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VACXIN CHUA VECTO NAY BE CHONG LAI SU NHIEM

PAPILLOMAVIRUT TYP 16 G NGUCI (HPV16)
(57) Sang ché dé xuit ciu trac axit nucleic va polypeptit thiét ké ma co the dugc dung lam
vacxin tri liéu chéng lai HPV16. Céac polypeptit nay vé co ban ¢ chira tit ca cac epitop té
bao T co thé co cua céac protein gdy ung thu E6 va E7 HPV 16, tuy nhién c6 hoat tinh bién
nap gidm manh (khi so v&1 E6 va E7 thé hoang dai), dén muc khong phat hién dugc, nho
c6 chtra manh cua cac protein E6 va E7 da dugc ddo tht tu, trong khi cung luc d6 cé chira
sO lwong giam thiéu cua cac epitop moi tao thanh khong mong mudn. Sang ché dé xuat
phan tir axit nucleic ma hoa cho polypeptit c6 chira trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO: 1.
Theo cac phuong an nhat dinh, polypeptit dugc ma hoa con chira it nhat 13 mét epitop cta
protein E2 papillomavirut & ngudi (HPV), vi du protein E2 HPV 16. Sang ché ciing dé xuat
vecto chira phan tir axit nucleic ndy va vacxin chira vecto nay.
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Linh vue k§ thﬁét dwoc dé clp

Sang ché dé cap dén linh vuc y hoc va cu thé hon dén cdu tric axit nucleic va
polypeptit c6 thé dugc sir dung trong vacxin tri liéu chdng lai papillomavirut typ 16 &
nguoi.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché ‘

Ho papillomavirut & ngudi (HPV) gdm hon 100 typ (con duge goi 1a kiéu phu)
c¢6 kha nang nhidm vao té bao keratin cia da hodc mang niém mac. Hon 40 typ HPV
thuong duoc lay truyén théng qua quan hé tinh duc va s lay nhiém HPV & ving hau
mon-sinh duc rit phd bién & ca nam va nir. Mot s6 typ HPV 1y truyén qua dudng tinh
duc c6 thé gdy mun céc sinh duc. Sy 14y nhiém dai dang céc typ HPV "nguy co cao" (vi
du, typ 16, 18, 31, 45) — khéc vdi cac typ gy mun coc & da — c6 thé tién trién thanh
cac thuong tén tién ung thu va ung thu x4m l4n, vi du & ¢ tir cung, 4m ho, am dao,
duong vat, miéng-héu va hau mon. Phan 16n su nhiém HPV thudong dugc tu thanh thai
trong tor mot dén hai nam sau khi nhiém. O céc c4 thé khée manh, cac té bao T CD4+
typ Th1 va Th2 tuan hoan dic hidu d6i v6i protein som cua virut E2, E6 va E7 ctia HPV-
16 ciing nhu cac té bao T CD8+ dic hiéu E6, di chuyén vao da trong qué trinh thach
thirc khang nguyén, cho thay rang viéc bao vé thanh céng chéng lai sy 1ay nhiém HPV-
16 thudng c6 lién quan véi dap ung té bao T hiéu tmg hé théng chdng lai cﬁc khang
nguyén sém cia virut nay. O mot phén nhé (~1%) ca thé bi nhiém, sy nhiém HPV dai
dang, cubi ciing din dén cac thuong tén tao u sinh duc. Trong s6 cac HPV nguy co cao,
HPV16 va HPV18 13 nguyén nhan chinh gy ung thu cd tir cung, cling nhau giy ra
khoang 70% ca ung thu ¢d tir cung, va hai typ nay ciing déng vai trd chinh trong cac
bénh ung thu do HPV gdy ra khac nhu ung thu hdu mon va ung thu miéng-hau. Trén thé
gi6i, HPV 1a mot trong sb cac tac nhan 14y nhiém quan trong nhat gay ung thu.

Chung ngira chdng lai HPV duogc cho 14 bién phap kha thi dé 1am giam ty 1é méc
hodc tac ddng cua viéc nhiém HPV (van der Burg va Melief, 2011, Curr Opinion
Immunol 23: 252-257).

Vacxin phong HPV dua trén cac hat gidng nhu virut (virus like particles - VLP)
tao thanh boi protein (v6) L1 cia HPV typ 16 va 18, rat hiéu quévdé ngédn ngua su lay
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nhiém dai ding va bénh c6 lién quan ciia HPV16 va HPV18. C4c vacxin nay duoc tin

- lataora tinh mién dich vo tring théng qua viéc kich thich cac khang thé trung hoa chng
lai protein L1. Viéc bd sung cac VLP gbe L1 tir cac typ HPV nguy co cao bd sung ¢6
thé 1am tang thém pham vi bao vé tao ra boi cac vacxin nay.

Tuy nhién, mdc du cac vacxin na‘ly' c¢6 thé ngan ngira sy 1ay nhidém ban dau (tic
13, chung c6 kha nang phong bénh), khong ¢ bang chimg nao vé tac dong cé loi ddi voi
c4c thuong ton sinh duc da dugc thiét 1ap do HPV16 va HPV18 gay ra, vi vay chiing
khong dugc xem la vacxin i liéu chéng lai HPV (Hildesheim et al., 2007, JAMA 298:
743-53).

Miic di cac vacxin phong bénh nay da duoc dua ra, van c¢6 nhidu ngudi da nhiém
hodic van ¢6 nguy co bi ldy nhiém HPV nguy co cao dai dang v, do dé, c6 nguy co bi
ung thu. Vacxin tri li€u dé loai trir sy nhiém HPV d3 dugce thiét 14p va céc bénh co lién
quan 13 nhu ciu y té cap bach chua duoc dap tmg.

Mot s6 nd luc @& dap tmg nhu cau nay da dugc mé ta. Vi du, cac thir nghiém 1am
sang da duoc tién hanh véi nhiéu bién phap ching ngira khac nhau, nhu protein dung
hop gdm protein sbc nhiét (heat shock protein - Hsp) tir Mycobacterium bovis va E7
HPV-16 hodc gdm protein dung hop ciia E6, E7 va L2 tir HPV-16 Vé HPV-18, VLP L1-
E7 kham, virut ddu mia téi to hop biéu hién E6 va E7 ciia HPV-16 va HPV-18 hodc E2
ctia virut papilloma & bod, vacxin ADN biéu hién epitop CTL cta E6 va E7 cia HPV-16
va HPV-18, Listeria monocytogenes (Lm) séng-dugc lam giam doc luc ma tiét ra khang
nguyén E7 HPV-16, va cic peptit dai tong hop (synthetic long-peptides - SLP) c6 chira
peptit E6 va E7 HPV-16. Mic di mét vai phuong phap nay cho thdy mét sé hidu qua
1am sang, nhung & mirc dd han ché, hau hét cac phuong phap nay déu khong thanh cong,
chting t6 rang can phai cai thién cac bién phap hién nay.

Viéc hop nhét cac protein HPV sém E6 va E7 1a buéc can thiét trong qu4 trinh
tir khi 14y nhiém dn khi ung thu va su biéu hién lién tuc cia E6 va E7 1a can thiét dé
duy tri kiéu hinh tao u cta t€ bao ung thu ¢b tir cung. Do d6, E6 va E7 dugc xem 13 dich
tt cho viéc ching ngira tri liéu. Nhu da dugc dé cip, mot sd nghién ctiru da cho thay
rang viéc chﬁng ngira tri liéu & phu nit bi lay nhiém HPV nguy co cao c6 thé gy thoai
trién cac thuong tdn hién tai. Kenter va cong su da chi ra sy thoai bién hoan toan va lau

~dai & 47% bénh nhan c6 su tao u trong biéu md 4m hod (Vulvar Intraepithelial Neoplasia

- VIN) bing cach st dung SLP ¢6 ngudn gbe tir protein E6 va E7 HPV16 va chit bb trg

-3



31786

lam vacxin tri li€u (Kenter etal., 2009, N Engl J Med 361: 1838-47). Tuong tu, nghién
ctru trong d6 vacxin dua trén protein (TA-CIN, gdm protein dung hop ctia E6, E7 va L2
 HPV16) duoc két hop véi sy didu bién mién dich cuc bo & 2/3 bénh nhan VIN, cho thay
su thoai trién hoan toan & 63% bénh nhan (Daayana et al., 2010, Br J Cancer 102: 1129-
36). Cac nhuoc diém c6 thé co clia cac peptit dai tong hop ding 1am vacxin bao gom
kha ning san xuit & quy mo 16n va chi phi lién quan, nhu cdu v& chat bd trg gdy phan
ng phu tiém ning va cac tic dong bét loi lién quan 6 lién quan dén viéc gay mién dich
(dic biét 1a ching dau va sung tdy). Do mtrc d6 khoé chiu cao, khong c6 kha nang SLP
s& dugc str dung & bénh giai doan sém khi ty 1& tu thanh thai van con cao. Tuong tw, do
can phai diéu tri bang imiquimod cuc bd trong trudng hop diéu tri TA-CIN, kha ning
dung nap 12 vin dé quan trong vi phan 16n phu nit déu trai qua céc tac dung phu cuc bd
va toan than kéo dai trong khoang thoi gian diéu tri bang imiquimod, didu nay c6 thé
anh hudng dén cac hoat dong hing ngay cua ho.

Bién phap thay thé tiém ning khic 1a st dung viéc ching ngtra dua trén axit
nucleic nhu vacxin ADN hodc vacxin virut ma héa protein E6 va/hoic E7 HPV dé ching
ngua.

Tuy nhién, protein E6 va E7 HPV c¢6 kha nang gdy ung thu va do d6 viéc chung
ngira bang cac vacxin co ch1’fa axit nucleic ma héa céc protein nay c6 nguy co kich thich
su bién dbi té bao do kha nang biéu hién kéo dai cac khang nguyén nay.

| Do d6, trong truong hgp chung ngtra di truyén, c6 thé sir dung cac kiéu khong '
gdy ung thu/da dugc khir doc ciia E6 va/hodc E7 dé loai trir nguy co bat ky vé su bién
d6i té bao do chung ngira. Viéc 1am mat kha nang gdy ung thu cua E6 va E7 thé hoang
dai thuong dat dugc bang cach lam khuyét va/hoic thay thé cac gbc da biét 1a quan trong
d6i v6i chirc nang ciia cac protein nay (vi du, Smahel et al., 2001, Virology 281:231-38;
Yan et al., 2009, Vaccine 27: 431-40; Wieking et al., 2012, Cancer Gene Ther 19: 667-
74; WO 2009/ 1063 62). Tuy nhién, nhugc diém ctia cac phurong phéap nay 1a & chd ching
c6 nguy co loai bo cac epitop té bao T quan trong ra khéi cac protein nay va/hoic dua
cac epitop té bao T khong mong mudn méi vao cic protein nay, va do d6 c6 thé khong
dan dén dap Gmg mién dich mong mudn.

Trong phuong phap thay thé dé loai b kha ning giy ung thu ctiia E6 va E7
| HPV16, cac kiéu da dugc xdo tron (tirc 1a polypeptit trong d6 manh ctia protein thé

hoang dai dugc sép xép lai) ctia protein E6 va E7 da duoc tao cAu tric (vi du Ohlschliger
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et al., 2006, Vaccine 24: 2880-93; Oosterhuis ef al., 2011, Int J Cancer 129: 397-406;
Oosterhuis et al., 2012, Hum Gen Ther 23: 1301-12). Tuy nhién, cdc phuong phéap nay
van doi hoi viée san xuét, tao ché phém va st dung nhiéu phén tr @& dam bao bao gém
tAt ca cac epitop c6 thé ¢6 cia ca hai protein E6 va E7, dan dén viéc hau Xir ly dudi muc
t6i wu va gia thanh twong ddi cao, va hon nita cac phuong phap da duge mé té dua vao
cac epitop khong tu nhién manh tidm nang khong cé mit trong E6 va E7 va do dap Uing
mién dich c6 thé di tréch khoi cac epitop E6/E7 lién quan hudng vé cac epitop khong tu
nhién ndy, nén cac ciu tric da duoc mo ta co thé khéhg c6 cac dac tinh mién dich tdi
uu.

Do do, trong linh vyc nay van ¢6 nhu ciu vé cac vacxin tri liéu chéng lai HPV,

t6t hon néu ¢6 it nhuge diém hon so véi cac phuong phap da duge mo ta trude day. N

Ban chit ky thuit ciia sang ché ,

Sang ché dé xuat cac phan tir axit nucleic ma hoa cho polypeptit ¢6 chira gén nhu
tht ca cac epitop té bao T bé thé ¢ cta protein gy ung thu E6 va E7 HPV16, tuy nhién
¢6 hoat tinh bién nap dugc lam gidm manh (so vé1 E6 va E7 thé hoang dai), dén muc
khong phat hién duoc, bang cach chita cic manh ctia protein E6 va E7 da duoc sap xép
lai, trong khi ddng thoi chira sé lwong tbi thidu ciia cac epitop méi tao thanh khong mong
muén. Diéu nay trai nguoc véi cac phan tr 3 duoc néu ra trude diy béi cac tac gia
khac. | |

Sang ché dé xuit phén tr axit nucleic ma hoéa cho polypeptit c6 chira trinh ty nhu
duogc néu trong SEQ ID NO: 1.

Polypeptit duoc ma hoa c6 thé con ¢6 chira trinh tw din dau.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, polypeptit dugc ma hoa con c6 chira it nhit mot
epitop cua protein E2 papillomavirut & nguoi (HPV), vi du protein E2 HPV16. Protein
E2 c6 thé dugc lam dot bién dé 1am giam su lién két ADN, vi du bang su lam khuyét
hoac (cac) dot bién trong mién lién két ADN cuta n6. Theo cac phuong an nhét dinh,
polypeptit dugc ma hda c6 chira trinh tu nhu duge néu trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ
ID NO: 5. |

Theo cac phuong an nhét dinh, trinh tu axit nucleic duge tdi vu héa bo ba ma

hoa, vi du d€ biéu hién trong t€ bao cuia nguoi.
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Theo céc phuong an nhét dinh, trinh ty axit nucleic ¢6 chtra trinh tu nhu dugc
néu trong SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, hodc SEQ ID NO: 6.

Sang ché con d& xuét vecto c6 chira phén tir axit nucleic theo sang ché, trong d6
trinh ty ma hoa cho polypeptit duoc lién két c6 diéu khién véi trinh ty khoi dong. |

Theo cic phuong 4n nhit dinh, vecto 1a vecto ADN nhu plasmit. Theo céc
phuong dn khéc, vecto la vecto virut, nhu vecto MVA hoéc vecto adenovirut téi to hop.
Thed céc phuong 4n nhat dinh duoc uu tién, vecto 1a adenovirut téi td hop.

Theo céc phuong an nhit dinh, trinh tu khoi dong trong vecto dugc ghép do1 co
didu khién véi trinh ty didu khién chat kim ham, ma protein kim ham c6 thé lién két véi,
dé (rc ché sy biéu hién cua trinh tu khoi dong trong sy c6 mét cia protein kim hdm nay.
Theo céc phuong 4n nhét dinh, trinh ty didu khién chat kim ham 13 trinh tu TetO hodc
trinh tir CuO. |

Sang ché con dé xuét vacxin c6 chita vecto theo sang ché, va ta duoc duge dung.

Sang ché con dé xuit phuong phap gy d4p tng mién dich chéng lai HPV, cu thé
[AHPV1 6, & di twong, phuong phap nay bao gdm bude cho dbi tugng ding vacxin theo
sang ché. Sang ché con d& xuat vacxin theo séng ché @& sir dung dé gy dap tng mién

dich chéng lai HPV, cu thé 1a HPV16. |
| Theo c4c phuong an nhét dinh, vacxin dugc st dung cho débi tugng nhiéu hon
mot 1an.

Sang ché con dé xuit phuong phap diéu tri bénh bat ky trong sb: sy 14y nhiém
HPV dai déng (cu thé su lay nhiém HPV16 dai déng), su tao u trong biéu m6 4m hd
(VIN), su tao u trong biéu mé ¢b tir cung (cervical intraepithelial neoplasia - CIN), su
tao u trong biéu mo am dao (vaginal intraepithelial neoplasia - VaIN), su tao u trong
biéu mo6 hau moén (anal intraepithelial neoplasia - AIN), ung thu ¢ tir cung (nhu
caxinom té bao vay cb tir cung (squamous cell carcinoma - SCC), ung thu miéng-hau,
ung thu dwong vét, ung thu 4m dao hodc ung thu hau mén & ddi tugng, phuong phap
nay bao gdm buéc cho ddi twong ding vacxin theo sang ché. Sang ché con dé& xut
vacxin theo sang ché dé sir dung trong viéc diéu tri bénh bét ky trong sé: su ldy nhiém
HPV dai déng (cu thé sy lay nhiém HPV16 dai déng), sy tao u trong biéu m6 4m hd
(VIN), su tao u trong biéu mo cb tir cung (CIN), su tao u trong biéu md am dao (ValIN),

su tao u trong biéu mod hau mén (AIN), ung thu ¢d tir cung (nhu caxinom té bao vay cd
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tir cung (SCC), ung thu miéng-hau, ung thu duong vét, ung thu am dao hodc ung thu
h4u mén ¢ d6i twong.

Sang ché con dé xuat polypeptit c6 chira trinh tw nhu dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 3 hoac SEQ ID NO: 5.
M& ti vin tit cdc hinh vé :

Hinh 1. Sy biéu hién cua protein dung hop cua E6 va E7 HPV16. Cac té bao
HEK-293T duoc chuyén nhiém tam thoi br?lng vecto ADN biéu hién gen chuyén duoc
thé hién trén hinh v& nay. 24 gid sau khi chuyén nhiém, cac té bao dugc thu hoach va
dich chiét t& bao dugc phan tich bing SDS-PAGE va tham tach western vdi khang thé
khang E7 HPV16 (6 phia trén). Déi ching tai thé hién NF-kB (6 phia dudi) xac nhan su
tai twong tw cua dich tan t& bao & tit ca cac dudng chay. Chat chi thi khéi lwong phan tir
duoc thé hién ¢ phia bén trai. Kich thude du tinh ctia cac protein dung hop: E6E7SH
xAp xi 38kDa; E2E6E7SH va EGE7E2SH x4p xi 75kDa, LSE2E6E7SH x4p xi 78kDa.

Hinh 2. Sy tao thanh khuén_lac trén aga mém. A) Biéu din dudi dang so d thiét
lap thir nghiém aga mém. B) Hinh anh hién vi dai dién & d6 phong dai 40x ciia céc té

“bao trén aga sau tun sau khi cdy. Miii tén mau tring chi cac khudn lac dugc quan sat
thdy & céac té bao dugc chuyén nhiém E7wt. C) Dinh luong khuén lac sau tun sau khi
cdy trén aga st dung Gelcount™ va phan mém c6 lién quan. *: p<0,05 (Mo hinh hoi
quy Poisson); **: khong kém hon (m6 hinh tuyén tinh tong quat héa véi bién khong
kém hon bang 5%).

Hinh 3. E6E7SH mét hoat tinh E6 va E7. A) Tham tich Western dai dién chiing
t6 khong c6 su thoai bién p53 béi EGE7SH. Cac té bao NCI-H1299 v hiéu p53 cia
ngudi duoe ddng chuyén nhiém véi plasmit biéu hién p53 két hop véi plasmit biéu hién
E6 HPV 16 thé hoang dai, EGE7SH hoic vecto réng. Khong TF biéu thi cac té bao khong
duoc chuyén nhiém. 24 gidr sau khi chuyén nhiém, dich tan té bao dugc chuan bi va 30
ug protein tong sé duge tai 1én trén gel. O phia trén - nhudém mau p53, 6 & giita - nhudom
mau E6, 6 phia dudi — nhudm mau NF-kB (ddi ching tai). (B) Dinh lugng ham luong
p53 trong bbn thir nghiém doc 1ap. Tin hiéu p53 dugc chuin héa thanh tin hiéu NF-xB.
C) Thdm tach Western chung té khong c6 su thoai bién pRb béi EGE7SH. Cac té bao
Saos-2 vo hiéu pRb dugc chuyén nhiém véi plasmit biéu hién pRb két hop véi plasmit
biéu hién E7 HPV16 thé hoang dai, EGE7SH hoic vecto rdng. Khong TF biéu thi céc té

bao khong duge chuyén nhifm. 24 gid sau khi chuyén nhiém, dich tan té bao dugc chuin
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bi va 10 pg protein téng sé dugc tai 1én trén gel. O phia trén - nhuém mau pRb, 6 & gilta
— nhudém mau E7, 6 phia dudi - nhudém mau NF-xB (d6i chimg tai). D) Pinh luong ham
lwong pRb trong bén thir nghiém doc lap. Tin hi€u pRb duoc chudn hoa thanh tin hiéu
NF-xB. *: p<0,05 (m6 hinh thtr nghiém ANOVA); **: khong kém hon (thir nghiém dya
trén 95% CI ¢6 ngudn gde tir mé hinh thir nghiém ANOVA. Bién khong kém hon duoc
thiét 18p & 75%). | |

Hinh 4. EGE7SH khong l1am bat tir hoa té bao keratin biéu bi so cap clia ngudi.
Té bao keratin biéu bi so cdp cia ngudi dugc tai nap véi lentivirut ma hoa khung doc
mé ma hoa E6 va E7 thé hoang dai cia HPV16 (E6E7wt), trinh tu E6GE7SH hodc eGFP.
Céc té bao cho khong duoc tai nap duoc st dung 1am ddi chimg. Chi ¢ su biéu hién
cua E6E7wt kich thich su bét tir hoa cua té bao keratin so cép nhu duge thé hién boi
thoi gian sdng kéo dai va sy hoat hoa hTERT xung quanh ngay 200 (khong duoc thé
hién). Ky hiéu hinh chit thap biéu thi ring cac té bao chét vi 130 héa va khong thé dugc
nudi cy tiép. Pé hiéu chi tiét, tham khao Vi du 2. Céc két qua twong tu thu duoc & hai
thé cho bd sung (khong duogc thé hién).

Hinh 5. Pap ung mién dich giy ra béi E6E7SH sau khi gdy mién dich ADN —
phan tich IFNy ELISPOT. A. So d6 gdy mién dich. Cac con chudét CB6F1 dugc gay
mién dich bing plasmit ADN biéu hién E6GE7SH hodc plasmit khong biéu hién gen
chuyén (d6i chung). Hai tudn sau khi gy mién dich, cac con chudt bi giét va cac té bao
lach da duoc phan 1ap dugc kich thich qua dém bang nhom peptit 15mer twong tng véi
E7. B. Dap ung mién dich dic hiéu E7 & cac con chudt riéng r€ nhu dugce do dugc béng
thir nghiém IFNy ELISPOT dugc dua ra dudi dang don vi tao thanh vét (SFU) cho mbi
10° té bao lach.

Hinh 6. Kha nang gy mién dich ciia EGE7SH — phan tich IFNy ELISPOT. (A).
So dd gay mién dich. Céc con chudt duge gdy mién dich bang vecto adeno véi doan cai
xen nhu d4 dugc thé hién. Pap Gmg dic hiéu E7 tai thoi diém hai tudn (B) va tai thoi
diém tam tudn (C) dugc phan tich bvéng IFNy ELISPOT (duoc thé hién dudi dang don
vi tao thanh vét (SFU) cho mbi 10° t& bao lach). Vong tron dic thé hién chudt dugc gay
mién dich bing liéu luong 1¥10'° vp, va vong tron rdng thé hién cac con chudt duge gay
mién dich bang 5*10° vp. Vach ngang mau den thé hién gia tri trung binh hinh hoc cta

cac dap tng. Puong chidm chidm biéu thi giéi han phat hién dudi trong thir nghiém
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ELISPOT. Phan tich théng ké ANOVA Post-hoc Bonferroni duogc thuc hién trén dit liéu
da duge chuyén dbi log. *: p<0,05. D& hiéu chi tiét, tham khao Vi du 3. |

Hinh 7. Kha ning gy mién dich cia E2E6E7SH — nhudm mau E7-tetrame. (A).
So dd gay mién dich. Cac con chugt CB6F1 dugce gdy mién dich bang 1*¥10'° vp vecto
adeno biéu hién gen chuyén nhu da duoc thé hién. Hai tuan sau khi gdy mién dich, cac
con chudt bi giét va céc té bao lach d3 duoc phén 1dp dugc phan tich vé su c¢6 mit cua
cac té bao CD8+ co kha ning twong tic v6i E740.57-H2-Db tetrame (B). Ty 1€ phén trdm
té bao T CD&+ duong tinh v6i E7-tetrame dwoc biéu thi trén truc y. Phan tich théng ké
ANOVA Post-hoc Bonferroni dugc thuc hién trén dit liéu da duoc chuyén d6i log, su
khéc biét gifta cac bién thé EGE7SH khéac nhau 12 khong ¢6 ¥ nghia vé mit théng ké.

| Hinh 8. Kha ning gdy mién dich ciia E2E6E7SH — phén tich IFNy ELISPOT.
(A). So @6 gay mién dich. Cac con chudt CB6F1 dugc gdy mién dich bang vecto adeno
bidu hién gen chuyén duoc thé hién & dudi 6 B va 6 C. Hai tuan sau khi gdy mién dich
cac con chudt bi giét va céc té bao lach da duoc phéﬁ 1ap duoc kich thich qua dém bang
cac nhém peptit 15mer tuong ung véi E2 (B), E6 (khong duoc thé hién) hoic E7 (C).
Céc déap Gng dugc dua ra dudi dang SFU cho mdi 10° té bao lach. Phén tich thong ké
ANOVA Post-hoc Bonferroni dugc thuc hién trén dit liéu da dugc chuyén dbi log. PBép
tng E2 dugc kich thich boi m§t minh vecto adeno ma héa E2 1a cao hon so véi ddp ung
duoc kich thich béi cac polypeptit theo sang ché ma bao gdbm cic manh E6 va E7. Su
khéc biét 1a c¢6 ¥ nghia dbi voi E2 so v6i E2E6E7SH va E2 so v6i E6E7E2SH (*:
p<0,05). Phan tich théng ké ANOVA Post-hoc Bonferroni duogc thuc hién trén dir li€u
da duoc chuyén doi log.

Hinh 9. Céc dap tng duoc duy tri & cac con chudt da duge gay mién dich. (A) So
d6 gay mién dich. Cac con chudét CB6F 1 dugc gy mién dich bang 1¥10'° vp vecto Ad35
biéu hién cac bién thé LSE2E6E7SH, E2E6E7SH, E6E7SH, hoic bang vecto adeno
khong biéu hién gen chuyén (ROng). Cac mau méu dugc liy hai tudn mot 1an dé xéc
dinh ty 18 phan tram té bao T CD8+ dac hiéu E7 bang cach nhuém mau tetrame. (B) Dap
trng mién dich hai tudn sau khi gdy mién dich. Vecto bao gom trinh tu din dau gay ra
dap tng cao hon so v6i vecto khong c6 trinh ty dan dau; LSE2E6E7SH so v&i
E2E6E7SH (*: p<0,05). (C) Dong hoc cta cac dép ung. Phén tich thong k& ANOVA

Post-hoc Bonferroni duge thuc hién trén dit liéu da dugc chuyén ddi log cta bd dir lidu
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tuan tha 2. Dap tng E7 gy ra bdi cac phan tir bao gdm E2 ¢6 xu hudng cao hon so véi
phan tir khéng c6 E2, mic du cac két qua nay 1a khong c6 ¥ nghia vé mit théng ké.

