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Linh vwe k§ thut dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén peptit, protein, axit nucleic va t€ bao dé sir dung trong lidu
phap mién dich. Cu thé, sang ché d& cap dén lidu phap mién dich diéu tri bénh ung thur.
S'émg ché con & cap dén epitop peptit ctia té bao T lién quan dén khdi u, mot minh
hoic két hop véi cac peptit lién quan dén khdi u khac dé c6 thé dung lam, vi du, thanh
phin duoc chét ¢6 hoat tinh ctia ché phdm vacxin dé kich thich cic dap g mién dich
khang u, hodc kich thich cac té bao T ex vivo va cdy vao bénh nhan. Cac peptit gin két
véi cac phan tor cta phic hop tuong thich mé chinh (major histocompatibility
complex: MHC), hodc céc peptit niy ciing c6 thé 1a dich cta khéng thé, thu thé té bao
T hoa tan, va cac phan tir gin két khéc.

Sang ché dé cap dén mot sb trinh tu peptit méi va céc bién thé cua ching c6
ngudn gbc tlr cac phan tir khdng nguyén bach cau & ngudi (Human Leukocyte Antigen:
HLA) nhém I cta céc t& bao khdi u ctia ngudi ¢6 thé duge st dung trong cac ché pham
vacxin dé tao ra d4p img mién dich khang u hodc 1dm dich dé phat trién cac hop chét
va té bao ¢6 hoat tinh dugc hoc/mién dich hoc.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Ung thu két-truc trang (colorectal cancer: CRC) 1a bénh ung thu phé bién thw
ba & nam gidi va phd bién thir hai & nit gidi. Trén pham vi toan cau, bénh CRC chiém
khoang 10% téng s6 ca mic bénh ung thu duoc chin dodn méi. Nam 2012, ¢6 1,36
triéu ca mic bénh CRC dugc chén doan méi v6i 746000 ca & nam gidi va 614000 ca &
nit gi6i, didu nay din dén ty 16 mic bénh ¢ nam gidinit gisi bang 1,2:1 (World Cancer
Report, 2014). CRC 1a bénh ctia ngudi cao tudi. P9 tudi trung binh & thoi diém chin
doéan 12 68 (SEER Stat facts, 2014).

Ty 1€ mic bénh thay dbdi theo vi tri dia ly 1a khoang 10 lan tuong ung véi & ca
nam va nit. Ty 16 mic bénh cao nhét & ca nam va nit 13 & Uc/ New Zealand (ty 1& duoc
chuén héa theo d6 tudi (age-standardized rate: ASR) = 45 trén 100000 nam gidi va
ASR = 32 trén 100000 nit gi6i). Ty 16 mic bénh & chau Au c6 su thay ddi theo khu
vuc nhé va ASR = 38 trén 100000 nam giéi va ASR = 25 trén 100000 nit gidi. Ty 1€
méc bénh thip nhét trén thé gisi 13 & Tay Phi véi ty 16 4,5 trén 100000 nam gi6i va 3,8
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trén 100000 nir gi¢i (World Cancer Report, 2014).

Ty 1¢ song thém toan bd 5 ndm dbi v6i bénh CRC 1a khoang 65%. Tuy nhién, ty
1é séng thém phu thudc vao giai doan & thoi diém chin doan. Dbi véi bénh CRC giai
doan khu trd, ty 18 song thém 5 nam 13 89,8%, dbi voi bénh CRC giai doan khu vuc va
di can, ty 1& séng thém 5 nam twong tng 1a 70,5% va 12,9%. CRC 1a nguyén nhan thu
tu géy to vong do bénh ung thu (694000 ca tir vong; 8,5%) (SEER Stat facts, 2014;
World Cancer Report, 2014). v

Bénh CRC thuong dugc chia theo giai doan béng cach str dung hé théng TNM,
hé nay két hop céc thong tin vé kich thudc ctia khdi u nguyén phét (tumor: T), su lién
quan ctia cac hach bach huyét (node: N) va sy xudt hién cta hién tugng di can xa
(metastase: M). Viéc chia giai doan theo Hi€p hdi Quéc té kiém soat bénh ung thu
(Union Internationale Contre le Cancer: UICC) dua trén hé théng TNM va bao gdm
céc s6 lidu théng ké dé du doan tién luong (Stintzing, 2014).

Céc yéu t6 nguy co db6i véi su phat trién bénh CRC bao gdm céc yéu t6 vé 161
séng, su dinh vi di truyén va tinh trang viém. Viéc sit dung ruou qua muc, hut thude 14
va chimg béo phi ¢6 lién quan dén nguy co phét trién bénh CRC gia ting. Cac yéu t6

‘nguy co vé di truyén 14 céc yéu t& xuét hién bénh CRC c6 tinh gia dinh, bénh polip u
tuyén gia dinh (familial adenomatous polyposis: FAP), bénh FAP thé suy gidm
(attenuated FAP: AFAP)/bénh polip coli u tuyén thé suy giam (attenuated
adenomatous polyposis coli: AAPC), caxinom két-tryc trang khéng polip di truyén
(hereditary non-polyposis colorectal carcinoma: HNPCC) va héi chimg bénh polip
hamartoma. Céc tinh trang viém c6 lién quan dén nguy co méc bénh CRC tdng 1&€n bao
gém c4c bénh viém rudt (inflammatory bowel disease: IBD) nhu bénh viém rudt két
man loét va bénh Crohn (Baena and Salinas, 2015; Stintzing, 2014; Vasen et al.,
2015).

V& mit md hoc, trén 90% trong téng sd c4c ca mic bénh CRC 1a caxinom
tuyén. Cac loai bénh CRC hiém gip bao gém caxinom than kinh-ndi tiét, caxinom té
bao vay, caxinom tuyén vay, caxinom té bao thoi va caxinom khong biét héa (Fleming
et al., 2012). Phin Alc’m caxinom tuyén két-truc trang c¢6 ngudn gbc tir céc tién tbn
thuong u tuyén hozc loan san. Tuy thudc vao loai tén thuong/caxinom, céc co ché
phan tir khic nhau gép phan vio su tao khéi u. Con dudng khong én dinh nhidm séc
thé (chromosomal instability: CIN) (con dudng “gen e ché”) khac biét bdi cac dot
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bién vé& gen APC, KRAS hoic p53. Cac dot bién b sung duoc tim thdy trong céc gen
LKB1/STK11, SMAD4, BMPRIA hoic MYH. Con dudng khong 6n dinh vé tinh nho
(microsatellite instability: MSI) (con dudong “gen gy dot bién”
trong cac gen stra chita 1énh d6i ADN (mismatch repair: MMR) MLH1, MSH2, MSH6

va PMS2, sy metyl hda ting gen MMR hoac sy dot bién BRAF. Tinh khong 6n dinh

) bao gdm cac dot bién

biéu sinh, bao gém su metyl héa ADN, su thay db1 histon va t4i m6 hinh héa cromatin,
la ddc trung ctia cac khéi u kiéu hinh metyl héa dao CpG (CpG island mathylator
phenotype: CIMP) (Fleming et al., 2012).

Tuy thudc vao giai doan bénh CRC, ¢o thé st dung cac lidu phép chuén khac
nhau cho bénh ung thu rudt két va truc trang. Cac quy trinh chuan bao gém phiu thuat,
liéu phap xa tri, liéu phap hoa hoc, va céc liéu phap hudng dich dbi v6i bénh CRC
(Berman et al., 2015a; Berman et al., 2015b).

Viéc loai bé khéi u 14 can thiét & didu tri bénh CRC. Cac diéu kién giai phau
d6i véi bénh caxinom truc trang 14 khic vé6i cac bénh CRC khac do truc trang niam
trong khung chiu va c6 thé khé tiép can khéi u. Cac khéi u truc trang nho da biét hoa
tdt (giai doan T1) can cit bd ma khong diéu tri thém bing liéu phap héa hoc. Cac bénh
nhan c6 khéi u truc trang & giai doai doan T cao hon duge diéu tri bang lidu phap xa
tri-h6a hoc bd tro trude khi phiu thuat bang flopyrimidin trudc khi cit bo toan b mac
treo truc trang (total mesorectal excision: TME) va li¢u phép hda hoc bd trg. Ddi voi
phuong phép diéu 'tri bang héa tri liéu, cac dugc chat capecitabin hodc 5-flouraxil (5-
fluorouraxil: 5-FU) duoc st dung. Dbi vé6i liéu phap héa hoc két hop, dung dich hén
hop thube chira 5-FU, leucovorin va oxaliplatin (FOLFOX) dugc khuyén khich st
dung (Stintzing, 2014; Berman et al., 2015b).

Viéc diéu tri caxinom rudt két bao g@)m cit bo tan géc ntra rudt két va cit bd
hach bach huyét. Céc giai doan sém (giai doan I theo UICC) khéng can diéu tri bd
sung. Cac bénh nhan c6 khéi u giai doan II theo UICC duogc didu tri béng 5-FU hoéc
capecitabin. Viéc didu tri cho cac bénh nhan & giai doan III theo UICC bao g@)m st
dung hdn hop duoc chat cia FOLFOX va XELOX (capecitabin cling véi oxaliplatin)
(Berman et al., 2015a; Stintzing, 2014).

Bénh CRC di cin, khéng phiu thuat duoc didu tri bang cac dung dich hdn hop
thubc héa tri lieu nhu FOLFIRI (5-FU, leucovorin, irindtecan), FOLFOX,
FOLFOXIRI (5-FU, irinotecan, oxaliplatin), FOLFOX/capecitabin, FOLFOX/
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oxaliplatin, FOLFIRI/capecitabin va irinotecan hodac UFT (5-FU, tegafur-uraxil)
(Stintzing, 2014).

Ngoai céc duge chét héa tri lidu, mot vai khang thé don dong huéng dich 14 thu
thé yéu t6 sinh trudng biéu mé ((epidermal growth factor receptor: EGFR), cetuximab,
panitumumab) hodc yéu té sinh truong biéu mé mach- A ((vascular endothelial growth
factor-A: VEGF-A), bevacizumab) dugc sit dung cho cac bénh nhan méic bénh & giai
doan cao. Déi véi viée diu tri hang thtr hai va hang sau d6, chat ic ché VEGF la
aflibercept, chit @c ché tyrosin kinaza 13 regorafenib va chat tic ché thymidylat-
synthetaza 12 TAS-102 va chét tc ché dUTPaza la TAS-114 c6 thé dugc st dung
(Stintzing, 2014; Wilson et al., 2014).
| Céc thtr nghiém 1am sang méi nhat phan tich liéu phap mién dich chi dong lam
lidu phap diéu tri d6i véi bénh CRC. Cac chién lugc nay bao gém tiém vacxin peptit tir
c4c khang nguyén lién quan dén khéi u (tumor-associated antigen: TAA), vacxin té
bao khdi u toan phan, vacxin t& bao dudi gai (dendritic cell: DC) va vecto virut (Koido
etal., 2013).

Cho dén nay, céc vacxin peptit dugce dinh huéng d6i véi khang nguyén ung thur
phdi (carcinoembryonic antigen: CEA), muxin 1, EGFR, khéng nguyén caxinom té
bao vay duoc nhan biét bai cac té bao T 3 (SART3), beta-gonadotropin mang dém ciia
ngudi (beta-human chorionic gonadotropin: beta-hCG), khang nguyén khéi u Wilms 1
(Wilms® Tumor antigen 1: WT1), Survivin-2B, MAGE3, p53, protein ngén deo nhin
43 va translocaza clia mang ngoai ty thé 34 (TOMM34), hoic KRAS dugc dot bién.
Trong vai thir nghiém 14m sang pha I va II, c4c bénh nhén c6 dap tng véi té bao T giy
doc té bao (cytotoxic T cell: CTL) dic hidu khang nguyén hozc sy san sinh khéng thé.
Trai nguoc vé6i cac dép ing mién dich, nhiéu bénh nhan khoéng dugc hudng lgi tir cac
vacxin O cép do 1am sang (Koido et al., 2013; Miyagi et al., 2001; Moulton et al.,
2002; Okuno et al., 2011).

Céc vacxin t€ bao dudi gai chita t& bao DC duogc tao xung bang céc peptit co
ngudn gdc tir TAA, dich tan t& bao khéi u, céc t& bao khéi u chét theo chuong trinh,
hoic cac san phdm dung hop ARN ciia khéi u hoic t& bao DC-té bao khdi u. Trong khi
nhiéu bénh nhéan trong thir nghiém pha I/II ¢6 dép ung mién dich dic hiéu, chi mét sb
it bénh nhan thu duoc 1oi ich 1dm sang (Koido et al., 2013).

Céc vacxin t€ bao khoi u toan phan gom céc t€ bao khoi u tu than dugce cai bién
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dé tiét ra yéu t6 kich thich tao cum bach ciu hat-dai thuc bao (Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor: GM-CSF), duoc cai bién biang cach chiéu buc
xa hodc t& bao nhiém virut, & bao dugc chiéu bic xa. Phin 16n bénh nhan khong thu
dugc 101 ich 1am sang trong vai thr nghiém pha II/ IIT (Koido et al., 2013).

Virut vacxinia hodc poxvirut chim sao chép khéng hoan toan ma hdéa CEA ciing
nhu B7.1, ICAM-1 va LFA-3 d3 duoc st dung lam vat truyén trong vacxin vecto virut
trong cac thir nghiém 1dm sang pha I. Nghién ctru khic st dung virut canarypox
khong sao chép ma hoa CEA va B7.1. Ngoai viéc géy dap g ctia té bao T dic hiéu
CEA, 40% bénh nhan c6 dap Umg lam sang khach quan (Horig et al., 2000; Kaufman et
al., 2008).

Khi tinh dén céc tac dung phu nghiém trong va chi phi lién quan viéc diéu tri
bénh ung thu, can x4c dinh céc yéu t ¢6 thé duge st dung trong viéc diéu tri bénh ung
thu néi chung va bénh CRC néi riéng. Ciing cin x4c dinh cac yéu t6 thé hién ddu 4n
sinh hoc ctia bénh ung thu néi chung va bénh CRC ndi riéng, dé chin doan bénh ung
thu, danh gia tién luong, va du doan thanh cong didu tri tot hon.

Liéu phap mién dich dbi v4i bénh ung thu 1a sy Iua chon hudng dich cu thé cta
céc té bao ung thu trong khi lam giam dn muc t6i thidu cac tac dung phu. Lidu phéap
mién dich ciia bénh ung thu s dung su ton tai cta cac khang nguyén lién quan dén
khéi u.

Su phan loai hién nay cta céc khang nguyén lién quan dén khéi u (tumor
associated antigen: TAA) bao gébm c4c nhém chinh sau:

a) Cac khang nguyén tinh hoan lién quan dén bénh ung thu: cic khang nguyén
TAA dau tién timg duge xéc dinh 1a ¢6 thé duge nhan biét boi té bao T thude v& nhém
nay, luc dau céc khang nguyén nay duge goi 1a khéang nguyén tinh hoan lién quan dén
bénh ung thur (cancer- testis: CT) do sy biéu hién ctia cac thanh vién cua né trong cac
khdi u ctia nguoi khac nhau vé& mé hoc va trong sé cdc mé binh thudng, ching chi biéu
hién trong té bao tinh/nguyén bao tinh ctia tinh hoan va d6i khi trong nhau thai. Do cac
té bao tinh hoan khong biéu hién phén tir cia HLA nhém I va II, céc khéng nguyén
nay khong thé dugc nhan biét boi t& bao T trong cac mo binh thuong va do d6 c6 thé
duoc cho 13 dic hiéu khéi u v& mit mién dich h(_)é. Vi du d3 biét r5 vé khéng nguyén
CT la thanh vién thuéc ho MAGE hodc NY-ESO-1.

b) Cac khang nguyén bi¢t héa: cac khang nguyén TAA nay cé mait tfong ca
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khéi u va mb binh thuong ma tir &6 khdi u xudt hién; phan 16n cac khang nguyén nay
duoc phét hién trong u melanin va t bio melanin binh thudng. Nhidu protein trong sb
céc protein lién quan dén dong té bao melanin nay tham gia vao qué trinh sinh téng
hop melanin va do dé khéng déc hiéu khéi u nhung dugc st duﬁg rong rai d6i véi lidu
phap mién dich diéu tri bénh ung thu. Vi du vé chung bao gbém, nhung khéng chi gisi
han &, tyrosinaza va Melan-A/MART-1 d6i v6i u melanin hodc PSA d6i véi bénh ung
thu tuyén tién liét.

¢) Céc khang nguyén TAA duogc biéu hién qué muc: cdc gen mi hoa TAA duoc
biéu hién rong rii di duoc phat hién trong céc loai khéi u khac nhau vé mit mé hoc
cling nhu trong nhiéu mé binh thuong, thudng 14 ¢6 mirc d6 biéu hién thip hon. Nhidu
epitop dugc xir Iy va c6 thé duge biéu hién boi mé binh thuong c6 thé & mic thip hon
muc ngudng d6i voi su nhan biét cua té bao T, trong khi su biéu hién qua muc cua
ching trong té bao khdi u c¢6 thé gdy ra dap ting khéng ung thu bang cach pha v& su
dung nap da duoc thiét 14p trude d6. Cac vi du ndi bat vé loai TAA nay la Her-2/neu,
survivin, telomeraza hodc WT1.

d) Céc khang nguyén dic hiéu khéi u: Cac khang nguyén TAA dic biét nay 1a
do sur d6t bién cac gen binh thuong (nhu p-catenin, CDK4, v.v.). M6t s6 thay dbi phan
tr ndy 6 lién quan dén su bién dbi va/hosc tién trién ciia khdi u. Khang nguyén ddc
hidu khdi u c6 thé thuong giy ra dap tng mién dich manh ma khéng mang nguy co
phan tng ty mién chéng lai m6 binh thudng. Mt khéc,‘trong hau hét cac truong hop,
cac TAA nay chi lién quan dén khéi u chinh x4c ma trén d6 ching duoc x4c dinh va
thuong khdng c6 mét trong nhiéu khéi u riéng biét. Po dac hiéu khédi u (hodc -murc d6
lién quan) cua peptit ciing c6 thé xuit hién néu peptit ndy c6 ngudn gbe tir exon cia
khdi u (-c6 lién quan) trong truong hop cic protein ¢ cic ddng dang dic hiéu khdi u
(-c6 lién quan).

e) Cac khang nguyén TAA do cic cai bién bit thuong sau dich mé: cac TAA
nay co thé xuét hién do protein khéng ddc hiéu va khong dugc biéu hién qua muc
trong khdi u nhung tré thanh c6 lién quan dén khéi u do céc qué trinh sau dich mé c6
hoat tinh chit yéu trong cac khéi u. Vi du vé loai khang nguyén nay xuit hién do kiéu
glycosyl hoa bién dbi dén t6i cac epitop méi trong khéi u nhu déi véi MUCI hoic céc
su kién nhu ghép ndi protein trong qué trinh phan huy, ching c6 thé ddc hiéu khéi u

hodc cé thé khong dac hi€u khoi u.
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f) Cac protein cla virut gy ung thu: cdc TAA nay 1a cdc protein cta virut cé
thé déng vai trd quyét dinh trong qué trinh gy bénh ung thu va do chiing 13 protein
ngoai lai (khéng c6 ngudn gbe tir ngudi), chiing c6 thé gy ra dap tng té bao T. Vi du
vé protein nay 1a protein E6 va E7 cua virut gdy u nht nguoi typ 16, ching duoc biéu
hién trong caxinom cb i cung.

Liéu phap mién dich trén co s& t& bao T hudng dich 1a céc epitop peptit c6
nguén géc tlr céc protein lién quan dén khéi u hodc dic hiéu khéi u, duoc biéu hién boi
cé4c phéan tlr ctia phirc hop tuong thich m6 chinh (MHC). Céac khang nguyén dugc nhan
biét boi céc té bao lymphd T dic hiéu khéi u, nghia 14 cic epitop cia chung, c6 thé 1a
céc phan tir c6 ngudn gdc tir tit ca cic nhém protein, nhu cic enzym, thy thé, yéu t6
phién ma, v.v. dugc biéu hién va so sanh véi céc té bao khong bi thay déi c6 cung
ngudn gbc, thuong 14 duge didu hoa ting & cac té bao cna khdi u tuong tng.

C6 hai nhém phan tir cia MHC 1a MHC nhém I va MHC nhém II. Cac phén tir
cia MHC nhém I gdm chudi ning alpha va beta-2-microglobulin, cac phan tir cta
MHC nhém II gdm chudi alpha va chudi beta. C4u dang ba chiéu ctia chung tao thanh
ranh gén két, ranh nay duoc sir dung dé twong tac khong cong hoa tri véi cée peptit.

Céc phén tir cia MHC nhém-I ¢6 thé duge tim thdy cha yéu trén cac té bao co
nhan. Chiing 1a cic peptit duoc tao ra tir sy phan cit phan giai protein ctia phan 16n cac
protein ndi sinh, cac san phdm ribosom khiém khuyét (defective ribosomal product:
DRIP) va cic peptit c6 phan tir 16n. Tuy nhién, cac peptit c6 ngudn gde tir cac ngin thé
nhan hoic ngudn ngoai sinh cling thuong duoc tim thiy trén cac phan tir ctia MHC
nhém I. C4ch trinh dién khong cb dién nay ctia nhom I con duge goi 1a trinh dién chéo
trong tai li¢u chuyén nganh (Brossart and Bevan, 1997; Rock et al., 1990). Cac phan tir
cia MHC nhém II ¢6 thé dugc tim thdy cha yéu trén céc té bao trinh dién khang
nguyén (antigen presenting cell: APC) chuyén nghiép, va chii yéu 1a cac peptit ctia cac
protein ngoai sinh hodc protein xuyén mang duoc hap thu boi céc té bao APC, vi du,
trong qué trinh nhap ndi bao, va dugce xu ly sau do.

