thirc (5) duoc tong hop & vi du 1 va peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 242
duoc tdng hop & vi du 11 trong trang thai dugc xung dong hodc khong dugc xung
dong bing peptit SEQ ID NO: 2, bing thir nghiém ELISPOT IFNy bang céch sir
dung chudt chuyén gen HLA-A0201.

Fig.27 1a hinh thé hién céc két qua thir nghiém cua vi du thir nghiém 18 d6i
véi kha nang cam tng CTL in vivo cua hdn hop vécxin chira hop chét c6 cong
thire (5) duoc tdng hop & vi du 1 va peptit dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 243
duoc téng hop & vi du 11 trong trang théi dugc xung dong hodc khong dugc xung
dong bing peptit SEQ ID NO: 2, bang thir nghiém ELISPOT IFNy béng cach st
dung chudt chuyén gen HLA-A0201.

Mo ta chi tiét sang ché
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Sau day, sang ché s& dugc md ta chi tiét.

“Géc axit amin” theo sang ché c6 nghia 1 viing twong Ung véi mét don vi
axit amin cAu thanh nén peptit hodic protein trong phan tir peptit hodc protein. Cac
vi du vé “gbc axit amin” bao gdm gdc axit amin , gdc axit amin B, gdc axit amin y
hodac géc axit amin & tu nhién hodc phi ty nhién. Cac vi du cu thé cta chung bao
gém géc axit amin o tu nhién, géc ornitin, géc homoserin, géc homoxystein,
alanin P, axit aminbutanoic y hodc axit aminpentanoic 6 va twong tu. Khi * gbc axit
amin” c6 thé 14 chat hoat tinh quang hoc, thi t6t hon 1a né c6 thé & dang bat ky
trong sb dang L va dang D, va dang L 1a dugc uu tién.

Khi “gbc axit amin” theo sang ché duoc thé hién & dang viét tit, nhing tir
viét tit sau day dugc sir dung.

Ala hodc A: gbe alanin

Arg hoac R: gbc acginin

Asn hodc N: gdc asparagin

Asp hodc D: gbc axit aspartic

Cys hoic C: gbc xystein

Gln hogc Q: gbc glutamin

Glu hodc E: gbc axit glutamic

Gly hodc G: gbc glyxin

His hodic H: gdc histidin

Ile hodic I: gbc isoleuxin

Leu hodc L: ge leuxin

Lys hodc K: gbc lysin

Met hodc M: gbc metionin

Phe hogc F: gbc phenylalanin

Pro hoéc P: gbc prolin

Ser hodic S: gde serin

Thr hodc T: gbc Threonin

Trp hodc W: gbc tryptophan
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Tyr hodc Y: gbc tyrosin

Val hoac V: gdc valin

Abu: gc axit aminbutyric 2 (cling c6 thé duogc goi 14 gbe axit aminbutyric o)
Orn: gbc ornitin

Cit: gbc citrulin

Trinh tu axit amin cda “peptit” theo sang ché dugc mé ta theo phuong phap
thong thuong, trong do gbc axit amin chira axit amin ¢6 dau chin mach N duoc dit
& bén trai, va géc axit amin cuia axit amin ¢6 dau chin mach C duogc dit & bén phai.
Trong “peptit”, trir khi dugc chi bdo cu thé, nhém amino cia gbe axit amin chira
axit amin c6 diu chin mach N duoc lién két véi nguyén tir hydro, va nhom
cacbonyl cta gbc axit amin ctia axit amin c6 du chin mach C dugc lién két véi
nhom hydroxyl. Nhém hoa tri hai cta peptit 1a nhom lién két qua nhém amino cta
gbc axit amin chira axit amin c6 dau chin mach N va nhém cacbonyl cua gbc axit
amin cla axit amin ¢6 dau chin mach C.

Vi du, trong hop chét theo sang ché, trong céc hop chét ¢ cong thic (3) -
(9) va dbi voi peptit, ma la cAu tric mét phﬁn cua no, trir khi dugc chi bao cu thé,
nhém amino cua géc axit amin chtra axit amin ¢6 dau chin mach N duoc lién két
v6i nguyén tr hydro, va nhom cacbonyl cia gdc axit amin cla axit amin ¢6 dau
chiin mach C dugc lién két v6i nhém hydroxyl.

“X® va “Y*ddc lap theo séng ché c6 nghia 12 lién két don hogic nhom hoa
tri hai ctia cac peptit co tu 1 dén 4 gbc axit amin. Tdng sb gbc axit amin dbi véi X°
va tong sb gbc d6i voi Y* 1a s6 nguyén tir 0 dén 4. Vi dy, s6 nguyén clia téng néu
trén bang 0 c6 nghia 1a X* va Y* 1a mdi lién két don. Khi tdng 12 s nguyén bang 4,
c4c vi du clia nd bao gdm X* va Y* doc 1ap 14 cdc nhdém hoa tri hai cua peptit c6 2
gbc axit amin, X* 12 nhém hda tri hai ctia peptit c6 3 gbc axit amin va Y* 12 nhém
héa tri hai cia peptit co 1 gbc axit amin, X* 12 nhém hoa tri hai cta peptit c6 4 gbe
axit amin va Y* 1a lién két don va tuong tu.

Sb nguyén cua tdng da dé cap t&t hon 13 tir O dén 2, t&t hon nifa 1a tir 0 dén
1, t5t nhét 1a 0. Ttc 13, X* va Y* t5t nhét a c4c lién két don.

Khi téng 14 s6 nguyén bang 2, cac vi du clia bao gbm X* 12 nhém héa tri hai
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clia peptit c6 2 gbc axit amin va Y* 13 lién két don, X* va Y* doc lap 1a cac nhom
héa tri hai cua peptit ¢6 1 gdc axit amin, hogc X" 13 lién két don va Y* 12 nhém héa
tri hai ctia peptit c6 2 gbc axit amin.

Khi tdng 12 s6 nguyén bang 1, cic vi du ctia n6 bao g6m X* 1a nhém héa tri
hai cta peptit ¢6 1 goc axit amin va Y* 14 lién két don, va X* 13 lién két don va Y*
1a nhom hoa tri hai cua peptit co 1 gbc axit amin. Trong s cac vi du nay, t6t hon 13
X* 13 lién két don va Y* 12 gbc alanin, cac gdc leucin hodc gbc metionin.

“Peptit khang nguyén ung thu A” theo sang ché 1a peptit WT1 dugc gidi
han boéi MHC 16p I ¢c6 tu 7 dén 30 gbc axit amin. Trong peptit khang nguyén ung
thu A trong cong thic (1), nhém amino clia axit amin ¢ dau chin mach N dugc
lién két voi Y? trong cong thie (1) va nhém cacbonyl clia axit amin c6 dau chin
mach C dugc lién két véi nhém hydroxyl trong cong thirc (1).

“Puoc gidi han boéi MHC 16p I” theo sang ché c6 nghia 13 dic tinh cam
ung CTL béng cach lién két v6i phan tr MHC 16p I ma 1a 16p I ctia phirc hé tuong
hop mé chinh (MHC- major histocompatibility complex).

MHC & nguoi duge goi 1a khang nguyén kiéu leukocyte & ngudi (HLA-
human leukocyte-type antigen). HLA tuong tmg véi phan t: MHC 16p I dugc phan
loai thanh céc kiéu phu 12 HLA-A, B, Cw, F va G va tuong tu. Cac vi du duoc uu
tién vé “duoc giéi han béi MHC 16p I” bao gém duoc gi6i han bdi HLA-A, dugc
gidi han boi HLA-B va dugc gi6i han boi HLA-Cw.

Dang da hinh (alen) cta mi kidu phu cia HLA d& dugc bién dén. Cac vi
du vé dang da hinh ndy cia HLA-A bao gdm khong dudi 27 loai nhu HLA-AL,
HLA-A0201, HLA-A24 va tuong tu, cac vi du vé dang da hinh ctia HLA-B bao
gém khong dudi 59 loai nhuw HLA-B7, HLA-B40, HLA-B4403 va tuong tu, va cac
vi du vé dang da hinh cia HLA-Cw bao gém khéng dudi 10 loai nhu HLA-
Cw0301, HLA-Cw0401, HLA-Cw0602 va tuong tu. Trong sd cac dang da hinh
nay, HLA-A0201 va HLA-A24 1a dugc uu tién.

“Peptit WT1” theo sang ché 13 peptit mot phan co tir 7 dén 30 gdc axit
amin trong trinh tu axit amin cia WT1 nguoi di dugc mo ta trong SEQID NO: 1.

Do d6, “peptit WT1 dugc gidi han béi MHC 16p I” theo sang ché 13 peptit
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ma lién két véi khang nguyén MHC 16p I in vitro va/hodc in vivo va dugce trinh
dién dudi dang phirc hé, va cam tmg CTL bing cc té bao T tién chét 1a két qua
cta sy nhan biét phirc hé nay. Sé luong cac gbe axit amin clia “peptit WT1 duoc
gi6i han bai MHC 16p I” 1a tir 7 dén 30, t6t hon 1a tir 7 dén 15, t6t hon nita 13 tir 8
dén 12, tét hon nira 12 tir 8 dén 11, tt nhét a 8 hodc 9.

“Peptit WT1 dugc gidi han bai MHC 16p I” ¢6 tur 7 dén 12 hodc tot hon 12
9 gbc axit amin ciing duge goi 1a “epitop WT1 duge gidi han boi MHC 16p I”.
“epitop WT1 duge gidi han béi MHC 16p 17 theo sang ché c6 nghia 1a ban than
peptit ma lién két v6i khang nguyén MHC 16p I va dugce trinh dign lam phurc hé.
Tire 13, “peptit WT1 dugc gi6i han bdéi MHC 16p I” tao ra “epitop WT1 duoc gioi
han béi MHC 16p I” in vitro va/hodc in vivo, béi su thodi bién ndi bao ctia hop chét
theo sang ché béi proteosom va/hodc proteaza nhu Gama-Interferon-cam ung
Lysosomal Thiol Reductase (GILT, GLT) va tuong tu (su phan giai protein, sy
phan cit tidu gidm cia lién két disulfua), vi/hodc sw phan cat thanh s lugng gbe
i wu (ciing duoc goi 1 cét) boi aminopeptidaza md ludi ndi chéat 1 (ERAPL, ER-
aminopeptidaza 1). Trong sy san xuét ndy, chi yéu xem xét dén qua trinh san xuét
trong d6 axit amin co dau chin mach C cta “epitop WT1 duoc gidi han béi MHC
16p I” ban dAu bét ngudn tir su suy bién boi proteosom va/hodc proteaza, sau d6
axit amin ¢ dau chin mach N cta “epitop WT1 duoc giéi han boi MHC 16p I” bt
ngudn tir su cét (su phén cét) boi ERAPIL. Tuy nhién, trong su san xudt nay, c6 thé
c6 qua trinh ngoai qué trinh san xuit néu trén. Hién tai, ERAPI ciling dugc goi la
ERAAP (ER aminopeptidaza duoc lién két véi trinh dién khang nguyén), va cling
da timg duoc goi 1a A-LAP, PILS-AP or ARTS-1.

Do d6, “peptit WT1 dugc gidi han béi MHC 16p I” t5t hon 14 peptit c6 tir 7
dén 30 gdc axit amin dugc tao ra béng cach bd sung tir 1 dén 23 gbc axit amin vao
nhém cacbonyl cta axit amin ¢ dau chian mach C cua “Epitop WT1 duogc gi6i han
bdi MHC 16p I” ¢6 tir 7 dén 12 gdc axit amin.

Cac vi du vé “Peptit WT1 duoc giéi han bdéi MHC 16p I bao gbm céc
peptit d3 dugc mo ta trong cac bang tir 1 dén 44. Trong mdi bang, “vi trf” c¢6 nghia

14 vi trf trong trinh tur axit amin WT1 & nguoi da duge mo ta trong SEQ ID NO: 1.
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Bang 1
it | rinh tuaxit sé trinh | kiéu phu HLA
: amin tu
2-10 | GSDVRDLNA |26 Al
B40, B60, B61, B3701, B4403, Cw0301,
3-11 SDVRDLNAL |27 Cw0602
A24, A68,1, A3302,B7, B8, B3501, B3701,
4-12 | DVRDLNALL |28 Cw0401, Cw0602
6-14 |RDLNALLPA |29 B40, B61, B3701
7-15 | DLNALLPAV |30 A0201, B62, B5201
A0201, A0205, A24, A3,B14, B7, B§, B3801,
10-18 | ALLPAVPSL |5 B3901. B3902, Cw0301, Cw0401, Cw0602
Bang 2
vi tri trinh ty axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tu
17-25 SLGGGGGCA 31 B62
18-26 LGGGGGCAL 32 B60, B7, B3801,
B5101,B5102
20-28 GGGGCALPV 33 B61, B5101, B5102,
B5201
Bang 3
Vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
48
23-31 GCALPVSGA 34 B40, B61
24-32 CALPVSGAA 35 B40, B5102, Cw0301
26-34 LPVSGAAQW 36 B40, B3501, B5801
29-37 SGAAQWAPV 37 B5101, B5102,
B5201, B61
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30-38 GAAQWAPVL 38 B40, B60, B7, B8,
B3902, B5101,
B5102, Cw0301,

Cw0602
Bang 4
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tur
32-40 AQWAPVLDF 39 A3, A3101, B62,
B2702, B2705,
B3902, B5201
33-41 QWAPVLDFA 40 Cw0702
37-45 VLDFAPPGA 41 Al, A0201
38-46 LDFAPPGAS 42 B40,B3701
39-47 DFAPPGASA 43 Cw0401
40-48 FAPPGASAY 44 Al,B62, B3501,
B4403, B5801,
Cw0702
Bang 5
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tur
47-55 AYGSLGGPA 45 A24
Bang 6
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tur
63-71 PPPPPPHSF 46 Cw0401
64-72 PPPPPHSFI 47 B5101, B5102,
B5201
65-73 PPPPHSFIK 48 A1101
70-78 SFIKQEPSW 49 Cw0401

-43-



31268

Bang 7
vi tri trinh tu axit amin sO trinh | kiéu phu HLA
tu
73-81 KQEPSWGGA 50 Al, A0205
80-88 GAEPHEEQC 51 Al
Béng 8
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
ty
81-89 AEPHEEQCL 52 A0205, B40, B60,
B61, B3701, B4403
82-90 EPHEEQCLS 53 B3501,B5101
83-91 PHEEQCLSA 54 B3801
84-92 HEEQCLSAF 55 B40,B3701, B4403,
Cw0702
85-93 EEQCLSAFT 56 B40, B60, B61,
B3701, B4403
86-94 EQCLSAFTV 57 A0201,B62, B5201
88-96 CLSAFTVHF 58 A3,B62
Bang 9
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tu
92-100 FTVHFSGQF 59 B62, B5801, Cw0301
93-101 TVHFSGQFT 60 A0201, A0205
96-104 FSGQFTGTA 61 B5801, B4403
98-106 GQFTGTAGA 62 A0205, B40, B62,
B2702, B5201
99-107 QFTGTAGAC 63 Cw0401
100-108 FTGTAGACR 64 A68,1, A1101,

A3101, A3302
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Bang 10
vi tri trinh ty axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tur
101-109 TGTAGACRY 65 B62,B4403, Cw0702
104-112 AGACRYGPF 66 B4403, B5201
107-115 CRYGPFGPP 67 B2702
110-118 GPFGPPPPS 68 B5101,B5102
Bang 11
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
2%
118-126 SQASSGQAR 69 A68,1, A1101,
A3101, A3302
119-127 QASSGQARM 70 B3501, B5101,
B5102
120-128 ASSGQARMF 71 B3501, B3801,
B4403, B5801
Béang 12
vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
tu
123-131 GQARMFPNA 72 B62
125-133 ARMFPNAPY 73 B14,B2702,B2705,
Cw0702
126-134 RMFPNAPYL 2 A0201, A0205, A24,
A3,B14,B7,B2702,
B2705, B3901,
B3902, Cw0301
128-136 FPNAPYLPS 74 B5101
130-138 NAPYLPSCL 75 A24, B60, B7, B8,
B3902, B5101,
B5102, Cw0301,
Cw0602, Cw0702
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Bang 13
Vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
tur
136-144 SCLESQPAI 76 B8, B3901, B5102,
Cw0301
137-145 CLESQPAIR 77 Al, A3, A68,1,
A1101, A3101,
A3302
138-146 LESQPAIRN 78 B60, B61
139-147 ESQPAIRNQ 79 A3302
Bang 14
vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
tu
141-149 QPAIRNQGY 80 B8, B3501, B4403,
Cw0401, Cw0702
143-151 AIRNQGYST 81 B7
144-152 IRNQGYSTV 82 B14, B2702,B2705,
B3901
146-154 NQGYSTVTF 83 B62, B2702, B3902,
B5201
Bang 15
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tur
152-160 VTFDGTPSY 84 Al, A3, B62, B3501,
B4403, B5801,
Cw(0702
Bang 16
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tu
161-169 GHTPSHHAA 85 B3801
163-171 TPSHHAAQF 86 B3501, B3801,
Cw0401, Cw0702
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165-173 SHHAAQFPN 87 B3801
168-176 AAQFPNHSF 88 B5801
169-177 AQFPNHSFK 89 A3, A68,1, A1101,
A3101,B2705
Bang 17
vi tri trinh tu axit amin sO kiéu phu HLA
trinh
tu
174-182 HSFKHEDPM 90 B14,B3501, B5801
177-185 KHEDPMGQQ 91 B3801
179-187 EDPMGQQGS 92 B3701
180-188 DPMGQQGSL 93 A24, B14,B60, B7, B8,
B3501, B3801, B3901,
B3902, B5101, B5102,
Cw0301, Cw0401,
Cw0602
Béang 18
Vi tri trinh tu axit amin sO trinh HLA
tu kiéu phu
185-193 QGSLGEQQY 94 B4403, Cw0702
187-195 SLGEQQYSV 6 A0201, A0205, A3,
B62
Bang 19
vi tri trinh ty axit sotrinh | kiéu phu HLA
amin tu

A0201, A0205, B61, B62, B2702, B2705,

191-199 YSVPPPV |95
QQ B5201

192-200 | QYSVPPPVY | 96 A24, Cw0401, Cw0702

194-202 | SVPPPVYGC | 97 A0205, A3
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Bang 20
Vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
40
202-210 CHTPTDSCT 98 B3801
204-212 TPTDSCTGS 99 B5101
206-214 TDSCTGSQA 100 B40, B61, B3701
207-215 DSCTGSQAL 101 A24, A3302, B60,
B7, B8, B3501,
B3901, B3902,
Cw0602
208-216 SCTGSQALL 102 B60, B7, B8, B3701,
B3801, B3901,
B3902
209-217 CTGSQALLL 103 B60, B7, B3701,
B3902
210-218 TGSQALLLR 104 A3302
Bang 21
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
1%
211-219 GSQALLLRT 105 B5801
213-221 QALLLRTPY 106 Al,B3501, B4403,
B5801, Cw0602,
Cw0702
217-225 LRTPYSSDN 107 B2702
218-226 RTPYSSDNL 108 A24, B60, B7,
B3902, B5801
219-227 TPYSSDNLY 109 B3501, B5101,
B5102, Cw0401,
Cw0702
Bang 22
vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phy HLA
tu
221-229 YSSDNLYQM 110 B60, B3501
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222-230 SSDNLYQMT 111 Al,B5801
223-231 SDNLYQMTS 112 B3701
225-233 NLYQMTSQL 113 A0201, A0205, A24,
B14, B7, B8, B3801,
B3901, B3902,
Cw0301, Cw0602
227-235 YOQMTSQLEC 114 A0201, A0205, B62
228-236 QMTSQLECM 115 A0201
230-238 TSQLECMTW 116 B5801
Bang 23
Vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tu
232-240 QLECMTWNQ 117 Al
233-241 LECMTWNQM 118 B40, B60, B61,
B3701, B4403
235-243 CMTWNQMNL 3 A0201, A0205, A24,
A3, B7
239-247 NQMNLGATL 119 A0201, A0205, A24,
B14, B60, B62, B7,
B2702, B2705,
B3901, B3902,
B5201, Cw0301,
Cw0602
240-248 QMNLGATLK 120 A24, A3, A1101,
A3101
Bang 24
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tu
242-250 NLGATLKGV 121 A0201, A0205,B62,
Cw0602
243-251 LGATLKGVA 122 B5201
244-252 GATLKGVAA 123 Bo61, B8
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250-258 VAAGSSSSV 124 B61,B5101, B5102
Bang 25
vi tri trinh tu axit amin sO trinh | kiéu phu HLA
[2%4
251-259 AAGSSSSVK 125 A68,1, A1101
252-260 AGSSSSVKW 126 B5801
260-268 WTEGQSNHS 127 Al
Bang 26
vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
tu
261-269 TEGQSNHST 128 B40, B60, B61,
B4403
263-271 GQSNHSTGY 129 A3, B62, B2702,
Cw0702
269-277 TGYESDNHT 130 B5102, B5201
270-278 GYESDNHTT 131 A24
Bang 27
vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
tur
272-280 ESDNHTTPI 132 Al, A3302,B5101
273-281 SDNHTTPIL 133 B40, B60, B3701,
B5201
276-284 HTTPILCGA 134 B5801
278-286 TPILCGAQY 135 B3501, B4403,
Cw0401, Cw0702
279-287 PILCGAQYR 136 A3101
280-288 ILCGAQYRI 137 A0201, A0205, A3,
B62,B5101

-50-




31268

Bang 28
vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
tur
285-293 QYRIHTHGV 138 A24, Cw0401
286-294 YRIHTHGVF 139 B14,B2702,B2705,
B5201, Cw0301
287-295 RIHTHGVFR 140 A3, A1101, A3101,
A3302
289-297 HTHGVFRGI 141 B5801
Bang 29
vi tri trinh tu axit amin sO kiéu phu HLA
trinh
2%
292-300 GVFRGIQDV 142 A0201, A0205,
A3, A68,1,
A1101, B3901,
B5102, B5201,
Cw0602
293-301 VFRGIQDVR 143 A3101
294-302 FRGIQDVRR 144 B2705
295-303 RGIQDVRRV 145 B61,B5101,
B5102,B5201,
Cw0602
298-306 QDVRRVPGV 146 B61,B3701
299-307 DVRRVPGVA 147 A68,1, A3302,
B7, B8
Bang 30
vi tri trinh tu axit amin 30 kiéu phu HLA
trinh
tu
301-309 RRVPGVAPT 148 B14,B2702,
' B2705, Cw0301
302-310 RVPGVAPTL 7 A0205, A24, B7,
B3701, B3801,
B3901, B3902
303-311 VPGVAPTLV 149 B7,B3501,
B5102, B5201,
Cw0401
306-314 VAPTLVRSA 150 B4403
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309-317 TLVRSASET 151 A0201, A0205
Béang 31
vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
2%
312-320 RSASETSEK 152 A68,1, A1101
313-321 SASETSEKR 153 A3101, A3302
315-323 SETSEKRPF 154 B40,B3701, B4403
316-324 ETSEKRPFM 155 B8, B3501
317-325 TSEKRPFMC 156 Al,B5801
318-326 SEKRPFMCA 157 B40, B60, B61,
B4403
319-327 EKRPFMCAY 158 Cw0602, Cw0702
Bang 32
vi tri trinh tu axit amin s trinh | kiéu phu HLA
tur
324-332 MCAYPGCNK 159 A68,1, A1101
325-333 CAYPGCNKR 160 Al, A68.1, A1101,
A3101, A3302
326-334 AYPGCNKRY 161 A24, Cw0401,
Cw0702
327-335 YPGCNKRYF 162 B3501, B3801,
B5201, Cw0401,
Cw0702
329-337 GCNKRYFKL 163 A24, B14, B60, B7,
B8, B3902, Cw0301
Bang 33
vi tri trinh ty axit amin so trinh | kiéu phu HLA
tur
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332-340 KRYFKLSHL 164 B14, B8, B2702,
B2705, B3901,
B3902, Cw0301,
Cw0602
334-342 YFKLSHLQM 165 Cw0401
337-345 LSHLQMHSR 166 A68,1, A3302
340-348 LQMHSRKHT 167 A0201, A0205
Béang 34
Vi tri trinh tu axit amin '?6 trinh | kiéu phu HLA
u
343-351 HSRKHTGEK 168 A68,1
345-353 RKHTGEKPY 169 Cw0702
347-355 HTGEKPYQC 170 B8, B5801
349-357 GEKPYQCDF 171 B40,B3701, B4403
Bang 35
vi tri trinh tu axit amin fé trinh | kiéu phu HLA
u
351-359 KPYQCDFKD 172 B5102
354-362 QCDFKDCER 173 Al, A68,1, A3101,
A3302
356-364 DFKDCERRF 174 A24, Cw0401
358-366 KDCERRFSR 175 A3101
Bang 36
vi tri trinh tu axit amin ‘fé trinh | kiéu phu HLA
u
362-370 RRFSRSDQL 176 B2702, B2705,
B3901, Cw0301,
Cw0602
363-371 RFSRSDQLK 177 A1101
364-372 FSRSDQLKR 178 A68,1, A3302
366-374 RSDQLKRHQ 179 Al
368-376 DQLKRHQRR 180 A68,1, A3101, A3302
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Bang 37
vi tri trinh tu axit amin so trinh | kiéu phu HLA
tu
371-379 KRHQRRHTG 181 B14
372-380 RHQRRHTGV 182 B14,B3801, B3901
373-381 HQRRHTGVK 183 A1101, A3101, B2705
375-383 RRHTGVKPF 184 B2702, B2705,
Cw0702
379-387 GVKPFQCKT 185 A68,1
Bang 38
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tur
383-391 FQCKTCQRK 186 A3, A1101, A3101,
B2705
384-392 QCKTCQRKF 187 B62, B8
386-394 KTCQRKFSR 188 Al, A3, A68,1,
A1101, A3101
387-395 TCQRKFSRS 189 B8
389-397 QRKFSRSDH 190 B2702, B2705
390-398 RKFSRSDHL 191 B14,B3901, B3902,
Cw0301
Bang 39
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tu
391-399 KFSRSDHLK 192 A1101, A3101
394-402 RSDHLKTHT 193 Al,B5801
396-404 DHLKTHTRT 194 B3801, B3901
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Bang 40
Vi tri trinh tu axit amin fé trinh | kiéu phu HLA
u
401-409 HTRTHTGKT 195 B8
406-414 TGKTSEKPF 196 B5201
408-416 KTSEKPFSC 197 A0201, B5801
409-417 TSEKPFSCR 198 Al, A68,1, A3302
410-418 SEKPFSCRW 199 B40, B4403
Bang 41
Vi tri trinh tu axit amin fé trinh | kiéu phu HLA
u
412-420 KPFSCRWPS 200 B3501, B5102
415-423 SCRWPSCQK 201 A1101
416-424 CRWPSCQKK 202 B2702, B2705
417-425 RWPSCQKKF 203 A24, B3801,
Cw0401
418-426 WPSCQKKFA 204 B5102
419-427 PSCQKKFAR 205 A3302
420-428 SCQKKFARS 206 B8
Bang 42
vi tri trinh tu axit amin SO kiéu phu HLA
trinh
tu
423-431 KKFARSDEL 207 B14,B3901, B3902,
Cw0301, Cw0602
424-432 KFARSDELV 208 Cw0401
425-433 FARSDELVR 209 A68,1, A1101, A3101,
A3302
426-434 ARSDELVRH 210 B2702, B2705
427-435 RSDELVRHH 211 Al
428-436 SDELVRHHN 212 B3701
429-437 DELVRHHNM 213 B14, B40, B60, B61,

B3701, B4403, Cw0301
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Béang 43
vi tri trinh ty axit amin sO kiéu phu HLA
trinh
tu
432-440 VRHHNMHQR 214 B2705
433-441 RHHNMHQRN 215 B3801
434-442 HHNMHQRNM 216 B3901
436-444 NMHQRNMTK 217 A3, A1101, A3101
437-445 MHQRNMTKL 218 B14,B3701,B3901,
B3902, Cw0301
439-447 QRNMTKLQL 220 B14,B2702,B2705,
B3901, Cw0602
440-448 RNMTKLQLA 221 B61
Bang 44
vi tri trinh tu axit amin %) kiéu phu HLA
trinh
tu
441-449 NMTKLQLAL 222 A0201, A0205, A24, A3,
B7,B3902, Cw0602

Céc vi du duoc uu tién vé “peptit WT1 dugc gi6i han béi MHC 16p I bao
gdm peptit c6 trinh ty axit amin bat ky dugc chon tir cc trinh tyr axit amin sau:
RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),
CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3),
ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),
SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6) va
RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7), va
peptit ¢6 trinh ty axit amin dugc bién d6i, ma 14 trinh ty axit amin bét ky duoc
chon tir céc SEQ ID NO: 2, 3, 5, 6 va 7 nhung chira su bién ddi vé (cac) gbe axit
amin, va c6 hoat tinh cam tmg CTL, tt hon 1a peptit ¢6 trinh tw axit amin bt ky
trong sb céc trinh tu axit amin duoc chon tir cac SEQ ID NO: 2,3, 5,6 va 7.

Thong thuong, “peptit ¢ trinh tu axit amin” theo sang ché c6 nghia 1a

peptit trong d6 c6 thém axit amin dwgc bd sung vao axit amin c6 dau chdn mach N
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va/hoic axit amin c6 dau chin mach C cia trinh tu axit amin. Khi “peptit WT1
duogc giéi han béi MHC 16p I” trong “peptit khang nguyén ung thu A” va “peptit
khang nguyén ung thu B” dugc b6 sung, thi peptit ¢ sy bb sung vao phia d4u chan
mach C 1a dugc uu tién. Khi “epitop WT1 dugc gidi han béi MHC 16p I” duoc bd
sung, thi su bo sung vao phia d4u chan mach C 12 duoc uu tién.

“Peptit ¢6 trinh ty axit amin dugc bién dbi ma chira sy bién d6i cta (cc)
gbc axit amin trong trinh tu axit amin, va c6 hoat tinh cam tmg CTL” theo sang ché
cing duoc goi 1a “peptit bao diét duoc bién dbi”. Peptit bao diét duoc bién ddi nay
c6 nghia 12 peptit ma c6 trinh ty axit amin trong d6 co tur 1 dén 3 axit amin duoc
loai bd, duoc thay thé va/hodc dugc bd sung va lién két véi MHC 16p 1 cam Ung
CTL. Vi trf thay thé ciia axit amin dugc thay thé néy bao gdm vi tri thir nhét (dau
chin mach N), vi trf thir hai, vi tr thir ba hodc vi tri thir chin d6i voi peptit cd 9 cac
gbc axit amin. S6 luwong céc axit amin dugc bd sung (ciing ké ca viéc chén) t6t hon
13 1 hodc 2, t6t hon nita 13 1. Vi trf bd sung t6t hon 13 dAu chian mach C. Sé luong
axit amin duoc loai bo t5t hon 1 1. Trong sy bién dbi nay, axit amin dugc bd sung
hoiic axit amin duoc thay thé cé thé 13 axit amin phi tu nhién ngoai 20 loai cac axit
amin dugc ma hoa boi gen.

Puoc biét dén 13 trinh tu axit amin cua peptit c6 thé lién két véi HLA
khang nguyén c6 tinh thuong xuyén (motip lién két) d6i voi moi dang da hinh cta
kiéu phu HLA. Vi du, , peptit c6 tir 8 dén 11 céc géc axit amin, trong d6 axit amin
¢6 vi tri thir hai 1a Tyr, Phe, Met hodc Trp, va axit amin ¢ dau chian mach C 13 Phe,
Leu, Ile, Trp or Met, dugc biét dén 1a motip lién két HLA-A24 (J. Immunol., 152,
p3913, 1994, J. Immunol., 155, p4307, 1994, Immunogentics, 41, p178, 1995). Do
do, vi du, ddi véi trudng hop cla peptit chira 9 cac gbc axit amin, vi trf thtr hai c6
thé duogc thay thé bing Tyr, Phe, Met hodc Trp vi/hodc vi tri thir chin 6 thé duge
thay thé bang Phe, Leu, Ile, Trp or Met, va d6i véi peptit bao diét duoc bién dbi thi
peptit c6 cac sy thay thé nhu vay 1a duoc wu tién. Tuong tu, peptit c6 tir 8 dén 11
c4c gbe axit amin, trong d6 axit amin ¢6 vi tri thir hai 1a Leu hodc Met va axit amin
¢4 ddu chin mach C 13 Val hogic Leu, dugc biét dén 1a métip lién két HLA-A0201.
Do d6, vi du, db6i véi truong hop cta peptit chira 9 cac géc axit amin, vi tri thr hai

c6 thé dugc thay thé bé’lng Leu hodc Met va/hodc vi tri thr chin ¢6 thé duoc thay
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thé bing Val hoic Leu, va dbi vdi peptit bao diét duoc bién doi thi peptit c6 céc su
thay thé nhu vay 1 dugc uu tién.

Céc vi du v& peptit bao diét duoc bién dbi bao gdm cac peptit sau day.
RYFPNAPYL (SEQ ID NO: 223) (xem tai litu WO03/106682),
FMFPNAPYL (SEQ ID NO: 224),
RLFPNAPYL (SEQ ID NO: 225),
RMMPNAPYL (SEQ ID NO: 226),
RMFPNAPYV (SEQ ID NO: 227) va
YMFPNAPYL (SEQ ID NO: 228) (xem tai liéu W02009/072610), ma la cac
peptit bao diét dugc bién ddi cia RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2);
CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4) (xem tai liéu WO02/79253);
Xaa-Met-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu (SEQ ID NO: 229)
(trong d6 Xaa 1a Ser hodc Ala) va
Xaa-Tyr-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu (SEQ ID NO: 230)
(trong d6 Xaa la Ser, Ala, Abu, Arg, Lys, hodcn, Cit, Leu, Phe or Asn) (xem tai
litu WO2004/026897), ma la cac peptit bao diét duoc bién doi cua
CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3);
AYLPAVPSL (SEQ ID NO: 231) (t W02003/106682), ma 1a peptit bao diét dugc
bién dbi cia ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5);
FLGEQQYSV (SEQ ID NO: 232),
SMGEQQYSV (SEQ ID NO: 233) va
SLMEQQYSV (SEQ ID NO: 234) (W02009/072610), ma 1a cic peptit bao diét
duoc bién ddi cia SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6); va
RYPGVAPTL (SEQ ID NO: 235) (W02003/106682), ma 1a peptit bao diét dugc
bién dbi cia RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7).

“R1 theo sang ché 1a nguyén ti hydro, nhom c6 cong thire (2) da dugc a8
cap & trén hodc peptit khang nguyén ung thu C, t6t hon 13 nhém cé cong thire (2)
d3 duge dé cap & trén hoic peptit khang nguyén ung thu C.
Khi R' 14 nguyén tir hydro, thi hop chét c6 cong thire (1) 1a hop chét c6 cong thirc
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(1-1):

—Y e Oy g — YO — peptit khang nguyén -
H=x—Cys—Y | o OH (1-1)

trong d6 X°, Y* va peptit khang nguyén ung thu A 1a peptit dd duogc xac dinh & trén
trong cong thic (1), va Cys la gbc xystein.

Hop chét c6 cong thic (1), trong d6 R' 12 nguyén tir hydro, 14 peptit co
cong thirc (1-1), c6 trinh tir khac véi mot phan trinh tu cta protein WT1. Yéu cau
cua cong thuc (1), “co trinh tu khdc voi mot phén trinh ty ctia protein WT1” ¢6
nghia 13 peptit c6 cong thirc (1-1) khdng phai la mot phan peptit c6 tir 8 dén 35 gbe
axit amin lién tuc trong trinh tu axit amin WT1 ¢ nguoi d& dugc mo ta trong SEQ
ID NO: 1.

Tte 13, hop chét c6 cong thirc (1), trong d6 R' 13 nguyén tit hydro, khong
phai 1a mot phan peptit c6 tir 8 dén 35 gbc axit amin lién tyc trong trinh ty axit
amin WT1 & ngudi di duoc mo ta trong SEQ ID NO: 1. Giai thich cu thé dugc dua
ra bang cach ldy vi du truong hop khi peptit khang nguyén ung thu A la peptit
WT1 35.146. Peptit WT1135.146 12 mOt phén peptit c6 9 géc axit amin lién tuc & cac vi
trf tir 138 dén 146 cua trinh ty axit amin WT1 & ngudi da duge mo ta trong SEQ
ID NO: 1, va ¢6 trinh tu axit amin LESQPAIRN (SEQ ID NO: 78). Trong trinh tu
SEQ ID NO: 1, vi trf lién tuc thr 137 tinh tir phia dau chan mach N cua peptit
WT13s.146 12 C. Do d6, peptit WT137.146 (CLESQPAIRN) (SEQ ID NO: 236)
twong Ung voi mot phan peptit c6 10 gbc axit amin lién tuc cla trinh ty axit amin
WT1 & ngudi da duge mo ta trong SEQ ID NO: 1. Mt khac, dya trén yéu cau clia
sang ché, “hop chét ¢6 cong thic (1), trong d6 R 14 nguyén tir hydro, khong phai
la mot phﬁn peptit co tir 8 dén 35 axit amin lién tuc trong trinh tu axit amin WT1 &
ngudi di duge mo ta trong SEQ ID NO: 17, trong hop chét c6 cong thirc (1) trong
d6 R' 12 nguyén tir hydro, khi peptit khang nguyén ung thu A 1a peptit WT1iss.146
(LESQPAIRN) (SEQ ID NO: 78), thi peptit WT1,37.146 (CLESQPAIRN) (SEQ ID
NO: 236) dugc loai bd khoi hop chét theo sang ché, va do d6, dong thoi X* va Y*
khong phai 14 lién két don.

D6i v6i hop chét c6 cong thirc (1) trong d6 R' 1 nguyén tir hydro, tdt hon
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1a peptit c6 trinh ty axit amin bét ky duoc chon tir c4c trinh ty axit amin sau:

CRMFPNAPYL (SEQ ID NO: 13),
CCMTWNQMNL (SEQ ID NO: 14),

CCYTWNQMNL (SEQ ID NO: 15),
CALLPAVPSL (SEQ ID NO: 16),
CSLGEQQYSV (SEQ ID NO: 17) va
CRVPGVAPTL (SEQ ID NO: 18).