Hinh 10. St dung cac vecto adenovirut khac nhau dé tang cudong dap tmg mién
dich. (A). So dd gdy mién dich. Cac con chuot CB6F1 dugc gay mién dich bang vecto
Ad26 biéu hién E2E6E7SH HPV 16 (HPV16-Tx) hoic bang vecto Ad26 khong biéu hién
gen chuyén (rong). Hai tudn sau, viéc gdy mién dich duoc lip lai v6i vecto dua trén
Ad35 nhu da duge thé hién & phia du6i hinh v&. Bén tuan sau khi gy mién dich 1an thi
hai, cac con chudt bi giét va cac mau mau duge st dung dé xac dinh ty 1€ phén tram té
bao T CD8+ dac hiéu E7 béng cach nhudm mau tetrame (B). * biéu thi su so sanh
Ad26 HPV16-Tx/Ad35.HPV16-Tx so v6i Ad26.HPV16-Tx/Ad35.Rdong, p<0,05 (thir
nghiém t student trén dit liéu da dugc chuyén dbi log, véi alpha = 0,01 cho nhiéu so
sénh). |

Hinh 11. Kha ning gy mién dich té bao cia E2E6E7SH & khi Rhesus macaques.
(A) So @6 gay mién dich. Khi Rhesus macaques dugc gy mién dich vao ngdy 0: Tam
con vat tiép nhin Ad26.HPV16-E2E6E7SH va hai con vat dbi chung tiép nhan
Ad26 Rdng bing cach giy mién dich trong co (i.m). Viéc giy mién dich tang cuong
duoc thuc hién (Ad26.HPV16-E2E6E7SH hodc Ad26.Rong) tai thoi diém 8 tuan. Tai
thoi diém 16 tudn, cac con vat tiép nhan su gdy mién dich tang cuong 1an thi hai bing
vecto Ad35 biéu hién cing E2E6E7SH, trong khi cac con vat dbi chung tiép nhan
Ad35Rdng. Lidu luong ciia vecto adeno 14 1¥10 vp cho mbi lan gay mién dich. Tién
hanh rit mau tai mét sé thoi diém. (B) bap frng mién dich té bao trong PBMC duc_rc Xac
dinh bang IFNy ELISPOT. PBMC duoc kich thich bang cac nhém peptit tuong Gng v&i
E2, E6 hoic E7 HPV16 va s6 luong don vi tao thanh vét (SFU) trong 1*10° PBMC duoc
minh hoa. Con vét ddi ching réng (n=2) khong thé hién dap tmg phat hién duoc. bé
hiéu chi tiét, tham khao Vi du 4. |

Hinh 12. Téac dung tri li€u cia vecto Adeno biéu hién HPV16-E2E6E7SH. (A)
Tiém TC-1 va so dd gay mién dich. Cac con chudt CB6F1 duoc tiém dudi da véi 1#103
té bao TC-I vao ngay 0. Sau sau ngay, khi cac khéi u c6 thé s thdy dugc, cac con chudt
dugc gdy mién dich bing hai SLP bao gdm cac epitop trdi mién dich E6 va E7 HPV16
(tic 1a, HPV16 E6, aa 41-65 (KQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGN; SEQ ID NO:
18) va HPV16 E7 aa 43-77 (GQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDIR;
SEQ ID NO: 19)) v6i luong 150 pg trong thé tich cubi cing bang 200 ul nuéce mudi

-10-
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0,9% dugc bd sung 5 nmol ODN1826-CpG (B) hodc Ad26.HPV16-E2E6E7SH (C). Cac
con chudt dbi ching tiép nhan mot minh CpG (D) hoéc Ad26.Rong (E). T4t c& cac con
chudt déu tiép rihén su gy mién dich ting cudng vao ngay 20. Cac con chudt tiép nhan
vecto Ad26 trong 1an gdy mién dich 1an dau duoc gdy mién dich tiép bang vecto Ad35
tuong ung. Cac con chudt khac tiép nhén, SLP dugc bd tro bé“mg CpG hoac CpG mot
minh nhu trong 1an giy mién dich 1an du. (B-E) Po khéi u & cac con chudt duoc tiém
TC-1. Thé tich khéi u duoc tinh 1a (chidu rong? * chidu dai)/2. Cac con chudt bi giét khi
thé tich khéi u vuot qué 1000 mm3. Hai con chudt bi giét do sy giam khéi lwong 16n hon
20% (duge biéu thi bang dau hoa thi). (F-G) Can canh 6 B va 6 C trong 35 ngay dau
tién. (H) Séng s6t sau khi tiém TC-1. Su sdng sét clia cac con chudt duge xur Iy bing
Ad.HPV16-E2E6E7SH dugc lam tang dang ké so v&i cac con chudt duge giy mién dich
bang SLP va CpG (Thir nghiém log-rank p<0,05). Ba con chudt dugc giy mién dich
bing Ad.HPV16-E2E6E7SH khéng c6 khéi u tai thoi diém két thic thir nghigm (vao
ngay 92).

Hinh 13. Vecto adenovirut mang gen chuyén mi héa HPV Ag hoic
LSE2E6E7SH thé hién hiéu suit virut ting trén cic té bao c6 kha ning tic ché su biéu
hién gen chuyén. A) Thir nghiém hiéu suét virut d6i véi vecto Ad35. Té bao PER.C6,
PER.C6/CymR, va PER.C6/TetR dugc giy nhiém bing cic vecto Ad35 mang gen
chuyén ma héa GFP-Luc hoic HPVAg. Céc gen chuyén nay duoc didu khién bai trinh
tu khéi dong CMV chura CuO hodc TetO. Hiéu suét virut dugc xac dinh bén ngay sau
khi lay nhi®m bang phuong phap dua trén qPCR dic hiéu Ad35 hexon. B) Thir nghiém
hiéu suét virut d6i v6i vecto Ad26. Céc té bao PER.C6 va PER.C6/TetR dugc 1y nhiém
bang céc vecto Ad26 mang gen chuyén ma héa GFP-Luc, HPVAg, hoic LSE2E6E7SH,
tAt ca cc gen chuyén nay déu duoc diéu khién béi trinh tu khoi dong CMV chira TetO.
Hiéu suét virut duge xé4c dinh ba ngay sau khi 14y nhim bing phuong phap dua trén
gPCR dic hiéu Ad26 hexon. Pé hiéu chi tiét, tham khao Vi du 6.

Hinh 14. Viéc st dung hé chit kim ham dé tc ché su biéu hién gen chuyén trong
qua trinh san xuit vecto ngin ngira sy khong 6n dinh cua bang gen chuyén trong vecto
adenovirut mang gen chuyén mi héa cho HPVAg. Vecto Ad35 biéu hién HPVAg duéi
su kiém soat cia CMVCuO dugc phéng thich béi su chuyén nhiém ADN trén dong té
bao PER.C6 hodc PER.C6/CymR. Cac mang virut thu dugc dugce chon lya — ndm mang

ddi voi mdi dong té bao — va duoc st dung cho cac chu ky 1ay nhiém lién tiép trén cac
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dong té bao tuong tmg. A) Phan tich tinh nguyén ven cua vung bing gen chuyén vecto
bang PCR sau 10 1dn cdy chuyén virut. San pham PCR thu dugc tir céc thé phén lap
virut da duoc céy chuyén trén PER.C6 va PER.C6/CymR 1an luot duoc thé hién & 6
gifta va 6 bén phai. San pham PCR xuét hién véi chidu dai day du thu dugc d6i véi cac
thé phan 14p virut da dwoc cdy chuyén PER.C6 1, 2, 4, va 5, va san phim PCR dugc
quan sat thdy déi v6i cac thé phan 1ap da duoc ciy chuyén PER.C6/CymR tir 1 dén 5
duoc phan tich bang cach xac dinh trinh ty ADN Sanger. Phan tich céc vét sic ky dd
(khong duoc thé hién) phat hién ra ring tit ca cac thé phan lap phat trién trén PER.CG,
cht khong phai 14 cac thé phan lap phat trién trén PER.C6/CymR, chira sy 1am khuyét
nhé 1am dich khung hodc dot bién két thuc sém trong trinh ty ma héa d6i véi HPVAg.
B) Phén tich kha nang biéu hién HPVAg clia vecto sau bay 1an cdy chuyén virut. Té bao
A549 dugc tai nap bang cac thé phan 1ap virut phét trién trén PER.C6 va PER.C6/CymR
va su biéu hién HPVAg dugc phéan tich béng Thim tach Western st dung khang thé dac
hiéu E7 HPV16. Kich thude du doan ddi voi HPVAg 1a 83 kDa. Pé hiéu chi tiét, tham
khao Vi du 6.

M6 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuét phan tir axit nucleic ma héa cho polypeptit c¢6 chira SEQ ID
NO: 1. Polypeptit nay la polypeptit dung hop, va doi khi dugc goi trong ban mo ta nay
1a polypeptit theo sang ché, hodc polypeptit dung hop theo sing ché. Polypeptit nay 1a
hiru dung dé tao ra dap ung mién dich chéng lai protein E6 va E7 ciia HPV16, va do d6
phén tir axit nucleic c6 thé dugc sir dung 1am vacxin tri liéu dé ngan ngira su 1ay nhiém
HPV16 dai ding, va cc bénh c6 lién quan dén né.

Polypeptit theo sang ché 1a phéan tir duoc thiét ké can than gan nhu chia trinh tu
axit amin E6 va E7 ddy du cua HPV16 (phan tir nay chi thiéu mot axit amin tir dau tan
cung C ctia protein E6 HPV16 nguyén thé) & dang cic manh duoc sip xép lai va gbi Ién
nhau mot phin sao cho (gin nhu) tét ca cac epitop té bao T cilia protein E6 va E7 HPV16
déu c6 mat. Cac phan tir c6 kha niang dé 1am vacxin HPV truée diy da duge mo ta béi
cac tac gia khac (vi du Kenter ef al., 2009, N Engl J Med 361: 1838-47; Daayana ef al.,
2010, Br J Cancer 102: 1129-36; Smahel et al., 2001, Virology 281: 231-38; Yan et al,,
2009, Vaccine 27: 431-40; Ohlschliger et al., 2006, Vaccine 24: 2880-93; Oosterhuis
et al., 2011, Int J Cancer 129: 397-406; EP1183368, WO 2013/083287), nhung mdi

phén tr trong sO cac phan tir nay déu c6 mdt hodc nhi€u nhuge diém. Céc phan tu
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pdlypeptit thiét ké theo sang ché ¢6 1oi & it nh&t mot va thuong 13 mot vai khia canh so
v6i cac phuong phap da duge mo ta truée ddy. Cu thé, cac wu diém cua cac phan tﬁ:
va/hodc vecto theo sang ché bao gdom: (i) ching c6 bién dang d6 an toan mong mudn, vi
axit nucleic c6 hoat tinh bién nap dugc 1am giam manh (so véi protein E6 va E7 nguyén
thé), cho dén hoat tinh bién nap khong phat hién duoc; (i) chung 13 cac phéan tir axit
nucleic don, dé san xudt & quy mo cong nghiép theo cach kha thi vé mat kinh té, va
khéng gidng nhu cac phuong phap da phan tir, chung khong dit ra cac van dé vé kiém
tra tlnh trang di tng ¢ khéu hiu xr ly; (iii) polypeptit dugc ma hoa c6 chira gan nhu tat
ca cac epitop t& bao T cua protein E6 va E7 HPV16 nguyén thé; (iv) thiét ké cua
polypeptit dugc ma hoa lam giam thiéu viéc dua vao cac epitop méi tao thanh manh
tiém ning khong mong mubn (ttc 1a cac epitop khong c6 mit trong protein E6 va E7
nguyén thé); va (v) theo cic phuong an nhét dinh, ching khong phu thudc vao cac chit
b trg gdy phan Gng cao dé lam tang dap Gmg mién dich mong mubn. Do d6, cac phan
ttr theo sang ché thé hién budc tién quan trong bang cach két hop nhiéu dic tinh ¢6 loi
khac nhau trong mot thiét ké, va 1a cac ing vién tuyét voi cha yéu dé ching ngira tri liéu
chéng lai HPV16. Céc phan tir nay ciing ¢6 thé c¢6 tac dung lam vacxin phong ngira
chéng lai HPV16, nghia 1a chung c¢6 kha nang ngan ngira sy 14y nhiém dai ding boi

HPV16 & cac ddi tuong da duoc ching ngira.

Theo cac phuong an nhét dinh,‘nhc‘f thiét ké cén than, sb luong epitop mai tao
thanh ¢6 chiéu dai chin axit amin véi 4i luc lién két du doan <50 nM ddi véi 20 alen
HLA-A phd bién nhét, 20 alen HLA-B phd bién nhat va 20 alen HLA-C ph bién nhét
dugc 1am giam thiéu xudng chi con bang 1. Pay 14 cai tién déng ké so voi cac ciu truc
da duoc mo ta boi cac tac gia khac, ma dbi véi protein E6 da dugc xdo tron don 1é da
chtra nhidu hon 30 trong s cac epitop mdi tao thanh nhu véy, va cac ciu truc nay sé co
kha ning cao c6 chira sb epitop m&i tao thanh nhiéu hon nita trong céc trinh tw dwoc gin
véi cac chu tric nay dé ngan ngira su mét epitop (C)hlschl'eiger et al., 2006, Vaccine 24:
2880-93). Do d6, cac cau tric theo sang ché c6 bién dang mién dich dugc cai thién dang
ké vi kha nang dap img mién dich bi thay dbi so v6i E6 va E7 nguyén thé duoc lam giam
thiéu & cac phan tir theo sang ché, so v&i cac phuong phap da dugc mo ta boi cac tac gia

- khac.
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Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuce k¥ thust na‘iy ¢6 thé st dung cac ky
thuét théng thuong dé tao ra cc su thé nucleotit khong anh huéng dén trinh tu polypeptit
dwoc ma hoa boi cac polynucleotit da duoc mo ta dé phan anh viéc str dung bo ba ma
hoa cia sinh vat chu cu thé bét ky trong d6 polypeptit duge biéu hién. Do dé, trir khi c6
chi dan khéc, "trinh tu nucleotit m4 hoa trinh ty axit amin" bao g6m tAt ca céc trinh tu
nucleotit ma la cac phi€n ban thoai hoa ciia nhau va ma héa cho cung trinh tu axit amin.
Trinh ty nucleotit ma hoa protein va ARN c6 thé bao g0m céc intron.

Theo phuong an dugc uu tién, axit nucleic ma hda cho polypeptit theo sang ché
duoc t8i wu hoa bo ba ma hoa dé biéu hién & té bao dong vat c6 vu, tét hon néu 14 té bao
ctia ngudi. Cac phuong phép t6i vu héa b ba ma hoa da dugc biét va mé ta trude day
(vi du WO 96/09378). Trinh tu duoc xem 14 duge tdi vu hoa bd ba ma hoa néu it nhat
mdt bd ba ma hoa khong dugc wu tién so vai trinh tu thé hoang dai dugc thay thé bang
bd ba mi hoa dugc uu ti€n hon. Trong ban mo ta nay, by ba ma héa khong dugce uu tién
la b0 ba ma hoa duoc st dung & sinh vt it thudng xuyén hon so véi bo ba ma hoéa khac
ma hoéa cho cung axit amin, va by ba ma hoa duoc uu ti€n hon 1a b ba ma hoa duoc st
dung thuong xuyén hon & sinh vat so véi bd ba ma héa khong duge uvu tién. Tén sudt st
dung bo ba ma hoa déi véi sinh vat cu thé c6 thé duge tim thiy trong bang tan suit bd
ba ma hoa, nhu trong http://www.kazusa.or.jp/codon. Tt hon néu nhiéu hon mot bo ba
ma hoa khong dugc wu tién, vi du nhiéu hon 10%, 40%, 60%, 80% bd ba ma héa khong
duge wu tién, tbt hon néu hau hét (vi du it nhit 90%) hoic tat ca cac bd ba ma hoa khong
duoc uu tién, dugc thay thé béng bd ba ma hoa dugc uvu tién hdn. Tét hon néu céac bo ba
ma hoa vdu'qc sir dung thuong xuyén nhat & sinh vat duoc str dung trong trinh tw duoc
t6i wru hoa bd ba ma héa. Viéc thay thé bang cac bd ba ma héa duoc wu tién nhin chung
din dén su biéu hién cao hon.

Trinh ty axit nucleic c6 thé duqcb tach dong bang cach sir dung cac k¥ thuat sinh
hoc phan tir thong thuong, hodc dugc tao ra hoan toan méi bang su tong hgp ADN, ma
c¢6 thé dugc thuc hién bang cach sit dung cac quy trinh thong thudng béi cac cong ty
dich vu ¢6 kinh doanh trong linh vuc tébng hop ADN va/hoic tach dong phan tir (vi du
GeneArt, GenScripts, Invitrogen, Eurofins).

Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay sé hidu rang c6 thé thuc
hién cac thay dbi ddi vai protein, vi du béng su thé, su lam khuyét, su thém axit amin,

v.v., vi du bang cach sir dung cic quy trinh sinh hoc phan tir thong thudng. Nhin chung,
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c6 thé 4p dung su thé axit amin bao toan ma khong 1am mat chirc ning hoﬁc kha nang
gdy mién dich cta polypeptit. Piéu nay co thé duoc kiém tra theo cc quy trinh thong
thuong da biét r3 dbi v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuét nay.

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit duoc ma hoa theo sang ché con co
chtra trinh tur dan dau, con dugc goi 1a trinh ty tin hiéu hodc peptit tin hi¢u. Day 1a peptit
ngin (thuong ¢ chidu dai 5-30 axit amin) c6 mit & dau tan cung N cta phan 16n céc

| protein méi dugce téng hop ma dugc huéng dén con dudng tiét. Su c6 mit cua trinh tu
nay c6 thé din dén sy biéu hién va kha ning gy mién dich ting. Vi du khong gi6i han
c¢6 thé duoc str dung 1a peptit din dau IgE (xem vi du US 6,733,994; vi du ¢6 trinh tu
MDWTWILFLVAAATRVHS (SEQ ID NO: 7)) hodc peptit ddn ddu HAVT20 (vi du
¢6 trinh tr MACPGFLWALVISTCLEFSMA (SEQ ID NO: 9)). Mbt trong s c4c peptit
dan dau nay c6 thé duoc bd sung tiy ¥ vao dau tan ciing N cia polypeptit theo sang ché.
Theo cac phuong an khéc, polypeptit theo sang ché khong chura trinh tu dan dau.

Ton tai nhiéu typ HPV khéc nhau (hon 120 typ da duoc nhén dién va duoc dé
cap dén bang con sb), va nhin chung d6i v6i mdi typ can duogc chira trong vacxin, cic
khang nguyén dic hiéu typ c6 thé can phai duoc két hop vao vacxin, mic di ¢6 thé ton
tai mot s kha ning phan tmg chéo dbi v6i cac khang nguyén nhat dinh. Cac typ 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, va 82 1a HPV lay qua dudng tinh duc “co
nguy co cao” gy ung thu va c6 thé din dén phat trién sy tao u trong biéu mo ¢b tir cung
(CIN), su tao u trong biéu mo6 4m hod (VIN), su tao u trong biéu mo6 Am dao (VaIN), su
tao u trong biéu mod duong vat (PIN), va/hodc su tao u trong biéu m6 hau mén (AIN).
HPV theo sang ché (tac 1a HPV ma tir d6 thu dugc cac manh E6 va E7 trong polypeptit
duoc ma hoa) 1a HPV16. N6 ¢6 thé duoc str dung cho cac ddi tuong bi 1y nhiém HPV16.
Theo cac phuwong 4n nhét dinh, né6 ciing c¢6 thé duoc két hop mot cach thich hop véi
vacxin chéng lai cac typ HPV khac. Theo cac phuong 4n nhét dinh, dang két hop nay 1a
v&1 vacxin chéng lai HPV thudc typ nguy co cao nhu dugce xac dinh trén day, vi du véi
vacxin chéng lai HPV18. Theo c4c phuong an khac, vacxin theo sang ché duoc két hop
véi vacxin chéng lai mot hoac ﬁhiéu trong sb HPV-18, -31, -33, -33, -39, -45, -51, -52,
-56, -58, -59, -68, -73, hoac -82. Céac dang Kkét hop nay cé thé, vi du, duoc st dung néu
van chua chic chin duoc loai lay nhiém HPV chinh x4c, hodc néu mong mubn ¢ dap
g mién dich véi tac dung phong bénh chéng lai nhiéu hon mét typ HPV. Céc dang

két hop ctia vacxin theo sang ché véi vacxin chéng lai typ HPV gay mun céc sinh duc,
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nhu HPV6 va/hoac HPV11, cling dugc du tinh. Trinh tu ctia cac typ HPV nay va protein
dugc ma hoa boi trinh ty nay (vi du E6, E7, E2) 1a c6 san V61 nguoi ¢ hiéu biét trung
binh trong linh vyc k§ thudt nay trong céc co s¢ dit liéu cong khai, nhu co s¢ dir liéu
trinh tu ngan hang gen (GenBank) do Trung tdm thong tin cong ngh¢ sinh hoc qudc gia
(NCBI) cung cép.

Polypeptit theo sang ché c6 chita SEQ ID NO: 1, va theo mot phuong 4n, phan
tr axit nucleic theo sang ché ¢6 chira SEQ ID NO: 2.

Céc trinh tu trong ban md ta nay dugc dua ra theo hudng tur 5' dén 3' hodc tir dau
tan cing N dén dau tan cing C, nhu thudong dugc biét dén trong linh virc k¥ thuat nay.

Polypeptit theo sang ché c6 chira epitop ciia protein E6 va E7 HPV16. Theo cac
phwong 4n nhét dinh, polypeptit theo sang ché con c6 chira (va do dé axit nucleic ma
héa cho polypeptit con ma hoa cho) it nhat mot khang nguyén khac hoic (cac) epitop
ctia khang nguyén khac nay. Khang nguyén khéc nay t5t hon néu 1a khang nguyén HPV,
t6t hon néu thudc ciing typ HPV nhu protein E6 va E7 trong polypeptit, tic 1a HPV16.
Do d6, khang nguyén khac nay c6 thé 14 protein HPV hodc méanh sinh mién dich ctia né,
va theo cac phuong an nhét dinh c6 chia protein E2 hodc manh ctia né chia it nhét mot
epitop cua E2 ciia HPV, tét hon néu tir HPV16. Cac khang nguyén hodc epitop khac nay
co thé dugc dat bén trong gitta hai manh cua E6 va/hodc E7 trong polypeptit c6 chira
- SEQ ID NO: 1, nhung tdt hon néu duge dung hop dau tan cung N hodc dau tan cung C
véi polypeptit E6/E7 c¢6 chita SEQ ID NO: 1. Theo cach khac hodc ngoai ra, trinh tu
axit amin gdy dap ung mién dich c6 thé cé mit. Do d6, theo cac phurong 4n nhét dinh,
sang ché d& xuat phan tir axit nucleic theo sang ché, ma héa cho polypeptit ¢ chira SEQ
ID NO: 1, va trong d6 polypeptit nay con cé chira it nhdt mot khang nguyén khac, vi du
protein E2 HPV hoic it nhdt mot epitop ctia n6, nhung t6t hon néu nhiéu epitop hon.
Mot vu diém cua viée bd sung khang nguyén E2 dbi v6i sang ché 1a & chd E2 dugc biét
1a dugc biéu hién sém trong qua trinh 1dy nhidm/trong cac thuong ton muc thap khi ma
su biéu hién cta E6 va E7 van rat thip. Trong qua trinh phat trién thanh ung thu b tir
cung, su biéu hién cia E2 bi mét di va két qua 1a, ham lugng E6 va E7 dugc lam tang
(Yugawa va Kiyono, 2009, Rev Med Virol 19: 97-113). Viéc Kkét hop céc epitop tir E2,
E6 va E7 trong mot vacxin cho phép diéu tri nhém bénh nhan muc tiéu rong, tir mirc bi
lay nhi®m dai ding dén mtrc bi ung thu cb tir cung xa4m 14n (hodc cdc bénh ung thu khac

do HPV16 giy ra). Theo cac phuong an nhét dinh, protein E2 14 protein E2 thé hoang
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dai. Theo céc phuong an nhét dinh khac, protein E2 .cé su lam khuyét hodc mot hodc
nhiéu dot bién trong mién lién két ADN ciia né (so v6i protein E2 thé hoang dai). Trinh
tu cla protein E2 HPV16 (NP_041328.1) c6 thé dugc fim thdy trong co s& dit lidu
protein cia NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) voi s6 NP _041328.1. Mot vai thay
ddi axit amin don 1é trong E2 nhw G293V, K299M, hogc C300R trong phan dau tin
cing C cua protein nay dugc biét 1 lam pha hiy lién két ADN. Uu diém cta viéc st
dung bién thé hodc manh cia E2 khong c¢6 kha nang lién két ADN 13 & chd no c6 thé
ngan ngira cac thay ddi phién ma khong thé dy doan trude duoc thong qua su lién két
truc tiép v&i ADN té bao chu trong cac té bao & d6 n6 duge biu hién. Protein E2 hodc
mdt phin hodc bién thé cia n6 c6 thé duge bd sung bén trong, nhung t6t hon néu vao
dAu tan cing N hodc vao dau tan ciing C ciia polypeptit theo séng ché c¢6 SEQ ID NO:
1. Theo mot phuong an, phan tr axit nucleic theo sang ché ma hoa cho polypeptit c6
chtra SEQ ID NO: 3. Theo mdt phuong an cta n6, phan tir axit nucleic theo sang ché co
chira SEQ ID NO: 4. Theo phuong an khac, phan tir axit nucleic theo sang ché ma héa
cho polypeptit ¢6 chira SEQ ID NO: 5. Theo mt phuwong an clia n6, phén tir axit nucleic
theo sang ché c6 chtra SEQ ID NO: 6.

Cling c6 thé tao ra cac thé dung hop khac ctia polypeptit thiét ké theo séng ché
v6i cac protein khac, vi du protein duoc goi 1a protein chit mang, nhu Calreticulin,
protein sbc nhiét cua Mycobacterium Tuberceleis-70, P10, hodc manh doc tb udn van
C (xem Oosterhuis et al., Human Gene Ther, 2012, trén day, vé cac vi du khac nfta), ma
c6 thé ting cudng thém dap tmg mién dich véi epitop E6 va E7 (va tuy y E2) HPV. Do
d6, sang ché con dé xuit cac protein dung hgp khac nay, va axit nucleic ma hoa cho
chung.

Theo cac phuong an nhét dinh, phan tir axit nucleic theo sang ché dugc két hop
vao vecto. "Vecto" nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuong la vecto dé mang
mot cach nhan tao vat liéu di truyén la vao té bao khac, & d6 n6 co thé duge sao chép
va/hodc duge biu hién, va theo séng ché co thé 1a phan tr axit nucleic bat ky két hop
phéan tir axit nucleic theo sang ché. Cac vecto nay c6 thé duge didu ché theo cac k¥ thuat
sinh hoc phan tr thong thuong nhu tach dong. Thong thudng, cdc vecto nay co thé duoc
dugc nhan giéng trong it nhat mot loai vat chu thich hop nhu vi khuén, nAm men, té bao
con trung, té bao dong vat c6 v, va cac vat chu tuong tu. Bén loai vecto chinh 14 plasmit,

vecto virut, cosmit, va nhiém sac thé nhan tao. Nhin chung, vecto ban than n6 la trinh
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ty ADN gdm doan cai xen (gen chuyén; theo sang ché, axit nucleic ma hoa cho
polypeptit dung hop theo sang ché) va trinh tu déng vai trd lam "khung" ciia vecto. Muc
dich ctia vecto ma truyén thong tin di truyén vao té bao khac thuong 1 dé phan 14p, nhan
1én, hodc biéu hién doan cai xen trong té bao dich. Tét hon néu, trinh tuy ma héa cho
polypeptit duoc lién két ¢ diéu khién véi trinh tl_i khoi dong trong vecto. Thudt ngit

9
A !

"duoc lién két c6 diéu khién" duoc du dinh nghia 1a trinh tu nucleotit quan tdm dugc
lién két v6i trinh tu khoi dong theo cach cho phép biéu hién trinh tu nucleotit nay (vi
du, trong té bao chu khi vecto nay duoc dua vao té bao chu). Trinh tu diéu hoa biéu hién
6 thé duoc lién két c6 diéu khién v6i gen chuyén. Theo cac phuong an nhét dinh, vecto
duoc thiét ké dé biéu hién gen'chuyén trong té bao dich, va nhin chung ¢6 trinh ty trinh
ty khoi dong diéu khién su biéu hién cua gen chuyén. Theo cic phuong 4n nhat dinh,
mdt hodc nhiéu thanh phﬁn vecto thudong dugce st dung nhu trinh tu két thuc phién ma,
trinh ty dudi polyadenin hoa, trinh tu Kozak, UTR, diém khéi dau sao chép, vi tri da
tach dong, gen danh dAu, khang chét khéang sinh, Ve‘l cac trinh tu khac c6 thé c6 mat, va
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat nay c6 thé thiét ké vecto sao cho
né co cac tinh chat mong muén, vi du dé sao chép trong mét sb té bao nhét dinh dé nhan
giéng va nhan vecto, va dé biéu hién gen chuyén cia vecto trong cac té bao dich ma
vecto nay dugc dua vao. Vecto ¢ chira axit nucleic ma hoéa cho polypeptit dung hop
theo sang ché, t6t hon néu dugc thiét ké dé biéu hién & té bao dong vat c6 vi, thich hop
1am vacxin theo sang ché. Theo cac phuong an nhat dinh, vecto theo séﬁg ché 1a plasmit,
cosmit, nhiém sic thé nhan tao cia nAm men, nhiém sic thé nhan tao cta vi khuin, vecto
virut, hogc cac vecto twong tw. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay
da biét cac trinh ty khoi dong khac nhau c6 thé dugc sir dung dé thu duoc sy bidu hién
ciia gen trong té bao cht. M6t s6 trinh tu khai dong da biét ro va duoc st dung nhiéu dé
biéu hién trong té bao nhan chuén c6 chira trinh tu khoi dong c6 ngudn gde tir cac virut,
nhu adenovirut, vi du trinh ty khoi dong E1A, trinh tu khoi dong cé nguén géc tur
xytomegalovirut (CMV), nhu trinh tu khoi dong sém qua trung gian (IE) CMV (duoc
goi trong ban mo ta nay 14 trinh tu khéi dong CMV) (c6 thé thu dugc ching han tir
pcADN, Invitrogen), trinh tu khoi dong c6 ngudn gde tir virut khi 40 (SV40) (vi du ¢6
thé thu dugc tir pIRES, s6 catald 631605, BD Sciences), va cac trinh ty khoi dong twong
ty. Céc trinh tu khéi dong thich hop ciing ¢6 thé c6 ngudn gbc tir té bao nhan chuén,

nhu trinh tu khai dong metalothionein (MT), trinh ty khéi dong yéu té kéo dai 1a (EF-
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1o, trinh ty khéi dong ubiquitin C hodc UB6, trinh tu khoi d(f)ﬁg actin, trinh tu khai
dong globulin mién dich, trinh tu khoi dong sbc nhiét, va cac trinh tu khoi dong tudng
tu (xem vi du WO 2006/048459). Vi du khong gidi han v& trinh tu khoi _déu phién ma
thich hop dé thu dugc biéu hién trong t& bao nhan chudn 1 trinh tu khéi diu phién ma
CMV (US 5,385,839), vi du trinh tu khoi dau phién ma ngay ban dau CMV, vi du bao
gdm nt. Tir—735 dén +95 tlr ving ting cudng/trinh tu khéi dong gen sém sat canh CMV,
vi du trinh tu khéi dong CMV nhu dugce dua ra trong ban md ta ndy voi trinh ty nhu
dugc néu trong SEQ ID NO: 13. Tin hi¢u polyadenyl hoa, vi du tin hiéu polyA hormon
sinh truéng bo (US 5,122,458), c¢6 thé c6 mat & sau (cac) gen chuyén nay.