Céc phtrc hgp cua peptit va MHC nhém I dugc nhan biét boi cac té bao T
duong tinh véi CD8 mang thu thé thu thé té bao T thich hop (T-cell receptor: TCR),
frong khi cac phirc hop ctia peptit va phan tr MHC nhém II dugc nhén biét boi cac té
bao T hd trg duong tinh v6i CD4 mang thu thé TCR thich hop. D3 biét 16 ring thu thé
TCR, peptit va MHC cé mat véi lugng theo hé sb ty luong béng 1:1:1. |
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Céc té bao T hd trg duong tinh véi CD4 déng vai trd quan trong trong viée tao
ra va duy tri céc dép Gmg hitu hiéu nho té bao gay doc té bao duong tinh véi CDS. Viée
xac dinh céc epitop ciia t& bao T duong tinh véi CD4 c6 ngudn gde tir cac khang
nguyén lién quan dén khéi u (TAA) 1a diéu quan trong nhat d phat trién c4c san pham
duoc dé kich thich dap tmg mién dich khang u (Gnjatic et al., 2003). O vi tri khéi u,
céc t& bao T hd tro thic ddy xytokin than thién véi té bao T gy doc té bao (cytotoxic
T cell: CTL) (Mortara et al., 2006) va thu hiit cac t& bao hiéu Gng, vi dy, té bao CTL,
té bao NK, dai thuc bao, va té bao hat (Hwang et al., 2007).

Khi khéng c6 hién tugng viém, su biéu hién cla cac phéan tdt MHC nhém IT chi
yéu bi giéi han & cic té bao ciia hé mién dich, dic biét 1a cac té bao trinh dién khang
nguyén (APC) chuyén nghiép, vi du, cic bach cau don nhén to, cac té bao c6 ngudn
géc tr bach cau don nhan to, dai thuc bao, t& bao dudi gai. O cé4c bénh nhan méc bénh
ung thu, cac t€ bao khédi u da dugc phét hién 1a biéu hién cac phén t¢t MHC nhém 1T
(Dengjel et al., 20006).

Céc peptit kéo dai (dai hon) theo sang ché c¢6 thé c6 tac dung lam cac epitop c6
hoat tinh cia MHC nhém II.

Céac té bao T hd trg, duoc hoat hoa bai epitop cia MHC nhém II, dong vai tro
quan trong trong viéc phdi hop chirc ning hidu tmg ctia CTL trong sy mién dich khang
u. Céc ¢pitop ctia té bao T hd trg kich thich dép tmg ctia té bao T hd trg vé chiic ning
hiéu tmg thuc d4y loai TH1 ciia t€ bao T tiéu diét duong tinh v6i CDS, céc chirc ning
nay bao gdm chirc nang gy doc t& bao chdng lai cac t€ bao khdi u biéu hién cac phiic
hop peptit/MHC lién quan dén khdi u trén bé mit t& bao cta ching. Theo cach nay,
cac epitop peptit cua té bao T hd tro lién quan dén khdi u, mot minh hoic két hop véi
céc peptit lién quan dén khdi u khac, c6 thé ding 1am thanh phan dugc chit c6 hoat
tinh ctia ché pham vacxin dé kich thich cac d4p ing mién dich khang u.

Nhu duoc thé hién trong cic mé hinh dong vat ¢6 v, vi du, chudt, ngay ca khi
khong ¢6 mit céc té bao lymphd T duong tinh v6i CDS, cac té bao T duong tinh véi
CD4 van du d wc ché sy biéu hién cua khdi u béng cach trc ché su tao mach nho su
tiét ra interferon-gama (interferon-gamma: IFNy) (Beatty and Paterson, 2001;
Mumberg et al., 1999). C6 bang chimg vé& viéc té bao T CD4 lam té bao hidu ung
khéng u truc tiép (Braumuller et al., 2013; Tran et al., 2014). |

Do sy biéu hién cAu tric ctia cac phan tir HLA nhém II thudng bi gi6i han & cac
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té bao mién dich, kha ning phén 1ap cac peptit nhém II truc tiép tir khdi u nguyén phat
duoc cho 1a khong thé thuc hién. Tuy nhién, Dengjel va cac dong tic gia da thanh
cong trong viéc nhan biét nhiéu epitop cia MHC nhém II truc tiép tir khdi u (WO
2007/028574, EP 1 760 088 B1).

Do ca hai loai dap tmg phu thudc CD8 va CD4 cling g6p phan va c¢6 tac dung
hiép c’[éng v6i hiéu qua khang u, viéc nhan biét va xé4c dinh céc khang nguyén lién
quan dén khéi u duge nhéan biét béi cac té bao T CD8+ (phdi tir: phan tir MHC nhém I
+ epitop peptit) hodc bdi cic té bao T hd trg T dwong tinh v6i CD4 (phdi tir: phan tir
MHC nhém II + epitop peptit) 14 quan trong trong viéc phat trién cac vacxin khéi u.

Dé mot peptit cia MHC nhém I gay ra (tao ra) dép tmg mién dich t& bao, né
cling phai gan két véi phan tr MHC. Qua trinh nay phu thudc vao alen cta phan tir
MHC va hién tugng da hinh dac hi€u cta trinh tu axit amin cda peptit. Cac peptit gén
két véi MHC nhém I thuong chira tir 8 dén 12 gbc axit amin trong chidu dai mach va
thuong chira hai gdc bao toan ("dang neo") trong trinh tur ctia chung dé twong tac véi
rinh gin két twong tng ctia phan tr MHC. Theo cach nay, mdi alen cia MHC c6 mot
“motif gan két” dé quyét dinh viéc cac peptit ¢6 thé gin két dac hidu voi ranh gin két
nay.

Trong phin tmg mién dich phu thudc MHC nhém I, céc peptit khéng chi can
phai ¢6 kha ning gin két v6i mot s6 phan td MHC nhém I nhat dinh duoc biéu hién
boi cac té bao khéi u, ma sau d6 chiing con phai duge nhan biét béi céc t€ bao T mang
céc thy thé té bao T (TCR) dic hiéu.

Débi véi cac protein can dugc nhan biét bai cac t& bao lympho6 T dudi dang cac
khéng nguyén dic hiéu khéi u hodc khang nguyén lién quan dén khdi u, va cin duogc
str dung trong liéu phép, cac diéu kién tién quyét cu thé phai dwoc dép tmg. Khéng
nguyén nay can dugc bidu hién chu yéu bai té bao khdi u va khong duge biéu hién béi
cac m6 khde manh binh thuong, hodc duoc biéu hién véi luong tuong d6i nho. Theo
mdt phuong an duoc wu tién, peptit cAn duge biéu hién qua mirc boi cac té bao khdi u
s0 voi cac mb khoe manh binh thuong. Ngoai ra, tot hon néu khang nguyén tuong tmg
khong chi cé méat & mét loai khéi u, ma con c6 mat voi néng d6 cao (nghia 1a s6 luong
ban sao cua peptit tuong tmg trong mdi t€ bao). Khang nguyén dic hiéu khdi u va
khang nguyén lién quan dén khéi u thuong c6 ngudn gbc tir cac protein tham gia truc

tiép vao qué trinh bién ddi ctia t& bao binh thudng thanh t& bao khdi u do chirc ning

-10-



31919

cua ching, vi du, trong viéc kiém soat hodc trc ché chu trinh té bao cia qué trinh chét
té bao theo chwong trinh. Ngoai ra, cc dich xubi dong ctia protein 1 nguyén nhan truc
tiép cta sw bién ddi c6 thé dugc diéu hoa tang va do d6 c¢6 thé lién quan gian tiép véi
khdi u. Cac khang nguyén lién quan gian tiép v6i khdi u nay ciing ¢6 thé 1a dich cia
phuong phép tiém chiing (Singh-Jasuja et al., 2004). Piéu quan trong 1a cic epitop c6
mit trong trinh ti axit amin cta khang nguyén dé dam bao ring peptit nay ("peptit gy
mién dich"), 6 ngudn gdc tir khang nguyén lién quan v6i khéi u, didu nay din dén dap
mg cia té bao T in vitro hodc in vivo.

Vé co ban, peptit bat ky ¢6 kha ning gin két voi phan tir MHC c6 thé ¢6 chirc
ning l1am epitop cua té bao T. Piéu kién tién quyét & gy ra dép tmg cua t& bao T in
vitro hodc in vivo 1 su c6 mit cua t& bao T ¢6 thu thé TCR tuong tng va khong co su
dung nap mién dich ddi véi epitop cu thé nay.

Do d6, cac khédng nguyén TAA 13 diém xuit phat cta sy phat trién liéu phép
trén co so té bao T bao goém, nhung khéng chi giéi han &, cac vacxin khéi u. Cac
phuong phap d nhan biét va xac dinh khang nguyén TAA thudong dua trén viée si
dung céc t€ bao T c6 thé duogc phén 1ap ra khéi bénh nhan hodc dbi tuong khoe manh,
hodc cac phuong phép nay dua trén su tao ra cac profin phién ma khac nhau hodc céc
kiéu biéu hién peptit khac nhau gifta mé khdi u va mé binh thuong. Tuy nhién, viée
xé4c dinh céc gen duogc biéu hién qua muc trong mo khéi u hodc dong té bao khéi u &
nguoi, hoac dugc biéu hién chon loc & cac md hodc dong té bao nay, khdng cung cép
thong tin chinh xac d s dung cic khang nguyén cn duoc phién ma tir cic gen niy
trong liéu phap mién dich. Piéu nay 1a do chi cac tiéu quin thé riéng biét cia cac
epitop ctia cic khang nguyén 1 thich hop cho tmg dung nay do cac té bao T ciing vé6i
thu thé TCR tuong Ung can c6 mat va khéng duoc c6 su dung nap mién dich d6i véi
epitop cu thé nay hodc su dung nap ndy & muc rat nho. Do d6, theo phuong 4n rét
duoc wu tién cua sang ché, didu quan trong 1a chi chon loc céc peptit dugc biéu hién
qua muc hodc dugc biéu hién chon loc d6i véi t& bao T chuc nang va/hodc tang sinh
can dugc phét hién. Té bao T chitc ning nay dugc dinh nghia 13 té bao T ma khi kich
thich bang khang nguyén dic hiéu, né c6 thé duge mo rong vé& dong vo tinh va c6 thé
thuc hién chitc ning hiéu tmg (“t¢ bao T hidu tmg”). |

Trong trudng hop huéng dich peptit-MHC bing cac thu thé TCR dic hiéu (vi
du, c4c thu thé TCR hoa tan) va khang thé hodc cac phén tir géin két khac (khung) theo

-11-



31919

séng ché, tinh sinh mién dich ctia cac peptit co s 1a thi yéu. Trong céc trudng hop
nay, su biéu hién 14 yéu t6 quyét dinh.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Theo khia canh thi nhét, sing ché d& xut peptit chtra trinh tyr axit amin duoc
chon tir nhém bao gdm céc trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191 hodc trinh
tu bién thé ctia né c6 mirc d twong ddng it nhat 77%, t6t hon 14 it nhit 88% (5t hon 1a
c6 mitc d9 gibng it nhat 77% hodc it nhat 88%) v&i cac trinh tir tir SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 191, trong d6 bién thé nay gin két véi MHC va/hodc gy ra phan tng
chéo cia céc té bao T véi peptit néu trén, hoic mudi duoc dung cia né, trong d6 peptit
nay khong 14 polypeptit c6 chidu dai ddy da co ban.

Séang ché con dé xudt peptit chira trinh tu dugc chon tir nhém bao gdm céc trinh
tu tir SEQID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191 hoic bién thé ctia n6, c6 mic d6 twong ddng
it nhit 77%, t6t hon 1a it nhit 88% (t6t hon 1 c6 muc d6 giéng it nhit 77% hodc it
nhéit 88%) véi cc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191, trong d6 peptit nay
hodc bién thé ctia né c6 tir 8 dén 100 axit amin, t6t hon 13 ¢6 tir 8 dén 30 axit amin, va
duoc vu tién nhét 13 ¢ tir 8 dén 14 axit amin trong toan bd chiéu dai mach.

Sang ché con d& xuat axit nucleic ma hoa cac peptit theo sang ché.

Sang ché con dé xuit vecto biéu hién c6 kha nang biéu hién va/hodc bidu hién
axit nucleic theo sang ché.

Sang ché con dé xuat khang thé dic hidu véi céc peptit theo sang ché hoic phirc
hop ctia céc peptit theo séng ché véi MHC, va phuong phap tao ra chung.

Sang ché con dé xuét té bao chu chira axit nucleic theo sang ché hoic vecto
biéu hién nhu duge mo ta trén day. Sang ché con d& xuit té bao chu theo sdng ché 1a té
bao trinh dién khéng nguyén, va tét hon néu 1a t& bao dudi gai.

Sang ché con dé xuat phuong phép tao ra peptit theo sang ché, phuong phép
niy bao gdm budc nudi cy té bao chii theo sang ché, va phan 14p peptit ra khoi t& bao
chu nay hodc mdi truong nudi cdy cua no.

Sang ché con d& xuat kit bao gé/m:

(a) d6 chira & dung dugc phim nhu dd mé ta trén day, & dang dung dich hodc
dang déng kho;

(b) tly ¥, d@d chira thir hai d& dung chét pha lodng hodc dung dich hoan nguyén
ding cho ché phdm dang dong kho; va
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(c) tly v, cac huéng dan dé (i) st dung dung dich hozc (ii) hoan nguyén
va/hodc st dung ché pham dang dong kho.
M0 ta van tat cic hinh vé

Cac hinh v& tir Fig. 1A dén Fig. 1M thé hién sy biéu hién qua mirc cia cdc peptit
khac nhau & cac md binh thuong (c6t mau tring) va md bénh CRC (cot mau den).
Fig.1A: (céc) ky hiéu gen: ZNF679, ZNF716, SAPCD2, Peptit: ALIKQLFEA (SEQ
ID NO.: 1), Cac mb tir trai sang phai: 1 mé m&, 3 tuyén thuong thin, 6 dong mach, 3
tuy xuwong, 7 ndo, 3 vu, 1 day than kinh, 1 buéng trung, 8 thuc quan, 2 t4i mat, 5 tim,
16 than, 21 gan, 46 phéi, 3 hach bach huyét, 4 maiu bach cau, 3 budng trung, 7 tuy, 4
day than kinh ngoai vi, 1 mang bung, 1 tuyén yén, 2 nhau thai, 3 mang phdi, 1 tuyén
tién liét, 2 tuyén nudce bot, 4 co xuong, 4 da, 2 rudt non, 4 lach, 7 da day, 4 tinh hoan,
2 tuyén tic, 3 tuyén gidp, 1khi quan, 1 niéu quan, 3 bang quang, 2 tr cung, 2 tinh
mach, 13 rudt két, 6 truc trang, 24 md bénh CRC. Peptit dugc phét hién bo sung trén
9/99 bénh ung thu phdi, 2/28 bénh ung thu nio, 4/20 bénh ung thu budng trimg, 1/45
bénh ung thu da day, 1/33 bénh ung thu tuyén tién liét, va 2/15 bénh ung thu thue quan
(khong duoc thé hién). Fig.1B: (c4c) ky hiéu gen: BRCA2, Peptit: KQFEGTVEI (SEQ
ID NO.: 138), Cac md tir trai sang phai: 1 m6 md, 3 tuyén thuong than, 6 dong mach,
3 tdy xuong, 7 ndo, 3 v, 1 day than kinh, 1 buéng trung, 8 thuc quan, 2 tii mét, 5 tim,
16 than, 21 gan, 46 phéi, 3 hach bach huyét, 4 mAu bach cau, 3 bu6ng tring, 7 tuy, 4
day than kinh ngoai vi, 1 mang bung, 1 tuyén yén, 2 nhau thai, 3 mang phdi, 1 tuyén
tién liét, 2 tuyén nudc bot, 4 co xuong, 4 da, 2 rudt non, 4 lach, 7 da day, 4 tinh hoan,
2 tuyén tic, 3 tuyén gidp, 1khi quan, 1 niéu quan, 3 bang quang, 2 tir cung, 2 tinh
mach, 13 rudt két, 6 truc trang, 24 mo bénh CRC. Peptit dugc phét hién bd sung trén
1/15 bénh ung thu thuc quan, 1/28 bénh ung thu nfo, 1/45 bénh ung thu da day, va
3/91 bénh ung thu phdi (khéng dugc thé hién). Fig.1C: (cac) ky hiéu gen: IL8, Peptit:
KLAVALLAA (SEQ ID NO.: 210), Cic mé tir trai sang phai: 1 mé md, 3 tuyén
thuong than, 6 dong mach, 3 tiy xuong, 7 ndo, 3 v, 1 day than kinh, 1 buéng tring, 8
thuc quan, 2 tui mat, 5 tim, 16 than, 21 gan, 46 phéi, 3 hach bach huyét, 4 mAu bach
cdu, 3 budng tring, 7 tuy, 4 day than kinh ngoai vi, 1 mang bung, 1 tuyén yén, 2 nhau
thai, 3 mang phéi, 1 tuyén tién liét, 2 tuyén nudce bot, 4 co xuong, 4 da, 2 rudt non, 4
lach, 7 da day, 4 tinh hoan, 2 tuyén uc, 3 tuyén gidp, 1 khi quan, 1 ni€u quén, 3 bang
quang, 2 tir cung, 2 tinh mach, 13 rudt két, 6 truc trang, 24 mo6 bénh CRC. Peptit duoc
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phat hién bé sung trén 14/99 bénh ung thu phdi, 1/18 bénh ung thu than, 2/28 bénh
ung thu ndo, 2/16 bénh ung thu gan, 1/20 bénh ung thu budng trimg, 1/45 bénh ung
thu da day, va 3/15 bénh ung thu thuc quan (khéng duoc thé hién). Fig.1D: (céc) ky
hiéu gen: TMEM222, Peptit: LLYGKYVSV (SEQ ID NO.: 31) Cac md tu trai sang
| phai: 3 dong té bao tuy, 3 dong té bao da, 1 dong té bao bach cau, 0 mé binh thudng,
28 mo ung thu (2 bénh ung thu ndo, 1 bénh ung thu vi, 1 bénh ung thu rudt két, 1
bénh ung thu thuc quan, 2 bénh ung thu than, 1 bénh bach ciu, 5 bénh ung thu gan, 7
bénh ung thu phdi, 5 bénh ung thu budng trimg, 1 bénh ung thu tuyén tién liét, 2 bénh
ung thu tryc trang). Tap hop cdc md binh thuong duogc thir nghiém cling dugc thé hién
trén cac hinh vé tir Fig.1A dén Fig.1C. Su khac biét lién quan dén danh sach ciia cac
loai khéi u gifta Fig.1D va bang 4 c6 thé 1a do cac ti€u chi lya chon nghi€ém ngat hon
duoc 4p dung trong bang 4 (chi tiét xem trong bang 4). Fig.1D thé hién tit ca cic miu
¢6 su trinh dién phét hién dugc ciia peptit Y, bit ké cac thong sb biéu hién qua mirc va
viéc kiém tra chit lwong miu vé mit ky thuét. Fig.1E: (cac) ky hiéu gen: ZNF679,
ZNF716, SAPCD2, Peptit: ALIKQLFEA (SEQ ID NO.: 1), Cac md tir trdi sang phai:
7 dong té bao ung thu, 1 méi truong nudi cay té bao ung thu so cip, 58 méd ung thu (5
bénh ung thu no, 1 bénh ung thu vi, 9 bénh ung thu rudt két, 1 bénh ung thu két-truc
trang, 3 bénh ung thu thuc quan, 1 bénh ung thu tii mét, 2 bénh ung thu dang bach
cau, 15 bénh ung thu phéi, 2 bénh ung thu hach bach huyét, 1 bénh ung thu té bao tay,
5 bénh ung thu buéng trung, 1 bénh ung thu tuyén tién liét, 4 bénh ung thu truc trang,
1 bénh ung thu da, 2 bénh ung thu da day, 2 bénh ung thu bang quang, 3 bénh ung thu
tir cung). Tap hop cac md binh thudng duoc thir nghiém ciing dugc thé hién trén cac
hinh v& tr Fig.1A dén Fig.1C. Fig.1F: (cac) ky hiéu gen: PLAGL2, Peptit:
FLAELPGSLSL (SEQ ID NO.: 6), Cac md tir trai sang phai: 8 dong té bao ung thu, 1
mdi truong nudi ciy té bao ung thu so cip, 2 md binh thudng (1 hach bach huyét, 1
lach), 57 mé6 ung thu (1 bénh ung thu tiy xuong, 1 bénh ung thu vu, 1 bénh ung thu
manh trang, 5 bénh ung thu rudt két, 2 bénh ung thu thyc quéan, 1 bénh ung thu tai
mat, 3 bénh ung thu dang bach ciu, 2 bénh ung thu gan, 13 bénh ung thu phéi, 8 bénh
ung thu hach bach huyét, 1 bénh ung thu t& bao tiy, 9 bénh ung thu budng tring, 2
bénh ung thu tryc trang, 1 bénh ung thu da, 1 bénh ung thu da déy, 4 bénh ung thu
bang quang, 2 bénh ung thu tr cung). Tap hop cdc md binh thudng dugce thir nghiém
cling duoc thé hién trén cc hinh V& tir Fig.1A dn Fig.1C. Fig.1G: (c4c) ky hiéu gen:
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CYP2W1, Peptit: FLDANGHFV (SEQ ID NO.: 23), Cac mo tUr trai sang phai: 1 moé1
trudong nudi cdy té bao ung thu so cdp, 3 mé binh thuong (3 nhau thai), 12 mb ung thu
(5 bénh ung thu rudt két, 1 bénh ung thu thuc quén, 1 bénh ung thu tii mat, 2 bénh
ung thu truc trang, 3 bénh ung thu da day). Tép hop cdc md binh thuong duge thir
nghiém ciing duoc thé hién trén cac hinh vé& tir Fig.1A dén Fig.1C. Fig.1H: (c4c) ky
hiéu gen: CYP2W1, Peptit: GLIDEVMVL (SEQ ID NO.: 22), Cic md tur trai sang
phai: 1 md binh thuong (1 da day), 6 mo6 ung thu (3 bénh ung thu rudt két, 1 bénh ung
thu tai mat, 2 bénh ung thu truc trang). Tép hop cac mo6 binh thudng duge thir nghiém
cling duoc thé hién trén cac hinh vé& tir Fig.1A dén Fig.1C. Fig.1I: (c4c) ky hiéu gen:
AXIN2, Peptit: ILDDHLSRV (SEQ ID NO.: 9), Cac md tur trai sang phai: 5 mo6 ung
thu (1 bénh ung thu manh trang, 1 bénh ung thu ruét két, 1 bénh ung thu phdi, 2 bénh
ung thu truc trang). Tap hop cdc mo binh thudng dugce thir nghiém cling dugce thé hién
trén c4c hinh v& tir Fig.1A dén Fig.1C. Fig.1J: (c4c) ky hiéu gen: RAD54B, Peptit:
KLLAVIHEL (SEQ ID NO.: 152), Cac md tur trai sang phai: 3 dong té bao, 2 mo binh
thuong (1 hach bach huyét, 1 lach), 34 mé ung thu (1 bénh ung thu v, 7 bénh ung thu
rudt két, 1 bénh ung thu thyc quan, 1 bénh ung thu tii mat, 1 bénh ung thu than, 8
bénh ung thu phdi, 4 bénh ung thu hach bach huyét, 1 bénh ung thu té bao tiy, 4 bénh
ung thu buéng trimg, 1 bénh ung thu tuy, 1 bénh ung thu tryc trang, 3 bénh ung thu da,
1 bénh ung thu bang quang). Tap hop cdc mé binh thudng duge thir nghiém cling duoc
thé hién trén c4c hinh vé& tir Fig.1A dén Fig.1C. Fig.1K: (c4c) ky hiéu gen: ECT2,
Peptit: SLVQRVETI (SEQ ID NO.: 142), Cac mo tur trai sang phai: 5 dong té bao, 1
mdi trudng nudi cdy so cip, 47 mé ung thu (2 bénh ung thu 6ng mat chil, 2 bénh ung
thu v, 1 bénh ung thu manh trang, 7 bénh ung thu rudt két, 3 bénh ung thu thue quén,
3 bénh ung thu tai mat, 1 bénh ung thu than, 2 bénh ung thu gan, 10 bénh ung thu
phéi, 2 bénh ung thu hach bach huyét, 4 bénh ung thu buéng trung, 1 bénh ung thu
tuy, 2 bénh ung thu truc trang, 2 bénh ung thu da, 1 bénh ung thu da day, 2 bénh ung
thu bang quang, 2 bénh ung thu t&r cung). Tép hop cdc m6 binh thuong duoc thu
nghiém ciing duoc thé hién trén cac hinh v& tir Fig.1A dén Fig.1C. Fig.1L: (cac) ky
hiéu gen: MMP12, Peptit: KIQEMQHFL (SEQ ID NO.: 192), Cac m6 tlr trdi sang
phai: 1 méi trudng nudi cdy so cip, 44 mé ung thu (5 bénh ung thu rudt két, 1 bénh
ung thu thyc quan, 1 bénh ung thu tii mat, 1 bénh ung thu ving dau va cb, 30 bénh
ung thu phéi, 1 bénh ung thu hach bach huyét, 1 bénh ung thu truc trang, 1 bénh ung
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thu da day, 1 bénh ung thu tinh hoan, 1 bénh ung thu bang quang, 1 bénh ung thu ti
cung). Tap hop cac md binh thudng dugce thir nghiém ciing dwoc thé hién trén cac hinh
v& tir Fig.1A dn Fig.1C. Fig.1M: (c4c) ky hiéu gen: COL6A3, Peptit: FLLDGSANV
(SEQ ID NO.: 212), C4c mb tir trai sang phai: 3 dong t& bao, 2 mé binh thudng (1
nhau thai, 1 lach ), 146 m6 ung thu (4 bénh ung thu éng mat chu, 13 bénh ung thu vu,
1 bénh ung thu manh trang, 8 bénh ung thu rudt két, 1 bénh ung thu két-truc trang, 6
bénh ung thu thuc quan, 5 bénh ung thu tii mat, 5 bénh ung thu ving dau va cb, 2
bénh ung thu than, 1 bénh ung thu gan, 62 bénh ung thu phéi, 2 bénh ung thu hach
bach huyét, 9 bénh ung thu buéng tring, 7 bénh ung thu tuy, 3 bénh ung thu truc
trang, 4 bénh ung thu da, 5 bénh ung thu da day, 5 bénh ung thu bang quang, 3 bénh
ung thu tir cung). T4p hop cic moé binh thudong duoc thir nghiém ciing dugc thé hién
trén céc hinh v& tir Fig.1A dén Fig.1C.