Khi “R' 1 nhém c¢6 cong thic (2) da duge d& cap & trén, thi hop chét c6

cbng thie (1) 1a hop chét c6 cong thire (1-2):

O
H peptit khang
H\xa'N Ya*" nguyén ung thw A —OH
S v
l (1-2)
S
X N2 peptit khang
H ﬁ nguyén ung thw B —OH
O

trong d6 X*, Y* va peptit khang nguyén ung thu A 1a da dugc xac dinh trong ¢ trén
trong cong thure (1), va X°, Y° va peptit khang nguyén ung thu B da dugc xac dinh
& trén trong cong thire (2).

“X® va “Y™ dbc 1ap theo séng ché c6 nghia 13, lién két don hodc nhém
héa tri hai cta cac peptit co tur 1 dén 4 gbc axit amin. Téng sd gbc axit amin déi voi
X° va tdng sb gde axit amin ddi v6i Y® 1a sb nguyén tir 0 dén 4. Vi du, sb nguyén
cla tong néu trén bing 0 c6 nghia 1 mdi trong s& X° va Y® 1a lién két don. Khi
téng 1a sb nguyén 1a 4, cdc vi du ctia nd bao gdm X va Y® ddc lap 1a cac nhém hoa
tri hai ctia peptit c6 2 gbc axit amin, X 12 nhém héa tri hai ctia peptit c6 3 gbc axit
amin va Y® 13 nhém héa tri hai ctia peptit ¢6 1 gbc axit amin, X° 1a nhém héa tri hai
cta peptit c6 4 gbc axit amin va Y® 12 lién két don va twong tu. |

Sé nguyén ctia téng néu trén t6t hon 12 tir 0 dén 2, t6t hon nita 1a tir 0 dén 1,

t6t hon nita 13 0. Tte 13, t6t nhat X® va Y° 13 céc lién két don.
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Khi tong la sb nguyén bang 2, cac vi du ctia né bao gbm X’ 14 nhém héa tri
hai cua peptit co 2 gbc axit amin va Y 13 lign két don, X° va Y° doc 1ap 1a cac
nhom héa tri hai ctia peptit ¢6 1 gde axit amin, va X° 1 lién két don va Y” 1a nhom
hoa tri hai cua peptit co 2 gbc axit amin.

Khi tdng 12 s6 nguyén béng 1, cac vi dy clia n6 bao gbm X® 14 nthém hoéa tri
hai cua peptit o 1 gbc axit amin va Y 13 lién két don, va X® 1a lién két don va Y®
14 nhom hoa tri hai cia peptit co 1 gbc axit amin. Trong s d6, tot hon 1a X" 13 lién
két don va Y® 1 gbc alanin, leuxin céc gbc hodc gde metionin.

“Peptit khang nguyén ung thur B” theo sang ché 13 peptit WT1 duoc gidi
han boéi MHC 16p I co tur 7 dén 30 gbc axit amin. “Peptit WT1 dugc gidi han boi
MHC 16p I” 12 nhur d& duge x4c dinh ¢ trén. Tuy nhién, trong hop chét c6 cong
thirc (1), peptit khdng nguyén ung thu A va peptit khang nguyén ung thu B dong
thoi khong phai 1a cac peptit gibng nhau. Ttc 13, peptit khang nguyén ung thu B bi
gidi han bot yéu cAu, “khac vdi peptit khang nguyén ung thu A”.

Do peptit khang nguyén ung thu A va peptit khang nguyén ung thu B dong
thoi khong phai 1a cac peptit gibng nhau, nén hop chét c6 cong thuc (1), trong do
R' 1 nhém c6 cong thirc (2) di duoc d& cap & trén, khong phai 1a chét nhi tring
gidng nhau ngoai di chat nhi tring, ngay ca khi X" va X 1a gidng nhau va Y* va YP
1a gibng nhau. Chét nhi tring gidng nhau c6 nghia la chét nhi trung trong d6 céc
don phan peptit gidng nhau 1a dugc nhij tring héa, va di chét nhi tring c6 nghia la
chit nhi tring trong d6 cac don phén peptit khac nhau dugce nhi trung hoa.

Trong peptit khang nguyén ung thu B, nhom amino cua axit amin c¢6 dau
chin mach N duoc lién két voi Y trong cong thic (2) (tie 13, cling dugc lién két
v6i YP trong cong thic (1-2)), va nhém cacbonyl cua axit amin ¢6 dau chin mach
C duoc lién két véi nhém hydroxyl trong cong thire (2).

Hop chét c6 cong thitc (3) 1& hop cht c6 cong thirc (1) trong d6 R' 1a nhém
cécéngth&c(ZLt&clé,hqpchétcécéngth&c(1-2)

?RMFPNAPYL 3)
CSLGEQQYSV
trong d6 lién két gitta C va C t6t hon 13 12 lién keét disulfua,
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Ngoai ra, theo sang ché, khi “peptit khang nguyén ung thu B” 13 peptit
WT1 duoc gidi han boi MHC 16p I c6 mot gbc xystein, thi hop chit c6 cong thirc
(1) c6 thé 13 hop chét trong d6 nhém thioete trong peptit khang nguyén ung thu B

duoc lién két v6i nhom thioete trong cong thirc (16):

S
d d
XS Y peptit kna 5 (16)
H N peptit khang nguyén f—OH
H ung thw D

O

ho#ic duoc lién két v6i nhém thioete ctia gdc xystein clia peptit khdng nguyén ung
thu E.

Theo sang ché “X*’ va “Y® doc 1ap c6 nghia 13 lién két don hodc nhom
héa tri hai cta cac peptit ¢ tir 1 dén 4 gdc axit amin. Téng sb gdc axit amin dbi vai
X9 va tong sb gde axit amin dbi véi Y 1a sb nguyén tir 0 dén 4. Vi du, sb nguyén
cta tdng néu trén bang 0 c6 nghia 1a mdi trong s6 X* va Y® 1a lién két don. Khi
téng nay 13 sd nguyén béang 4, cac vi du ctia n6 bao gbm X4 va Y doc 1ap 1a cac
nhém héa tri hai ctia peptit c6 2 gde axit amin, X9 14 nhém hoa tri hai clia peptit co
3 gbc axit amin va Y* 1a nhém hoa tri hai ctia peptit ¢6 1 gbe axit amin, X" 1a nhom
héa tri hai clia peptit ¢6 4 gdc axit amin va Y14 lién két don va twong tu.

Sé nguyén ctia tong néu trén tdt hon 1a tir 0 dén 2, tt hon nita 1a tir 0 dén 1,
8t nhat 14 0. Ttc 13, X va Y? t5t nhat 1a c4c lién két don.

Khi tdng nay la s nguyén bang 2, cac vi du ctia n6 bao gom X* 13 nhom
héa tri hai clia peptit ¢6 2 gbc axit amin va Y° 13 lién két don, X* va Y* doc 14p 1a
cac nhom hoa tri hai cta peptit c6 1 géc axit amin, hoac X¢ 1a lién két don va Y 1a
nhom hoa tri hai cua peptit ¢ 2 gbc axit amin.

Khi téng nay la sd nguyén bang 1, cac vi du cta né bao gbém X¢ 13 nhom
héa tri hai ctia peptit c6 1 gbc axit amin va Y914 lién két don, va X¢ 14 lién két don
va Y? 12 nhém hoa tri hai clia peptit c6 1 gbc axit amin. Trong s6 do, t6t hon 1a X
14 lién két don va Y? 13 gbc alanin, leuxin c4c gbc hodc gbc metionin.

Theo sang ché “peptit khang nguyén ung thu D” 1a peptit WT1 duoc gidi
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han badi MHC 16p II ¢6 tir 7 dén 30 gbc axit amin. Trong cong thic (16), nhém
amino cua axit amin c6 dau chin mach N cta peptit khang nguyén ung thu D lién
két véi YO trong cong thic (16), va nhém cacbonyl cia axit amin c6 dau chin
mach C lién két v6i nhom hydroxyl trong cong thuc (16).

Theo séng ché, “duoc giéi han béi MHC 16p II” c6 nghia la déc tinh cam
{ing c4c té bao T hd trg bing cach lién két véi phan tr MHC 16p II, va da duge xac
dinh dbi véi “peptit khang nguyén ung thu C” dugc dé cap & dudi day.

HLA tuong tmg v6i phan tit MHC 16p II dugc phéan loai thanh céac kiéu phu
1a HLA-DR, DQ va DP va tuong tu. Cac vi du dugc uu tién vé “dugc gidi han boi
MHC 16p II” bao gdm dugc giéi han bdéi HLA-DR, dugc gidi han béi HLA-DQ va
dugc gidi han boi HLA-DP.

Do dé, “peptit WT1 dugc gidi han boi MHC 16p II” theo sang ché 13 peptit
ma lién két véi khang nguyén MHC 16p 11 in vitro va/hodc in vivo va cdm Ung cac
té bao T hd tro. S& luong cac gde axit amin cua “peptit WT1 duge gidi han béi
MHC 16p II” 1a tir 7 dén 30, t6t hon 14 tir 14 dén 30.

Gidng nhu trinh ty axit amin dugc liét ké trong “peptit khang nguyén ung
thu C” duoc d& cap & dudi, peptit c6 trinh ty axit amin bat ky dugc chon tir cac
trinh tu axit amin sau c6 thé duoc d& cép 1am “peptit khdng nguyén ung thu D”:
SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),

SGQAYMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25),
SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),
SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23),
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24) va
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244)
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Ngoai ra, trong hop chét c¢6 cong thic (1), khi “peptit khing nguyén ung
thu B” 13 peptit WT1 duoc giéi han boi MHC 16p I c6 mdt gbe xystein, thi t5t hon
13 hop chét ¢ cong thirc (15):

CWAPVLDFAPPGASAYGSL

('DACYTWNQMNL (15)
CRMFPNAPYL

trong d6 lién két gitta C va C 12 lién két disulfua, c6 thé duge dé cap dén 1a hop
chét trong d6 nhém thioete trong peptit khang nguyén ung thu B dugc lién két voi
nhom thioete trong cong thirc (16).

Theo séng ché, “peptit khang nguyén ung thu E” 1a peptit WT1 dugc gidi
han béi MHC 16p 11 ¢6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira mét gbe xystein, va d& duge
xéc dinh dbi véi “peptit WT1 duoc gidi han bdi MHC 16p 1T ¢6 tir 7 dén 30 gdc
axit amin chtra mét gdc xystein” trong “peptit khdng nguyén ung thu C” dugc aé
cap ¢ dudi.

Gidng nhu trinh tu axit amin duoc liét ké trong “peptit khang nguyén ung
thu C” dugc dé cap & dudi, peptit co trinh ty axit amin bat ky dugc chon tir cac
trinh tu axit amin sau:

SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),
SGQAYMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25),
SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),
SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23) va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24)

c6 thé duge dé cap lam “peptit khang nguyén ung thu E”.

Khi R 13 peptit khdng nguyén ung thu C, nhdém thioete clia gbc xystein ctia
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peptit khdng nguyén ung thu C dugce lién két v6i nhom thioete trong cong thirc (1).

Peptit khang nguyén ung thu C 1 peptit WT1 duoc gidi han béi MHC l6p I
c6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira mot gbc xystein hodc peptit WT'1 duoc gidi han
béi MHC lop I 6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira mot gbc xystein.

Trong “peptit WT1 dugc gi6i han béi MHC 16p I co tix 7 dén 30 gbc axit
amin chira mdt gbc xystein” theo séng ché, trinh ty axit amin ctia peptit nay chi can
¢6 it nhat mot gdc xystein. S6 lwong cac gbe xystein dugc chira t6t hon la tir 1 dén
3, t&t hon nita 12 tir 1 dén 2, t6t nhat 13 1. “Peptit WT1 duoc giéi han boi MHC 16p
I” 13 nhu d3 duoc xéc dinh & trén. Ngoai ra, hop chét ¢6 cong thirc (1) trong dé R’
13 “peptit WT1 duoc gi6i han boi MHC 16p I c6 tir 7 dén 30 gbe axit amin chira
mdt gbc xystein ” khong phai 1a chét nhj tring gidng nhau ngoai di chét nhi tring.

Céc vi du duoc wu tién vé “Peptit WT1 dugc gidi han béi MHC 16p 1 ¢6 tr
7 dén 30 gbc axit amin chira mot gbc xystein” bao gbm céc peptit d4 duge md ta &
céc bang tir 45 dén 52. Trong mdi bang, “vi tri” c6 nghia 1a vi trf trong trinh ty axit

amin WT1 & ngudi da dugc mé ta trong SEQ ID NO: 1.

Bang 45
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh tu | kiéu phu HLA
17-25 SLGGGGGCA 31 B62
18-26 LGGGGGCAL 32 B60, B7, B3801,
B5101,B5102
20-28 GGGGCALPV 33 B61, B5101, B5102,
B5201
23-31 GCALPVSGA 34 B40, B61
24-32 CALPVSGAA 35 B40, B5102, Cw0301
Béang 46
vi tri trinh ty axit amin s trinh tur kiéu phu HLA
80-88 GAEPHEEQC 51 Al
81-89 AEPHEEQCL 52 A0205, B40, B60,
B61, B3701, B4403
82-90 EPHEEQCLS 53 B3501, B5101
83-91 PHEEQCLSA 54 B3801
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84-92 HEEQCLSAF 55 B40, B3701, B4403,
Cw0702

85-93 EEQCLSAFT 56 B40, B60, B61,
B3701, B4403

86-94 EQCLSAFTV 57 A0201,B62,B5201

88-96 CLSAFTVHF 58 A3, B62

99-107 QFTGTAGAC 63 Cw0401

100-108 FTGTAGACR 64 A68,1, A1101, A3101,
A3302

Bang 47

vi tri trinh ty axit amin §3 trinh | kiéu phu HLA

101-109 TGTAGACRY 65 B62, B4403, Cw0702

104-112 AGACRYGPF 66 B4403, B5201

107-115 CRYGPFGPP 67 B2702

130-138 NAPYLPSCL 75 A24, B60, B7, B8,

B3902, B5101,
B5102, Cw0301,
Cw0602, Cw0702

136-144 SCLESQPAI 76 B8, B3901, B5102,
Cw0301
137-145 CLESQPAIR 77 Al, A3, A68,1,
A1101, A3101,
A3302
194-202 SVPPPVYGC 97 A0205, A3
Bang 48
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
40
202-210 CHTPTDSCT 98 B3801
204-212 TPTDSCTGS 99 B5101
206-214 TDSCTGSQA 100 B40, B61, B3701
207-215 DSCTGSQAL 101 A24, A3302, B60,
B7, B8, B3501,
B3901, B3902,
Cw0602
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208-216 SCTGSQALL 102 B60, B7, B8, B3701,
B3801, B3901,
B3902
209-217 CTGSQALLL 103 B60, B7,B3701,
B3902
227-235 YOMTSQLEC 114 A0201, A0205, B62
228-236 QMTSQLECM 115 A0201
Bang 49
Vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
tu
230-238 TSQLECMTW 116 B5801
232-240 QLECMTWNQ 117 Al
233-241 LECMTWNQM 118 B40, B60, B61,
B3701, B4403
235-243 CMTWNQMNL 3 A0201, A0205, A24,
A3,B7
276-284 HTTPILCGA 134 B5801
278-286 TPILCGAQY 135 B3501, B4403,
Cw0401, Cw0702
279-287 PILCGAQYR 136 A3101
280-288 ILCGAQYRI 137 A0201, A0205, A3,
B62,B5101
Bang 50
Vi tri trinh ty axit amin s trinh | kiéu phu HLA
ty
317-325 TSEKRPFMC 156 Al,B5801
318-326 SEKRPFMCA 157 B40, B60, B61,
B4403
319-327 EKRPFMCAY 158 Cw0602, Cw0702
324-332 MCAYPGCNK 159 A68,1, A1101
325-333 CAYPGCNKR 160 Al, A68,1, A1101,

A3101, A3302
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326-334 AYPGCNKRY 161 A24, Cw0401,
Cw0702
327-335 YPGCNKRYF 162 B3501, B3801,
B5201, Cw0401,
Cw0702
329-337 GCNKRYFKL 163 A24,B14,B60, B7,
B8, B3902, Cw0301
347-355 HTGEKPYQC 170 B8, B5801
349-357 GEKPYQCDF 171 B40,B3701, B4403
Bang 51
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
2%
351-359 KPYQCDFKD 172 B5102
354-362 QCDFKDCER 173 Al, A68,1, A3101,
A3302
356-364 DFKDCERRF 174 A24, Cw0401
358-366 KDCERRFSR 175 A3101
379-387 GVKPFQCKT 185 A68,1
383-391 FQCKTCQRK 186 A3, A1101, A3101,
B2705
384-392 QCKTCQRKF 187 B62, B8
386-394 KTCQRKFSR 188 Al, A3, A68,1,
A1101, A3101
387-395 TCQRKFSRS 189 B8
Bang 52
vi tri trinh tu axit amin s6 trinh | kiéu phu HLA
[2%4
408-416 KTSEKPFSC 197 A0201,B5801
409-417 TSEKPFSCR 198 Al, A68,1, A3302
410-418 SEKPFSCRW 199 B40, B4403
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412-420 KPFSCRWPS 200 B3501, B5102
415-423 SCRWPSCQK 201 A1101

416-424 CRWPSCQKK 202 B2702,B2705
417-425 RWPSCQKKF 203 A24,B3801, Cw0401
418-426 WPSCQKKFA 204 B5102

419-427 PSCQKKFAR 205 A3302

420-428 SCQKKFARS 206 B8

Céc vi du vé tbt hon vé “Peptit WT1 dugc gidi han béi MHC 16p I ¢6 tir 7
dén 30 gbc axit amin chira mot gdc xystein” bao gdm peptit c6 trinh ty axit amin
sau:

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3)

va peptit ¢d trinh ty axit amin dugc bién ddi, ma 12 trinh tu axit amin cta SEQ ID
NO: 3 nhung chta sy bién dbi vé (cac) gde axit amin, va c6 hoat tinh cam tmg
CTL. “Chtra trinh tu axit amin” va “peptit c6 trinh tyr axit amin dugc bién dbi chira
su bién ddi vé (cac) gdc axit amin trong trinh ty axit amin, va ¢ hoat tinh cam tmg
CTL” néu trén 1a nhu da duogc xac dinh ¢ trén. Tt nhét 13, peptit ¢ trinh tu axit
amin bét ky duge chon tir cac trinh tyr axit amin sau:

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3) va

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),

c6 thé duoc dé cap.

Hop chét c6 cong thic (4):

CRMFPNAPYL

! (4)
CMTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hogc hop chat c6 cong thirc (5):

CRMFPNAPYL

l ()
CYTWNQMNL

trong dé lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, tot hon 13 1am hop chét c6 cong
thire (1) trong do R' 12 “peptit WT1 dugc gi6i han bai MHC 16p I c6 tir 7 dén 30
gbc axit amin chira mot gbc xystein”. Trong s& d6, hop chét c6 cong thuc (5) 1a
duoc uu tién.
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Ngoai ra, theo sang ché, khi peptit c6 tir 1 dén 4 gbc axit amin chira mot
gbc xystein con dugc lién két véi du chin mach N ctia “peptit khang nguyén ung
thu C” ma 13 peptit WT1 dugce gidi han bai MHC 16p I, hop chét c6 cong thie (1)
c6 thé 13 hop chét trong d6 nhém thioete chira gbc xystein ctia peptit nay dugc lién
két v6i dau chin mach N cta peptit khdng nguyén ung thu C dugc lién két véi

nhoém thioete trong cong thirc (16):

E -
"'X llr Peptlt khang Loy (16)
nguyén ung thw D

hoic duoc lién két véi nhom thioete chira gdc xystein ctia peptit khang nguyén ung

thu E.

wx® wy® «neptit khang nguyén ung thu D” va “peptit khang nguyén ung
thu E” theo sang ché 1a nhu d& duge xéc dinh nhu dbi véi “X®, “Y®, “peptit
khang nguyén ung thu D” va “peptit khang nguyén ung thu E” da dugc dé cap ¢
trén.

Theo séng ché, peptit c6 tir 1 dén 4 gbc axit amin chra mot gbe xystein, ma
duoc lién két véi dau chin mach N ctia “peptit khang nguyén ung thu C” ma la
peptit WT1 duogc gidi han béi MHC 16p L, t5t hon 1a dipeptit chira CA.

Trong hop chét c6 cong thie (1), khi peptit 6 tir 1 dén 4 gbc axit amin
chira mot gbc xystein con duoc lién két v6i dau chan mach N cua “peptit khang
nguyén ung thu C” ma 1 peptit WT1 dugc gidi han bsi MHC 16p I, hop chét trong
d6 nhém thioete chtra gbc xystein clia peptit nay dugc lién két voi dau chan mach
N cta peptit khang nguyén ung thu C dugce lién két v4i nhom thioete trong cong
thire (16) tdt hon 1& hop chat c6 cong thie (14):

CRMFPNAPYL

ClJACYTWNQMNL (14)
CWAPVLDFAPPGASAYGSL

trong do lién két gitra C va C 1a lién két disulfua.
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Ngoai ra, trong hop chét c6 cong thirc (1), khi peptit co tir 1 dén 4 gbe axit
amin chira mot géc xystein con dugc lién két voi dau chin mach N cua “peptit
khang nguyén ung thu C” ma la peptit WT1 dugc gidi han boi MHC 16p 1, hop
chét trong d6 nhém thioete chira gbc xystein clia peptit nay duoc lién két véi déu
chian mach N of peptit khang nguyén ung thu C duoc lién két v6i nhom thioete
trong “peptit khang nguyén ung thu E” t6t hon 12 hop chét c6 cong thirc (12):

CRMFPNAPYL
CA(\:YTWNQMNL (12)

CIINKRYFKLSHLQMHSRK
trong do lién két gitta C va C 1alién két disulfua.

Trong “peptit WT1 dugc giéi han béi MHC 16p 11 co tir 7 dén 30 gbe axit
amin chtra mot gdc xystein ” theo sang ché, trinh tu axit amin cta peptit chi can
chira it nhit mot gbe xystein. S6 luong cac gbc xystein dugc chira t6t hon 13 tir 1
dén 3, tét hon nira 1a tir 1 dén 2, tét nhat1a 1.

Theo sang ché, “dugc giéi han béi MHC 16p II” ¢6 nghia 1a dac tinh cam
{mg c4c t& bao T hd tro bing cach lién két voi phan tr MHC l6p IL.

HLA tuong ng v6i phan tir MHC 16p II duoc phéan loai thanh cac kiéu phu
12 HLA-DR, DQ va DP va tuong tu. Cac vi du duogc uu tién vé “dugc gidi han boi
MHC 16p II” bao gdm duoc gidi han béi HLA-DR, duoc gidi han boi HLA-DQ va
duoc gidi han boi HLA-DP.

Do d6, “peptit WT1 duoc gidi han boi MHC 16p II” theo sang ché 12 peptit
ma lién két véi khang nguyén MHC 16p 11 in vitro va/hodc in vivo va cam ung cac
té bao T hd tro. S6 luong cac gbc axit amin ctia “peptit WT1 dugc gidi han boi
MHC 16p 11" 1a tir 7 dén 30, t6t hon 14 tir 14 dén 30.

Cao vi du v& “peptit WT1 dugc giéi han bdi MHC 16p IT c6 tix 7 dén 30 gbc
axit amin chira mot gdc xystein ” bao gbm céc peptit d3 dugc md ta trong bang 53.
Trong mdi bang, “vi tr{” c6 nghia 1a vi tr{ trong trinh tu axit amin WT1 & nguoi da

duoc md ta trong SEQ ID NO: 1.
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Béang 53
vi tri trinh tu axit amin s trinh tur
117-139 PSQASSGQARMFPNAPYLPSCLE 237
122-140 SGQARMFPNAPYLPSCLES 11
202-233 CHTPTDSCTGSQALLLRTPYSSDNLYQMTSQL |9
328-349 PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG 10
421-441 CQKKFARSDELVRHHNMHQRN 219

Peptit co trinh ty axit amin bat ky duge chon tir cac trinh tur axit amin sau:
SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11) va
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
hodc peptit ¢6 trinh ty axit amin dugc bién ddi, ma 13 trinh tu axit amin bét ky dugc
chon tir cac SEQ ID NO: 10 - 11 nhung chira sy bién dbi vé (c4c) gbe axit amin, va
¢6 hoat tinh cam tmg céc t& bao T hé tro tot hon 1a 1am “peptit WT1 duoc gioi han
b1 MHC 16p I 6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira mot gbc xystein”.

Nhu d3 dugc dé& cap & trén, “peptit chira trinh tu axit amin” ¢ nghia la
peptit trong d6 c6 thém axit amin duge bd sung vao axit amin ¢6 du chin mach N
va/hodc axit amin c6 ddu chin mach C cua trinh ty axit amin. Khi duge b sung
vao “peptit WT1 duoc giéi han boéi MHC 16p II chira mot gbc xystein”, viéc bd
sung nay co thé duoc thuc hién & phia dau chin mach N va/ho#c phia dau chan
mach C.

Theo séng ché “peptit ¢6 trinh tw axit amin duge bién ddi chita su bién doi
vé (cac) gde axit amin trong trinh tu axit amin, va c6 hoat tinh cam (g céc té bao
T hd tr¢” cling dugc goi 1a “peptit hd trg duoc bién d6i”. Peptit hd trg dugc bién
ddi ndy c6 nghia Ia peptit ma cd trinh tu axit amin trong do6 co tir 1 dén 3 axit amin
duoc loai bo, dugc thay thé vasholic duge bd sung va lién két véi MHC 16p II cam
{mg céc té bao T h tro. S6 lugng axit amin dugce bd sung (cling ké ca viée chén)
t6t hon 1a tir 1 dén 3. Sb luong axit amin dugc loai bo t5t hon 1a 1 dén 5. Trong su
bién dbi nay, axit amin duogc bd sung hodc axit amin duoc thay thé co thé 13 axit
amin phi tu nhién ngoai 20 loai axit amin dugc ma hoa boi gen.

V1 du, cac peptit sau day co6 thé duge dé cap 13 peptit hd trg dugc bién doi:
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SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12) (xem tai liéu sang ché 6),
SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19) va
SGQAYMFEPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25), ma 1 peptit hd tro duoc bién ddi clia
SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQID NO: 11); va
GCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23) va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24), ma 12 peptit hd tro duge bién
ddi cia PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10).

T6t hon 13 peptit ¢6 trinh ty axit amin bét ky dugc chon tlr cac trinh t axit
amin sau:
SGQARMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 19),
SGQAYMFPNAPYLPSC (SEQ ID NO: 25),
SGQARMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 11),
SGQAYMFPNAPYLPSCLES (SEQ ID NO: 12),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 20),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 21),
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 10),
CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23) va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24) lam “peptit WT1 dugc gidi
han béi MHC 16p L c6 tir 7 dén 30 gbc axit amin chira mot gbc xystein”.

Hop chét c6 cong thirc (6):

?RMFPNAPYL ©)
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG

trong do lién két gitta C va C 1a lién két disulfua,

hop chét c6 cong thie (7):
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C|)RM FPNAPYL

7
CNKRYFKLSHLQMHSRKH )

trong d6 lién két gifta C va C 14 lién két disulfua,
hop chét ¢ cong thirc (8):

CRMFPNAPYL

| 8
CNKRYFKLSHLQMHSRK ®)

trong d6 lién két gifta C va C 1a lién két disulfua, va
hop chét c6 cong thic (9):

CIZALLPAVPSL

9
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG ©)

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, t5t hon 12 1am hop chét cé cong
thire (1) trong d6 R 14 “peptit WT1 duge gidi han bsi MHC 16p II c6 tir 7 dén 30
gbc axit amin chira mot gbc xystein”.

Sang ché ciing dé xuét ché pham chira hop chét theo sang ché va mét hodc
nhiéu peptit WT1dugc gi6i han béi MHC 16p II.

Céc vi du v& hop chit theo sang ché dugc chira trong ché phadm theo sing
ché bao gdm
hop chit ¢ cong thirc (3):

CRMFPNAPYL

l (3)
CSLGEQQYSV

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, hop cht c6 cong thic (4):

CRMFPNAPYL )
CMTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, va hop chat ¢6 cong thic (5):

?RMFPNAF’YL (5)
CYTWNQMNL
trong d6 lién két gitta C va C 12 lién két disulfua.

Céc vi du vé peptit WT1 duoc gidi han boéi MHC 16p II duge chura trong
ché pham theo séng ché bao gbm cac trinh ty axit amin sau:

CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
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CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23),
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24),
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244),
CWAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 242) va
WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243).

Séang ché ciing dé xuat phuong phap téng hop hop chét trong d6 mdi hai
peptit WT1 duoc giéi han boi MHC 16p I va peptit WT1 duge gidi han béi MHC
16p I khac nhau, hodc hai epitop WT1 duge giéi han boi MHC 16p I va epitop
WT1 dugc giéi han bdi MHC 16p II khac nhau dugc lién két théng qua lién két
disulfua. Phuong phéap theo sang ché bao gdm céc bude sau day (1) - (3).

O budc (1) theo sang ché, peptit trong d6 nhém cacbonyl clia axit amin ¢6
dau chin mach C la C(Mmt)A va nhém amino c6 dau chin mach N cta peptit
khéang nguyén ung thu C duoc lién két duge téng hop bang cach st dung Fmoc-
C(Mmt)A-SBn va peptit khang nguyén ung thu C.

“Peptit khdng nguyén ung thu C” 1a “peptit khdng nguyén ung thu C” nhu
da dugc x4c dinh & trén. “Fmoc” 1 9-fluorenylmethoxy nhém cacbonyl. “Mmt” la
nhom monometoxytrityl. “SBn” 1a nhém thiobenzyl.

O budc (2) theo séng ché, peptit trong d6 nhom thioete clia gbc xystein clia
peptit khang nguyén ung thu C trong peptit thu dugc trong budc (1) néu trén va
nhém thioete ctia gde xystein duge lién két v&i dAu chin mach N cua peptit khang
nguyén ung thu A dugce lién két duoc tdng hop bang cach st dung peptit thu dugc
trong budc (1) néu trén va peptit khang nguyén ung thu A trong d6 mot gbe xystein
duoc bao vé béi nhom Npys dugc lién két v&i dau chian mach N.

“Peptit khang nguyén ung thu A” 1a “peptit khang nguyén ung thu A” nhu
da duoc x4c dinh & trén. “Npys” 1a nhém 3-nitro-2-pyridylthio.

O bude (3) theo séng ché, peptit trong d6 nhom thioete chira gbe xystein
duoc lién két voi dau chin mach N ctia peptit khang nguyén ung thu A trong peptit
thu duoc & bude (2) néu trén, va nhom thioete chira gbc xystein clia peptit khang
nguyén ung thu D dugce lién két, dugc téng hop bang cach st dung peptit thu duoc

& bude (2) néu trén va peptit khang nguyén ung thu D chira gdc xystein dugc béo
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vé boi nhom Spy.
“Peptit khang nguyén ung thu D 1a “peptit khang nguyén ung thu D” nhu
da duoc x4c dinh & trén. “SPy” la nhém pyridylsulfit 2.

Hop chét va peptit theo sang ché, va cac peptit 1a cic san phm trung gian
ctia n6 ¢ thé duoc tao ra theo phuong phép dd duge mo ta trong cac vi du cua
hosc phuong phap théng thuong duoc su dung dé téng hop peptit. Cac vi du vé
phuong phap san xuét bao gdm céac phuong php da duge mo ta trong céc tai liéu
(Peptit Synthesis, Interscience, New York, 1966; The Proteins, Vol. 2, Academic
Press Inc., New York, 1976; peptit synthesis, Maruzen Co., LTD., 1975; Basics va
Experiment of Peptit Synthesis, Maruzen Co., LTD., 1985; Development of
Pharmaceutical Product subsequent vol. 14, Peptit Synthesis, Hirokawa Shoten,
1991) va tuong tu.

Céc vi du ctia n6 bao gdbm phuong phép san xudt bing bd tong hop pha rn
st dung phuong phdp Fmoc hodc phuong phép Boc, va phuong phép san xudt
bang cach cb lién tiép amin Boc-axit or axit amin Z béng quy trinh tbng hop pha
léng (Fmoc 12 nhém 9-fluorenylmetoxycacbonyl, Boc 1a nhém t-butoxycacbonyl,
va Z 1a nhom benzyloxycacbonyl).

Trong san phdm trung gian déi véi viée tao ra hop chit theo séng ché,
nhém chitc nhu nhém amino, nhém carboxy, nhém mercapto va tuong tw ¢o thé
duoc bao vé bdi nhom bao vé thich hop hodc chéng duoc bao vé néu can bz‘?lng
cach sir dung céc ki thuat bado vé va chéng bao véE. Pbi v6i cac nhom bao vé
phuong phap bao vé va phuong phép chong bao vé da duge md ta chi tiét trong tai
liéu “Protective Groups in Organic Synthesis 2nd Edition (John Wiley & Sons,
Inc.; 1990)” va tuwong ty. Céac vi du vé protecting nhém bao vé mercapto bao gbm
nhém axetamidometyl, nhom trityl va tuong tu.

Khi hop chit theo séng ché 6 lién két disulfua, lién két disulfua c6 thé
duoc tao ra giita hai peptit khac nhau chira gde xystein hodc gifra peptit chira gbe
xystein va xystein theo phuong phép thong thuong dugc stt dung dbi voi nga‘lﬁh
hoa peptit. Céac vi du vé phuong phép tao ra lién két disulfua bao gém cac phuong
phap d3 dugc mo ta trong cac tai liéu (Peptit Synthesis, Interscience, New York,
1966; The Proteins, Vol. 2, Academic Press Inc., New York, 1976; peptide
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synthesis, Maruzen Co., LTD., 1975; Basics va Experiment of peptide synthesis,
Maruzen Co., LTD., 1985; Development of Pharmaceutical Product sequential vol.
14, Peptide Synthesis, Hirokawa Shoten, 1991) va tuong tu.

Cu thé 1, khi peptit chira mot gbc xystein, hop chit co lién két disulfua
(hop chét disulfua) co thd dugc tao ra bang céch loai bo tht cac cac bao vé gdbm cb
nhém bao vé mercapto trén mach bén xystein va oxy hoa trong dung moi tro.
Ngoai ra, n6 co thé duoc tao ra bang cach tron hai san phim trung gian c6 nhoém
mercapto trong dung moi phu hop d& cho phép xay ra su oxy hoa. Phuong phap d&
biét dé tao ra lién két disulfua trong viéc théng hop peptit thong thuong co thé
duoc chon loc mot cach pht hop lam phuong phap dé oxy héa. Vi dy, d6i véi viéc
oxy hoa iot, phuong phap gdm c6 tién hanh phan tmg oxy héa bing khong khi
trong cac diéu kién kiém, phuwong phap d8 tao ra lién két disulfua bang cach bd
sung chit oxy hoa trong cac didu kién kiém hosc axit va tuong tu co thé dugc dé
cap. Trong ban mo ta ndy, iot, dimetyl sulfoxit (DMSO), kali fericyanit va tuong tu
c6 thé duoc de cap lam chét oxy héa. Axit axetic, metanol, clorofom, DMF,
DMSO va tuong tu, hogc hdn hop clia n6 cd thé duogc st dung lam dung méi. Phan
{mg oxy héa thuong dii didu kién lam hén hop ciia cac hop chét disulfua d6i ximg,
khéng dbi xting, Hop chat disulfua khong dbi ximg dich c6 thé thu duoc bing cach
tinh ché bang nhidu phép ghi séc ky, sy két tinh lai va twong ty. Theo cach khac,
san phim trung gian c6 nhém mercapto dugc kich hoat va san phim trung gian c6
nhoém mercapto dugc tron dé tao ra lién két disulfua chon loc. Nhém mercapto
duoc lién két voi nhém Npys (nhém 3-nitro-2-pyridinesulphenyl) va tuong tu co
thé dugc dé cap lam san phdm trung gian c6 nhom mercapto duoc kich hoat. Theo
céch khac, mot san phim trung gian va, vi du, 2,2’-dithiobis(5-nitropyridine) duogc
tron trude dé kich hoat nhém mercapto, va sau d6 san phdm trung gian khéc dugc
bd sung, nhd d6 lién két disulfua chon loc c6 thé duoc tao ra (Tetrahedron Letters.
Vol. 37. No. 9, pp. 1347-1350).

Ngoai ra, khi hai hodc nhidu hon hai gbc xystein dugc chua trong peptit,
phuong phép twong ty nhu phuong phdp néu trén ¢ thé duge st dung. Trong
trudmg hop nay, thu dugc chét ddng phén véi cach lién két disulfua khac nhau.

Chét nhi tring trong d6 lién két disulfua duogc tao ra gifta cac gbc xystein dich c6
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thé thu duoc bang cach st dung su két hop riéng giita mach bén xystein voi cac
nhém bao v&. Su két hop cia nhém MeBzl (metylbenzyl) va nhom Acm
(axetamidometyl), nhém Trt (trityl) va nhom Acm, nhém Npys (3-nitro-2-
pyridylthio) va nhém Acm, nhém S-Bu-t (S-tert-butyl) va nhom Acm va tuong tu
c6 thé duge d& cap 1am su két hop néu trén cla cdc nhom bao vé. Vi dy, ddi voi
truong hop cua su két hop nhém MeBzl va nhém Acm, phuong phap tao ra lién
két disulfua giitta nhém Acm dugc bao vé bing céc gbc xystein, ma bao gdm viéc
loai bé nhém bao vé ngoai nhém MeBzl va mach bén xystein, tién hanh phan tmg
oxy héa bang khong khi d6i v6i dung dich chira peptit don phén d8 tao ra lién két
disulfua gitra cac gbc xystein chéng duoc bao vé, va sau d6 thyc hién viée chéng
bao vé bﬁng iot va sy oxy hoa va tuong tu co thé duoc dé cap.