Céc trinh ty diéu hoa khac cling c6 thé duogc bd sung. Thuat nglt "trinh tu didu
hoa" dugc sir dung thay thé 13n nhau véi "yéu td diéu hoa" trong ban mo ta nay va chi
doan axit nucleic, thong thuong nhung khong gidi han & ADN, diéu bién su phién ma
clia trinh tu axit nucleic ma né dugc lién két co diéu khién véi, va do d6 hoat dong nhu
12 tc nhan diéu bién phién ma. Trinh tu diéu hoa thudng c6 chira trinh tr axit nucleic
ma 1a mién lién két phién ma duge nhan biét bsi mién lién két axit nucleic ctia protein
phién ma va/hodc yéu té phién ma, ving ting cudng hoic chat kim ham v.v.. Vi du, c6
thé ghép ddi c6 didu khién trinh tu e ché véi trinh ty khoi dong, trinh ty e ché nay c6
thé duoc lién két boi protein kim ham ma c6 thé 1am giam hodc ngin chin su biéu hién
ctia gen chuyén trong dong té bao san xuét biéu hién protein kim ham nay. Diéu nay ¢
thé ting cuong d6 én dinh di truyén va/hodc muc biéu hién cua phan tir axit nucleic
trong qua trinh cdy chuyén va/hodc khi phan tir nay dugc san xuét v6i luong 16n trong
dong té bao san xut. Cac hé thong nay da dugc mo ta trong linh vuc k¥ thuat ndy. Vi
du, trinh tu diéu hoa c6 thé c6 chira mot hodic nhiéu trinh tu diéu khién operon tetraxyclin
(tetO), sao cho su biéu hién bi tc ché trong su cd mat cua protein kim ham operon
tetraxyclin (tetR). Trong sy ving mit cua tetraxyclin, protein tetR c¢6 kha nang lién két
Vi vi tri tetO va e ché su phién ma cta gen dugc lién két c6 diéu khién véi vi trf tetO.
Tuy nhién, trong su cd mdt cua tetraxyclin, su thay d6i hinh dang frong protein tetR
ngan no6 khong lién két véi trinh tw diéu khién, cho phép xay fa sy phién ma cua gen
duoc lién két c6 diéu khién. Theo cac phuong an nhét dinh, phéan tr axit nucleic, vi du
khi ¢6 mit trong vecto adenovirut tai té hop, theo sang ché c6 thé tiy ¥ bao gdm tetO
duoc lién két co diéu khién véi trinh tu khoi dong, sao cho su biéu hién ctia mot hoic

nhiéu gen chuyén bi trc ché trong adenovirut tai t6 hop ma duogc san xuit trong dong té
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bao san xuét trong do protein tetR dugc biéu hién. Sau do, su biéu hién s& khong bi rc
ché néu adenovirut tai to hop duge dua vao ddi tuong hodc vao té bao khong biéu hién
protein tetR (vi du, cong bd don québc té s6 WO 07/ 073513). Theo cac phuong an nhét
dinh khéc, phan tir axit nucleic theo sang ché, vi du khi c6 mat trong adenovirut tai td
hop, ¢6 thé tuy ¥ bao gém hé chuyén gen cumat, trong d6 viéc diéu hoa biéu hién duoc
didu tiét boi su lién két ctia chit kim ham (CymR) véi vi tri didu khién (CuO), dugc dat
phia duéi trinh ty khoi dong (vi du, Mullick et al. BMC Biotechnol. 2006 6:43). Nhu
dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat nglt "chét kim ham," chi céc thuc thé (vi du,
protein hodc céc phan t khac) cé kha nang kim ché, can thi¢p, lam chdm va/hodc trc
ché su san xuét cla san phém protein khac loai ctua vecto biéu hién tai td hogp. Vi du,
béng cach can thi€p vao vi tri lién két & vi tri thich hop doc theo vecto biéu hién, nhu
trong bang biéu hién. Vi du vé chét kim ham bao g6m tetR, CymR, chit kim ham lac,
chit kim ham trp, chit kim ham gal, chit kim ham lambda, va cac chit kim ham thich
hop khéac da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du vé viéc st dung hé chat kim
ham/ving didu khién tetO/tetR va hé chit kim him/ving didu khién CuO/CymR duge
dua ra trong ban mo ta nay. Viéc e ché biéu hién gen chuyén vecto trong qua trinh nhan
gidng vecto c6 thé ngan ngira sy khong dn dinh ctia gen chuyén, va c6 thé 1am ting hiéu
sut ctia cac vecto c6 gen chuyén theo sang ché trong qué trinh san xuit. Do d6, theo
mdt s6 phuong 4n, vecto theo sang ché ¢6 trinh tir khéi dong ma c6 thé bi e ché boi sy
lién két cua protein kim ham, vi du bang cach c6 trinh tu khoi dong duoc ghép doi b
didu khién véi trinh tu didu khién chét kim ham (vi du theo cac phuong 4n khong gi6i
han, trinh tu chtta TetO, vi du trinh tu dugc né€u trong SEQ ID NO: 11, hoac trinh tu
chira CuO, vi du trinh ty dugc néu trong SEQ ID NO: 12), ma protein kim ham (vi du
protein tetR, vi du co trinh ty axit amin nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 15, hodc protein
CymR, vi du ¢6 trinh ty axit amin nhu duoc néu trong SEQ ID NO: 17) ¢6 thé lién két
V0.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, vecto 1a phan tir ADN plasmit, hoic manh ctia
n6. Cac vecto nay c6 thé duoc sir dung cho viée chiing ngira ADN. Cac nén khéc ciing
c¢6 thé dugc st dung 1am vecto, vi du ching Listeria monocytogenes sdng-dugc 1lam
- giam doc luc duge lam khuyét kép.

Theo céc phuong an khéc, vecto 1a vecto virut tai tb hop, vecto nay c¢6 thé c6 kha

ning sao chép hoic thiéu kha nang sao chép. Theo cac phuong 4n nhat dinh, vecto virut
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c6 chira hé gen ADN tai t6 hop. Theo céc phucmg an nhét dinh, vecto theo sang ché 1a,
- vi du, adenovirut tai td hop, retrovirut tai tb hop, virut diu tai td hop nhu virut dau mua
(vi du virut ddu mua Ankara cai bién (MVA)), alphavirut tai t6 hgp nhu virut rimg
semliki, paramyxovirut tai td hop, nhu virut soi tai té hop, hodc virut tai t6 hop khéc.
Theo cac phuong an nhét dinh, vecto theo sang ché 1a vecto MVA.

Theo céc phuong an dugc wu tién, vecto theo sang ché 1a adenovirut tai to hop.
Uu diém cia adenovirut dé sir dung 1am vacxin bao gdbm dé thao téc, kha nang san xuét
tt & quy‘mé 16n, va ho so dir liéu do an toan tuyét voi dua trén nhiéu nam kinh nghiém
trong nghién ctru, phat trién, san xudt va cac thir nghiém 1am sang véi nhiéu vecto
adenovirut da dudc bao cdo. Vecto adenovirut dugc sir dung lam vacxin nhin chung tao
ra d4p tmg mién dich t6t dbi véi protein dugc mé hoa boi gen chuyén, bao gdbm dap l’ing
mién dich té bao. Vecto adenovirut theo sang ché ¢6 thé duoc dua trén typ adenovirut
bét ky, va theo cic phuong 4n nhét dinh 13 adenovirut clia ngudi, ma cé thé thudc typ
huyét thanh bt ky. Theo céc phuong 4n khac, n6 1 adenovirut ciia khi, nhu adenovirut
tinh tinh hodic virgn gorin, ma c6 thé thude typ huyét thanh bat ky. Theo cac phuong 4n
nhét dinh, vecto theo sang ché thudc typ huyét thanh adenovirut ciia nguoi 5, 26 hodc
35. Viée diéu ché vecto adenovirut tai to hop da duoc biét 1o trong linh vuc k¥ thuat
nay. Theo cac phuong 4n nhét dinh, vecto adenovirut theo sang ché thiéu hut it nhat mot
chtic ning gen thiét yéu cua ving E1, vi du ving Ela va/hodc ving Elb, cia hé gen
adenovirut can thiét cho sy sao chép cta virut. Theo cac phuong an nhit dinh, vecto
adenovirut theo sang ché thiéu hut it nhat mot phan cta ving E3 khong thiét yéu. Theo
cac phuong an nhét dinh, vecto thiéu hut it nhit mét chirc ning gen thiét yéu ctia ving
E1 va it nht mot phan ctia ving E3 khong thiét yéu. |

Vecto adenovirut, phuong phép tao ciu tric ciia né va phuong phap nhan giéng
n6, da biét rd trong linh vire k§ thuat nay va duoc mé ta trong, vi du, bang sang ché My
s6 5,559,099, 5,837,511, 5,846,782, 5,851,806, 5,994,106, 5,994,128, 5,965,541,
5,981,225, 6,040,174, 6,020,191, va 6,113,913, va Thomas Shenk, "Adenoviridae and
their Replication", M. S. Horwitz, "Adenoviruses", caic Chuong 67 va 68, mot cdch
tuong ung, trong Virology, B. N. Fields et al., eds., 3d ed., Raven Press, Ltd., New York
(1996), va cac tai liéu tham khao khac dugc dé cap trong ban mé ta nay. Thong thuong,
viéc tao cu tric vecto adenovirut lién quan dén viéc str dung céc k¥ thuat sinh hoc phan

tir chuén, nhu cac k¥ thudt dugc mo ta trong, vi du, Sambrook et al., Molecular Cloning,
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a Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1989), Watson et al., Recombinant DNA, 2d ed., Scientific American Books (1992), va
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers,
NY (1995), va cac tai liéu tham khéo khac dugc dé cdp trong ban mo ta nay.

Céc typ huyét thanh duoc dic biét wu tién ddi voi adenovirut tai to hop 14 typ
huyét thanh ctia ngudi 35 hodc typ huyét thanh ctia nguoi 26. Viée diéu ché vecto rAd26
duoc mo ta, vi du, trong WO 2007/104792 va trong Abbink et al., 2007 Virology 81:
4654-63. Trinh ty h¢ gen cuia Ad26 néu lam vi du dugce tim théy trong GenBank
Accession EF 153474 va trong SEQ ID NO:1 ctia WO 2007/104792. Viéc diéu ché
vecto rAd35 dugc mé ta, vi du, trong bang sang ché My s6 7,270,811, trong WO
00/70071, va trong Vogels et al., 2003, J Virol 77: 8263-71. Trinh tu hé gen cia Ad35
néu 1am vi du duoc tim thiy trong GenBank Accession AC_000019 va trén Hinh 6 ctia
WO 00/70071.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, adenovirut thiéu kha ning sao chép, vi du vi né
chtra sy 1am khuyét trong ving E1 cia hé gen. Nhu da biét véi ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh Vuckil thuat nay, trong trudng hop loai bo cac ving thiét yéu tir hé gen
adenovirut, cac chiic niang dugc ma hoda bdi cac ving nay phdi dugc cung cép & dang
trans, tot hon néu béi té bao san xudt, tirc 14 khi mot phan hoic toan bo cac ving E1, E2
va/hodc E4 duoc loai b khoi adenovirut, cic viing ndy phai c6 mit trong té bao san
xudt, vi du duge két hop vao hé gen cia no, hoac & dang dugc goi la adenovirut ho tro
hodc plasmit h trg. Adenovirut ciing c6 thé c6 khuyét doan trong viing E3, ma khong
can thiét cho qué trinh sao chép, va do do, khuyét doan nhur viy khong can phai dugc
bd sung.

Té& bao san xuét (d6i khi con dugc goi trong linh vuc k¥ thuat va trong ban mo ta
nay 1a ‘té bao déng goi' hodc “té bao bd sung') ma c6 thé duoc sir dung ¢ thé 1a té bao
san xuét bat ky trong d6 adenovirut mong mudn c6 thé dugc nhan gidng. Vi du, viéc
nhén gidng vecto adenovirut tai td hop duoc thuc hién & té bao san xuat ma bd sung cac
thiéu hut trong adenovirut. Cac té bao san xuét nhu vay t6t hon néu 6 it nhit trinh tu
adenovirut E1 trong hé gen ctia nd, va nhd dé ¢6 kha ning bd sung adenovirut tai to hop
v6i su 1am khuyét trong viing E1. C6 thé sir dung té bao san xuat bd sung E1 bat ky, nhu
té bao vOng mac cia nguoi dugc bét tir hoa béi E1, vi du té bao 911 hoic PER.C6 (xem

bang sang ché My s 5,994,128), té bao nudc 6i da duge bién nap E1 (xem bang sang
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ché chau Au sb 1230354), t& bao A549 da dugc bién nap E1 (xem vi du WO 98/39411,
bang sang ché My sb 5,891,690), GH329:HeLa (Gao et al., 2000, Hum Gene Ther 11:
213-19), 293, va cac té bao twong tu. Theo cac phuong an nhét dinh, té bao san xuét 14,
vi duy, té bao HEK293, hoic té bao PER.C6, hoic té bao 911, hoic té bao IT293SF, va
cac té bao tuong tu. Viéc sdn xuét vecto adenovirut trong té bao san xuit duoc ban luan
trong (Kovesdi ef al., 2010, Viruses 2: 1681-703).

Theo cac phuong an nhét dinh, adenovirut thiéu hut E1 ¢6 chuta trinh tu ghi ma
E4-orf6 ciia adenovirut thudc nhém phu C nhu Ad5. Piéu nay cho phép su nhén gidng
clia cac adenovirut nay trong cac dong té bao bd sung di biét rd biéu hién gen El cla
Ad5, nhu vi du té bao 293 hodc té bao PER.C6 (xem, vi du Havenga et al., 2006, J Gen
Virol 87: 2135-43; WO 03/104467, tai liéu nay dugc dua vao ban mo ta nay béng cach
vién dan).

"Axit nucleic khac loai" (cling dugce goi trong ban mo ta nay 13 ‘gen chuyén")
trong vecto theo sang ché 1a axit nucleic khong co mit mot cach ty nhién trong vecto,
va theo sang ché, axit nucleic ma héa cho polypeptit dung hop theo sang ché dugc xem
la axit nucleic khac loai khi c6 mét trong vecto. N6 dugc dua vao vecto vi du béng k¥
thuat sinh hoc phén tir chudn. Vi dy, n6 c¢6 thé duoc tach dong vao ving E1 hoic E3 da
duoc lam khuyét ciia vecto adenovirut, hodc trong ving nam gitra ving E4 va rITR. Gen
chuyén nhin chung dugc lién két c¢6 diéu khién véi trinh tu kiém soat biéu hién. Theo
cac phuong an duoc uu tién, gen chuyén duoc tach dong vao ving El cua vecto
adenovirut.

' Viéc san xudt vecto nhu vecto ADN, hodc vecto adenovirut tai td hop, cé thé
duoc thyc hién theo cac phuong phap khac nhau da biét rd v6i nguoi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thut nay. Nhin chung, viéc san xuit nay doi héi su nhén giéng
trong céac té bao da dugc nudi céy dé tao ra lugng vét liéu vecto dang ké, sau d6 thu
hoach vecto nay tir méi truong nudi ciy té bao, va thong thuong sau do 1a tinh ché tiép
vecto nay dé loai bo cac chat khac va thu dugc vecto da dugce tinh ché ma c6 thé duoc
tao ché phadm thanh duoc phdm (vi du, Hoganson et al., 2002, BioProcessing J 1: 43-8;
Evans et al., 2004, J Pharm Sci 93:2458-75). Vi dy, phuong phap thu hoach adenovirut
tr mo6i trueong nudi céy té bao san xuit da duoc mé ta rong rai, vi du, trong WO

2005/080556. Vi du WO 2010/060719, va WO 2011/098592, ca hai tai liéu nay déu
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duoc dua vao ban md ta nay bang cach vién dan, mé ta cac phuong phép thich hop dé
thu duoc va tinh ché lugng 16n adenovirut tai t6 hop.

Theo mét sé khia canh nhét dinh, sang ché con dé xuit polypeptit dugc ma héa
b&i phén tir axit nucleic theo sang ché. Polypeptit nay ¢6 chita SEQ ID NO: 1. Theo céc
phuong 4n nhét dinh, polypeptit nay c6 thé ¢6 chira SEQ ID NO: 3 hoic SEQ ID NO:
5. Pic tinh cua polypeptit nay la nhu duge mo ta trén day. Polypeptit nay c6 thé, vi du,
duogc st dung truc tiép lam vacxin chéng lai HPV.

Sang ché con dé xuét vacxin c6 chira phan tir axit nucleic, vecto hodc polypeptit
theo sang ché, trong d6 cac phuong an d6i v6i mdi trong s& cac khia canh nay c6 thé
bao gdm cac phén tir axit nucleic, vecto hodc polypeptit theo sang ché nhu dugc md ta
trén day. Theo cac phuong an dugc uu tién, vacxin theo sang ché c6 chira phan tir axit
nucleic theo sang ché. Theo cac phuong an dugc uu tién khéc, vacxin c6 chira vecto
theo sang ché, tét hon néu 1a vecto ADN, vecto MV A, hoic vecto adenovirut tai td hop.

Theo cac phuong an nhat dinh, vacxin theo sang ché c6 chira cac thanh phan hoat
tinh khac, vi du axit nucleic ma hoa it nhat mot epitop ctia protein E6 va/hodc E7 cua it
nhét mot typ HPV khac v6i HPV16, vi du typ HPV nguy co cao nhu HPV18, -31, -33,
-35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, -68, -73, hodc -82.

Thuat ngft "vacxin” chi chét hodc ché phdm chtra thanh phan hoat tinh c6 hiéu
qué kich thich mtrc d6 mi&n dich phong bénh va/hodc tri liéu & dbi twong chéng lai mam
bénh hodc bénh nhéat dinh, trong trudong hop nay 1a tri liéu chéng lai HPV. Vacxin thong
thuong c6 chira phan tir axit nucleic, hodc vecto, theo sang ché, va ta dugc dugc dung.
Trong qua trinh sir dung cho dbi tugng, polypeptit duge ma hoa béi phan tir axit nucleic
theo sang ché s& dugc biéu hién ¢ ddi tuong, didu nay sé dan dén dép tmg mién dich ddi
v6i manh khang nguyén E6 va/hoic E7 c6 mit trong polypeptit. Uu diém ctia cac phan
tr theo sang ché 12 & chd gin nhu tit ca cac epitop té bao T ctia E6 va E7 HPV16 déu
c6 mit va do d6 dap ung té bao T dbi v6i epitop bat ky c6 mit trong E6 hodc E7 thé
hoang dai c6 thé dugc tdng 1én trong vacxin. Ngoai ra, vacxin nay co tht ca cac uu diém
v& d0 an toan va cong hiéu nhu dugc chi ra trén ddy ddi v6i phan tir axit nucleic theo
sang ché.

Dé str dung cho ngudi, sang ché c¢6 thé st dung duge pham c6 chira vecto va chat
mang hodc td dugc duge dung. Trong ndi dung cua sang ché, thuat ngit "duoc dung"

nghia 14 chit mang hodc ta duge, & liéu luong va ndng d6 duge sir dung, s& khong giy
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ra tdc dong co6 hai hodc khong mong mudn bét ky & cac dbi twong st dung chung. Cac
ta duge duge dung nay da duoc biét rd trong linh vuc k¥ thuét ndy (xem Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18th ediﬁon, A. R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Cofnpany
[1990]; Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins, S. Ffokj aer
va L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis [2000]; va Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 3rd edition, A. Kibbé, Ed., Pharmaceutical Press [2000]). T4 dugc nhin
chung 1a chét khong c6 hoat tinh vé mit dugce hoc duge tao cong thurc véi thanh phﬁn
hoat tinh cta thudc. Céc ta duge thuong dugc st dung dé lam ting thé tich hodc khdi
lwong cho ché phdm chira thanh phan hoat tinh hiéu nghiém (do d6 thudng duoc goi la
"chét don," "chét lam déy," hodc "chét pha lodng"), dé cho phép phan phéi thuan tién va
chinh x4c chit thudc khi san xuét dang lidu lvgng. Chiing ciing c6 thé ding cho cac muc
dich tang cuong tri liéu khac nhau, nhu tao diéu kién dé& dang cho su hép thu hodc hoa
tan thudc, hodc cac mbi quan tdm dugc dong hoc khéc. Cac ta dugce cling c6 thé hiru ich
trong qud trinh san xudt, dé hd trg viéc xir Iy chat hoat tinh c6 lién quan nhu tao didu
kién d& dang cho tinh chét chay ctia bt hodc cac tinh chit khac khong phai tinh chat két
dinh, ngoai viéc hd tro tinh 6n dinh in vitro nhu ngan ngira su bién tinh trong thot han
sir dung mong doi. Viéc lya chon céc ta dugce thich hgp cling tuy thudc vao dudng dung
va dang liéu lugng, ciing nhu thanh phan hoat tinh va cac yéu t6 khéc.

Phén ttr axit nucleic, vecto hodc polypeptit dugc tinh ché tot hon néu duoc tao
ché phadm va dugc st dung dudi dang dung dich vo tring mic du ciing c6 thé sir dung
céc ché phdm duoc lam dong lanh. Céc dung dich v tring dugc diéu ché bang céach loc
v tring hodc bang cac phuong phap khac da biét trong linh vuc k§y thuat nay. Sau do,
c4c dung dich dugc 1am dong lanh hodc duge nap ddy vao dd chira phan lidudugc. Do
pH cua dung dich nhin chung nam trong khoang tir d¢ pH 3.0 dén 9,5, vi du do pH nam
- trong khoang tir 5,0 dén 7,5. Phan tir axit nucleic hoic vecto hogc polypeptit thuong &
trong dung dich c6 chit dém thich hop, va dung dich chtra vecto cling ¢6 thé chira mudi.
Tuyy, cht 1am &n dinh c6 thé ¢6 mat, nhu albumin. Theo céac phuong éan nhét dinh, chét
tiy rira dugc bd sung. Theo cic phuwong 4n nhét dinh, vacxin cé thé dugc tao ché pham
thanh ché phdm tiém dugc. Cac ché phdm nay chira lugng hitu hiéu cla phan tir axit
nucleic, vecto hodc polypeptit 1a dung dich long vo trung, huyén phu 16ng hoic dang

dwoc 1am déng lanh va tily ¥ chira chat 1am 6n dinh hodc t4 duoc.
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Vi du, vecto adenovirut tai t6 hop c6 thé dugc béb quéan trong chat dém ma ciing
dugc st dung d6i voi Adenovirut theo Tiéu chuén thé giéi (Hoganson et al, 2002,
Bioprocessing J 1: 43-8): 20 mM Tris do pH 8, 25 mM NaCl, 2,5% glyxerol. Chat dém
ché phdm hitu dung khéc thich hop dé sit dung cho nguoi 12 20 mM Tris, 2 mM MgCla,
25 mM NaCl, sucroza 10% khéi luong/thé tich, polysorbat-80 0,02% khdi luong/thé
tich. Chat dém ché pham khac thich hop cho adenovirut téi t6 hop ¢6 chtra 10-25 mM
chit dém xitrat 46 pH 5,9-6,2, 4-6% (khoi lwong/khdi lwong) hydroxypropyl-beta-
xyclodextrin (HBCD), 70-100 mM NaCl, 0,018-0,035% (khéi luqng/khéi luong)
polysorbat-80, va tuy y 0,3-0,45% (khéi lwong/khdi luong) etanol. T4t nhién, nhiéu chit
dém khac co thé duoc st dung, va mot sb vi du vé ché phém thich hop dé bao quan va
dé str dung cac vecto da duoc tinh ché trong dugc pham 13 d3 duoc biét.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, ché phim cé chira vecto con c6 chira mot hodc
nhiéu chét bd trg. Chit bd trg da duoc biét trong linh vure k¥ thuat nay dé 1am tang thém
dap tmg mién dich d6i véi quyét dinh khang nguyén da dugc ép dung. Thuét ngit "chét
bd tro" va "cht kich thich mién dich" dugc st dung thay thé 1an nhau trong ban md ta
nay, va dugc dinh nghia 1a mot hodc nhiéu chét gdy kich thich hé mién dich. Trong noi
dung cﬁa sang ché, chét bd tro duoc sir dung dé tang cuong dap ung mién dich dbi voi
polypeptit dugc ma hoa bdi phan tir axit nucleic trong vecto theo sang ché. Vi du vé chit
b tro thich hop bao gdbm cac mudi nhom nhu nhém hydroxit va/hodc nhém phosphat
va/hogc nhom kali phosphat; ché phdm nhii twong-dau (hozc ché pham dau trong nudc),
bao gdm nhii twong squalen-nuéce, nhu MF59 (xem vi du WO 90/14837); ché pham
saponin, nhu, vi du QS21 va Phitc hop kich thich mién dich (ISCOMS) (xem vi du US
5,057,540; WO 90/03184, WO 96/11711, WO 2004/004762, WO 2005/002620); dan
xuét vi khudn hodc vi sinh vét, vi du vé n6 1a monophosphoryl lipit A (MPL), MPL da
dugc 3-O-deaxyl héa (3dMPL), oligonucleoﬁt chira CpG-motif, doc t6 vi khuan ADP-
ribosyl héa hodc céac thé dot bién cua né, nhu doc td ruot khong bén nhiét cua E. coli
LT, doc td ta CT, va céc dang tuong tu. Ciing c6 thé sur dung chét b trg dugc ma hoa
b&i vecto, vi du bang cach sir dung axit nucleic khac loai ma héa thé dung hop ctia mién
oligome hoda cua protein li€n két C4 (C4bp) voikhang nguyén quan tam (vi du Solabomi
ét al., 2008, Infect Immun 76: 3817-23), hodc bang cach str dung vecto ma hoa ca gen
chuyén quan tdm va chat cha van TLR-3 nhu dsARN khéc loai (vi du WO
2007/100908), hodc cac vecto twong tu.
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Theo cac phuong an khéc, ché pham theo sang ché khong chira chét bd trg.

Duoc phdm c6 thé duge sir dung cho db6i trong, vi du dbi tuong 12 nguoi. Liéu tong
cong cta thanh phan hoat tinh cua vacxin dugce cung cép cho ddi tuong trong mét lan
str dung c6 thé thay dbi nhu da biét voi bac st lanh nghé, va dbi véi adenovirut nhin
chung ndm trong khoang tir 1x107 hat virut (vp) dén 1x10'2 vp, tét hon néu nim trong
khoang tir 1x108 vp dén 1x10'! vp, vi du t&t hon néu nim trong khoang tir 3x10® dén
5x10'° vp, vi du t6t hon néu ndm trong khoang tir 10° dén 3x10' vp. Déi v6i vacxin
ADN, luong ADN tdng cong cho mdi [An st dung c6 thé, vi du nam trong khoang tir 1
g dén 10 mg. Néu sir dung stung bén gen, thi thong thudng lwong thap duoc sir dung,
vidu 10 pg. Pé tiém trong co, thuong st dung luong cao hon, vi du 1én dén 5 mg.

Viéc st dung duoc phém ¢6 thé dugce thuc hién béng cach st dung cac duong dung
chuin. Cac phuong 4n khong 1am gi6i han sang ché bao gébm ding ﬂgoéi duong tiéu
héa, nhu brflng cach tiém, vi du trong da, trong co, v.v., hodc dudi da hodc qua da, hodc
dung qua mang niém mac, vi du trong mili, qua dudng miéng, trong 4m dao, qua truc
trang, va cac duong dung tuong tu. Theo mot phuong 4an, ché phdm dugc st dung bang
céch tiém trong co, vi du vao co denta cla canh tay, hodc co rong ngoai cua dui. Theo
cac phuong an nhét dinh, vacxin 1a vacxin ADN, va vacxin nay co thé, vi du, duoc st
dung trong da, vi du béng cach xam ADN (xem, vi du Oosterhuis et al., 2012, Curr Top
Microbiol Immunol 351: 221-50). Duong ding nay cling kha thi déi véi vecto
adenovirut. Theo cic phuong an nhat dinh, ché phidm theo sang ché c6 chira vecto
adenovirut va duoc sit dung bang cach tiém trong co. Nguoi 6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuat nay da biét vé cac kha niang sir dung ché phim, nhu vacxin dé
gy dap ing mién dich v&i (cac) khang nguyén trong vacxin.

Déi tuong nhu duoc str dung trong ban mo ta nay tot hon néu 1a dong vat co v,

vi du dong vat gam nham, vi du chu6t, hodc dong vat linh trudng khong phai nguoi,
hodc nguoi. T6t hon néu, dbi tuong la dbi tuong nguoi.