Céc hinh v& tir Fig.2A dén Fig.2C thé hién cic profin biéu hién lam vi du (su
biéu hién twong ddi so voi rudt két va truc trang binh thudng) ciia cac gen ngudn theo
sang ché duge biéu hién cao qua mtc hodc chi dugc biéu hién & bénh CRC trong
nhém miu mé binh thudong (cot mau tring) va 10 miu mé bénh CRC (c6t mau den).
Céc md tir trai sang phai: tuyén thuong than, déng mach, tiy xwong, nio (toan phan),
v, rudt két, thuc quan, tim, than (ba mau), bach ciu, gan, phéi, hach bach huyét,
buéng tring, tuy, nhau thai, tuyén tién liét, tuyén nudc bot, co xuong, da, rudt non,
lach, da day, tinh hoan, tuyén tc, tuyén gidp, bang quang, c¢b tir cung, tir cung, tinh
mach, 3 mau rudt két binh thuomg, 10 mau md CRC. Fig.2A, CCNBI; Fig.2B, CDK1;
Fig.2C, CHMP5. Fig.2D thé hién c4c profin biéu hién lam vi du (su biéu hién tuong
d6i so v6i rudt két va truc trang binh thuong) clia gen ngudn theo sang ché duge biéu
hién cao qud muc hodc chi dugc biéu hién & bénh CRC trong nhém miu md binh
thudng (cot mau trdng) va 20 mau m6é CRC (cot mau den). Cac md tir trai sang phai: 6
dong mach, 2 té bao mau, 2 ndo, 1 tim, 2 gan, 3 phéi, 2 tinh mach, 1 mé mg, 1 tuyén
thuong than, 5 tuy xwong, 1 sun, 1 rudt két, 1 thuc quan, 2 mét, 2 tGi mat, 2 tuyén nudc
bot, 1 than, 6 hach bach huyét, 4 tuy, 2 day than kinh ngoai vi, 2 tuyén yén, 1 truc
trang, 2 co xwong, 1 da, 1 rudt non, 1 lach, 1 da day, 1 tuyén gidp, 7 khi quan, 1 bang
quang, 1 v, 5 bﬁéng tring, 5 nhau thai, 1 tuyén tién liét, 1 tinh hoan, 1 tuyén uc, 1t
cung, 20 miu m6 CRC. Fig.2D: ECT2.

Fig.3 thé hién sb liéu vé tinh sinh mién dich 1am vi du: két qua dém té bao theo
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dong sau khi nhuém multime dac hi¢u peptit.

Céc hinh vé& tir Fig.4A dén Fig.4C thé hién két qua 1am vi du clia cac dap tng
ctia t& bao T CD8+ in vitro dic hidu peptit ciia ngudi cho HLA-A*02+ khée manh.
Céc té bao T CD8+ duoc tao méi béng cach st dung céc té bao APC nhén tao duoc
phi1 khéng thé don dong mAb khang CD28 va HLA-A*02 trong phiic hop véi peptit
c6 trinh ty Seq ID No. 22 (hinh A, 6 bén trdi), peptit co trinh tu SeqID No. 9 (hinh B, 6
bén trai) hodc peptit cé trinh tu SeqlD No. 142 (hinh C, 6 bén trai), twong ung. Sau ba
chu trinh kich‘ thich, phat hién c4c té bao ¢ kha ning phan tng véi peptit bang cach
nhudém multime 2D bang A*02/SeqID No. 22 (hinh A), A*02/SeqID No. 9 (hinh B)
hoic A*02/SeqID No. 142 (hinh C). Céc 6 bén phai (hinh A, B va C) thé hién két qua
nhudm dbi ching ciia cac té bao duoc kich thich bang phtic hop A*02/peptit khong
lién quan. Cac t& bao don 1& con sbng dugc tao cdng cho céc té bao lymphd CD8+.
Céc cbng Boolean gitp loai trir cac sy kién duong tinh gia véi multime dic hiu ddi
v6i cdc peptit khac nhau. Tan suét cia cac té bao multime+ dic hidu trong sé cac té

bao lymphd CD8+ dugc thé hién.

M3 ta chi tiét sing ché

Céc bang sau diy thé hién cac peptit theo sdng ché, cic sb trinh tu nhan biét
tuong g cta ching, va gen ngudn (co sd) trién vong clia cac peptit nay. Tat ca cac
peptit trong Bang 1 va Bang 2 déu gén két voi HLA-A*02. Céc peptit trong Bang 2 da
duoc boc 16 trude d6 trong danh muc 16n theo két qua cua cong nghé cho phép sang
loc thong lugng cao véi ty 1€ sai 36 cao hodc duge tinh toan bﬁng cach st dung céc
thut toan, nhung khong hé lién quan dén bénh ung thu trudc d6. Cac peptit trong
Bang 3 1a c4c peptit bd sung c6 thé hiru ich khi két hop véi cac peptit clia séng ché.
Ngoai ra, cic peptit trong Bang 4A va 4B hitu ich trong viéc chin doan va/hoic diéu
tri cac bénh 4ac tinh khac nhau lién quan dén su biéu hién quéa muc hosc trinh dién qué
muc cua cac polypeptit co s& tuong Umg.

Béng 1: Cac peptit theo séng ché

SEQ ID No. Trinh ty (cac) GenlD (cac) ky hiéu gen chinh
thire:
168417, ZNF679, ZNF716,
! ALIKQLFEA 441234, 89958 |SAPCD2
2 ALLPRYFFL 23120 ATP10B
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SEQ ID No. Trinh tu (cac) GenlD (céc) ky hiéu gen chinh
thue

3 RLIPDTLYSV 1303 COL12A1

4 RLAELTVDEFL  |26155, 401010 |NOC2L, LOC401010

. WLEDDGGLTL  |0557: 6558, |SLCI2AL SLCI2A2,

6 FLAELPGSLSL  |5326 PLAGL2

7 YLTRHLAVL 4583 MUC2

g ALMLQGVDLL  |3329 HSPD1

9 TLDDHLSRV 8313 AXIN2

10 RMYNKIFAI 80201 HKDC1

11 YLFEKTFNM 90161 HS6ST2

12 ALVQGILERV 4843 NOS2

13 FLLAEDTKV 10592 SMC2

14 FLDKPEDVLL 2036 EPB41L1

15 LQLDKEFQL 24140 FTST1

16 VLVDQSWVL 5655 KLK10

17 ALAAARVEL 6558 SLC12A2

18 FLSSLKGGLL 83608 C180rf21

19 RLYTKLLNEA  |4651 MYO10

20 YLKDGDVML 11180 WDR6

21 VLIDHRWVL 43849 KLK12

22 GLIDEVMVL 54905 CYP2WI

23 FLDANGHFV 54905 CYP2WI -

24 | VLDGVLMEL 4190 MDHI

25 SLADRLIGV 57535 KIAA1324

26 GLASKENFSNVSL |6840 SVIL

27 LLADEDSSYL 51510 CHMPS5

28 ALTEIQEFI 5591 PRKDC

29 QMLDVAIRV 8943 AP3DI

30 GLSSAYGGL Pl 3836 INCKAP1, KRTS, KRTSP3

31 LLYGKYVSV 84065 TMEM222

32 KLNTETFGV 149986 LSM14B
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SEQ ID No. Trinh ty (céc) GenID (cac) ky hiéu gen chinh
thtrc

33 ALWEKNTHL 11190 CEP250

34 ILLEKSVSV 80728 ARHGAP39

35 KLLDLTVRI 10562 OLFM4

36 GLLESPSIFNFTA  [23185 LARP4B

37 GLFAGLGGAGA 10916 MAGED?2

38 SLAPTPVSA 8870 IER3

39 GLNGGSPAAA 1045 CDX2

40 ALSNVIHKV 5268 SERPINBS

41 ILDDSFKLL 9843 HEPH

42 SILDDSFKL 9843 HEPH

43 TLDAAQPRV 6649 SOD3

44 SLESKLTSV 9289 GPR56

45 ALAELLHGA 26470 SEZ61.2

46 GLDDRYSLV 11187 PKP3

47 KLYERCEVV 2065 ERBB3

48 FLDASDPAL 65266 WNK4

49 SGMGGITAV 3856 KRTS8

50 TLMAEMHVV 2186 BPTF

51 QVWEIQHTV 26290 GALNTS

52 ALDSSNSMQTI 3875 KRT18

53 FLLGSEIKL 54885 TBC1D8B

54 ALLNGEYLLAA 57418 WDR18

55 QIITSVVSV 5378 PMSI

56 VLFTDEGVPKFL |4731 NDUFV3

57 NLLEKENYL 5318 PKP2

58 AMADKMDMSL 10189 ALYREF

59 LLTDNVVKL 79810 PTCD2

60 VLDEDEPRFL 23287 AGTPBP1

61 KLLKLFQGV 26058 GIGYF2

62 YLAPENGYL 6625 SNRNP70

63 KLFSILSTV 54919 HEATR2

64 KTLGKLWRL 30812, 6662, |SOXS, SOX9, SOX10
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SEQ ID No. Trinh tu (cac) GenID (céac) ky hi€u gen chinh
thtrc

6663

65 FGAPGIISA 5725 PTBP1

66 GLDDGPDFL 58533 SNX6

67 SLNDLEKDVMLL | 6597 SMARCA4

68 SILQFVHMV 5800 PTPRO

69 GMLNEAEGKAIKL |4629 MYHI11

70 MISELEVRL 4629 MYHI11

71 RLWTEIPTAI 3710 ITPR3

72 YLLDYPNNLL 26057 ANKRD17

73 YLFDIAVSM 51074 APIP

o VIMGRLEAY e e Aps, pRRS

75 EMIENIQSV 1080 CFTR

76 YLIGEKQHYL 7429 VIL1

77 SLLKRDFGA 1655 DDX5

78 ALDPELLLL 57805 KIAA1967

79 SLAADQLLKL 9295 SRSF11

80 QVDEVVDIMRV gggi’ 6844, '\F/NAFNII{PSSF 9, VAMP2,

81 ALLSQQTHL 7050 TGIF1

82 QLYEEPDTKL 10270 AKAPS

B LTEDGIEEV ool hseases

84 SMVEDITGLRL 1832 DSP

85 ILHDINSDGVL 4924 NUCBI1

86 KVFPGKISV 156667 MUCI13

87 LLFDAPDLRL 55561 CDC42BPG

88 KLDIKVETV 55243 KIRREL

89 SLIEYEFRV 3655 ITGA6

90 GLLKPGLNVVL 10969 EBNA1BP2

91 TVDVATPSV 8924 HERC2

92 WIDDTSAFV 5073 PARN

93 SLQELRLLL 55502 HES6
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SEQ ID No. Trinh tu (céc) GenID (cé4c) ky hiéu gen chinh
thirc

94 KSMDIVLTV 4586, 727897 |MUCSAC, MUCS5B

95 AILDAHIEV 26290 GALNTS

96 KLYSRLVYV 387496 RASL11A

97 ALWWGVVTV 3784 KCNQ1

98 AMNGKSFSV 79572 ATP13A3

99 KLLEVDLDTV 4648 MYO7B

100 SLDDFLATA 55341 LSG1

101 GLSEGHTFQV 2318 FLNC

102 KILVSLIEV 10422 UBACI1

103 FLFGYPKRL 64110 MAGEF1

104 ILLTIKDDTIYL 4583 MUC2

105 YALDLSTFL 8870 IER3

106 SLISEKILL 26504 CNNM4

107 ALLGGGPYML 80004 ESRP2

108 SLAELVPGVGGI 9742 IFT140

109 ALDGDQMEL 3192 HNRNPU

110 LLGELPRLLLL 1604 'CD55

111 HMDDGGYSM 27316,494115 |RBMX, RBMXL1

112 KLGQVLIYL 51809 GALNT7

113 ILYDLQQNL 3783 KCNN4

114 TAVGHALVL 1293 COLG6A3

115 SLFDVSHML 275 AMT

116 LVYQFVHPI 25803 SPDEF

117 TLQPVDNSTISL 1266 CNN3

T

119 ILYQTVTGL 83732 RIOK1

120 VLYEGVDEV 93432 MGAM2

121 SLAPNIISQL 25824 PRDX5

122 SLMGMVLKL 11169 WDHD1

Bang 2: Céc peptit bd sung theo sang ché khong lién quan dén bénh ung thu da
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biét trude d6 — J = phosphoserin

SEQ ID Trinh tu (cac) GenID (céc) ky hi€u gen chinh
No. thtrc
123 KTLERSYLL 6240 RRM1
124 RVLPPSALQSV 9212 AURKB
125 KLGDFGLLVEL  |9088 PKMYT1
126 TLAKYLMEL 891, 9133 CCNB1, CCNB2
127 RLAELTVDEFLA |26155 NOC2L
128 MLDDRAYLV 23511 NUP188
129 VLIDVLKEL 23019 CNOT1
130 GLGGSQLIDTHL |23215 PRRC2C
131 KLLDVVHPA 10574 CCT7
132 ALLNAILHSA 25926 NOL11
133 RTFEKIEEV 3978 LIG1
134 GVAGGSILKGV | 1968, 255308 |EIF2S3, LOC255308
135 KLQEEIPVL 1062 CENPE
136 KLFDIFSQQV 55737 VPS35
137 QLTEIKPLL 57446 NDRG3
138 KQFEGTVEI 675 BRCA2
139 VLLNEILEQV 64151 NCAPG
140 LLNEILEQV 64151 NCAPG
141 AVIEHLERL 283459 GATC
142 SLVQRVETI 1894 ECT2
143 KLSDVWKEL 197259 MLKL
144 LLNDRIWLA 90204 ZSWIM1
145 LLLEVVKQV 65065 NBEALI1
146 ALSDETWGL 2886 GRB7
147 TLTELRAFL 8242 KDMS5C
148 RLLENMTEVV 23042 PDXDC1:
149 YQFDKVGILTL 8563 THOCS
150 RLADLEALKV 10535 RNASEH2A
151 IS{%/QGSDVSLTAC ;?8207703’ LOC100507703, HLA-A
152 KLLAVIHEL 25788 RADS54B
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SEQID Trinh ty (cac) GenlD (céc) ky hiéu gen chinh
No. thirc

153 ILFSEDSTKLFV | 84916 CIRH1A
154 KLPSETIFVGC 50628 GEMIN4
155 RLLGEEVVRV 9894 TELO2
156 SLMMTIINL 7153 TOP2A
157 SLIERDLKL 9875 URBI
158 GLLDPSVFHV 79050 NOC4L
159 VLVDDDGIKVV 79022 TMEM106C
160 KLLEFDQLQL 8871 SYNIJ2
161 FLKNELDNV 10293 TRAIP
162 KLMDYIDEL 85444 LRRCC1
163 RLLHEVQEL 10540 DCTN2
164 KMLDEILLQL 5425 POLD2
165 RLLDFPEAMVL  |23113 CUL9
166 GLLEARGILGL 990 CDC6
167 SVIDHIHLISV 10755 GIPC1
168 GLIRFPLMTI 55643 BTBD2
169 YLAHFIEGL 64328 XPO4
170 ALAGGITMV 790 CAD
171 RLQETEGMVAV 10042 HMGXB4
172 LLLDTVTMQV 22820 COPG1
173 KLGDLMVLL 57647 DHX37
174 ILLDDNMQIRL 5261 PHKG2
175 %;LLGGKEAQALG 94059 LENG9
176 RTLDKVLEV 9933 KIAA0020
177 ALLQGAIESV 25894 PLEKHG4
178 YLFREPATI 4728 NDUFS8
179 RLLJPLSSA 125950 RAVERI1
180 NLLEIAPHL 2820 GPD2
181 NLFDLGGQYLRV |[22827 PUF60
182 SLNKWIFTV 339665 SLC35E4
183 TLQEVVTGV 55750 AGK
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SEQ ID Trinh tu (cac) GenlD (cé4c) ky hiéu gen chinh
No. thire
184 SLLDENNVSSYL (5591 PRKDC
185 VLYTGVVRV 64682 ANAPCI1
186 KMSEKILLL 5690 PSMB2
187 GLHNVVYGI 23019 CNOT1
188 FLVDGPRVQL 90204 ZSWIM1
189 AISEVIGKITA 9183 ZW10
190 AMAEMVLQV 9918 NCAPD2
191 QLFSEIHNL 55755 CDKS5RAP2