Hop chét, peptit va san pham trung gian thu dugc theo séng ché co thé
duoc tinh ché theo phuong phap da dugc bibt dén dbi v6i nguoi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc ndy va phuong phép thuong dugc st dung cho hoa hoc peptit.
Vi du, ching c6 thé duoe tinh ché bing céc phép sic ky (vi du, phép séc ky cot gel
silic dioxit, phép sic ky cot trao ddi ion, loc gel, phép séc ky pha dao), két tinh lai
va tuong tu. Vi du, cdc dung mdi rugu nhu metanol, etanol, 2-propanol va tuong tu,
céc dung mdi éte nhu dietyl éte va tuong tu, este cic dung moi nhu etyl axetat va
twong tu, cac dung mdi hydrocacbon thom nhu benzen, toluen va tuong tu, cac
dung moi xeton nhu axeton va tuong tu, cic dung moi hydrocacbon nhu hexan va
twong tw, cac dung méi aprotonic nhu dimetylfocmamit, axetonitril va tuong tu,
nuée, dung moi hdn hop ctia né va tuong tu ¢o thé dugce st dung 1am dung moi két
tinh lai. C4c phuong phap dugc md ta trong tai liéu Jikken Kagaku Kouza (The
Chemical Society of Japan ed., Maruzen) vol. 1 v.v., va tuong tu c¢6 thé duoc sir
dung 1am cac phuong phap tinh ché khac.

Céac phuong phép tinh ché hop chét disulfua duoc md ta trong cac tai liéu
(Peptit Synthesis, Interscience, New York, 1966; The Proteins, Vol. 2, Academic
Press Inc., New York, 1976; peptide synthesis, Maruzen Co., LTD., 1975; Basics
va Experiment of Peptide Synthesis, Maruzen Co., LTD., 1985; Development of
Pharmaceutical Product sequential vol. 14-peptide synthesis, Hirokawa Shoten,

1991) va tuong tu. Trong s6 céc tai lidu nay, tai liéu HPLC la duoc vu tién hon.
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Khi hop chét theo sang ché c6 mot hodc nhidu diém khong db6i xtmg, c6 thé
tao ra hop chét theo phuwong phép thong thudong va sir dung nguyén liéu gbc c6 cac
diém khong dbi xting nay (axit amin). Ngoai ra, dé ting do tinh khiét quang hoc
cua hop chét theo sang ché, su phén giai quang hoc va tuong tu ¢ thé duge thuc
hién & céc giai doan thich hop ciia budc san xudt. Vi dy, phuong phap dong phén
phi dbi anh bao gbm tao ra mudi ctia hop chét theo sang ché hodic san pham trung
gian cta nd véi axit c6 hoat tinh quang hoc (vi du, céc axit monocarboxylic nhu
axit mandelic, N-benzyloxyalanin, axit lactic va twong tu, cac axit dicarboxylic nhu
axit tartaric, axit o-diisopropylidenetartaric, axit malic va tuong tu, hodc cac axit
sulfonic nhu axit camphorsulfonic, axit bromocamphorsulfonic va twong tu) trong
dung mdi tro (vi dy, cac dung mdi cdn nhu metanol, etanol, 2-propanol va tuong tu,
éte cac dung moi nhu dietyl éte va twong ty, este cic dung moi nhu etyl axetat va
twong tu, hydrocacbon cac dung méi nhu toluen va tuong tur, aprotonic cac dung
mdi nhu axetonitril va twong tu, va dung méi dugc tron 14n cua nd) cod thé duoc st
dung 1am phuong phap phén giai quang hoc phuong phéap. Khi hop chét theo sang
ché hodic san phim trung gian c6 nhém chirc c6 tinh axit nhu nhom carboxy va
twong tu, sw phin gidi quang hoc co6 thé dugc thuc hién bang céch tao ra mudi co
hoat tinh quang hoc (vi dy, amin hitu co nhu o.-phenetylamin, kinin, quinidin,
cinchonidin, cinchonin, strychnin va tuong tw).

Nhiét do dé tao ra mubi duge chon & khoang tir nhiét d6 trong phong dén
nhiét do s6i ciia dung moi. Viée tang nhiét do dén gén nhiét do soi cia dung moi la
didu duoc mong mudn dé cai thién do tinh khiét quang hoe. Khi mudi dugc két tua
dugc thu gom bang cach loc, dé tang hiéu suat thi viéc lam ngudi 13 can thiét.
Luong phtt hop ctia axit c6 hoat tinh quang hoc, hodc amin duge str dung la & trong
khoang tir 0,5 dén khoang 2,0 dwong lugng, t5t hon 13 khoang 1 duong luong,
twong tmg v6i cht nén. Khi cin, cdc tinh thé ¢6 thé dugc két tinh lai trong dung
mdi tro (vi dy, cac dung moi con nhu metanol, etanol, hodc 2-propanol va tuong tu,
éte cac dung moi nhur dietyl éte va twong tu, este cac dung mdi nhu etyl axetat va
tuong tu, hydrocacbon cac dung moi nhu toluen va tuong tu, aprotonic cac dung
méi nhu axetonitril va twong tw, va dung moéi duoc tron 14n cta no) cling 1a du diéu

kién dé lam mudi c6 hoat tinh quang hoc ¢ d6 tinh khiet cao. Khi cén, mudi dugc
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phén giai quang hoc nay co thé duogc xi ly véi axit hodc bazo bang phuong phép
thong thuong dé tao ra dang tu do.

Céc vi du vé “mubi duoc dung” theo sing ché bao gdm mubdi bd sung axit
va mudi bd sung bazo. Céc vi du vé mubi bd sung axit bao gdm cac mudi axit v6
co nhu hydroclorit, hydrobromua, sulfat, hydroiodit, nitrat, phosphat va tuong tu,
va cac mudi axit hitu co nhu citrat, oxalat, axetat, format, propionat, benzoat,
trifluoroaxetat, maleat, tartrat, metanesulfonat, benzensulfonat, p-toluensulfonat va
tuong tu. Cac vi du vé mubi bd sung bazo bao gdm céc mudi chira bazo vo co nhur
mudi natri, mubi kali, mudi canxi, mudi magié, mudi amoni va tuong tu, cac mudi
c6 bazo hitu co nhu mudi trietylamoni, mudi trietanolamoni, mudi pyridinium,
mudi diisopropylammoni v.v., va tuong tu, ngoai ra, cac mudi axit amin ctia bazo
hoiic céc axit amin axitic nhu axit acginin, axit aspartic, axit glutamic va tuong ty.

Séang ché cling bao gdm cac hydrat, cdc dung mdi nhur dung méi etanol va
tuwong tu cia hop chét theo sang ché hodc mubi duoc dung ctia nd. Ngoai ra, sang
ché bao gdm cAc chit ddng phan 14p thé bAt ky nhu chét déng phéan phi doi anh,
chét ddng phan d6i anh bt ky va tuong tw va c4c tinh thé bat ky trong cac phuong
an bt ky, ctia hop chét ¢6 cong thire (1), ma ¢6 thé duge c6 mit.

No6i chung, trong viéc san xuét peptit, nhidu san phim phu nhu peptit
khuyét axit amin, peptit bi suy bién boi su thiy phan, su 6xi hoa va tuong tu, peptit
¢6 axit amin bi triét quang va twong tu x&y ra trong budc ngung tu axit amin o ¢0
hoat tinh quang hoc, budc loai bé cac nhém bao vé khac, budc cat peptit khéi nhua
va tuong tu. O quy mo phong thi nghiém, céc phép sic ky khac nhau (vi du, phép
shc ky cot gel silic dioxit, phép shc ky cot trao ddi ion, loc gel, va phép séc ky pha
d40) c6 thé duge két hop dé loai bo céc tap chat, nhy d6 c6 thé thu dugc peptit va
hop chéit c6 db tinh khiét cao. Tuy nhién, khong dé dé thu dugc peptit va hop chit
¢6 do tinh khiét cao & mic quy md cong nghiép d8 tao ra céc san pham dugc.

Hop chat theo sang ché c6 cac dac tinh ly héa cho phép san xudt khbi
luong 16n dugc chét cho céc san phém dugc. Cu thé 13, c6 d6 hoa tan cao, 12 uu
viét vé do 4n dinh trong dung dich, khé bi dong gel khi dugc cd va tuong i, va
hop chit ¢6 thé d& dang duoc san xuét duéi dang duoc chat ¢6 do tinh khiét cao &
quy md 16n bai viéc duoc tinh ché bang budc st dung phép sac ky cot nhu HPLC
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pha dao va tuong tu.

Do céc gbc xystein tao ra lién két disulfua va tuong tu, va gilr lai déc tinh
duoc quy dinh lam dugc chét ctia céc thudc va co hoat tinh cdm tmg CTL hiéu qua.
Nén hop chit duoc tao ra theo sang ché 1 wu viét v& dd én dinh dbi v6i chat oxi
hoa va tuong tu trong dung dich.

Hop chét theo séng ché 13 hiru ich dé lam thanh phéan hoat tinh cta chét
cam (mg CTL dbi v&i mién dich tri liéu bénh ung thu, thanh phan hoat tinh cta
véacxin ung thu, hodc thanh phan hoat tinh ctia dugc phdm. Tirc 13, hop chét theo
sang ché, nhu duoc thé hién trong c4c vi du cta ban md ta ndy, c6 tinh sinh mién
dich uu viét va co thé thé hién hoat tinh cdm tng CTL mdt cach hi€u qua. Ngoai ra,
CTL duoc cam Umg béi hgp chét theo séng ché co thé nhén biét mdt cach déng
kinh ngac mot phan peptit WT1 kidu ty nhién vén di c6 mit trong cac té bao ung
thur.

Hoat tinh cam tmg CTL c6 thé dugc phét hién bing cach do s6 lugng CTL
bang phuong phap HLA t&r phén (Int. J. Cancer: 100, 565-570 (2002)) hodc bing
phuong phap pha lodng c6 gidi han (Nat. Med.: 4, 321-327 (1998)). Theo cach
khéc, vi du, hoat tinh cam tmg CTL duoc gi6i han boi HLA-A24 ¢6 thé dugc kiem
tra béng cach st dung chuot mau HLA-A24 d& duoc md ta trong tai litu WO
02/47474 vaInt. J. Cancer: 100, 565-570 (2002) va tuong tu.

Do d6, hop cht theo sang ché c6 thé dugc sit dung lam thudc dieu tri hogc
thuc phong ngira (thudc ngan nglra sy tai phat) bénh ung thu thé hién gen WTI
hodc bénh ung thu dugc lién két voi viée gia ting trong murc biéu hién gen WT1.
Céc vi du vé bénh ung thu bao gbm ung thu huyét nhu bénh bach cdu, hoi ching
loan tiy san, u da ty, u lym phd 4c tinh va tuong tu, va khéi u thé budu nhu ung
thu da day, ung thu truc két trang, ung thu phdi, ung thu v, ung thu té bao mam,
ung thur da, ung thu bang quang, ung thu tuyén tién liét, ung thu tir cung, ung thu
cd tir cung, u ndo va tuong tu.

Hop chit theo sang ché hoac mubi duogc dung c6 thé 1a thanh phan hoat
tinh ctia chat chit cam Gmg CTL déi v6i su mién dich t€ bao tri liéu bénh ung thu,

thanh phén hoat tinh cua vécxin ung thu hodc/va thanh phan hoat tinh ctia duoc
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phim, bang cach bao ché mdi hop chét hodc mudi & dang thich hop.

Hop chit theo sang ché ¢ thé duogc st dung ciing véi chét mang c6 thé
duge chip nhan dudi dang thude nhu ta chat phit hop sao cho su mién dich € bao
ctia né sé duoc thiét 1ap mét cach hiéu qua. Cac ta cht da dugc mo ta trong tai lidu
(Clin. Microbiol. Rev., 7: 277-289, 1994) va tuong tu ¢ thé dugc st dung lam véi
t4 chat. Cu thé 13, cdc thanh phan c6 ngudn gbe tir ndm, GM-CSF, c4c xytokin nhur
interleukin-2, interleukin-7, interleukin-12 va twong tu, cac thanh phén co ngu(‘Sn
gbc thuc vat, cac thanh phan ¢6 ngudn gbc tir sinh vat bién, gel khoang nhu nhom
hydroxit, lysolecitin, cac chit hoat dong bé mat nhu pluronic polyol, polyanion,
peptit, nhii trong diu (su diéu ché nhil twong) va tuong tu c6 thé duoc dé cap. Lipit
A, monophosphory! lipit A, ma 1a din xudt ctia n6, vi khudn chét (vi khuan
Mycobacterium nhu vi khuin BCG va tuong tu), cac protein cd ngudn gbc tir vi
khuén, cac polynucleotit, t& chét Freund khong hoan toan, Freund ta chét hoan toan,
céc thanh phan khung thanh té bao (vi du, BCG-CWS va tuong tu), trehalose
dimycolat (TDM) va tuong tu ¢6 thé duoc dé cap 1am cac thanh phan c6 ngudn gbe
tir ndm.

Ngoai ra, hop chit theo sang ché cling c6 thé duoc sir dung & dang diéu ché
liposom, sur didu ché hat gdbm c6 viéc lién két v&i cac hat c6 duong kinh vai um, sy
diéu ché gdm c6 lién két véi lipit va tuong tu.

Ngoai ra, hgp chit theo sang ché (thé lién hop) co thé duogc sir dung cling
véi peptit WT1 dugce gidi han boi MHC 16p II (1a peptit hd tro). Béi voi phuong
phép cung str dung, thé 1ién hop va peptit hd trg c6 thé duogc sir dung riéng r&. Sy
didu ché hdn hop (chit hdn hop, hdn hgp) chia thé lién hop va peptit hd trg trong
duoc phim ridng & 13 duoc wu tién hon. Su didu ché hdn hop chtra thé lién hop c6
kha ning tao ra peptit WT1 dugc giéi han boéi MHC 16p I (tic 1a, peptit giét) va
peptit WT1 dugc gidi han boi MHC 1ép II (1a peptit hd trg). Do d6, bang cach sir
dung sy diéu ché hdn hop chira peptit hd trg, lam vécxin ung thu ddi véi viée mién
dich tri liéu bénh ung thu, cac té bao T hd trg ma 13 quan trong dbi véi sy kich
thich chtrc ning ctia cac té bao T khéc bao gdm CTL ciing ¢6 thé dugc kich hoat,
va ¢6 thé cai thién chire ning va hiéu luc (mién dich binh thudng t€ bao va tuong

tu) cua lién hop.
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Peptit WT1 duoc gidi han boi MHC 16p II (13, peptit hd tro) da dugc mé ta
trong phan md ta. Céc vi du vé peptit hd trg dbi voi sy diéu ché hdn hop bao gbm
céc trinh tu axit amin sau:

CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23),
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24),
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244),
CWAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 242) va

WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243). Trong s6 chung,
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244) 1a duoc uu tién hon.

C6 thé x4c nhan réng su diéu ché hén hop 1am vacxin ung thu thé hién hiéu
luc duoc cai thién nhu mién dich binh thudng té bao va tuwong tu, vi du nhu duge
thé hién trong céc vi du va céc vi du thir nghiém trong phan mo ta.

Trong khi liéu chira hop chit theo sang ché trong viéc diéu ché co thé dugc
kiém soat mot cach thich hop theo bénh can didu tri, tudi tac va trong lugng co thé
clia céc bénh nhan va tuong tw, néi chung 1a tir 0,0001mg dén 1000mg, t6t hon la
tir 0,001mg dén 1000mg, bt hon nita 14 tir 0,1mg dén10mg.

Str dung trong da, str dung duéi da, sir dung trong co, st dung trong tinh
mach, st dung ap da va tuong tu c6 thé duge d& cap lam phuong phép st dung. Sir
dung trong da va sir dung dudi da la duoc uu tién do ching cam Ung mot cach hiéu
qua CTL. Trong khi tan suét sir dung va cac khoang thoi gian st dung c6 thé duoc
kidm sodt mot cach thich hop theo bénh cin phong hodc can diéu tri, va su khic
biét riéng & cac bénh nhén, vé s 1an str dung noi chung, thi t6t hon 14 str dung mot
lan trong tir mdt vai ngdy dén mot vai thang,

Bang cach st dung dugc phdm chtra hop chét theo sang ché lam thanh
phin hoat tinh cho cac bénh nhan dwong tinh véi WT1, c6 thé d& xuédt phuong
phép phong bénh hozc diéu tri bénh ung thur.

Vi du thue hién sang ché
Sang ché duoc giai thich cu thé trong phan dudi diy dya vao céac vi du,
tuy nhién, sang ché khoéng bi giéi han & céc vi dy nay.
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Vidul
Téng hop hop chit ¢6 cong thire (5):
?RMFPNAPYL (5)
CYTWNQMNL
trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua.
budce 1. Tong hop H-Cys(Npys)-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-OH
(tong hop C(Npys)RMFPNAPYL)

Str dung nhua Fmoc-Leu-Alko (Alko 1a rugu p-alkoxybenzyl), 282mg, (do
Watanabe Chemical san xuét; 0,71mmol/g, 0,2mmol) lam nguyén liéu, mach peptit
duoc l4p rap bang cach téng hop pha ran theo phuong phap Fmoc/tBu. Su téng
hop pha ran nay dugc thuc hién bang céach stir dung mdy tdng hop peptit CS336X
do CS Bio san xuit, va viéc loai bd nhém bao vé cua nhém Fmoc duoc thuc hién
bang cach xir Iy bang dung dich DMF chira 20% piperidin trong 5 phut va trong 20
phut. Viéc lién két axit amin dugc bao vé duoc thuc hién béng cach phan ung voi
dung dich DMF chira 1,05mmol axit amin duge bao Ve, Immol HBTU va 2mmol
DIPEA trong 1 gi¢. Nhya thu dugce ndy duoc rira bang DMF va éte, va duoc lam
kho dudi 4p sudt giam dé tao ra nhua Boc-Cys(Npys)-Arg(Pmc)-Met-Phe-Pro-
Asn(Trt)-Ala-Pro-Tyr(tBu)-Leu-Alko (630mg). Déi véi nhya peptit duge bd sung
hén hop TFA/H,0/TIS=95/2,5/2,5 (10ml), va hdn hop ndy duoc ldc ¢ nhiét do
trong phong trong 2 gio. Nhya nay dugc loc, va hon hop phan tng nay dugc co
dudi 4p suét giam. Hon hop phéan tng nay duoc lam ngudi bang nudc da va dietyl
éte (50ml) duogc bd sung vao. Chét két tia thu duoc duge thu gom bang cach loc,
duoc rira bang éte va duoc lam kho dudi ap sudt giam dé thu duogc peptit tho
(217mg). Dung dich peptit thd thu duoc nay dugc hoa tan trong hdn hop gdm 20%
axit axetic dang nuéc (7ml) va axetonitril (1ml) va dugc tinh ché bang HPLC pha
ddo.
bom: LC-8A do Shimadzu san xuit;
cot: YMC ODS-A 3 cmex25 cml, 10pm
nudc giai hip 1: H,0/0,1%TFA
nude giai hap 2: CH;CN/0,1%TFA
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tdc do dong: 20ml/phit
phat hién: UV220nm

Dung dich peptit thd dugc bom vao cdt duoc lam cén béng véi 15% nuéce
giai hép 2. Sau dé, ndng d6 nude giai hép 2 tang 1én dén 37% trong 10 phut, va tiép
theo ting 1én véi ty 16 0,24% trén phut. Cac phan chira san pham dich dugc thu
gom va duogc lam kho lanh dé tao ra H-Cys(Npys)-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-
Tyr-Leu-OH (53mg).

phép ghi phd khdi luong: LC-ESIMS m/z=1366,1 [M+1]" (Dugc
tinh=1366,6)
bude 2. tong hop (H-Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu-OH)(H-Cys-Arg-
Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-OH) lién két disulfua
[Ttc 14, tdng hop hop chit c6 cong thic (5):

?RM FPNAPYL (5)

CYTWNQMNL

trong dé lién két gitta C va C 1a lién két disulfua.]
H-Cys(Npys)-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-OH  (50mg)  thu

dugc & budc 1 va H-Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu-OH  (tre la,

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4)) (43mg) dugc tdng hop bing phuong phép da

bidt (vi dy, tai lisu WO07/063903) duge tron, DMSO (1ml) dugce bd sung, va hon

hop nay dugc khudy & nhiét do trong phong trong khoang 20 phiit. Hon hop phan

mg nay duoc pha lodng véi 0,1% TFA nuéc (Sml) va duge tinh ché bang HPLC

pha déo.

bom: LC-8A do Shimadzu san xut;

cot: YMC ODS-A 3 cm@x25 cml, 10pm

nudc giai hip 1: H,0/0,1% TFA

nuée giai hip 2: CH;CN/0,1% TFA

tdc d6 dong: 20ml/phut

phat hién: UV220nm

Dung dich phan (mg nay dugc bom vao ¢t duge lam cén bang véi 25%
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nuée giai hap 2. Sau d6, ndng d6 nude giai hép 2 duoc tang 1én véi ty 1€ 14 0,25%
trén phut. Cac phan chira san phdm dich dugc thu gom, dugc lam kho lanh, dugc
tinh ché lai bing HPLC pha déo, va dugc 1am khé lanh d€ tao ra (H-Cys-Tyr-Thr-
Trp—Asn—Gln—Met—Asn—Leu—OH)(H-Cys—Arg—Met—Phe—Pro—Asn—Ala—Pro-Tyr-Leu-
OH) lién két disulfua (tirc 1&, hop chét c6 cong thirc (5), 21 mg).

phép ghi phd khéi lugng: LC-ESUMS m/z =1191,8 [M+2]*" (Duoc
tinh=1191,9)
Vidu?2

Téng hop peptit c6 trinh tir axit amin sau:
CRMFPNAPYL (SEQ ID NO: 13)
budc 1. St dung nhua Fmoc-Leu-Alko (Alko 13 ruou p-alkoxybenzyl) (338mg, do

Watanabe Chemical san xuit; 0,74mmol/g, 0,25mmol) lam nguyén ligu géc, va su
tbng hop pha rin nhu trong phuong phap di duge md ta trong vi du 1 dugc thuc
hién hai lan dé tao ra nhya H-Cys(Trt)-Arg(Pmc)-Met-Phe-Pro-Asn(Trt)-Ala-Pro-
Tyr(tBu)-Leu-Alko (1,54g). Pdi v6i nhua peptit nay duge bd sung hon hop
TFA/H,0/TIS=95/2,5/2,5 (15ml), va hdn hgp nay dugc 14c & nhiét do trong phong
trong khoang 3 gi¢. Nhya nay duoc loc, va hdn hop phan tmg nay dugc cd dudi ap
suét giam. H3n hop phan (mg ndy dugc lam mat bang da va dietyl éte (50 ml) duoc
bd sung. Két tia thu dugc dugce thu gom béng cach loc, duge ria béang éte va duoc
1am kho duéi 4p suét giam dé tao ra peptit thd (637mg).

phép ghi phé khéi luong: LC-ESUMS m/z=1211,9 [M+1]" (Pugc
tinh=1212,5)
bude 2. peptit thd (321mg) thu dugc & bude 1 duge hoa tan trong TFA (10ml), va
duoc nap, bang bom HPLC, vao trong cit YMC-PACK ODS-A 3 cme*25 cml
duge 1am cAn bing véi HPLC (do Shimadzu sén xuét; LC6AD) nuéc giai hip 1
=H,0/0,1% TFA. Trang thai niy dugc duy tri trong khoang 20 phut va, sau 20
phit, ndng do nudc giai hép 2=CH;CN/0,1% TFA tang lén dén 27%. Sau d6, trong
khi dinh phan nudc giai hép cia peptit dich bang 220nm UV, ndng d6 nudc giai
hép 2 duoc ting 1én véi ty 18 13 0,25% trén phut va cac phan chira san pham dich

duoc thu gom. Peptit (100 mg) thu duoc sau khi duge lam kho lanh duoc tinh ché
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lai bing pha ddo duéi cling cac diéu kién, va axetonitril duoc lam bay hoi dudi dp
sudt giam va gbc duge 1am kho lanh dé tao ra peptit dich (CRMFPNAPYL (SEQ
ID NO: 13), 37,2mg).
bom: LC-6A do Shimadzu san xuat;
cot: YMC ODS-A 3 cmex25 cml, 10 pm
nudc giai hip 1: H,0/0,1%TFA
nudc giai hip 2: CH;CN/0,1%TFA
tdc d6 dong: 20ml/phit
phat hién: UV220nm
phép ghi phd khéi lugng: LC-ESUMS m/z=1212,0 [M+1]" (Pugc tinh=1211,6)
Cacvidu3-5

Bang phuong phép tuong ty nhu phuong phép trong vi du 2, cdc peptit co
trinh tur axit amin 12 SEQ ID NO: 16, 18 hofic 17 dugc tdng hop. Bang 54 thé hién
luong duoc téng hop va céc két qua cua phép ghi phé khdi luong.

Bang 54
, S6 | luong hép ghi pho .z
S6 vi | trinh tir axit trinh | duoc khél trome; phep 1%}311%}.10
du amin tu tong hop | LC-ESI/ Puoc tiah
(mg) MS m/z -
3 |CALLPAVPSL | 16 ) ?ffﬁr 083.2
4 | CcrRVPGVAPTL| 18 53 [1181131{1]’“ 1012,2
5 |csLeeQaysv| 17 | 31 %1\145’1]1 11132

Vi du thtr nghiém 1
Céc thay d6i theo thoi gian cla viéc cht axit amin c6 dAu chin mach N bing
ERAP1

Céc peptit 14 cdc SEQ ID NO: 13, 16, 18 va 17 dugce tong hop trong céc vi

du tir 2 dén 5 duoc danh gia doi véi viée cat axit amin c6 dau chin mach N bang

ERAP1 (PLoS One November 2008, vol,3, Issue 11, €3658).
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30ul ERAP1 (2,0mg/ml) trong dung dich dém PBS duogc b6 sung vao
258ul chét dém Tris+ HCL. Dung dich DMSO (12,0ul) trén 10mM moi peptit dugc
bd sung vao dung dich ERAP1 da duoc d& cép & trén va hdn hop nay dugc tron
déu va duoc duy tri & nhiét do trong phong. 1,0, 2,0, 4,0, 8,0 gi¢ sau, 50ul cua mau
duge bd sung vao 150ul MeOH dé két thuc phan tmg, 25ul duge tiém vao UFLC
(c4c didu kién phan tich dugc thé hién & dudi), va AUC cua peptit dich duge xac
dinh. Peptit thu duoc bing céach cét duoc téng hop riéng ré vé mit hoéa hoc, va
duoc phén tich trong cac didu kién tuwong tu vé do tw do cla enzym. Ty 18 hinh
thanh cta peptit thu dugc bing cach cat duge xéac dinh dva trén AUC thu duoc.
céc diéu kién phan tich
bom: UFLC do Shimadzu san xuét
cot: Shim-pack XR-ODS 3,0 mmi.d.x75 mm
dung dich: 0,1% TFA H,0(A) — 0,1% TFA CH;CN(B)
nhiét do trong 16: 40°C
téc do dong: 1,0ml/phut
do dai budce song phat hién: A=220nm
do doe:
1. Néng d6 DUNG DICH B dugc tang tir 1,0% dén 70% tir 0,0 phit dén 5,0 phit
2. Ndng d6 DUNG DICH B dugc tang tir 1,0% dén 50% tix 0,0 phut dén 5,0 phut
peptit dich:

DPdi véi cac peptit dugce tdng hop trong cic vi du 2 — 5, céc trinh ty axit
amin cta cac peptit thu dugc bang cach cht axit amin ¢6 dau chin mach N bang

ERAPI1 dugc thé hién trong bang 55.

Bang 55
peptit dugc sir dung cho thir peptit thu dugc bang céach cat
nghiém cat
Sb vidu trinh tu axit amin Sd trinh tw |  trinh tu axit amin S6 trinh tur

2 CRMFPNAPYL 13 RMFPNAPYL 2

3 CALLPAVPSL 16 ALLPAVPSL 5

4 CRVPGVAPTL 18 RVPGVAPTL 7

5 CSLGEQQYSV 17 SLGEQQYSV 6
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Céc thay dbi theo thoi gian trong ty 1€ hinh thanh ctia cac peptit thu dugc
bang cach cit dugc thé hién trong bang 56 va Fig.1.

Bang 56
Sdvi | Sotrinh | doddc ty 18 hinh thanh (%)
du tu = - - =
1 gidsau| 2gidosau |4 giosau | 8 gio sau
2 13 1 25,5 35,2 46,2 47,6
3 16 1 65,5 50,6 13,5 0
4 18 1 59,1 57,5 30,1 7,80
5 17 2 71,6 72,8 46,0 7,90

Céc két qua cét thé hién ro rang rang trong cic peptit dugc mé rong boi
Cys (cac SEQ ID NO: 13, 16, 17 va 18), Cys trén dau chin mach N duwoc mé rong
duoc cit mdt cach c6 chon loc b?mg ERAP-1, 13, peptit dugc md rong bdi Cys trai
qua viéc cét thich hop bing ERAP-1 ma khong c6 sy phu thude 13 rét vao trinh ty
peptit, va cudi cting dwoc chuyén thanh peptit khang nguyén ung thu dich (SEQ ID
NO: 2, 5, 6 hoac 7).
Vi du thtr nghiém 2
D4nh gid kha ning cam tmg CTL in vivo bing cach sir dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402

Hop chét c6 cong thirc (5) dugce tdng hop & vi du 1 dugc dénh gia vé kha
nang cam tmg CTL béi thtr nghiém cam ung CTL in vivo bang cach st dung chudt
chuyén gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402. Hop chét c6 cong
thac (5):

CRMFPNAPYL

! (%)

CYTWNQMNL

trong d6 lién két gitra C va C 1a lién két disulfua, cu thé 14, hop chét ctia cong thiic
(1) da duoc dé cap & trén, trong d6 peptit khang nguyén ung thu A la
RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2) va peptit khang nguyén ung thu B la

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4). RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2) la peptit WT1
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duoc giéi han boi HLA-A0201, va CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4) 14 peptit
WT1 dugc gidi han boéi HLA-A24.

Chuét chuyén gen HLA-A0201 (C57BL/6CrHLA-A2,1DR1) 1a chudt ma
ma khuyét MHC chuét, va thé hién HLA chira gen cta loai khac la MHC HLA-
A0201 ngudi va MHC H-2D° chudt, va HLA-DRB1*0101. Bing céch sir dung
chudt nay, peptit duong tinh véi HLA-A02 c6 kha ning cdm tmg CTL & ngudi 6
thé duoc chon loc (Eur J Immunol. 2004; 34: 3060-9). Mt khac, chudt chuyén gen
HILA-A2402 (C57BL/6CrHLA-A2402/Kb) 13 chudt ma thé hién HLA chta gen
ctia lodi khac 13 MHC HLA-A2402 nguoi va MHC H-2K® chugt. Bang cach st
dung chudt nay, peptit duong tinh v6i HLA-A24 c6 kha ning cam tmg CTL o
nguoi co thé duoc chon loc (Int J Cancer. 2002; 100: 565-70).

C6 hay khong viéc str dung hop chit c6 cong thirc (5) dan dén sy cam tmg
CTL dic hidu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2, 4) duoc danh gia dya trén viée
do su san sinh IFNy bing cach téi kich thich, bing peptit (SEQ ID NO: 2, 4), ctia té
bao lach c¢6 ngudn goc tlir chudt di néu & trén duge sir dung hop chét ¢6 cong thic
).

Cu thé 13, hop chét ¢6 cong thic (5) dugc hoa tan trong dimetyl sulfoxit
(DMSO) & mirc 40mg/ml, con dugc pha lodng bang nuéc dé tiem & mirc Smg/ml,
va duoc nhil tuong héa bang cach tron véi duong lugng ta chét Freund khong hoan
toan (IFA). Hop chit duoc nhii twong héa ndy duoc sir dung 6 4 vi tri tai gbe dudi
cta chudt & mirc 250ug/vi tri. Sau mot tudn, con chudt nay duoc 1am chét mot cach
nhe nhang bing khi CO,, 14 lach duoc ¢d 1dp, va céc té bao lach duogc didu ché. Bo
kit dung cho thtr nghiém ELISPOT IFNy duoc su dung dé do sy san sinh IFNy.
Mot ngay trude khi didu ché té bao lach, dia ELISPOT duge xit Iy bing khang
nguyén khang IFNy chudt, va duoc khoa bing méi trudng RPMI1640 chira 10%
FBS ngay tiép theo. Cac t& bao lach c6 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-
A0201 duoc chy vao dia & mirc 0,15x10° céc té bao/13, va cée té bao lach c6 nguon
gde tir chudt chuyén gen HLA-A2402 dugc ciy vao dia & mirc 1x 10° cac té bao/10,
trén dia ELISPOT duoc khéa. Peptit (SEQ ID NO: 2, 4) dugc hoa tan trong DMSO
& muc 40mg/ml, va con dugc pha lodng bang mdi trudng RPMI1640 chira 10%
FBS & murc 40pg/ml. Peptit dugc pha lodng nay (SEQ ID NO: 2) dugc b sung vao
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céc té bao lach c6 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-A0201 & néng do cudi 1a
10 pug/ml. Ngoai ra, peptit dugc pha lodng nay (SEQ ID NO: 4) duoc bd sung vao
céc té bao lach c6 ngudn gde tir chudt chuyén gen HLA-A2402 & ndng d6 cudi 13
10 pg/ml. Cac té bao lach duge bd sung véi peptit dugc nudi cdy trong khoang 20
gidr & 37°C, 5% CO,, nhd d6 thuc hién su tai kich thich peptit in vitro. Sau khi
duoc nudi cy, dich ndi duoc loai bd, va dia ELISPOT duge cho phép phat trién
mau theo giao thirc dinh kem. S4 lugng cac diém ma phat trién mau duoc do bang
may phan tich diém mién dich (do C.T.L. san xuét).

Cac két qua cia thir nghiém ELISPOT IFNy bang cach st dung chudt
chuyén gen HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.2, va cac két qua ctia thtr nghiém
ELISPOT IFNy bing cach st dung chudt chuyén gen HLA-A2402 dugc thé hién
trén Fig.3.

Trén mdi Fig truc tung thé hién sb lugng cac té bao ma phan Umg trong té
bao dugc ciy vao dia. Trén Fig.2, thanh mau den va thanh mau tring thé hién cac
két qua clia viéc nudi cy céc té bao lach c6 ngudn goe tlr chudt chuyén gen HLA-
A0201 véi sur xuit hién hodc thiéu véng cta peptit dich dugc thé hién bsi SEQ ID
NO: 2, va trén Fig.3, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién cac két qua cua
viéc nudi cly céc té bao lach co ngudn gde tir chudt chuyén gen HLA-A2402 voi
su xuét hién hodc thiéu Véng cua peptit dich duoc thé hién boi SEQ ID NO: 4. Tue
13, su khac biét vé céc gia tri cia thanh mau den va thanh mau tring thé hién sb
lwong dbi tuong, mdi peptit ddc hiéu CTL dugc cam Ung trong chudt in vivo bang
cach st dung hop chit cé cong thire (5).

Trén mdi Fig gia tri cla thanh mau tréng khong duoc phat hién. Diéu nay
¢ nghia 14 cac t& bao lach cia chudt chuyén gen tuong ing hoan toan khong phan
ung voi su xuét hién cia peptit dich. Két qua cua thir nghiém nay 13, su san sinh
IFNy déc hiéu ddi véi peptit dich duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 duge phat hién
trong céc té bao lach c6 ngudn gde tlr chudt chuyén gen HLA-A0201, va su san
sinh IFNy dic hiéu dbi véi peptit dich duge thé thién boi SEQ ID NO: 4 duoc phat
hién trong céc t& bao lach c6 ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA-A2402.

Tir két qua & trén, rd rang 13 hop chét c¢6 cong thic (5) ¢6 thé cam tmg CTL
dic hidu d6i v6i peptit duoc thé thién bdi SEQ ID NO: 2 va CTL ddc hiéu dbi voi
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peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 4. Diéu nay rd rang goi ¥ rang hop chat c¢6
cong thic (5) trai qua sy phan cit vé lién két disulfua va viée cit mot cach thich
hop béi ERAP-1 & chudt in vivo va thuc té 13 dugc xi Ly thanh céc peptit dugc the
thién bai SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 4.

Ttc 13, rd rang rang hop chét c6 cong thic (5), ma 1a mdt phuong an cua
hop chét theo sang ché, 13 thé lién hop trong d6 hai peptit WT1 khac nhau tao ra su
lai ghép thong qua lién két disulfua dugc thé hién trong cong thirc (1), va la khang
nguyén peptit WT'1 ung thu vécxin lién hop ma trong thuc té c6 thé cam ung hai
loai CTL in vivo khéc nhau.

Céc vi du tham chiéu tir 1 dén 7

Bang phuong phap twong tw nhu phuong phdp trong vi du 2, cac peptit
twong tmg c6 céc trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 22, 24,23,2,4,6 vas dugc
tdng hop. Bang 57 thé hién céc két qua ciia phép ghi phd khéi lugng. Do céc SEQ
ID NO: 22, 24, 23, 2, 4, 6 va 5 khong phai 12 hop chat theo séng ché, nén ching

duoc mo ta dudi dang céc vi du tham chiéu.

Bang 57
. hep ahi q

CSio vi ) ghépk%c‘)i phép %hi pho

tﬁ-l trinh ty axit amin Sé trinh ty | luong: khoi Tuong:

ch?gtl LC-ESV DPugc tinh

MS m/z

CNKRYFKLSHLQM 10891
CNKRYFKLSHLQM 825.1

2 HSRKHTG 24 [ME3H] 824,8
CNKRYFKLSHLQM 772.4

3 HSRKH 23 (MH3H] 7722

4 RMFPNAPYL 2 [%\}13%% 1109,3

5 CYTWNQMNL 4 [ﬁﬁﬂ% 11734

6 SLGEQQYSV 6 [iﬁ)[}r%% 1011,1

7 ALLPAVPSL 5 [ffjﬁ% 881,1
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Cacvidu6-9

Bing phuong phép tuong ty nhu phuong phép trong vi du 1, cac hop chat
twong Ung (céc thé lién hop) duge thé hién béi cac cong thire (3), (6), (7) va (8)
duoc tdng hop. Bang 58 thé hién céc két qua clia phép ghi phd khéi lugng. (Trong

mdi cong thrc, lién két gitta C va C 14 lién két disulfua.)