Vacxin theo sang ché co thé duoc st dung dé diéu tri bénh nhan c6 mot trong sb
céc giai doan bénh khac nhau do HPV géy ra (cu thé typ 16), tr mirc do lay nhiém HPV
tinh c& va dai dang nhu vy (vi dy, nhu dugc phat hién bing cach thtr nghiém ADN
HPV), tirc 1a truéce khi cac thuong tdn (tién) ung thu dugc tao thanh, cling nhu su tao u
trong biéu mé cb tu cung (CIN; con dugc biét 12 loan san cb tur cung va su tao u ké cd

tlr cung, ma la sy bién doi tién ac tinh tiém nang va su phat trién bat thuong (loan san)
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té bao vay trén bé mit cia ¢ tr cung) cho dén va bao gdm ung thu ¢b tir cung (nhu
caxinom té bao vay cb tir cung (SCC). Ngoai ra, cac tao u khac do HPV gay ra, nhu su
tao u trong biéu m6 Am ho (VIN), su tao u trong biéu md am dao (ValN), su tao u trong
biéu mé duong vat (PIN), su tao u trong biéu md hau mén (AIN) c¢6 thé duge nham dich
cling nhu nhiu giai doan tién trién cta ung thu miéng-hau (con dugc biét 13 ung thu
dﬁuvécéﬁungihuduongvé@ungthuénldmxungthuénlhévéungthu}@uinGnQDo
d6, vacxin theo sang ché c6 thé nham dich khoang rong céc thuong ton do HPV gy ra,
va dudng nhu ¢6 hidu qua nhét ¢ giai doan tién ung thu ctia bénh do HPV gy ra, vi du
tai thoi diém 14y nhiém (dai ding) va/hodc giai doan tao u, trong d6 su biéu hién ciia E2,
E6 va/hoic E7 1a cao nhat. Ciing c6 thé két hop diéu tri str dung vacxin theo sang ché
v6i cac hop chét khang hodc c6 thé khic phuc co ché 14n tranh mién dich & cac té bao
ung thu tién trién, vi du, khéng thé khang PD1/PD-L1, khang thé khang CTLA-4 nhu
Ipilimumab, khang thé khang LAG-3, khang thé khang CD25, chét wc ché IDO, khéang
thé chu van CD40, khang thé chii van CD137, v.v. (xem, vi du Hamid va Carvajal, 2013,
Expert Opinion Biol Ther 13: 847-861; Mellman ef al., 2011, Nature Rev 480: 480-89).
Phuong phap chiing ngira tri liéu vé nguyén tic ciing c6 thé duge st dung dé didu tri
mun céc sinh duc ngoai hodc tién than ctia n6 trong truomg hop vacxin ¢6 chira thém
(cac trinh ty ma héa) E6 va/hodc E7 cia typ HPV gdy mun coc sinh duc ngoai va dugce
st dung cho ddi tugng bi 1ay nhiém typ HPV nay.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, ‘diéu tri' nghia 1a viéc st dung vacxin dé
gdy dap ung mién dich tri liéu chdng lai cac té bao biéu hién (epitop cuia) E6 va/hoic E7
HPV16 & bénh nhan, dn dn it nhat 1a 1am giam muc do 1ay nhiém HPV16 va tét hon
néu loai bé hoan toan sy ldy nhiém HPV 16, din dén tao ra it nhét 13 lam cham va tét
hon néu lam dung su tién trién ctia bénh do HPV 16 gdy ra nhu su tao u va’hodc céc tri¢u
chung ctia né. Tét hon néu viée diéu tri bang vacxin ciing din dén su thuyén giam nhiéu
giai doan tién trién hon cua ung thu do HPV gay ra. Uu tién néu st dung vacxin cho
bénh nhén c¢6 sy 1y nhiém HPV da duoc thiét 1ap ma dd dugc dinh typ, vi vdy vacxin
ma .héa cho polypeptit ciia loai HPV twong tmg c6 thé duoc sir dung. Trong trudng hop
khong duge sang loc, vacxin ciing ¢6 thé duge sir dung & mot bo phan quan thé c¢6 kha
nang bi lay nhiém HPV, tirc 1a nhitng ngudi ¢6 hoat dong tinh duc. Cling c6 thé sir dung
vacxin theo sang ché cho dbi tugng chua bi lay nhiém béi HPV16, vi du dé su dung

phong bénh, c6 thé két hop vai vacxin chdng lai typ HPV khac ma bénh nhan da bi lay
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nhiém, ho#c theo cach khéc & cac ddi tugng khong bi 1ay nhiém. Vacxin theo sang ché
ciing ¢6 thé duoc sir dung cho ddi tugng ma duge diéu tri thém bang céc bién phap khéc,
vi du phiu thuat (loai bé thuong tén do sy 14y nhiém HPV 16 gay ra), hoic diéu tri bang
imiquimod (cé chtra chét chu van TLR-7/ 8, xem vi du Dayaana et al., 2010, Br J Cancer
102: 1129 — 36). Hiéu qua cua viée didu tri co thé dugc xac dinh bing té bao hoc hoic
bang cach thir nghiém HPV.
Viéc chung ngira bao gdm sir dung vacxin theo sang ché cho ddi twrong hoic bénh nhan
it nhat mot 14n. Ciing c6 thé dua ra mot hodc nhiéu l1an st dung ting cudng ctia mot hodc
nhiéu vacxin khéac. Néu viée chiing ngira ting cuong duge thuc hién, thong thudng, viéc
chung ngtra tdng cuong nay s€ dugc st dung cho cung d6i tuong tai thoi diém tir mot
tudn dén mot ndm, tdt hon néu tir hai tudn dén bdn thang, sau khi st dung ché phim sinh
mién dich véi cling khang nguyén chb d6i twong trong 1an ddu tién (ma trong cAc trudng
hop nay duge goi 1a ‘ching ngira 1an dau'). Trong cac ché d tri liéu ting cudng thay
thé, cling co thé su dung céc vecto khac nhau, vi du mot hodc nhiéu adenovirut thudc
cac typ huyét thanh khac nhau, hodc c4c vecto khac nhu MVA, hodc ADN, hodc protein,
cho dbi twong 1am ching ngira 1an dau hodc chiing ngira ting cudng. Theo cac phuong
an nhit dinh, cung dang vacxin theo sang ché dugc st dung it nhét hai 1an cho cling d6i
tugng trong ché do tri liéu lan dAu-tang cudng, vi du véi cling adenovirut tai t6 hop (nhu
Ad26) theo sang ché. Theo cac phuwong an nhit dinh, vacxin theo sing ché dugc sir dung
it nhét hai 1an trong ché db tri liéu 1an du-ting cudng, nhung vecto ciia vacxin 1a khic
nhau, vi du st dung hai typ huyét thanh khac nhau cia vecto adenovirut, vi du ching
ngira 1dn dAu bang Ad26 tai td hop va ching ngira ting cudng bang Ad35 tai to hop,
hodc nguoc lai; hodc ching ngira l1an diu bang ADN va ching ngira ting cudng véi
vecto adenovirut, hodc ngugce lai; hodc ching nglra lan dau béng vecto adenovirut va
chung ngira ting cudng bing vecto MVA, hodc ngugc lai. Theo cac phwong 4n nhét
dinh, vacxin theo sang ché dugce st dung it nhét ba lan, trong ché db tri liéu lan déu—te“mg
cudng-ting cudong. Cac 1an str dung tang cudong khac co thé dugc bd sung cho ché db tri
liéu.
Theo mét khia canh, sang ché ciing dé xuét viéc gdy ra dap tmg CTL chéng lai HPV16
& dbi tuong, bao gdm cho dbi twong ding vacxin theo sang ché.

Sang ché con dé cap dén cac phuong an khong 1am giGi han sang ché sau day:

1) axit nucleic ma hda cho polypeptit c6 chua SEQ ID NO: 1;
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2) axit nucleic theo phuong an 1, trong do polypeptit ndy con chua it nhat 12 mot phan
cua protein E2 HPV;

3) axit nucleic theo phuong 4n 2, trong d6 it nhat mot phan caa protein E2 HPV 12 tir
proteinv E2 cia HPV16 :

4) axit nucleic theo phuong an 2, trong d6 polypeptit nay c6 chira it nhét 13 mot phan
ctia protein E2 dugc dung hop véi phia ddu tan cing N ctia polypeptit c6 trinh tr SEQ
ID NO: 1;

5) axit nucleic theo phuong an 2, trong d6 polypeptit ndy c6 chua it nhat 1a mot phan
cta protein E2 durqc dung hop véi phia dau tan ciing C cua polypeptit c6 trinh tw SEQ
ID NO: 1;

6) axit nucleic theo phwong an 3, trong d6 polypeptit ndy c6 chia it nhit 13 mot phan
ctia protein E2 duoc dung hop véi phia ddu tan cing N ctia polypeptit ¢6 trinh tw SEQ
ID NO: 1;

7) axit nucleic theo phuwong 4n 3, trong dé polypeptit nay c6 chira it nhat 1a mot phan
ctia protein E2 duoc dung hop vé6i phia dau tan cing C cia polypeptit ¢6 trinh twr SEQ
ID NO: 1; |

8) axit nucleic theo phwong 4n 2, trong d6 it nhat mot phan cua protein E2 ¢6 chira bién
thé ctia protein E2 ¢6 dot bién ma pha hity lién két ADN ctia E2;

9) axit nucleic theo phuong 4n 3, trong d6 it nhdt mot phan cua protein E2 ¢6 chira bién
thé cua protein E2 ¢6 dot bién ma phé huy lién két ADN ctia E2;

10) axit nucleic theo phuong 4n 4, trong d6 it nhit mot phan ctia protein E2 ¢6 chira bién
thé ctia protein E2 c¢6 dot bién ma pha huy lién két ADN cua E2;

11) axit nucleic theo phuong an 5, trong d6 it nhat mot phan ctia protein E2 c¢6 chira bién
thé cta protein E2 ¢6 dot bién ma pha hity lién két ADN ctia E2;

12) axit nucleic theo phuong 4n 6, trong d6 it nhat mot phan cua protein E2 ¢ chira bién
thé cta protein E2 ¢6 d6t bién ma pha hity lién két ADN ctia E2;

13) axit nucleic theo phuong 4n 7, trong d6 it nhit mot phan cta protein E2 ¢6 chira bién
thé ctia protein E2 ¢6 dot bién ma pha hiy lién két ADN ctia E2;

14) vecto c6 chira axit nucleic theo phuong 4n 1, trong d6 trinh tw ma hoa cho polypeptit
dugo lién két c¢6 didu khién véi trinh tu khéi dong;

15) vecto c6 chira axit nucleic theo phuong 4n 2, trong d6 trinh tw ma hoa cho polypeptit

duoc lién két ¢6 diéu khién véi trinh tu khéi dong;
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16) vecto c6 chira axit nucleic theo phuong an 3, trong d6 trinh ty ma héa cho polypeptit
duge lién két co diéu khién véi trinh ty khéi dong;

17) vecto ¢6 chira axit nucleic theo phuong én 4, trong d6 trinh tw ma hoa cho polypeptit
duge lién két c6 diéu khién véi trinh ty khoi dong;

18) vecto ¢6 chira axit nucleic theo phuong an 5, trong do trinh ty ma héa cho polypeptit
duoc lién két ¢6 didu khién véi trinh tw khoi dong;

19) vecto ¢6 chira axit nucleic theo phuong an 6, trong do trinh ty ma héa cho polypeptit
duoc lién két c6 diéu khién véi trinh ty khéi dong;

20) vecto ¢6 chira axit nucleic theo phuong an 7, trong dé trinh tu ma hoa cho polypeptit
duoc lién két ¢ diéu khién véi trinh ty khoi dong;

21) vecto ¢6 chira axit nucleic theo phuong an 8, trong do trinh ty ma hoa cho polypeptit
duoc lién két ¢6 didu khién v6i trinh tw khoi dong;

22) vecto ¢6 chira axit nucleic theo phuong an 9, trong dé trinh ty ma hoa cho polypeptit
duoc lién két co diéu khién véi trinh tu khéi dong;

23) vecto ¢6 chtra axit nucleic theo phuong 4n 10, trong d6 trinh tw ma hoéa cho
polypeptit duoc lién két co diéu khién véi trinh tu khéi dong;

24) vecto ¢6 chira axit nucleic theo phwong 4n 11, trong d6 trinh ty ma hoa cho
polypeptit dugc lién két co diéu khién véi trinh tu khéi dong;

25) vecto ¢d chtra axit nucleic theo phuong an 12, trong d6 trinh tu ma hda cho
polypeptit duoc lién két co diéu khién véi trinh tu khéi dong;

26) vecto ¢6 chira axit nucleic theo phuong an 13, trong do trinh ty ma hoéa cho
polypeptit dugc lién két co diéu khién véi trinh tu khéi dong;

27) vecto theo phuong an 14, trong d6 vecto nay 1a adenovirut;

28) vecto theo phuong 4n 15, trong d6 vecto nay 1a adenovirut;

29) vecto theo phuong an 16, trong do vecto nay 1a adenovirut;

30) vecto theo phuong an 17, trong d6 vecto nay 1a adenovirut;

31) vecto theo phuong an 18, trong d6 vecto nay la adenovirut;

32) vecto theo phuong an 19, trong do vecto nay 1a adenovirut;

33) vecto theo phuong an 20, trong d6 vecto nay 1a adenovirut;

34) vecto theo phuong an 21, trong d6 vecto nay 1a adenovirut;

35) vecto theo phuong an 22, trong d6 vecto nay la adenovirut;

36) vecto theo phuong an 23, trong d6 vecto nay 1a adenovirut;
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37) vecto theo phuong an 24, trong do6 vecto nay la adenovirut;

38) vecto theo phuong an 25, trong d6 vecto nay la adenovirut;

39) vecto theo phuong én 26, trong d6 vecto nay 1a adenovirut;

40) vecto theo phuong &n 27, trong dé adenovirut 1a adenovirut &nguéri 6 typ huyét
thanh 26;

41) vecto theo phuong an 28, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 26;

42) vecto theo phuong an 29, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi cé typ huyét
thanh 26;

43) vecto theo phuong an 30, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 26;

44) vecto theo phuong an 31, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 26: |

45) vecto theo phuong an 32, trong d6 adenovirut la adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 26;

46) vecto theo phuong an 33, trong d6 adenovirut la adenovirut & ngudi cé typ huyét
thanh 26;

47) vecto theo phuong an 34, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 26;

48) vecto theo phuong an 35, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 26;

49) vecto theo phuong an 36, trong d6 adenovirut l1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 26;

50) vecto theo phuong 4n 37, trong d6 adenovirut 1a adenovirut ¢ nguoi ¢6 typ huyét
thanh 26;

51) vecto theo phuong 4n 38, trong d6 adenovirut 12 adenovirut & nguoi cé typ huyét
thanh 26;

52) vecto theo phuong an 39, trong do6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi cd typ huyét
thanh 26; | |
53) vecto theo phuong an 28, trong dé adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét

thanh 35;
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54) vecto theo phuong an 29, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 35;

55) vecto theo phuong an 30, trong d6 adenovirut Ia adenovirut & ngudi ¢é typ huyét
thanh 35;

56) vecto theo phuong an 31, trong dé adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 35; |

57) vecto theo phuong an 32, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 35; '

58) vecto theo phuong an 33, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi ¢o typ huyét
thanh 35;

59) vecto theo phu’oﬁg 4n 34, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & ngudi c6 typ huyét
thanh 35;

60) vecto theo phuong an 35, trong dé adenovirut la adenovirut ¢ nguoi co typ huyét
thanh 35;

61) vecto theo phuong an 36, trong d6 adenovirut la adenovirut & nguoi c6 typ huyét
thanh 35;
‘62) vecto theo phuong an 37, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 35; |

63) vecto theo phuong an 38, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 35;

64) vecto theo phuong an 39, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & nguoi co typ huyét
thanh 35;

65) vacxin c¢6 chira vecto theo phuong én 14, va ta dugc dugc dung;

66) vacxin c6 chita vecto theo phuong 4n 15, va ta duge duge dung;

67) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 16, va ta dugc duoc dung;

68) vacxin co chﬁ:a vecto theo phuong an 17, va ta duge dugc dung;

69) vacxin ¢6 chtra vecto theo phuong an 18, va ta dugc dugce dung;

70) vacxin c¢6 chtta vecto theo phuong én 19, va ta duoc dugce dung;

71) vacxin ¢6 chura vecto theo phuong én 20, va ta duoc dugce dung;

72) vacxin c¢6 chtta vecto theo phuong an 21, va ta dugc dugce dung;

73) vacxin c¢6 chita vecto theo phuong &n 22, va ta dugc dugce dung;

74) vacxin c6 chira vecto theo phuong 4n 23, va ta dugc dugc dung;
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75) vacxin ¢6 chira vecto theo phuong an 24, va ta dugc dugce dung;
76) vacxin c¢6 chira vecto theo phuong an 25, va td duge dugc dung;
77) vacxin ¢6 chira vecto theo phuong an 26, va ta duge dugc dung;
78) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 27, va ta dugc duoc dung;
79) vacxin ¢6 chira vecto theo phuong an 28, va td duge dugc dung;
80) vacxin ¢6 chira vecto theo phuong an 29, va ta dugc dugce dung;
81) vacxin c6 chira vecto theo phuong 4n 30, va td dugc duoc dung;
82) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 31, va ta duge duge dung;
83) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 32, va ta dugc dugc dung;
84) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 33, va ta dugc dugc dung;
85) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 34, va ta duge dugce dung;
86) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 35, va t4d duge dugc dung;
87) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 36, va ta dugc dugc dung;
88) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 37, va ta duge dugce dung;
89) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 38, va ta duge duoc dung;
90) vacxin c6 chtra vecto theo phuong an 39, va ta dugc duoc dung;
91) vacxin ¢6 chira vecto theo phuong én 40, va ta duoc dugce dung;
 92) vacxin cé chira vecto theo phuong an 41, va ta duge duoc dung;
93) vacxin c6 chtra vecto theo phuong an 42, va t4 dugc duge dung;
94) vacxin co6 chira vecto theo phuong an 43, va t4 duge dugc dung;
95) vacxin ¢6 chira vecto theo phuong én 44, va ta dugc dugce dung;
96) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 45, va ta dugc duoc dung;
‘97) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 46, va ta dugc duoc dung;
98) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 47, va ta dugc duoc dung;
99) vacxin ¢6 chtra vecto theo phuong én 48, va td duoc dugc dung;
100) vacxin cé chira vecto theo phuong an 49, va t4 duge duoc dung;
101) vacxin c6 chira vecto theo phuwong 4n 50, va t4 dugc duge dung;
102) vacxin c¢6 chira vecto theo phuong 4n 51, va ta duge duge dung;
103) vacxin c6 ;:hL'ra vecto theo phuong dn 52, va ta dugc dugc dung;
104) vacxin c6 chtra vecto theo phuong an 53, va ta ducjc dugc dung;
105) vacxin c¢6 chira vecto theo phuong an 54, va ta duge duge dung;

106) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 55, va ta duge dugce dung;
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107) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 56, va ta dugc duogc dung;

108) vacxin cé chira vecto theo phuwong an 57, va ta dugc duogc dung;

109) vacxin cé chira vecto theo phuong an 58, va ta dugc dugc dung;

110) vacxin ¢6 chita vecto theo phuong an 59, va ta dugc duge dung;

111) vacxin cé chira vecto theo phuong én 60, va ta dugc dugc dung;

112) vacxin cé chira vecto theo phuwong én 61, va ta duge dugc dung;

113) vacxin cé chira vecto theo phuong 4n 62, va ta duge duoc dung;

114) vacxin cé chira vecto theo phuong én 63, va td dugce duge dung;

115) vacxin c6 chira vecto theo phuong 4n 64, va ta duge dugc dung;

116) phuong phéap gy dap tng mién dich chéng lai HPV & dbi tugng, bao gdm budc
cho dbi twong diing vacxin theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n tir 65 dén 115;
117) phuong phép diéu tri sw nhiém HPV (typ 16) dai ding, bao gdm buéc ding vacxin
theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n tir 65 dén 115 cho dbi tugng méc ching
nhidm HPV dai ding;

118) phuong phap didu tri su tao u trong biéu md 4m ho (VIN) (¢6 sy nhiém HPV typ
16 bén dudi), bao gdm bude ding vacxin theo phuong an bét ky trong sd cac phuong
an tir 65 dén 115 cho déi trong méc VIN: |

119) phuong phép diéu tri ung thu 4m ho (c6 sw nhiém HPV typ 16 bén dudi), bao gém
budc dﬁhg vacxin theo phuong 4n bét ki trong sé cac phuong an tir 65 dén 115 cho dbi
twong mac ung thu 4m ho;

120) phuong phap diéu tri sy tao u trong biéu mé ¢b ttr cung (CIN) (c6 su nhiém HPV
typ 16 bén duéi), bao gdbm budc ding vacxin theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong
an tir 65 dén 115 cho dbi tuong méc CIN;

121) phuong phap diéu tri ung thu ¢b tir cung (c6 sy nhiém HPV typ 16 bén dudi), bao
¢dm budce ding vacxin theo phurong an bat ky trong sé cac phuong an tir 65 dén 115 cho
d6i tugng méc ung thu ¢b tir cung;

122) phuong phép diéu tri ung thu miéng-hau (c6 sw nhiém HPV typ 16 bén duéi), bao
2dm budc ding vacxin theo phuong an bat ky trong s& cac phuong an tir 65 dén 115 cho
dbi tuong méc ung thu miéng-hau;

123) phuong phép diéu tri su tao u trong biéu md duong vat (PIN) (c6 su nhiém HPV
typ 16 bén du6i), bao gdm bude ding vacxin theo phuong 4n bat ky trong sb cac phwong

an tir 65 dén 115 cho dbi tuong mic PIN;
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124) phuong phap diéu tri ung thu duong vat (c6 sw nhiém HPV typ 16 bén dudi), bao
génlbudcdﬁngx@cxﬁnheophuongénbétkynnngsécécphuongénhi65dénllScho
dbi twong mic ung thu duong vat; |

125) phwong phap diéu tri sy tao u trong biéu md am dao (VaIN) (c6 su nhiém HPV typ
16 bén dudi), bao gdm budce dung vacxin theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong
an tir 65 dén 115 cho ddi twong méc ValN;

126) phwong phap diéu tri ung thu 4m dao (c6 sw nhiém HPV typ 16 bén dudi), bao gdm
bude dung vacxin theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phwong 4n tir 65 dén 115 cho d6i
tuong mic ung thu 4m dao;

127) phwong phap diéu tri sy tao u trong biéu md hau mén (AIN) (c6 su nhiém HPV typ
16 bén dudi), bao gdm budc ding vacxin theo phwong 4n bét ky trong sd cac phuong
an tir 65 dén 115 cho d6i tugng mac AIN;

128) phuong phép diéu tri ung thu hau mén (c6 sy nhiém HPV typ 16 bén dudi), bao
gdm bude ding vacxin theo phwong an bat ky trong sd cac phurong 4n tir 65 dén 115 cho
dbi twong mic ung thu héu mon;

129) polypeptit c6 chira SEQ ID NO: 1;

130) polypeptit theo phuong an 129, trong d6 polypeptit nay con chura it nhét 13 mot
phan ctia protein E2 HPV;

131) polypeptit theo phuong an 130, trong do it nhit mot phan ctia protein E2 HPV la
tur protein E2 ciia HPV16;

132) polypeptit theo phuong an 130, trong do6 it nhét 1a mot phan cia protein E2 duoc
dung hop véi phia dau tan ciing N ctia polypeptit c6 trinh tw SEQ ID NO: 1;

133) polypeptit theo phuong 4n 130, trong do it nhit 12 mot phan cua protein E2 duoc
dung hop véi phia dau tin ciing C cia polypeptit ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1;

134) polypeptit theo phuong an 131, trong 4o it nhit 12 mo6t phan cua protein E2 duoc
dung hop v6i phia dau tan ciing N ciia polypeptit ¢6 trinh tu SEQ ID NO: 1;

135) polypeptit theo phuong an 131, trong do it nhit 12 mot phan caa protein E2 duoc
dung hop véi phia dau tan ciing C cia polypeptit ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1;

136) polypeptit theo phuong 4n 130, trong d6 it nhat mot phan ciia protein E2 c6 chira
bién thé cua protein E2 c6 dot bién ma phd hiy lién két ADN cua E2;

137) polypeptit theo phuong an 131, trong 4o it nhat mot phan cia protein E2 c6 chira
bién thé cua protein E2 c6 dot bién ma pha hiy lién két ADN ctia E2;
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138) polypeptit theo phuong an 132, trong d6 it nhat mot phan ciia protein E2 c6 chira
bién thé cua protein E2 c6 dot bién ma pha huy lién két ADN ciia E2;

139) polypeptit theo phuong 4n 133, trong do it nhét mot phan cua protein E2 ¢6 chia
bién thé cta protein B2 c6 dot bién ma pha hiy lién két ADN cia E2;

140) polypeptit theo phuong 4n 134, trong d6 it nhat mot phan ciia protein E2 c6 chira
~ bién thé cua protein E2 c6 dot bién ma pha hay lién két ADN cta E2;

141) polypeptit theo phwong an 135, trong do it nhét mot phan cua protein E2 ¢6 chira
bién thé cua protein E2 c6 dot bién ma pha huy lién két ADN ciia E2;

142) axit nucleic theo phuong an 3, ma héa cho polypeptit theo SEQ ID NO: 3;

143) axit nucleic theo phuong an 3, ma héa cho polypeptit theo SEQ ID NO: 5;

144) vecto mé hoa cho axit nucleic theo phuong an 142, trong do trinh tu ma hoa cho
polypeptit duoc lién két c¢6 diéu khién véi trinh tw khoi dong;

145) vecto méa hoa cho axit nucleic theo phuong an 143, trong do trinh twr ma hoa cho
polypeptit duoc lién két c¢6 diéu khién véi trinh tw khoi dong;

146) vecto theo phuong &n 144, trong d6 vecto nay la adenovirut;

147) vecto theo phuong 4n 145, trong d6 vecto nay 1a adenovirut;

148) vecto theo phuong an 146, trong d6 adenovirut 1 adenovirut & ngudi ¢ typ huyét
thanh 26;

149) vecto theo phuong an 147, trong do adenovirut 1a adenovirut & ngudi co typ huyét
thanh 26;

150) vecto theo phuong an 146, trong do adenovirut la adenovirut & ngudi co typ huyét
thanh 35;

151) vecto theo phuong 4n 147, trong d6 adenovirut 1a adenovirut & ngudi c6 typ huyét
thanh 35;

152) vacxin c6 chira vecto theo phuong éan 144, va t4 duge duge dung;

153) vacxin c6 chtta vecto theo phuong an 145, va ta dugce dugc dung;

154) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 146, va t4 dugc dugce dung;

155) vacxin c6 chira vecto theo phuong éan 147, va t4 dugc dugce dung;

156) vacxin c6 chtra vecto theo phuong an 148, va ta duge duge dung;

'157) vacxin ¢6 chira vecto theo phuong an 149, va ta duge duoc dung;

158) vacxin c6 chira vecto theo phuong an 150, va ta duoc duge dung;

159) vacxin ¢6 chira vecto theo phuong én 151, va t4 duge duge dung;
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160) phuong phap gy dap tng mién dich chong lai HPV & ddi tuong, bao gdm bude
cho déi twong ding vacxin theo phuong an bit ky trong s6 cic phuong 4n tir 152 dén
159;

161) phuong phép diéu tri sy tao u trong biéu md am ho (VIN), bao gbdm bude dung
vacxin theo phuong an bit ky trong s6 cac phuong an tir 152 dén 159 cho déi tuong méc
VIN;

162) phuwong phép diéu tri ung thu 4m ho, bao gbm budc dung vacxin theo phuong 4n
bat ky trong sb cac phuong an tir 152 dén 159 cho déi tuong mic ung thu 4m ho;

163) phuong phép diéu tri su tao u trong biéu mé ¢b tir cung (CIN), bao gdm budc ding
vacxin theo phuong an bit ky trong s6 cac phuong 4n tir 152 dén 159 cho d6i tuong méc
CIN;

164) phuong phap diéu tri ung thu cb tir cung, bao gdm budc ding vacxin theo phuong
an bat ky trong sb cac phuong 4n tir 152 dén 159 cho déi twong méc ung thur ¢6 tir cung;
165) phuong phap diéu tri opopharyngeal cancer, bao gdbm budc dung vacxin theo
phuong 4n bt ky trong s6 cac phuong 4n tir 152 dén 159 cho ddi twong mic ung thu
miéng-hau;

166) phuong phép diéu tri su tao u trong bidu mo duong vét (PIN), bao gdm budc ding
vacxin theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an tir 152 dén 159 cho dbi tuong mic
PIN;

167) phuong phap diéu trji ung thu duong vat, bao gém budc dung vacxin theo phuong
an bat ky trong sb cac phuong an tir 152 dén 159 cho d6i twong mic ung thu duong vat;
168) phuong phép diéu tri su tao u trong bidu md am dao (VaIN), bao gdm buéc ding
vacxin theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an tir 152 dén 159 cho ddi tuong mic
ValN;

169) phuong phap diéu tri ung thu 4m dao, bao gdm budc dung vacxin theo phuong 4n
bat ky trong sb cac phuong an tir 152 dén 159 cho ddi twong méc ung thur 4m dao;

170) phuong phap diéu trj su tao u trong biéu md hau méon (AIN), bao gbdm budc dung
vacxin theo phuong an bat ky trong sb cac phuong an tir 152 dén 159 cho dbi tugng mic
AIN;

171) phuong phap diéu tri ung thu hiu mén, bao gdm budc ding vacxin theo phuong

an bat ky trong sb cac phuong 4n tir 152 dén 159 cho ddi twong mac ung thu hdu mén.
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Viéc thuc hién sang ché nay sé& st dung, trir khi c6 chi dan khac, cic k§ thuat
thong thuong cua mién dich hoc, sinh hoc phan tir, vi sinh vat hoc, sinh hoc té bao, va
ADN tai té hop, ma ndm trong kha ning ctia ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc. Vi du xem tai liéu Sambrook, Fritsch va Maniatis, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2™ edition, 1989; Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel
FM, et al., eds, 1987; the series Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); PCR2:
A Practical Approach, MacPherson MJ, Hams BD, Taylor GR, eds, 1995; Antibodies:
A Laboratory Manual, Harlow and Lane, eds, 1988.