Bang 3: Céc peptit hitu ich, vi du, d6i véi lidu phap ung thu duoce ca nhan héa —

J =phosphoserin

SEQ ID Trinh tu (céc) GenID (céc) ky hiéu gen chinh
No. thtrc
192 KIQEMQHFL 4321 MMP12
193 KLSPTVVGL 8313 AXIN2
194 SLYKGLLSV 25788 RADS54B
195 LLLGERVAL 23475 QPRT
196 KIQEILTQV 10643 IGF2BP3
197 SLFGQDVKAV 26036 ZNF451
198 VLYGPDVPTI 4680 CEACAMG6
199 FLLEREQLL 165055 CCDC138
200 SAVDFIRTL 9263 STK17A
201 GJFNGALAAV 39 ACAT2
202 | GLAALAVHL 2175 FANCA
203 KLIDLSQVMYL |346389 MACCI1
204 KLLDLETERILL |2803 GOLGA4
205 RLHDENILL 23322 RPGRIP1L
206 RIAGIRGIQGV 23167 EFR3A
207 KLCEGFNEV 51142, 646630 |CHCHD2, CHCHD2PS8
208 RLIDRIKTV 60560 NAA3S5
209 KLQDGLLHI 7076 TIMP1
210 KLAVALLAA 3576 1.8
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SEQ ID Trinh tu (céc) GenID (c4c) ky hi€u gen chinh
No. thtrc
211 SLFGKKYIL 2274 FHL2
212 FLLDGSANV 1293 COL6A3
213 LLWAPTAQA 389812 LCN15
214 SVLEKEIYSI 127602 DNAH14
215 KLQEKIQEL 1062 CENPE
216 JLWDLDHGEAG g3, CAPZB
217 KLLDTMVDTFL i?gi§7963’ PMF1-BGLAP, PMF1
218 KLSWDLIYL 51148 CERCAM
219 FLDEKGRCV 4583 MUC2
220 KMDPVAYRV 5859 QARS
221 ILNVDGLIGV 47 ACLY
222 GVIAEILRGV 10528 NOP56
223 VLMQDSRLYL 983 CDK1
224 QLQEGKNVIGL  |8407 TAGLN2
225 YLYGQTTTYL 7153 TOP2A
226 FLVDGSWSV 1303 COLI12A1
227 LTAPPEALLMV 79050 NOCA4L
228 SMSGYDQVL 3187,3188 HNRNPH1, HNRNPH2
> [mevay (S PO Do
230 AMSSKFFLV 7474 WNTS5A
231 RLFADILNDV 64755 Cl6orf58
232 RLLDSVSRL 3918 LAMC2
233 RLDDLKMTV 3918 LAMC2
234 KMFESFIESV 5576 PRKAR2A
235 LLHEENFSV 6942 TCF20
236 KMSELQTYV 1063 CENPF
237 KLVEFDFLGA 10460 TACC3
238 NMLEAVHTI 7272 TTK
239 QLIEKNWLL 56992 KIF15
240 VLAPRVLRA 5954 RCNI
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SEQ ID Trinh tu (c4c) GenlD (céac) ky hiéu gen chinh
No. thtrc
241 ILIDWLVQV 891 CCNB1
242 RLEEDDGDVAM |10482 NXF1
243 TLMDMRLSQV 24148 PRPF6
244 SLHFLILYV 487, 488 ATP2A1, ATP2A2
245 QLIDYERQL 11072 DUSP14
246 GLTDNIHLV 25878 MXRAS
247 SLDTLMTYV 22829 NLGN4Y
248 ALYGDIDAV 5743 PTGS2
249 ALYGRLEVV 23294 ANKSIA
250 ALCEENMRGV 1938 EEF2
251 SLLQATDFMSL  [7070 THY1
252 YVYQNNIYL 2191 FAP
253 KLLDEVTYLEA |1573 CYP2J2
254 VLFQEALWHV 2194 FASN
255 ALALWIPSL 200634 KRTCAP3
256 GLLEELVTV 642475 MROH6
257 SLADFMQEV 23019 CNOT1
258 LLYEGKLTL 440107 PLEKHG7
259 ALADKELLPSV  |84883 AIFM2
260 ALLAEGITWV 54499 T™MCO1
261 YLYDSETKNA 4316 MMP7
262 VLAKPGVISV 1293 COLG6A3
263 LLAGQTYHV 1293 COLG6A3
264 RLLDVLAPLV 80781 COL18A1
265 LLDKKIGV 10576 CCT2

N6i chung, séng ché con dé cap dén cac peptit theo sing ché dé sir dung trong
viée diéu tri cdc bénh tang sinh, vi du nhu bénh ung thu phéi, bénh ung thu ndo, bénh
ung thu da day, bénh ung thu than, bénh ung thu gan, bénh ung thu tuy, bénh ung thu
tuyén tién liét, bénh bach cau, bénh ung thu vu, caxinom té bao Merkel (Merkel cell
carcinoma: MCC), u melanin, bénh ung thu budng trimg, va bénh ung thu thuc quan.

Puogc dac biét uu tién 1a cac peptit — mot minh hodc két hop - theo sang ché
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duoc chon tir nhém bao gdm cac trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191.
Dugc wu tién hon nita 13 c4c peptit — mot minh hosc két hop - dugc chon tir nhom bao
gdm céc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 68 (xem Bang 1), va sit dung
ching trong lidu phap mién dich ctia bénh CRC, bénh ung thu phéi, bénh ung thu néo,
bénh ung thu da day, bénh ung thu than, bénh ung thu gan, bénh ung thu tuy, bénh ung
thu tuyén tién 1iét, bénh bach ciu, bénh ung thu v, caxinom té bao Merkel, u melanin,
bénh ung thu budng trimg, va bénh ung thu thuc quan, va t6t hon néu 1a bénh CRC.

DPuoc uu tién nhit 13 cac peptit — mdt minh hoac Kkét hop - dugc chon tir nhém
bao gém cac trinh ty SEQ ID NO: 1, 3, 6, 11, 13, 16, 18, 19, 22, 23, 24, 26, 31, 32, 34,
37, 40, 44, 45, 59, 67, 71, 82, 87, 88, 100, 103, 105, 113, 123, 124, 126, 129, 131, 132,
133, 135, 137, 140, 142, 150, 152, 153, va SEQ ID NO: 166, va stt dung chung trong
liéu phép mién dich ctia bénh CRC, bénh ung thu phéi, bénh ung thu ndo, bénh ung
thu da day, bénh ung thu than, bénh ung thu gan, bénh ung thu tuy, bénh ung thu
tuyén tién liét, bénh bach cau, bénh ung thu vi, caxinom té bao Merkel, u melanin,
bénh ung thu budng trimg, va bénh ung thu thuc quan, va t5t hon néu 1a bénh CRC.
Peptit c6 trinh tw SEQ ID NO. 22 ciing dic biét duge wu tién dbi voi cac phuong phép
tao ra thy thé & bao T twong tmg (T cell receptor: TCR) duoc mé ta duéi day.

Nhu dugc thé hién trong Bang 4A va 4B, nhiéu peptit theo sang ché ciing duogc
tim thiy trén nhiéu loai khdi u khac nhau va do d6 c6 thé duoc sir dung trong liéu phap
mién dich ctia céc triéu chimg khac. Xem thém trén Fig.1D va trong vi du 1.

| Béang 4A: cic peptit theo sang ché va ing dung dic hiéu cta ching & cac bénh
tang sinh khéc, ddc biét 1a & cac bénh ung thu khac. Bang nay cho thiy riang ddi voi
céc peptit duoc chon ma trén cac loai khdi u bd sung ching dwoc phat hién va c¢6 su
biéu hién qua muc d6i v6i trén it nhit 5% céc mau khdi u duge x4c dinh, hodc ¢b su
biéu hién dbi véi trén 5% cac mau khdi u duoc xdc dinh vé6i ty 16 cua khdi u theo sb
trung binh nhan véi cdc mo binh thudong 12 16n hon 3. Su biéu hién qua mic duoc xac
dinh 14 sy biéu hién cao hon & miu khéi u so v6i mau binh thudng ¢6 su bidu hién cao
nhat.

SEQ ID No. Trinh ty Céc bénh/co quan lién quan khac
1 ALIKQLFEA Phbi, niio, budng tring, thuc quan
3 RLIPDTLYSV Phdi, tuy, v, budng trimg, thuc quan
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SEQ ID No. Trinh tu . Céc bénh/co quan lién quan khéc

4 RLAELTVDEFL Phdi, budng trimg

6 FLAELPGSLSL Phéi, gan, bach ciu, u melanin, budng
trimg

8 ALMLQGVDLL Tuy, bach cu

10 RMYNKIFAI Gan

11 YLFEKTFNM Phéi, ndo, thuc quan

13 FLLAEDTKV U melanin

15 LQLDKEFQL Phdi, thuc quan

16 VLVDQSWVL Budng trimg

18 - FLSSLKGGLL Budng trimg

19 RLYTKLLNEA Nao, thuc quan

25 SLADRLIGV Tuyén tién liét, budng trimg

26 GLASKENFSNVSL | Phéi, gan, thuc quan

29 QMLDVAIRV Bach ciu

31 LLYGKYVSV Phéi, than, ndo, gan, bach cAu, buéng
tring, thuc quan

33 ALWEKNTHL Gan, MCC

34 ILLEKSVSV Budng trimg

37 GLFAGLGGAGA Thuc quan

38 SLAPTPVSA Tuy

40 ALSNVIHKV "Phoi, tuy, thuc quan

44 SLESKLTSV Nio, tuy, budng trimg

45 ALAELLHGA Phoi, thin, ndo, gan, tuyén tién liét, vu,
buong trung

46 GLDDRYSLV Thuc quan

47 KLYERCEVV Gan

48 FLDASDPAL Than, tuyén tién liét

53 FLLGSEIKL Thén, tuy

54 ALLNGEYLLAA Gan, budng tring, thuc quan

55 QIITSVVSV Tuy

56 VLFTDEGVPKFL Phdi, than, gan

57 NLLEKENYL Budng trimg

58 AMADKMDMSL N3o, bach ciu, u melanin
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SEQ ID No. Trinh tu Céc bénh/co quan lién quan khac

59 LLTDNVVKL Phéi, gan, thuc quan

61 KLLKLFQGV Thén

62 YLAPENGYL Phoi, gan, u melanin, thuc quan

63 KLFSILSTV Nio, gan, tuyén tién liét, budng trimg,
thuc quan

65 FGAPGIISA Da day, thuc quan

67 SLNDLEKDVMLL | Bach cu, u melanin

69 GMLNEAEGKAIKL | Tuyén tién liét

70 MISELEVRL Thén, da day, tuyén tién liét, thuc quan

71 RLWTEIPTAI Gan

72 YLLDYPNNLL Phéi, than, ndo, gan, bach cau, vu, buéng
tring, thuc quan

74 YLMGFLHAV Budng trimg

76 YLIGEKQHYL Gan

77 SLLKRDFGA Phéi, vaa

79 SLAADQLLKL Phdi, gan

80 QVDEVVDIMRV Bach cau

81 ALLSQQTHL Thuyc quan

82 QLYEEPDTKL Bach cau, thuc quan

83 LTIEDGIFEV Théan, bach ciu, MCC, u melanin, thuc
quan

84 SMVEDITGLRL Phdi, gan, thuc quan

87 LLFDAPDLRL Phéi, budng trimg

88 KLDIKVETV Phéi, than, gan, u melanin, budng trimg,
thuc quan

89 SLIEYEFRV Gan, thyc quan

90 GLLKPGLNVVL Phéi, thuc quan

91 TVDVATPSV V1, budng trimg

92 WIDDTSAFV U melanin

98 AMNGKSFSV Gan, thuc quan

101 GLSEGHTEFQV Tuyén tién liét

102 KILVSLIEV Phoi, than, bu@)ng trimg, thuc quan

103 FLFGYPKRL Nao, gan, tuyén tién liét

105 YALDLSTFL Thén, gan
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SEQ ID No. Trinh tu Céc bénh/co quan lién quan khac

107 ALLGGGPYML Phéi

108 SLAELVPGVGGI Thén, ndo, gan, budng tring

110 LLGELPRLLLL Phoi, tuy, bach cau

116 LVYQFVHPI Tuy, tuyén tién liét, v, budng tring

117 TLQPVDNSTISL Phéi, than, gan, tuy, thuc quan

118 LLADLKTMV NAo, bach ciu, u melanin

119 ILYQTVTGL Thyc quan

121 SLAPNIISQL Gan, bach ciu

123 KTLERSYLL Phéi, than, gan, MCC, budng trimg, thuc
quan

124 RVLPPSALQSV Phéi, gan, MCC, u melanin, budng trimg,
thuc quan

125 KLGDFGLLVEL Phéi, n3o, u melanin, buéng trung, thuc
quan

126 TLAKYLMEL Phdi, ndo, gan, budng trimg, thuc quan

127 RLAELTVDEFLA Budng trimg

128 MLDDRAYLV Phéi, nfio, v, MCC, budng trimg, thuc
quan

129 VLIDVLKEL Thén, bach cau

131 KLLDVVHPA Phéi, ndo, gan, tuyén tién liét, buéng
trimg

132 ALLNAILHSA Phéi, nio, gan, budng trimg, thuc quan

133 RTFEKIEEV Phéi, than, ndo, da day, gan, vu, MCC,
budng trimg, thue quan

134 GVAGGSILKGV Phéi, gan, u melanin, budng trimg, thuc
quan

135 KLQEEIPVL Phéi

136 KLFDIFSQQV Gan

137 QLTEIKPLL Nao, budng trimg

138 KQFEGTVEI Thuc quan

139 VLLNEILEQV Phdi, gan, u melanin, bubng trimg, thuc
quan

140 LLNEILEQV Phéi, u melanin, budng tring

141 AVIEHLERL Phéi, than, thuc quan
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SEQ ID No. Trinh tu Céac bénh/co quan lién quan khac

142 SLVQRVETI Phéi, than, gan, u melanin, budng trimg,
thuc quan

143 KLSDVWKEL Phéi

144 LLNDRIWLA Thyc quan

145 LLLEVVKQV U melanin,

146 ALSDETWGL Thén, da day, tuy, vi, budng tring

147 TLTELRAFL Thén

148 RLLENMTEVV Gan

149 YQFDKVGILTL Bach cAu, u melanin

151 SAQGSDVSLTACKYV | Phi

152 KLLAVIHEL Phéi, than, tuy, budng trimg, thuc quan

153 ILFSEDSTKLFV Phéi, gan, bach cau, u melanin, budng
tring, thuc quan

154 KLPSETIFVGC Phéi, gan, bach cAu, bué)ng trung, thuc
quan

155 RLLGEEVVRV Thuc quan

156 SLMMTIINL Phéi, gan, u melanin

157 SLIERDLKL Phéi, than, ndo, gan, thuc quan

158 GLLDPSVFHV Théan, ndo, gan, thuc quan

159 VLVDDDGIKVV Gan, u melanin, budng trimg

160 KLLEFDQLQL Phdi, than, bach cau, budng trimg

161 FLKNELDNV Phoi, gan, bach cAu, v, u melanin, buéng
trung

162 KLMDYIDEL Nao, thuc quan

163 RLLHEVQEL Nio

164 KMLDEILLQL Nio

165 RLLDFPEAMVL Phéi, budng tring

166 GLLEARGILGL Gan

167 SVIDHIHLISV Phdi, u melanin, budng trimg

168 GLIRFPLMTI Phdi, than, gan

169 YLAHFIEGL Nao, gan, bach ciu, thuc quan

170 ALAGGITMV Phoi, than, gan, tuy, u melanin, thuc quan

171 RLQETEGMVAV Gan, bach cau, MCC

172 LLLDTVTMQV Than, u melanin, budng trimg
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SEQ ID No. Trinh tu Céac bénh/co quan lién quan khéac

173 KLGDLMVLL Bach ciu

174 ILLDDNMQIRL Gan, u melanin, budng tring

175 TLLGGKEAQALGV | Budng trimg

177 ALLQGAIESV U melanin, budng trimg, thuc quan

178 YLFREPATI Phoi, ndo, gan, tuyén tién liét, u melanin,

budng trimg, thuc quan

180 NLLEIAPHL Néo, bach cau, vii

181 NLFDLGGQYLRV Nao, gan, buéng tring

183 TLQEVVTGV Tuyén tién liét, v

184 SLLDENNVSSYL Phoi, thin, gan, tuy, tuyén tién liét, MCC,
: u melanin, budng trimg, thuc quan

185 VLYTGVVRV Bach céu, u melanin, budng trimg

186 KMSEKILLL Thuc quan

187 GLHNVVYGI Tuyén tién liét

188 FLVDGPRVQL V1, u melanin

189 AISEVIGKITA Budng trimg

190 AMAEMVLQV Phéi

191 QLFSEIHNL Nao, gan

192 KIQEMQHFL Phéi, thue quan

193 KLSPTVVGL Gan, budng trimg

194 SLYKGLLSV Phdi, thin, ndo, gan, budng trimg, thuc

quan

195 LLLGERVAL Gan, budng trimg

197 SLFGQDVKAV MCC, thuc quan

198 VLYGPDVPTI Tuy

199 FLLEREQLL Thén, bach ciu, u melanin

200 SAVDFIRTL Vi, thyce quan

201 GIFNGALAAV Nio, tuy

202 GLAALAVHL U melanin, budng trimg, thuc quan

203 KLIDLSQVMYL Phéi, than, tuy, budng trimg

204 KLLDLETERILL Phéi, gan, tuyén tién liét, budng trimg

205 RLHDENILL Phéi, than, ndo, gan, tuy, tuyén tién liét,

budng trimg, thuc quan
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SEQ ID No. Trinh tu Céc bénh/co quan lién quan khac

206 RIAGIRGIQGV Phbi, than, gan, tuyén tién liét, bubng
trimg

207 KLCEGFNEV Nao, gan

208 RLIDRIKTV Phéi, ndo, gan, budng trimg

209 KLQDGLLHI Thén, ndo, gan, tuy

210 KLAVALLAA Phdi, than, nio, gan, thuc quan

211 SLFGKKYIL Than

212 FLLDGSANV Phdi, tuy, thuc quan

214 SVLEKEIYSI Phbi, gan, tuyén tién liét, vi, budng trimg,
thuc quan

215 KLQEKIQEL Phdi, budng trimg, thuc quan

216 YLWDLDHGFAGV | Phdi, ndo, gan, tuyén tién liét, u melanin,
buodng trimg, thuc quan

217 KLLDTMVDTFL ﬁPhéLthén,nﬁo,gan,buéngtning,thuc
quan

218 KLSWDLIYL Phdi, than

220 KMDPVAYRV Gan, tuyén tién liét

221 ILNVDGLIGV Than, ndo, gan, tuyén tién liét, bach ciu

222 GVIAEILRGV Phdi, than, ndo, gan

223 VLMQDSRLYL Phéi

224 QLQEGKNVIGL Tuy

225 YLYGQTTTYL Phoi, than, da day, gan, u melanin, bué)ng
trung, thuc quan

226 FLVDGSWSV Phdi, da day, tuy, vii, budng trimg, thuc
quan

227 LTAPPEALLMV Phdi, than, ndo, gan, tuy, bach ciu, budng
trung, thuc quan

228 SMSGYDQVL Phoi, bach cau

229 YLLEKFVAV Phdi, gan, budng trimg

230 AMSSKFFLV Phdi, ndo, da day, gan, tuy, tuyén tién liét,
v, budng trung, thuc quan

231 RLFADILNDV Phi, ndo, gan, tuyén tién liét, MCC,
buodng tring

232 RLLDSVSRL Phbi, than, gan, tuy, v, buéng tring, thuc

quan
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SEQ ID No. Trinh ty Céc bénh/co quan lién quan khac