Bang 58
S6 | cong thirc cau tao S6 con hép ghi pho hép ghi pho
vi thirc ¢ Ehéllj l%rqng: Ehé? l%qng:
du LC-ESI/ Pugc tinh
MS m/z
6 (3) 1162,3 1162,0
CRMFPNAPYL [M+2H]+
CSLGEQQYSV
7 (6) 1228,0 1227,6
CIJRMFPNAPYL [M+3H]+
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG
8 | crRMFPNAPYL (7 705.8 N 705,3
| [M+5H]
CNKRYFKLSHLQMHSRKH
9 | cRMFPNAPYL (8) 1129.8 1129,2
| [M+3H]
CNKRYFKLSHLQMHSRK
Vi du thtr nghiém 3

Do do hoa tan
bude 1. Pidu ché chit dém isotonic

1,75% dung dich dang nuéc cla dinatri hydro phosphat va 5,53% dung
dich dang nuéc cia axit citric dugc trdn, va cac chit dém tuong Ung (pH 6,0 va
7,4) duge diéu ché.
bude 2. Didu ché dung dich thir nghiém

khoang 1mg cua san pham thir nghiém dugc do, chét dém isotonic (0,5ml)
duoc bd sung, va dung dich nay dugc str dung lam dung dich thtr nghiém. Dung
dich thir nghi€m dugc diéu ché nay duogc lac & nhiét do trong phong trong khoang
90 phiit (cac didu kién lic: RECIPRO SHAKER SR-IN do TAITEC sén xuat, &
téc do=8), dugc quay ly tdm (15000vong/phut, trong 5 phut, & nhiét do trong
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phong), va dich ndi sau khi quay ly tAm duge st dung lam dung dich thir nghiém.
bude 3. Didu ché dung dich tiéu chuén

Khoang 1mg cta san phim thir nghiém dugc do mot cach chinh xéc, dugc
hoa tan trong 0,1% TFA nudc/axetonitril=1/1, tao ra luong tdng cong 14 10 ml, va
dung dich nay dugc str dung lam dung dich tiéu chudn ctia san pham thir nghiém.
budc 4. do ndng do cua san phdm thir nghiém

Dung dich tiéu chuin ctia san pham thir nghiém va dung dich thir nghiém
dugc phan tich bing HPLC (céac diéu kién phan tich d3 dugc mo ta trong bang 59),
va do hoa tan ctia san pham thir nghiém dugc tinh tir ty s6 ving dinh cua dung dich
tiéu chuin nay.
Cac diéu kién do HPLC
cdt: ChemcoPack Quicksorb (4,6mmex>150mm, 5um) do Chemco Scientific Co.,
Ltd. san xuat
pha di déng: DUNG DICH A; 0,1% TFA nu6e, DUNG DICH B; 0,1% TFA dung
dich axetonitril
nhiét do cot: nhiét do trong phong
téc do dong: 1ml/phit
d6 dai budce séng phat hién: UV 254nm, 230nm (phat hién do dai bude song 2)

thé tich tiém mau: 10uL

Bang 59
d6 doc cac diéu kién phan tich
Thoi gian (phit) DUNGDICH A (%)  DUNG DICH B (%)
0,00 80 20
10,00 0 100
15,00 0 100
15,01 80 20
25,00 80 20
25,01 STOP

Cac peptit duoc téng hop trong céc vi dy tham chiéu 1 - 2 va 4 — 7 va céc
hop chét (cac thé lién hop) duoc tdng hop trong céc vi du 1, 7 va 9 duge do do hoa
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tan duoc dé cap & trén. Moi d6 hoa tan duoc thé hién trong bang 60.

Bang 60

S6 vi du

tham trinh ty axit amin hogc cong SE9 IDNO: pH6,0 |pH74

chiCu . | thirc cAu tao Hoac (mg/ml) | (mg/ml)

hodc So ' SO cong thire & &

vi du

Vidu

tham SLGEQQYSV SEQIDNO:6 |>1,0 >1,0

chiéu 6

Vidu

tham ALLPAVPSL SEQIDNO:5 [>1,0 >1,0

chiéu 7

Vidu

thap | GRKRYFRLSHLQMHSRKH | spQ 1D NO: 24 |>1,0 [ 0,556

chiéu 2

Vidu

tham CNKRYFKLSHLQMHSRK SEQID NO: 22 |>1,0 0,931

chiéu 1

Vidu7 | GRUPPNAPYL cong thie (6)  |[>1,0 0279
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG

Vidgo | FRMPPRNAPYL cong thic 8)  |>1,0 | 0,789
CNKRYFKLSHLQMHSRK

Vidu

tham RMFPNAPYL SEQIDNO:2 |>1,0 >1,0

chiéu 4

Vidu

tham CYTWNQMNL SEQIDNO:4 0,106 0,167

chiéu 5

Vidg1 | GRMPPNAPYL cong thirc (5) 0,511 {0,200
CYTWNQMNL

Vi du thr nghiém 4

Pénh gi4 kha ning cam tmg CTL in vivo bing céch st dung chudt chuyén
gen HLA-A0201

Hop chét c6 cong thirc (3) duoc téng hop trong vi du 6 duoc danh gia vé
kha nang cam tmg CTL béi thir nghiém cam tmg CTL in vivo béng céch st dung

chudt chuyén gen HLA-A0201. Hop chét c6 cong thire (3):
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(%RMFPNAPYL

3)
CSLGEQQYSV

trong do lién két gitra C va C 13 lién két disulfua, cu thé 12 hop chét ctia cong thirc
(1) néu trén, trong d6 peptit khang nguyén ung thu A 1a RMFPNAPYL (SEQ ID
NO: 2) va peptit khang nguyén ung thu B 1a SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6).
RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2) va SLGEQQYSV(SEQ ID NO: 6) la cac peptit
WT1 duge gidi han boi HLA-A0201.

Chudt chuyén gen HLA-A0201 la nhu d& dugc mé ta trong vi du thu

nghiém 2.
Cé6 hay khong viéc str dung hop chit c6 cong thic (3) din dén su cam tmg CTL
dic hidu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2, 6) duge danh gia dua trén viéc do su
san sinh IFNy béi viéc tai kich thich, bang peptit (SEQ ID NO: 2, 6), cua t& bao
lach c¢6 ngudn gdc tlr chudt da néu & trén dugc st dung voi hop chét c6 cong thic
3).

Cu thé 13, hop chit c6 cong thiic (3) dugc hoa tan trong nude dé tiém &
mtc 10mg/ml, va dugce nhii tvong hda bing cach tron véi duong luong ta chét
Freund khong hoan toan (IFA). Hop chit duoc nhil tuong hda duge str dung 6 2 vi
tri tai géc dudi cia chudt & mirc 500 pg/vi tri. Sau mot tudn, con chudt nay dugc
lam chét mt céch nhe nhang bing khi CO,, 14 lach duge cd 14p, va céc té bao lach
duoc diéu ché. B0 kit dung cho thit nghiém ELISPOT IFNy dugc st dung dé do su
san sinh TFNy. Mot ngdy trude khi diéu ché té bao lach, dia ELISPOT duoc xir ly
bang khang nguyén khang IFNy chudt, va duge khoa bang méi trudng RPMI1640
chira 10% FBS & ngay tiép theo. C4c té bao lach c6 ngudn gbe tlr chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc cdy vao dia & mic 0,75x10° cac té bao/ld trén dia ELISPOT
duoc khoa. Peptit (SEQ ID NO: 2, 6) dugc hoa tan trong DMSO 6 mirc 40mg/ml,
va con duogc pha lodng bang moi trudng RPMI1640 chira 10% FBS & muc
40mg/ml. Peptit dugc pha lodng nay (SEQ ID NO: 2, 6) duoc bd sung vao cac 8
bao lach cb ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 & ndéng do cudi 1a
10mg/ml. Céc t& bao lach duoc bd sung véi peptit duge nudi cdy trong khoang 20
gid & 37°C, 5% CO,, nho do su tai kich thich peptit in vitro dugc thuc hién. Sau
khi dugc nudi céy, dich ndi duoc loai bo, va dia ELISPOT duogc cho phép phat
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trién mau theo giao thirc dinh kém. S luong céc diém ma phét trién mau duoc do
bing may phan tich diém mién dich (do C.T.L. san Xuét).

Céc két qua cta thir nghiém ELISPOT IFNy st dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.4.

Trén Fig.4, tryc tung thé hién sb luong céc té bao ma phan (mg trong té bao
duoc cdy vao dia. Trén Fig.4, thanh mau den va thanh bong mo thé hién cac két
qua cia viéc nudi cdy céc t& bao lach cé ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-
A0201 trong khi duoc xung dong bang mdi peptit duge thé thién bsi SEQ ID NO:
2, 6, va thanh mau tréng thé hién cic két qua viéc nuoi cay ma khong c6 su xung
dong. Ttc 1a, sy khéc biét vé cac gia tri ctia thanh mau den hodc thanh béng mo va
thanh mau tring thé hién sd luong peptit dic hiéu CTL, va rang viéc st dung hop
chét c6 cong thire (3) din dén sy cam tng CTL dic hiéu dbi v6i mdi peptit dugc
thé thién boi cac SEQ ID NO: 2, 6 in vivo trong con chudt nay. Trén Fig.4, gia tri
ctia thanh mau tring khong duoc phat hién. Diéu ndy co6 nghia la céc té bao lach
ctia chudt bién d6i gen HLA-A0201 hoan toan khong phan tmg ma thiéu su xung
dong voi peptit dich. Két qua cta thir nghiém nay 1a, sy san sinh IFNy dac hiéu dbi
véi peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 2, 6 dugc phét hién trong cac té bao lach
¢6 ngudn gde tir chudt chuyén gen HLA-A0201.

Tir két qua & trén, rd rang rang hop chét c6 cong thic (3) cb thé cam tmg
CTL dic hiu déi véi peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2, 6. Diéu ndy r3 rang
goi y rang hop chét c6 cong thirc (3) trai qua sy phan cit vé lién két disulfua va
viée cit mot cach thich hop bdi ERAP-1 & chudt in vivo va thyc € 1a duge xt ly
thanh cac peptit dugc thé thién bai SEQ ID NO: 2 va 6. Tuc 14, rd rang rang hop
chét ¢ cong thire (3), ma 12 mot phuong an ctia hop chét theo séng ché, 1a thé lién
hop trong d6 hai loai peptit khéc nhau tao ra sy lai ghép thong qua lién két disulfua
duoc thé hién trong cong thirc (1), va 12 khang nguyén peptit WT1 ung thu vécxin
lién hop ma trong thuc té ¢4 thé cam Ung hai loai CTL in vivo khac nhau.

Vi du thir nghiém 5
Panh gid kha ning cam tmg CTL in vivo bang cach st dung chudt chuyén gen
HLA-A0201
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Hop chét c6 cong thiic (6) duge téng hop trong vi du 7 duge danh gia vé
kha ning cam tmg CTL béi thir nghiém cam tmg CTL in vivo béang cach str dung
chudt chuyén gen HLA-A0201. Hop cht c6 cong thuc (6):

CRMFPNAPYL

I 6
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG ©

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, cu thé 13, hop chat ctia cong thirc
(1) da duoc dé cip & trén, trong do6 peptit khdng nguyén ung thu A la
RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2) va peptit khang nguyén ung thu C la
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24). RMFPNAPYL (SEQ ID
NO: 2) la peptit WT1 dugc gi6i han béi HLA-A0201, va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24) 1a peptit WT1 dugc gidi han
bdi MHC 16p 1T (13, peptit hd trg).

Chuot chuyén gen HLA-A0201 la nhu d& dugc moé ta trong vi du thur
nghiém 2. Bang cach st dung chudt nay, peptit duong tinh v6i HLA-A02 c6 kha
ning cam ung CTL & ngudi co thé dugc chon loc, cling nhu hoat tinh mé rong cam
tmg CTL ctia peptit hd trg ¢6 kha ning cam mg céc té bao T hd tro bang cach lién
két véi HLA-DRB1*0101 ngudi c6 thé dugc danh gid.

C6 hay khong viéc sir dung hop chét c6 cong thic (6) din dén sy cam tmg
CTL dac hiéu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2) va cac t& bao phan tmg v&i peptit
hd tro(SEQ ID NO: 24) dugc dénh gia dya trén viéc do su sdn sinh I[FNy boi viéc
t&i kich thich, bang peptit (SEQ ID NO: 2, 24), cla té bao lach c6 ngudn goc tir
chudt d3 néu & trén dugc st dung véi hop chét c6 cong thirc (6). Ngoai ra, cac té
bao lach c6 ngudn gbc tir chudt di néu & trén dugce st dung véi hop chét c6 cong
thirc (6) va cac té bao lach c6 ngudn gde tlr chudt dd néu & trén dugce st dung voi
hop chét duoc thé hién bai SEQ ID NO: 2 duge tai kich thich bang peptit (SEQ ID
NO: 2), va cac sb luong té bao san sinh IFNy duoc so sanh.

Cu thé 13, peptit duoc thé hién bi SEQ ID NO: 2 dugc hoa tan trong nude
dé tiém & mirc 6mg/ml, va duge nhil tuong hoa béng cach tron véi duong luong ta
chét Freund khéng hoan toan (IFA). Peptit dugc nhil tuong héa duge su dung ¢ 2
vi trf tai gbc dudi cta chudt & mirc 150 pg/vi tri. Hop chét c6 cong thie (6) duge

hoa tan trong nudce dé tiém (19,8mg/ml), va dugc nhil twvong hoa bing céach tron
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vé6i duong luong ta chét Freund khong hoan toan (IFA). Hop chét duoc nhii twong
hoa dugc st dung & 2 vi tri tai gdc dudi ciia chudt & mirc 495 pg/vi tri. S6 luong
phén tir cua peptit SEQ ID NO: 2 duoc chira trong lidu ctia hop chat ¢6 cong thirc
(6) trén mot con chudt dugc didu chinh d& can béng véi s6 lugng phén t clia peptit
SEQ ID NO: 2 dugc chura trong lidu trén chudt. Sau mot tuan, con chudt nay duoc
]am chét mot cach nhe nhang bing khi CO,, 14 lach duoc ¢ 1ap, va céc té bao lach
duoc didu ché. B kit dung cho thir nghiém ELISPOT IFNy duoc st dung dé do sy
san sinh IFNy. Mot ngdy trude khi diéu ché té bao lach, dia ELISPOT duoc xir ly
bang khang nguyén khang IFNy chudt, va dugc khoa bing méi trudng RPMI1640
chira 10% FBS & ngay tiép theo. Cac té bao lach c6 ngudn gde tlr chudt chuyén gen
HLA-A0201 duoc céy vao dia & muc 0,25%10° cac té bao/16 hoic 0,5><106 cac té
bao/1d trén dia ELISPOT dugc khéa. Peptit (SEQ ID NO: 2, 24) dugc hoa tan
trong DMSO & mure 40mg/ml, va con dugc pha loéng béng mbi trudng RPMI1640
chira 10% FBS ¢ mutc 40mg/ml. Peptit dugc pha lodng nay (SEQ ID NO: 2, 24)
duoc bd sung vao cac té bao lach co ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA-A0201
& ndng do cudi 1a 10mg/ml. Céc té bao lach duge bd sung véi peptit duge nudi chy
trong khoang 20 gi&r & 37°C, 5% CO,, nhd d6 thyc hién sy tai kich thich peptit in
vitro. Sau khi dugc nudi cdy, dich ndi duoc loai bd, va dia ELISPOT dugc cho
phép phat trién mau theo giao thire dinh kém. S lugng céc diém ma phét trién mau
duoc do bing may phan tich diém mién dich (do C.T.L. san xuét).
Céac két qua cta thtr nghiém ELISPOT IFNy sir dung chuét chuyén gen HLA-
A0201 duoc thé hién trén cac Fig.5 va 6.

Trén Fig.5 va 6, truc tung thé hién sd luong céc t& bao ma phan tng trong
t& bao dugc cly vao dia, va truc hoanh thé hién hop chét hogc peptit duge st dung
cho con chudt nay. Trén Fig.5, thanh mau den thé hién cac két qua nuoi cay cta
céc té bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 trong khi dugc
xung dong bang peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 2, va thanh mau tréng thé
hién cac két qua nudi cdy ma khong co sy xung dong. Tic 14, su khac biét vé céc
gid tri clia thanh mau den va thanh mau tréng thé hién sd luong peptit dic hiéu
CTL, va rang viéc st dung peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 2 hodc hop chat

c6 cong thir (6) dan dén sy cam tmg CTL dic hiéu dbi véi peptit duoc the thién
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béi SEQ ID NO: 2 in vivo trong con chudt nay. Trén Fig.5, gid tri cia thanh mau
trang khong dwoc phat hién. Diéu ndy c6 nghia 13 céac té bao lach cta chudt bién
d6i gen HLA-A0201 hoan toan khéng phan ing ma thiéu su xung dong véi peptit
dich. K&t qua cta thir nghiém nay 13, sw san sinh IFNy dic hiéu dbi voi peptit dugc
thé thién boi SEQ ID NO: 2 dugc phét hién trong céc té bao lach ¢6 ngudn gdc tir
chudt chuyén gen HLA-A0201. Ngoai ra, trén Fig.5, sd lwong cac té bao san sinh
IFNy dac hiéu ddi véi peptit dugce thé thién bsi SEQ ID NO: 2, ma duge cam tng
boi viée st dung hop chét c6 cong thire (6), 1a cao hon so véi sb lugng céc té bao
san sinh IFNy diic hiéu dbi véi peptit duge cam tmg bang cach str dung peptit dugc
thé thién béi SEQ ID NO: 2.

Trén Fig.6, ngoai ra, thanh mau den thé hién cac két qua nudi cly cua cac
té bao lach c6 ngué)n gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 trong khi duogc xung
dong bing peptit dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 24, va thanh méu tréng the hién
céc két qua nuoi cAy ma khong c6 sy xung dong. Tic 13, sy khac biét vé céc gia tri
cta thanh mau den va thanh mau tréng thé hién 36 luong céac té bao phan tmg lai
peptit, va rang viéc st dung hop chét c6 cong thirc (6) dan dén su cam Umg cua cic
t bao phan Gmg véi peptit hd tro dugc thé thién boi SEQ ID NO: 24 in vivo trong
con chudt nay, va viéc st dung hop chét duge thé hién boi SEQ ID NO: 2 khéng
cam tmg duoc cac té bao phan tmg voi peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 24 in
vivo trong con chudt ndy. Trén Fig.6, gié tri cua thanh mau trang khong dugc phat
hién. Diéu nay c6 nghia 13 cac t& bao lach clia chudt bién ddi gen HLA-A0201
hoan toan khéng phan tmg ma thiéu sy xung dong véi peptit dich.

Tir két qua & trén, 1 rang rang hop chét c6 cong thic (6) c6 thé cam tmg
CTL dac hiéu déi voi peptit duogc thé thién boi SEQ ID NO: 2 va céc té bao phan
g v6i peptit hd trg dugc thé thién bai SEQ ID NO: 24. Diéu nay rd rang goi y
ring hop chét c6 cong thitc (6) tri qua su phan ct vé lién ket disulfua va sy cat
mot cach thich hop bdi ERAP-1 & chudt in vivo va thyc té 1a duoc x1r 1y thanh céc
peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2 va 24. Gia st rang sy cam Ung cla céc 8
bao phan g véi peptit hd trg dugc thé thién béi SEQ ID NO: 24 dugc tao ra tir
hop chét c6 cong thire (6) méd rong sy cam tng CTL ddc hiéu d6i voi peptit duge
thé thién bsi SEQ ID NO: 2, va nhiéu té bao sén sinh IFNy dic hiéu dbi véi peptit
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duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2 duge phat hién, khi so sinh vOi viée sir dung
peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 2.

Ttc 13, rd rang rang hop chét c6 cong thic (6), ma 1a mdt phuong an cla
hop chét theo sang ché, 12 thé 1ién hop trong d6 hai loai cac peptit khac nhau tao ra
su lai ghép thong qua lién két disulfua dugc thé hién trong cong thic (1), va la
khéang nguyén peptit WT'1 ung thu vécxin lién hop ma trong thuc té c¢6 thé cam
ung cac CTL va cac té bao phan tmg lai peptit hd tro in vivo.

Vi du thir nghiém 6

Panh gia kha nang cam tmg CTL in vivo béng cach sir dung chudt chuyén
gen HLA-A0201

Hop chét c6 cong thirc (8) duoc téng hop trong vi du 9 dugc dénh gia vé
kha nang cam ung CTL béang thir nghiém cam tmg CTL in vivo béng cach sir dung
chudt chuyén gen HLA-A0201. Hop chét c6 cong thirc (8):

(llRl\/IFPNAPYL (8)

CNKRYFKLSHLQMHSRK

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, cu thé 14, hop chét cta cong thic
(1) da dé cap o trén, trong do6 peptit khang nguyén ung thu A 1a RMFPNAPYL
(SEQ ID NO: 2) va peptit khing nguyén ung thw C 1a
CNKRYFKLSHLQMHSRK(SEQ ID NO: 22). RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2) 1a
peptit WT1 duoc gioi han béi HLA-A0201, va CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ
ID NO: 22) 14 peptit WT1 duge giéi han boi MHC 16p II (14, peptit hd trg).

Chudt chuyén gen HLA-A0201 d& dugc mo ta trong cdc vi du thr nghiém
2vas.

C6 hay khong viéc str dung hop chét c6 cong thic (8) din dén su cam tng
CTL dic hidu déi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2) va céc té bao phan tng véi peptit
hd tro dugc danh gia dua trén viéc do sy san sinh [FNy bdi viée tai kich thich, b%lng
peptit (SEQ ID NO: 2, 22), clia té bao lich c6 ngudn gde tir chudt da néu & trén
duoc sir dung véi hop chét c6 cong thic (8). Ngoai ra, céc té bao léch cb ngudn
gdc tir chudt dd néu & trén duoc sir dung voi hop chét c6 cong thirc (8) va céc té

bao lach c6 ngudn gbe tir chudt d& néu & trén duge st dung voi hop chat dugc thé
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hién boi SEQ ID NO: 2 duogc tai kich thich bang peptit (SEQ ID NO: 2), va cac sd
lwong té bao san sinh IFNy duoc so sanh.

Cu thé 13, peptit duoc thé hién bai SEQ ID NO: 2 duge hoa tan trong nudc
dé tiém & murc 6mg/ml, va duge nhil tvong hoa bang cach tron véi duong lugng ta
chét Freund khong hoan toan (IFA). Peptit duoc nhil twong hoa duge st dung 6 2
vi trf tai gbc dudi cia chudt & mire 150ug/vi tri. Hop chét c6 cong thire (8) dugc
hoa tan trong nudc dé tiém (18mg/ml), va dugc nhil tuong héa bang cach tron véi
duong lugng ta chét Freund khéng hoan toan (IFA). Hop chét duogc nhii twong héa
duoc st dung & 2 vi tr tai gbc dudi ctia chudt & mace 450 pg/vi tri. S6 lugng phan
tr cua peptit SEQ ID NO: 2 duogc chira trong lidu cta hop chét c6 cong thirc (8)
trén mdt con chudt duge diéu chinh d8 can bang vdi sd lugng phén tir clia peptit
SEQ ID NO: 2 dugc chura trong lidu trén chudt. Sau mét tudn, con chudt nay dugce
lam chét mét cach nhe nhang bing khi CO,, 14 lach dugc c6 1ap, va cac té bao lach
duoc didu ché. Bb kit dung cho thir nghiém ELISPOT IFNy dugc st dung dé do su
san sinh TFNy. Mot ngay trude khi didu ché t bao lach, dia ELISPOT dugc xt ly
bing khang nguyén khang IFNy chudt, va dugc khoa béng moi trudng RPMI1640
chira 10% FBS & ngay tiép theo. Céc t& bao lach c6 ngudn gde tir chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc cly vao dia & mirc 0,25x10° céc té bao/ld hodc 0,5x10° cc te
bao/1d trén dia ELISPOT duoc khoa. Peptit (SEQ ID NO: 2, 22) dugc hoa tan
trong DMSO & mirc 40mg/ml, va con dugc pha lodng bang mdi trudng RPMI1640
chira 10% FBS & miic 40mg/ml. Peptit dugc pha lodng nay (SEQ ID NO: 2, 22)
duoc bd sung vao cac t& bao lach c6 ngudn goc tir chudt chuyén gen HLA-A0201
& ndng do cudi 1a 10mg/ml. Céc té bao lach dugc bd sung véi peptit duge nudi cy
trong khoang 20 gi&r & 37°C, 5% CO,, nho d6 su téi kich thich peptit in vitro dugc
thuc hién. Sau khi dugc nuoi céy, dich ndi duge loai bo, va dia ELISPOT dugc cho
phép phat trién mau theo giao thirc dinh kém. S8 lugng cac diém ma phat trién mau
duoc do bang méy phan tich diém mién dich (do C.T.L. san Xuét).

Céc két qua ctia thtr nghiém ELISPOT IFNy st dyng chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc thé hién trén c4c Fig.7 va 8.

Trén cac Fig.7 va 8, truc tung thé hién sd luong cac té bao ma phén Ung

trong té€ bao duoc cdy vao dia, va truc hoanh thé hién hop chat hosc peptit dugc sir
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dung cho con chu6t nay. Trén Fig.7, thanh mau den thé hién céc két qua nudi cay
clia céc té bao lach c6 ngudn gde tir chudt chuyén gen HLA-A0201 trong khi dugc
xung dong bang peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2, va thanh mau tring thé
hién céc két qua nudi cdy ma khong c6 sy xung dong. Tuc 14, sy khac bigt vé céc
gid tri cia thanh mau den va thanh mau tring thé hién s6 luong peptit dic hiéu
CTL, va riing viée st dung peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 hodc hop chét
c6 cong thic (8) dan dén su cam tng CTL dic hiéu dbi véi peptit duoc thé thién
béi SEQ ID NO: 2 in vivo trong con chudt nay. Trén Fig.7, gid tri cua thanh mau
trang khong dugc phat hién. Diéu ndy c6 nghia la cac té bao lach cua chudt bién
dbi gen HLA-A0201 hoan toan khéng phén tmg ma thiéu su xung dong véi peptit
dich. Két qua cta thi nghiém nay 13, sw san sinh [FNy dgc hiéu ddi véi peptit duoc
thé thién béi SEQ ID NO: 2 dugc phét hién trong céc té bao lach co ngué)n géc tr
chudt chuyén gen HLA-A0201. Ngoai ra, trén Fig.7, sd luong cac té bao san sinh
IFNy dac hiéu dbi véi peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 2, ma duge cam Ung
b&i vide sir dung hop chét cé cong thirc (8), 1a cao hon so vdi s6 lugng cée t€ bao
san sinh IFNy dac hiéu dbi véi peptit dugc cam ung bang céch st dung peptit dugc
thé thién boi SEQ ID NO: 2.

Trén Fig.8, ngoai ra, thanh mau den thé hién cac két qua nudi cdy clia cic
té bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 trong khi duoc xung
dong bang peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 22, va thanh mau tréng thé hién
céc két qua nudi cdy ma khong cé sy xung dong. Tuc 14, su khac bit v& cac gid tri
cia thanh mau den va thanh mau tring thé hién sd luong céc té bao phan ung lai
peptit, va rang viéc st dung hop chit c6 cong thirc (8) din dén sy cam tmg cta céc
éMQm@ﬁ%V&mmﬂ%ﬁqwmﬂém@m&SHNDNOQmem&mg
con chudt ndy, va viéc str dung peptit duoc thé hién béi SEQ ID NO: 2 khong cam
tmg duoc cac té bao phan tng véi peptit dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 22 in vivo
trong con chudt nay. Trén Fig.8, gid tri cia thanh mau tréng khong dugc phat hién.
Piéu nay c6 nghia 1 cac té bao lach cua chudt bién d6i gen HLA-A0201 hoan toan
khoéng phan tmg ma thiéu sy xung dong véi peptit dich.

T két qua & trén, rd rang rang hop chét c¢6 cong thirc (8) co thé cam tng

CTL dic hidu dbi véi peptit duoc thé thién bsi SEQ ID NO: 2 va céc té bao phan
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g voi peptit hd trg duoc thé thién béi SEQ ID NO: 22. Piéu nay rd rang goi ¥
rang hop chét c6 cong thirc (8) trai qua sy phan cét vé lién két disulfua va sy cét
mot cach thich hgp béi ERAP-1 ¢ chudt in vivo va thyc té 13 duoc xt 1y thanh cac
peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 2 va 22. Gia st rang sy cam ung clia cac té
bao phan tng véi peptit hd tro duoc thé thién béi SEQ ID NO: 22 dugc tao ra tlr
hop chét c6 cong thiic (8) mé rong sw cam tmg CTL dic hiéu dbi véi peptit duoc
thé thién béi SEQ ID NO: 2, va nhiéu té bao san sinh IFNy dic hiéu ddi véi peptit
duoc thé thién bai SEQ ID NO: 2 duoc phat hién, khi so sanh véi viéc sir dung hop
chét duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2.

Tace 13, 1 rang rang hop chét c6 cong thic (8), ma 13 mot phuong an cua
hop chét theo sang ché, 1a thé lién hop trong d6 hai loai peptit tao ra su lai ghép
thong qua lién két disulfua dugc thé hién trong cong thirc (1), va 1a khdng nguyén
peptit WT1 ung thu vécxin lién hop ma trong thuc té c6 thé cam ung cac CTL va
céc té bao phan tng lai peptit hd trg in vivo.

Vidu 10

Bing phuong phap tuong ty nhu phuong phép trong vi du 1, cdc hop chét
twong tmg (cac thé lién hop) c6 cong thirc (9) dugce tdng hop. Bang 61 thé hién cac
két qua ctia phép ghi phd khéi luong. (Trong mdi cong thirc, lién két gitta CvaC 1a
lién két disulfua.)

Béang 61
, : hép ghi phd | phép ohi phé
- , £ A ¢p ghi pho
38 V1| cong thire cau tao ?h%gong %(?111 1.C- Ehm lugng:
| ESUMS m/z | Puoe tinh
CALLPRVPST
10 | CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG |9 %1\145+13=?_I]3+ 1152,0

Vi du tham chiéu 8 - 9
Bing phuong phap tuong tu nhu phuong phép trong vi du 2, cdc peptit
chira céc trinh tu axit amin dugc thé thién boi cac SEQ ID NO: 238 — 239 dugc
téng hop. Cac két qua ctia phép ghi phd khéi lugng duoc thé hién trong bang 62.
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Do céc peptit di duge mo ta trong bang nay khong phai 1a hgp chét theo sang ché,

nén ching dugc thé hién dudi dang cac vi du tham chiéu.

Bang 62
, pggpk%& hép ghi pho
(Sig V1 | trinh ty axit amin IS\IEOQ ID | fyong:LC- F ho1 lugng:
. ESI/MS Pugc tinh
m/Z
RMFPNAPYLCYTWNQMN 1132,2
s IR 238 |{nismp | 11323
CYTWNQMNLRMFPNAPY 1133,0
9 I 239 [M+2H] 1132,3

Céac vi dy tham chiéu 10 - 11

Bing phuong phap twong ty nhu phuong phap trong vi du 2, céc peptit
chira c4c trinh tu axit amin dugc thé thién béi cac SEQ ID NO: 240 - 241 duogc
tdng hop. Cac két qua clia phép ghi phé khéi luong duoc thé hién trong bang 63.
Do céc peptit d3 duge md ta trong bang nay khong phai 1a hop chét theo sang ché,

nén ching duoc thé hién dudi dang cac vi du tham chiéu.

Bang 63
SO vi phép ghi phép ghi phd
SEQID 5 khéi ..
du trinh ty axit amin Q pho khoi khoi lugng:
tham NO: luong:LC- )
. Puoc tinh

chiéu ESI/MS m/
RMFPNAPYLGGGGGGCYT 1303,7

10 240 L. | 1303,5
WNQMNL [M+2H]
CYTWNQMNGGGGGGRMF 1303,0

11 241 .. | 13035
PNAPYL [M+2H]
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Céc peptit dugc thé hién & bang 63 dugc tdng hop bing cach vién dan dén
tai liéu phi sang ché, Cancer Science January 2012, Vol. 103, no. 1, 150-153.
Vi du thtr nghiém 7
Thir nghiém d6 én dinh ciia thé lién hop va hdn hop vécxin
bude 1

Thé lién hop (cong thic s6 (6)) (2,4 mg) duogc hoa tan trong 120uL nude
dé tiém va duoc bao quéan trong diéu kién tao mau & nhiét do trong phong.
budc 2

Peptit duogc thé thién boi SEQ ID NO: 2 (1,1 mg) dugc hoa tan trong
180uL nudce dé tiém, 123pL ctia n6 duge sir dung dé hoan tan peptit dugc thé thién
béi SEQ ID NO: 24 (1,3 mg), va dung dich dugc bao quan trong didu kién tao mau
& nhiét do trong phong lam hdn hop vécxin.
bude 3

Céc dung dich (2,5uL) thu duge & bude 1 va bude 2 duge pha loang véi
nuée dé tiém (S0uL) va duge phan tich HPLC (céc didu kién phén tich dugc the
hién & dudi), va ty 1é phan trim ham lugng cia thé lién hop va peptit trong dung
dich dang nuéc duoc do véi gié tri dién tich ngay sau khi bét dau viéc bao quan 1a
100%. T 18 phan tram ham luong ctia thé lién hop duoc thé hién trong bang 64, va
ty 1& phén tram ham luong ctia mdi peptit trong hon hop vécxin duoc thé hién trong
bang 65.
céc diéu kién phan tich
bom: UFLC do Shimadzu san xuét
cdt: Kinetex 2,6u C18 100A 3,0 mm i.d. x 75 mm
pha di dong: DUNG DICH A; 0,1% TFA nuéc, DUNG DICH B; 0,1% TFA
dung dich axetonitril
nhiét d6 cot: 40°C
tdc d6 dong: 1ml/phit
d6 dai bude séng phat hién: UV 220, 254nm (phat hién do dai budc song 2)

thé tich tiém mau: 10uL
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Bang 64
thoi gian tréi | S8 cong thire. (6) ty 16 phan trim
qua ham Iuong (%)
1 ngay 107
2 tudn 96
Bang 65
thoi gian trdi | SEQ ID NO: 2 ty 18 phan tram | SEQ ID NO: 24 ty 1¢ phan
qua ham lugng (%) tram ham luong (%)
1 ngay 97 65
1 tudn 99 9
2 tudn 94 6

Trong vi du thir nghiém 7, thé lién hop c6 cdng thitc s (6) chira 96% hop
chét c6 cong thirc (6) & thoi diém 2 tudn tir khi didu ché dung dich. Nguoc lai,
trong dung dich duoc trén gitta SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 24, ma la hdn hop
vécxin, ty 18 phan tram ham lugng ctia SEQ ID NO: 24 giam xubng mirc 65% &
thoi diém 1 ngay trdi qua, va xubng 6% 2 tudn sau. Céc két qua nay thé hién rang
thé lién hop dugc bdo quan trong hinh thanh ¢ dang dung dich dang nudc 1a 6n
dinh hon hdn hop vécxin duge bdo quan trong céc diéu kién tuong tu.

Vi du thtr nghiém 8

Dénh gid kha nang cam tmg CTL in vivo bang céch sir dung chuot chuyén
gen HLA-A0201

Hop chét c6 cong thirc (7) dugce téng hop trong vi du 8 duge danh gia vé
kha niing cam tmg CTL béi thtr nghiém cam tmg CTL in vivo béang cach sir dung
chudt chuyén gen HLA-A0201. Hop chét c6 cong thire (7):

CI)RM FPNAPYL

7
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (7

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, cu thé 13, hop chét cua cong thic
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(1) da @& cap & trén, trong d6 peptit khang nguyén ung thu A la RMFPNAPYL
(SEQ ID NO: 2) va peptit khéng nguyén ung thu C 1la
CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23). RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2)
1a peptit WT1 duogc gi6i han boi HLA-A0201, va CNKRYFKLSHLQMHSRKH
(SEQ ID NO: 23) 1a peptit WT1 dugc gidi han bsi MHC 16p II (13, peptit ho tro).

Chudt chuyén gen HLA-A0201 1a nhu di dugc mo ta trong cdc vi dy thu
nghiém 2 va 5.

C6 hay khong viéc st dung hop chét ¢ cong thirc (7) din dén su cam Ung
CTL dic hiéu d6i véi peptit dich (SEQ ID NO: 2) va céc t€ bao phan (g véi peptit
hd tro (SEQ ID NO: 23) dugce danh gid dua trén viéc do su san sinh IFNy bdi viéc
t4 kich thich, bing peptit (SEQ ID NO: 2, 23), cta t& bao lich c6 ngudn goc tir
chuét da néu & trén duge st dung véi hop chét c6 cong thic (7). Ngoai ra, cac té
bao lach c6 ngudn gbc tir chudt d néu & trén dugc st dung voi hop chét c6 cong
thire (7) va céc t& bao lach ¢6 ngudn gdc tir chudt d& néu & trén dugce sir dung voi
hop chit duoc thé hién bdi SEQ ID NO: 2 duge tai kich thich bang peptit (SEQ ID
NO: 2), va cac s6 luong té bao san sinh IFNy dugc so sanh.

Cu thé 13, peptit dugc thé hién boi SEQ ID NO: 2 dugc hoa tan trong nude
dé tiém & muc 6mg/ml, va dugc nhil tuong hoa bang céach tron véi duong luong ta
chit Freund khong hoan toan (IFA). Peptit duoc nhil tuong héa duge st dung 62
vi trf tai gdc dudi ctia chudt & muc 150 pg/vi tri. Hop chét c6 cong thie (7) duoc
hoa tan trong nudc dé tiém (19mg/ml), va dugc nhil twong hoa bang cach tron véi
duong luong ta chét Freund khong hoan toan (IFA). Hop chét dugc nhii twong hoa
duoc st dung ¢ 2 vi tri tai gbc dudi ctia chudt & murc 475pg/vi tri. Sé luong phan tir
ctia peptit SEQ ID NO: 2 dugce chira trong lidu ctia hop chét c6 cong thic (7) trén
mdt con chudt duoc diéu chinh d8 can bang vai sb lugng phan tr ciia peptit SEQ
ID NO: 2 duoc chira trong lidu trén chudt. Sau mot tudn, con chudt nay duoc lam
chét mot cach nhe nhang bing khi CO,, 14 lach dugc cd lap, va céc t€ bao lach
duoc diéu ché. Bo kit dung cho thir nghiém ELISPOT IFNy dugc st dung dé do sur
san sinh TFNy. Mot ngay trude khi didu ché t€ bao lach, dia ELISPOT dugc xi Iy
bang khang nguyén khang IFNy chudt, va dugc khoa bang moi truong RPMI1640

chira 10% FBS ngay tiép theo. Cac t& bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen
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HLA-A0201 duoc ciy vao dia & mirc 0,25%10° cac té bao/ld hodc 0,5x10° cac 1
bao/1d trén dia ELISPOT duoc khoa. Peptit (SEQ ID NO: 2, 23) duoc hoa tan
trong DMSO & mirc 40mg/ml, va con dugc pha loang béng mdi trudng RPMI1640
chtra 10% FBS & murc 40mg/ml. Peptit duge pha lodng nay (SEQ ID NO: 2, 23)
duoc bd sung vao cac té bao lach c6 ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA-A0201
& ndng do cudi 1a 10mg/ml. Cac t& bao lach duoc bd sung véi peptit duoc nudi cy
trong khoang 17 gid & 37°C, 5% CO,, nho d6 sy téi kich thich peptit in vitro duoc
thuc hién. Sau khi dugce nuéi cdy, dich ndi dugc loai bo, va dia ELISPOT dugce cho
phép phat trién mau theo giao thitc dinh kém. S lugng cac diém ma phat trién mau
duoc do biang may phan tich diém mién dich (do C.T.L. san xuét).