Sang ché con duoc giai thich thém trong céc vi du sau day. Cac vi du khong lam
gi6i han sang ché trong trudng hop bat ky. Ching chi ding dé 1am ro séng ché.

Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: xay dung polypeptit thiét ké c6 chira vé co ban tat ca céc epitop CTL E6 va E7
HPV16

Chung t6i da thiét ké polypeptit khong tao khdi u, méi (va axit nucleic ma héa
cho n6) ma c6 chira vé co ban tit ca cac epitop CTL ctia cic protein E6 va E7 HPV16,
va co sé lugng tdi thiéu cta cac epitop moai tao thénh‘ manh duoc du kién/dugc du doan
(cac epitop mai tao thanh c6 nghia 1a céc‘epitop khong c6 mét & cac protein E6 va E7
HPV16 thé hoang dai). Polypeptit theo sang ché (d6i khi con duoc goi 1a ‘E6E7SH' &
trong ban mo ta nay) cé chira trinh ty nhu duge néu trong SEQ ID NO: 1. Axit nucleic
duogc t6i wu hoa bd ba ma hoa ma héa cho polypeptit nay duge néu trong SEQ ID NO:
2.

Céc phan tir theo sang ché 1a cac phan tir don 1é, ma mang lai cac loi thé san xuét
s0 v6i cac chién lwoc ma sir dung da phan tir. Ngoai ra, polypeptit theo sing ché ¢6 chua
vé co ban tit ca cac epitop CTL gia dinh ma c6 mit & E6 va E7 thé hoang dai cia
HPV16, va cung luc dé co sb lugng ti thiéu cta cac epitop mdi tao thanh manh duoc
du kién/dugc du doan ma c6 tiém nang troi mién dich va do d6 lam tréch huéng dép
trng mién dich tir cac epitop CTL thé hoang dai thich hop. Do d6 céc cAu tric theo sang
ché duoc wa thich hon vé mat mién dich so véi cac phan tir dugec mo ta boi céc tac gia
khéc ma thiéu céc epitop CTL c6 thé ¢6 va/hodc c6 chira nhiéu epitop méi tao thanh hon
hodc céc epitop mdéi tao thanh khoe hon.

Chang han, cdu tric néu trong SEQ ID NO: 1 chi chira mét epitop méi tao thanh

¢6 chiéu dai 1a chin axit amin c6 ai luc lién két dugc du dodn <50 nM 461 voi 20 alen
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HLA-A théng dung nhit, 20 alen HLA-B thong dung nhét va 20 alen HLA-C thong
dung nhit (HLA-A*01:01, HLA-A*02:01, HLA-A*02:03, HLA-A*02:06, HLA-
A*02:07, HLA-A*03:01, HLA-A*11:01, HLA-A*23:01, HLA-A*24:02, HLA-
A*26:01, HLA-A*29:02, HLA-A*30:01, HLA-A*30:02, HLA-A*31:01, HLA-
A*32:01, HLA-A*33:01, HLA-A*33:03, HLA-A*34:01, HLA-A*68:01, HLA-
A*68:02, HLA-B*07:02, HLA-B*07:04, HLA-B*OS:OI, HLA-B*13:01, HLA-
B*15:01, HLA-B*18:01, HLA-B*35:01, HLA-B*37:01, HLA-B*39:01, HLA-
B*40:01, HLA-B*40:02, HLA-B*40:06, HLA-B*44:02, HLA-B*44:03, HL-B*46:01,
HLA-B*48:01, HLA-B*51:01, HLA-B*52:01, HLA-B*53:01, HLA-B*58:01, HLA-
C*07:02, HLA-C*04:01, HLA-C*03:04, HLA-C*01:02, HLA-C*07:01, HLA-
C*06:02, HLA-C*03:03, HLA-C*08:01, HLA-C*15:02, HLA-C*12:02, HLA-
C*02:02, HLA-C*OS:OI, HLA-C*14:02, HLA-C*03:02, HLA-C*16:01, HLA-
C*08:02, HLA-C*12:03, HLA-C*04:03, HLA-C*17:01, HLA-C*14:03), nhu dugc xac
dinh bang cach st dung phuong phap ANN (Lundegaard et al., 2008, Nucl Acids Res
36: W509-12) va SMM (Peters et al., 2003, Bioinformatics 19: 1765-72) d6i voi HLA-
A va HLA-B va phuong phap NetMHCpan (Hoof et al., 2009, Immunogenetics 61: 1-
13) d6i véi HLA-C ciia cong cu du doan dbi v6i Su lién két peptit v6i cac phan tit MHC
16p r trén trang web IEDB
(http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mhe_binding.html, phién ban 2009-09-
01B).

Vi du khong 1am gidi han sang ché 13, bang cach st dung cong cu du doan SMM
trén trang web IEDB, céc trinh tu E6 va E7 bi x40 trdn nhu duge mo ta bdi Oosterhuis
etal, 2011, Int J Cancer 129: 397-406 va Ohlschléiger et al., 2006, Vaccine 24: 2880—
93 ¢6 chira mdi chin epitop méi tao thanh don nhét khoe tiém ning (IC50 ANN hozc
SMM<50 nM) dbi v6i 20 HLA-A va -B thong dung nhat, & phan 16i. Diéu nay tham chi
loai trir cac phan phu ding trong phuong thire tiép can dé (trong d6 cac phén phu sé&
dong gbp thém vao cac epitop mdi tao thanh bo sung, va cé thé truot ra ngoai trén cic
epitop MHC II ty nhién hon do chiéu dai han ché cta ‘phan gbi 1én nhau'). That vy,
phan t dugc céi thién da dugce bdo cdo c6 chura bién thé c6 cac protein E6 va E7 bi xé&o
tron ma da dugc mo ta trong WO 2013/083287, c6 chira 22 epitop mdi tao thanh don
nhét ¢6 chiéu dai 1a chin axit amin ¢6 IC50 duoc du doan <50 nM (ANN, SMM hoic
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NetMHCPan) dbi voi 20 alen HLA-A thong dung nhat, 20 alen HLA-B théng dung nhat
va 20 alen HLA-C thong dung nhét.

Do do, céc phan tu thiét ké theo sang ché 1o rang 1a thuén lgi trong viéc co sb
lwong thip hon nhiéu cta cac epitop méi tao thanh dugc du doan so véi cac phuong
thire tiép can da duge cong bd khac trong d6 E6 va E7 bi x4o tron dé loai bé chirc ning.

Axit nucleic ma hoéa cho phan tt EGE7SH HPV16 duoc thiét ké nhu vay (tic la
polypeptit c6 trinh ty axit amin nhu dugce néu trong SEQ ID NO:1) dugc téng hop, trinh
tu axit nucleic nay c6 chira SEQ ID NO: 2, va dugc cung c¢b bén sudn boi vi tri HindIIl
va trinh tu Kozak trén dau 5' va vi tri Xbal trén vi tri 3' (téng hop tuy chinh va tdch dong
phan tir tiéu chuan tai Invitrogen Life technologies, Dtc).

Céac manh da dugc tdng hop duoc tach dong bang cach st dung HindIII va Xbal
vao vecto biéu hién tiéu chuan, pcADN2004.Neo, chira ca thanh phén danh d4u khang
khuAn (Ampixilin) va thanh phan danh ddu khang dong vét c6 vi (Neomyxin), dé thu
dugc vecto plasmit ma hoa cho phén tir theo sang ché, vi du cho céc thi nghiém dua trén
su chuyén nhiém (tam thoi).

Cac phén tir nay c¢6 thé dugc ding nhu vy, nhung ciing c6 thé duge dung lam
co s& cho céac phan tir khdc ma cé chira céc dédc diém bd sung. Vi du khong lam giéi han
sang ché 1, mot s bién thé khac duoc diéu ché nhu duge mo ta dudi day.

Trinh tu protein dung hgp E6E7SH HPV16 ¢o thé dugc két hop véi cac trinh tur
cua cac protein sém HPV16 khéc dé hudng dich cac ca thé ¢6 sy nhiém dai ding va dé
mé rong danh muc mién dich & ca thé dugc gay mién dich. Pap img mién dich chéng
lai B2 d& dugc dé xuit dé dong vai trd quan trong trong viéc thanh thai sy nhiém HPV 16
(de Jong et al., 2002, Cancer Res 62: 472-479). Su dung hop cta E2 vao E6E7SH sé& tao
ra thanh phan vacxin ma chira khang nguyén chéng lai cac giai doan cia ung thu ¢6 lién
quan dén HPV tir su nhiém dai ding dén ung thu xam 14n hodc bénh tai hdi/dai dang sau
khi phau thuat LEEP. Do d6, vi du khong 1am gi6i han séang ché vé cac phuong 4n nay
1a, chung t6i da diéu ché trinh tu ma hoa cho protein dung hop cia E6E7SH véi E2 &
dau tan cung N cuia nd. Trong trinh ty E2 cac cai bién c6 thé dugc tao ra dé phé hiy hoat
tinh lién két ADN ma c6 thé anh huong dén sy biéu hién gen & cac té bao biéu hién
protein dung hop. Chung toi da gy dot bién Glyxin & vi tri 293, Lysin & vi trf 299 va
Xystein & vi trf 300 cta protein E2 HPV16 thé hoang dai 1an luot thanh Valin, Methionin

va Arginin. Mbi dot bién nay trén ban than né di hoan toan pha hiy su lién két ciia E2
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v6i cac trinh tw ADN ma chira mién lién két E2 (Prakash et al., 1992, Genes Dev 6: 105-
16).

Polypeptit thu dugc dugce goi 1a E2E6E7SH HPV16 va c¢6 chira SEQ ID NO: 3.
Trinh tu da dugc t6i wu hoa bd ba ma héa ma hoéa cho polypeptit nay duoc didu ché va
dugc néu trong SEQ ID NO: 4.

Chung t6i cling d3 tao cAu tric bién thé trong d6 cling protein dot bién E2 duoc
~ dung hop voi dau tan cung C cua polypeptit dung hop E6E7SH HPV16, mang lai su
tang 1én cho polypeptit dugc goi la E6E7TE2SH HPV16, ma c6 chua SEQ ID NO: 5.
Trinh ty ma hoa cho cdu tric nay dugce néu dudi dang SEQ ID NO: 6.

Pé lam dbi chung, ching t6i cling da tao cu truc céac trinh ty md hoéa cho
polypeptit ma c6 chira céc trinh ty thé hoang dai cho E6 va E7 HPV16 chiéu dai dy di
duéi dang protein dung hop (E6 tir aa 1 dén 158 dugc dung hop truc tiép v6i E7 tir aa 1
dén 98, dwoc goi tén trong trong ban md ta nay 1a EGE7wt).

Chung t6i cling da thir nghiém hiéu qua ctia viéc bd sung cac trinh tu ddn dau vao
polypeptit. Vi du khong lam gi6i han sang ché 1a, trinh ty ma hoa cho trinh tu dén dau
IgE (Vi du xem tai liéu US 6,733,994) [trinh tu cta peptit dan dau dugc néu trong SEQ
ID NO: 7] dugc dung hop & dau tan cung N cua mot s6 céu trac, vi du & ciu tric E6E7wt,
ma tao ra LSE6E7wt, va & céu tric E2E6E7SH, ma tao ra LSE2E6E7SH. Hi€u qua cua
chung duoc ting cuong dang ké (p< 0,05) kha nang gdy mién dich so véi ciing khéng
nguyén ma khong cé trinh tu LS khi do bang phén tich E7-tetrame & chudt dugc gy
mién dich (ching han nhu c6 thé thay trén Hinh 9).
| Céc trinh ty ma ma héa cho céc polypeptit EGE7SH theo sang ché, c6 hoic khong
¢6 E2, chang han c6 thé dugc biéu hién tir cdu tric ADN, tir ARN hodc tir vecto virut.
Hinh 1 chtng t6 sy biéu hién & té bao HEK-293T khi chuyén nhiém tam thoi bang vecto
ADN biéu hién gen chuyén nhu dugc mé ta & trén. Sau khi chuyén nhiém, thu hoach
céc té bao va phén tich dich chiét té bao bang SDS-PAGE va tham tach western bing
khéng thé chéng lai HPV16 E7. Thi nghiém nay chting minh sy biéu hién cua protein
dung hop dugc mong dgi co kich thude thich hop khi chuyén nhiém vecto biéu hién.

Vecto adenovirut c6 thé duoc ding dé biéu hién E6E7, c6 hogc khong ¢6 E2, va
c¢6 hodc khong c6 céc trinh tu khac dé 1am ting thém kha ning gdy mién dich ctia protein

dung hop dugc ma hoa.
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Gen, ma hoéa cho trinh tu d6i chung E6E7 HPV16 thé hoang dai hodc trinh tu
' thiét ké HPV dugc mo ta & trén 1a gen duoc t8i wu hoa cho su biéu hién & nguoi va dugce
tdng hop, boi Geneart. Trinh tu Kozak (5' GCCACC 3') dugce bao gbm truc tiép & phai
truée bo ba mé diu ATG, va hai bo ba két thic (5' TGA TAA 3') dugce bd sung ¢ dau
cla trinh tu ma héa twong tng. Gen nay dugc cai xen trong plasmit pAdApt35BSU va
trong plasmit pAdApt26 (Havenga et al., 2006, J Gen Virol 87,2135-43) thong qua cac
vi tri HindITI va Xbal, |

Tét ca cac adenovirut duoc tao ra trong té bao PER.C6 bang céch tai t6 hop cling
loai don 1é va duge tao ra nhu duoc md ta trude ddy (d6i véi rAd35: Havenga et al.,
2006, J Gen Virol 87: 2135-43; dbi v6i rAd26: Abbink et al., 2007, J Virol 81: 4654-
63). Té bao PER.C6 (Fallaux et al., 1998, Hum Gene Ther 9: 1909-17) duogc duy tri
trong méi trudng Eagle duoc cai bién Dulbecco (DMEM) véi 10% huyét thanh thai bo
(FBS), dugc bd sung 10 mM MgCl2.

Mot cach ngén gon, té bao PER.C6 dugc chuyén nhiém bang vecto plasmit Ad,
bang cach st dung Lipofectamine theo huéng dan st dung do nha san xuét dua ra (Life
Technologies). Thu hoach cac té bao mot ngay sau khi dat dugc hiéu qua gay bénh té
bao (CPE) day du, ra dong, ly tdm trong thoi gian 5 phut & toc do 3.000 vong/phit, va
luu trit & nhiét do -20°C. Virut dugc tinh ché mang va duwgc khuéch dai trong té bao
PER.C6 duogc nudi ciy trong giéng don 1é ciia 24 dia nudi cdy mo nhiéu giéng. Tién
hanh khuéch dai thém nita trong t& bao PER.C6 duoc nudi cdy trong binh thot cd nubdi
chy mod T25 va tiép d6 1a trong binh thét ¢b nudi cdy mé T175. Dich tan té bao tho didu
ché tir t& bao thu duoc sau khi binh thét ¢ T175, tir 3 dén 5 ml dugc ding dé cdy truyén
binh thét cd nudi cdy md ndm 16p 24xT1000 c¢6 chta70% 16p hop luu cia té bao
PER.C6. Virut dugc tinh ché bang cach st dung phuong phép tinh ché CsCl hai bude.
Cudi cung, virut duge luu trit trong cac phan phan udc & nhiét do -85°C.

» Ad35.HPV16-E6E7wt, va Ad35.HPV16-E6E7SH 1a cac vecto typ huyét thanh
35 (Ad35) adenovirut tai td hop ¢6 chta céc trinh tw nucleotit duoc t6i vu héa bo ba ma
héa dé biéu hién, 1an luot, protein dung hop cuia céc protein E6 va E7 HPV16 thé hoang
dai (E6E7wt), va bién thé protein dung hop thiét ké nhu duge mo ta & trén (E6E7SH, ¢6
trinh tu axit amin duogc néu trong SEQ ID NO: 1). Céc trinh tu E6 va E7 két hop duoc

dat dudi su kiém soat cta trinh tu khoi déng CMV trong vung E1 cda hé gen adenovirut
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bi lam khuyét E1,E3. Ad26.HPV16-E6E7wt, va Ad26.HPV16-E6E7SH 1a céc vecto
tuwong duong dua trén typ huyét thanh adenovirut tai to hop 26.

Tuong tu, vecto adenovirut tai td hop dua trén Ad26 va Ad35 dugc tao ra ma ma
hoéa cho bién thé E2E6E7SH HPV16 (SEQ ID NO: 3). Ciing nhu vay, Ad26 va Ad35
ma hoa cho bién thé EGE7E2SH HPV16 (SEQ ID NO: 5) duoc tao ra. Ngoai ra, vecto
Ad35 ma héa cho protein dung hop E2E6E7SH c6 trinh tu dan dau IgE & dau tan cing
N duge tao ra, dugc dat tén la Ad35.HPV16-LSE2E6E7SH. Ngoai ra adenovirut dbi
chtmg c6 E6E7wt dung hop véi trinh tu dan dau IgE & dau tan ciing N dugc tao ra.

Adenovirut tai to hop duogc tao ra trén té bao PER.C6 va dugc tinh ché béng cach
ly tdm trén gradien xesi clorua.

Céc vi du khéc v& céu tric theo sang ché ma dugc ghép dbi véi hé chat kim ham duoc
néu trong vi du mudn dudi day.
Vi du 2 Sy thiéu hoat tinh bién nap cda cAu truc thiét ké

Céc protein E6 va E7 HPV16 thé hoang dai c6 tiém nang tao khéi u, ma hién
nhién 12 hoat tinh bién nap trong céc thir nghiém nhat dinh, chang han nhu sy hinh thanh
khuén lac trong thir nghiém aga mém (Massimi va Banks, 2005, Methods Mol Med 119:
381-395). Polypeptit EGE7SH nhu dugc mo ta trong vi du 1 ¢6 chita cdc méanh cua céac
protein E6 va E7 theo kiéu sép xép lai tha ty. Diéu nay duoc mong doi 14 1am loai bé
tiém nang tao khdi u, nhu ¢6 thé do duge chéng han béng hoat tinh bién nap giam di
dang ké khi so v&i mot trong cac protein E6 va E7 thé hoang dai trong céc thir nghiém
nay.

Céc tac gia khac da bao céo rang bién thé bi x4o tron gen ctia E6 va E7 HPV16
qua that bi mat kha ning gay ung thu ctia ching (Ohlschliger et al,, 2006, Vaccine 24:
2880-93; Henken et al.,, 2012, Vaccine 30: 4259-66), chimg té rang viéc x4o tron gen
phé hong chirc nang thé hoang dai ctia cac protein E6 va E7.
| Dé danh gia sy mat dic tinh tao khéi u, chiing toi danh gia kha nang cla cu tric
E6E7SH cua chung t6i dé mang lai kha nang phat trién trong aga mém cho té bao NIH
3T3 (nhu dugc mo ta boi vi du Massimi va Banks, 2005, Methods Mol Med 119: 381-
395). Su chuyén nhidm cua té bao NIH3T3 bing plasmit biéu hién E7 HPV 16 thé hoang
dai nhét quén dan dén sy hinh thanh khuén lac. Trong cac thu nghiém nay, su biéu hién
ctia mdt minh E6 HPV 16 thé hoang dai khong gy ra su hinh thanh khuan lac & bén trén

nén. Diéu nay phu hop véi cac quan sat da dugce cong bo rang E7wt hiéu qua hon nhiéu
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so v6i Eowt trong thir nghiém nay (Sedman ez al., 1991, J Virol 65: 4860-66). Su chuyén
nhiém bing cdu tric E6GE7SH cila ching t6i khong din dén sy phét trién ciia khuén lac
ctia t& bao trong aga mém (Hinh 2) trong bdn thi nghiém doc lap, ching to rang axit
nucleic ma hoa cho polypeptit theo sdng ché, E6E7SH, bi mat kha niang bién nap ma
duoc két hop véi E7.

Kha ning tao khéi u ciia E6 va E7 1an luot dwgc két hop v6i kha nang lam giam
ham luong ciia cic protein té bao p53 va pRb. Céc thir nghiém thoai héa p53 va pRb
dugc thyuc hién dé ching minh ring axit nucleic ma héa cho polypeptit theo sang ché,
E6E7SH, cAu tric khong c6 hoat tinh sinh hoc két hop véi E6 va E7 thé hoang dai ¢ cap
dd phan ti. Noi tom lai, Eowt HPV16 va cAu trac E6E7SH cia chung toi dugc biéu hién
& té bao NCI-H1299 ma thiéu p53 néi sinh cho thir nghiém thodi hoa p53. Péi véi thir
nghiém thoai hoa pRb E7wt HPV16 va céu triic EGE7SH dugc biéu hién & té bao Saos-
2 vd hiéu pRb. Nhu ¢6 thé thdy trén Hinh 3, sy dong biéu hién cta p53 véi E6wt, chu
khong phai 1a véi EGE7SH, dan dén ham luong p53 giam (cac 6 A va B). Cling nhu vy,
céc 6 3C va 3D cho thdy ring su dong biéu hién cia pRb véi E7wt, chir khong phai 1a
v6i E6E7SH, dan dén ham lugng pRB giam. Dit liéu nay chiing t6 rang axit nucleic ma
héa cho polypeptit theo sang ché khong c6 kha ning tao thanh khuan lac trong aga mém
va khong chira cac hoat tinh sinh hoc chinh cia céc polypeptit E6 va E7 thé hoang dai,
cu thé 1a su lam bt hoat 1an lugt p53 va pRb.

Pé chirng minh thém d6 an toan cua ciu tric axit nucleic ma hoa cho polypeptit
theo sang ché, chung toi da tao ra Viéé sir dung té bao keratin bao quy dau & ngudi so
cp ma 1a té bao dich tu nhién cho su bién nap qua trung gian HPV. Sy bit tir hda cua
té bao keratin & ngudi so cip doi hoi tic dong ctia ca E6 va E7 thé hoang dai (Munger
et al., 1989, J Virol 63: 4417-21). Thir nghi€ém nay c6 kha ndng 1a tht nghiém in vitro
thich hop nhat vé mit sinh ly dé chung minh do an toan cila cdu tric cla ching toi
(Massimi va Banks, 2005, Methods Mol Med 119: 381-395). Té bao dugc tai nap bing
lentivirut bidu hién E6 va E7 thé hoang dai tir HPV16 (E6E7wt) gdy ra su bét tir hoa
trong té bao keratin so cap nhu duoc chi ra bdi su kéo dai cla tudi tho ctia chung khi so
v&i té bao ddi chimg khong duoc tai nap (Hinh 4) va su hoat hoa ciia hTERT, duéi don
vi xuc tac cua telonieraza (dt liéu khong dugce thé hién). Su biéu hién cua polypeptit
theo sang ché (E6E7SH) khong thé 1am kéo dai tudi tho so véi té bao keratin dugc tai

nap hodc khong dugc tai nap GFP. Két qua tuong tu thu duge & hai thé cho ddc 1ap b
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sung (dit liéu khong duoc thé hién). Xem xét cling véi dit liéu ndy chimg t6 ring ciu
trac cua chung t6i bi mat kha nang to gay ra su bét tir héa & té bao keratin & ngudi so
cip, ma dugc coi nhu 13 mAu sinh 1y tét.

Céu trac khéc trong d6 cac manh ctia E6 va E7 HPV16 dugc két hop lai theo thir
tu khéc ciing khong c6 kha nang bat tir hoa té bao keratin bao quy dau ¢ ngudi so cap.
Tuy nhién, quan sat thdy tudi tho ting 1én dén x4p xi 120-150 ngay d6i vé6i clu tric do.
Piéu nay chi ra mot sé diéu khong thé dy doan dugce trong linh vuc nay, va ching to
tinh vuot troi cua cdc phan tir thiét ké theo sang ché & khia canh lién quan dén d6 an
toan nay.

Cung véi nhau, cac thi nghiém trong vi du nay dua ra bang ching manh mé& vé
su thiéu hoat tinh bién nap cua axit nucleic ma hoa cho polypeptit theo sang ché, va do
do6 dd an toan duoc cai thién manh so véi cac cAu tric thé hoang dai E6 va E7 HPV16.
Vi du 3. Dép tng mién dich dbi véi cdu truc thiét ké E6E7SH |

Chung t6i da diéu ché vecto ADN va vecto adenovirut, nhu duge mo ta trong Vi
du 1. |

Chung toi da sir dung ching chudt CB6F1 dé do dap g mién dich, dua trén thi
nghiém ban diu trong d6 con chudt ma dugc gay mién dich bang plasmit ADN ma héa
cho E2, hodc E6 hoic E7 thé hoang dai, va sy gdy mién dich bang khang nguyén E2, E6
va E7 HPV16 gfy ra dép tng mién dich té bao rong hon & con chudt CB6F1 so véi &
con chudt C57BL/6 hodc con chudt Balb/c. Trong thi nghiém riéng r& con chudt duoc
gdy mién dich bing vecto ADN mi héa cho cac phan tir theo sang ché va dap tng mién
dich té bao duoc do. Dép ung mién dich dic hiéu E7 HPV16 c6 thé duoc do & con chudt
duoc gay mién dich bang plasmit ADN biéu hién E6E7SH (Hinh 5).

Dt li¢u sau day dugc thé hién trong vi du nay la tu cac thi nghiém & chudt ma
duoc thuc hién vai vecto adenovirut.

Pé danh gia kha nang gdy mién dich do vacxin gy ra, con chudt CB6F1 dugc
gdy mién dich bing vecto adeno (Ad35) biéu hién E6E7wt, LSEGE7wt, EGE7SH hoic
vecto adeno khong ma hoa cho gen chuyén (Rdng). Hai liéu luong duoc thir nghiém dé
dung cho chudt: 5%10° hat virut (vp) va 1* 1010 vp. Hai va tam tuan sau khi gdy mién
dich céc con chuot bi giét chét va duoc phén lap té bao lach duoc kich thich qua dém
bang nhom peptit 15mer E7 HPV16. Phén tich dap tng dic hiéu E7 vao hai tuan va vao
tam tudn bang IFNy ELISPOT. Dit liéu dugc thé hién trén Hinh 6.
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Diéu nay cho thiy rang sy gdy mién dich cho chudt bang Ad35.HPV16-E6E7SH
gdy ra dap ung mién dich dic hiéu E7 khi do bang phén tich ELISPOT. Ngoai ra, két
qué trén Hinh 6 ching t6 kha ndng c6 thé lam ting cudng dap ung mién dich chbng lai
gen chuyén dugc biéu hién & adenovirut biang cach bd sung trinh ty dan dau dau tan
cung N vio gen chuyén.

Tiép theo hiéu qua cﬁa viée bd sung E2 vao polypeptit E6GE7SH d6i v6i kha nang
gay mién dich duoc thir nghiém. Vecto Ad35 ma héa cho polypeptit ma c6 E2 dung hop
v6i dau tan cing N (E2E6E7SH) hodc véi dau tan cing C (E6E7E2SH). Con chudt
CB6F1 duoc gdy mién dich bang liéu lugng 1x10'° ¥ Hinh 7 (nhuém mau E7-tetrame)
va Hinh 8 (Bang C, IFNy ELISPOT) thé hién dép mg mién dich chéng lai E7, ma dbi
v6i cAu tric thiét ké bao gdm E2 ¢6 xu huéng cao hon so véi cAu triic khong ¢6 E2, mic
du su khac biét khong dang ké vé& mat thdng ké. Pap tmg chdng lai E2 13 cao hon ddi
v6i vecto adenovirut chi ma hoa cho E2 so véi dap ung ddi véi vecto adenovirut ma c6
E2 duoc dung hop véi polypeptit EGE7SH thiét ké (Hinh 8B), véi su khac biét 1a dang
ké ddi v6i ca E2 so véi E2E6E7SH va E2 so v6i E6E7E2SH (gid tri p: <0,05).

Két luan 1a cAu truc thiét ké ma bao gdbm thém E2 van c6 thé tao ra dap ung mién
dich chéng lai E7, va ngoai ra con tao ra déap ung mién dich chdng lai E2, do d6 lam
tang do rong clia dap tng mién dich dbi VOi cac cAu trac ma khong bao gdbm E2.