233 RLDDLKMTV Phdi, than, tuy, va, budng trimg, thuc
quan

234 KMFESFIESV Phéi, than, nio, gan, tuyén tién liét, budng
trimg, thuc quén

235 LLHEENFSV Phdi, than, gan, budng trimg, thuc quan

236 KMSELQTYV Phdi, tuy, u melanin, budng trimg, thuc
quan

237 KLVEFDFLGA Phéi, ndo, da day, gan, MCC, buéng
tring, thuc quan

238 NMLEAVHTI Phéi, gan, u melanin, buéng triung, thuc
quan

239 QLIEKNWLL Phdi, gan, bach ciu, budng trimg, thuc
quan

240 VLAPRVLRA Phdi, than, ndo, gan, tuy, budng trimg

241 ILIDWLVQV Phdi, than, nfo, gan, tuy, budng trimg,
thuc quan

242 RLEEDDGDVAM Phdi, than, ndo, gan, tuy, bach cau, vi, u
melanin

243 TLMDMRLSQV Phdi, than, nio, gan, tuyén tién liét, budng
trimg

244 SLHFLILYV Phdi, than, ndo, gan, u melanin

245 QLIDYERQL Phoi, than, gan, tuy, vu, thuc quan

246 GLTDNIHLV Phoi, than, tuy, vu, buéng trung, thuc
quan

247 SLDTLMTYV Phoi, than, ndo, tuy, tuyén tién liét, bach
cau, thuc quan

248 ALYGDIDAV Phdi, n3o, tuy, thuc quan

249 ALYGRLEVV MCC, budng tring, thuc quan

250 ALCEENMRGV Phdi, than, nio, gan, MCC, thuc quan

251 SLLQATDFMSL Thén, tuy, thuc quan

252 YVYQNNIYL Phoi, da day, gan, tuy, vd, u melanin,

: budng trimg, thuc quén

253 KLLDEVTYLEA Gan

254 VLEQEALWHV Gan

255 ALALWIPSL Phdi, tuy, budng trimg, thuc quan

256 GLLEELVTV Phoi, da day, tuy, budng trimg
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SEQ ID No. Trinh tu Céac bénh/co quan lién quan khac

257 SLADFMQEV Phéi, tuyén tién liét, MCC, budng trimg

258 LLYEGKLTL V1, budng trimg

259 ALADKELLPSV Phoi, than, gan, tuy, tuyén tién liét, u
melanin, buong tring, thuc quan

260 ALLAEGITWV Gan

261 YLYDSETKNA Théan, gan, tuy, buéng trung, thuc quan

262 VLAKPGVISV Phéi, tuy

264 RLLDVLAPLV Thén, gan

265 LLDKKIGV Than, budng trimg, thuc quan

Béang 4B: c4c peptit theo sang ché va ting dung dic hiéu ciia ching & cac bénh
tang sinh khac, dic biét 1a & cic bénh ung thu khac (phan sira d6i cia Bang 4A). Bang
nay cho thiy ring, gidng nhu Bang 4A, ddi véi peptit duoc chon ma trén céc loai khéi
u bbd sung chung dugc phat hién 1a c6 su biéu hién qua muc (bao gém ca su biéu hién
dac hiéu) d6i v6i trén 5% cac mau khéi u duge x4c dinh, hodc sy biéu hién dbi véi trén
5% cac mau khéi u duge x4c dinh véi ty 1€ cua khdi u theo sb trung binh nhan véi céc
mo6 binh thuong 13 16n hon 3. Su biéu hién qua muc duoc x4c dinh 14 su biéu hién cao
hon & mau khéi u so v6i mau binh thudng c¢é su biéu hién cao nhit. Cac mé binh
thuong khang lai su biéu hién qua muc dugc thtr nghiém la: mé ma, tuyén thuong
than, té bao mau, mach mau, tdy xuong, ndo, thuc quan, mét, tai mat, tim, than, dai
trang, gan, phé)i, hach bach huyét, day than kinh, tuy, tuyén can giap, mang bung,
tuyén yén, mang phéi, myén nudc bot, co van, da, rudt non, lach, da day, tuyén giap,

khi quan, ni€u quan, bang quang.

SEQ ID Trinh tu Céc thyc thé b sung
NO.

1 ALIKQLFEA SCLC, GC, BRCA, u melanin, bénh ung thu bang
quang, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu tai mét,
bénh ung thu 6ng mat chu, AML, NHL

2 ALLPRYFFL Bénh ung thu tr cung

3 RLIPDTLYSV U melanin, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
ti cung, bénh ung thu tai mat, bénh ung thu ong mat
chu

4 RLAELTVDEFL CLL, u melanin, bénh ung thu bang quang, AML
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SEQID Trinh tu Céc thyc thé bd sung
NO.

6 FLAELPGSLSL SCLC, bénh ung thu bang quang, bénh ung thur tir
cung, bénh ung thu tii mét, bénh ung thu 6ng mét
chu, AML, NHL

8 ALMLQGVDLL BRCA, u melanin, bénh ung thu bang quang, AML

11 YLFEKTFNM SCLC, bénh ung thu bang quang

13 FLLAEDTKV Bénh ung thu bang quang, AML, NHL, OC

15 LQLDKEFQL CLL, BRCA, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tr cung, PC

16 VLVDQSWVL Bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu bang quang

18 FLSSLKGGLL U melanin, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tr cung, AML

19 RLYTKLLNEA U melanin, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tr cung, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu 6ng mat
chu

22 GLIDEVMVL Bénh ung thu tii méat, bénh ung thu 6ng mat cha

23 FLDANGHFV GC, bénh ung ’thu’ thuc quén, bénh ung thu tdi mat,
bénh ung thu 6ng mat chu

25 SLADRLIGV SCLC, BRCA, bénh ung thu tr cung

26 GLASKENFSNVSL | Bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tir cung,
bénh ung thu tii mat, bénh ung thu ong mat chu

28 ALTEIQEFI NSCLC, bénh ung thu ndo, HCC, BRCA, u melanin,
bénh ung thu thye quan, bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu tii mat, bénh ung thu ong mét chu,
AML, NHL

29 QMLDVAIRV BRCA

31 LLYGKYVSV SCLC, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tr cung

32 KLNTETFGV GC, BRCA, bénh ung thu thuc quan, AML

33 ALWEKNTHL Bénh ung thu bang quang

34 ILLEKSVSV BRCA, u melanin, bénh ung thu thuc quén, bénh
ung thu bang quang

35 KLLDLTVRI Bénh ung thu tai mat, bénh ung thu dng mat cha

36 GLLESPSIFNFTA |BRCA

37 GLFAGLGGAGA |BRCA, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh

ung thu tir cung, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu
ong mat chu
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SEQ ID Trinh tu Céc thuc thé bo sung
NO.

38 SLAPTPVSA Bénh ung thu tr cung

40 ALSNVIHKV Bénh ung thu bang quang

42 SILDDSFKL Bénh ung thu tii mat, bénh ung thu 6ng mat chi

43 TLDAAQPRV PrC, bénh ung thu thuc quan

44 SLESKLTSV U melanin, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tr cung

45 ALAELLHGA U melanin, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tr cung, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu 6ng mat
chu

46 GLDDRYSLV Bénh ung thu bang quang

47 KLYERCEVV U melanin

53 FLLGSEIKL HCC, u melanin, bénh ung thu bang quang, AML

54 ALLNGEYLLAA |NSCLC, bénh ung thu ndo, GC, BRCA, u melanin,
bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tir cung,
bénh ung thu tii mat, bénh ung thu Ong mat chu,
AML, NHL

55 QUTSVVSV CLL, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tr
cung, AML

56 VLFTDEGVPKFL |BRCA, umelanin, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tr cung, OC

58 AMADKMDMSL |NSCLC, SCLC, BRCA, bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu tir cung, bénh ung thu tai mat, bénh
ung thu Ong mat chu, AML, NHL

59 LLTDNVVKL U melanin, AML, NHL

61 KLLKLFQGV U melanin, AML

62 YLAPENGYL SCLC, CLL, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tir cung, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu ong
mat cha, AML, NHL

63 KLFSILSTV SCLC, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tr cung, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu
ong mat chu, NHL

64 KTLGKLWRL U melanin

66 GLDDGPDFL U melanin

67 SLNDLEKDVMLL |SCLC, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tir
cung, AML, NHL

71 RLWTEIPTAI NSCLC, SCLC, u melanin, bénh ung thu thuc quan,

bénh ung thu bang quang
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SEQ ID Trinh tu Céc thyc thé bd sung
NO.

72 YLLDYPNNLL SCLC, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tr cung, bénh ung thu tai mat, bénh ung thu
ong mat chu, NHL, PC

74 YLMGFLHAV BRCA, bénh ung thu bang quang

75 EMIENIQSV Bénh ung thu ti mat, bénh ung thu dng mat cha

77 SLLKRDFGA SCLC, u melanin, bénh ung thu thuc quan, bénh ung
thu bang quang, bénh ung thu tir cung, NHL

78 ALDPELLLL AML

79 SLAADQLLKL Bénh ung thu tir cung

80 QVDEVVDIMRV |AML

81 ALLSQQTHL Bénh ung thu bang quang, AML

82 QLYEEPDTKL SCLC, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tii mat, bénh ung thu dng méat chu, AML,
NHL

83 LTIEDGIFEV NHL

84 SMVEDITGLRL SCLC, OC, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tor cung, NHL

87 LLFDAPDLRL SCLC, BRCA, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tr cung

88 KLDIKVETV BRCA, bénh ung thu bang quang

90 GLLKPGLNVVL  |Bénh ung thu bang quang, AML

91 TVDVATPSV CLL

93 SLQELRLLL SCLC

97 ALWWGVVTV CLL

98 AMNGKSFSV NSCLC, SCLC, BRCA, u melanin, OC, bénh ung
thu bang quang, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu
ong mat chu

99 KLLEVDLDTV Bénh ung thu tii méat, bénh ung thu 6ng mat chu,
AML

100 SLDDFLATA PC, CLL, BRCA, u melanin, bénh ung thu thuc
quén, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tir
cung, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu ong mat
chu :

102 KILVSLIEV NHL

103 FLFGYPKRL NSCLC, SCLC, u melanin, bénh ung thu bang

quang, bénh ung thu tir cung, AML
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SEQ ID Trinh tu Céc thuce thé bd sung
NO.

105 YALDLSTFL BRCA, u melanin, bénh ung thu bang quang, PC

107 ALLGGGPYML Bénh ung thu ‘pe‘mg quang, bénh ung thu tii mat,
bénh ung thu ong mat chu

108 SLAELVPGVGGI |BRCA

109 ALDGDQMEL AML

110 LLGELPRLLLL U melanin, bénh ung thu thyc quén, bénh ung thu
bang quang

113 ILYDLQQNL SCLC, CLL, BRCA, u melanin, bénh ung thu bang
quang, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu tai mét,
bénh ung thu ong mat chu, AML, NHL

114 TAVGHALVL BRCA, u melanin, bénh ung thu tii mét, bénh ung
thu Ong mat chu

116 LVYQFVHPI Bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tir cung,
bénh ung thu tii mat, bénh ung thu ong mat chu

117 TLQPVDNSTISL |Bénh ung thu tr cung, bénh ung thu tii mat, bénh
ung thu 6ng mat chu

118 LLADLKTMV NHL

119 ILYQTVTGL CLL, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tr cung, AML, NHL

120 VLYEGVDEV SCLC, BRCA, bénh ung thu thi mét, bénh ung thu
ong mat chu

121 SLAPNIISQL AML

123 KTLERSYLL SCLC, BRCA, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tr cung, AML, NHL, PC

124 RVLPPSALQSV SCLC, BRCA, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tir cung, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu ong
mat chu, AML, NHL, PC

125 KLGDFGLLVEL  |SCLC, bénh ung thu bang quang, AML, PC

126 TLAKYLMEL SCLC, BRCA, u melanin, bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu tr cung, bénh ung thu tai méat, bénh
ung thu 6ng mat chu, AML, NHL

127 RLAELTVDEFLA |SCLC, umelanin, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tr cung, AML

128 MLDDRAYLV PC

129 VLIDVLKEL U melanin, NHL

130 GLGGSQLIDTHL |Bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu tr cung
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SEQID Trinh tur Céac thuc thé bd sung
NO.

131 KLLDVVHPA CLL, BRCA, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu t& cung, AML, NHL

132 ALLNAILHSA SCLC, CLL, u melanin, bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu tr cung, NHL, PC

133 RTFEKIEEV SCLC, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tr cung, AML, NHL

134 GVAGGSILKGV  |CLL, BRCA, bénh ung thL}f bang quang, bénh ung
thu tii mat, bénh ung thu ong mét chu, NHL

135 KLQEEIPVL BRCA, u melanin, NHL

136 KLFDIFSQQV Bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tr cung,
NHL

137 QLTEIKPLL CLL, bénh ung thu bang quang, bénh ung thur tir
cung, bénh ung thu tii méat, bénh ung thu 6ng mat
chu, AML, NHL

138 KQFEGTVEI CLL, NHL

139 VLLNEILEQV SCLC, CLL, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tr cung, AML, NHL, PC

140 LLNEILEQV SCLC, CLL, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tr cung, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu 6ng
mat chu, AML, NHL

142 SLVQRVETI SCLC, PC, BRCA, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tr cung, bénh ung thu tui mat, bénh ung thu
ong mat chu, NHL

143 KLSDVWKEL Bénh ung thu tii mat, bénh ung thu 6ng mat cha

144 LLNDRIWLA BRCA, u melanin, bénh ung thu tr cung

145 LLLEVVKQV Bénh ung thu tii mat, bénh ung thu 6ng mat cha,
NHL

146 ALSDETWGL SCLC, CLL, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu
bang quang, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu tai
mat, bénh ung thu 6ng mat chu

147 TLTELRAFL CLL, bénh ung thu tr cung, bénh ung thu tii mat,

' bénh ung thu ong mat chu, NHL

148 RLLENMTEVV CLL, OC, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tur
cung, NHL

149 YQFDKVGILTL SCLC, RCC, bénh ung thu ndo

150 RLADLEALKV Bénh ung thu bang quang, NHL
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SEQ ID Trinh tu Céc thuc thé bd sung
NO.
1152 KLLAVIHEL BRCA, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh

ung thu tii mat, bénh ung thu 6ng mat chu, AML,
NHL

153 ILFSEDSTKLFV  |Bénh ung thu bang quang, NHL

154 KLPSETIFVGC U melanin, bénh ung thu tr cung, AML

155 RLLGEEVVRV U melanin

156 SLMMTIINL SCLC, GC, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tr cung, bénh ung thu ti mat, bénh ung thu ong mat
chu, AML, NHL, OC

158 GLLDPSVFHV U melanin, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tai mat, bénh ung thu dng mat chi, AML, NHL

159 VLVDDDGIKVV |SCLC, BRCA, bénh ung thu thuc quan, bénh ung
thu bang quang, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu
tai mat, bénh ung thu 6ng mat chu, NHL

160 KLLEFDQLQL SCLC

161 FLKNELDNV Bénh ung thu thue quén, bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu tr cung, AML, NHL

162 KLMDYIDEL NSCLC, BRCA, u melanin, bénh ung thu bg‘lng
quang, bénh ung thu tai mat, bénh ung thu ong mat
chu, NHL

163 RLLHEVQEL RCC, AML, NHL

164 KMLDEILLQL SCLC, RCC, CLL, u melanin, OC, bénh ung thu
bang quang, AML, NHL

165 RLLDFPEAMVL |SCLC, CLL, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tr cung

166 GLLEARGILGL Bénh ung thu bang quang, AML, NHL

167 SVIDHIHLISV SCLC, BRCA

168 GLIRFPLMTI CLL, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tr cung, AML

169 YLAHFIEGL Bénh ung thu bang quang, OC

170 ALAGGITMV CLL, bénh ung thu tr cung, bénh ung thu t4i mat,
bénh ung thu ong méat chu, AML, NHL

171 RLQETEGMVAYV | U melanin, OC

172 LLLDTVIMQV Bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tii mét,
bénh ung thu 6ng mat chu, AML

173 KLGDLMVLL U melanin, AML, NHL
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SEQ ID Trinh tu Céc thuc thé bd sung
NO.

174 ILLDDNMQIRL SCLC, CLL, bénh ung thu bang quang, AML

177 ALLQGAIESV SCLC, GC, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tui mat, bénh ung thu 6ng mat chu

178 YLFREPATI BRCA, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tir
cung, PC

179 RLLJPLSSA AML, BRCA, PC, Gallbaldder Cancer, HCC, u
melanin, NHL, OC, bénh ung thu thuc quan, bénh
ung thu ndo, NSCLC, SCLC, bénh ung thu tir cung

180 NLLEIAPHL NSCLC, u melanin, OC, bénh ung thu thuc quan,
bénh ung thur bang quang, bénh ung thu tir cung,
bénh ung thu tii mat, bénh ung thu ong mat chu,
AML

181 NLFDLGGQYLRYV |CLL, u melanin, bénh ung thu bang quang

182 SLNKWIFTV U melanin

183 TLQEVVTGV CLL, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tr cung, NHL

184 SLLDENNVSSYL | SCLC, CLL, BRCA, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tii mat, bénh ung thu 6ng méat chu, AML,
NHL, OC

185 VLYTGVVRV SCLC, BRCA, bénh ung thu thuc quan, AML, NHL

186 KMSEKILLL U melanin

187 GLHNVVYGI CLL, u melanin, bénh ung thu bang quang, NHL

188 FLVDGPRVQL CLL, bénh ung thu tr cung

189 AISEVIGKITA Bénh ung thu tii mat, bénh ung thu ng mat chu, PC

190 AMAEMVLQV SCLC, CLL, BRCA, bénh ung’thu: bang quang, bénh
ung thu tii mat, bénh ung thu ong mat chu, AML,
NHL

191 QLFSEIHNL SCLC, u melanin, bénh ung thu bang quang, bénh

ung thu tii mat, bénh ung thu dng mat chi, AML,
NHL, PC

NSCLC (non-small cell lung cancer) = bénh ung thu phéi t& bao khong nho,
SCLC (small cell lung cancer) = bénh ung thu phdi té bao nhé, RCC (kidney cancer) =

bénh ung thu thdn, CRC (colon or rectum cancer) = bénh ung thu rudt két hodc truc

trang, GC (stomach cancer) = bénh ung thu da day, HCC (liver cancer) = bénh ung thu

gan, PC (pancreatic cancer) = bénh ung thu tuy, PrC (prostate cancer) = bénh ung thu
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tuyén tién liét, BRCA (breast cancer) =bénh ung thu vii, MCC (Merkel cell carcinoma)
= Caxinom t& bao Merkel, OC (ovarian cancer) = bénh ung thu budng trimg, NHL
(non-Hodgkin lymphoma) = u lymphdé khéng Hodgkin, AML (acute myeloid
leukemia) = bénh bach cau tity bao cip tinh, CLL (chronic lymphocytic leukemia) =
bénh bach cau dang lymph6 man tinh.

Do d6, theo khia canh khac, sing ché mé ta viéc sir dung it nhit mot peptit theo
sang ché theo trinh ty bat ky trong s6 céc trinh ty SEQ ID No. 1, 3, 4, 6, 11, 15, 26, 31,
40, 45, 56, 59, 62, 72, 77, 79, 84, 87, 88, 90, 102, 107, 110, 117, 123, 124, 125, 126,
128, 131, 132, 133, 134, 135, 139, 140, 141, 142, 143, 151, 152, 153, 154, 156, 157,
160, 161, 165, 167, 168, 170, 178, 184, 190, 192, 194, 203, 204, 205, 206, 208, 210,
212, 214, 215, 216, 217, 218, 222, 223, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233,
234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 250, 252,
255, 256, 257, 259, va 262 d& — theo mdt phuong 4n dugc uu tién két hop - didu tri
bénh ung thu phoi.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viéc st dung it nhat mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bat ky trong s6 cac trinh tu SEQ ID No. 1, 11, 19, 31, 44, 45, 58,
63,72, 103, 108, 118, 125, 126, 128, 131, 132, 133, 137, 157, 158, 162, 163, 164, 1609,
178, 180, 181, 191, 194, 201, 205, 207, 208, 209, 210, 216, 217, 221, 222, 227, 230,
231, 234, 237, 240, 241, 242, 243, 244, 247, 248, va 250 d& — theo mdt phuong 4n
duoc wu tién két hop - diéu tri bénh ung thu nio.

Do d6, theo khia canh khéc, séng ché mb ta viée str dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bit ky trong sé cac trinh tw SEQ ID No. 65, 70, 133, 146, 225,
226, 230, 237, 252, va 256 dé — theo mét phuong 4n duoc wu tién két hop - diéu tri
bénh ung thu da day.

Do d9, theo khia canh khéc, sang ché mo ta viéc st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bt ky trong s céc trinh tw SEQ ID No. 31, 45, 48, 53, 56, 61,
70, 72, 83, 88, 102, 105, 108, 117, 123, 129, 133, 141, 142, 146, 147, 152, 157, 158,
160, 168, 170, 172, 184, 194, 199, 203, 205, 206, 209, 210, 211, 217, 218, 221, 222,
225, 227, 232, 233, 234, 235, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 250, 251, 259,
261, 264, va 265 dé — theo mdt phuong an dugc wu tién két hop - diéu tri bénh ung thu
than.

Do do, theo khia canh khéc, sang ché mo ta viéc st dung it nhat mot peptit theo

-43-



31919

sang ché theo trinh tu bét ky trong 36 cac trinh tu SEQ ID No. 6, 10, 26, 31, 33, 45, 47,
54, 56, 59, 62, 63, 71, 72, 76, 79, 84, 88, 89, 98, 103, 105, 108, 117, 121, 123, 124,
126, 131, 132, 133, 134, 136, 139, 142, 148, 153, 154, 156, 157, 158, 159, 161, 166,
168, 169, 170, 171, 174, 178, 181, 184, 191, 193, 194, 195, 204, 205, 206, 207, 208,
209, 210, 214, 216, 217, 220, 221, 222, 225, 227, 229, 230, 231, 232, 234, 235, 237,
238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 250, 252, 253, 254, 259, 260, 261, va 264 dé —
theo mot phwong &n dugce wu tién két hop - diéu tri bénh ung thu gan.