Céac két qua cua thir nghiém ELISPOT IFNy sir dung chudt chuyén gen
HILA-A0201 dugc thé hién trén cac Fig.9 va Fig.10. Trén céac Fig.9 va Fig.10, tryc
tung thé hién sd luong cac té bao ma phéan ting trong té bao duoc cy vao dia, va
truc hoanh thé hién hop chét hodc peptit duge st dung cho con chudt nay. Trén
Fig.9, thanh mau den thé hién cac két qua nudi ciy ctia cac té bao lach c6 ngudn
gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 trong khi dugc xung dong béang peptit duoc
thé thién béi SEQ ID NO: 2, va thanh mau tring thé hién cic két qua nuéi cay ma
khong c6 sy xung dong. Tuc 13, su khac biét vé cac gid tri ctia thanh mau den va
thanh mau tréng thé hién s luong peptit dic hiéu CTL, va rang viéc sir dung peptit
duge thé thién boi SEQ ID NO: 2 hogic hop chat c6 cong thire (7) din dén sy cam
ung CTL déc hiéu dbi véi peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 in vivo trong
con chudt nay. Trén Fig.9, gid tri ctia thanh mau tréing khong duoc phét hién. Picu
ndy c6 nghia 1a céc t bao lach cta chudt bién doi gen HLA-A0201 hoan toan
khong phan tmg ma thiéu sy xung dong véi peptit dich. Két qua ctia thir nghiém
ny 13, sw san sinh IFNy déc hiéu d6i véi peptit duge thé thién boi SEQ ID NO: 2
dugc phat hién trong cac t& bao lach c6 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-
A0201. Ngodi ra, trén Fig9, sb luong céc té bio san sinh IFNy ddc hiéu déi voi
peptit dugc thé thién bai SEQ ID NO: 2, ma duge cam tng boi viée st dung hop
chét co cong thirc (7), 1a cao hon so véi s luong céc té bao san sinh IFNy dic hiéu
dbi véi peptit duge cam mg bang cach st dung peptit dugc thé thién béi SEQ ID
NO: 2.
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Trén Fig.10, ngoai ra, thanh mau den thé hién cac két qua nudi chy clia cac
t& bao lach c6 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-A0201 trong khi dugc xung
dong béng peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 23, va thanh mau tréng thé hién
céc két qua nudi cdy ma khong cé su xung dong. Tuc 13, sy khic biét vé céc gia tri
cta thanh mau den va thanh mau tréng thé hién sb luong céc t& bao phan tng lai
peptit, va rang viéc sir dung hop chét c6 cong thie (7) dan dén sy cam Ung clia céc
té bao phan tmg voi peptit hd tro duoc thé thién béi SEQ ID NO: 23 in vivo trong
con chudt nay, va viéc str dung peptit duoc thé hién bai SEQ ID NO: 2 khong cam
ung dugc cac té bao phan tmg véi peptit dugc thé thién bai SEQ ID NO: 23 in vivo
trong con chudt nay. Trén Fig.10, gid tri cua thanh mau trang khong dugc phat hién.
Piéu ndy c6 nghia la cac té bao lach ctia chudt bién ddi gen HLA-A0201 hoan toan
khong phan tng ma thiéu su xung dong véi peptit dich.

Tir két qua & trén, 13 rang réng hop chét co cong thic (7) c6 thé cam tmg
CTL dic hiéu dbi voi peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 va cée té bao phan
g v6i peptit hd trg dugc thé thién bai SEQ ID NO: 23. Piéu nay 16 rang goi ¥
rng hop chét cé cong thirc (7) trai qua sy phén cht v& lién két disulfua va sur cét
mot cach thich hop béi ERAP-1 ¢ chudt in vivo va thuc té 1a duoc xtr Iy thanh céc
peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 2 va 23. Gia st rdng sy cam Ung cla cac 8
bao phan tmg v6i peptit hd trg duge thé thién boi SEQ ID NO: 23 dugc tao ra tir
hop chét c6 cdng thiic (7) mé rong sy cam tmg CTL ddc hiéu doi v6i peptit duge
thé thién bai SEQ ID NO: 2, va nhiéu té bao san sinh IFNy dic hiéu dbi voi peptit
duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2 duoc phat hién, khi so sanh vai viée st dung hop
chét duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2.

T 13, 16 rang réng hop chit c6 cong thirc (7), ma 12 mot phuong 4n cla
hop chit theo sang ché, 1a thé lién hop trong d6 hai loai peptit tao ra su lai ghép
thong qua lién két disulfua dugc thé hién trong cong thic (1), va la khang nguyén
peptit WT1 ung thu vécxin lién hop ma trong thuc té ¢6 thé cam ung cac CTL va
céc té bao phan tng lai peptit hd trg in vivo.

Vi du thir nghiém 9

DPanh gia kha nang cam tmg CTL in vivo béang cach str dung chudt chuyén

gen HLA-A0201
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Hop chét c6 cng thirc (9) duoc tdng hop & vi du 10 dugc danh gié vé kha
ning cam tmg CTL boi thir nghiém cam tmg CTL in vivo bang céch str dung chudt
chuyén gen HLA-A0201. Hop chét c6 cong thirc (9):

CALLPAVPSL

I 9
CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG ©)

trong do lién két gitta C va C 1 lién két disulfua, cu thé 13, hop chét ctia cong thiic
(1) d& dé cap & trén, trong d6 peptit khdng nguyén ung thu A la ALLPAVPSL
(SEQ ID NO: 5) va peptit khang nguyén ung thu C 1a
CNKRYFKLSHLQMHSRKHG (SEQ ID NO: 24). ALLPAVPSL (SEQ ID NO:
5) 1a HLA-A0201 va peptit WT1 dugc giéi han boi HLA-A2402, va
CNKRYFKLSHLQMHSRKHG (SEQ ID NO: 24) la peptit WT1 dugc gidi han boi
MHC 16p 1I (13, peptit hd trg).

Chudt chuyén gen HLA-A0201 d3 dugc mo ta trong cac vi du thir nghiém
2vas.

C6 hay khong viéc str dung hop chit ¢ cong thirc (9) dan dén sy cam tng
CTL dic hidu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 5) va cac té bao phan tmg véi peptit
hd tro (SEQ ID NO: 24) dugc danh gid dva trén viéc do su san sinh IFNy béi viée
4 kich thich, bing peptit (SEQ ID NO: 5, 24), cta t& bao lach co ngudn gdc tir
chudt da néu & trén dugc st dung véi hop chét c6 cong thire (9). Ngoai ra, cac té
bao lach ¢ ngudn gdc tir chudt d& néu & trén duoc sir dung vdi hop chét c6 cong
thirc (9) va céc té bao lach c6 ngudn gdc tir chudt da néu ¢ trén dugce st dung voi
hop chét dugrc thé hién bdi SEQ ID NO: 5 duge téi kich thich bang peptit (SEQ ID
NO: 5), va céc s6 lugng t& bao san sinh IFNy dugc so sanh.

Cu thé 13, peptit duoc thé hién bsi SEQ ID NO: 5 dugc hoa tan trong nude
dé tiém & mirc 6mg/ml, va dugc nhil tuong hda béng cach tron v6i duong lugng ta
chit Freund khong hoan toan (IFA). Peptit dugc nhil twong héa nay dugc st dung
cho 2 vi trf tai gbc dudi ctia chudt & mirc 150pg/vi tri. Hop chét c6 cong thirc (9)
duoc hoa tan trong nudc dé tiém (23,6mg/ml), va duoc nhil tvong héa béng céch
tron voi duong lugng ta chét Freund khong hoan toan (IFA- incomplete Freund’s
t4 chat). Hop chit duoc nhil tuong hoa dugce st dung & 2 vi tri tai gbc dudi cua

chudt & mirc 590ug/vi tri. Sé luong phan tir cua peptit SEQ ID NO: 5 duge chira
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trong liéu ctia hop chét c6 cong thic (9) trén mot con chudt duge diéu chinh dé can
biang véi s6 luong phan tir cta peptit SEQ ID NO: 5 duge chia trong lidu trén
chudt. Sau mot tudn, con chudt nay duoc lam chét mot cach nhe nhang béng khi
CO,, 14 lach duoc c6 1ap, va cac té bao lach duoc didu ché. BS kit ding cho thr
nghiém ELISPOT IFNy duoc st dung dé do su san sinh IFNy. Mot ngay trude khi
didu ché t& bao lach, dia ELISPOT dugc xir ly bing khang nguyén khang IFNy
chudt, va duge khoa bang méi truong RPMI1640 chira 10% FBS & ngay tiép theo.
Céc t& bao lach c6 ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 duoc cly vao dia &
mirc 0,25%10° cac té bao/1d hodc 0,75x10° cac t€ bao/1d trén dia ELISPOT dugc
khéa. Peptit (SEQ ID NO: 5, 24) dugc hoa tan trong DMSO 6 muc 40mg/ml, va
con duoc pha lodng bing modi truong RPMI1640 chira 10% FBS & muc 40mg/ml.
Peptit dugc pha lodng nay (SEQ ID NO: 5, 24) dugc bd sung vao céc té bao lach
c¢6 ngudn gbe tlr chudt chuyén gen HLA-A0201 & ndng d6 cudi 12 10mg/ml. Cac té
bao lach dugc bd sung véi peptit duge nudi cdy trong khoang 17 gid & 37°C, 5%
CO,, nhd d6 sy tai kich thich peptit in vitro duge thyuc hién. Sau khi duoc nuoi céy,
dich ndi dugc loai bé, va dia ELISPOT dugc cho phép phét trien mau theo giao
thirc dinh kém. S6 luong cac diém ma phat tridén mau duge do bing may phan tich
diém mién dich (do C.T.L. san xuét).

Céac két qua ctia thir nghiém ELISPOT IFNy sir dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 duoc thé hién trén cac Fig.11 va 12. Trén céc Fig.11 va 12, truc tung
thé hién sb lugng cac té bao ma phan mg trong t& bao duoc cly vao dia, va truc
hoanh thé hién hop chit hodc peptit dugc st dung cho con chudt ndy. trén Fig.11,
thanh mau den thé hién céc két qua nudi cdy clia cac té bao lach c6 ngudn gdc tir
chudt chuyén gen HLA-A0201 trong khi dugc xung dong béng peptit dugc thé
thién bdi SEQ ID NO: 5, va thanh mau tréng thé hién cac két qua nudi cdy ma
khong c6 su xung dong. Tuc 1, su khac biét vé cAc gid tri clia thanh mau den va
thanh mau tréng thé hién s6 luong peptit dic hiéu CTL, va rang viéc str dung peptit
duoc thé thién bdi SEQ ID NO: 5 hofic hop chét c6 cong thirc (9) dan dén sy cam
tmg CTL dic hiéu ddi véi peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 5 in vivo trong
con chudt nay. Trén Fig.11, gia tri ctia thanh mau trdng khong duge phét hién.

Diéu nay c6 nghia la cac t& bao lach ctia chudt bién ddi gen HLA-A0201 khéng
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phén tmg ma thiéu sy xung ddng véi peptit dich. Két qua cia thir nghiém nay 14, su
san sinh IFNy déc hiéu dbi voi peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 5 duge phat
hién trong cac t& bao lach c6 ngudn gde tlr chudt chuyén gen HLA-A0201. Trén
Fig.11, s6 luong céc té bao san sinh IFNy dic higu ddi v6i peptit dugc the thién b
SEQ ID NO: 5, ma dugce cam ung bdi viée st dung hop chét ¢ cong thie (9), 1a
cao hon so véi s luong céc té bao san sinh IFNy dac hiéu déi voi peptit duge cam
ting bing cach sir dung peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 5.

Ngoai ra, trén Fig.12, thanh mau den thé hién céc két qua nuoi cly cia cac
té bao lach c6 ngudn goc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 trong khi dugc xung
dong bang peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 24, va thanh mau tréng thé hién
céc két qua nuoi cay ma khong c6 sy xung dong. Ttc 13, sy khac biét vé céc gia tri
ctia thanh mau den va thanh mau tring thé hién sd luong cac té bao phan g lai
peptit, va rang viéc sit dung hop chét c6 cong thirc (9) dan dén sy cam mg cia céc
t& bao phan tmg véi peptit hd trg duge thé thién boi SEQ ID NO: 24 in vivo trong
con chudt nay, va viéc st dung peptit dugc thé hién boi SEQ ID NO: 5 khong cam
ung dugc cac té bao phan (mg voi peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 24 in vivo
trong con chudt nay. Trén Fig.12, gi4 tri cta thanh mau trng hau nhu khong phat
hién thiy. Diéu ndy c6 nghia la cac t& bao lach clia chudt bién dbi gen HLA-A0201
khéng phan ing ma thiéu sy xung dong véi peptit dich.

Tir két qua & trén, 1o rang rang hop chét c6 cong thire (9) c6 thé cam tmg
CTL dic hiéu dbi vé6i peptit dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 5 va CTL phéan tmg
v6i peptit hd tro dugc thé thién boi SEQ ID NO: 24. Diéu nay 10 rang goi ¥ rang
hop chét c6 cong thirc (9) trai qua sw phan ct v& lien két disulfua va su cat mot
cach thich hop bdi ERAP-1 & chudt in vivo va thyc té 14 duoc xir ly thanh céc
peptit dugc thé thién béi cac SEQ ID NO: 5 va 24. Gia st rang sy cam Ung cla cac
t& bao phan tmg vdi peptit hd tro dugc thé thién boi SEQ ID NO: 24 dugc tao ra tir
hop chét c6 cong thiic (9) mé rong sy cam tmg CTL ddc hiéu d6i véi peptit duoc
thé thién bsi SEQ ID NO: 5, va céc té bao san sinh IFNy déc hiéu doi véi peptit
duoc thé thién boi SEQ ID NO: 5 duge phat hién, khi so sanh véi viée st dung hop
chit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 5.

Tc 13, rd rang rang hop chét c6 cong thirc (9), ma la mot phuong én cua
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hop chét theo séng ché, 13 thé lién hop trong d6 hai loai peptit khac nhau tao ra su
lai ghép thong qua lién két disulfua duge thé hién trong cong thire (1), va 14 khang
nguyén peptit WT1 ung thu vécxin lién hop ma thuc té c6 thé cam tmg cac CTL va
céc t& bao phan tng lai peptit hd trg in vivo.
Vidu sosanh 1
DPanh gia kha ning cam tmg CTL in vivo bang cach st dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402

Hop chat c6 cong thie (5) dugce téng hop & vi du va peptit dugc thé thién
boi SEQ ID NO: 238 va 239 dugc tdng hop trong vi du tham chiéu 8 va 9 dugc
danh gi4 dbi véi kha ning cam Gng CTL béi thir nghiém cam tmg CTL in vivo
bing cach st dung chudt chuyén gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-
A2402. Hop chét c6 cong thitc (5):

CRMFPNAPYL

l ()
CYTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, 1a nhu da duoc mé ta trong vi du
thir nghiém 2. Peptit duoc thé thién bai cac SEQ ID NO: 238 va 239 la peptit mach
dai trong d6 RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2), ma 1a peptit WT1 dugc gidi han boi
HLA-A0201, va CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4), ma la peptit WTlduge gidi
han bdi HLA-A2402, dugc lién két boi lién két amit.

Chudt chuyén gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402 d3 dugc
md ta trong vi du thtr nghiém 2.

Co6 hay khong viéc st dung hop chét co cong thire (5) va peptit dugc thé
thién béi SEQ ID NO: 238, 239 din dén sw cam tng CTL dac hiéu ddi véi peptit
dich (SEQ ID NO: 2, 4) dugc danh gia dua trén viéc do sy san sinh IFNy bdi viée
t4i kich thich, bing peptit (SEQ ID NO: 2, 4), ctia t& bao lach ¢6 ngudn gdc tir
chudt da néu & trén dugc st dung vdéi hop chét c6 cong thire (5) va peptit duge thé
thién boi SEQ ID NO: 238, 2309.

Cu thé 13, hop chét c6 cong thirc (5) va peptit duoc the thién bodi cac SEQ
ID NO: 238, 239 mdi trong sd ching dugc hoa tan trong dimetyl sulfoxit (DMSO)

& mtrc 40mg/ml, con dugc pha loing bing nudc dé tiém & mic Smg/ml, va duoc
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nhil tuong hoa bing cach tron véi duong lugng ta chét Freund khong hoan toan
(IFA). Hop chét dugc nhil twong hoéa duoc st dung & 4 vi tri tai gbc dudi ciia chudt
& muc 250ug/vi tri. Sau mot tudn, con chudt ndy dugc 1am chét mot cach nhe
nhang bing khi CO,, 14 lach dugc c6 14p, va céc té bao lach dugc diéu ché. B kit
ding cho thir nghiém ELISPOT IFNy duogc st dung dé do sy san sinh IFNy. Mot
ngay trude khi didu ché té bao lach, dia ELISPOT dugc xir ly biang khang nguyén
khang IFNy chudt, va dugc khoa bang madi truong RPMI1640 chira 10% FBS ngay
tiép theo. Céc t& bao lach c6 ngudn gbc tir chuot chuyén gen HLA-A0201 dugc cly
vao dia & muc 0,25><106 cic té bao/1d, va cac té bao lach co ngu@)n géc tr chuot
chuyén gen HLA-A2402 dugc cdy vao dia & mic 1x10° cac té bao/1d, trén dia
ELISPOT dugc khéa. Peptit (SEQ ID NO: 2, 4) dugc hoa tan trong DMSO ¢ mtrc
40mg/ml, va con dugc pha lodng bang moi trudng RPMI1640 chia 10% FBS ¢
mirc 40 pg/ml. Peptit dugc pha lodng nay (SEQ ID NO: 2) dugc bd sung vao cac té
bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 & néng do cudi 1a
10pg/ml. Ngoai ra, peptit dugc pha lodng nay (SEQ ID NO: 4) duoc bd sung vao
céc té bao lach c6 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-A2402 & ndng do cubi 1a
10pg/ml. Céc t& bao lach dugc bd sung véi peptit duge nudi cay trong khoang 18
gid & 37°C, 5% CO,, nho d6 thuc hién sy tai kich thich peptit in vitro. Sau khi
dugc nudi cdy, dich ndi duoc loai bé, va dia ELISPOT dugc cho phép phat trién
mau theo giao thirc dinh kem. S6 luong cac diém ma phat trién mau duoc do bang
may phéan tich diém mién dich (do C.T.L. san Xuét).

Céc két qua cta thtr nghiém ELISPOT IFNy bang cach st dung chudt
chuyén gen HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.13, va cac két qua cta thir nghiém
ELISPOT IFNy bang céach st dung chudt chuyén gen HLA-A2402 dugc thé hién
trén Fig.14.

Trén mdi Fig truc tung thé hién sd luong cac té bao ma phéan mg trong 8
bao dugc cy vao dia. Trén Fig.13, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién cac
két qua ctia viéc nudi cy céc té bao lach co ngudn gde tlr chudt chuyén gen HLA-
A0201 véi su xuét hidn hogic thiéu véng peptit dich dugc thé hién boi SEQ ID NO:
2, va trén Fig.14, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién céc két qua cua viéc

nudi cly cac té bao lach co ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA-A2402 véi su
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xuét hién hodc thiéu Véng peptit dich dugc thé hién bai SEQ ID NO: 4. Tuc 13, sy
khc biét v& céc gid tri clia thanh mau den va thanh mau tréing thé hién sb luong doi
twong, mdi peptit dic hiéu CTL dugc cam tmg trong con chudt in vivo bang viéc
sir dung hop chat c6 cong thirc (5) va peptit duoc thé thién bsi SEQ ID NO: 238,
239.

Trén mdi Fig gia tri cua thanh mau trang khong duge phat hién. Diéu nay
c6 nghia la cac t& bao lach ctia chudt chuyén gen tuong (mg hoan toan khong phan
ung véi su xuét hién cia peptit dich. Két qua ctia thir nghiém nay 13, s san sinh
IFNy dic hidu déi véi peptit dich dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 2 dugc phét hién
trong té bao lach c6 ngudn gbe tlr chudt chuyén gen HLA-A0201 dugc sir dung voi
hop chit ¢6 cong thic (5), va su san sinh IFNy déc hiéu dbi voi peptit dich dugc
thé thién bdi SEQ ID NO: 4 dugc phét hién trong té bao lach c6 ngudn gbe tir
chudt chuyén gen HLA-A02402 dugc st dung voi hop chét c6 cong thire (5). Mt
khac, trong khi san sinh IFNy dic hi¢u d6i voi peptit dich dugc thé thién boi SEQ
ID NO: 2 dugc phat hién trong t& bao lach c6 ngudn gbe tir chuot chuyén gen
HIL.A-A0201 duoc st dung véi peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 238; tuy
nhién, khi so sanh véi cac t& bao lach c6 ngudn gbc tlr chudt chuyén gen HLA-
A2402 duoc sir dung véi hop chét ¢6 cong thtc (5), s lugng ctia né 1a rat nho. Su
san sinh [FNy dic hidu dbi véi peptit dich duoc thé thién bsi SEQ ID NO: 4 duoc
phat hién trong t& bao lach c6 ngudn gde tlr chudt chuyén gen HLA-A2402 dugc
str dung vai peptit dugc thé thién bai SEQ ID NO: 238. Trong khi san sinh I[FNy
diic hidu dbi véi peptit dich dugc thé thién boi SEQ ID NO: 2 dugc phat hién trong
" & bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 duoc st dung voi
peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 239; tuy nhién, khi so snh v6i cac t& bao
lach ¢6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 dugc sir dung v6i hop chét co
cong thuc (5), sd luong ctia né 1a nhé. Viée san sinh IFNy dac hiéu dbi véi peptit
dich dugc thé thién béi SEQ ID NO: 4 duoc phat hién trong t& bao lach co nguén
gbc tir chudt chuyén gen HLA-A2402 duoc st dung voi peptit SEQ ID NO: 239.

Tirdé,hqpchétcécéngth&c(5)&woséngchérﬁréngcéthécénlﬁngrnét
céch hidu qua CTL dic hiéu d6i voi peptit duoc thé thién bsi SEQ ID NO: 2 va
CTL dic hiéu déi véi peptit duge thé thién bsi SEQ ID NO: 4. Mt khéc, peptit
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mach dai dugc thé thién béi céc SEQ ID NO: 238, 239 ¢6 thé khong cam (g mot
céch hidu qua ca CTL dic hiéu di voi peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 2 va
CTL dic hiéu déi véi peptit dugc thé thién bdi SEQ ID NO: 4.
Vi du so sanh 2

DP4nh gia kha ning cam tng CTL in vivo bing cach st dung chudt chuyén
gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402

Hop chat c6 cong thie (5) duge tdng hop & vi du va cac peptit duoc thé
thién bai cac SEQ ID NO: 240 va 241 dugc tdng hop trong céc vi du tham chiéu
10 va 11 dugc danh gid vé kha ning cam tmg CTL béang thir nghiém cam tng CLT
in vivo sir dung chuot chuyén gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402.
Hop chét ¢6 cong thic (5):

(ERMFF’NAPYL
CYTWNQMNL

(5)
trong d6 lién két gitta C va C 14 lién két disulfua, d& duoc md ta trong vi du thir
nghiém 2. Peptit dugc thé thién boi cac SEQ ID NO: 240 va 241 1a peptit mach dai
trong d6 RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2), ma la peptit WTI1 dugce gidgi han boi
HLA-A0201, va CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4), ma 1a peptit WT1 dugc gidi
han bdi HLA-A2402, dugc lién két boi lién két amit thong qua 6 glyxin lam dém
peptit.

Chu6t chuyén gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402 la nhu
da duoc chi ra trong vi du thtr nghiém 2.

C6 hay khong viéc sir dung hop chét c6 cong thire (5) va SEQ ID NO: 240,
241 peptit dugc thé thién béi din dén sy cam tmg CTL déc higu doi voi peptit dich
(SEQ ID NO: 2, 4) duoc danh gia dua trén viéc do su san sinh IFNy bdi viéc tai
kich thich, bang peptit (SEQ ID NO: 2, 4), ctia t& bao lach c6 ngudn gbe tlr chudt
d& néu & trén dugc st dung vdi hop chét c6 cong thire (5) va peptit dugc thé thién
bai SEQ ID NO: 240, 241.

Cu thé 13, hop chat c6 cong thirc (5) dugc hoa tan trong dimetyl sulfoxit
(DMSO) & mirc 80mg/ml, con dugc pha loéng bing nudc dé tiém & mirc 10mg/ml,

va duoc nhil twong hoa béng cach tron véi duong lugng ta chét Freund khong hoan
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toan (IFA). Hop chét duoc nhii twong hoéa duoc st dung & 2 vi tri tai gbc dudi ctia
chudt & mirc 500 pg/vi tri. Ngoai ra, cdc peptit duogc thé thién béi cac SEQ ID NO:
240, 241 dugc hoa tan trong dimetyl sulfoxit (DMSO) ¢ mirc 80mg/ml, con dugc
pha lodng bang nudc dé tiém & mtrc 11mg/ml, va duge nhil twong hoa bang cach
tron voi duong luong ta chét Freund khong hoan toan (IFA). Hop chét duoc nhii
twong hoa dugc str dung & 2 vi tri tai gbc dudi ctia chudt & mie 550 pg/vi tri. Sau
mot tudn, con chudt nay duoc lam chét mét cach nhe nhang béng khi CO,, 14 lach
duge ¢ lap, va cac t& bao lach duge diéu ché. Bo kit dung cho thir nghiém
ELISPOT IFNy duogc sir dung dé do su san sinh IFNy. Mot ngay trudc khi diéu ché
té bao lach, dia ELISPOT dugc xur ly bang khéng nguyén khang IFNy chudt, va
duoc khéa bing méi trudng RPMI1640 chita 10% FBS ngay tiép theo. Cac té bao
lach c6 ngudn gbe tlr chudt chuyén gen HLA-A0201 & mirc 0,25x10° c4c té bao/16
va céc t& bao lach c6 ngudn gbe tlr chudt chuyén gen HLA-A2402 & muc 1,5%10°
céc té bao/ld dugc cdy vao dia trén dia ELISPOT dugc khéa. Peptit (SEQ ID NO:
2, 4) duoc hoa tan trong DMSO ¢ mtic 40mg/ml, va con duge pha lodng bang moi
truong RPMI1640 chita 10% FBS ¢ muc 40mg/ml. Peptit dugc pha lodng nay
(SEQ ID NO: 2) duoc bd sung vao céc té bao lach c6 nguodn gdc tlr chudt chuyén
gen HLA-A0201 ¢ ndng d6 cudi 1a 10mg/ml. Ngoai ra, peptit duoc pha lodng nay
(SEQ ID NO: 4) duoc bd sung vao Cac té bao lach c6 ngudn gbe tir chudt chuyén
gen HLA-A2402 ¢ ndng do cudi 1a 10pg/ml. Céc té bao lach duoc bd sung véi
peptit dugc nudi cly trong khoang 17 gi¢  37°C, 5% CO,, nho d6 sy tdi kich thich
pepﬁthlvﬁn)dugcthuc}ﬂén.Saukhiduqcnuéicéy,dkﬁ1n5iduqcloaib6,védﬂ1
ELISPOT duoc cho phép phét trién mau theo giao thirc dinh kém. S6 luong céc
diém ma phat trién mau dugc do bang méy phan tich diém mién dich (do C.T.L.
sén xuét).

Céc két qua cua tht nghiém ELISPOT IFNy bang cach st dung chudt
chuyén gen HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.15, va cac két qua ctia thir nghiém
ELISPOT IFNy bang céch st dung chudt chuyén gen HLA-A2402 dugc thé hién
trén Fig.16.

Trén mdi Fig truc tung thé hién s6 luong céc té bao ma phéan Ung trong té

bao duoc cly vao dfa. Trén Fig.15, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién céc
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két qua ctia viéc nudi cy céc té bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-
A0201 v6i su xuét hién hoic thidu véng peptit dich dugc thé hién bsi SEQ ID NO:
2, va trén Fig.16, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién céac két qua cia viéc
nudi cdy céc té bao lach co ngudn goc tlr chudt chuyén gen HLA-A2402 véi sy
xuit hién hodc thiéu ving peptit dich dugc thé hién boi SEQ ID NO: 4. Tic 13, sy
khéc biét v& cAc gié tri ctia thanh mau den va thanh mau tréng thé hién s6 luong doi
tuong, mdi peptit dic hiéu CTL dugc cam tng trong con chudt ndy in vivo bdi viée
str dung hop chit cé cong thirc (5) va céc peptit duoc thé thién boi cac SEQ ID
NO: 240, 241.

Trén mdi Fig gi4 tri ciia thanh mau tréng khong dugc phét hién. Diéu nay
c6 nghia 13 céc té bao lach cua chudt chuyén gen twong tmng khong phan ung véi sy
xuét hién cua peptit dich. Két qua ctia thir nghiém nay 13, su san sinh IFNy dic hi¢u
d6i voi peptit dich dugc thé thién béi SEQ ID NO: 2 dugc phét hién trong té bao
lach ¢6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 dugc sit dung véi hop chit c6
cong thic (5), va su san sinh IFNy dac hiéu d6i v6i peptit dich dugc thé thién boi
SEQ ID NO: 4 dugc phat hién trong t& bao lach c6 ngudn gde tir chudt chuyén gen
HILA-A2402 dugc st dung v6i hop chét c¢6 cong thirc (5). Mat khéc, sy san sinh
IFNy diic hiéu dbi vé6i peptit dich dugc thé thién boi SEQ ID NO: 2 14 cyc ky it
trong cac té bao lach c6 ngudn gbc tlr chudt chuyén gen HLA-A0201 dugce st dung
véi peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 240; tuy nhién, sy san sinh IFNy dac
hiéu dbi voi peptit dich duge thé thién béi SEQ ID NO: 4 dugc phat hién trong t€
bao lach c6 ngudn gde tir chudt chuyén gen HLA-A02402 dugc st dung véi hop
chét dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 240. Ngoai ra, sy san sinh IFNy ddc hiéu doi
v6i peptit dich duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2 1a cuc ky it trong céc té bao lach
¢6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 dugc sir dung véi peptit duoc thé
thién boi SEQ ID NO: 241. Trong khi san sinh IFNy dac hi€u d6i voi peptit dich
duge thé thién bdi SEQ ID NO: 4 duge phét hién trong té bao lach c6 ngudn goc tir
chuét chuyén gen HLA-A0201 dugc sir dung véi peptit duoc the thién boi SEQ ID
NO: 241; tuy nhién, khi so sénh véi céc té bao lach c6 ngudn gdc tir chudt chuyén
gen HLA-A2402 dugc st dung véi hop chét c6 cong thirc (5), sb lugng ctia né 1a
rat nho.
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Tir d6, hop chat c6 cong thire (5) theo sang ché 5 rang c6 thé cam tmg mot
cach hiéu qua CTL déc hiéu dbi véi peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 2 va
CTL dic hiéu dbi voi peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 4. Mat khéc, peptit
mach dai chira dém peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 240, 241 c6 thé khong
cam Umg mot cach hiéu qua ca CTL déic hiéu ddi v6i peptit duoc thé thién boi SEQ
ID NO: 2 va CTL déc hiéu dbi véi peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 4.

Vi du thtt nghiém 10

Peptit dugc tong hop trong vi du tham chiéu 3 va céc hop chét (cac thé lién
hop) dugc tbng hop trong cac vi du 6 va 9 duoc tién hanh do do hoa tan bang
phuong phap twong tu nhu phuong phép trong vi du thtr nghiém 3. Mbi d6 tan
duoc thé hién trong bang 66.

Bang 66
, SEQID
So vi du va .
, trinh tu axit amin or cong thic | NO: hoge  |pH 6,0 |pH7,4
sO vi du . o
z cau tao SO cong (mg/ml) | (mg/ml)
tham chiéu
thtrc
Vi du tham SEQID
> CNKRYFKLSHLQMHSRKH >1,0 0,712
chiéu 3 NO: 23
CIDRMFPNAPYL cong thtrc
idu6 >1,0 >1,0
Vi CSLGEQQYSV 3) ’ ’
, CIDALLPAVPSL cong thirc
Vidul0 | CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG | (9) >1,0- 10,565

Cacvidull -12

Céc peptit c6 c4c trinh ty axit amin 1a cac SEQ ID NO: 242 — 243 duoc
téng hop. Cac két qua ctia phép ghi phd khéi lugng duge thé hién trong bang 67.
Céc peptit d3 dugc mo ta trong bang 67 la cac hop chét theo sang ché.
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Bang 67
sé . phép ghi phd | phep ghi phd
EQID A . ..

vi | trinh ty axit amin NOQ khoi lugng: khoi lugng:

du ' LC-ESI/MS Puoc tinh
1923,5

11 CWAPVLDFAPPGASAYGSL | 242 I+ 1923,2
[M+H]
1923,6

12 | WAPVLDFAPPGASAYGSLC | 243 s 1923,2
[M+H]

Vidu 13

MBi hop chét (thé lién hop) c6 cong thic 10 duge tong hop bing phuong
phép tuong tu nhu phuong phép trong vi du 1. Cac két qua ctia phép ghi phd khdi
lwgng dugc thé hién trong bang 68, trong d6 lién két gitra C va C 1a lién két
disulfua.

Bang 68
Sb cong | phép ghi phd khéi phép ghi phd
vi | cong thic cAu tao thtc  |luong:LC-ES/MS | khéi lugng;
du No. m/Z Puroc tinh
13 ?RMFPNAPYL 10 1566,6 [M+2H]* 1566,8
CWAPVLDFAPPGASAYGSL

Vi du tham chiéu 12

MBi hop chét (thé lién hop) c6 cong thic 11 dugc tong hop bang phuong
phap twong tu nhu phwong phap trong vi du 1. Cac két qua ctia phép ghi phd khi
lugng duoc thé hién trong bang 69, trong do6 lién két gitta C va C 12 lién két
disulfua. Peptit d& dugc md ta trong bang khong phai la hop chét theo sang ché, va

do d6, n6 dugc md ta dudi dang vi du tham chiéu.

-121-



31268

Bang 69
, phép ghi phd |phép ghi
So vi du cong . .
. khoi lugng:  |pho khoi
tham cong thirc cau tao thirc
< LC-ESI/MS  |luong:
chiéu No.
m/z Pugc tinh
WAPVLDFAPPGASAYGSLC 10448
12 | 11 . 10449
CRMFPNAPYL [M+3H]
Vidu 14

Téng hop hop chét c6 cong thirc (12):
CRMFPNAPYL
CACYTWNQMNL (12)

ClINKRYFKLSHLQMHSRK

trong d6 lién két gifra C va C 1a lién két disulfua
bude 1. Téng hop Fmoc-Cys(Mmt)-Ala-SBn (Mmt is 4-Methoxytrityl)
(Téng hop Fmoc-C(Mmt)A-SBn)

Dung dich Fmoc-Cys(Mmt)-OH (4,80 g), N,N-diisopropyletylamin (2,56
ml), axit hexafluorophosphoric (benzotriazol-1-yloxy) tripyrrolidinophosphonium
(4,50g) va H-Ala-SBn dugc tdng hop bing phuong phap da biét (vi dy, tai liéu
Journal of Organic Chemistry, Vol. 64, No. 24 8761-8769) trong clorofom (20 ml)
dugc khudy & nhiét do trong phong trong khoang 1 gio. Hon hop phén Umg nay
duoc tinh ché bang phép sdc ky cot (dung mdi rira giai, hexan/etyl axetat) dé tao ra
hop chét dich, Fmoc-C(Mmt)A-SBn (2,80 g).
NMR:'H NMR (CDCl;)é 7,72 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,54 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,38-
7,34 (m, 7H), 7,29-7,25 (m, 6H), 7,23-7,15 (m, 7H), 6,76 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,15
(d, T =8,0 Hz, 1H), 4,95 (d, ] = 7,2 Hz, 1H), 4,57 (quin, J = 7,6 Hz, 1H), 4,35 (d,J
= 6,8 Hz, 2H) 4,19-4,17 (m, 1H), 4,04 (s, 2H), 3,73 (s, 3H), 2,72 (dd, J = 13,2, 8,4
Hz, 1H), 2,61 (d, J =9,6 Hz, 1H), 1,31 (d, ] = 7,2 Hz, 3H).
budc 2. Téng hop H-Cys(Mmt)-Ala-Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu-OH
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(Téng hop C(Mmt)ACYTWNQMNL)

Dung dich Fmoc-Cys(Mmt)-Ala-SBn(11mg) thu duoc & bude 1, H-Cys-
Tyr-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu-OH (21 mg) dugc tdng hop bang phuong
phap da biét (vi du, tai liéu WO07/063903), N,N-diisopropyletylamin (200 pL),
3,3°,3”’-Phosphanetriyl ~  tripropanoic axit  hydrochlorit  (1mg), 4-
mercaptophenylaxetic axit (Img) va 0,IM chit dém natri phosphat (pH 7,5,
200uL) trong DMF (400uL) dugc khudy & nhiét d6 trong phong trong khoang 4
gid. D6i v6i hdn hop phéan Gng nay duoc bd sung dietylamin (200pL) va hdn hop
nay con dugc khudy trong khoang 15 pht. Hon hop phan tmg nay duoc tinh ché
bing HPLC pha dao dé tao ra hop cht dich, CAMmt)ACY TWNQMNL (7mg).

phép ghi phd khéi luong: LC-ESUMS m/z=810,2 [M+2HJ*" (Puge
tinh=810,5)
budc 3. Téng hop (H-Cys(Mmt)-Ala-Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu-
OH) (H-Cys-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-OH) lién két disulfua
[tirc 13, téng hop hop chét c6 cong thirc (13):

CRMFPNAPYL

| (13)
C(Mmt)ACYTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua.