Viéc bd sung trinh tu din dau duoc thé hién 1a dan dén dap ung dac hiéu E7 cao hon khi
dugc dung hop voi ddu tan cing N ciia protein dung hop ctia E6 va E7 thé hoang dai
(Hinh 6C). Tuong tu, hiéu qua cta trinh ty din diu Ién kha ning gdy mién dich cta
protein dung hop E2E6E7SH dugc xac dinh. Do d6, vecto Ad35 ma hoa cho polypeptit
thiét ké, c¢6 hodc khong c6 E2 d4u tan cing N va vecto Ad35 ma hoa cho LSE2E6E7SH
duoc dung dé gay mién dich cho con chudt va miu mau dugc 1iy vao cac khoang cach
hai tudn dé do dap ung mién dich dic hiéu E7 (Hinh 9). Nhu dugc thé hién trén Hinh 7
va Hinh 8 su ¢6 mat cta E2 duoc dung hop ¢ dau tan ciing N hodc C véi EGE7SH c6 xu
huéng lam tang dap tng mién dich. Viée bd sung trinh tw ddn d4u IgE 1am ting hon nita
dap tng dic hiéu E7 (Hinh 9B). Theo thoi gian, quan sat thdy dép tmg mién dich duoc
duy tri & tit ca ba vecto adenovirut ma ma hoa cho cc phan tit thiét ké theo sang ché,
va dap ung cao nhét sau khi gdy mién dich twong ting vé6i dép tng cao nhét trong khoang

thoi gian dién ra cta thi nghiém.
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Két 1uén 1a dap Ung gy ra boi cdu tric thiét ké ma bao gdm thém E2 diu tan
cing N ¢6 thé duge 1am ting bang cach bo sung céc trinh tu dic hidu, vi du, trinh ty dan
dAu IgE, ma hudng dich protein dwgc ma hoa vao khoang té bao dic hiéu.

Pap tng mién dich té bao chéng lai peptit theo sang ché ¢6 thé dugc gay ra bang
cac loai vecto adenovirut khac nhau. Trong thi nghiém truée chung t6i da st dung vecto
Ad35, trong khi ¢ thi nghiém trén Hinh 10, chudt dugc giy mién dich béng vecto
adenovirut Ad26 biéu hién E2E6E7SH. Dit liéu cho thiy ring su gdy mién dich bing
vacxin dua trén Ad26 ciing cam tng té bao T dic hiéu E7. Ngoai ra, két qua chiing to
rang sy gy mién dich tht hai bang vecto adenovirut Ad35 biéu hién E2E6E7SH lam
tang cudong hon nita dap ung mién dich té bao (Hinh 10).

Vi du 4. Kha ning gdy mién dich ctia cdu tric thiét ké & rhesus macaques.

Dé danh gia kha nang cia vecto adenovirut biéu hién trinh tu thiét ké theo sang
ché dé gay ra dap ung mién dich & dong vat linh truéng khong phai 1a ngudi, rhesus
macaques dugc gdy mién dich bang cach tiém trong co bing vecto adeno (Ad26) biéu
hién E2E6E7SH hodc vecto adeno khong ma hoa cho gen chuyén (Rdng), bang lidu
lwong 1*#10"! vp. Tam tuan sau khi gdy mién dich dap tng mién dich dugc ting cudng
béi su gdy mién dich bang vecto Ad26 biéu hién cing khang nguyén. VE‘lO‘ tudn 16 cac
con vt tiép nhan mét 14n tiém nita bang vecto Ad35 biéu hién cling khang nguyén. Mau
mau duoc léy vao mot vai thoi diém va té bao bach cau da dugc phan 18p duoc kich
thich qua dém bang nhom peptit twong ung véi E2, E6 hoiic E7 HPV16. Céc dap tmg
dic hiéu duoc do bang IFNy ELISPOT. Dt liéu duoc thé hién trén Hinh 11. Ngoai ra
vao tudn 10 va tudn 18 sau su gay mién dich dau tién, dap tng mién dich té bao dic hiéu
Vi peptit bao trum cac méivnéi m6i theo sang ché dugc danh gia. Sy cam ung cia dép
g IFNy 13 & tit ca cac con vat & dudi gidi han phat hién < 50 SFU trong mdi 1¥10°
PBMC (dit liéu khong dugc thé hién).

Dit liéu nay cho thdy rang su gdy mién dich ctia dong vat linh truéng khong phai
1a ngudi bang Ad26. HPV16-E2E6E7SH dan dén dap tng mién dich té bao chéng lai ca
ba protein HPV16 ma c6 mat ¢ gen chuyén dugc ma hoa, nhung khong chdng lai cac
mdi ndi méi. Cac dap tmg c6 thé duoc ting cuong bang cach gdy mién dich bd sung
bing Ad26.HPV16-E2E6E7SH va su tang cudng b sung vao tudn 16 bang vecto Ad35
twong Ung lam tang hon nira dap ung mién dich dic hiéu E2, E6 va E7 HPV16.
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Viée dung chét ting cuong mudn vao tudn 72 lai bing Ad26.HPV16-E2E6E7SH
dan dén su tang 1én cta dap tng mién dich té bao HPV16, ma sau mot it tuan bi suy
giam (khong dugc thé hién).

Trong thi nghiém riéng 1& (khong duoc thé hién), Rhesus macaques dugc gy
mién dich bang cach ding trong 4m dao bang dang két hop ctia hai vecto adenovirut,
mot vecto biéu hién E6E7SH HPV16 va vecto kia biéu hién protein L1 HPV16. Céac déap
g té bao thip nhung c¢6 thé do duoc duge do & té bao mau don nhan ngoai vi chéng
lai ca E6 va E7. Trong cac thi nghiém nay, phat hién thiy dap tmg mién dich té bao
manh chéng lai L1.

Vi du 5. Hiéu qua tri liéu & mau khdi u chudt.

Polypeptit theo sang ché c6 kha niang gdy ra dap ung mién dich té bao dac hiéu
HPV16 & cac con vat, ma c¢6 thé gy ra hiéu qua tri liéu Ién té bao biéu hién E6 va/hoic
E7 HPV16. Su gy mién dich tri liéu, tirc 12 su gdy mién dich sau khi su phat trién khoi
u da bét ddu, c6 thé dugc dung dé chimg minh hiéu quéa cia ung vién vacxin HPV tri
liéu. Hiéu qua tri liéu cia vecto Ad26 va Ad35 dugc tht nghiém & con chudt ma da
dugc tiém bang té bao TC-1 (té bao chudt biéu hién E6 va E7 HPV16) (Lin ef al., 1996,
Cancer Res 56: 21-6). Té bao TC-1 sé& tao thanh khdi u ran trong tir vai ngay t6i hang
tudn sau khi tiém dudi da & chudt. Khi khong c6 vacxin khdi u phat trién nhanh va dat
dén kich thude dinh trude bing 1000 mm? trong 30 ngay (cac bang D va E). Khi dat dén
kich thudce nay cac con chudt bi giét vi i do dao duc.

Vi ké hoach gay mién dich ting cuong dau tién bang SLP (ding lam déi chiing
duong; Kenter et al., 2009, N Engl J Med 361:1838-47; Zwaveling ef al., 2002, J
Immunol 169:350-8) hoic vecto adenovirut biéu hién HPV16-E2E6E7SH, quan sat thay
su giam rd rét clia su phat trién ciia khdi u do TC-1 gy ra (Hinh 12, cic bang B va C).
Su kiém tra ki ludng hon cia 30 ngay dau tién sau cac lan gy mién dich dau tién (cac
bang F va G) cho thiy rang su gdy mién dich bang vecto adeno biéu hién E2E6E7SH
¢6 anh hudng vé co ban 16n hon lén sy phat trién khdi u so v6i su gy mién dich bang
SLP. Téc do phat trién ban dau thip hon nhiéu va trong hau hét cac truong hop khéi u
bi co lai. O 3 trong s6 11 con chudt duogc gdy mién dich béng vecto adenovirut, khdi u
bi triét tiéu hoan toan, ma dugc phan anh trong do thi sdng s6t (Bang H).

Tom lai, sy gdy mién dich bang vecto adenovirut biéu hién polypeptit theo sang

ché lam giam dang ké sy phat trién khéi u hodc triét tiéu hoan toan khdi u da duoc thiét
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1ap trong mau thir thach da duoc thiét 1ap rd rang d6i v6i bénh ung thu do HPV16 gay
ra.

Vi du 6: St dung hé chit kim ham d& cai thién ning suat va do 6n dinh di truyén cta
vecto adenovirut biéu hién khang nguyén c6 ngudn gdc tir HPV

Tru6e diy da c6 bao céo rang gen chuyén duoc cai xen vao vecto adenovirut
du6i su kiém soét cta trinh tu khoi dong c6 hoat tinh cAu trac manh co thé, tuy thudc
vao dac tinh cua san phém gen chuyén, anh huong mot cach tiéu cuc dén su san xuét
vecto (Yoshida & Yamada, 1997, Biochem Biophys Res Commun 230:426-30;
Rubinchik et al., 2000, Gene Ther 7:875-85; Matthews et al., 1999, J Gen Virol 80:345-
53; Edholm et al, 2001, J Virol 75:9579-84; Gall et al., 2007, Mol Biotechnol 35:263-
73). Vi du vé van dé nang s_uét vecto phu thudc vao gen chuyén bao gdm sy giai thoat
va su phat trién vecto khong hiéu qua, hiéu suét vecto cudi cung thép, va, trong cac
truong hop nghiém trong, su phét trién qua nhanh cia thé dot bién virut c6 bang gen
chuyén khiém khuyét. Dé giai quyét cac van dé nay, nhiéu nghién ctru tham do kha ning
lam cam su biéu hién gen chuyén vecto trong qua trinh sao chép vecto & t& bao san xudt
(Matthews et al., 1999, J Gen Virol 80:345-53; Edholm et al., 2001, J Virol 75:9579-
84; Gall et al., 2007, Mol Biotechnol 35:263-73; Cottingham et al., 2012, Biotechnol
Bioeng 109:719-28; Gilbert et al., 2014, J Virol Methods 208:177-88). V& van d& nay,
céc hé trc ché khac nhau da duoc cai dit trude d6 trong pham vi clia vecto Ad va qua
that da thé hién lam cai thién nang suit vecto va do 6n dinh di truyén déi véi cac vecto
ma hoa cho céc loai gen chuyén (e ché) khac nhau.

D3 quan sét thiy ring mot s vecto adenovirut duge mo ta & trong ban mo té nay,
cling nhu 14 mét sé vecto adenovirut khdc ma hoa cho cac bién thé khang nguyén HPV
nhét dinh, biéu 16 mot sb van dé nang suat vecto phu thudc vao gen chuyén duoc mo ta
& trén, va do d6 c6 kha nang dugc cai thién hon nita & khia canh d6. Do d6 chung t61 da
tim kiém dé nghién ctru xem viéc sir dung cac hé thong nay dé ngan chin su biéu hién
gen chuyén vecto c6 thé cai thién dic tinh san xuét ciia vecto Ad biéu hién khang nguyén
c¢6 ngudn gdc tir HPV nhu céc vecto duge mo ta & trong ban mo ta nay. Pé dat dugc
muc dich nay, ching t6i da 18p dit hai hé cht kim ham-ving diéu khién hién hiru, tic
l1a TetR/TetO (Yao & Eriksson, 1999, Hum Gene Ther 10:419-22, EP0990041B1) va
CymR/CuO (Mullick et al., 2006, BMC Biotechnol 6:43), vao nén tang vecto adenovirut
ctia chiing t6i. Ca hai hé thong TetR/TetO va CymR/CuO d4 dugc st dung tir trude béi
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céc tac gia khac dé cai thién nang sudt vecto adenovirut thong qua viéc lam cam gen
chuyén vecto trong qua trinh sao chép vecto (Gall et al., 2007, Mol Biotechnol 35:263-
73; Cottingham et al., 2012, Biotechnol Bioeng 109:719-28; Gilbert et al., 2014, J Virol
Methods 208:177-88). Viéc ldp dit hai hé thdng nay bao gdm viéc tao ra vecto
adenovirut biéu hién cac gen quan tAm dud6i su kiém soét cua trinh tw khoi dong CMV
¢6 chtra trinh tu TetO hoac trinh tu CuO. Ngoai ra, viéc lép dét nay doi hdi viéc tao ra
cac dong té bao biéu hién 6n dinh protein kim him ciing ngudn tuong Gng (tirc 1a TetR
hodc CymR).

Mot sb vecto géc Ad26 va Ad35, bi lam khuyét E1 duogc tao ra trong d6 céc trinh
tu ma hoa cho céc polypeptit khac loai dugc lién két c6 diéu khién véi trinh tw khoi dong
CMYV c¢6 chtra cac trinh tu diéu khién TetO hodc CuO. Trude hét, cac trinh tu c6 chia
TetO hodc CuO nhét dinh (SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, 1an luot) dugc cai xen
& gan vi trf bt diu phién ma (TSS) cta trinh ty khéi dong CMV (SEQ ID NO: 13) cua
cac plasmit pAdapt26 va pAdapt35.Bsu (Abbink ef al., 2007, J Virol 81:4654-63;
Havenga et al., 2006, J Gen Virol 87:2135-43). C4c trinh tu cé chira vung diéu khién
duoc cai xen chinh xac 1a & cung vi tri cta trinh tu khéi dong CMV nhu duge mo ta
trude day dbi véi hai hé théng (Yao & Eriksson, 1999, Human Gene Ther 10:419-22;
EP0990041B1; Mullick ez al., 2006, BMC Biotechnol 6:43; EP1385946B1). Cu thé, doi
v6i TSS (nhu duge gan ban dau; Stenberg et al., 1984, J. Virol. 49: 190-9), céc trinh tu
c¢6 chua TetO va CuO dugce cai xen truc tiép xudi dong 1an lugt ctia cac vi tri -20 va +7.
Trong SEQ ID NO: 13, hai vi tri nay 1an luot tuong tmg véi céc vi tri 716 va 742. Trinh
tu khoi dong CMV c¢6 chita ving diéu khién thu duoc dugc go1 tén, lan luot, 12
CMVTetO va CMVCuO. Tiép theo, cac gen chuyén khac nhau dugc cai xen xudi dong
cua trinh ty khoi ddng CMV (duoc cai bién) cua cAu truc thu duge béng cach str dung
cac vi tri gigi han HindIII va Xbal. Cac gen chuyén nay bao gdm céac gen ma hoa cho
protein dung hgp cta protein huynh quang mau xanh 14 cay va luciferaza (GFP-Luc),
LSE2E6E7SH tir sang ché nay, va polypeptit khac c6 dd tuong tw nao d6 véi
LSE2E6E7SH (ciu triic duge dé cap dén trong vi du nay 1a ‘HPVAg'"). HPVAg ¢ chira
cung trinh tu dan dau nhu c6 mat trong LSE2E6E7SH, cling nhu 1a céc trinh tu E2, E6,
va E7 cia HPV16. Bang cach str dung céc phuong phap nhu duge mo ta & trong ban mo

ta nay, cac plasmit pAdapt26 va pAdapt35.Bsu da duoc cai bién thu duoc duoc ding dé

-51-



31786

tao ra vecto adenovirut biéu hién ving béo céo va gen chuyén HPV néu trén duéi su
kiém so4t cta trinh tu khoi dong CMVTetO hoac CMVCuO. |

Céc dong té bao biéu hién TetR hodc CymR duoc tao ra bang cach chuyén nhiém
én dinh té bao PER.C6® bing cich st dung lan lugt, pcADN™6/TR plasmit
(LifeTechnologies, V1025-20) va dén xuat cia pcADN™6/TR trong d6 trinh tw ma hoa
TetR (SEQ ID NO: 14, ma ma héa cho polypeptit SEQ ID NO: 15) dugc thay bang trinh
tyma hoa CymR dugc tdi wu héa bd ba ma hoa (SEQ ID NO: 16, ma ma hoa cho
polypeptit SEQ ID NO: 17). Su tao thanh dong té bao 6n dinh dwgc thuc hién trén quy
md 16n nhu duge mé ta bai nha cung cAp pcADN™6/TR bang cach str dung thir nghiém
dua trén sy chuyén nhiém tam thoi dé sang loc cac dong té bao c6 kha ning tc ché sy
biéu hién cta gen gen dugc phat dong bdi CMVTetO hoic CMVCuO. Céc dong té bao
PER.C6/TetR va PER.C6/CymR thu duge duge phan tich vé kha ning ctia ching dé e
ché su biéu hién gen chuyén trong qué trinh sao chép vecto trong cac té bao nay. Thi
nghiém tién hanh véi vecto biéu hién GFP-Luc dudi su kiém soat ctia trinh tw khéi dong
CMV c6 chira ving diéu khién cho thiy su giam it nhat 13 10 1an ctia sy biéu hién gen
luciferaza trong suét chu ky sao chép virut hoan chinh & cic dong té bao biéu hién chat
kim him tuong tng véi cac trinh tu diéu khién riéng 1¢ (dir liéu khong duoc thé hién).
Diéu nay x4c nhdn ring cac dong té bao PER.C6/TetR va PER.C6/CymR c6 kha ning
trc ché su biéu hién gen chuyén vecto trong pham vi clia vecto adenovirut sao chép.

Téac dong ciia su e ché qua trung gian TetR va CymR ciia su biéu hién gen
chuyén vecto adeno 1én ning suit vecto dugc khao sat ddi véi vecto dua trén Ad35 biéu
hién HPVAg (Hinh 13A). P4i v6i van dé nay, cac dong té bao PER.C6, PER.C6/TetR,
va PER.C6/CymR, dugc cdy & mat do 3*10° té bao trong mdi giéng trong céc giéng cia
dia 24 giéng, duoc dua di thuc hién su gdy nhiém bdn ban sao — & mat d6 1000 hat virut
trong mdi t& bao va trong khoang thoi gian ba gioy — bang vecto biéu hién HPVAg tir
trinh ty khoi dong CMVTetO hoic CMVCuO. Dé lam ddi chimg, su gdy nhiém song
song duge thyuce hién bing cac vecto trong tmg bidu hién GFP-Luc thay vi HPVAg. Bén
ngay sau khi gdy nhiém, dich tan virut thd dugc diéu ché bang cach dwa nhiing chét chira
trong giéng (tirc 1a t& bao va mdi truong duge gdy nhiém) vao hai chu ky két dong-ra
dong. Tiép d6 d6 chudn vecto adeno duge xac dinh bang quy trinh dua trén PCR dinh
lrong déc hiéu trinh tu Ad35 hexon ma stir dung vecto Ad35 dugc tinh ché voi do chuan

hat virut da biét am chuan. Két qua cho thiy rang ca hai vecto Ad35 ma héa cho HPVAg
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¢ chira TetO va CuO, so vé6i vecto dbi ching biéu hién GFP-Luc, thé hién nang suét
vecto giam di trén té bao PER.C6 binh thuong. Nguoc lai, khi duoc san xuét trén té bao
biéu hién chat kim ham ciing ngudn cua Chﬁng (tire 12 14n luot 12 TetR va CymR), cling
c4c vecto nay mang lai ning suét cao nhu ning suét thu duge bang vecto dbi chung. Dit
liéu nay chi ra rang su tc ché cua sy biéu hién gen chuyén trong qua trinh san xuat vecto
& té bao san xuét c6 thé ¢6 loi cho ning suat ciia vecto Ad35 mang HPVAg lam gen
chuyén.

Téc dong ma su tc ché cla su biéu hién gen chuyén vecto adeno c6 thé ¢6 1én
ning suét vecto ciing duoc khao sat ddi vai cac vecto c6 ngudn gdc tir typ huyét thanh
adenovirut 26 (Ad26) (Hinh 13B). Trong thir nghiém dﬁ’qc tién hanh vé co ban nhu dugc
'md ta & trén ddi vi vecto Ad35, vecto Ad26 manggen chuyén dugc kiém soét béi trinh
tu khdi dong CMVTetO ma héa cho GFP-Luc, HPVAg, hodc LSE2E6E7SH dugc dung
dé gay nhidm té bao PER.C6 va PER.C6/TetR & mét d6 1500 hat virut cho mdi té bao.
Ba ngay sau su gdy nhiém duoc thu hoach va @6 chudn hat virut duge xac dinh bang
phuong phéap dua trén PCR dinh lugng dédc hiéu trinh tw Ad26 hexon. Két qua cho thdy
rang trén té bao PER.C6 niang sudt dbi voi cic vecto md héa cho HPVAg va
LSE2E6E7SH thip hon ning suit thu dugc bang vecto ddi chimg ma héa cho GFP-Luc.
Ngugc lai, trén té bao PER.C6/TetR, ca hai vecto nay thé hién do chuin ma cao béng
d6 chuén thu duoc dbi véi vecto dbi chimg. Cung véi két qua & trén (d6i véi vecto
Ad35), dir liéu nay chi ra ring su tc ché cta sy biéu hién gen chuyén trong qua trinh
san xudt vecto adeno lam ting ning sudt cua cac vecto biéu hién HPVAg va
LSE2E6E7SH.

Chung t6i da quan sat thiy cac van dé chinh vé& do 6n dinh di truyén cua vecto
~adenovirut ma mang gen chuyén duoc diéu khién béi trinh tu khoi dong CMV déi voi
HPVAg. Vi du, quan sét thdy ring sau mot vai vong di qua clia vecto nay trén PER.C6
phén 16n quan thé vecto c6 chira cac vecto dot bién ma mang sw 1am khuyét 16n & trinh
tu ma hoa HPVAg (dit liéu khong dugce thé hién).

Chung t6i giai thich rang viéc sir dung hé @c ché su biéu hién gen chuyén, chang
han nhu mét trong hai hé dugc mo ta & trén, c6 thé ngan chin van dé vé do on dinh di
truyén lién quan dén gen chuyén, chang han nhu HPVAg ma tic ché su phat trién vecto.
Pé thir nghiém diéu nay, vecto dua trén Ad35 véi su biéu hién HPVAg duoc diéu khién

béi trinh ty khdi dong CMVCuO dugce danh gia v& d6 6n dinh bang gen chuyén khi phat
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trién vecto trén té bao PER.C6 hoic PER.C6/CymR (Hinh 14). Tém lai, vecto ADN
duoc chuyén nap vao hai dong té bao khac nhau va cac mang virut thu duoc duoc dé
cho phat trién dud6i 16p agaroza. Tir mdi trong hai sy chuyén nhiém, nim mang virut
dugc phan 1ap va dugc cho di riéng r& thém trén cing mot dong té bao (tic [a nhu duogc
ding cho su chuyén nhiém), d6i véi mudi duong virut lién tiép. Tinh toan ven gen
chuyén dugc danh gia bang khuéch dai PCR ctia bang gen chuyén ¢ duong virut s muoi
(VPNI10), va phén tich tiép theo ctia sn pham PCR thu duoc bang dién di trén gel va
xac dinh trinh ty Sanger. Ngoai ra, & VPN7, cac dong virut da dugc cho di duge danh
gia vé kha nang ciia chiing dé biéu hién HPVAg. Viéc nay dugc thuc hién bang cach st
dung thé phan 1ap virut 3 duoc cho di dé gay nhiém té bao A549 & mat ¢ 1000 hat
virut cho mdi té bao, 1am tan t& bao vao 48 gi sau gdy nhidm, va tiép d6 1a phan tich su
biéu hién cia HPVAg by thim tach western bang cach sir dung khang thé don dong
duge dinh huéng chéng lai HPV16 E7 (Santa-Cruz Biotechnology). Két qua cua cac
phan tich dién di trén gel va x4c dinh trinh tu cho thdy c4 nam thé phan 1ap virut ma da
duoc cho di trén PER.C6 mang su lam khuyét dich khung hodc dot bién két thuc sém
trong bang gen chuyén. Nguoc lai, sw 1am khuyét hodc dot bién nay c6 thé khong duoc
phat hién trong thé phan 1ap vecto bat ky ma di dugc cho di qua trén dong té bao biéu
hién CymR (PER.C6/CymR). Théng nhét v6i dir liéu nay, tit ca cac thé phan lap vecto
dugc nhan gidng PER.C6/CymR c6 thé biéu hién HPVAg, trong khi tat ca cac vecto
dugc phat trién PER.C6 hoan toan mét di kha na‘mg nay, cho thdy bang gen chuyén khiém
khuyét d6i vdi cac vecto nay. Két luan 13, dir liéu cua chung tdi ching to rang viéc sir
dung hé chit kim ham, chang han nhu hé CymR/CuO, dé tic ché su biéu hién gen chuyén
vecto trong qué trinh nhan gidng vecto 1a phuong thirc hitu hidu dé ngan chin su mat
én dinh bang gen chuyén nghiém trong, ching han nhu c6 thé thy déi voi céc vecto
mang gen chuyén biéu hién HPVAg.
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Bang I.‘Céc trinh tu

SEQ ID NO: 1 (HPV16-E6E7SH, trinh tu axit amin cta polypeptit thiét ké E6/E7
HPV16

MHQKRTAMFQ DPQERPRKLP QLCTELQTTI HDILECVYC KQQLEDEIDG
PAGQAEPDRA HYNIVTFCCK CDSTLRLCVQ STHVDIRTLE DLLMGTLGIV
CPICSQKPGT TLEQQYNKPL CDLLIRCINC QKPLCPEEKQ RHLDKKQRFH
NIRGRWTGRC MSCCRSSRTR RETQMHGDTP TLHEYMLDLQ PETTDLYCYE
QLNDSSEEED EIDGPAGQAE PDRAHYNIVT FCCQLCTELQ TTIHDILEC
VYCKQQLLRR EVYDFAFRDL CIVYRDGNPY AVCDKCLKFY SKISEYRHYC
YSLYGTTLEQ QYNKPLCDLL IRCINCQK

SEQ ID NO: 2 (HPV16-E6E7SH., trinh tu nucleotit ma hoéa cho trinh tu axit amin cua
polypeptit thiét ké E6/E7 HPV16)

ATGCACCAGA AACGGACCGC CATGTTCCAG GACCCCCAGG
AACGGCCCAG AAAGCTGCCC CAGCTGTGCA CCGAGCTGCA
GACCACCATC CACGACATCA TCCTGGAATG CGTGTACTGC
AAGCAGCAGC TGGAAGATGA GATCGACGGC CCTGCTGGCC
AGGCCGAACC CGACAGAGCC CACTACAATA TCGTGACCTT
CTGCTGCAAG TGCGACAGCA CCCTGCGGCT GTGCGTGCAG
AGCACCCACG TGGACATCCG GACCCTGGAA GATCTGCTGA
TGGGCACCCT GGGCATCGTG TGCCCCATCT GCAGCCAGAA
GCCCGGCACC ACCCTGGAAC AGCAGTACAA CAAGCCCCTG
TGCGACCTGC TGATCCGGTG CATCAACTGC CAGAAACCCC TGTGCCCCGA
GGAAAAGCAG CGGCACCTGG ACAAGAAGCA GCGGTTCCAC
AACATCCGGG GCAGATGGAC AGGCAGATGC ATGAGCTGCT
GCAGAAGCAG CCGGACCAGA CGGGAAACCC AGATGCACGG
CGACACCCCC ACCCTGCACG AGTACATGCT GGACCTGCAG
CCCGAGACAA CCGACCTGTA CTGCTACGAG CAGCTGAACG
ACAGCAGCGA GGAAGAGGAC GAGATTGACG GACCCGCTGG

ACAGGCCGAG CCTGACCGGG CTCACTATAA CATCGTGACA TTTTGCTGTC
AGCTCTGTAC TGAACTCCAG ACAACAATTC ACGATATTAT TCTCGAATGT
GTGTATTGTA AACAGCAGCT CCTGCGGAGA GAGGTGTACG ACTTCGCCTT
CCGGGACCTC TGCATCGTGT ATCGGGACGG CAACCCCTAC GCCGTGTGCG
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ACAAGTGCCT ~ GAAGTTCTAC ~ AGCAAGATCA  GCGAGTACCG
GCACTACTGC TACAGCCTGT =~ ACGGAACAAC  ACTCGAACAG
CAGTATAACA AACCACTCTG TGATCTGCTG ATTCGCTGTA TCAATTGTCA
GAAGTGATAA |

SEQ ID NO: 3 (E2E6E7SH HPV16, trinh tu axit amin ciia polypeptit thiét ké E2/E6/E7
HPV16
METLCQRLNVCQDKILTHYENDSTDLRDHIDY WKHMRLECAITY YK AREMGF
KHINHQVVPTLAVSKNKALQAIELQLTLETIYNSQYSNEKWTLQDVSLEVYLT
APTGCIKKHGYTVEVQFDGDICNTMHYTNWTHIYICEEASVTVVEGQVDYYG
LYYVHEGIRTYFVQFKDDAEKYSKNKVWEVHAGGQVILCPTSVFSSNEVSSPE
[IRQHLANHPAATHTKAVALGTEETQTTIQRPRSEPDTGNPCHTTKLLHRDSVD
SAPILTAFNSSHKGRINCNSNTTPIVHLKVDANTLMRLRYRFKKHCTLYTAVSS
TWHWTGHNVKHKSAIVTLTYDSEWQRDQFLSQVKIPKTITVSTGFMSIMHQK
RTAMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLEDEIDGPAGQAEPD
RAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQKPGTTL
EQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRCMSCC
RSSRTRRETQMHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQLNDSSEEEDEIDGPAG
QAEPDRAHYNIVTFCCQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLC
IVYRDGNPYAVCDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCI
NCQK