Do d6, theo khia canh khéc, sdng ché mé ta viéc st dung it nhit mot peptit theo
sang ché theo trinh ty bit ky trong s6 céc trinh tw SEQ ID No. 3, 8, 38, 40, 44, 53, 55,
110, 116, 117, 146, 152, 170, 184, 198, 201, 203, 205, 209, 212, 224, 226, 227, 230,
232,233, 236, 240, 241, 242, 245, 246, 247, 248, 251, 252, 255, 256, 259, 261, va 262
dé — theo mot phuong 4n dugc uu tién két hop - diéu tri bénh ung thu tuy.

Do dé, theo khia canh khac, sang ché mo ta viée st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bt ky trong s6 cac trinh ty SEQ ID No. 25, 45, 48, 63, 69, 70,
101, 103, 116, 131, 178, 183, 184, 187, 204, 205, 206, 214, 216, 220, 221, 230, 231,
234, 243, 247, 257, va 259 dé — theo mot phuong 4n duoe wu tién két hop - didu tri
bénh ung thu tuyén tién liét.

Do do, theo khia canh khéc, séng ché mé ta viée st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bat ky trong s cac trinh ty SEQ ID No. 6, 8, 29, 31, 58, 67, 72,
80, 82, 83, 110, 118, 121, 129, 149, 153, 154, 160, 161, 169, 171, 173, 180, 185, 199,
221, 227, 228, 239, 242, va 247 & — theo mot phuong an dwoc uwu tién két hop - didu
tri bénh bach cau.

Do do, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viée st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bat ky trong s6 cac trinh tw SEQ ID No. 3, 45, 72, 77, 91, 116,
128, 133, 146, 161, 180, 183, 188, 200, 214, 226, 230, 232, 233, 242, 245, 246, 252,
va 258 dé — theo mot phuong &n dugc uu tién két hop - diéu tri bénh ung thu vu.

Do d6, theo khia canh khac, sang ché mé ta viée six dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bat ky trong s6 céc trinh tw SEQ ID No. 33, 83, 123, 124, 128,
133, 171, 184, 197, 231, 237, 249, 250, va 257 d& — theo mét phuong an dugc wu tién
Kkét hop - diéu tri bénh caxinom té bao Merkel. |

Do d6, theo khia canh khac, sang ché mo ta viéc st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bat ky trong s6 céc trinh tu SEQ ID No. 6, 13, 58, 62, 67, 83, 88,
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92, 118, 124, 125, 134, 139, 140, 142, 145, 149, 153, 156, 159, 161, 167, 170, 172,
174, 177, 178, 184, 185, 188, 199, 202, 216, 225, 236, 238, 242, 244, 252, vi 259 dé —
theo mét phuong an dugc wu tién két hop - didu tri u melanin.

Do do, theo khia canh khac, sdng ché moé ta viéc sir dung it nhét mot peptit theo
séng ché theo trinh tu bt ky trong s6 céc trinh tw SEQ ID No. 1, 3, 4, 6, 16, 18, 25, 31,
34, 44, 45, 54, 57, 63, 72, 74, 87, 88, 91, 102, 108, 116, 123, 124, 125, 126, 127, 128,
131, 132, 133, 134, 137, 139, 140, 142, 146, 152, 153, 154, 159, 160, 161, 165, 167,
172, 174, 175, 177, 178, 181, 184, 185, 189, 193, 194, 195, 202, 203, 204, 205, 206,
208, 214, 215, 216, 217, 225, 226, 227, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237,
238, 239, 240, 241, 243, 246, 249, 252, 255, 256, 257, 258, 259, 261, va 265 dé — theo
mdt phuong 4n duoc ru tién két hop - diéu tri bénh ung thu budng trimg.

Do @6, theo khia canh khac, sang ché md ta viéc sir dung it nhét mot peptit theo
séng ché theo trinh tu bit ky trong sd cac trinh tu SEQ ID No. 1, 3, 11, 15, 19, 26, 31,
37, 40, 46, 54, 59, 62, 63, 65, 70, 72, 81, 82, 83, 84, 88, 89, 90, 98, 102, 117, 119, 123,
124, 125, 126, 128, 132, 133, 134, 138, 139, 141, 142, 144, 152, 153, 154, 155, 157,
158, 162, 169, 170, 177, 178, 184, 186, 192, 194, 197, 200, 202, 205, 210, 212, 214,
215, 216, 217, 225, 226, 227, 230, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 241, 245,
246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 255, 259, 261, va 265 dé — theo mdt phuong 4n
duoc uu tién két hop - diéu tri bénh ung thu thuc quan.

Do d6, theo khia canh khéac, sang ché mo ta viéc st dung cic peptit theo sang
ché - t6t hon 1a duoc két hop - dé diéu trj bénh ting sinh dugc chon tir nhém bao gbém
bénh CRC, bénh ung thu phéi, bénh ung thu ndo, bénh ung thu da day, bénh ung thu
than, bénh ung thu gan, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh bach cau,
bénh ung thu vi, caxinom t& bio Merkel, u melanin, bénh ung thu budng trimg, va
bénh ung thu thuc quan.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén peptit theo séng ché c6 kha ning gan két véi
phéan tir ctia phitc hgp twong thich mé chinh (MHC) nhém -I & ngudi hodc - & dang
kéo dai, nhu bién thé theo chiéu dai- MHC nhém -1

Séang ché con d& xudt cic peptit theo sang ché trong d6 (mdi) peptit nay gdm
hoac chu yéu bao gém trinh tu axit amin theo céac trinh tu tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 191.

Sang ché con dé xuét cac peptit theo sang ché, trong d6 peptit nay dugc cai bién
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va/hodc bao gdm cac lién két khong peptit.

Sang ché con dé xuit cac peptit theo sang ché, trong d6 peptit nay 1a mét phin
ctia protein dung hop, cu thé 1a duoc dung hop véi cic axit amin & dau tan cing N ciia
chudi bit bién lién quan dén khang nguyén HLA-DR (Ii), hodc dugc dung hop véi
(hodc vao trinh tu cia) khang thé, vi du nhu khang thé dic hiéu voi té bao dudi gai.

Sang ché con d& xuat axit nucleic ma héa céc peptit theo sang ché. Sang ché
con dé xuit axit nucleic theo sang ché 1a ADN, ADN b tro, APN, ARN hodc hdn hop
cua chung.

Sang ché con @ xuit vecto biéu hién c6 kha niang biéu hién va/hoic biéu hién
axit nucleic theo sang ché.

Sang ché con d& xuat peptit theo sang ché, axit nucleic theo sang ché hoic vecto
biéu hién theo sdng ché dé sir dung trong viéc didu tri bénh va dung lam thudc, cu thé
la trong viéc diéu tri bénh ung thu.

Sang ché con dé xuét khang thé dic hidu véi cac peptit theo sang ché hoic phtic
hop clia cac peptit nay theo sang ché véi MHC, va phuong phap tao ra chung.

Sang ché con dé xuit cac thu thé t bao T (TCR), cu thé 13 thu thé TCR hoa tan
(STCR) va céc thy thé TCR tach dong duoc thiét k& vao té bao T tu than hoidc khac
alen cling loai, va cac phuong phap tao ra ching, ciing nhu cic té bio NK hoic té bao
khac mang thu thé TCR néu trén hodc phan tmg chéo véi cic thu thé TCR nay.

Khang thé va céc thy thé TCR 14 c4c phuong 4n khac cua viée sit dung lidu
phap mién dich ctia peptit theo sang ché sau day.

Sang ché con dé xuit t& bao chu chira axit nucleic theo séng ché hoic vecto
biéu hién nhu dugc mo ta trén day. Sang ché con dé xuét té bao chi theo sang ché 1a té
bao trinh dién khang nguyén, va t6t hon néu 14 t bao dudi gai.

Sang ché con dé xudt phuong phép tao ra peptit theo sang ché, phuong phap
nay bao gdm budc nudi cdy té bao chi theo sang ché, va phén 1ap peptit ra khoi t& bao
ch nay hodc méi truong nudi cdy ciia né.

Sang ché con dé xudt phuong phap theo sang ché néu trén, trong d6 khang
nguyén dugc tai 1én céc phan tir cuia MHC nhém I hodc IT dugce biéu hién trén bé mat
ctia té bao trinh dién khéng nguyén thich hop hoic t& bao trinh dién khéng nguyén
nhan tao bang cich cho khang nguyén véi lwong du tiép xic véi t& bao trinh dién

khéng nguyén.
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Sang ché con dé xuét phuong phap theo sang ché trong d6 té bao trinh dién
khang nguyén chira vecto biéu hién c6 kha nang biéu hién hoic biéu hién peptit néu
trén c6 cée trinh ty tir SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No.: 191, tét hon 1a ¢6 c4c trinh tur tir
SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No. 68, hoic trinh tyr axit amin cta bién thé.

Sang ché con d& xuat cac t€ bao T hoat héa, dugc tao ra bang phuong phép theo
sang ché, trong d6 t& bao T nay nhan biét chon loc té bao bidu hién polypeptit chira
trinh tu axit amin theo sang ché.

Sang ché con md ta phuong phép tiéu diét t& bao dich & bénh nhan c6 t& bao
dich biéu hién bt thuong polypeptit chira trinh tu axit amin bat ky theo séng ché,
phuong phap niy bao gdm budc cho bénh nhéan st dung cac té bao T nhu duoc tao ra
theo sang ché véi luong hiru hiéu.

Sang ché con mé ta viée sir dung peptit bit ky nhu duoc mé ta, axit nucleic theo
sang ché, vecto biéu hién theo sang ché, t& bao theo sang ché, t& bao lympho T hoat
héa, thu thé té bao T hodc khéng thé hodc cac phén tr gén két voi peptit-MHC va/hoac
peptit khac theo sang ché 1am thubc hodc dé san xuit thude. Tét hon, néu thude nay c6
hoat tinh khdng ung thu.

Tt hon, néu thubc nay ding cho liéu phép té bio, vacxin hoic protein hoic
trén co s& thu thé TCR hoa tan hodc khang thé.

Sang ché con mé ta viée st dung theo sang ché, trong d6 céc € bao ung thu néu
trén 1a té bao CRC, ung thu phéi, ung thu ndo, ung thu da day, ung thu than, ung thu
gan, ung thu tuy, ung thu tuyén tién 1iét, bénh bach cau, ung thu vu, caxinom té bao
Merkel (MCC), u melanin, ung thu budng trimg, va ung thu thuc quén, va t6t hon néu
14 té bao CRC.

Sang ché con dé xuat cic dau 4n sinh hoc trén co s& peptit theo sang ché, duogc
goi & day 1a “dich” c6 thé duoc sit dung trong chan doén bénh ung thu, t5t hon néu 1a
bénh CRC. D4u 4n nay cé thé 13 su biéu hién qua muc cua chinh (céc) peptit, hoac su
biéu hién qua muc cta (cac) gen twong Gmg. Céc déu 4n nay cling ¢6 thé dugc st dung
dé du doan xac xuét thanh cdng cua viéc diéu tri, tdt hon néu 1a lidu phép mién dich,
va duoc uu tién nhit 14 liéu phap mién dich huéng cing dich dugc x4c dinh bing déu
4n sinh hoc nay. Vi du, kha’mg thé hodc thu thé TCR hoa tan c6 thé dugc st dung dé
nhudm cac miu khdi u dé phat hién sw c6 mit cta peptit quan tAm trong phirc hop véi

MHC.
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Tuy ¥y, khéng thé ¢6 chirc ning hiéu tmg khac nhu chira ving kich thich min
dich hodc doc t6.

Séang ché con moé ta viée sir dung viée st dung cac dich mdi nay trong nglt canh
diéu tri bénh ung thur.

Ca tmg dung trong diéu tri va chin do4n d6i v6i cac bénh ung thu khac déu
duoc bdc 16 trong phan moé ta chi tiét thém sau ddy cta cac san phém biéu hién co s&
(polypeptit) ctia peptit theo sang ché.

AKAPSF(cc‘)n duoc goi la AKAP95) mi héa thanh vién ciia ho protein gin A-
kinaza, bao gém c4c protein khung chtra ving gin két d6i voi cdu truc dudi phén tir
RI/RII cua protein kinaza A (protein kinase A: PKA) va tdp hop PKA va céc phén tir
truyén tin hiéu khéc dén vi tri dudi muc té bao dic hicu. AKAPS gfm két voi cAu trac
dudi phan tir RIT alpha ctia PKA va c6 thé déng vai trd trong su ngung tu thé nhidm
sdc trong qua trinh gidn phan bing cach huéng dich PKA va phirc hop condensin véi
cromatin (RefSeq, 2002). Su biéu hién cta protein AKAPS dugc diéu hoa ting dang
ké & bénh ung thu truc tring va bénh ung thu phdi va c6 lién quan dén sy biét hoa té
bao va loai mo6 bénh hoc, didu nay goi ¥ vai trd quan trong sy phat trién va tién trién
ctia khdi u. Su biéu hién cia AKAPS c6 tuong quan véi su biéu hién cta xyclin E va
xyclin D (Chen et al., 2012; Hu et al., 2013; Qi et al., 2015).

ARHGAP39 (con dugc goi 1a Vilse hodc CrGAP) ma héa protein hoat héa Rho
GTPaza tham gia vao su huéng din axon d4y qua trung gian thu thé Roundabout
(Robo) va su diéu hoa cac thay dbi bo khung té bao phu thuéc RAC (Hu et al., 2005).
ARHGAP39 thuong dugc diéu hoa ting trong dong t& bio ung thu bang quang
(Matsuda et al., 2011). ARHGAP39 tham gia vao sy di tra c¢6 dinh huéng cta céc té
bao néi mo (Kaur et al., 2008).

AURKB (con dugc goi la AIM-1) ma hoa aurora kinaza B, thanh vién cua ho
chung aurora kinaza clia céc serin/threonin kinaza. AURKB diéu hoa su phén ly cta
céc nhiém sic thé cling véi cac protein khéc trong qua trinh gi4n phan va gidm phan
bang cach két hop véi céc vi quan (RefSeq, 2002). Su biéu hién AURKB duoc didu
hoa ting trong céc loai bénh ung thu khic nhau, bao gdm bénh ung thu phéi, bénh ung
thu két-truc trang va bénh ung thu vu cling nhu bénh bach cau va do d6 c6 lién quan
dén su tién luong x4u. Vi thé, su phét trién cac chit tc ché AURKB dung cho liéu

phdp 1am sang 1a linh vyc quan tdm (Hayama et al., 2007; Pohl et al., 2011; Hegyi et
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al., 2012; Goldenson and Crispino, 2015). Su biéu hién qua mirc AURKB dan dén su
phosphoryl héa ctia histon H3 va tinh khéng 6n dinh ctia nhiém sic thé, yéu t6 quyét
dinh d6i véi su gay ung thu (Ota et al., 2002; Tatsuka et al., 1998). Hoat tinh cua
AURKB 1am gia ting mtrc d6 bién nap t& bao qua trung gian gen Ras gy ung thu
(Kanda et al., 2005).

C18orf21 (con dugc goi 1a XTP13) mi héa peptit chudi hemoglobin beta bat
thuong c¢6 lién quan dén su @c ché bénh nhidm virut HIV (Liu et al., 2011a; Aschauer
et al., 1983).

CCNB1 mi héa xyclin B1, protein diéu hoa lién quan dén qué trinh gidn phén.
N6 c6 hai san phdm phién ma khac, mét san phim dugc biéu hién chu yéu va san
phdm con lai dugc bidu hién chi yéu trong pha G2/M (RefSeq, 2002). CCNB1 mi hoa
xyclin B1, protein diéu hoa lién quan dén qué trinh gidn phan (RefSeq, 2002). CCNB1
1a khang nguyén khdi u da biét rd va su biéu hién qua mic CCNB1 di duge mb ta dbi
véi bénh ung thu v, bénh ung thu ving dau va cd, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh
ung thu két-truc trang, bénh ung thu phdi va bénh ung thu gan (Egloff et al., 2006).
CCNBI1 d3 dugc chiig minh 1a dugc didu hoa tdng trong nhiéu loai bénh ung thu thuc
thé khac nhau, bao gdm bénh ung thu két-truc trang, bénh ung thu v, bénh ung thu
phdi va bénh ung thu than. Sy diéu hoa giam CCNBI1 din dén su bét gitt chu trinh té
bao pha G2/M va tc ché sy tang sinh va su di tra (Chang et al., 2013; Sakurai et al.,
2014; Fang et al., 2014; Ding et al., 2014). Hién tuong da hinh di truyén trong gen
CCNBI1 c6 lién quan véi tinh man cam cta bénh ung thu vi, su tién trién va su séng
ctia phu nit Trung Quée (Li et al., 2013).

CCNB2 ma hoéa xyclin B2, thanh vién cua ho cac xyclin déng vai tro trong sy
diéu hoa chu trinh té bao (RefSeq, 2002). CCNB2 duoc didu hoa ting trong caxinom
tuyén két-truc trang (Park et al., 2007). CCNB2 dugc biéu hién qua mirc trong cac
khéi u khéc nhau ctia nguoi. Su biéu hién CCNB2 manh & cac t& bao khdi u ¢6 lién
quan dén su tién lwong x4u & cic bénh nhan mic bénh caxinom tuyén phdi va caxinom
vl xAm l4n (Takashima et al., 2014; Albulescu, 2013).

CCT7 mi héa chaperonin chtta cdu triic dudi phan tir 7 (eta) ctia phirc hop
TCP1 (CCT), tham gia vao viéc gip cudn phu thuéc ATP cua céc protein khac nhau
bao gém actin va hat éng. CCT7 duogc phat hién la mot phén cua mang ludi nhd

protein, d4u hiéu khac biét dang ké cua bénh ung thu két-truc trang giai doan mudn &
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nguoi (Nibbe et al., 2009).

CDC42BPG (con dugc goi 1a MRCKgama) ma héa protein kinaza gama gin
két CDC42 (gibng nhw DMPK), thanh vién cta ho kinaza gin két CDC42 lién quan
dén kinaza cua tinh loan dinh dudng chitc nang truong luc co (Ng et al., 2004).

CDC6 mi héa protein thiét yéu cho su khoi mao qua trinh sao chép ADN
(RefSeq, 2002). Su biéu hién CDC6 duge diéu hoa giam trong céc loai bénh ung thu
khac nhau bao gém bénh ung thu tGi mét, bénh ung thu ¢b tir cung va bénh ung thu
tuyén tién liét (Wu et al., 2009; Wang et al., 2009c; Robles et al., 2002; Shu et al.,
2012). CDC6 phdi hop véi c-Myc @ kich thich tinh khéng 6n dinh di truyén, su bién
nap gidng nhu khdi u va lam giam sy chét té bao theo chuong trinh (Chen et al.,
2014a). ATR giy ra su giam oxy khong khi hit vao dé kich thich su thoéi bién cta
CDC6. Su khoi mao qua trinh sao chép ADN duge didu hoa bing p53 nho tinh 6n dinh
protein Cdc6 (Duursma and Agami, 2005; Martin et al., 2012). '

CENPE ma héa protein E ctia doan trung tim, 312kDa, protein vin dong gidng
nhu kinesin tich lily trong pha G2 ctia chu trinh t& bao. CENPE dugc cho 14 mét trong
sb cac yéu t6 van dong gy ra su di dong ctia nhiém sic thé cua dong vat c6 va va/hoac
su kéo dai thé thoi (RefSeq, 2002). Su biéu hién CENPE c6 tuong quan déng k& véi
mtc d6 u than kinh dém va c6 thé bd tro cho céc thong s6 khic dé chan doan thoi gian
séng thém cua cac bénh nhan mic bénh u thin kinh dém (Bie et al., 2011). CENPE
duogc didu hoa ting trong cac khdi u budng trimg biéu md khang héa chét so véi cac
khéi u nhay héa chat (Ju et al., 2009). CENPE dugc didu hoa ting trong cac khéi u
tuyén yén tiét prolactin c6 tinh xdm nhap va tinh xam lan-x4m nhép (Wierinckx et al.,
2007).

CIRHI1A (con dugc goi 1a Cirhin) mi héa protein dang 1in cta thé nhiém sic
dién hinh 1A ciia bénh xo gan, protein chita doan lip lai WD40 khu tra trong hach
nhan. Protein ndy giy bénh xo gan & tré em An D6 ¢ ving Bic My (North American
Indian childhood cirrhosis: NAIC) (RefSeq, 2002). CIRHIA c6 thé diéu hoa ting yéu
t6 NF-kapaB kinh dién va c6 thé tham gia vao sy diéu hoa cua cic gen khéc chira cac
yéu t6 NF-kapaB. Diéu nay goi y rang CIRHIA c¢6 thé tac dong dén con dudng NF-
kapaB lién quan dén bénh ung thu (Yu et al., 2009). |

CNOT1 mi héa cdu tric dudi phén tir lién quan dén enzym cta phic hop

CCR4-NOT deadenylaza 1a chat diéu hoa quan trong cua su dich ma va tinh én dinh
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cuia ARN thong tin (Tto et al., 2011; Boland et al., 2013). Phat hién dugc hién tuong da
hinh nucleotit don (single-nucleotide polymorphism: SNP) trong gen CNOT1 cula
bénh sacom xuong va bach ciu nguyén bao lymphd cip tinh (acute lymphoblastic
leukemia: ALL) (Gutierrez-Camino et al., 2014; Bilbao-Aldaiturriaga et al., 2015).
Viéc lam can kiét CNOT1 lam 6n dinh cac ARN thong tin va su hoat hoa qué trinh gay
chét té bao theo chuong trinh qua trung gian stress ER (Tto et al., 2011).