Dung dich H-Cys(Mmt)-Ala-Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu-OH
(51mg) thu dugc & budc 2 va (H-Cys(Npys)-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-
Leu-OH (43mg) thu duoc trong vi du 1, bude 1 trong DMF (4ml) duoc khudy &
nhiét d6 trong phong trong khoang 2 gio. Hon hop phan tng nay dugc tinh ché
bang HPLC pha déo dé tao ra 39g hop chét dich, (H-Cys(Mmt)-Ala-Cys-Tyr-Thr-
Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu-OH) (H-Cys-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-
OH) lién két disulfua [tirc 13, hgp chét c6 cong thire (13)].

phép ghi phd khdi luong: LC-ESUMS m/z=1414,4 [M+2H]"" (Pugc
tinh=1415,2)
bude 4. Téng hop H-Cys(SPy)-Asn-Lys-Arg-Tyr-Phe-Lys-Leu-Ser-His-Leu-Gln-
Met-His-Ser-Arg-Lys-OH
(Téng hop C(SPy)NKRYFKLSHLQMHSRK)
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20% khéi luong/thé tich dung dich H-Cys-Asn-Lys-Arg-Tyr-Phe-Lys-Leu-
Ser-His-Leu-Gln-Met-His-Ser-Arg-Lys-OH (182mg) thu dugc trong vi du tham
chiéu 1 va 2,2’-dipyridylbisulfit (dung dich isopropanol 0,2M, 544 pL) trong nudce
axit axetic (4 ml) dugc khudy & nhiét do trong phong trong khoang 17 gio. Hon
hop phan tmg ndy duoc tinh ché bing HPLC pha déo dé tao ra hop chat dich, H-
Cys(SPy)-Asn-Lys-Arg-Tyr-Phe-Lys-Leu-Ser-His-Leu-GIn-Met-His-Ser-Arg-Lys-
OH (177 mg).
phép ghi phé khéi lwong: LC-ESI/MS m/z=1143,5 [M+2H]*" (Dugc tinh=1142,9)
bude 5. Tong hop hop chét c6 cong thire (12):

(|3RMFPNAPYL
CACYTWNQMNL (12)

éNKRYFKLSHLQMHSRK

trong d6 lién két gitra C va C 1a lién két disulfua

Dung dich (H-Cys(Mmt)-Ala-Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-Gln-Met-Asn-Leu-
OH)(H-Cys-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-OH) lién két disulfua thu
duge & budce 3 [tuc 1a, hop chét c6 cong thirc (13)] (9mg), H-Cys(SPy)-Asn-Lys-
Arg-Tyr-Phe-Lys-Leu-Ser-His-Leu-Gln-Met-His-Ser-Arg-Lys-OH (24 mg) thu
duoc & bude 4 va triisopropylsilan (10pL) trong axit trifluoroaxetic (190uL) dugce
khudy & nhiét do trong phong trong khoang 1 gio. Hon hop phan mg nay dugc
tinh ché bang HPLC pha dao dé tao ra hop chét dich, hop chét ¢ cong thirc 12
(5mg).

phép ghi phd khéi luong: LC-ESUMS m/z=1577.2 [M+3HJ*" (Pugc
tinh=1577,9)
Cacvidul5-16

Bang phuong phép tuong tw nhu phwong phép trong vi du 14, mdi hop chit
(thé lidn hop) c6 cong thic 14 hodc 15 duge tong hop. Céc két qué cia phép ghi
phd khéi lugng dugce thé hién trong bang 70, trong d6 lién két gitra C va C 1a lién
két disulfua,
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Bang 70
, phép ghi phd phép ghi phd
So vi , cong ‘. ..
cong thirc cau tao khoi luong: khoi luong:
du thirc No.
LC-ESI/MS m/Z | Bugc tinh
CRMFPNAPYL
| 1492,5
15 CACYTWNQMNL 14 - 1493,1
I [M+3H]
CWAPVLDFAPPGASAYGSL
CWAPVLDFAPPGASAYGSL
| 1492,5
16 CllACYTWNQlVINL 15 NH3HT 1493,1
CRMFPNAPYL [ H]

Vi du tham chiéu 13

Bing phuong phap tuong tu nhu phuong phap trong vi du 2, cac peptit co
trinh tyr axit amin 13 SEQ ID NO: 244 dugc tong hop. Bang 71 thé hién cac két qua
ctia phép ghi phd khéi lugng. Peptit dd duoc md ta trong bang khong phai 1a hop
chét theo sang ché, va do d6, n6 duge mo ta dudi dang vi du tham chiéu.

Bang 71

Sd vidu SEQ phép ghi Phé phép ghi
tham trinh ty axit amin ID khoi lugng: | pho khoi
chiéu NO: LC-ESI/MS | luong:
m /7 Phroe tinh
1819,8
13 WAPVLDFAPPGASAYGSL | 244 . 1819,1
[VEHH]

Vi du thtr nghiém 11

Panh gi4 kha nang cam tmg CTL in vivo béng céch str dung chudt chuyén
gen HLA-A0201

Hop chét ¢6 cong thie (10) duge tong hop & vi du 13 duge danh gia vé kha

nang cam tmg CTL béi thir nghiém cam tmg CTL in vivo béang cach str dung chudt
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chuyén gen HLA-A0201. Hop chét c6 cong thirc (10):

CRMFPNAPYL

| (10)
CWAPVLDFAPPGASAYGSL

trong do lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, cu thé 13, hop chét clia cong thirc
(1) da dé cap o trén, trong d6 peptit khdng nguyén ung thu A la RMFPNAPYL
(SEQ ID NO: 2) va peptit khéng nguyén ung thw B la
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244). RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2)
1a peptit WT1 duge gi6i han béi HLA-A0201, va WAPVLDFAPPGASAYGSL
(SEQ ID NO: 244) 1a peptit WT1 dugc giéi han boi MHC 16p 11 (13, peptit hd tro).

Chuot chuyén gen HLA-A0201 1a nhu di dugc md ta trong cac vi du thu
nghiém 2 va 5.

C6 hay khéng viéc st dung hop chit c6 cong thic (10) din dén su cam Umg
CTL dic hiéu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2) duoc danh gia dua trén viéc do
su san sinh TFNy béi viée tai kich thich, bang peptit (SEQ ID NO: 2), ctia té bao
lach c6 ngudn gbc tir chudt da néu & trén duoc st dung voi hop chét c6 cong thirc
(10). C6 hay khong peptit hd tro (SEQ ID NO: 244) hoat dong trong co thé sbéng
duoc dénh gi bing cach so sanh v6i sb lugng céc € bao san sinh IFNy khi cac té
bao lach c6 ngudn goe tlr chudt da néu & trén duge st dung véi hop chét ¢6 cong
thitc (10) va céc té bao lach c6 ngudn goe tir chudt dd néu & trén dugc st dung v6i
peptit dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 2 duoc tai kich thich bang peptit (SEQ ID
NO: 2).

Cu thé 13, hop chat dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 2 dugc hoa tan trong
dimetyl sulfoxit (DMSO) & mirc 80mg/ml, con dugc pha loang bing nudc dé tiém
& muc 3mg/ml, va dugc nhil tuong hoa bang cach tron voéi duong lugng ta chét
Freund khong hoan toan (IFA). Hop chit dugc nhii trong hoa duge st dung & 2 vi
trf tai gbc dudi clia chudt & mirc 150pg/vi tri. Ngoai ra, hop chét cé cong thic (10)
duoc hoa tan trong dimetyl sulfoxit (DMSO) & muic 80mg/ml, con dugc pha lodng
bang nudc dé tiém & muc 8,5mg/ml, va duge nhil tuong hoa bang cach tron voi
duong luong ta chit Freund khong hoan toan (IFA). Hop chét dugc nhil twong héa
duoc str dung & 2 vi tri tai gbc dudi clia chudt & mue 425ug/vi tri. S6 lugng phan tr

ctia peptit SEQ ID NO: 2 duoc chira trong lidu ctia hop chét c6 cong thire (10) trén
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chuét duoc kiém soét dé 1am can bing v6i s6 luong phan tit duge chira trong lidu
of peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2 trén chudt. Ngoai ra, ndéng d6 DMSO
duoc chira trong mdi nhil twong cling dugc thiét dat & muc twong tu. Sau mét tuan,
con chudt nay dugc lam chét mot cach nhe nhang bang khi CO,, 14 lach dugc cd
lap, va céac té bao lach dugc diéu ché. Bo kit ding cho thir nghiém ELISPOT IFNy
dugc st dung dé do sy san sinh IFNy. Mot ngay trudce khi diéu ché té bao lach, dia
ELISPOT duoc xtr 1y bang khang nguyén khang IFNy chudt, va duoc khéa bing
mbi trudng RPMI1640 chira 10% FBS & ngdy tiép theo. Céc té bao lach c6 ngudn
g tlr chuot chuyén gen HLA-A0201 duoc cdy vao dia & mirc 0,125x10° cac té
ba0/18 trén dia ELISPOT duogc khoéa. Peptit (SEQ ID NO: 2, 4) duoc hoa tan trong
DMSO & mirc 40mg/ml, va con dugc pha lodng béng moi truong RPMI1640 chia
10% FBS ¢ mic 40pg/ml. Peptit duoc pha lodng nay (SEQ ID NO: 2) duogc bb
sung vao cac té bao lach c6 ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 & néng
d6 cubi 1a 10pg/ml. Cac té bao lach duoc bd sung véi peptit dugc nudi cAy trong
khoang 19 gid & 37°C, 5% CO,, nh¢ d6 thyc hién sy tai kich thich peptit in vitro.
Sau khi duoc nudi cdy, dich ndi duge loai bé, va dia ELISPOT dugc cho phép phit
trién mau theo giao thirc dinh kém. S8 luong céc diém ma phat trién mau duoc do
béng mdy phan tich diém mién dich (do C.T.L. sdn xuét).

Céac két qua cia thir nghiém ELISPOT IFNy str dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 duge thé hién trén Fig.17. Trén Fig.17, truc tung thé hién s luong
cac t& bao ma phan Umg trong té bao dugc cdy vao dia, va truc hoanh thé hién hop
chét hosc peptit dugc st dung cho con chudt nay. Trén Fig.17, thanh mau den thé
hién cac két qua nudi cdy clia cac té bao lach c6 ngudn gdc tir chudt chuyén gen
HILA-A0201 trong khi dugc xung dong bang peptit duogc thé thién bsi SEQ ID
NO: 2, va thanh mau tring thé hién céc két qua nudi cdy ma khong c6 sy xung
dong. Tuc 14, su khac biét vé céc gié tri ctia thanh mau den va thanh mau tréang thé
hién sb luong peptit dic hiéu CTL, va rang viée sir dung peptit duoc thé thién boi
SEQ ID NO: 2 hotic hop chét ¢6 cong thiic (10) din dén sy cam tng CTL déc higu
d6i voi peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 in vivo trong con chudt nay. Trén
Fig.17, gia tri cda thanh mau tréng khong dugc phét hién. Didu nay c6 nghia 13 cac

t& bao lach cta chudt bién dbdi gen HLA-A0201 hoan toan khdng phan tng ma
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thiéu sy xung dong voi peptit dich. Két qua cta thir nghiém nay 13, sy san sinh
IFNy dic hiu ddi v6i peptit duge thé thién bdi SEQ ID NO: 2 duge phat hién
trong cac té bao lach co ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA-A0201. Ngoai ra,
trén Fig.17, sb luong céc t& bao san sinh IFNy dic hiéu ddi voi peptit duge thé
thién béi SEQ ID NO: 2, ma dugc cam Ung bdi viéc st dung hop chit c6 cong
thire (10), 13 cao hon so véi sé luong cac té bao san sinh IFNy déc hiéu doi véi
peptit dugc cam ung béang céch str dung peptit dugce thé thién boi SEQ ID NO: 2.

Tir két qua & trén, 13 rang réng hop chat c6 cong thic (10) c6 thé cam tmg
CTL dac hiéu dbi v6i peptit duoge thé thién boi SEQ ID NO: 2. Khi hgp chat c6
cong thite (10) duge st dung, nhidu & bao san sinh IFNy dic hiéu doi voi peptit
duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 dugc quan st khi so sianh véi viéc st dung
peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2. Gia sir ring sy cam {mg ciia cic té bao
phan tng véi peptit hd trg dugc thé thién boi SEQ ID NO: 244 duogc tao ra tir hop
chét ¢6 cong thire (10) mé rong sy cam Gmg CTL dic hiéu dbi voi peptit dugce thé
thién béi SEQ ID NO: 2. Do dé, diéu nay rd rang goi y rang hop chat c6 cong thiic
(10) trai qua su phan cét v lién két disulfua va sw cat mét cach thich hop béi
ERAP-1 & chudt in vivo va thuc té 1a dugc xr ly thanh cac peptit duge thé thién
bdi cac SEQ ID NO: 2 va 244.

Tt 14, 1o rang rang hop chét ¢6 cong thire (10), ma 12 mdt phuong an clia
hop chét theo sang ché, 14 thé lién hop trong d6 hai loai peptit tao ra su lai ghép
thong qua lién két disulfua dugc thé hién trong cong thie (1), va 1a khang nguyén
peptit WT'1 ung thu vécxin lién hop ma trong thuc té c6 thé cam Ung cac CTL va
céc té bao phan tng lai peptit hd tro in vivo.

Vidu so sanh 3

DPanh gi4 kha ning cam tmg CTL in vivo béng cach sir dung chudt chuyén
gen HLA-A0201

Hop chét c6 cong thiic (11) dugce tdng hop trong vi du tham chiéu 12 duoc
d4nh gid vé kha ning cam tmg CTL béi thir nghiém cam tmg CTL in vivo bang
cach str dung chudt chuyén gen HLA-A0201. Hop chét ¢6 cong thire (11):

WAPVLDFAPPGASAYGSLC

I (11)
CRMFPNAPYL
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trong do lién két gitra C va C 1 lién két disulfua, cu thé 14, hop chét clia cong thic
(1) da @& cap & trén, trong d6 peptit khang nguyén ung thu A 12 RMFPNAPYL
(SEQ ID NO: 2) va peptit khing nguyén ung thu C la
WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243). RMFPNAPYL (SEQ ID NO:
2) 1a peptit WT1 dugc gi6i han béi HLA-A0201, va WAPVLDFAPPGASAYGSL
(SEQ ID NO: 244) 1a peptit WT1 dugc gidi han béi MHC 16p II (13, peptit hd tro).

Chudt chuyén gen HLA-A0201 14 nhu d3 dugc md ta trong céc vi du thir
nghiém 2 va 5.

Cd hay khong viéc st dung hop cht c6 cong thire (11) dAn dén su cam Ung
CTL dac hiéu dbi voi peptit dich (SEQ ID NO: 2) dugc danh gia dya trén viéc do
su san sinh IFNy béi viéc téi kich thich, bang peptit (SEQ ID NO: 2), trong sb céc
té bao lach c6 ngudn gde tir chudt da néu & trén duge sir dung voi hop chét ¢6 cong
thitc (11). C6 hay khéng peptit hd tro (SEQ ID NO: 244) hoat dong trong co thé
sdng duoc danh gia bang cach so sanh v6i s lugng céc té bao san sinh IFNy khi
céc té bao lach c6 ngudn gbe tlr chudt da néu & trén duge st dung voi hop chét c6
cong thirc (11) va céac té bao lach c6 ngudn gbe tir chudt da néu & trén duge sur
dung véi peptit duoc thé thién bsi SEQ ID NO: 2 dugc tai kich thich bing peptit
(SEQ ID NO: 2).

Thtr nghiém cam tng CTL dugc thuc hién bang phuong phap twong tu nhu
phuong phap trong vi du thir nghiém 11.

Céc két qua cta thtr nghiém ELISPOT IFNy sir dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 duogc thé hién trén Fig.18. Trén Fig.18, truc tung thé hién sb luong
céc t& bao ma phan ting trong t& bao dugc cdy vao dia, va truc hoanh thé hién hop
chét hodic peptit duge sir dung cho con chuft nay. Trén Fig.18, thanh mau den thé
hién cac két qua nuéi cdy clia cac t& bao lach c6 ngudn gbc tlr chudt chuyén gen
HLA-A0201 trong khi dugc xung dong bing peptit dugc thé thién bsi SEQ ID
NO: 2, va thanh mau tring thé hién cac két qua nuoi cdy ma kh6ng co su xung
dong. Ttc 1a, su khac biét vé cac gia tri cia thanh mau den va thanh mau tréng thé
hién s6 luong peptit ddc hiéu CTL, va rang viéc str dung peptit duge thé thién béi
SEQ ID NO: 2 hodc hop chét c6 cong thirc (11) dan dén su cam tmg CTL dic hiéu
dbi véi peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2 in vivo trong con chudt ndy. Trén
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Fig. 18, gi4 tri ciia thanh mau tring khong dugc phat hién. Diéu ndy ¢6 nghia la cac
t& bao lach ctia chudt bién dbi gen HLA-A0201 hoan toan khong phan tmg ma
thiéu sy xung dong véi peptit dich. Két qua coa thir nghiém nay 1a, sy san sinh
IFNy dic hidu dbi véi peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 2 duge phat hién
trong céc t& bao lach co ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA-A0201. Mat khac,
trén Fig.18, dé ting céc t& bao san sinh IFNy dic hidu ddi véi peptit dugc thé thién
boi SEQ ID NO: 2, ma dugc cam tmg boi viée st dung peptit dugc thé thién bai
SEQID NO: 2, co thé khéng bi phat hién bang viéc st dung hop chét c6 cong thirc
(11).

Céc két qua cia vi du thtr nghiém 11 va vi du so sanh 3 goi ¥ rang, khi
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244) duoc st dung lam peptit WT1
duoc giéi han bai MHC 16p 1I, WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244)
lam peptit khang nguyén ung thu B trong cong thtic (1) dé duoc dé cap o trén 1A
phuong 4n tét hon theo sang ché so v6i WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID
NO: 243) lam peptit khang nguyén ung thu C.

Vi du thtr nghiém 12

Panh gi4 kha nang cam tng CTL in vivo bang cach str dung chudt chuyén
gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402

Kha ning cam tng CTL cia hop chét c6 cong thire 12 dugc tbng hop & vi
du 4 duogc danh gia boi thtr nghiém cam tng CTL in vivo bang cach st dung chudt
chuyén gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402. RMFPNAPYL (SEQ
ID NO: 2) dugc chtra trong hop chét c6 cong thirc (12):

CRMFPNAPYL
CA(!}YTWNQMNL (12)

(‘DNKRYFKLSHLQMHSRK
trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, 1a peptit WT1 dugc gidi han boi
HLA-A0201, CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4) 1 peptit WT1 dugc gidi han bédi
HLA-A2402, vdi CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22) la peptit WT1
duoc gidi han boéi MHC 16p II (13, peptit hd trg).
Chudt chuyén gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402 d3 duoc
md ta trong cac vi du thir nghiém 2 va 5.
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C6 hay khong viéc st dung hop chit ¢6 cong thirc (12) dan dén sy cam Umg
CTL dac hiéu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2, 4) duoc danh gia dya trén viéc
do su san sinh [FNy bdi viéc téi kich thich, bing peptit (SEQ ID NO: 2, 4), ciia té
bao lach c6 ngudn gdc tir chudt di néu & trén dugce st dung véi hop chit c6 cong
thirc (12). C6 hay khong peptit hd tro (SEQ ID NO: 22) hoat dong trong co thé
sdng dugc danh gid bing céch so sanh véi s& luong cac té bao san sinh IFNy khi
céc té bao lach c¢6 ngudn gbc tir chudt da néu & trén dugce sir dung véi hop chét ¢
cong thirc (12) va céc té bao lach c6 ngudn gbc tir chudt dd néu & trén duoc sir
dung véi hop chét c6 cong thire (5) duge tai kich thich bang (SEQ ID NOs: 2, 4).

Cu thé 13, hop chét c6 cong thirc (5) duoc hoa tan trong dimetyl sulfoxit
(DMSO) & mirc 80mg/ml, con duge pha loéing bing nudc dé tiém & muc 3mg/ml,
va duoc nhil trong héa bang cach tron véi duong lwong Montanit ISA51VG. Hop
chét dugc nhil tuong héa duge sir dung & 2 vi tri tai gbc dudi cia chudt & mirc
150pg/vi tri. Ngoai ra, hop chét c6 cong thirc (12) duge hoa tan trong dimetyl
sulfoxit (DMSO) & mtc 80mg/ml, con dugc pha lodng bing nudc dé tiém & mirc
6mg/ml, va dugc nhil tuong hoda bing cach tron véi dwong luong Montanit
ISA51VG. Hop chét dugce nhii tuong héa duge st dung & 2 vi trf tai gbc dudi cla
chudt & mirc 300pg/vi tri. Sé luong phan tir cua hop chét c6 cong thie (5) duge
chra trong lidu ciia hop chét cé cong thirc (12) trén chudt duoc kiém sodt dé 1am
cAn bang v6i s lugng phén tir dugc chira trong lidu ctia hop chét c6 cong thirc (5)
trén chudt. Ngoai ra, nong d6 DMSO dugc chira trong mdi nhil twong cling duoc
thiét dat & muc twong tu. Sau mot tudn, con chudt nay duge 1am chét mét cach nhe
nhang bing khi CO,, 14 lach dugc cd 1ap, va céc té bao lach duoc diéu ché. BO kit
dung cho thir nghiém ELISPOT IFNy dugc st dung dé do su san sinh IFNy. Mot
ngay trude khi didu ché té bao lach, dia ELISPOT duge xit Iy bang khing nguyén
khang IFNy chudt, va dugc khoa bing méi truong RPMI1640 chira 10% FBS ¢
ngay tiép theo. Céc té bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201
duge cly vao dia, va mdi cic t& bao lach c6 ngudn gde tlr chudt chuyén gen HLA-
A2402 dugc ciy vao dia & mic 0,25x10° cac t€ bao/1, trén dia ELISPOT dugc
khoéa. Peptit (SEQ ID NO: 2, 4) dugc hoa tan trong DMSO & murc 40mg/ml, va con
dugc pha lodng bang moi truong RPMI1640 chira 10% FBS & muc 40pg/ml.
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Peptit duoc pha lodng nay (SEQ ID NO: 2) dugc bd sung vao cac t€ bao lach c6
ngudn gbc tlr chudt chuyén gen HLA-A0201 & ndng d6 cudi 1a 10 pg/ml. Ngoai ra,
peptit duge pha lodng ndy (SEQ ID NO: 4) duge bd sung vao céc t€ bao lach co
ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A2402 & ndng d6 cudi 13 10 ug/ml. Céc t&
bao lach duge bd sung véi peptit dugc nudi chy trong khoang 17 git & mirc 37°C,
5% CO,, nhd d6 thuc hién su tai kich thich peptit in vitro. Sau khi dugc nuoi céy,
dich ndi duoc loai b, va dia ELISPOT dugc cho phép phét trién mau theo giao
thtre dinh kém. S6 luong céc diém ma phat trién mau duge do bing may phan tich
diém mién dich (do C.T.L. san Xuét).

Cac két qua cua thtr nghiém ELISPOT IFNy bang cach sir dung chudt
chuyén gen HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.19, va cac két qua ctia thir nghiém
ELISPOT IFNy bing cach st dung chudt chuyén gen HLA-A2402 dugc thé hién
trén Fig.20.

Trén modi Fig truc tung thé hién sd lugng céc t& bao ma phan mg trong té
bao dugc ciy vao dia. Trén Fig.19, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién cac
két qua ctia viéc nudi céy cac té bao lach c6 ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA-
A0201 véi sur xuat hién hoic thiéu véng peptit dich dugc the hién béi SEQ ID NO:
2, va trén Fig.20, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién céc két qua cua viéc
nudi cy céc té bao lach c6 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-A2402 véi sy
xuét hién hoic thiéu véng peptit dich dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 4. Ttc 13, sy
khac bidt v& céc gid tri ciia thanh mau den va thanh mau tring thé hién sb luong déi
tuong, mdi peptit dic hiéu CTL dugc cam Gng trong con chudt nay in vivo béng
viéc sir dung céac hop chét c6 cong thire (5) va cdng thirc (12).

Trén moi Fig gid tri cua thanh mau trang khong dugc phat hién. Diéu nay
¢4 nghia 13 céc té bao lach cta chudt chuyén gen tuong ing khong phan tng véi sy
xuét hién ctia peptit dich. K&t qua ctia thir nghiém nay 13, sy san sinh [FNy dac hiéu
dbi véi peptit dich dugc thé thién bai SEQ ID NO: 2 dugce phit hién trong céc té
bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 duoc sir dung cic hop
chét c6 cong thirc (5) va cong thirc (12), va su san sinh [FNy déc hiéu d6i véi peptit
dich duoc thé thién bai SEQ ID NO: 4 dugc phat hién trong cac t€ bao lach c6
ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-A2402 dugc st dung cac hop chét c6 cong
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thitc (5) va cong thire (12). Trén Fig.19, s lugng céc té bao san sinh IFNy dic hiéu
db6i véi peptit dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 2, ma dugc cam Ung boi viée sur
dung hop chét cé cong thirc (12), 1a cao hon s6 luong cac té bao san sinh [FNy cac
& bao dic hidu dbi véi peptit, ma duoc cam tmg boi viée st dung hop chat ¢6 cong
thirc (5). Mt khéc, trén Fig.20, s6 lugng c4c t€ bao san sinh [FNy ddc hiéu déi voi
peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 4, ma duge cam tng béi viéc st dung hop
chét ¢ cong thire (12), khong khac nhidu so véi sb lugng cac t& bao san sinh IFNy
céc t& bao dic hidu ddi véi peptit, ma duge cam tmg boi viée st dung hop chit c6
cong thuc (5).

Tir két qué & trén, 1 rang ring hop chét c6 cong thire (12) 6 thé cam tng
CTL dic hiéu déi véi peptit duge thé thién bsi cac SEQ ID NO: 2, 4. Khi hop chat
c6 cong thire (12) duoc st dung, nhiéu t& bao san sinh IFNy dic hiéu déi voi peptit
duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 dugc quan sét khi so sanh vdi viée su dung hop
chét c6 cong thic (5). Gia st rang sw cam (mg cla cac té bao phan Umg véi peptit
hd trg dugc thé thién bai SEQ ID NO: 22 dugc tao ra tir hop chét c6 cong thirc (12)
mé rong su cam tmg CTL ddc hidu dbi véi peptit dugc thé thién bdi SEQ ID NO: 2.
Khong c6 su khac biét 16n v& sé luong céc t bao san sinh IFNy dic hiéu doi voi
peptit dugc thé thién boéi SEQ ID NO: 4 gifta viéc sir dung hop chét c6 cong thirc
12 va viéc sir dung hop chét cé cong thitc (5) duoc gia st ring 1a do thiéu sy cam
{mg v& céc té bao phan tmg véi peptit hd tro dugc thé thién boi SEQ ID NO: 22, do
chudt chuyén gen HLA-A2402 khong thé hién MHC 16p II nguoi. Do do, diéu nay
0 rang goi y rang hop chét c6 cong thic (12) trai qua su phan cét vé lién két
disulfua va cit mét cach thich hgp béi ERAP-1 & chudt in vivo va thuc té 1a duogc
xtr 1y thanh céc peptit dugc thé thién boi cac SEQ ID NO: 2, 4 va 22.

Tuc 18, 13 rang rang hop chét c6 cong thie (12), ma 1a mét phuong 4n cla
hop chét theo sang ché, 1a thé 1ién hop trong d6 ba loai peptit khac nhau tao ra sy
lai ghép thong qua lién két disulfua, va la khang nguyén peptit WT1 ung thu
véicxin lién hop ma trong thuc té c6 thé cam tng cdc CTL va céc té bao phan tmg
lai peptit hd trg in vivo.

Vi du thr nghiém 13
Panh gia kha ning cam tmg CTL in vivo bang cach st dung chudt chuyén
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gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402
Kha ning cam ung CTL ctia hop chét c6 cong thire (14) duoc tbng hop & vi
du 15 dugc danh gia boi thtr nghiém cam ung CTL in vivo béng cach st dung
chudt chuyén gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402. RMFPNAPYL
(SEQ ID NO: 2) duoc chira trong hop chat ¢ cong thirc (14):
CRMFPNAPYL
CA(‘3YTWNQMNL (14)

CISWAPVLDFAPPGASAYGSL

trong d6 lién két gifra C va C 1a lién két disulfua, 12 peptit WT1 duoc gi6i han boi
HLA-A0201, CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4) 1a peptit WT1 duoc giéi han béi
HLA-A2402, WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244) 1a peptit WT1
dugc giéi han béi MHC 16p 11 (13, peptit hd tro).

Chudt chuyén gen HLA-A0201 va chudt chuyén gen HLA-A2402 la nhu
d& duogc md ta trong céc vi du thir nghiém 2 va 5.

C6 hay khong viéc st dung hop chit c6 cong thic (14) dan dén su cam tmg
CTL dic hiéu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2, 4) dugc danh gid dua trén viéc
do su san sinh IFNy boi viée téi kich thich, bing peptit (SEQ ID NO: 2, 4), ctia té
bao lach c6 ngudn gdc tir chudt da néu & trén duoc sir dung voi hop chat c6 cong
thirc (14). C6 hay khong peptit hd tro (SEQ ID NO: 244) hoat dong trong co thé
séng dugc danh gia béng cach so sanh véi s§ luong céc té bao san sinh IFNy khi
céc té bao lach c6 nguon gbc tir chuodt dd néu & trén dugc sir dung véi hop chit co
cdng thic (14) va cac t& bao lach c¢6 ngudn gbe tir chudt dd néu & trén dugc si
dung véi hop chat c6 cong thire (5) duge tai kich thich bang peptit (SEQ ID NO: 2).

Thir nghiém cam tng CTL dugc thuc hién bang phuong phap tuong ty nhur
phuong phép trong vi du thir nghiém 12. Hop chét c6 cong thic (14) dugc hoa tan
trong dimetyl sulfoxit (DMSO) ¢ mirc 80mg/ml, dugc pha lodng v6i nude dé tiém
& muc 5,6mg/ml, va dugc tron voi duong lugng Montanit ISAS1VG dé tao ra nhil
tuong. Hop chit duoc nhil twong hoa duge st dung 6 2 vi tri tai gbc dudi clia chudt
& murc 280pg/vi tri.

Céac két qua cta tht nghiém ELISPOT IFNy bing cach st dyng chudt
chuyén gen HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.21, va cac két qua ctia thir nghiém
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ELISPOT IFNy bang céch st dung chudt chuyén gen HLA-A2402 dugc thé hién
trén Fig.22.

Trén mdi Fig truc tung thé hién sé lugng cac té bao ma phan Ung trong té
bao duge ciy vao dia. Trén Fig.21, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién céc
két qua cia viéc nudi cly cac t& bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-
A0201 véi su xuét hién hoc thiéu véng peptit dich duge thé hién béi SEQ ID NO:
2, va trén Fig.22, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién céc két qua cua viéc
nudi cy céc té bao lach cé ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A2402 véi sy
xuét hién hodc thiéu véng peptit dich dugc thé hién bai SEQ ID NO: 4. Tuc 13, su
khac biét vé cac gié tri ctia thanh mau den va thanh mau trang thé hién s6 luong d6i
tuong, moi peptit dic hiéu CTL dugc cam Gng trong con chudt nay in vivo bing
vide st dung céc hop chét dugc thé hién béi cac cong thire (5) va (14).

Trén mdi Fig gi4 tri ctia thanh mau trang khong duge phat hién. Didu nay
¢6 nghia 13 cac té bio lach ctia chudt chuyén gen tuong Ung khong phan tmg véi sy
xuét hién cua peptit dich. Két qua cua thit nghiém nay 14, su san sinh IFNy dac hiéu
d6i v6i peptit dich dugc thé thién bdi SEQ ID NO: 2 duge phét hién trong té bao
lach c6 ngudn gde tir chudt chuyén gen HLA-A0201 dugc st dung v6i cdc hop
chét duoc thé hién béi céc cong thitc (5) va (14), va sw san sinh IFNy dic hiéu doi
Vi peptit dich dugc thé thién boi SEQ ID NO: 4 dugc phat hién trong té bao lach
¢6 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-A2402 dugc st dung véi cac hop chét
duoc thé hién bdi cac cong thic (5) va (14). Trén céc Fig.21 va Fig.22, s6 lugng
c4c t& bao san sinh IFNy diic hiéu déi vai peptit duge thé thién boi SEQ ID NO: 2,
4, ma duoc cam Gng boi viée st dung hop chét c6 cong thire (14), 14 cao hon so voi
s& luong céc t& bao san IFNy dic hiéu peptit, ma duge cam tmg bdi viée s dung
hop chét c¢6 cong thirc (5).

Tir két qua & trén, 13 rang ring hop chit c6 cong thie (14) ¢b thé cam ung
CTL dic hidu déi véi cac peptit dugc thé thién béi cac SEQ ID NO: 2 va 4. Gid str
rang sy cam Umg cla cac té bao phan mg véi peptit hd tro dugc thé thién béi SEQ
ID NO: 244 dugc tao ra tir hop chét cé cong thic (14) mé rong sy cam tmg CTL
dac hidu dbi véi peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2, va nhiéu té bao san sinh
IFNy dic hidu dbi véi peptit duge thé thién boi SEQ ID NO: 2 duge phat hién khi
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hop chét ¢ cong thirc (14) duogc stt dung khi so sanh véi viée st dung hop chét c6
cong thite (5). Mt khéc, nhidu t& bao san sinh IFNy déc hidu dbi véi peptit dugc
thé thién bdi SEQ ID NO: 4 duoc phat hién khi hop chét c6 cong thic (14) duge st
dung khi so sanh véi viéc str dung hop chét c6 cong thic (5). Gia su rang peptit
duoc thé thién bi SEQ ID NO: 244 duoc gén két vao MHC 16p II chudt duge thé
hién trong chudt chuyén gen HLA-A2402 cém {mg t& bao phan Umg véi peptit hd
tro, ma 14n luot mé rong su cam tmg CTL dac hiéu dbi véi peptit duoc thé thién
béi SEQ ID NO: 4. Do dé, didu nay rd rang goi y ring hop chat c6 cong thic (14)
trai qua sy phan cit v& lién két disulfua va su cat mot cach thich hgp bdi ERAP-1 &
chudt in vivo va thuc té la dugc xir ly thanh c4c peptit duge thé thién boi cac SEQ
ID NO: 2, 4 va 244.

Tt 13, 13 rang rang hop chét c6 cong thic (14), ma [a mot phuong an cla
hop chét theo séng ché, 12 thé lién hop trong d6 ba loai peptit khac nhau tao ra su
lai ghép thong qua lién két disulfua, va la khang nguyén peptit WT1 ung thu
vécxin lién hop ma trong thuc té ¢6 thé cam tng cac CTL va cac té bao phan tmg
lai peptit hd trg in vivo.

Vi du thr nghiém 14

DPanh gia kha ning cam tng CTL in vivo bang cach sir dung chudt chuyén
gen HLA-A0201

Hdn hop vécxin ma 13 hdn hop cia hop chét c¢6 cong thire (5) dugc téng
hop & vi du va peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 22 duoc téng hop trong vi du
tham chiéu 1 duoc dénh gia vé kha nang cam tmg CTL bdi thir nghiém cam ng
CTL in vivo bang cach st dung chudt chuyén gen HLA-A0201. RMFPNAPYL
(SEQ ID NO: 2) dugc chira trong hop chat cé cong thie (5):

CRMFPNAPYL

l (5)
CYTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, 1a peptit WT1 dugc gi6i han béi
HLA-A0201, CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4) 1a peptit WT1 duoc gidi han boi
HLA-A2402, va CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22) la peptit WT1
dugc gidi han boi MHC 16p II (1a peptit hd trg).
Chudt chuyén gen HLA-A0201 [ nhu d& duoc mo ta trong céc vi dy thu
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nghiém 2 va 5.

C0 hay khong viéc st dung hop chit c6 cong thic (5) dan dén su cam tmg
CTL dic hiéu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2) duge danh gia dya trén viéc do
su san sinh IFNy bdi viée tai kich thich, bang peptit (SEQ ID NO: 2), cua t& bao
lach ¢6 ngudn gdc tir chudt da néu & trén dugc sir dung voi hop chét c6 cong thirc
(5). C6 hay khong peptit hd trg (SEQ ID NO: 22) duoge trén véi cong thire (5) hoat
dong trong co thé sdng duogc danh gid bang cach so sanh v6i sd luong cac té bao
san sinh IFNy khi cac té bao lach c6 ngudn gbe tir chudt da néu & trén dugc si
dung véi hop chét dugc thé hién bdi riéng cong thic (5) va cac t€ bao lach co
ngudn gdc tir chudt da néu & trén dugc sir dung véi hén hop vécxin chira hop chét
c6 cong thic (5) va peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 22 duoc tai kich thich
bang peptit (SEQ ID NO: 2).