SEQ ID NO: 4 (E2E6E7SH HPV16. trinh tw nucleotit ma héa cho polypeptit thiét ké
E2/BE6/E7 HPV16
ATGGAAACCCTGTGCCAGCGGCTGAACGTGTGCCAGGACAAGATCCTGAC
CCACTACGAGAACGACAGCACCGACCTGCGGGACCACATCGACTACTGGA
AGCACATGCGGCTGGAATGCGCCATCTACTACAAGGCCAGAGAGATGGGC
TTCAAGCACATCAACCACCAGGTGGTGCCCACCCTGGCCGTGTCCAAGAA
CAAGGCCCTGCAGGCCATCGAGCTGCAGCTGACCCTGGAAACCATCTACA
ACAGCCAGTACAGCAACGAGAAGTGGACCCTGCAGGACGTGTCCCTGGAA
GTGTACCTGACCGCTCCCACCGGCTGCATCAAGAAACACGGCTACACCGT
GGAAGTGCAGTTCGACGGCGACATCTGCAACACCATGCACTACACCAACT
GGACCCACATCTACATCTGCGAAGAGGCCAGCGTGACCGTGGTGGAAGGC
CAGGTGGACTACTACGGCCTGTACTACGTGCACGAGGGCATCCGGACCTA
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CTTCGTGCAGTTCAAGGACGACGCCGAGAAGTACAGCAAGAACAAAGTGT
GGGAGGTGCACGCTGGCGGCCAGGTCATCCTGTGCCCCACCAGCGTGTTC
AGCAGCAACGAGGTGTCCAGCCCCGAGATCATCCGGCAGCACCTGGCCAA
TCACCCTGCCGCCACCCACACAAAGGCCGTGGCCCTGGGCACCGAGGAAA
CCCAGACCACCATCCAGCGGCCCAGAAGCGAGCCCGACACCGGCAATCCC
TGCCACACCACCAAGCTGCTGCACCGGGACAGCGTGGACAGCGCCCCTAT
CCTGACCGCCTTCAACAGCAGCCACAAGGGCCGGATCAACTGCAACAGCA
ACACCACCCCCATCGTGCACCTGAAGGTGGACGCCAACACCCTGATGCGG
CTGCGGTACAGATTCAAGAAGCACTGCACCCTGTACACCGCCGTGTCCTCC
ACCTGGCACTGGACCGGCCACAACGTGAAGCACAAGAGCGCCATCGTGAC
CCTGACCTACGACAGCGAGTGGCAGCGGGACCAGTTCCTGAGCCAGGTCA
AAATCCCCAAGACCATCACCGTGTCCACCGGCTTCATGAGCATCATGCACC
AGAAACGGACCGCCATGTTCCAGGACCCCCAGGAACGGCCCAGAAAGCTG
CCCCAGCTGTGCACCGAGCTGCAGACCACCATCCACGACATCATCCTGGA
ATGCGTGTACTGCAAGCAGCAGCTGGAAGATGAGATCGACGGCCCTGCTG
GCCAGGCCGAACCCGACAGAGCCCACTACAATATCGTGACCTTCTGCTGC
AAGTGCGACAGCACCCTGCGGCTGTGCGTGCAGAGCACCCACGTGGACAT
CCGGACCCTGGAAGATCTGCTGATGGGCACCCTGGGCATCGTGTGCCCCAT
CTGCAGCCAGAAGCCCGGCACCACCCTGGAACAGCAGTACAACAAGCCCC
TGTGCGACCTGCTGATCCGGTGCATCAACTGCCAGAAACCCCTGTGCCCCG
AGGAAAAGCAGCGGCACCTGGACAAGAAGCAGCGGTTCCACAACATCCG
GGGCAGATGGACAGGCAGATGCATGAGCTGCTGCAGAAGCAGCCGGACC
AGACGGGAAACCCAGATGCACGGCGACACCCCCACCCTGCACGAGTACAT
GCTGGACCTGCAGCCCGAGACAACCGACCTGTACTGCTACGAGCAGCTGA
ACGACAGCAGCGAGGAAGAGGACGAGATTGACGGACCCGCTGGACAGGC
CGAGCCTGACCGGGCTCACTATAACATCGTGACATTTTGCTGTCAGCTCTG
TACTGAACTCCAGACAACAATTCACGATATTATTCTCGAATGTGTGTATTG
TAAACAGCAGCTCCTGCGGAGAGAGGTGTACGACTTCGCCTTCCGGGACC
TCTGCATCGTGTATCGGGACGGCAACCCCTACGCCGTGTGCGACAAGTGCC
TGAAGTTCTACAGCAAGATCAGCGAGTACCGGCACTACTGCTACAGCCTGT
ACGGAACAACACTCGAACAGCAGTATAACAAACCACTCTGTGATCTGCTG
ATTCGCTGTATCAATTGTCAGAAGTGATAA
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SEQ ID NO: 5 (E6E7E2SH HPV16. trinh tu axit amin ma hoa cho polypeptit thiét ké
E6/E7/E2 HPV16 |

" MHQKRTAMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLEDEIDGPAG
QAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQK
PGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRC
MSCCRSSRTRRETQMHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQLNDSSEEEDEID
GPAGQAEPDRAHYNIVTFCCQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAF
RDLCIVYRDGNPYAVCDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLL
IRCINCQKMETLCQRLNVCQDKILTHYENDSTDLRDHIDY WKHMRLECAIYY
KAREMGFKHINHQVVPTLAVSKNKALQAIELQLTLETIYNSQYSNEKWTLQD
VSLEVYLTAPTGCIKKHGYTVEVQFDGDICNTMHYTNWTHIYICEEASVTVVE
GQVDYYGLYYVHEGIRTYFVQFKDDAEKYSKNKVWEVHAGGQVILCPTSVF
SSNEVSSPEIIRQHLANHPAATHTKAVALGTEETQTTIQRPRSEPDTGNPCHTT
KLLHRDSVDSAPILTAFNSSHKGRINCNSNTTPIVHLK VDANTLMRLR YRFKK
HCTLYTAVSSTWHWTGHNVKHKSAIVTLTYDSEWQRDQFLSQVKIPKTITVST
GFMSI

SEQ ID NO: 6 (E6E7E2SH HPV16. trinh tu nucleotit ma héa cho polypeptit thiét ké
E6/E7/E2 HPV16
ATGCACCAGAAACGGACCGCCATGTTCCAGGACCCCCAGGAACGGCCCAG
AAAGCTGCCCCAGCTGTGCACCGAGCTGCAGACCACCATCCACGACATCA
TCCTGGAATGCGTGTACTGCAAGCAGCAGCTGGAAGATGAGATCGACGGC
CCTGCTGGCCAGGCCGAACCCGACAGAGCCCACTACAATATCGTGACCTTC
TGCTGCAAGTGCGACAGCACCCTGCGGCTGTGCGTGCAGAGCACCCACGT
GGACATCCGGACCCTGGAAGATCTGCTGATGGGCACCCTGGGCATCGTGT
GCCCCATCTGCAGCCAGAAGCCCGGCACCACCCTGGAACAGCAGTACAAC
AAGCCCCTGTGCGACCTGCTGATCCGGTGCATCAACTGCCAGAAACCCCTG
TGCCCCGAGGAAAAGCAGCGGCACCTGGACAAGAAGCAGCGGTTCCACAA
CATCCGGGGCAGATGGACAGGCAGATGCATGAGCTGCTGCAGAAGCAGCC
GGACCAGACGGGAAACCCAGATGCACGGCGACACCCCCACCCTGCACGAG
TACATGCTGGACCTGCAGCCCGAGACAACCGACCTGTACTGCTACGAGCA
GCTGAACGACAGCAGCGAGGAAGAGGACGAGATTGACGGACCCGCTGGA
CAGGCCGAGCCTGACCGGGCTCACTATAACATCGTGACATTTTGCTGTCAG
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CTCTGTACTGAACTCCAGACAACAATTCACGATATTATTCTCGAATGTGTG
TATTGTAAACAGCAGCTCCTGCGGAGAGAGGTGTACGACTTCGCCTTCCGG
GACCTCTGCATCGTGTATCGGGACGGCAACCCCTACGCCGTGTGCGACAA
GTGCCTGAAGTTCTACAGCAAGATCAGCGAGTACCGGCACTACTGCTACA
GCCTGTACGGAACAACACTCGAACAGCAGTATAACAAACCACTCTGTGAT
CTGCTGATTCGCTGTATCAATTGTCAGAAGATGGAAACCCTGTGCCAGCGG
CTGAACGTGTGCCAGGACAAGATCCTGACCCACTACGAGAACGACAGCAC
CGACCTGCGGGACCACATCGACTACTGGAAGCACATGCGGCTGGAATGCG
CCATCTACTACAAGGCCAGAGAGATGGGCTTCAAGCACATCAACCACCAG
GTGGTGCCCACCCTGGCCGTGTCCAAGAACAAGGCCCTGCAGGCCATCGA
GCTGCAGCTGACCCTGGAAACCATCTACAACAGCCAGTACAGCAACGAGA
AGTGGACCCTGCAGGACGTGTCCCTGGAAGTGTACCTGACCGCTCCCACCG
GCTGCATCAAGAAACACGGCTACACCGTGGAAGTGCAGTTCGACGGCGAC
ATCTGCAACACCATGCACTACACCAACTGGACCCACATCTACATCTGCGAA
GAGGCCAGCGTGACCGTGGTGGAAGGCCAGGTGGACTACTACGGCCTGTA
CTACGTGCACGAGGGCATCCGGACCTACTTCGTGCAGTTCAAGGACGACG
CCGAGAAGTACAGCAAGAACAAAGTGTGGGAGGTGCACGCTGGCGGCCA
GGTCATCCTGTGCCCCACCAGCGTGTTCAGCAGCAACGAGGTGTCCAGCCC
CGAGATCATCCGGCAGCACCTGGCCAATCACCCTGCCGCCACCCACACAA
AGGCCGTGGCCCTGGGCACCGAGGAAACCCAGACCACCATCCAGCGGCCC
AGAAGCGAGCCCGACACCGGCAATCCCTGCCACACCACCAAGCTGCTGCA
CCGGGACAGCGTGGACAGCGCCCCTATCCTGACCGCCTTCAACAGCAGCC
ACAAGGGCCGGATCAACTGCAACAGCAACACCACCCCCATCGTGCACCTG
AAGGTGGACGCCAACACCCTGATGCGGCTGCGGTACAGATTCAAGAAGCA
CTGCACCCTGTACACCGCCGTGTCCTCCACCTGGCACTGGACCGGCCACAA
CGTGAAGCACAAGAGCGCCATCGTGACCCTGACCTACGACAGCGAGTGGC
AGCGGGACCAGTTCCTGAGCCAGGTCAAAATCCCCAAGACCATCACCGTG
TCCACCGGCTTCATGAGCATCTGATAA

SEQ ID NO: 7 (trinh tu axit amin peptit dén dau IgE)

MDWTWILFLVAAATRVHS

SEQ ID NO: 8 (trinh tu nucleotit ma héa cho peptit dén dau IgE)




31786

ATGGACTGGACCTGGATCCTGTTCCTGGTGGCTGCCGCAACCCGGGTGCAC
AGC | |

SEQ ID NO: 9 (trinh tir axit amin peptit din diu aa HAVT20)
MACPGFLWALVISTCLEFSMA

SEQ ID NO: 10 (trinh tu nucleotit ma hoa cho peptit ddn ddu HAVT20)
ATGGCCTGCCCCGGCTTTCTGTGGGCCCTGGTCATCAGCACCTGTCTGGAA
TTCAGCATGGCC

SEQ ID NO: 11 (trinh tw ¢6 chira 2xTetO)
GAGCTCTCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGATCGTC
GAC

SEQ ID NO: 12 (trinh tu ¢é chtra CuO)
AACAAACAGACAATCTGGTCTGTTTGTA

SEQ ID NO: 13 (trinh tu khoi dong CMV c6 mét trong cic plaémit pAdApt26 va
pAdApBS)
TCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAAT
ATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTT
ATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTA
GTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGG
AGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCA
ACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGC
CAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTG
CCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTG
ACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCT
TATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTAC
CATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGA
CTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTITGTT
TTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCC
ATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCA
GAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTT
TTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGGCCGGGAA
CGGTGCATTGGA
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SEQ ID NO: 14 (TetR. trinh tu nucleotit ma hda cho trinh tu axit amin cua polypeptit
TetR duoc biéu hién béi pcADN™6/TR)
ATGTCTAGATTAGATAAAAGTAAAGTGATTAACAGCGCATTAGAGCTGCTT
AATGAGGTCGGAATCGAAGGTTTAACAACCCGTAAACTCGCCCAGAAGCT
AGGTGTAGAGCAGCCTACATTGTATTGGCATGTAAAAAATAAGCGGGCTTT
GCTCGACGCCTTAGCCATTGAGATGTTAGATAGGCACCATACTCACTTTTG
CCCTTTAGAAGGGGAAAGCTGGCAAGATTTTTTACGTAATAACGCTAAAA
GTTTTAGATGTGCTTTACTAAGTCATCGCGATGGAGCAAAAGTACATTTAG
GTACACGGCCTACAGAAAAACAGTATGAAACTCTCGAAAATCAATTAGCC
TTTTTATGCCAACAAGGTTTTTCACTAGAGAATGCATTATATGCACTCAGC
GCTGTGGGGCATTTTACTTTAGGTTGCGTATTGGAAGATCAAGAGCATCAA
GTCGCTAAAGAAGAAAGGGAAACACCTACTACTGATAGTATGCCGCCATT
ATTACGACAAGCTATCGAATTATTTGATCACCAAGGTGCAGAGCCAGCCTT
CTTATTCGGCCTTGAATTGATCATATGCGGATTAGAAAAACAACTTAAATG
TGAAAGTGGGTCCGCGTACAGCGGATCCCGGGAATTCAGATCTTATTAA
SEQ ID NO: 15 (TefR, trinh tu axit amin cta polypeptit TetR dwoc biéu hién bdi
pcADN™6/TR)
MSRLDKSKVINSALELLNEVGIEGLTTRKLAQKLGVEQPTLY WHVKNKRALL
DALAIEMLDRHHTHFCPLEGESWQDFLRNNAKSFRCALLSHRDGAKVHLGTR
PTEKQYETLENQLAFLCQQGFSLENALYALSAVGHFTLGCVLEDQEHQVAKE
ERETPTTDSMPPLLRQAIELFDHQGAEPAFLFGLELIICGLEKQLKCESGSAYSG
SREFRSY

SEQ ID NO: 16 (CymR, trinh tu nucleotit ma héa cho trinh tu axit amin cia polypeptit
CymR
ATGTCTCCCAAACGACGGACTCAAGCGGAAAGGGCAATGGAAACTCAGGG
TAAGCTGATTGCCGCGGCTCTGGGAGTGCTGCGAGAGAAAGGGTATGCCG
GGTTTCGCATAGCCGACGTTCCTGGAGCTGCAGGCGTAAGCAGAGGAGCC
CAATCTCATCACTTTCCGACCAAGCTGGAGCTTTTGCTGGCTACCTTCGAA
TGGCTGTACGAGCAGATCACGGAAAGGAGTCGTGCTAGGCTGGCCAAGCT
GAAACCCGAGGATGATGTCATTCAGCAGATGCTGGACGATGCAGCCGAGT
TCTTCCTGGACGACGACTTCAGCATCAGTCTCGACCTCATCGTAGCCGCAG
ATCGCGATCCAGCTTTGCGCGAGGGCATACAGAGAACAGTCGAGCGGAAT
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CGGTTTGTGGTGGAGGACATGTGGCTTGGTGTTCTGGTGAGCAGAGGCCTC
TCACGGGATGATGCCGAGGACATCCTGTGGCTGATCTTTAACTCCGTCAGA
GGGTTGGCAGTGAGGTCCCTTTGGCAGAAGGACAAAGAACGGTTTGAACG
TGTGCGAAACTCAACACTCGAGATTGCTAGGGAACGCTACGCCAAGTTCA
AGAGATGA

SEQ ID NO: 17 (CymR, trinh tu axit amin cta polypeptit CymR)
MSPKRRTQAERAMETQGKLIAAALGVLREKGYAGFRIADVPGAAGVSRGAQ
SHHFPTKLELLLATFEWLYEQITERSRARLAKLKPEDDVIQQMLDDAAEFFLD
DDFSISLDLIVAADRDPALREGIQRTVERNRFVVEDMWLGVLVSRGLSRDDAE
DILWLIFNSVRGLAVRSLWQKDKERFERVRNSTLEIARERYAKFKR

SEQ ID NO: 18 (E6 HPV16. aa41-65)

KQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGN

SEQ ID NO: 19 (E7 HPV16 aa 43-77)
GQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDIR
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YEU CAU BAO HO

1. Phén t axit nucleic ma héa polypeptit c6 chira SEQ ID NO: 1.
2. Phén tr axit nucleic theo diém 1, trong d6 pdlypeptit dugc ma hoa con chira trinh
tu d?ln dau.

3. Phan tir axit nucleic theo diém bt ky trong sé cac diém néu trén, trong d6
polypeptit dugc ma hoa con chua it nhat mot epitop ciia protein E2 papillomavirut &
nguoi (HPV).
4. Phan tir axit nucleic theo diém 3, trong d6 polypeptit durge ma hoa cé chira protein
E2 HPV16 ma ¢6 su lam khuyét hodc dot bién ¢ mién lién két ADN caa no.

5. Phan ttr axit nucleic theo diém 4, trong d6 polypeptit duge ma hoa c6 chira SEQ
ID NO: 3 hoic SEQ ID NO: 5. |

6. Phén t axit nucleic theo diém bat ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 trinh
tu axit nucleic dugc tdi vu hoa bd ba ma hoa.
7. Phén tir axit nucleic theo diém bat ky trong s cac diém néu trén, trong d6 phan
tr axit nucleic nay c6 chira SEQ ID NO: 2.

8. Phén tr axit nucleic theo diém bat ky trong s cac diém néu trén, trong d6 phan
tir axit nucleic nay c6 chira SEQ ID NO: 4 hodc SEQ ID NO: 6.
9. Vecto chira phan tir axit nucleic theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén,
trong do trinh ty ma hoa polypeptit dugc lién két co diéu khién véi trinh tu khoi dong.
10.  Vecto theo diém 9, trong d6 vecto nay la adenovirut téi to hop.

11.  Vecto theo diém 9 hodc 10, trong d6 trinh tu khoi dong dugc ghép doi c6 diéu
khién véi trinh tu diéu khién chat kim ham, ma protein ¢ ché c6 thé lién két véi n6 dé
e ché su biéu hién cua trinh tu khoi dong khi ¢6 mét cua protein kim ham nay.

12.  Vacxin ¢6 chtra vecto theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 9 dén 11, va ta duge
dugc dung.

13.  Polypeptit c6 chtira SEQ ID NO: 1.
'14.  Polypeptit theo diém 13, trong d6 polypeptit ndy c6 chita SEQ ID NO: 3 hodc
SEQ ID NO: 5.
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DANH MUC TRINH TV

<110> Janssen Vaccines & Prevention B.V.
Archimedesweg 4, 2333 CN Leiden, the Netherlands

<120> PHAN T(' AXIT NUCLEIC, VECTO CHUA PHAN TU' AXIT NUCLEIC VA VACXIN CHUA VECTO
NAY DE CHONG LAI SU NHIEM VIRUT PAPILLOMA TYP 16 O NGUOI (HPV16)

<130> 0248 WO 00 ORD

<160> 19

<170> PatentIn phién ban 3.5
<210> 1

<211> 328

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Polypeptit thiét ké E6E7SH-HPV1e6

<400> 1
Met His Gln Lys Arg Thr Ala Met Phe Gln Asp Pro Gln Glu Arg Pro
1 5 10 15

Arg Lys Leu Pro Gln Leu Cys Thr Glu Leu Gln Thr Thr Ile His Asp
20 25 30

Ile Ile Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gln Gln Leu Glu Asp Glu Ile
35 40 45

Asp Gly Pro Ala Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile
50 55 60

Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gln
65 70 75 80

Ser Thr His Val Asp Ile Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr
85 90 95

Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile Cys Ser Gln Lys Pro Gly Thr Thr Leu
100 105 110

Glu Gln GIln Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu Ile Arg Cys Ile
115 120 125
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Asn Cys Gln Lys Pro Leu Cys Pro Glu Glu Lys Gln Arg His Leu Asp
130 135 140

Lys Lys Gln Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys
145 150 155 160

Met Ser Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg Arg Glu Thr Gln Met His
165 170 175

Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu
180 185 190

Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gln Leu Asn Asp Ser Ser Glu Glu
195 200 205

Glu Asp Glu Ile Asp Gly Pro Ala Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala
210 215 220

His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys Gln Leu Cys Thr Glu Leu Gln
225 230 235 240

Thr Thr Ile His Asp Ile Ile Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gln Gln
245 250 255

Leu Leu Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys Ile
260 265 270

Val Tyr Arg Asp Gly Asn Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys
275 280 285

Phe Tyr Ser Lys Ile Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr
290 295 300

Gly Thr Thr Leu Glu Gln Gln Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu
305 310 315 320

Ile Arg Cys Ile Asn Cys Gln Lys
325
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<210> 2

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 2
atgcaccaga

cagctgtgca
aagcagcagc
cactacaata
agcacccacg
tgccccatct
tgcgacctgce
cggcacctgg
atgagctgct
accctgcacg
cagctgaacg
cctgaccggg
acaacaattc
gaggtgtacg
gcegtgtgeg
tacagcctgt
attcgctgta
<210> 3

<211> 693
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 3

Trinh ty nt ma

aacggaccgc
ccgagctgea
tggaagatga
tcgtgacctt
tggacatccg
gcagccagaa
tgatccggtg
acaagaagca
gcagaagcag
agtacatgct
acagcagcga
ctcactataa
acgatattat
acttcgectt
acaagtgcct
acggaacaac

tcaattgtca

Trinh ty Nhan tao

31786

héa cho polypeptit thiét k& E6E7SH-HPV16

catgttccag gacccccagg aacggcccag

gaccaccatc
gatcgacggc
ctgctgcaag
gaccctggaa
gceeggeacc
catcaactgc
gecggttccac
ccggaccaga
ggacctgcag
ggaagaggac
catcgtgaca
tctcgaatgt
ccgggacctc
gaagttctac
actcgaacag

gaagtgataa

Trinh tu Nhan tao

cacgacatca
cctgetggec
tgcgacagca
gatctgctga
accctggaac
cagaaacccc
aacatccggg
cgggaaaccc
cccgagacaa
gagattgacg
ttttgctgtc
gtgtattgta
tgcatcgtgt
agcaagatca

cagtataaca

Polypeptit thiét ké E2E6E7SH HPV16

-71-

tcctggaatg
aggccgaacc
ccctgeggcet
tgggcaccct
agcagtacaa
tgtgccccga
gcagatggac
agatgcacgg
ccgacctgta
gacccgctgg
agctctgtac
aacagcagct
atcgggacgg
gcgagtaccg

aaccactctg

aaagctgccc
cgtgtactgc
cgacagagcc
gtgcgtgeag
gggcatcgtg
caagcccctg
ggaaaagcag
aggcagatgc
cgacaccccc
ctgctacgag
acaggccgag
tgaactccag
cctgcggaga
caacccctac
gcactactgc

tgatctgctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

990



31786

Met Glu Thr Leu Cys Gln Arg Leu Asn Val Cys Gln Asp Lys Ile Leu

Thr His Tyr Glu Asn Asp Ser Thr Asp Leu Arg Asp His Ile Asp Tyr
20 25 30

Trp Lys His Met Arg Leu Glu Cys Ala Ile Tyr Tyr Lys Ala Arg Glu
35 40 45

Met Gly Phe Lys His Ile Asn His Gln Val Val Pro Thr Leu Ala Val
50 55 60

Ser Lys Asn Lys Ala Leu Gln Ala Ile Glu Leu Gln Leu Thr Leu Glu
65 70 75 80

Thr Ile Tyr Asn Ser Gln Tyr Ser Asn Glu Lys Trp Thr Leu Gln Asp
85 90 95

Val Ser Leu Glu Val Tyr Leu Thr Ala Pro Thr Gly Cys Ile Lys Lys
100 105 110

His Gly Tyr Thr Val Glu Val Gln Phe Asp Gly Asp Ile Cys Asn Thr
115 120 125

Met His Tyr Thr Asn Trp Thr His Ile Tyr Ile Cys Glu Glu Ala Ser
130 135 140

Val Thr Val Vai Glu Gly Gln Val Asp Tyr Tyr Gly Leu Tyr Tyr Val
145 150 155 160

His Glu Gly Ile Arg Thr Tyr Phe Val Gln Phe Lys Asp Asp Ala Glu
165 170 175

Lys Tyr Ser Lys Asn Lys Val Trp Glu Val His Ala Gly Gly Gln Val
180 185 190

Ile Leu Cys Pro Thr Ser Val Phe Ser Ser Asn Glu Val Ser Ser Pro
195 200 205

Glu Ile Ile Arg Gln His Leu Ala Asn His Pro Ala Ala Thr His Thr
210 215 220
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Lys Ala Val Ala Leu Gly Thr Glu Glu Thr Gln Thr Thr Ile Gln Arg
225 230 235 240

Pro Arg Ser Glu Pro Asp Thr Gly Asn Pro Cys His Thr Thr Lys Leu
245 250 255

Leu His Arg Asp Ser Val Asp Ser Ala Pro Ile Leu Thr Ala Phe Asn
260 265 270

Ser Ser His Lys Gly Arg Ile Asn Cys Asn Ser Asn Thr Thr Pro Ile
275 280 285

Val His Leu Lys Val Asp Ala Asn Thr Leu Met Arg Leu Arg Tyr Arg
290 295 300

Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr Ala Val Ser Ser Thr Trp His
305 310 315 320

Trp Thr Gly His Asn Val Lys His Lys Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr
325 330 335

Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln Phe Leu Ser Gln Val Lys Ile
340 345 350

Pro Lys Thr Ile Thr Val Ser Thr Gly Phe Met Ser Ile Met His Gln
355 360 365

Lys Arg Thr Ala Met Phe Gln Asp Pro Gln Glu Arg Pro Arg Lys Leu
370 375 380

Pro Gln Leu Cys Thr Glu Leu Gln Thr Thr Ile His Asp Ile Ile Leu
385 390 395 400

Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gln Gln Leu Glu Asp Glu Ile Asp Gly Pro
405 410 415

Ala Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe
420 425 430
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Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gln Ser Thr His
435 440 445

Val Asp Ile Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile
450 455 460

Val Cys Pro Ile Cys Ser Gln Lys Pro Gly Thr Thr Leu Glu Gln Gln
465 470 475 480

Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu Ile Arg Cys Ile Asn Cys Gln
485 490 495

Lys Pro Leu Cys Pro Glu Glu Lys Gln Arg His Leu Asp Lys Lys Gln
500 505 510

Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met Ser Cys
515 520 525

Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg Arg Glu Thr Gln Met His Gly Asp Thr
530 535 540

Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr Thr Asp
545 550 555 560

Leu Tyr Cys Tyr Glu Gln Leu Asn Asp Ser Ser Glu Glu Glu Asp Glu
565 570 575

Ile Asp Gly Pro Ala Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn
580 585 590

Ile Val Thr Phe Cys Cys Gln Leu Cys Thr Glu Leu Gln Thr Thr Ile
595 600 605

His Asp Ile Ile Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gln Gln Leu Leu Arg
610 615 620

Arg Glu Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys Ile Val Tyr Arg
625 630 635 640

Asp Gly Asn Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys Phe Tyr Ser
645 650 655
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Lys Ile Ser Glu

Leu Glu Gln Gln
675

Ile Asn Cys Gln

690

<210> 4
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 4
atggaaaccc

aacgacagca
gccatctact
accctggeceg
accatctaca
gtgtacctga
ttcgacggeg
gaagaggcca
cacgagggca
aacaaagtgt
agcagcaacg
gccacccaca
cccagaagcg
agcgtggaca
tgcaacagca

ctgcggtaca

2085

Trinh tu

660

Lys

tgtgccagceg
ccgacctgeg
acaaggccag
tgtccaagaa
acagccagta
ccgctecccac
acatctgcaa
gcgtgaccgt
tccggaccta
gggaggtgca
aggtgtccag
caaaggccgt
agcccgacac
gcgcccctat
acaccacccc

gattcaagaa

680

Nhan tao

gctgaacgtg
ggaccacatc
agagatgggc
caaggccctg
cagcaacgag
cggctgeatc
caccatgcac
ggtggaaggc
cttcgtgcag
cgctggeggce
ccccgagatc
ggccctgggc
cggcaatccc
cctgaccgcc
catcgtgcac

gcactgcacc

31786

665

tgccaggaca
gactactgga
ttcaagcaca
caggccatcg
aagtggaccc
aagaaacacg
tacaccaact
caggtggact
ttcaaggacg
caggtcatcc
atccggcagc
accgaggaaa
tgccacacca
ttcaacagca
ctgaaggtgg

ctgtacaccg
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670

685

agatcctgac
agcacatgcg
tcaaccacca
agctgcagct
tgcaggacgt
gctacaccgt
ggacccacat
actacggcct
acgccgagaa
tgtgccccac
acctggccaa
cccagaccac
ccaagctgct
gccacaaggg
acgccaacac

ccgtgtcectc

Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr

Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu Ile Arg Cys

Trinh ty nt md héa cho polypeptit thiét k& E2E6E7SH HPV16

ccactacgag
gctggaatgce
ggtggtgecc
gaccctggaa
gtccctggaa
ggaagtgcag
ctacatctgc
gtactacgtg
gtacagcaag
cagcgtgttc
tcaccctgcec
catccagcgg
gcaccgggac
ccggatcaac
cctgatgcegg

cacctggcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



tggaccggcc
tggcagcggsg
ggcttcatga
cccagaaagc
gaatgecgtgt
gaacccgaca
cggctgtgeg
accctgggca
tacaacaagc
cccgaggaaa
tggacaggca
cacggcgaca
ctgtactgct
gctggacagg
tgtactgaac
cagctcctgc
gacggcaacc
taccggcact
ctctgtgatc
<210> 5