COLI12A1 m3 héa chudi alpha ctia colagen typ XII, thanh vién ctia ho colagen
dang soi két hop véi cac vong xodn b ba gidn doan (fibril-associated collagens with
interrupted triple helices: FACIT) va do d6 1a mot phan cua khu6n nén ngoai bao
(extracellular matrix: ECM) (RefSeq, 2002). COL12A1 dugc biéu hién qua mirc & cac
bién thé khang thudc ctia dong té bao ung thu budng trimg (Januchowski et al., 2014).
O bénh ung thu két-truc trang, COL12A1 dugc biéu hién qua muc trong chét nén tao
md X0 bdi cac nguyén bao soi lién quan dén bénh ung thu va quanh cic nguyén bao
soi ndy, ciing nhu trong dong té bao ung thu trudc khi xdm l4n (Karagiannis et al.,
2012).

CYP2W1 mia héa thanh vién ctia ho chung sic t6 té bao P450 ctia cac enzym la
monooxygenaza c6 tac dung xuc tac nhidu phan Gmg lién quan dén sy chuyén héa dugc
chat va su téng hop cholesterol, steroit va cac lipit khac (RefSeq, 2002). CYP2W1
duoc biéu hién qua muc trong nhiéu loai bénh ung thu & ngudi bao gébm bénh ung thu
té bao gan, bénh ung thu két-truc trang va bénh ung thu da day. Su biéu hién qua muc
CYP2W1 c6 lién quan dén sy tién trién khéi u va thoi gian song thém ngén (Aung et
al., 2006; Gomez et al., 2010; Zhang et al., 2014e). Do su biéu hién dic hiéu khdi u,
CYP2W1 1a dich dugc chat quan tdm hodc chét hoat héa enzym cua cac tién duoc chét
trong li€u phap ung thu (Karlgren and Ingelman-Sundberg, 2007; Nishida et al., 2010).

ECT2 mi hoéa protein bién nap té bao bidu mé 2, yéu t§ trao dbi guanin
nucleotit va su bién nap protein c6 lién quan dén cac yéu t6 trao ddi dic hiéu Rho va
chét didu hoa chu trinh t& bao (RefSeq, 2002). ECT2 duoc biéu hién qué mirc 1a do su
khuéch dai gen dic hiéu khéi u trong nhiéu loai khéi u cua nguoi bao g@)m bénh ung
thu phé)i, bénh ung thu buéng tring, bénh ung thu da day va bénh ung thu tuy. ECT2
la yéu td quan trong cua qua trinh tang sinh, sy di trd, xam 14n t€ bao va su tao khéi u
(Fields and Justilien, 2010; Jin et al., 2014). Protein kinaza C iota va ECT2 hoat hoa
thong qua su truyén tin hiéu MEK/ERK kiéu hinh ctia té bao khoi mao khéi u & bénh
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ung thu budng tring (Wang et al., 2013¢). ECT2 ciia nhan wu tién gén két v6i Rho
GTPaza Racl va dan dén su bién nap cua t€ bao thong qua su hoat héa Racl, trong khi
ECT2 cuta chit t bao gin két v6i Rho GTPaza RhoA va din dén su tao thanh rinh
phén chia chét t bao thdong qua su hoat hdéa RhoA (Su et al., 2011; Huff et al., 2013).

GPR56 m3 héa thu thé G1 duogc lién két véi protein G dinh bam (adhesion G
protein-coupled receptor G1: ADGRG1), yéu t6 diéu hoa sy tao hinh vé nio. GPR56
gin két dic hidu voi transglutaminaza 2, chat tc ché sy tién trién khéi u (RefSeq,
2002). GPR56 e ché su tao khéi u bang cach e ché su phét trién khdi u va su di can
6 bénh u melanin va bénh ung thu tuyén tién liét. Vai trd trong céc loai bénh ung thu
khac duong nhu phiic tap, ¢6 thé 1a do kha nang thay ddi cua cac bién thé ghép khac
nhau ctia GPR56 d hoat héa céc yéu t6 phién ma nhu ddi véi cac yéu té dap tmg c-
myc va p53 (Kim et al., 2010b; Xu et al., 2010; Yang and Xu, 2012). GPR56 trc ché su
san sinh VEGF tir c4c t& bao u melanin va can tré su tao mach va phat trién cta ching
bang con dudng truyén tin hiéu lién quan dén protein kinaza C alpha (Yang et al.,
2011a). »

HS6ST2 ma hoa thanh vién cia ho gen heparin sulfat (heparin sulfate: HS)
sulfotransferaza. HS6ST2 xuc tic su truyén sulfat dén HS (RefSeq, 2002). HS6ST2
duoc biéu hién qua muc trong cac loai bénh ung thu khac nhau bao gém bénh ung thu
tuyén giap, bénh ung thu két-tryc trang va bénh ung thu budng trimg va c6 lién quan
dén su di tra, su xam nhép va su tién luong x4u (Backen et al., 2007; Hatabe et al.,
2013; Di et al., 2014). TGF-beta kich thich su di cin bénh ung thu bang cach kich
thich sy san sinh HS6ST2 va IL-11 (Pollari et al., 2012). HS6ST2 14 yéu té didu hoa su
tao mach dép Ung lai con dudng truyén tin hiéu EGF, FGF2 va VEGF (Ferreras et al.,
2012; Cole et al., 2014).

IER3 (con dugc goi 1a IEX-1) ma hoa tic thi sy dép ing giai doan sém 3 c¢6 tac
dung bao v¢ céc té bao khoi su chét theo chuong trinh do Fas hodc yéu t6 hoai tir khdi
u alpha gy ra (RefSeq, 2002). Su diéu hoa giam mirc 6 biéu hién IER3 & bénh ung
thu buéng tring, bénh ung thu tuy, bénh ung thu mau, bénh ung thu vi va bénh ung
thu két-trye trang, u lympho va u tiy c6 lién quan dén su tién luong t6t hodc xAu, tuy
thude vao loai va giai doan tién trién ctia khéi u va tao ra protein, déu 4n sinh hoc ¢6
gi4 tri, mot minh hodc két hop véi cac gen khac (Wu et al., 2013). Sy biéu hién gen

IER3 déng vai trd quan trong trong viéc didu hoa su chét t& bao theo chuong trinh va
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su phat trién ctia té bao theo con dudng tich cuc hodc tiéu cyc. Su biéu hién qua muc
ctia IER3 1am cho mét s6 t& bao nhay véi su chét t& bao theo chuong trinh va thic déy
su tién trién cta chu trinh t& bao, nhung lam gidm muc d6 ting sinh ciia cac t& bao
khéc, trong khi sy phd v& mtrc do biéu hién cta IER3 ¢6 lién quan dén viéc lam giam
cé su chét t& bao theo chuong trinh va sy tién trién cta chu trinh té bao (Zhang et al.,
2011a). IER3 can tré mdt sb con duong truyén tin hiéu nhét dinh, cu thé 1a NF-kapaB,
MAPK/ERK va PI3K/Akt. Cac md hinh trén chudt ciing cho thay su lién quan cta
muc d6 biéu hién IER3 véi chite nang mién dich (Arlt and Schafer, 2011; Wu, 2003).

ITPR3 mi héa thu thé cta inositol 1,4,5-trisphosphat chtta kénh canxi & dau tin
cing C va vi tri gén két phéi tir & ddu tan cing N. ITPR3 dong vai trd trong su ngoai
tiét, qua trinh chuyén hoéa ning lugng va sinh truéng co ban (RefSeq, 2002). ITPR3
duoc biéu hién qua muc trong mot vai loai bénh ung thu bao gém bénh ung thu Kkét-
truc trang, bénh ung thu da day va bénh ung thu va va cé lién quan truc tiép VOl su
tién trién bénh ung thu va mic d6 xam 14n cta khéi u (Shibao et al., 2010; Mound et
al., 2013; Sakakura et al., 2003). Akt co thé bao vé céc té bao theo cach phu thude
ITPR3-d6i v&i su chét té bao theo chuong trinh bang cach lam giam muc do giai
phéng Ca2+ tir luéi ndi bao twong (Marchi et al., 2012).

KCNN4 (con dugce goi 1a KCa3.1 hodc hIKCal) ma hdéa mét phén kénh kali
khong phu thugc dién ap cua di tetrame dugc hoat hoa bdi canxi trong t€ bao. Su hoat
héa kénh nay dugc thuc hién bang cach phén cuc hoa ting & mang dé kich thich dong
vao clia canxi (RefSeq, 2002). KCNN4 dugc didu hoa ting trong vai bénh ung thu bao
gdm bénh ung thu v, bénh ung thu phdi va bénh ung thu tuyén tién liét va c6 lién
quan dén su ting sinh t€ bao va sy phat trién khéi u (Chou et al., 2008; Lallet-Daher et
al., 2009; Haren et al., 2010; Bulk et al., 2015). Su @c ché KCNN4 diéu hoa ndng do
clia cac gde oxy c6 kha ning phan tng (reactive oxygen species: ROS) va kich thich
su hoat hoa p53 dé tc ché su phat trién va su di trt ctia cac t& bao va dan dén sy chét
té bao theo chwong trinh (Liu et al., 2015b).

KIRREL (con dugc goi 1a NEPH1) mé héa thanh vién ciia ho protein gidng nhu
nephrin c6 cac thanh vién tuong téc v6i ving chit té bao ctia podocin (RefSeq, 2002).

KLK10 (con dugc goi la NES1) ma héa thanh vién cuia ho chung kallikrein cta
serin proteaza déng vai trd trong su gdy ung thu va ¢6 tiém ning 1am d4u 4n sinh hoc

(RefSeq, 2002). KLK10 duoc didu hoa ting trong bénh ung thu rudt két, bénh ung thu
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buéng trimg va bénh ung thu da day nhung duoc didu hoa giam trong bénh ung thu v,
bénh ung thu phéi va bénh ung thu tuyén tién liét (Yousef et al., 2005; Feng et al.,
2006; Zhang et al., 2010; Li et al., 2001). Sy 1am b4t hoat biéu sinh ctia KLK10 dugc
duy tri bing cach truyén tin hiéu TGFbeta/Smad trong khi su diéu hoa ting KLK10
duogc kich thich bang cach hoat héa sy truyén tin hiéu Ras/MEK/ERK va PI3K/Akt
(Paliouras and Diamandis, 2008; Papageorgis et al., 2010).

LIG1 1a gen stra chita ADN lién quan dén con dudng stra chita bang cach cét bo
nucleotit (nucleotide excision repair: NER) Vél sita chita bing cach cit bd bazo (base
excision repair: BER). Hién tuong da hinh nucleotit don LIG1 c¢6 lién quan dén nguy
co bénh ung thu phdi, bénh ung thu mang trong tir cung va u than kinh dém (Doherty
etal., 2011; Lee et al., 2008b; Liu et al., 2009).

LSG1 mé héa nhan ciia cau tric dudi phan tir 1én 60S xxport GTPaza 1. Protein
nay 1a cin thiét cho kha ning séng ctia t& bao va c6 thé khu tra trong ludi ndi bao
tuong, nhan va chét té bao (RefSeq, 2002).

LSM14B (con duoc goi la RAPS55B) ma hda thanh vién cua ho ving LSM
(gidng nhuw Sm) tham gia vao su chuyén héa ARN, sy diéu hoa pha G2/M nguyén
phén, sy tc ché dich ma, su két hop vao cac hat mRNP, su tao ra thé P va sy khu tra
hat trong tam (Marnef et al., 2009; Albrecht and Lengauer, 2004).

MAGED2 ma héa ho khang nguyén u melanin D2, thanh vién cua cum MAGE-
D méi duge xéc dinh trong Xpl11.2, diém néng cua sy chadm phat trién tAm than lién
quan dén nhiém sic thé X. MAGED2 duoc biéu hién & khip noi véi mirc d6 biéu hién
cao & ving ndo cu thé va trong té bao k& ctia tinh hoan. MAGED2 14 yéu t& diéu hoa
4m tinh tiém ning cta hoat tinh p53 kiéu dai (Langnaese et al., 2001; Papageorgio et
al., 2007). Su biéu hién qua mitc MAGED?2 ¢6 lién quan dén u melanin, bénh ung thu
v va bénh ung thu rudt két (Li et al., 2004; Strekalova et al., 2015).

MAGEF1 mé hoéa thanh vién ctia ho chung khang nguyén u melanin (melanoma
antigen: MAGE) chtra doan 1dp lai v€ tinh nho va duoc biéu hién & khép noi, diéu nay
goi v vai trd trong sinh ly hoc ciia té bao binh thudng (Stone et al., 2001). Flavopiridol
gdy e ché su tang sinh t& bao khdi u ctia ngudi va su diéu hoa giam MAGEF1 & cac
dong t& bao khdi u khéc nhau & ngudi (Lu et al., 2004). MAGEF1 dugc bidu hién qua
murc déng ké trong cac mé ung thu két-truc trang (Chung et al., 2010).

MDHI1 ma hoéa malat dehydrogenaza, enzym xuc tac sy oxy héa thuan nghich
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ctia malat thanh oxaloaxetat bing cach sir dung hé déng yéu t6 NAD/NADH trong chu
trinh axit xitric. MDH1 dugc khu tri v6i chét té bao va c6 thé déng vai trd quan trong
trong thoi malat-aspartat dé thuc hién su phdi hop chuyén héa gitta phan bao tan va ty
thé (RefSeq, 2002). Trong u nguyén bao xdp, MDHI1 14 dich ctia vai tiéu ARN dugc
diéu hoa giam va sy biéu hién ctia né duge e ché. Cling véi cc gen ngan chin khéi u
hodc gen gy ung thu di biét, MDH1 c6 thé gitip phan biét u than kinh dém mtc do
thép v6i u than kinh dém muc d6 cao (Lages et al., 2011; Kounelakis et al., 2013).
MDHI1 ﬁuqc biéu hién qua mirc & u tuyén yén t& bao null va u té bao hat tuyén mang
tai ctia tuyén gidp (Hu et al., 2007; Baris et al., 2004).

MYO10 mi héa thanh vién cia ho chung myosin biéu hién myosin khéng binh
thudng. N6 c6 chie nang lam phan tir van dong trén co s& actin va dong vai tro trong
su dinh gén cua F-actin va bd khung t& bao vi quan trong qua trinh giam phan (RefSeq,
2002). MYO10 duogc biéu hién qud muc trong vai bénh ung thu thuc thé, bao gém
bénh ung thu vi va bénh ung thu phéi va c6 lién quan dén su di can, sy di bao va kiéu
hinh xam 14n (Cao et al., 2014; Sun et al., 2015b; Courson and Cheney, 2015). Thé dot
bién p53 kich thich.

NCAPG mi héa cu triic dudi phan tr G cia phitc hop ngung tu khéng SMC I
gdy ra sy ngung tu va lam 6n dinh cac nhiém sic thé trong qué trinh gidn phin va giam
phan (RefSeq, 2002). NCAPG dugc diéu hoa gidm & cic bénh nhan mic bénh da u
tiy, bénh bach cau tiy bio cp tinh, va céc té bao bach cau tir mau hodc t& bao u tiy
(Cohen et al., 2014). NCAPG c¢6 thé 1a gen khang nhidu duoc chit & bénh ung thu két-
trye trang (Li et al., 2012). NCAPG duoc diéu hoa ting & mic cao trong kiéu phu ky
nhudm mau clia caxinom t& bao cta ngudi ma khong & caxinom t€ bao thin binh
thuong ctia nguoi (Kim et al., 2010a). Sy diéu hoa ting ctia NCAPG ¢6 lién quan dén
su tién trién u melanin (Ryu et al., 2007). NCAPG c6 lién quan dén u melanin mang
mach nho (Van Ginkel et al., 1998). NCAPG c6 sy biéu hién thay ddi & cac té bao
khéi u khéc nhau (Jager et al., 2000).

NDRG?3 ma héa thanh vién cta cic gen dugc diéu hoa xubi dong N-myc — 14
gen duoc biéu hién ¢ mic cao trong tinh hoan, tuyén tién 1iét va budng tring va c6 thé
déng vai tro trong sy sinh tinh trung (Zhao et al., 2001). NDRG3 c6 thé c6 tac dung
lam gen trc ché khdi u trong céc loai bénh ung thur khac nhau bao gdm ca bénh ung thu

bang quang (Yang et al., 2013; Tsui et al., 2015). NDRG3 ¢6 tac dung lam gen khoi
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dau coa khdi u trong bénh ung thu tuyén tién liét trong d6 sy biéu hién duoc didu hoa
tang din dén toc do sinh trudng tang 1én, mic d6 di tru cao hon va gay ra sy hoa van
dong tao mach. Su diéu hoa tdng cia NDRG3 c6 lién quan dén kiéu hinh 4c tinh & cac
té bao ung thu ciia té bao gan (Wang et al., 2009b; Fan et al., 2011).

NOL11 mi héa protein 11 cia hach nhan 13 yéu t§ can thiét cho su phién ma
ADN téi t6 hop t61 uu trong su phat sinh sinh vat cta ribosom (Freed et al., 2012;
Griffin et al., 2015). Nol11 14 yéu t§ twong tic ctia gen ngin chin khdi u BRCA1 & v
va budng trimg (Hill et al., 2014).

PLAGL2 mi héa thanh vién ciia ho gen u tuyén da hinh (pleiomorphic adenoma
gene: PLAG) va 14 protein ngén tay k&m nhén biét ADN va/hoic ARN (Kas et al.,
1998). PLAGL2 c¢6 tac dung lam tién gen gdy ung thu trong nhiéu loai bénh ung thu
bao gém bénh bach cau, u than kinh dém, bénh ung thu két-truc trang va caxinom
tuyén phdi. Ciing c¢6 bang chimg ring PLAGL2 c6 thé ¢6 tac dung 1am gen ngan chin
khdi u bang cach khoi mao sy bat gitr chu trinh t& bao va sy chét té bao theo chuong
trinh (Yang et al., 2011b; Hanks and Gauss, 2012; Liu et al., 2014a). PLAGL2 ngan
nglra su thodi bién proteosom ctia E3 ubiquitin ligaza Pirh2 ¢6 tac dung didu hoa tinh
6n dinh ctia p53. Su biéu hién PLAGL2 ciing lam ting ndng do p73 va didu hoa tdng
cac gen dich p73 nhu p21 va Bax (Zheng et al., 2007; Hanks and Gauss, 2012;
Landrette et al., 2005).

PTCD2 mi héa protein 2 ctia viing 1ap lai clia pentatricopeptit c6 thé lién quan
dén viéc xir ly cac san phim phién ma ARN, bao gdm cé sic t6 té bao b ¢6 ngudn gbe
tir ADN ty thé. Su réi loan chirc ning cta protein nay c6 thé ¢ vai trd trong nguyén
nhan cua bénh suy tim (Xu et al., 2008).

RADS54 mi héa protein thudc vé ho chung helicaza gibng nhw DEAD. N6 ¢4
tinh twong ddng voi Saccharomyces cerevisiae RAD54 va RDH54, ¢4 hai loai nay déu
lién quan dén sy tai tb hop tuong dong va stra chita ADN. Protein nay géin két voi
ADN sgi kép, va c6 hoat tinh ATPaza khi c¢6 mit ADN. Gen nay duoc biéu hién &
mtc cao trong tinh hoan va lach, didu ny goi ¥ vai trd tich cyc trong sy tai t& hop
nguyén phan va giam phan (RefSeq, 2002). Quan st duoc cac dot bién ddng hop ti
ctia RAD54B trong u lymphd nguyén phét va bénh ung thu rudt két (Hiramoto et al.,
1999). RADS54B khang lai tac dung lam mat 6n dinh hé gen cua su gén két truc tiép
ctia RADS1 véi ADN soi kép trong céc té bao khdi u ctia nguoi (Mason et al., 2015).
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RNASEH2A m3 héa thanh phan cia enzym ribonucleaza typ II di trime H va 1a
nguén chu yéu cua hoat tinh ctia n6. RNASEH2A 1a endonucleaza va duoc du doan 1a
loai bo cac doan mdi ARN clia doan Okazaki trong khi 1am dimg qué trinh tdng hop
soi ADN (RefSeq, 2002). RNASEH2A duoc didu hoa ting trong cac té bio mim trung
md duge bién nap va dugc biéu hién qua mic trong nhiéu té bao ung thu, bao gdm
bénh ung thu tuyén tién liét xAm I4n. Viéc 1am giam RNASEH2A tc ché su phét trién
khong phu thude sy ¢d dinh nhung khéng lam thay dbi sy tang sinh ctia céc t& bao ung
thu (Flanagan et al., 2009; Williams et al., 2014).