Cu thé 13, hop chéit c6 cong thirc (5) duge hoa tan trong dimetyl sulfoxit
(DMSO) & mic 80mg/ml, con duge pha lodng bang nudc dé tiém & mic 3mg/ml,
va duoc nhil twong héa bang cach tron véi duong lugng Montanit ISASTVG. Hop
chit duoc nhii twong héa duge st dung & 2 vi tri tai gbc dudi ctia chudt & muc
150ug/vi tri. Ngoai ra, hop chét ¢o cong thirc (5) va peptit dugc thé thién boi SEQ
ID NO: 22 dugc hoa tan trong dimetyl sulfoxit (DMSO) 6 murc 80mg/ml, duge pha
loang v6i nude d8 tiém va duoc tron sao cho néng do sau khi pha lodng la 3mg/ml
@61 v6i hop chét c6 cong thirc (5), va 1a 2,7mg/ml ddi véi peptit dugc thé thién boi
SEQ ID NO: 22. Dung dich dugc pha lodng ndy dugc tron véi duong lugng
Montanit ISA51VG dé tao ra nhii twong. Hon hop vicxin chira hop chét co cong
thirc (5) & mtc 150pg/vi tri, va peptit duge thé thién boi SEQ ID NO: 22 & mirc
137ug/vi tri dugc st dung & 2 vi tri tai gbc dudi cua chudt. Nong d6 DMSO cta
mdi nhii tuong dugc thiét dit cung muc. Sau mot tudn, con chudt nay dugc lam
chét mot cach nhe nhang bing khi CO,, 14 lich dugc cb 1ap, va céc t€ bao lach
duoc didu ché. Bo kit dung cho thtr nghiém ELISPOT IFNy duoc sir dung dé do su
san sinh IFNy. Mot ngay trudc khi diéu ché té bao lach, dia ELISPOT dugc xur ly
bang khang nguyén khang IFNy chudt, va dugc khoéa bing mdi truong RPMI1640
chita 10% FBS ngay tiép theo. Céc & bao lach ¢4 ngudn gde tir chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc cdy vao dia & mirc 0,25x10° céc té bao/ld trén dia ELISPOT
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dugc khoéa. Peptit (SEQ ID NO: 2) duoc hoa tan trong DMSO ¢ mirc 40mg/ml, va
con dugc pha loging bang méi trudng RPMI1640 chira 10% FBS ¢ muc 40pg/ml.
Peptit dugc pha lodng nay (SEQ ID NO: 2) duoc bd sung vao céc té bao lach c6
ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 & ndéng do cudi 13 10pg/ml. Céc té
bao lach duogc bd sung véi peptit duge nudi cdy trong khoang 17 gid ¢ 37°C, 5%
CO,, nhd d6 su tai kich thich peptit in vitro dugc thuc hién. Sau khi dugc nudi céy,
dich ndi dugc loai bd, va dia ELISPOT duoc cho phép phat trién mau theo giao
thite dinh kém. S6 luong céc diém ma phat trién mau duoc do bang may phan tich
didm mién dich (do C.T.L. san xuét).

Céac két qua ctia thir nghiém ELISPOT IFNy str dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 duoc thé hién trén Fig.23.

Trén Fig.23, truc tung thé hién sb luong cac té bio ma phéan tng trong té
bao dugc ciy vao dia. Trén Fig.23, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién céc
két qua cua viéc nudi cdy cac té bao lach co ngudn gbc tlr chudt chuyén gen HLA-
A0201 véi su xuét hién hogc thiéu ving peptit dich duge thé hién béi SEQ ID NO:
2. Tuc 1a, su khac biét vé cac gi4 tri clia thanh mau den va thanh mau tréng thé hién
s6 luong dich, mdi peptit dic hiéu CTL dugc cam mg trong con chudt nay in Vivo
bing cach st dung hdn hop vécxin chira hop chét c6 cong thirc (5) va peptit ho tro
(SEQ ID NO: 22).

Trén Fig.23, gia tri cua thanh mau tring khong duoc phat hién. Diéu nay co
nghia la cac té bao lach cta chudt chuyén gen tuong tmg khong phan tmg véi sur
xuét hién ctia peptit dich. Két qua ctia thir nghiém nay 14, su san sinh IFNy dic hi¢u
dbi v6i peptit dich duoc thé thién bdi SEQ ID NO: 2 duge phét hién trong té bao
lach ¢4 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-A0201 dugce str dung véi riéng hop
chat ¢ cong thirc (5), va hdn hop vécxin chtra peptit hd trg (SEQ ID NO: 22). Trén
Fig.23, s6 luong céc té bao san sinh IFNy dic hidu déi véi peptit duoc thé thién boi
SEQ ID NO: 2, ma dugc cam tng béi viéc st dung hdn hop vacxin chira peptit hd
tro (SEQ ID NO: 22), 1a cao hon so v6i sb lwong cac té bao san sinh IFNy ddc hiéu
peptit, ma dugc cam ung bdi viéc st dung hop chét c¢6 cong thic (5) almdt.

Tir két qua & trén, rd rang rang hon hop vécxin chira hop chét co cong thire
(5) va peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 22 c6 thé cam tmg CTL dic hiéu doi
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v6i céc peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2. Ngoai ra, nhiéu t& bio san sinh
IFNy dic hiéu dbi v6i peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 dugc phat hién khi
hén hop vicxin duoc sir dung khi so sénh véi viéc st dung riéng 1& hop chit c6
cong thuc (5). Gia su rdng su cam Ung clia cac té bao phan tmg voi peptit hd trg
dugc thé thién béi SEQ ID NO: 22 dugc chia trong hon hop vécxin mé rong su
cam ung CTL dic hi€u dbi véi peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 2. Do dé, 18
rang rang hdén hop vécxin chita hop chét c6 cong thire (5) va peptit hd tro c6 thé
cam ung manh m& CTL trong co thé chudt khi so sanh véi viée st dung riéng r&
hop chét ¢6 cong thirc (5).
Vi du thtr nghiém 15

Dénh gia kha nang cam tng CTL in vivo béng céch str dung chudt chuyén
gen HLA-A0201

Kha ning cam tmg CTL of hén hop vécxin chira hop chét ¢ cong thic (5)
duoc tong hop & vi du va peptit dugc thé thién bai SEQ ID NO: 244 duoc tdng hop
trong vi du tham chiéu 13 dugc dénh gia boi thir nghiém cam tmg CTL in vivo
bang cach st dung chudt chuyén gen HLA-A0201. RMFPNAPYL (SEQ ID NO:
2) dugc chtra trong hop chét c6 cong thirc (5):

CRMFPNAPYL

l (5)
CYTWNQMNL

trong do lién két gitra C va C 1a lién két disulfua, 1a peptit WT1 duoc gidi han bai
HLA-A0201, CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4) 1a peptit WT1 dugc gidi han boi
HLA-A2402, va WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244) 1a peptit WT1
duge gi6i han boi MHC 16p TI (13, peptit hd trg).

Chudt chuyén gen HLA-A0201 1a nhu d& duge md ta trong cac vi du thu
nghiém 2 va 5.

Cé hay khong viéc str dung hop chit c6 cong thic (5) dan dén su cam tmg
CTL dic hiéu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2) dugc danh gid dya trén viée do
su san sinh IFNy boi viée tai kich thich, bang peptit (SEQ ID NO: 2), cia té bao
lach ¢4 ngudn gbe tir chudt da néu & trén duoc str dung voi hop chét c6 cong thirc
(5). C6 hay khong peptit hd tro (SEQ ID NO: 244) duge tron véi cong thie (5)
hoat dong trong co thé song duoc danh gia bang cach so sanh véi sd lugng cac té
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bao san sinh IFNy khi céc té bao lach co ngudn gbc tir chudt d néu & trén duge st
dung riéng vai hop chét c6 cong thirc (5) va cac té bao lach c6 ngudn gbc tir chudt
d4 néu & trén duge st dung v6i hdn hop vacxin chira hop chét ¢6 cong thirc (5) va
peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 244 duoc tai kich thich bang peptit (SEQ ID
NO: 2).

Tht nghiém cam ung CTL dugc thuc hién béng phuong phép twong ty nhu
phuong phéap trong vi du thir nghiém 14. Pé tao ra hdn hop vacxin, hop chat c6
cong thuc (5) va peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 244 duogc hoa tan trong
dimetyl sulfoxit (DMSO) & muc 80mg/ml, dugc pha lodng v6i nude dé tiém va
duoc tron sao cho ndng d6 sau khi pha lodng 132 3mg/ml fthogc hop chit c6 cong
thirc (5), va 2,3mg/ml dbi véi peptit dugc thé thién bsi SEQ ID NO: 244. Dung
dich dugc pha lodng nay dugc tron voi duong lugng Montanit ISAS1VG dé tao ra
nhii trong. Hon hop vécxin chira hop chét ¢6 cong thic (5) & mic 150ug/vi tri, va
peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 244 & muc 115pg/vi tri duoce stir dung & 2 vi
tri tai géc dudi cua chuot.

Céc két qua cta thr nghiém ELISPOT IFNy st dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.24.

Trén Fig.24, truc tung thé hién s luong céc t& bao ma phan tmg trong €
bao dugc ciy vao dia. Trén Fig.24, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién céc
két qua cla viéc nudi cly cac té bao lach c6 ngudn gde tir chudt chuyén gen HLA-
A0201 véi sy xuét hién hodc thiéu ving peptit dich dugc thé hién bsi SEQ ID NO:
2. Tic 13, su khéc biét vé cac gid tri cia thanh mau den va thanh mau trdng thé hién
s6 lwong dich, mdi peptit dic hiéu CTL dugc cam Gng trong con chudt nay in vivo
bang viée sir dung hdn hop vicxin chtra hop chét c6 cong thirc (5) va peptit hd tro
(SEQ ID NO: 244).

Trén Fig.24, gia tri ciia thanh mau trang khong dugc phét hién. Diéu nay co
nghia la céac té bao lach cta chudt chuyén gen tuong tmg khong phan tng véi sy
xuAt hién cua peptit dich. Két qua cta thir nghiém nay 13, sy san sinh IFNy déc hiéu
d6i voi peptit dich duoc thé thién bsi SEQ ID NO: 2 dugc phét hién trong € bao
lach ¢6 ngudn gbc tlr chudt chuyén gen HLA-A0201 duoc st dung v6i hop chit co
cong thirc (5) almdt, va hdn hop vécxin chira peptit hd tro (SEQ ID NO: 244). Trén
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Fig.24, sb luong cac té bao san sinh IFNy dic hiéu dbi véi peptit dugc thé thién boi
SEQ ID NO: 2, ma duoc cam tmg béi viéc st dung hdn hop vécxin chira peptit hd
trg (SEQ ID NO: 244), 14 cao hon so vdi s6 lugng cac té bio san sinh IFNy dic
hiéu peptit, ma dugc cam g boi viée str dung riéng hop cht c6 cong thirc (5).

Tir két qué & trén, 13 rang rang hdn hop vécxin chtra hop chét ¢ cong thire
(5) va peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 244 c6 thé cam tng CTL dic hiéu doi
véi cac peptit dugc thé thién bai SEQ ID NO: 2. Ngoai ra, nhiéu t& bao san sinh
IFNy dic hiéu déi v6i peptit dugce thé thién bdi SEQ ID NO: 2 dugc phat hién khi
hdn hop vécxin duoc st dung khi so séanh véi viée sir dung riéng ré hop chit ¢6
cbng thuce (5). Gia su rdng su cam Ung clia cac té bao phan Gng voi peptit hd tro
duogc thé thién béi SEQ ID NO: 244 duge chira trong hon hop vAcxin mé rong su
cam ung CTL déc hiéu déi voi peptit dugc thé thién bai SEQ ID NO: 2. Do dd, 18
rang rang hdn hop vécxin chira hop chét c6 cong thirc (5) va peptit hd tro c6 thé
cam Uung manh mé& CTL trong co thé chudt khi so sanh véi viéc st dung riéng r&
hop chét ¢6 cong thirc (5).

Hon hop vécxin chira hai peptit khac nhau lam ché pham riéng 1& c6 thé
duoc dé cap 1a mot phuong 4n san xuét vécxin chira hai khang nguyén peptit WT1.
Khi tao ra hdn hop vécxin, cac dic tinh clia cac peptit khang nguyén ung thu duoc
tron 1an dat ra mot van dé. Nhu duoc thé hién & bang 60 va bang 66, viéc san xuét
hén hop ctia hai khdng nguyén peptit WT1 c6 nghia l1a viéc xit ly hai céc peptit co
dd hoa tan khic nhau, 1a dac tinh, thanh mot ché phém. Nguoc lai, thé lién hop
theo sang ché 14 hop chét trong d6 hai khang nguyén peptit WT1 duoc lién két
théng qua lién két disulfua, va thé hién do hoa tan riéng, 1a dic tinh. Didu nay c6
nghia 14 thé lién hop theo sang ché c6 dic tinh riéng va cling c¢6 dic tinh tuong Gmg
voi hai khang nguyén peptit WT1, nhu duoc thé hién trong vi du thir nghiém 2.
Trong khia canh ndy, thé hién ring thé lién hop theo sang ché 14 hop chat c6 kha
ning cam ung phan ung dbi véi hai khang nguyén peptit WT1 ma khong can xem
xét dén su tac dong qua lai gitra hai khang nguyén peptit WT1 va tuong tu, khac
v6i hdn hop céc vaexin. |
Vi du thir nghiém 16

Dénh gid kha ning cam tmg CTL in vivo bing cach st dung chudt chuyén
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gen HLA-A0201.

Kha ning cam tng CTL ctia hdn hop vécxin chira hop chit ¢6 cong thic
(5) dugc tong hop & vi du va peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 24 duoc tong
hop trong vi du tham chiéu 2 duoc danh gia boi thir nghiém cam tmg CTL in vivo
bang cach st dung chudt chuyén gen HLA-A0201. RMFPNAPYL (SEQ ID NO:
2) dugc chira trong hop chat cé cong thire (5):

(i‘,RMF PNAPYL
CYTWNQMNL

(5)

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, 1a peptit WT1 dugc gi6i han bdi
HLA-A0201, CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4) 1a peptit WT1 dugc gidi han béi
HLA-A2402, va CNKRYFKLSHLQMHSRKTG (SEQ ID NO: 24) la peptit WT1
duoc gidi han bai MHC 16p 11 (13, peptit hd trg).

Chuét chuyén gen HLA-A0201 1 nhu d& duge mo ta trong cac vi du thir
nghiém 2 va 5.

Cd hay khong viéc st dung hop chét c6 cong thic (5) dan dén sy cam tng
CTL dic hiéu dbi voi peptit dich (SEQ ID NO: 2) duoc danh gia dua trén viéc do
su san sinh IFNy bdi viéc tai kich thich, bang peptit (SEQ ID NO: 2), ciia té bao
lach ¢6 ngudn gde tir chudt da néu & trén duge str dung v6i hop chét ¢6 cong thirc
(5). C6 hay khong peptit hd trg (SEQ ID NO: 24) dugc tron vé6i cong thire (5) hoat
dong trong co thé sdng duoc danh gia bing cach so sanh voéi sb luong céc té bao
san sinh IFNy khi c4c t& bao lach co ngudn gbc tir chudt da néu & trén duge sir
dung riéng véi hgp chét ¢6 cong thirc (5) va céc té bao lach c6 ngudn gde tir chudt
da néu & trén duge st dung véi hdn hop vacxin chira hop chét c6 cong thie (5) va
peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 24 duoc téi kich thich bang peptit (SEQ ID
NO: 2).

Cu thé 13, hop chét c6 cong thirc (5) duoc hoa tan trong dimetyl sulfoxit
(DMSO) ¢ mirc 80mg/ml, con duoc pha lodng bing nudc dé tiém & mirc 3mg/ml,
va duoc nhil twong héa bing cach tron véi duong lugng Montanit ISA51VG. Hop
chét duoc nhii twong héa duge st dung & 2 vi tri tai gbc dudi cia chudt & mirc
150pg/vi tri. Ngoai ra, hop chét c6 cong thirc (5) va peptit dugc thé thién bdi SEQ
ID NO: 24 duoc hoa tan trong dimetyl sulfoxit (DMSO) ¢ mirc 80mg/ml, va dugc
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pha loéng véi nudce dé tiém. Chiing dugc trdn sao cho ndng d6 sau khi pha logng la
3mg/ml déi véi hop chét c6 cong thirc (5), va 1 3,11mg/ml d6i véi peptit dugc thé
thién béi SEQ ID NO: 24. Dung dich dugc pha lodng nay duoc trén voi duong
luong Montanit ISAS1VG d8 tao ra nhil tuong. Hon hop vacxin chira hop chét co
cong thic (5) & mtc 150 pg/vi tri, va peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 24 &
murc 156pug/vi tri duge st dung & 2 vi tri tai gbc dudi cua chudt. Nong d6 DMSO
mdi nhii twong duoc thiét dat cung muc. Sau mot tudn, con chudt nay duoc lam
chét mot cach nhe nhang br?mg khia CO,, 14 lach duoc cd lap, va cac té bao lach
duoc diéu ché. Bo kit ding cho thir nghiém ELISPOT IFNy duoc sir dung dé do su
san sinh IFNy. Mot ngdy trude khi diéu ché t bao lach, dia ELISPOT dugc xur ly
bang khéng nguyén khang IFNy chudt, va dugc khoa bing mdi trudng RPMI1640
chira 10% FBS & ngay tiép theo. Céc té bao lach c6 ngudn ge tir chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc cdy vao dia & muc 0,25x10° cac té bao/ld trén dia ELISPOT
dugc khoa. Peptit (SEQ ID NO: 2) dugc hoa tan trong DMSO & murc 40mg/ml, va
con dugc pha loang bang méi truong RPMI1640 chira 10% FBS 6i mirc 40pg/ml.
Peptit duoc pha lodng nay (SEQ ID NO: 2) duogc bd sung vao céc té bao lach co
ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 & ndng do cubi 1a 10pg/ml. Cac té
bao lach duoc bd sung véi peptit duge nudi cay trong khoang 19 git & 37°C, 5%
CO,, nho d6 sy tai kich thich peptit in vitro dugc thuc hién. Sau khi dugc nubi céy,
dich ndi duoc loai bd, va dia ELISPOT dugc cho phép phat trién mau theo giao
thire dinh kém. S luong céc diém ma phét trién mau duge do bang mdy phan tich
diém mién dich (do C.T.L. san xuat).

Céac két qua cta thir nghiém ELISPOT IFNy str dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.25.

Trén Fig.25, truc tung thé hién s luong céc té bio ma phan tng trong té
bao dugc ciy vao dia. Trén Fig.25, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién cac
két qua ctia viéc nuoi cy céc té bao lach c6 ngudn gdc tir chudt chuyén gen HLA- |
A0201 véi sy xuét hién hodic thiéu ving peptit dich dugc thé hién bsi SEQ ID NO:
2. T 14, sw khac biét v& céc gié tri ctia thanh mau den va thanh mau trang thé hién
s6 luong dich, mdi peptit dic hiéu CTL dugc cam tng trong con chudt nay in vivo

bing viée str dung hdn hop vAcxin chira hop chét c6 cong thirc (5) va peptit hd tro
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(SEQ ID NO: 24).

Trén Fig.25, gia tri clia thanh mau trang khong duoc phat hién. Diéu nay co
nghia 13 céc té bao lach cia chudt chuyén gen twong tmg khdng phan tmg voi sy
xuét hién cta peptit dich. Két qua ctia thir nghiém nay 13, sy san sinh IFNy déc hiéu
d6i voi peptit dich duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 duge phét hién trong t€ bao
lach ¢6 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-A0201 dugc st dung riéng véi hop
chit c6 cong thiic (5), va hdn hop vécxin chira peptit hd trg (SEQ ID NO: 24). Trén
Fig.25, sb luong céc té bao san sinh IFNy dic hiéu ddi véi peptit duoc thé thién boi
SEQ ID NO: 2, ma dugc cam ung bdi viée st dung hdn hop vicxin chira peptit hd
tro (SEQ ID NO: 24), la cao hon so véi s lwong céc té bao san sinh IFNy dic hiéu
peptit, ma dugc cam tng boi viéc st dung riéng r€ hop chét c¢6 cong thirc (5) almdt.

Tir két qua & trén, rd rang réng hdn hop vacxin chira hop chét c6 cong thirc
(5) va peptit dugc thé thién bdi SEQ ID NO: 24 ¢6 thé cam tmg CTL dic hiéu doi
v6i cc peptit duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2. Ngoai ra, nhiéu té bao sn sinh
IFNy dac hiéu dbi véi peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2 duogc phat hién khi
hén hop vécxin duogc st dung khi so sanh véi viée st dung riéng r€ hop chét c6
cong thtc (5). Gia st ring sy cam Umg cla cic té bao phan tmg véi peptit hd trg
dugc thé thién béi SEQ ID NO: 24 dugce chira trong hén hop vicxin md rong su
cam tmg CTL dic hiéu déi véi peptit duoc thé thién bsi SEQ ID NO: 2. Do do, 15
rang rang hon hop vécxin chtra hop chét ¢6 cong thire (5) va peptit hd tro cb thé
cam Umg manh m& CTL trong co thé chuét khi so sanh véi viéc sir dung riéng &
hop chit c6 cong thic (5).

Vi du thtr nghiém 17

Panh gid kha nang cam tmg CTL in vivo bing cach sir dung chudt chuyén
gen HLA-A0201

SEQ ID NO: 242 duoc tong hop & vi dy 11 1a peptit duoc thé thién bai
SEQ ID NO: 244 c6 xystein dugec mo rong & dau chin mach N. SEQ ID NO: 244
trong hon hop vécxin trong vi du thtr nghiém 15 thé hién hoat tinh mé rong cam
tng CTL. Trong thir nghiém nay, do d6, kha ning cam {tmg CTL cua hdén hop
vécxin chtra hop chét c6 cong thic (5) dugc téng hop & vi du va peptit dugce thé
thién béi SEQ ID NO: 242 duoc danh gia boi thtr nghiém cadm tng CTL in vivo
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bang cach str dung chudt chuyén gen HLA-A0201. RMFPNAPYL (SEQ ID NO:
2) dugc chira trong hop chét c6 cong thirc (5):

CRMFPNAPYL

! ()
CYTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 13 lién két disulfua, 1a peptit WT1 duoc giéi han boi
HLA-A0201, CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4) 1a peptit WT1 dugc gidi han béi
HILA-A2402, va WAPVLDFAPPGASAYGSL(SEQ ID NO: 244) dugc chira trong
CWAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 242) la peptit WT1 dugc gi6i han
bai MHC 16p 11 (12 peptit hd trg).

Chudt chuyén gen HLA-A0201 1 nhu d& dugc md ta trong céc vi dy thu
nghiém va 5.

Cd hay khong viéc st dung hop chét co cong thic (5) dan dén sy cam tng
CTL dac hiéu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2) dugc dénh gid dya trén viée do
su san sinh TFNy béi viée téi kich thich, bing peptit (SEQ ID NO: 2), ciia té bao
lach c6 ngudn gbe tir chudt da nédu & trén dugce st dung véi hop chit c6 cong thirc
(5). C6 hay khéng peptit hd trg (SEQ ID NO: 242) dugc trdn véi cong thirc (5)
hoat dong trong co thé sdng dugc danh gia béng cach so sanh v6i s luong cac té
bao san sinh IFNy khi céc t& bao lach co ngudn gbe tir chudt di néu & trén dugc str
dung riéng vadi hop chét co cong thirc (5) va cac t& bao lach ¢4 ngudn gbe tir chudt
d néu & trén duoc st dung véi hon hop vécxin chira hop chét ¢6 cong thirc (5) va
peptit duoc thé thién bai SEQ ID NO: 242 duge téi kich thich bang peptit (SEQ ID
NO: 2).

Thtr nghiém cam tmg CTL duoc thuc hién béng phuong phép twong tu nhu
phuong phép trong vi du thir nghiém 16. Pé tao ra hdn hop vécxin, hop cht ¢6
cbng thtre (5) va peptit duoc thé thién bdi SEQ ID NO: 242 duge hoa tan trong
dimetyl sulfoxit (DMSO) ¢ mirc 80mg/ml, dugc pha lodng v&i nudce dé tiém va
duoc tron sao cho ndng do sau khi pha loang 12 3mg/ml dbi v6i hop chét c6 cong
thire (5), va 2,42mg/ml dbi vdi peptit duge thé thién béi SEQ ID NO: 242. Dung
dich dugc pha loing nay dugc tron voi duong lugng Montanit ISASTVG dé tao ra
nhil twong. Hon hop vicxin chira hop chét ¢6 cong thire (5) & mic 150pug/vi tri, va
peptit dugc thé thién bai SEQ ID NO: 242 & mitc 121pg/vi tri dugce sir dung & 2 vi
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trf tai gbc dudi ctia chudt.

Céc két qua cta thir nghiém ELISPOT IFNy st dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.26.

Trén Fig.26, truc tung thé hién s lugng cac té bio ma phan Ung trong t
bao duoc ciy vao dia. Trén Fig.26, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién céc
két qua clia viéc nuobi cly céc té bao lach c6 ngudn gbe tir chudt chuyén gen HLA-
A0201 véi su xuat hién hogic thiéu ving peptit dich dugc thé hién boi SEQ ID NO:
2. Ttec 13, sy khac biét vé cac gid tri cua thanh mau den va thanh mau tréng thé hién
sb luong dich, mdi peptit dic hiéu CTL dugc cam {mg trong con chudt ndy in vivo
boi viée str dung hon hop vécxin chira hop chit c6 cong thic (5) va peptit hd trg
(SEQ ID NO: 242).

Trén Fig.26, gia tri clia thanh mau trang khong dugc phat hién. Diéu nay c6
nghia la cac té bao lach cua chudt chuyén gen tuong ting khdng phén tmg voi su
xuét hién cua peptit dich. Két qua ctia thir nghiém ndy 13, sy san sinh IFNy dac hiéu
d6i véi peptit dich duoc thé thién bdi SEQ ID NO: 2 dugc phéat hién trong té bao
lach ¢6 ngudn gbc tir chuot chuyén gen HLA-A0201 dugc st dung riéng véi hop
chit c6 cong thire (5), va hdn hop vécxin chira a peptit hod trg (SEQ ID NO: 242).
Trén Fig.26, s luong céc té bao san sinh IFNy dic hidu déi véi peptit duoc the
thién boi SEQ ID NO: 2, ma dugc cam ung boi viéc sir dung hdn hop vécxin chira
peptit hd tro (SEQ ID NO: 242), la cao hon so v&i sd luong céc té bao san sinh
IFNy dic hiéu peptit, ma dugc cam tng boi viéc st dung riéng hop chit ¢6 cong
thuc (5).

Tir két qua & trén, 18 rang rang hén hop vécxin chita hop chét ¢6 cong thirc
(5) v peptit dugr thé thién bsi SEQ ID NO: 242 c6 thé cam tmg CTL dic hiéu dbi
vOi cac peptit dugc thé thién bdi SEQ ID NO: 2. Ngodi ra, nhiéu té bao san sinh
IFNy déc hiéu dbi véi peptit duoc thé thién bdi SEQ ID NO: 2 dugc phat hién khi
hén hop vicxin dugc st dung khi so sanh véi vide st dung riéng r& hop chat c6
cong thuc (5). Gia su rang su cam mg cla cac té bao phan tmg vdi peptit hd trg
duge thé thién boi SEQ ID NO: 244 duge chira trong peptit duge thé thién boi
SEQ ID NO: 242 duogc chua trong hdn hop vicxin mé rong sy cam umg CTL dic
hiéu d6i véi peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2. Do dé, r rang rang hdn hop
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vécxin chtra hop chét c6 cong thirc (5) va peptit hd tro ¢6 thé cam Ung manh mé&
CTL trong co thé chudt khi so sinh véi viée sir dung riéng r& hop chit co cong
thie (5).
Vi du thr nghiém 18

Danh gi4 kha ndng cam ung CTL in vivo béng cach str dung chudt chuyén
gen HLA-A0201

SEQ ID NO: 243 dugc téng hop & vi du 12 1a peptit dugc thé thién béi
SEQ ID NO: 244 ¢6 xystein dugc mé rong & dau chin mach N. SEQ ID NO: 244
in hdn hop vacxin trong vi du thit nghiém 15 thé hién hoat tinh mé rong cam Ung
CTL. Do @0, trong thir nghiém nay, kha ndng cam tmg CTL cta hdn hop vécxin
chira hop chit c6 cong thirc (5) dugce tdng hop & vi du va peptit dugc thé thién boi
SEQ ID NO: 243 dugc danh gia boi thir nghiém cadm tng CTL in vivo béng cach
str dung chudt chuyén gen HLA-A0201. RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2) dugc
chira trong hop chit c6 cong thirc (5):

CRMFPNAPYL

! (5)
CYTWNQMNL

trong d6 lién két gitta C va C 1a lién két disulfua, 13 peptit WT1 dugc gidi han boi
HILA-A0201, CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4) 1a peptit WT1 duoc gidi han boi
HLA-A2402, va WAPVLDFAPPGASAYGSL(SEQ ID NO: 244) dugc chira trong
WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243) 1a peptit WT1 duoc gidi han
bdi MHC 16p I (13, peptit h trg).

Chudt chuyén gen HLA-A0201 1a nhu d& duge mo ta trong cac vi du thir
nghiém 2 va 5.

C6 hay khong viéc sir dung hop chit c6 cong thic (5) dan dén sy cam tng
CTL dic hiéu dbi véi peptit dich (SEQ ID NO: 2) dugc dénh gid dya trén viéc do
su san sinh TFNy béi viée tai kich thich, bing peptit (SEQ ID NO: 2), ciia té bao
lach c6 ngudn gbc tir chudt di néu & trén dugce sir dung véi hop chét c6 cong thirc
(5). C6 hay khong peptit hd tro (SEQ ID NO: 243) duoc tron vdi cong thic (5)
hoat dong trong co thé séng duge dénh gid bing céch so sanh véi s§ lwong céc té
bao san sinh IFNy khi cac t& bao lach c6 ngudn gbe tir chudt da néu & trén duoc st
dung riéng v6i hop chét ¢ cong thirc (5) va cac t& bao lach c6 ngudn gde tir chudt
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da néu & trén duoc st dung v6i hon hop vécxin chtra hop chét cé cong thirc (5) va
peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 243 duoc tai kich thich béng peptit (SEQ ID
NO: 2).

Thir nghiém cam tmg CTL dugc thuc hién bang phuong phap tuong tw nhu
phuong phap trong vi du thtr nghiém 16. Dé tao ra hdn hop vicxin, hop chét ¢6
coéng thure (5) va peptit dugc thé thién bdi SEQ ID NO: 243 dugc hoa tan trong
dimetyl sulfoxit (DMSO) ¢ mic 80mg/ml, dugc pha lodng v&i nude dé tiém va
dugc trdn sao cho ndng dod sau khi pha lodng 1a 3mg/ml ddi v6i hop chit c6 cong
thire (5), va 2,42mg/ml dbi véi peptit dugc thé thién béi SEQ ID NO: 243. Dung
dich duoc pha loing nay duge trdn véi duong luong Montanit ISASIVG dé tao ra
nhil tvong. Hon hop vécxin chita hop chét c6 cong thire (5) & mirc 150pg/vi tri, va
peptit duoc thé thién bdi SEQ ID NO: 243 ¢ mirc 121pug/vi tri dugc st dung & 2 vi
trf tai gbc dudi ctia chudt.

Céac két qua cta thir nghiém ELISPOT IFNy st dung chudt chuyén gen
HLA-A0201 dugc thé hién trén Fig.27.

Trén Fig.27, truc tung thé hién s6 luong céc té bao ma phan ng trong té
bao duoc ciy vao dia. Trén Fig.27, thanh mau den va thanh mau tréng thé hién cac
két qua ctia viéc nubi cy céc t€ bao lach c6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-
A0201 véi sy xuét hién hodc thiéu Véng peptit dich dugc thé hién bodi SEQ ID NO:
2. Te 1a, su khac biét vé céc gid tri ciia thanh mau den va thanh mau tréng thé hién
s6 luong dich, mdi peptit dic hiéu CTL dugc cam tng trong con chudt nay in vivo
by viéc str dung hdn hop vécxin chira hop chét c¢6 cong thirc (5) va peptit hd tro
(SEQ ID NO: 243).

Trén Fig.27, gia tri cia thanh mau tring khong dugc phat hién. Diéu nay c6
nghia la cac té bao lach ctia chudt chuyén gen twong tmg khéng phan tng véi sy
xuét hién ctia peptit dich. Két qua cta thir nghiém nay 1a, sy san sinh IFNy dac hiéu
d6i voi peptit dich duoc thé thién boi SEQ ID NO: 2 duge phat hién trong t€ bao
lach ¢6 ngudn gbc tir chudt chuyén gen HLA-A0201 duoc st dung riéng véi hop
chét c¢6 cong thic (5), va hdn hop vicxin chira a peptit hd trg (SEQ ID NO: 243).
Trén Fig.27, sb luong cac té bao san sinh IFNy dic hiéu dbi véi peptit dugc thé
thién bdi SEQ ID NO: 2, ma dugc cam ung bdi viéc sir dung hén hop vécxin chira
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peptit hd trg (SEQ ID NO: 243), 1a cao hon so voi sd luong céc t& bao san sinh
IFNy dic hiéu peptit, ma dugc cam tmg boi viéc st dung hop chét c6 cong thirc (5)
almot.

Tir két qua & trén, o rang rang hén hop vicxin chira hop chét c6 cong thirc
(5) va peptit dugc thé thién boi SEQ ID NO: 243 ¢6 thé cam tng CTL d4c hiéu doi
véi cée peptit duge thé thién bsi SEQ ID NO: 2. Ngodi ra, nhiéu té bao san sinh
IFNy dic hiéu di véi peptit duge thé thién bdi SEQ ID NO: 2 dugc phét hién khi
hén hop vicxin duogc st dung khi so sénh voi viée str dung riéng 1& hop chét co
cong thuc (5). Gia st rang su cam tmg cla cac té bao phan tmg vdi peptit hd trg
duogc thé thién boi SEQ ID NO: 244 dugc chira trong peptit duoc thé thién béi
SEQ ID NO: 243 dugc chira trong hdn hop vicxin mé rong sy cam tmg CTL dic
hidu dbi vé6i peptit duoc thé thién béi SEQ ID NO: 2. Do dé, rd rang rang hon hop
vécxin chita hop chét c6 cong thirc (5) va peptit hd tro ¢6 thé cam Uing manh mé
CTL trong co thé chudt khi so sanh véi viée st dung riéng r& hop chét c6 cong
thuc (5).

Hdn hop vicxin chira hai peptit khac nhau Ia ché pham riéng c6 thé dugc
dé cap 13 mot phuong 4n san xuét vacxin chira hai khang nguyén peptit WT1. Khi
tao ra hdn hop vicxin, cac dic tinh cia cac peptit khang nguyén ung thu duoc tron
1An dat ra mot van dé. Nhu duoc thé hién & bang 60 va bang 66, viéc san xuét hdn
hop cua hai khdng nguyén peptit WT1 c6 nghia la viéc xtr ly hai céc peptit c6 do
hoa tan khac nhau, 1a dic tinh, thanh mot ché phém. Nguoc lai, thé lién hop theo
sang ché 1a hop chét trong d6 hai khang nguyén peptit WT1 duoc lién két thong
qua lién két disulfua, va thé hién do hoa tan riéng, 13, dac tinh. Diéu nay c6 nghia 1
thé lién hop theo sang ché c6 dac tinh riéng va cling c6 dic tinh twong (mg v6i hai
khéng nguyéﬁ peptit WT'1, nhu dugce thé hién trong vi du thir nghiém 2. Trong khia
canh nay, thé hién ring thé lién hop theo sang ché 14 hop chét c6 kha nang cam tmg
phan tmg véi hai khang nguyén peptit WT1 ma khong can xem xét dén su tac dong
qua lai gifta hai khang nguyén peptit WT1 va twong tu, khac voi hdn hop cac
vécxin.

Vi du thtr nghiém 19
Dénh gia kha nang cam tmg CTL in vivo bang cach str dung chudt chuyén
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gen HLA-A2402 sau khi loc bing mang loc

Chét nhj tring gidng nhau dugc thé thién béi SEQ ID NO: 4 dugc tao ra
thong qua lién két disulfua va hop chét ¢6 cong thiic (5) duge hoa tan trong nudc
dé tiém & murc 3-10mg/ml. Hoat tinh dwoc Iy cia m&i hop chét duge dénh gia bang
cach str dung chudt chuyén gen HLA-A2402 (C5 7BL/6CrHLA-A2402/K®) c6 hoat
tinh cam ung CTL lam chi sd. Bé str dung cho chuét chuyén gen HLA-A2402, hop
chét dugc hoa tan trong nudc d8 tiém, dugc tiét tring bang cach loc sir dung mang
loc gén két protein thép (thiét bi loc kiéu mang c6 muyc dich xir ly tiét tring dé
tiém) va duogc tron vai ta chit Freund khong hoan toan dé tao ra nhil tuong.

Hop chit dugc nhii tvong héa dugce sir dung & gbc dudi ctia chudt chuyén
gen HLA-A2402. Sau mdt tudn, con chudt ndy duoc lam chét mot cach nhe nhang
bing khi CO», 14 léch hodic nit bach huyét ben dugc 6 1ap, va cac té bao lach hogc
cac t& bao dugc nit bach huyét duoc didu ché. B kit dung cho thir nghiém
ELISPOT IFNy duoc st dung dé do su san sinh IFNy. Mot ngay trudc khi diéu ché
té bao, dia ELISPOT dugc xir ly bang khéang nguyén khang IFNy chudt, va duoc
khéa bing méi trudong RPMI1640 chira 10% FBS & ngay tiép theo. Céc t€ bao ¢6
ngudn gdc tlr chudt duge diéu ché dugc cdy vao dia trén dia ELISPOT dugc khoa.
Peptit (SEQ ID NO: 4) dugc hoa tan trong DMSO ¢ mirc 40mg/ml, va con dugce
pha lodng bing méi trudng RPMI1640 chira 10% FBS & mirc 40pg/ml. Peptit dugc
pha lodng nay (SEQ ID NO: 4) duoc b sung vao céc té bao lach co ngudn gbe tir
chudt chuyén gen HLA-A2402 hogc céc té bao nut bach huyét & ndng d6 cudi 13
10pg/ml. Céc té bao duge bd sung véi peptit duge nudi cy trong khoang tlr 16 dén
20 gio & 37 °C, 5% CO,, nhd d6 sy tai kich thich peptit in vitro duge thuc hién.
Sau khi dugc nuoi céy, dich ndi dugc loai bo, va dia ELISPOT dugc cho phép phat
trién mau theo giao thirc dinh kém. S6 luong cac diém ma phat trién mau duge do
bdi méay phan tich diém mi&n dich (do C.T.L. san xuat).