<211> 693
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 5

acaacgtgaa
accagttcct
gcatcatgca
tgccccaget
actgcaagca
gagcccacta
tgcagagcac
tcgtgtgccc
ccctgtgega
agcagcggca
gatgcatgag
cccccaccct
acgagcagct
ccgagcctga
tccagacaac
ggagagaggt
cctacgccgt
actgctacag

tgctgattcg

gcacaagagc
gagccaggtc
ccagaaacgg
gtgcaccgag
gcagctggaa
caatatcgtg
ccacgtggac
catctgcagc
cctgcetgatc
cctggacaag
ctgctgcaga
gcacgagtac
gaacgacagc
ccgggctcac
aattcacgat
gtacgacttc
gtgcgacaag
cctgtacgga

ctgtatcaat

Trinh tu Nhan tao

31786

gccatcgtga
aaaatcccca
accgccatgt
ctgcagacca
gatgagatcg
accttctgcet
atccggaccc
cagaagcccg
cggtgcatca
aagcagcggt
agcagccgga
atgctggacc
agcgaggaag
tataacatcg
attattctcg
gcctteeggg
tgcctgaagt
acaacactcg

tgtcagaagt

Polypeptit thié&t k& E6E7E2SH HPV16

ccctgaccta
agaccatcac
tccaggaccc
ccatccacga
acggccctgc
gcaagtgcga
tggaagatct
gcaccaccct
actgccagaa
tccacaacat
ccagacggga
tgcagcccga
aggacgagat
tgacattttg
aatgtgtgta
acctctgcat
tctacagcaa
aacagcagta

gataa

cgacagcgag
cgtgtccacc
ccaggaacgg
catcatcctg
tggccaggcec
cagcaccctg
gctgatggsc
ggaacagcag
acccctgtgc
ccggggeaga
aacccagatg
gacaaccgac
tgacggaccc
ctgtcagctc
ttgtaaacag
cgtgtatcgg
gatcagcgag

taacaaacca

Met His Gln Lys Arg Thr Ala Met Phe Gln Asp Pro Gln Glu Arg Pro

1

5

10

-76-

15

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2085
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Arg Lys Leu Pro Gln Leu Cys Thr Glu Leu Gln Thr Thr Ile His Asp
20 25 30

Ile Ile Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gln Gln Leu Glu Asp Glu Ile
35 40 45

Asp Gly Pro Ala Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile
50 55 60

Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gln
65 70 75 80

Ser Thr His Val Asp Ile Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr
85 90 95

Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile Cys Ser Gln Lys Pro Gly Thr Thr Leu
100 105 110

Glu Gln Gln Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu Ile Arg Cys Ile
115 120 125

Asn Cys Gln Lys Pro Leu Cys Pro Glu Glu Lys Gln Arg His Leu Asp
130 135 140

Lys Lys Gln Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys
145 150 155 160

Met Ser Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg Arg Glu Thr Gln Met His
165 170 175

Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu
180 185 190

Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gln Leu Asn Asp Ser Ser Glu Glu
195 200 205

Glu Asp Glu Ile Asp Gly Pro Ala Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala
210 215 220

His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys Gln Leu Cys Thr Glu Leu Gln
225 230 235 240
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Thr Thr Ile His Asp Ile Ile Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gln Gln
245 250 255

Leu Leu Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys Ile
260 265 270

Val Tyr Arg Asp Gly Asn Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys
275 280 285

Phe Tyr Ser Lys Ile Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr
290 295 300

Gly Thr Thr Leu Glu Gln Gln Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu
305 310 315 320

Ile Arg Cys Ile Asn Cys Gln Lys Met Glu Thr Leu Cys Gln Arg Leu
325 330 335

Asn Val Cys Gln Asp Lys Ile Leu Thr His Tyr Glu Asn Asp Ser Thr
340 345 350

Asp Leu Arg Asp His Ile Asp Tyr Trp Lys His Met Arg Leu Glu Cys
355 360 365

Ala Ile Tyr Tyr Lys Ala Arg Glu Met Gly Phe Lys His Ile Asn His
370 375 380

Gln Val Vval Pro Thr Leu Ala Val Ser Lys Asn Lys Ala Leu Gln Ala
385 390 395 400

Ile Glu Leu Gln Leu Thr Leu Glu Thr Ile Tyr Asn Ser Gln Tyr Ser
405 410 415

Asn Glu Lys Trp Thr Leu Gln Asp Val Ser Leu Glu Val Tyr Leu Thr
420 425 i 430

Ala Pro Thr Gly Cys Ile Lys Lys His Gly Tyr Thr Val Glu Val Gln
435 440 445
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Phe Asp Gly Asp Ile Cys Asn Thr Met His Tyr Thr Asn Trp Thr His
450 455 460

Ile Tyr Ile Cys Glu Glu Ala Ser Val Thr Val Val Glu Gly Gln Val
465 470 475 480

Asp Tyr Tyr Gly Leu Tyr Tyr Val His Glu Gly Ile Arg Thr Tyr Phe
485 490 495

Val Gln Phe Lys Asp Asp Ala Glu Lys Tyr Ser Lys Asn Lys Val Trp
500 505 510

Glu Val His Ala Gly Gly Gln Val Ile Leu Cys Pro Thr Ser Val Phe
515 520 525

Ser Ser Asn Glu Val Ser Ser Pro Glu Ile Ile Arg Gln His Leu Ala
530 535 540

Asn His Pro Ala Ala Thr His Thr Lys Ala Val Ala Leu Gly Thr Glu
545 550 555 560

Glu Thr Gln Thr Thr Ile Gln Arg Pro Arg Ser Glu Pro Asp Thr Gly
565 570 575

Asn Pro Cys His Thr Thr Lys Leu Leu His Arg Asp Ser Val Asp Ser
580 585 590

Ala Pro Ile Leu Thr Ala Phe Asn Ser Ser His Lys Gly Arg Ile Asn
595 600 605

Cys Asn Ser Asn Thr Thr Pro Ile Val His Leu Lys Val Asp Ala Asn
610 615 620

Thr Leu Met Arg Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr
625 630 635 640

Thr Ala Val Ser Ser Thr Trp His Trp Thr Gly His Asn Val Lys His
645 650 655

Lys Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp
660 665 670
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Gln Phe Leu Ser Gln Val Lys Ile Pro Lys Thr Ile Thr Val Ser Thr

675

Gly Phe Met Ser Ile

690

<210> 6
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 6
atgcaccaga

cagctgtgca
aagcagcagc
cactacaata
agcacccacg
tgccccatcet
tgcgacctgce
cggcacctgg
atgagctgct
accctgcacg
cagctgaacg
cctgaccggg
acaacaattc
gaggtgtacg
gcegtgtgeg
tacagcctgt
attcgctgta

gacaagatcc

2085

aacggaccgc
ccgagctgca
tggaagatga
tcgtgacctt
tggacatccg
gcagccagaa
tgatccggtg
acaagaagca
gcagaagcag
agtacatgct
acagcagcga
ctcactataa
acgatattat
acttcgcctt
acaagtgcct
acggaacaac
tcaattgtca

tgacccacta

680

Trinh ty Nhan tao

catgttccag
gaccaccatc
gatcgacggc
ctgctgcaag
gaccctggaa
gceeggeacc
catcaactgc
gecggttccac
ccggaccaga
ggacctgcag
ggaagaggac
catcgtgaca
tctcgaatgt
ccgggacctc
gaagttctac
actcgaacag
gaagatggaa

cgagaacgac

gacccccagg
cacgacatca
cctgetggcec
tgcgacagca
gatctgctga
accctggaac
cagaaacccc
aacatccggg
cgggaaaccc
cccgagacaa
gagattgacg
ttttgctgtc
gtgtattgta
tgcatcgtgt
agcaagatca
cagtataaca
accctgtgec

agcaccgacc

-80-

685

aacggcccag
tcctggaatg
aggccgaacc
ccctgeggcet
tgggcaccct
agcagtacaa
tgtgccccga
gcagatggac
agétgcacgg
ccgacctgta
gacccgectgg
agctctgtac

aacagcagct

atcgggacgg
gcgagtaccg
aaccactctg
agcggctgaa

tgcgggacca

Trinh tu nt m3 héa cho polypeptit thiét k& E6E7E2SH HPV16

aaagctgccc
cgtgtactgc
cgacagagcc
gtgcgtgeag
gggcatcgtg
caagcccctg
ggaaaagcag
aggcagatgc
cgacaccccc

ctgctacgag

acaggccgag

tgaactccag
cctgcggaga
caacccctac
gcactactgc
tgatctgctg
cgtgtgccag

catcgactac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



tggaagcaca
cacatcaacc
atcgagctgce
accctgcagg
cacggctaca
aactggaccc
gactactacg
gacgacgccg
atcctgtgcc
cagcacctgg
gaaacccaga
accaccaagc
agcagccaca
gtggacgcca
accgeccgtgt
gtgaccctga
cccaagacca
210> 7

<211> 18

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 7

tgcggctgga
accaggtggt
agctgaccct
acgtgtccct
ccgtggaagt
acatctacat
gcctgtacta
agaagtacag
ccaccagcgt
ccaatcaccc
ccaccatcca
tgctgcaccg
agggcceggat
acaccctgat
cctccacctg
cctacgacag

tcaccgtgtc

atgcgccatc
gcccaccctg
ggaaaccatc
ggaagtgtac
gcagttcgac
ctgcgaagag
cgtgcacgag
caagaacaaa
gttcagcagc
tgccgccacc
gcggeccaga
ggacagcgtg
caactgcaac
gcggetgegg
gcactggacc
cgagtggcag

caccggcttc

Trinh ty Nhan tao

Peptit dan dau IgE

31786

tactacaagg
gccgtgtcca
tacaacagcc
ctgaccgctc
ggcgacatct
gccagegtga
ggcatccgga
gtgtggeage
aacgaggtgt
cacacaaagg
agcgagcccg
gacagcgccc
agcaacacca
tacagattca
ggccacaacg

cgggaccagt

atgagcatct

ccagagagat
agaacaaggc
agtacagcaa
ccaccggctg
gcaacaccat
ccgtggtgga
cctacttcgt
tgcacgctgg
ccagccccga
ccgtggccect
acaccggcaa
ctatcctgac
cccccatcegt
agaagcactg
tgaagcacaa
tcctgagcca

gataa

gggcttcaag
cctgcaggcc
cgagaagtgg
catcaagaaa
gcactacacc
aggccaggtg
gcagttcaag
cggccaggtc
gatcatccég
gggcaccgag
tccctgecac
cgccttcaac
gcacctgaag
caccctgtac
gagcgccatc

ggtcaaaatc

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val

1

His Ser

5

10

-81-
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1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980
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<210> 8

<211> 54

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu nt m3 héa cho peptit dan dau IgE

<400> 8
atggactgga cctggatcct gttcctggtg getgecgeaa cccgggtgea cage 54

<210> 9

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Peptit dan dau HAVT20

<400> 9

Met Ala Cys Pro Gly Phe Leu Trp Ala Leu Val Ile Ser Thr Cys Leu
1 5 10 15

Glu Phe Ser Met Ala
20

<210> 10
<211> 63
<212> ADN
<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu nt m3 héa cho peptit dan dau HAVT20

<400> 10
atggcctgee ccggetttet gtgggecctg gtcatcagea cctgtctgga attcageatg 60

gcc 63
<210> 11

<211> 54

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty c6é chira 2xTetO

<400> 11
gagctctccc tatcagtgat agagatctcc ctatcagtga tagagatcgt cgac 54
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<210>
<211>
<212>
<213>

12
28
ADN

<220>

<223>

<400> 12

Trinh ty Nhan tao

Trinh ty c6é chira CuO

aacaaacaga caatctggtc tgtttgta

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

13
829
ADN

<220>
223>

<400> 13
tcaatattgg

ttggccattg
aacattaccg
gtcattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgccccattg
tcgtttagtg
aagacaccgg

<210>
<211>

14
657

vung khéi dong

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttgac
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ccecgectggce
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggce
acgcaaatgg
aaccgtcaga

gaccgatcca

Trinh ty Nhan tao

MV

tattattcat
atccatatca
attgattatt
atatggagtt
acccccegecc
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggcg-
tcgecctggag

gcctecgegg

31786

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggteg

acgccatcca

cCcgggaacgsg

-83-

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccccctattg
ttatgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
gaggtctata
cgctgttttg

tgcattgga

atattggcta
gctcatgtcc
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacat
ccattgacgt
gtaacaactc
taagcagagc

acctccatag

28

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

829



<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 14
atgtctagat

ggaatcgaag
ttgtattggc
gataggcacc
aataacgcta
ttaggtacac
tgccaacaag
actttaggtt
cctactactg
ggtgcagagc
cttaaatgtg
<210> 15

<211> 218
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 15

tagataaaag
gtttaacaac
atgtaaaaaa
atactcactt
aaagttttag
ggcctacaga
gtttttcact
gcgtattgga
atagtatgcc
cagccttctt

aaagtgggtc

Polypeptit TetR

Trinh ty Nhan tao

31786

Trinh tu nt md héa cho polypeptit TetR

taaagtgatt aacagcgcat tagagctgct

ccgtaaactc
taagcgggct
ttgcccttta
atgtgcttta
aaaacagtat
agagaatgca
agatcaagag
gccattatta
attcggectt

cgcgtacagc

Trinh ty Nhan tao

gcccagaagce
ttgctcgacg
gaaggggaaa
ctaagtcatc
gaaactctcg
ttatatgcac
catcaagtcg
cgacaagcta

gaattgatca

ggatcccggg

Met Ser Arg Leu Asp Lys Ser Lys Val Ile Asn

1

5

10

taggtgtaga
ccttagccat
gctggcaaga
gcgatggagc
aaaatcaatt
tcagcgctgt
ctaaagaaga
tcgaattatt
tatgcggatt

aattcagatc

Ser Ala Leu Glu

taatgaggtc
gcagcctaca
tgagatgtta
ttttttacgt
aaaagtacat
agccttttta
ggggcatttt
aagggaaaca
tgatcaccaa
agaaaaacaa

ttattaa

Leu
15

Gln

Leu Asn Glu Val Gly Ile Glu Gly Leu Thr Thr
20 25

Lys Leu Gly Val Glu Gln Pro Thr Leu Tyr Trp
35 40

Arg Ala Leu Leu Asp Ala Leu Ala Ile Glu Met
50 55

Arg Lys Leu Ala
30

His Val Lys Asn
45

Lys

Leu Asp Arg His His

60

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657
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Thr His Phe Cys Pro Leu Glu Gly Glu Ser Trp Gln Asp Phe Leu Arg
65 70 75 80

Asn Asn Ala Lys Ser Phe Arg Cys Ala Leu Leu Ser His Arg Asp Gly
85 90 95

Ala Lys Val His Leu Gly Thr Arg Pro Thr Glu Lys Gln Tyr Glu Thr
100 105 110

Leu Glu Asn Gln Leu Ala Phe Leu Cys Gln Gln Gly Phe Ser Leu Glu
115 120 125

Asn Ala Leu Tyr Ala Leu Ser Ala Val Gly His Phe Thr Leu Gly Cys
130 135 140

Val Leu Glu Asp Gln Glu His Gln Val Ala Lys Glu Glu Arg Glu Thr
145 150 155 160

Pro Thr Thr Asp Ser Met Pro Pro Leu Leu Arg Gln Ala Ile Glu Leu
165 170 175

Phe Asp His Gln Gly Ala Glu Pro Ala Phe Leu Phe Gly Leu Glu Leu
180 185 190

Ile Ile Cys Gly Leu Glu Lys Gln Leu Lys Cys Glu Ser Gly Ser Ala
195 200 205

Tyr Ser Gly Ser Arg Glu Phe Arg Ser Tyr
210 215

<210> 16

<211> 612

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty nt md héa cho polypeptit CymR

<400> 16
atgtctccca aacgacggac tcaagcggaa agggcaatgg aaactcaggg taagctgatt 60
gccgeggetc tgggagtget gegagagaaa gggtatgecg ggtttcgeat agccgacgtt 120

-85-



cctggagctg
cttttgctgg
ctggccaagc
ttcttecctgg
ccagctttgce
atgtggcttg
tggctgatct
gaacggtttg
ttcaagagat
<210>
<211>

<212>
<213>

17
203
PRT

<220>
<223>
<400> 17

Met Ser Pro
1

Gly Lys Leu

Phe
35

Ala Gly

Ala
50

Gly Gln

Thr Phe

65

Glu

Leu Ala Lys

caggcgtaag
ctaccttcga
tgaaacccga
acgacgactt
gcgagggcat
gtgttctggt
ttaactccgt
aacgtgtgcg

ga

Polypeptit CymR

Lys Arg

Ile Ala

20

Arg Ile

Ser His

Trp Leu

Leu Lys

85

Arg

Ala

Ala

His

Tyr

70

Pro

cagaggagcc
atggctgtac
ggatgatgtc
cagcatcagt
acagagaaca
gagcagaggc
cagagggttg

aaactcaaca

Trinh tu Nhan tao

Thr Gln

Ala

Leu

Val
40

Asp

Phe
55

Pro
Glu

Gln

Glu Asp

31786

caatctcatc
gagcagatca
attcagcaga
ctcgacctca
gtcgagcgga
ctctcacggg
gcégtgaggt

ctcgagattg

Ala Glu

10

Arg

Gly Val Leu

25

Pro Gly Ala

Thr Lys Leu

Ile Thr Glu

75

Val Ile

90

Asp

-86-

actttccgac
cggaaaggag
tgctggacga
tcgtagcecgc
atcggtttgt
atgatgccga
ccctttggea

ctagggaacg

Ala Met Glu

Arg Glu Lys

Ala Gly Vval

45

Glu
60

Leu Leu

Arg Ser Arg

Gln Gln Met

caagctggag
tcgtgctagg
tgcagccgag
agatcgcgat
ggtggaggac
ggacatcctg
gaaggacaaa

ctacgccaag

Thr
15

Gln
Gly Tyr
Ser Arg
Leu Ala
Ala

Arg

Leu
95

Asp

180

240

300

360

420

480

540

600

612



Asp

Leu

Arg

Val

145

Trp

Gln

Ile

Ala

Ile

Thr

130

Leu

Leu

Lys

Ala

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

<220>
<223>

<400>

Ala Glu
100

Val Ala
115

Val Glu

Val Ser

Ile Phe

Asp Lys
180

Arg Glu
195

18
25
PRT
Trinh ty

Phe

Ala

Arg

Arg

Asn

165

Glu

Arg

Nhan tao

Phe

Asp

Asn

Gly

150

Ser

Arg

Tyr

aa4l-65 E6 HPV16

18

Leu

Arg

Arg

135

Leu

Val

Phe

Ala

Asp

Asp

120

Phe

Ser

Arg

Glu

Lys
200

Asp
105

Pro

Val

Arg

Gly

Arg

185

Phe

31786

Asp Phe

Ala Leu

Val Glu

Asp Asp

155

Leu Ala
170

Val Arg

Lys Arg

Ser

Arg

Asp

140

Ala

Val

Asn

Ile

Glu

125

Met

Glu

Arg

Ser

Ser

110

Gly

Trp

Asp

Ser

Thr
190

Leu

Ile

Leu

Ile

Leu

175

Leu

Asp

Gln

Gly

Leu

160

Trp

Glu

Lys Gln Gln Leu Leu Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp

1

5

Leu Cys Ile Val Tyr Arg Asp Gly Asn

<2105
<211>
<212>
<213>

220>
<223>

20

19
35
PRT

Trinh ty Nhan tao

aa43-77 E7 HPV16

25

10

-87-
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<400> 19

Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys
1 5 10 15

Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gln Ser Thr His Val
20 25 30

Asp Ile Arg
35
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116

100 kDa —

75 kDa —

50 kDa —

37 kDa —

Hinh 1

-89-



31786

2/16
A
Céy trén

o thach doc
Chuyén Bat dau
phidm chon loc
. . . . |
Ngay 0 Ngay 2 2 tuan 8 tuan

Nguyén thé

C
120 - *
= , -
R »
2 ; 100
&
S os0q
S =
55 w0
g % 40
= o "z
e |
NS - : '
0 R
‘b Q A A
@ £* Nguyén thé
& & & °

Hinh 2

-90-



r

oi

ps3 PP ps3

31786

3116

+  Khong

+
rdng EOV! E6E7SH TF

50 kDa —

50 kDa —
37 kDa —

20 kDa —

15 kDa —
75 kDa —

g pS3 twong d
(%)

Ham lwon

Khang p53

Khang E6 HPV16

- Khang NF-kB

*%

n=4

p33 p33 p33
+ + +
rong  EOWT EeE7sH

-91-

Hinh 3



31786

4/16

C pRb PRb» pRb
+ + Khéng

+
r5ng E7wt gge7SH TF

150 kDa

Khang pRb
100 kDa
37 kDa
Khéng E7 HPV16
15 kDa
50 kDa Khéng actin
37 kDa d
D
*%
<3 : !
o, 125 1 x
=
S 100
~=
é 2 75
2
= 50
b.
= 25-
= pr pRb | pRb
+ + +
vdng ~ E’WT  E6E7SH

Hinh 3 - tiép

-92-



P

thé (PD)

doi quan

ang gép

&

160

140

120

100

31786

516

/ —s— E6ETWT HPV16

—=— EGETSHHPVI6 |+

——eGFP t

—— Khong dugc tai nap T

I i T 1

50 100 150 200 250

S6 ngay sau khi tai nap

Hinh 4

-03-



' \%
e

0 2 tuan
4004

=

8

3

> 300+

@

O

S

> 200-

@2

o~

[

g 100-

&

)

31786

6/16

} Gay mién dich lan dau
V Giét

J = =

S eaz s s,.G..,,r,-,i,;.fw:-.,:».»-y.»g.«»‘9a-;,rﬁ...‘—w‘;k..,

[
F&EE75H Pbi chung

-94-

Hinh §



31786

| Gay mién dich 1an dau

7/16
A
Vv
Y
0 2 tuan V Giét
¢ \Y
| lo
1 e
0 8 tuan
B
—_
35 :
S B+ r 1
Q o
8 e ¢
\(‘8 B0 L
o & ¢
= e -
D a00q o % fee
S -—?— 2 )
@ ra SO T M as
o~ 0“& & a5
20T H .
g T .
] @ %
8 o esmmsmmmmmm % 22t
A ESETwt  LSEEETwt  ESETSH Rong
C
::;; 800 = (e :""" =
=
o %
S 800 :
N{))
@ o P °
o . ¢
= 4%3 o ﬁ,@ &lﬁﬁ
= 2 ;
= -1 &
7 —‘@E'r— s s
20 Pegee @
o~ g @
m " B
g)
S £} ol = (3 ?‘n Hi
ED% ESE7wt  LSEGEFwt  EBE7SH Rong

-95-

Hinh 6



31786

8/16
A
b Y] | Gay mien dich lan dau
| | sV Giét
0 2 tuan
B
—
S
o~ Se &
m &
S5 a4 e
Ny ¢
< ::
Q & &
3«-8. 2 .. e® et
+ e? @
o0 @
A
O 0 s ; ; e
§ E2EGE7SH EGE7E2SH E6E7SH E2 Réng
N)
H

Hinh 7

-06-



31786

9/16

A
vV } Gay mién dich lan dau
I . vGik
0 2 tuan '

B
1 * ]
N |
~ L]
“C_‘S 300‘ -]
3
O
\(8 &
\e) -
= 200
=
-
2 .
~ 160+ . =
%D ° @ L]
N [
meceqgpEvesaceanassanancsnsegenanne
~% o T T
) E2E6E7SH EGETEZSH

C

=

(&}

=

o 1000 5

3

© 13

\:;9 800 Q. .a

< en® -

~ - &

E 600 050 .o

2 —

= 400 = e

m o‘ .

0 2004 ° @ o

S

o

e

& EJEGE7SH EGE7E2SH E6E7SH E2 x
Rong

-97-

Hinh 8



O

31786

Té bao CD8+ dac hiéu E7 (%) ®

10/16
# é é 6 VY { Gay mien dich lan dau
! 5 : { e s Lay mau
15 - %*
&
10 A
_ex®
@ @ L]
59 @ @0 ®
¢ —— s ®
¢e@ e "‘.ﬁ.‘"’
L ]
0 ' L) T T ) aad
LSEZEGE7SH E2E6E7SH EGE7E2SH  ESE7SH Réng
101 -~ | SE2E6E7SH
o E2E6E7SH
8+ = EGE7SH
6 -+ Rong

% Té bao CD8+ dac hidu E7 (%)

SO tuan sau khi gdy mién dich lan dau

Hinh 9

-08-



31786

11/16

A
Ad26 Ad35 o
v v ) v Gay mien dich lan dau
{ { { e v Gay mién dich ting cuong
B =
g *
S
lL [ ]
= 204
+
+
8 154 o R
O
= 109 — &
2 1 Fogat .
&
‘(ﬁ 5 ;.‘ ]
i & '
°\° o- -------u--..-“.-.....-.--u--—m—....m---—g“-.«

Lin diu (Ad26): HPV16-Tx HPV16.-Tx Ring SLP+CpG CpG
Tang cuong (Ad35): HPV16-Tx Rdng  Ring SLP+CpPG CpG

Hinh 10

-90-



31786

12116

A
v Gay mién dich 1an déu
AC¢26 A%ZS Ad35 v Gay mién dich ting cudng
v
L
-4 -2 0 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 tuln
Pap ang E2, E6 va E7 HPV16
2000 -

; 1500 - 8 2 tudn sau khi gdy mién dich 1an dau
é_ 7 2 tuan sau khi gdy mién dich ting cuong
- 14n thr nhat
:g 1000 - 2 tuan sau khi gdy mién dich ting cudong

0 B _ 14n thir hai
~=

o

=)

S 500 o
=)
=
7]

0 i siid el ) o
E2 E6 E7 E2 E6 E7
HPV16-EZEGE7SH v Rg)ng

Hinh 117

-100-



31786

A
Y i
R + ¥ Gay mién dich lan dau
06 20 90ngay  y Gay mién dich ting cudng
L - J Vv Giét
Do khéiu
B C
1250 - 1250 -
—~ 1000 - 000 o
o
£ =
g g
< 750 4 750 -
> 2
\(5 N
= 500 - < so0 -
5 3
S 2504 @ 250
< - -
= =
o - a
T | D]
O 10 20 30 40 50 60 70 BO 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 SO
sb ngay sau thir thach khéi u sb ngay sau thir thach khdi u
D E
1250 - 1250 -
1000 ¢ .......................... r:]glooo B |1
on
5 2
£ N
= 750 - S 750 -
= ot
o — <O
\é ‘s
500 o " 500 4
= S
L B
) =<Q
@ 250 - S 250 4
=
(1 Q-
] ¥ E ¥ [] L] ] L] | I 5 11 | |
0O 10 20 30 40 50 60 70 BO SO 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
s0 ngay sau tht thach khoi u sb ngay sau thir thach khéi u

Hinh 12
-101-



31786

14116

1250 5

)

on
€ 1000 -

(m

3 750 o

o1

500 +

250 4

o

thé tich kh

o

r

2

the tich khoi u (

s6 ngay sau thir thach khéi u

H
100 A
- SLPs + CpG
80 = & EZE6E7SH
@ + CpNG
< 60 A =+ Rdng
+=
@
op 01
<
<O
A 20 A
0 v Lty ¥ L T ]

0 20 40 B0 B0 100
s0 ngay sau thu thach khoi u

-102-

Hinh 12 - tiép



b

t virut (vp/ml)

€éu sua

A

Hi

t virut (vp/ml)

i€u sua

H

PER.CE

IE+11 -

1E+10 o

PER.C&

1E+11 4

LE+10 4

GFP-luc ~ HPVAg LSEJEGETSH

31786

15/16

PER.CB/CymR PER.CE/TetR

co | Teto | cuo | Teto

GFP-Luc HPVAZ

PER.C&/TetR

| GFP-luc  HPVAg LSE2EBETSH

Hinh 13

-103-



31786

16/16
PER.C6 PER.C6/CymR
1 2 3 4 5 + 2 3 4 5
12 kbp — .
5000 bp —
3000 bp ==
2000 bp —
1000 bp —
300 bp ~—
B - Khong
gdy nhiem PER.C6 PER.C6/CymR
1 2 3 4 2 3
98 kDa — -
62 kDa —
49 kDa —

Hinh 14

-104-