Kha ning img dung trong cong nghi€p

Hop chit theo séng ché 13 hitu ich dé lam thanh phan hoat tinh cta vécxin
ung thu ma cam ting CTL mét cach hiéu qua va dé dang dugc tao ra. Pon sing ché
nay huéng quyén uu tién tir cac don séng ché s6 2013-072173 (ndp ngy 29/03/
2013) va 2013-158383 (ndp ngay 31/07/ 2013) tai Nhat Bén, toan bd ndi dung cua
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cac don uu tién nay duoc tich hgp vao ban md ta nay bang cach trich dan.
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YEU CAUBAO HQ

1. Hop chét co cong thirc (1):

O
peptit khang nguyén
H\Xa,N Ya/ ung thw A —OH
(1)

S
|

R1

trong do:

mdi trong sb X* va Y* 1a lién két don,

peptit khdng nguyén ung thu A 13 peptit c6 trinh ty axit amin bat ky duoc chon tir
céc trinh tu axit amin sau:

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),

ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),

SLGEQQYSV (SEQ ID NO: 6) va

RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7),

nhém amino cla axit amin c¢6 dau chin mach N cla peptit khang nguyén ung thu
A lién két v6i Y* trong cong thirc (1), va nhém cacbonyl ctia axit amin c6 dau chan
mach C cua peptit khang nguyén ung thu A lién két v&i nhom hydroxyl trong cong
thue (1),

R' 12 peptit khang nguyén ung thu C,

peptit khang nguyén ung thu C c6 trinh tu khac véi trinh tu cua peptit khang
nguyén ung thu A, ma la peptit ¢6 trinh tu axit amin bét ky duoc chon tir c4c trinh
tu axit amin sau:

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3) va

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4),

va nhém thioete cua gbe xystein ctia peptit khdng nguyén ung thu C dugce lién két
v4i nhém thioete trong cong thire (1),

hodc muoi dugce dung cua no.
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2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chit c6 cong thic (1) 12 hop chét ¢ cong
thuc (4):

?RMFPNAPYL
CMTWNQMNL

(4)

trong do:

litn két gitra C va C 14 lién két disulfua,

hodc mudi duoc dung ctia no.

3. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét c6 cong thie (1) 12 hop chét c6 cong
thire (5):

?RMFPNAPYL

)
CYTWNQMNL

trong do:

lidn két gitta C va C 12 lién két disulfua,

hoac mudi duogc dung ctia nod.

4. Ché pham chtra hop chét dugc chon tir nhém bao gdém hop chét ¢ cong thirc
(4):

CRMFPNAPYL.

| (4)
CMTWNQMNL

trong do:
lidn két gitta C va C 14 lién két disulfua,
va hop chit c6 cong thic (5):

?RMFPNAPYL

()
CYTWNQMNL

trong do:

lidn két gitra C va C 14 lién két disulfua, va

it nhdt mot peptit c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm céc trinh tu
axit amin sau:

CNKRYFKLSHLQMHSRK (SEQ ID NO: 22),

CNKRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 23),
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CNKRYFKLSHLQMHSRKHTG (SEQ ID NO: 24),
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244),
CWAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 242) va
WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243).

5. Ché phim theo diém 4, trong d6 ché phim nay chira hop chét c6 cong thire (4):

CRMFPNAPYL

| (4)
CMTWNQMNL

trong do:
lién két gifta C va C 1a lién két disulfua.
6. Ché phim theo diém 4, trong d6 ché pham nay chtra hop chét c6 cong thire (5):

CRMFPNAPYL

W O
CYTWNQMNL

trong do:

lién két gitta C va C 1a lién két disulfua.

7. Ché phim theo diém 4, trong d6 ché phdm nay chua it nhét mot peptit co trinh tu
axit amin dugc chon tir nhém bao gdm céc trinh ty axit amin sau:
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244),

CWAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 242) va
WAPVLDFAPPGASAYGSLC (SEQ ID NO: 243).

8. Ché phim chira hop chét c6 cong thirc (4):

?RMFPNAPYL

| 4)
MTWNQMNL

trong do:

lién két gifta C va C 1a lién két disulfua, va

peptit ¢o trinh tu axit amin:
WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244).
9. Ché phdm chira hop chét c6 cong thirc (5):

CIJRMFF’NAPYL

o O
CYTWNQMNL
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trong do:

lién két gifta C va C 1a lién két disulfua, va

peptit co trinh tur axit amin:

WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244).

10. Dugc phém chita hop chét theo diém bét ky trong sb céc diém tir 1 dén 3 hodc
mudi duge dung cua nd, hodc ché phém theo diém bt ky trong s6 céc diém tir 4
dén 9, va chét mang duoc dung.

11. Dugc phim theo diém 10, trong d6 duoc phim nay chira hop chét c6 cong thirc
(4):

?RMFPNAPYL

“)
CMTWNQMNL

trong do:
lién két gita C va C 1a lién két disulfua.
12. Dugc pham theo diém 10, trong d6 duoc phim nay chira hop chét c6 cong thirc

(5):

(IIRMFPNAPYL

o O
CYTWNQMNL

trong do:
lién két gitra C va C 14 lién két disulfua.
13. Duoc pham theo diém 10, trong d6 duoc phim nay chira hop chét ¢6 cong thirc

(4):

CRMFPNAPYL

! (4)
CMTWNQMNL

trong do:

lién két gifta C va C 1a lién két disulfua, va

peptit co trinh tyr axit amin:

WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244).

14. Dugc pham theo diém 10, trong d6 duoc phdm nay chira hop chit c6 cong thirc

(5):
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(IJRMFPNAF'YL

o O
CYTWNQMNL

trong do:

lién két gitra C va C 12 lién két disulfua, va

peptit c6 trinh ty axit amin:

WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQ ID NO: 244).

15. Phuong phép diéu ché hop chét c6 cong thic (1), trong d6 phuong phap nay
bao gdm budc tao lién két disulfua gitra gbc xystein dugc bd sung vao diu chin
mach N cua peptit khang nguyén ung thu A va gbc xystein clia peptit khéng
nguyén ung thu C, trong do:

peptit khang nguyén ung thu A 1a peptit c6 trinh tu axit amin dugc chon tir cac
trinh tu axit amin:

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2),

ALLPAVPSL (SEQ ID NO: 5),

SLGEQQYSV (SEQID NO: 6) va

RVPGVAPTL (SEQ ID NO: 7); va

peptit khang nguyén ung thu C 1a peptit ¢6 trinh tw axit amin dugc chon tir cac
trinh tu axit amin:

CMTWNQMNL (SEQ ID NO: 3) va

CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4).
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Fig.3
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Fig.5
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Fig.6
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Fig.7
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Fig.8
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Fig.9
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Fig.11
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Fig.13
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Fig.14
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Fig.15
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Fig.16
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Fig.19
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Fig.20
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E B dwoc xung déng bang peptit

. SEQ ID NO:2 -

L [0 khéng duoc xung dong béng

| SEQ ID NO:2 '
dwoc str dung voi peptit trong dwoc str dung va&i peptit trong
cong thirc (5) cdng thirc (14)

-177-



300

250
®

2 200
P
©
—

%150
0

~

o
~

e 100
i
S

50

0

31268

SEQ ID NO:4

- SEQ ID NO:4

Fig.22

L B duoc xung ddng béng peptit

khong dugc xung dgng béng

duoc st dung v&i peptit trong

cong thtrc (5)

-178-

duwoc str dung voi peptit trong
cong thire (14)



31268

Fig.23
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Fig.24
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Fig.25
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Ser Leu Gly Gly Gly Gly Gly Cys Ala Leu Pro Val Ser Gly Ala Ala
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Lys

His

Pro

Asp

Leu
445

Tyr

Glu

350

Arg

Pro

Leu

Phe

Glu

430

Gln

Phe

335

Lys

Ser

Phe

Lys

Ser

415

Leu

Leu

Lys

Pro

Asp

Gln

Thr

400

Cys

Val

Ala



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Nhé&n tao

peptit

3

Cys Met Thr Trp

1

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

<220>
<223>

<400>

s

PRT
Nhén tao

peptit

Cys Tyr Thr Trp

1

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

<220>
<223>

<400>

5

9

PRT

Nh&n tao

peptit

5

Ala Leu Leu Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

PRT
Nhén tao

peptit

6

31268

Asn Gln Met Asn Leu
5

Asn Gln Met Asn Leu
5

Ala Val Pro Ser Leu
5

Ser Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val

1

5

-187-



31268

<210> 7
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 7

Arg Val Pro Gly Val Ala Pro Thr Leu

1 5
<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 8

Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gln Met His Ser Arg Lys His
1 5 10 15
<210> 9

<211> 32

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> peptit

<400> 9
Cys His Thr Pro Thr Asp Ser Cys Thr Gly Ser Gln Ala Leu Leu Leu

1 5 10 15

Arg Thr Pro Tyr Ser Ser Asp Asn Leu Tyr Gln Met Thr Ser Gln Leu
20 25 30

<210> 10
<211> 22
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

-188-



31268

<223> peptit
<400> 10
Pro Gly Cys Asn Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gln Met His

1 5 10 15

Ser Arg Lys His Thr Gly
20

<210> 11
<211> 19
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 11
Ser Gly Gln Ala Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys

1 5 10 15

Leu Glu Ser

<210> 12
<211> 19
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 12
Ser Gly Gln Ala Tyr Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys

1 5 10 15

Leu Glu Ser

<210> 13
<211> 10
<212> PRT

<213> Nhéan tao

-189-



<220>
<223>

<400>

peptit

13

Cys Arg Met Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

14

10

PRT

Nh&n tao

peptit

14

Cys Cys Met Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

15
10
PRT
Nhé&n tao

peptit

15

Cys Cys Tyr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

16
10
PRT
Nhén tao

peptit

16

Cys Ala Leu Leu

1

<210>
<211>

17
10

31268

Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
5 10

Trp Asn Gln Met Asn Leu
5 10

Trp Asn Gln Met Asn Leu
5 10

Pro Ala Val Pro Ser Leu
5 10

-190-



31268

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 17

Cys Ser Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5 10
<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 18

Cys Arg Val Pro Gly Val Ala Pro Thr Leu

1 5 10
<210> 19
<211> 16
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 19

Ser Gly Gln Ala Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys

1 5 10 15
<210> 20

<211> 19

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit

<400> 20

Pro Gly Cys Asn Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gln Met His
1 5 10 15

-191-



31268

Ser Arg Lys

<210> 21
<211> 20
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 21
Pro Gly Cys Asn Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gln Met His

1 5 10 15

Ser Arg Lys His
20

<210> 22
<211> 17
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> peptit

<400> 22

Cys Asn Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gln Met His Ser Arg

1 5 10 15
Lys

<210> 23

<211> 18

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 23

Cys Asn Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gln Met His Ser Arg
1 5 10 15

-192-



31268

Lys His
<210> 24
<211> 20
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 24
Cys Asn Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gln Met His Ser Arg

1 5 10 15

Lys His Thr Gly
20

<210> 25
<211> 16
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> peptit

<400> 25

Ser Gly Gln Ala Tyr Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys

1 5 10 15
<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> peptit

<400> 26

Gly Ser Asp Val Arg Asp Leu Asn Ala
1 5

<210> 27

-193-



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
PRT
Nhén tao

peptit

27

31268

Ser Asp Val Arg Asp Leu Asn Ala Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

28

9

PRT

Nhan tao

peptit

28

5

Asp Val Arg Asp Leu Asn Ala Leu Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

29

9

PRT

Nhan tao

peptit

29

5

Arg Asp Leu Asn Ala Leu Leu Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

30

PRT

Nhan tao
peptit

30

5

Asp Leu Asn Ala Leu Leu Pro Ala Val

1

5

-194-



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

<220>
<223>

<400>

31268

31

PRT

Nhan tao
peptit

31

Ser Leu Gly Gly Gly Gly Gly Cys Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5

32

9

PRT

Nhan tao

peptit

32

Leu Gly Gly Gly Gly Gly Cys Ala Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

5

33

PRT

Nhan tao
peptit

33

Gly Gly Gly Gly Cys Ala Leu Pro Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5

34

9

PRT

Nhan tao

peptit

34

-195-



31268

Gly Cys Ala Leu Pro Val Ser Gly Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

35

PRT

Nhan tao
peptit

35

Cys Ala Leu Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

36

PRT

Nhén tao
peptit

36

Leu Pro Val Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

37

PRT

Nhan tao
peptit

37

Ser Gly Ala Ala

1

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

<220>

38

9

PRT

Nhéan tao

5

Val Ser Gly Ala Ala
5

Gly Ala Ala Gln Trp
5

Gln Trp Ala Pro Val
5

-196-



31268

<223> peptit
<400> 38

Gly Ala Ala Gln Trp Ala Pro Val Leu
1 5

<210> 39
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> peptit

<400> 39

Ala Gln Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe
1 5

<210> 40
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit

<400> 40

Gln Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala
1 5

<210> 41
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 41

Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gly Ala
1 5

<210> 42
<211> 9
<212> PRT

-197-



<213>

<220>
<223>

<400>

Nhan tao

peptit

42

Leu Asp Phe Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

43

9

PRT

Nhan tao

peptit

43

Asp Phe Ala Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

44

9

PRT

Nhan tao

peptit

44

Phe Ala Pro Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

45

9

PRT

Nhén tao

peptit

45

Ala Tyr Gly Ser

1

31268

Pro Pro Gly Ala Ser

5

Pro Gly Ala Ser Ala

5

Gly Ala Ser Ala Tyr

5

Leu Gly Gly Pro Ala

5

-198-



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

<220>
<223>

<400>

46

9

PRT

Nhan tao

peptit

46

Pro Pro Pro Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

47

9

PRT

Nhén tao

peptit

47

Pro Pro Pro Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

48

9

PRT

Nhan tao

peptit

48

31268

Pro Pro His Ser Phe
5

Pro His Ser Phe Ile
5

Pro Pro Pro Pro His Ser Phe Ile Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

49

9

PRT

Nhén tao

peptit

49

Ser Phe Ile Lys

5

Gln Glu Pro Ser Trp

-199-



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

<220>
<223>

<400>

50

9

PRT

Nhan tao

peptit

50

Lys Gln Glu Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

51

9

PRT

Nh&n tao

peptit

51

Gly Ala Glu Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

52

9

PRT

Nhan tao

peptit

52

Ala Glu Pro His

1

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

<220>
<223>

53

PRT
Nhan tao

peptit

31268

Ser Trp Gly Gly Ala
5

His Glu Glu Gln Cys
5

Glu Glu Gln Cys Leu
5

-200-



<400>

53

Glu Pro His Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

54

9

PRT

Nhan tao

peptit

54

Pro His Glu Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

55

9

PRT

Nhan tao

peptit

55

31268

Glu Gln Cys Leu Ser
5

Gln Cys Leu Ser Ala
5

His Glu Glu Gln Cys Leu Ser Ala Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

56

9

PRT

Nhan tao

peptit

56

Glu Glu Gln Cys

1

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

57

9

PRT

Nhan tao

5

Leu Ser Ala Phe Thr
5

-201-



31268

<220>
<223> peptit

<400> 57

Glu Gln Cys Leu Ser Ala Phe Thr Val
1 5

<210> 58
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 58

Cys Leu Ser Ala Phe Thr Val His Phe
1 5

<210> 59
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 59

Phe Thr Val His Phe Ser Gly Gln Phe
1 5

<210> 60
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 60
Thr Val His Phe Ser Gly Gln Phe Thr
1 5

<210> 61
<211> 9

-202-



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Nhan tao

peptit

61

31268

Phe Ser Gly Gln Phe Thr Gly Thr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

62

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

62

5

Gly Gln Phe Thr Gly Thr Ala Gly Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

63

PRT

Nhan tao
peptit

63

5

Gln Phe Thr Gly Thr Ala Gly Ala Cys

1

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

<220>
<223>

<400>

64

9

PRT

Nhén tao

peptit

64

5

Phe Thr Gly Thr Ala Gly Ala Cys Arg

1

5

-203-



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

<220>
<223>

<400>

65

9

PRT

Nhan tao

peptit

65

Thr Gly Thr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

66

PRT

Nhan tao
peptit

66

Ala Gly Ala Cys

1

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

<220>
<223>

<400>

67

9

PRT

Nhéan tao

peptit

67

31268

Gly Ala Cys Arg Tyr
5

Arg Tyr Gly Pro Phe
5

Cys Arg Tyr Gly Pro Phe Gly Pro Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

68

9

PRT

Nhén tao

peptit

68

5

-204-



Gly Pro Phe Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

69

9

PRT

Nhéan tao

peptit

69

Ser Gln Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

70

9

PRT

Nhan tao

peptit

70

Gln Ala Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

71

9

PRT

Nhan tao

peptit

71

31268

Pro Pro Pro Pro Ser
5

Ser Gly Gln Ala Arg
5

Gly Gln Ala Arg Met
5

Ala Ser Ser Gly Gln Ala Arg Met Phe

1

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

<220>
<223>

72

9

PRT

Nhén tao

peptit

5

-205-



<400>

72

31268

Gly Gln Ala Arg Met Phe Pro Asn Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

73

9

PRT

Nhan tao

peptit

73

Ala Arg Met Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

74

PRT

Nhén tao
peptit

74

Phe Pro Asn Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

75

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

75

Asn Ala Pro Tyr

1

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

76

9

PRT

Nhén tao

5

Pro Asn Ala Pro Tyr
5

Pro Tyr Leu Pro Ser
5

Leu Pro Ser Cys Leu
5

-206-



<220>
<223>

<400>

peptit

76

31268

Ser Cys Leu Glu Ser Gln Pro Ala Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

77

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

77

Cys Leu Glu Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

78

9

PRT

Nhan tao

peptit

78

5

Gln Pro Ala Ile Arg
5

Leu Glu Ser Gln Pro Ala Ile Arg Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

79

9

PRT

Nhéan tao

peptit

79

Glu Ser Gln Pro

1

<210>

80

5

Ala Ile Arg Asn Gln
5

-207-



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
PRT
Nhan tao

peptit

80

Gln Pro Ala Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

81

9

PRT

Nhan tao

peptit

81

Ala Ile Arg Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

82

9

PRT

Nhan tao

peptit

82

31268

Arg Asn Gln Gly Tyr
5

Gln Gly Tyr Ser Thr
5

Ile Arg Asn Gln Gly Tyr Ser Thr Val

1

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

<220>
<223>

<400>

83

9

PRT

Nhan tao

peptit

83

Asn Gln Gly Tyr

1

5

Ser Thr Val Thr Phe
5

-208-



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

<220>
<223>

<400>

84

PRT

Nhan tao
peptit

84

Val Thr Phe Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

85

9

PRT

Nhdn tao

peptit

85

Gly His Thr Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

86

9

PRT

Nhédn tao

peptit

86

Thr Pro Ser His

1

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

<220>
<223>

<400>

87

9

PRT

Nhan tao

peptit

87

31268

Gly Thr Pro Ser Tyr
5

Ser His His Ala Ala
5

His Ala Ala Gln Phe
5

-209-



31268

Ser His His Ala Ala Gln Phe Pro Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

88

9

PRT

Nhén tao

peptit

88

Ala Ala Gln Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

89

9

PRT

Nhan tao

peptit

89

Ala Gln Phe Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

90

9

PRT

Nhén tao

peptit

90

His Ser Phe Lys

1

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

<220>

91

PRT
Nhén tao

5

Pro Asn His Ser Phe
5

Asn His Ser Phe Lys
5

His Glu Asp Pro Met
5

-210-



<223>

<400>

peptit

91

Lys His Glu Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

92

9

PRT

Nhéan tao

peptit

92

Glu Asp Pro Met

1

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

<220>
<223>

<400>

93

PRT

Nhan tao
peptit

93

Asp Pro Met Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

94

9

PRT

Nhéan tao

peptit

94

Gln Gly Ser Leu

1

<210>
<211>
<212>

95
9
PRT

31268

Pro Met Gly Gln Gln
5

Gly Gln Gln Gly Ser
5

Gln Gln Gly Ser Leu
5

Gly Glu Gln Gln Tyr
5

-211-



<213>

<220>
<223>

<400>

Nhan tao

peptit

95

Gln Gln Tyr Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

96

9

PRT

Nhén tao

peptit

96

Gln Tyr Ser Val

1

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

<220>
<223>

<400>

97

9

PRT

Nhén tao

peptit

97

Ser Val Pro Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

98

9

PRT

Nhan tao

peptit

98

Cys His Thr Pro

1

Val Pro Pro
5

31268

Pro Val

Pro Pro Pro Val Tyr

5

Pro Val Tyr
5

Gly Cys

Thr Asp Ser Cys Thr

5

-212-



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

<220>
<223>

<400>

99

9

PRT
Nhan tao

peptit

99

Thr Pro Thr Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

100

9

PRT
Nhan tao

peptit

100

Thr Asp Ser Cys

1

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

<220>
<223>

<400>

101

9

PRT

Nhan tao

peptit

101

Asp Ser Cys Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

102

9

PRT
Nhan tao

peptit

102

31268

Ser Cys Thr Gly Ser
5

Thr Gly Ser Gln Ala
5

Gly Ser Gln Ala Leu
5

Ser Cys Thr Gly Ser Gln Ala Leu Leu

-213-



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

<220>
<223>

<400>

103

9

PRT

Nhén tao

peptit

103

Cys Thr Gly Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

104

9

PRT

Nhan tao

peptit

104

Thr Gly Ser Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

105

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

105

Gly Ser Gln Ala

1

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

<220>
<223>

106

9

PRT

Nhén tao

peptit

31268

Gln Ala Leu Leu Leu
5

Ala Leu Leu Leu Arg
5

Leu Leu Leu Arg Thr
5
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<400>

106

Gln Ala Leu Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

107

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

107

Leu Arg Thr Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

108

9

PRT

Nhéan tao

peptit

108

Arg Thr Pro Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

109

9

PRT

Nhan tao

peptit

109

Thr Pro Tyr Ser

1

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

110

PRT
Nhén tao

31268

Leu Arg Thr Pro Tyr
5

Tyr Ser Ser Asp Asn
5

Ser Ser Asp Asn Leu
5

Ser Asp Asn Leu Tyr
5
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<220>
<223>

<400>

peptit

110

Tyr Ser Ser Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

111

9

PRT

Nhan tao

peptit

111

Ser Ser Asp Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

112

9

PRT

Nhan tao

peptit

112

Ser Asp Asn Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

113

9

PRT
Nhén tao

peptit

113

Asn Leu Tyr Gln

1

<210>
<211>

114
9

31268

Asn Leu Tyr Gln Met
5

Leu Tyr Gln Met Thr
5

Tyr Gln Met Thr Ser
5

Met Thr Ser Gln Leu
5
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Nhan tao

peptit

114

Tyr Gln Met Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

115

9

PRT

Nhan tao

peptit

115

Gln Met Thr Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

116

9

PRT

Nhéan tao

peptit

116

31268

Ser Gln Leu Glu Cys
5

Gln Leu Glu Cys Met
5

Thr Ser Gln Leu Glu Cys Met Thr Trp

1

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

<220>
<223>

<400>

117

9

PRT

Nhén tao

peptit

117

Gln Leu Glu Cys

1

5

Met Thr Trp Asn Gln
5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

118

9

PRT

Nhéan tao

peptit

118

Leu Glu Cys Met

1

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

<220>
<223>

<400>

119

9

PRT

Nhan tao

peptit

119

Asn Gln Met Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

120

9

PRT

Nhén tao

peptit

120

31268

Thr Trp Asn Gln Met
5

Leu Gly Ala Thr Leu
5

Gln Met Asn Leu Gly Ala Thr Leu Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

121

9

PRT

Nhén tao

peptit

121

5
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31268

Asn Leu Gly Ala Thr Leu Lys Gly Val

1

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

<220>
<223>

<400>

122

9

PRT

Nhan tao

peptit

122

Leu Gly Ala Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

123

9

PRT

Nhén tao

peptit

123

Gly Ala Thr Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

124

9

PRT
Nhan tao

peptit

124

5

Leu Lys Gly Val Ala
5

Lys Gly Val Ala Ala
5

Val Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val

1

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

<220>
<223>

125

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

5
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<400>

125

Ala Ala Gly Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

126

9

PRT
Nhén tao

peptit

126

Ala Gly Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

127

9

PRT
Nhan tao

peptit

127

31268

Ser Ser Ser Val Lys
5

Ser Ser Val Lys Trp
5

Trp Thr Glu Gly Gln Ser Asn His Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

128

9

PRT
Nhéan tao

peptit

128

Thr Glu Gly Gln

1

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

129

9

PRT
Nhén tao

5

Ser Asn His Ser Thr
5
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<220>
<223>

<400>

peptit

129

Gly Gln Ser Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

130

9

PRT

Nhén tao

peptit

130

Thr Gly Tyr Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

131

9

PRT

Nh&n tao

peptit

131

Gly Tyr Glu Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

132

9

PRT
Nhan tao

peptit

132

Glu Ser Asp Asn

1

<210>

133

31268

His Ser Thr Gly Tyr
5

Ser Asp Asn His Thr
5

Asp Asn His Thr Thr
5

His Thr Thr Pro Ile
5
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
PRT
Nhén tao

peptit

133

Ser Asp Asn His

1

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

<220>
<223>

<400>

134

9

PRT
Nhan tao

peptit

134

His Thr Thr Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

135

9

PRT
Nhén tao

peptit

135

31268

Thr Thr Pro Ile Leu
5

Ile Leu Cys Gly Ala
5

Thr Pro Ile Leu Cys Gly Ala Gln Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

136

9

PRT
Nhéan tao

peptit

136

Pro Ile Leu Cys

1

5

Gly Ala Gln Tyr Arg
5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

137

9

PRT

Nhén tao

peptit

137

Ile Leu Cys Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

138

9

PRT

Nhan tao

peptit

138

Gln Tyr Arg Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

139

9

PRT

Nhén tao

peptit

139

Tyr Arg Ile His

1

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

<220>
<223>

<400>

140

9

PRT

Nhén tao

peptit

140

31268

Ala Gln Tyr Arg Ile
5

His Thr His Gly Val
5

Thr His Gly Val Phe
5
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31268

Arg Ile His Thr His Gly Val Phe Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

5

141

9

PRT

Nhén tao

peptit

141

His Thr His Gly Val Phe Arg Gly Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

5

142

9

PRT

Nhén tao

peptit

142

Gly Val Phe Arg Gly Ile Gln Asp Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5

143

9

PRT
Nhan tao

peptit

143

Val Phe Arg Gly Ile Gln Asp Val Arg

1

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

<220>

5

144
9

PRT
Nhén tao
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<223>

<400>

peptit

144

Phe Arg Gly Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

145

9

PRT

Nhén tao

peptit

145

Arg Gly Ile Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

146

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

146

Gln Asp Val Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

147

9

PRT

Nhan tao

peptit

147

Asp Val Arg Arg

1

<210>
<211>
<212>

148
9
PRT

31268

Gln Asp Val Arg Arg
5

Asp Val Arg Arg Val
5

Arg Val Pro Gly Val
5

Val Pro Gly Val Ala
5
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<213>

<220>
<223>

<400>

Nhan tao

peptit

148

Arg Arg Val Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

149

9

PRT

Nhan tao

peptit

149

Val Pro Gly Val

1

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

<220>
<223>

<400>

150

9

PRT

Nhan tao

peptit

150

Val Ala Pro Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

151

9

PRT

Nhan tao

peptit

151

31268

Gly Val Ala Pro Thr
5

Ala Pro Thr Leu Val
5

Leu Val Arg Ser Ala
5

Thr Leu Val Arg Ser Ala Ser Glu Thr

1

5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

152

9

PRT

Nhan tao

peptit

152

Arg Ser Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

153

9

PRT

Nhan tao

peptit

153

Ser Ala Ser Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

154

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

154

Ser Glu Thr Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

155

9

PRT

Nhan tao

peptit

155

Glu Thr Ser Glu

31268

Glu Thr Ser Glu Lys

Thr Ser Glu Lys Arg

Glu Lys Arg Pro Phe

Lys Arg Pro Phe Met
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

156

9

PRT

Nhén tao

peptit

156

Thr Ser Glu Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

157

9

PRT

Nhan tao

peptit

157

Ser Glu Lys Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

158

9

PRT

Nhan tao

peptit

158

Glu Lys Arg Pro

1

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

<220>
<223>

159

9

PRT

Nh&n tao

peptit

31268

Arg Pro Phe Met Cys
5

Pro Phe Met Cys Ala
5

Phe Met Cys Ala Tyr
5
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<400>

159

31268

Met Cys Ala Tyr Pro Gly Cys Asn Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

160

9

PRT
Nhén tao

peptit

160

Cys Ala Tyr Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

161

9

PRT

Nhan tao

peptit

161

5

Gly Cys Asn Lys Arg
5

Ala Tyr Pro Gly Cys Asn Lys Arg Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

162

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

162

Tyr Pro Gly Cys

1

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

163

9

PRT
Nhéan tao

5

Asn Lys Arg Tyr Phe
5
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<220>
<223>

<400>

peptit

163

Gly Cys Asn Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

164

9

PRT

Nhan tao

peptit

164

Lys Arg Tyr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

165

9

PRT

Nhén tao

peptit

165

Tyr Phe Lys Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

166

9

PRT

Nhéan tao

peptit

166

Leu Ser His Leu

1

<210>
<211>

167
9

31268

Arg Tyr Phe Lys Leu
5

Lys Leu Ser His Leu
5

Ser His Leu Gln Met
5

Gln Met His Ser Arg
5
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Nhan tao

peptit

167

Leu Gln Met His

1

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

<220>
<223>

<400>

168

9

PRT

Nhan tao

peptit

168

His Ser Arg Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

169

9

PRT

Nhan tao

peptit

169

Arg Lys His Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

170

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

170

His Thr Gly Glu

1

31268

Ser Arg Lys His Thr

5

His Thr Gly Glu Lys

5

Gly Glu Lys Pro Tyr

5

Lys Pro Tyr Gln Cys

5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

171

9

PRT

Nhén tao

peptit

171

Gly Glu Lys Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

172

9

PRT

Nhén tao

peptit

172

Lys Pro Tyr Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

173

9

PRT

Nhan tao

peptit

173

Gln Cys Asp Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

174

9

PRT

Nhan tao

peptit

174

31268

Tyr Gln Cys Asp Phe
5

Cys Asp Phe Lys Asp
5

Lys Asp Cys Glu Arg
5
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31268

Asp Phe Lys Asp Cys Glu Arg Arg Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

175

9

PRT

Nhan tao

peptit

175

5

Lys Asp Cys Glu Arg Arg Phe Ser Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

176

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

176

5

Arg Arg Phe Ser Arg Ser Asp Gln Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

177

9

PRT

Nhén tao

peptit

177

5

Arg Phe Ser Arg Ser Asp Gln Leu Lys

1

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

<220>
<223>

178

9

PRT

Nhan tao

peptit

5
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<400>

178

31268

Phe Ser Arg Ser Asp Gln Leu Lys Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

179

9

PRT

Nhan tao

peptit

179

Arg Ser Asp Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

180

9

PRT

Nhan tao

peptit

180

Asp Gln Leu Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

181

9

PRT

Nhéan tao

peptit

181

5

Leu Lys Arg His Gln
5

Arg His Gln Arg Arg
5

Lys Arg His Gln Arg Arg His Thr Gly

1

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

182

9

PRT

Nhéan tao

5
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<220>
<223>

<400>

peptit

182

Arg His Gln Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

183

9

PRT

Nhan tao

peptit

183

His Gln Arg Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

184

9

PRT

Nhan tao

peptit

184

Arg Arg His Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

185

9

PRT

Nhédn tao

peptit

185

Gly Val Lys Pro

1

<210>

186

31268

Arg His Thr Gly Val
5

His Thr Gly Val Lys
5

Gly Val Lys Pro Phe
5

Phe Gln Cys Lys Thr
5
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
PRT
Nhan tao

peptit

186

Phe Gln Cys Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

187

9

PRT

Nhén tao

peptit

187

Gln Cys Lys Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

188

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

188

31268

Thr Cys Gln Arg Lys
5

Cys Gln Arg Lys Phe
5

Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

189

9

PRT

Nhén tao

peptit

189

5

Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg Ser

1

5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

190

9

PRT

Nhédn tao

peptit

190

Gln Arg Lys Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

191

9

PRT

Nhan tao

peptit

191

Arg Lys Phe Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

192

9

PRT

Nhan tao

peptit

192

31268

Ser Arg Ser Asp His
5

Arg Ser Asp His Leu
5

Lys Phe Ser Arg Ser Asp His Leu Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

193

9

PRT

Nhén tao

peptit

193

5
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Arg Ser Asp His

1

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

<220>
<223>

<400>

194

9

PRT
Nhan tao

peptit

194

Asp His Leu Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

195

9

PRT

Nhan tao

peptit

195

His Thr Arg Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

196

9

PRT
Nhén tao

peptit

196

Thr Gly Lys Thr

1

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

<220>

197

9

PRT
Nh&n tao

5

31268

Leu Lys Thr His Thr

Thr His Thr Arg Thr

5

His Thr Gly Lys Thr

5

Ser Glu Lys Pro Phe

5
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<223>

<400>

peptit

197

Lys Thr Ser Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

198

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

198

Thr Ser Glu Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

199

9

PRT

Nhan tao

peptit

199

Ser Glu Lys Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

200

9

PRT

Nhén tao

peptit

200

Lys Pro Phe Ser

1

<210>
<211>
<212>

201
9
PRT

31268

Lys Pro Phe Ser Cys
5

Pro Phe Ser Cys Arg
5

Phe Ser Cys Arg Trp
5

Cys Arg Trp Pro Ser
5
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<213>

<220>
<223>

<400>

Nhan tao

peptit

201

Ser Cys Arg Trp

1

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

<220>
<223>

<400>

202

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

202

Cys Arg Trp Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

203

9

PRT

Nhén tao

peptit

203

31268

Pro Ser Cys Gln Lys
5

Ser Cys Gln Lys Lys
5

Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys Lys Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

204

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

204

Trp Pro Ser Cys

1

5

Gln Lys Lys Phe Ala
5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

205

9

PRT

Nhén tao

peptit

205

Pro Ser Cys Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

206

9

PRT

Nhan tao

peptit

206

Ser Cys Gln Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

207

9

PRT

Nhan tao

peptit

207

Lys Lys Phe Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

208

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

208

31268

Lys Lys Phe Ala Arg
5

Lys Phe Ala Arg Ser
5

Arg Ser Asp Glu Leu
5

Lys Phe Ala Arg Ser Asp Glu Leu Val
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

209

9

PRT

Nhén tao

peptit

209

31268

Phe Ala Arg Ser Asp Glu Leu Val Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

210

9

PRT

Nhan tao

peptit

210

Ala Arg Ser Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

211

9

PRT

Nhéan tao

peptit

211

Arg Ser Asp Glu

1

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

<220>
<223>

212

PRT
Nh&n tao

peptit

5

Glu Leu Val Arg His
5

Leu Val Arg His His
5
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<400>

212

Ser Asp Glu Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

213

9

PRT

Nhédn tao

peptit

213

Asp Glu Leu Val

1

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

<220>
<223>

<400>

214

9

PRT

Nhan tao

peptit

214

Val Arg His His

1

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

<220>
<223>

<400>

215

9

PRT

Nhén tao

peptit

215

31268

Val Arg His His Asn
5

Arg His His Asn Met
5

Asn Met His Gln Arg
5

Arg His His Asn Met His Gln Arg Asn

1

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

216

9

PRT

Nhan tao

5
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<220>
<223> peptit

<400> 216

His His Asn Met His Gln Arg Asn Met

1 5
<210> 217

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 217

Asn Met. His Gln Arg Asn Met Thr Lys

1 5
<210> 218

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit

<400> 218

Met His Gln Arg Asn Met Thr Lys Leu

1 5
<210> 219

<211> 21

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 219
Cys Gln Lys Lys Phe Ala Arg Ser Asp Glu Leu Val Arg His His Asn

1 5 10 15

Met His Gln Arg Asn
20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

220

9

PRT

Nhan tao

peptit

220

Gln Arg Asn Met

1

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

<220>
<223>

<400>

221

9

PRT

Nhédn tao

peptit

221

Arg Asn Met Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

222

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

222

Asn Met Thr Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

223

9

PRT

Nhé&n tao

peptit

223

31268

Thr Lys Leu Gln Leu
5

Lys Leu Gln Leu Ala
5

Leu Gln Leu Ala Leu
5
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Arg Tyr Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

224

9

PRT

Nhan tao

peptit

224

Phe Met Phe Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

225

9

PRT

Nhén tao

peptit

225

Arg Leu Phe Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

226

9

PRT

Nhan tao

peptit

226

Arg Met Met Pro

1

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

<220>

227

9

PRT

Nhan tao

5

Asn Ala Pro Tyr Leu
5

Asn Ala Pro Tyr Leu
5

Asn Ala Pro Tyr Leu
5
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<223>

<400>

31268

peptit

227

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5

228

9

PRT

Nhan tao

peptit

228

Tyr Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu

1

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

<220>
<223>

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

<400>

5

229

9

PRT
Nhan tao

peptit

misc feature
(1)..(1)
Xaa 1s Ser or Ala

229

Xaa Met Thr Trp Asn Gln Met Asn Leu

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>

5
230
PRT

Nhén tao

peptit

misc feature
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<222>  (1)..(1)

<223> Xaa is selected from the group consisting of Ser, Ala, Abu, Arg,
Lys, Orn, Cit, Leu, Phe and Asn

<400> 230

Xaa Tyr Thr Trp Asn Gln Met Asn Leu

1 5
<210> 231

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 231

Ala Tyr Leu Pro Ala Val Pro Ser Leu

1 5
<210> 232

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 232

Phe Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val

1 5
<210> 233

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> peptit

<400> 233

Ser Met Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

<210> 234
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<211> 9
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> peptit

<400> 234

Ser Leu Met Glu Gln Gln Tyr Ser Val

1 5
<210> 235

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> peptit

<400> 235

Arg Tyr Pro Gly Val Ala Pro Thr Leu

1 5
<210> 236

<211> 10

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> peptit

<400> 236

Cys Leu Glu Ser Gln Pro Ala Ile Arg Asn

1 5 10
<210> 237

<211> 23

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 237

Pro Ser Gln Ala Ser Ser Gly Gln Ala Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro
1 5 10 15

-249-



31268

Tyr Leu Pro Ser Cys Leu Glu
20

<210> 238
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> peptit

<400> 238

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Cys Tyr Thr Trp Asn Gln Met

1 5 10 15
Asn Leu

<210> 239

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> peptit

<400> 239

Cys Tyr Thr Trp Asn Gln Met Asn Leu Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro
1 5 10 15

Tyr Leu

<210> 240

<211> 24

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhédn tao

<220>
<223> peptit

<400> 240

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Gly Gly Gly Gly Gly Gly Cys
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Tyr Thr Trp Asn Gln Met Asn Leu
20

<210> 241
<211> 24
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 241
Cys Tyr Thr Trp Asn Gln Met Asn Leu Gly Gly Gly Gly Gly Gly Arg
1 5 10 15

Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
20

<210> 242
<211> 19
<212> PRT

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>
<223> peptit

<400> 242
Cys Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala Tyr

1 5 10 15

Gly Ser Leu

<210> 243
<211> 19
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> peptit

<400> 243
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Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala Tyr Gly
1 5 10 15

Ser Leu Cys

<210> 244
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>
<223> peptit

<400> 244

Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala Tyr Gly
1 5 10 15

Ser Leu
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