RRM1 mi héa ribonucleotit reductaza M1, enzym thiét yéu cho sy san sinh
deoxyribonucleotit truéc khi tng hgp ADN trong pha S ctia sy phan chia t& bao. Gen
nay 1a mot trong sd vai gen ndm trong ving gen in vét ctia 11p15.5, ving gen tic ché
khdi u quan trong (RefSeq, 2002). RRM1 tham gia vao su didu hoa qué trinh tdng sinh
t€ bao, su di bao, su tao khdi u va su phat trién di can. Cac nghién ctru voi s6 luong
16n bénh nhin mic cac loai bénh ung thu khéc nhau nhu bénh ung thu phéi, bénh ung
thu tuy, bénh ung thu va va bénh ung thu da day thiét lap gia tri chin doan hodc du
doan ciia RRM1 (Carvalho et al., 2009; Jordheim et al., 2011; Wang et al., 2013d).
Chét tuong tu nucleosit 1a gemcitabine, chét héa trj liéu phé bién trong viéc didu tri
bénh ung thu, huéng dich RRM1 (Jordheim and Dumontet, 2013).

SERPINBS (con dugc goi 1a maspin) ma hoa thanh vién 5 cta don vi huyét
thong don t6 B ctia chit Gc ché serpin peptidazat dugc dic trung bdi gen ngédn chian
khdi u nhém II trén co s& kha ning ctia né trong viéc kich thich sy chét té bao theo
chuong trinh va tc ché su xam nhap t€ bao va su tao mach (Bailey et al., 2006).
SERPINBS vira 1a gen danh déu phan tir ¢ gia tri ding dé chin doan vira 1a d4u hiéu
du doan d tién luong nhiéu loai bénh ung thu bao gém bénh ung thu v, bénh ung thu
phdi, bénh ung thu viing diu va b, bénh ung thu miéng va bénh ung thu tuyén tién liét
(Marioni et al., 2009; Lonardo et al., 2010; Sager et al., 1996; Sheng, 2004).
SERPINBS c6 tic dung lam chét diéu hoa hoat tinh cia HDAC1 ndi sinh va tuong tic
v6i con dudng ciia gen ngin chin khdi u p53 (Maass et al., 2000; Kaplun et al., 2012).

SEZ6L2 mi héa protein lién quan dén con dong kinh ndm trén bé mit té bao va
duoc lam giau trong céc té bao beta cua tuy (RefSeq, 2002; Stutzer et al., 2013). Su
biéu hién ctia SEZ6L2 duge diéu hoa tdng trong bénh ung thu phéi va mic do biéu

hién cao hon c6 lién quan dén thoi gian séng thém ngén hon (Ishikawa et al., 2006).
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SMARCA4 (con dugc goi 1a BRG1) ma hda thanh vién cta céc protein chira
helicaza v ATPaza ctia ho SWI/SNF 1 mot phan ctia phirc hop SWI/SNF tii mé hinh
héa cromatin phu thuéc ATP 16n. Phitc hop nay 1a yéu t6 can thiét dé hoat héa su
phién ma cc gen thuong bi e ché bdi cromatin (RefSeq, 2002). SMARCA4 ¢6 tac
dung 1am gen ngan chin khéi u va duoc didu hoa giam qua cac dot bién trong céac thuc
thé bénh ung thu khic nhau bao gém bénh ung thu vi1, bénh ung thu phdi va bénh ung
thu rudt két. Mac SMARCA4 thép c6 lién quan dén su tién trién khdi u nhu sy dot
bién va sy x4m nhdp (Medina and Sanchez-Cespedes, 2008; Bai et al., 2013b;
Reisman et al., 2003; Wang et al., 2016). SMARCA4 c¢6 lién quan dén vai gen ngin
chin khdi u va céc protein lién quan dén khdi u quan trong nhu p53, pl6INK4a,
hTERT va Akt (Medina and Sanchez-Cespedes, 2008; Becker et al., 2009; Naidu et
al., 2009; Liu et al., 2014b; Wu et al., 2014a).

SMC2 (con dugce goi la CAP-E hodc SMC2L1) ma héa thanh vién cta ho cac
nhiém séc thé duy tri cdu tric 13 yéu t6 quan trong cho su ngung tu thé nhiém sic phén
bao va su sira chita ADN (RefSeq, 2002). Gen SMC2 duoc bién dbi bang cach dot
bién x6 dich khung va lam mét biéu hién & bénh ung thu da day va két-truc trang bfmg
tinh khéng 6n dinh vé tinh nho, diéu nay goi y ring SMC2 ¢6 thé c6 lién quan dén sinh
bénh hoc khdi u (Je et al., 2014). Su bién dbi gen SMC2 c6 thé dong vai trd trong tinh
khong 6n dinh hé gen, dé thuc ddy su tich lity cac thay dbi khac trong u lympho lién
quan dén bénh viém mang phdi mi (Ham et al., 2007).

SVIL mi héa supervillin, protein sinh d6i c¢6 cac ving & du tin cliing amin va
carboxy khac biét dudng nhu c6 tac dung trg gitp trong viéc lp rap myosin II trong
khi phat tan t& bao va loai bé sy bam dinh trung tAm (RefSeq, 2002). SVIL duoc didu
hoa giam déng ké trong mé ung thu tuyén tién liét chii yéu bang cach metyl hoa gen
khoi dau (Vanaja et al., 2006). SVIL diéu hoa sy séng ctia té bao bing cach kiém soét
ndng d p53. Sy biéu hién SVIL 14 can thiét cho mdi lién hé chéo gifta con dudng
truyén tin hiéu su séng va con dudng di dong ctia t& bao (Fang and Luna, 2013).

TMEM222 mi héa protein xuyén mang 222 nim trén nhiém sic thé 1p36.11
(RefSeq, 2002).

ZNF679 ma hoda protein ngoén tay kém chira ving KRAB (hop lién quan dén
Kriippel) ¢6 tac dung lam yéu t6 phién ma. Ving gen khéi dau ctia ZNF679 duoc gin
két boi gen dong e ché KAP1 va H3me3K9 (su trimetyl hoa histon 3 clia lysin 9)
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(O'Geen et al., 2007).

Su kich thich dap tmg mién dich phu thudc vao su c6 mit cia cac khéng
nguyén duoc nhan biét 1a khang nguyén ngoai lai boi hé mién dich cua vat chi. Viée
phéat hién ra su tn tai ctia cdc khang nguyén lién quan dén khéi u 1am gia ting kha
ning st dung hé mién dich ciia vt cha dé can thi€p vao sy phat trién cua khdi u.
Nhiéu co ché khac nhau khai thac ca nhanh thé dich va nhanh t& bao ctia hé mién dich
hién dang dugc khai thac cho 1iéu phap mién dich d6i voi bénh ung thu.

Céc yéu t6 ddc hidu cua dap ing mién dich té bao c6 kha ning nhin biét dic
hidu va pha hity cac t& bao khdi u. Su phén 1ap té bao T ra khoi quin thé té bao thim
nhiém khdi u hodc ra khoi mau ngoai vi goi ¥ rang cic té bao nay déng vai trd quan
trong trong hang rao mién dich tu nhién d6i v6i bénh ung thu. Cu thé, cac t& bao T
dwong tinh véi CD8, nhan biét cic phan tir nhém I cia phirc hop twong thich mé chinh
(MHC)-mang céc peptit thuong c6 tir 8 dén 10 gbc axit amin c¢6 ngudn gdc tir protein
hodc san phim ribosom khiém khuyét (DRIP) nim & phén bao tan, déng vai trd quan
trong trong dép Umg nay. Cac phan tt MHC cua nguoi con duge goi 1a khang nguyén
bach ciu & ngudi (HLA).

Khi dugc sir dung & day va ngoai trir khi dugc luu y theo cach khéc, tit ca cac
thuat nglt dugc dinh nghia nhu dugce dua ra dudi day.

Thuét ngit “d4p tng cia té bao T c6 nghia 14 su ting sinh va hoat héa dic hiéu
ctia chirc nang hiéu tmg duoc tao boi peptit in vitro hodc in vivo. Pbi véi cac t bao T
gay ddc té bao duoc gi6i han bdi MHC nhém I, chtic nang hidu tng c6 thé 13 su phén
giai té bao dich dugc tao xung peptit, t& bao dich duoc tao xung tién chit peptit hoic té
bao dich trinh dién peptit trong tu nhién, sy tiét ra xytokin, t5t hon néu 13 interferon-
gama, TNF-alpha, hodc IL-2 dugc cam tng béi peptit, su tiét ra cac phan tir tic dong,
t6t hon néu 1a granzym hoic perforin duwoc cam tmg béi peptit, hodc sw mét hat.

Thuat nglt “peptit” dugc sir dung & day dé chi day géc axit amin, thuong dugc
lién két voi nhau bang céc lién két peptit gitta cdc nhém alpha-amino va nhém
cacbonyl clia cac axit amin 1ién ké. TSt hon, néu peptit nay ¢ 9 axit amin trong chiéu
dai mach, nhung c6 thé chi 1a peptit mach ngén ¢6 8 axit amin trong chiéu dai mach,
va ¢6 thé co mach dai d&n 10, 11, 12, 13, hodc 14 axit amin hodc nhiéu hon trong
chiéu dai mach va trong trudng hop cac peptit cia MHC nhém II (c4c bién thé kéo dai
cua peptit theo sang ché), chung cé thé c6 mach dai t4i 15, 16, 17, 18, 19 hoac 20 axit
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amin hodc nhiéu hon trong chiéu dai mach.

Ngoai ra, thudt nglt “peptit” s& bao gém cic mudi ctia diy gdc axit amin,
thuong duoc lién két v6i nhau bang cic lién két peptit gitta nhém alpha-amino va
nhém cacbonyl cia céc axit amin lién k&. Tt hon, néu cac mudi nay 1a mudi dugc
dung cua peptit, vi du nhu cdc mubi clorua hodc axetat (trifloaxetat). Can luu ¥ ring
cac mudi ciia peptit theo sang ché khéc biét dang ké vai peptit néu trén vé (cac) trang
thai cia chung in vivo, do cac peptit nay khong 1a mudi in vivo.

Thuét ngit “peptit” con bao gém “oligopeptit”. Thuét ngit “oligopeptit” dugc st
dung & day dé chi day gdc axit amin, thuong duoc lién két v6i nhau bing cac lién két
peptit gitta nhém alpha-amino va nhém cacbonyl ciia cac axit amin lién ké. Khong c6
gi6i han v& chiéu dai cua oligopeptit theo sdng ché, mién 13 mét hodc nhidu epitop
dung duoc gilt nguyén & day. Céc oligopeptit thuong chﬁa it hon 30 gbc axit amin
trong chidu dai mach, va chira nhiéu hon 15 axit amin trong chiéu dai mach.

Thuét ngit “polypeptit” dé chi day gbc axit amin, thuong duge lién két voi nhau
bang céc lién két peptit gitta nhom alpha-amino va nhém cacbonyl clia cdc axit amin
lién k& Khéng c6 gii han vé& chiu dai cta polypeptit theo sang ché mién 1a céc
epitop dung dugc gitt nguyén. Trai voi cac thudt ngit peptit hodc oligopeptit, thuat ngi
polypeptit d& chi cac phan tir chita nhiéu hon khoang 30 gdc axit amin.

Peptit, oligopeptit, protein hodc polynucleotit ma héa phén tir ndy cé tinh “gay
mién dich” (va do d6 1a “chat sinh mién dich” trong pham vi ctia sang ché), néu 12 chét
¢6 kha niang gy dap tng mién dich. Trong trudng hop ciia sang ché, tinh sinh mién
dich dugc dinh nghia cu thé hon 1a c6 kha ning gdy ra dap tmg ctia t bao T. Do do,
thut ngft “chét sinh mién dich” s& 1a phéan tir c6 kha ning giy ra dép tng mién dich,
va trong trudng hop ciia sang ché, phén tir ¢6 kha ning gy ra dép ung cua té bao T.
Theo khia canh khéc, chét sinh mién dich c¢6 thé 1a peptit, phiic hop ctia peptit véi
MHC, oligopeptit, va/hodc protein dugc str dung & tao ra khang thé dic hiéu hodc cac
thu thé TCR khang lai né.

Thuét ngft “epitop” ctia té bao T nhém I can peptit mach ngan duoc gin két voi
thu thé MHC nhém 1, tao ra phic hop béc ba (chudi alpha ctia MHC nhém I, beta-2-
microglobulin, va peptit) ma cd thé dugc nhan biét béi té bao T mang thu thé té bao T
tuong Gng gin két voi phitc hop MHC/peptit ¢6 4i luc thich hop. Céc peptit gan két

v6i cac phan tir cia MHC nhém I thuong c6 tir 8 dén 14 axit amin trong chidu dai
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mach, va théng thuong nhét 13 ¢6 9 axit amin trong chiéu dai mach.

O ngudi, c6 ba locus di truyén khac nhau mi héa cc phan tir MHC nhém I (cac

phén tt MHC ctia nguoi con duge ky hi¢u 1a cac khang nguyén bach cau ctia nguoi

(HLA)): HLA-A, HLA-B, va HLA-C. HLA-A*01, HLA-A*02, va HLA-B*07 1a cac

vi du v& cac alen cia MHC nhém I khac nhau c6 thé duoc biéu hién tir cac locus nay.
Bang 5: Tan suét biéu hién F cia HLA-A*02 va HLA-A*24 va cac kiéu huyét
thanh HLA-DR phé bién nhét. Tan suit duoc x4c dinh tir tAn suit kiéu don Gf trong

quan thé dan s M§ duoc lam thich tng theo tai liéu ciia Mori va cic dong tac gia

(Mori et al., 1997) sir dung cong thirc Hardy-Weinberg F=1-(1-Gf)2. T6 hop cta A*02

hoiic A*24 véi mot sb alen HLA-DR nhét dinh c¢6 thé duoc 1am gidu hodc véi tn suit

it hon tan suat du kién tir c4c tan s6 riéng 1¢ ctia chiing do sy mat can bang lién két. Bé

hiéu chi tiét hon, xem tai liéu ctia Chanock va cac déng tac gia (Chanock et al., 2004).

Alen Quﬁn thé Kiéu hinh t@h duoc tir tan
suat alen
A*02 Nguoi da tring (Bic M¥) 49,1%
A*02 Ngudi My gbc Phi (Bic M¥) 34,1%
A*02 Nguoi My gbe A(Bic M¥) 43,2%
A*02 Ngudi M§ La-tinh (Bic M) 48,3%
DRI Nguoi da trang (Bic M) 19,4%
DR2 Nguoi da trang (Bic M) 28,2%
DR3 Nguoi da trang (Bic M) 20,6%
DR4 Nguoi da tring (Bac M¥) 30,7%
DR5 Nguoi da tring (Bic M¥) 23,3%
DR6 Ngudi da tring (Bic M¥) 26,7%
DR7 Nguoi da tring (Bic M) 24.8%
DRS Ngudi da tring (Bic My) 5,7%
DR9 Nguoi da tring (Bic My) 2,1%
DR1 Ngudi (Béc) My gbc Phi 13,20%
DR2 Nguoi (Béc) My gbe Phi 29,80%
DR3 Ngudi (Bic) My gbe Phi 24.80%
DR4 Nguoi (Bic) My gbc Phi 11,10%
DR5 Ngudi (Bic) M§ gbe Phi 31,10%
DR6 Nguoi (Bic) My gbc Phi 33,70%
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Alen Quén thé Kiéu hinh tinh duoc tir tan
suat alen
DR7 Nguoi (Bic) M§ gbc Phi 19,20%
DRS Ngudi (Bic) M§ gbe Phi 12,10%
DRY Ngudi (Béc) My gbe Phi 5,80%
DR1 Nguoi (Bic) My gbe A 6,80%
DR2 Nguoi (Bic) M§ gbe A 33,80%
DR3 Nguoi (Bic) My gbe A 9,20%
DR4 Nguoi (Bic) M§ gbe A 28.60%
DR5 Nguoi (Bic) My gbe A 30,00%
DR6 Nguoi (Bic) My gbe A 25,10%
DR7 Nguoi (Bic) My gbc A 13,40%
DRS Ngudi (Béc) My gbe A 12,70%
DRY Nguoi (Bic) My goc A 18,60%
DR1 Ngudi (Bic) M§ La-tinh 15,30%
DR2 Ngudi (Bic) M§ La-tinh 121,20%
DR3 Nguoi (Bic) M La-tinh 15,20%
DR4 Nguoi (Bic) M§ La-tinh 36,80%
DR5 Nguoi (Bic) M§ La-tinh 20,00%
DR6 ‘Nguoi (Bic) M§ La-tinh 31,10%
DR7 Nguoi (Bic) M La-tinh 20,20%
DRS Nguoi (Bic) My La-tinh 18,60%
DRY Nguoi (Bic) My La-tinh 2,10%
A*24 Nguoi Philippin 65%
A*24 Nguoi Nenets & Nga 61%
A*24:02 Nguoi Nhat Ban 59%
A*24 Nguoi Malaysia 58%
A*24:02 Nguoi Philippin 54%
A*24 Nguoi An Po 47%
A*24 Nguoi Han Quéc 40%
A*24 Nguoi Sri Lanka 37%
A*24 Ngudi Trung Quéc 32%
A*24:02 Nguoi An Do 29%
A*24 Ngudi Tay Uc 22%
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Alen Quan thé Kiéu hinh tinh dugce tir tan
suat alen

A*24 Nguoi My 22%

A*24 Nguoi Samara ¢ Nga 20%

A*24 Ngudi Nam M§ 20%

A*24 Ngudi chau Au 18%

Tét hon, néu khi duoc dua vao vacxin theo sang ché, cac peptit theo sang ché
nhu dugc mod ta & ddy gin két véi A*02. Vacxin cling c6 thé chira céc peptit ctia MHC
nhém II gén két-pan. Do d6, vacxin theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé didu tri bénh
ung thu & cac bénh nhan c¢6 A*02 duong tinh, trong khi khong can lwa chon ddi véi
alotyp ctia MHC nhém 1T do tinh chat lién két—pan ctia céc peptit nay.

Néu céc peptit A*02 theo sang ché duoc két hop vai cac peptit gin két v6i alen
khéc, vi du A*24, ty 1€ % quén thé bénh nhan bat ky c6 thé duoc didu tri 13 cao hon so
v6i viée chi str dung alen ctia MHC nhém I. Trong khi & phan 16n quan thé bénh nhan,
¢6 it hon 50% bénh nhan c6 thé duge didu tri béng chi mot alen, vacxin chira cac
epitop HLA-A*24 va HLA-A*02 >cé thé didu tri cho it nhat 60% bénh nhan trong quin
thé lién quan bét ky. Cu thé, ty 18 % bénh nhan sau ddy s& duong tinh véi it nhit mot
trong s6 céc alen ndy & cdc ving khic nhau: ngudi My 61%, ngudi Tdy Au 62%,
ngudi Trung Qubc 75%, ngudi Han Qubc 77%, ngudi Nhat Ban 86% (tinh theo trang
web www.allelefrequencies.net).

Theo mdt phuong 4n dugc wu tién, thudt ngit “trinh tw nucleotit” dé chi di
polyme cua deoxyribonucleotit.

Trinh tu nucleotit ma héa peptit, oligopeptit, hodc polypeptit cu thé cé thé c6
trong tu nhién hodc ching c6 thé dugc tao cu tric bang phuong phap tong hop. N6i
chung, cdc doan ADN ma héa peptit, polypeptit, va protein theo séng ché nay duoc
ghép tir cac doan ADN bé trg va nhém lién két oligonucleotit ngan, hodc tir chudi céc
oligonucleotit, dé tao ra gen tong hop c6 kha nang dugc biéu hién & don vi phién ma
tai t& hop chira cac yéu t6 diéu hoa cé ngudn gbe tir operon ciia vi sinh vét hogc virut.

Khi duoc st dung trong ban moé ta nay, thuat ngit “nucleotit ma hoa (hodc ma
hoa) peptit” dé chi trinh ty nucleotit ma hoéa peptit bao gdm cac codon khoi dau va két
thtic khong tu nhién (nhén tao) twong hop dugc véi hé sinh hoc, trinh tu can duoc biéu

hién boi, vi du, té bao dudi gai hodc h¢ té bao khac hitu ich cho viée tao ra thu thé
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TCR.

Khi duogc st dung trong ban mé ta nay, su vién dan dén trinh tu axit nucleic bao
gém ca axit nucleic sgi don va soi kép. Do dd, trur khi ngft canh chi 16 theo céch khéc,
trinh tu cu thé, vi du d6i véi ADN, @ chi ADN soi don ctia trinh ty nay, bo doi cta
trinh ty nay cung vai trinh tu bd tro ctia n6 (ADN soi kép) va trinh tu bd tro cua trinh
tu nay.

Thuat ngft “ving ma héa” dé chi phan gen m héa tu nhién hodc binh thudong
d6i voi san phdm biéu hién cta gen nay trong moi trudng hé gen tu nhién ciia no,
nghia 13 ving ma héa in vivo clia san pham biéu hién nguyén thé ciia gen nay.

Ving mi héa c6 thé c¢6 ngudn gde tir gen khong dot bién (“gen binh thudong”),
gen dugc dot bién hoic gen dugc bién d6i, hodc tham chi c6 thé c6 nguén géc tlr trinh
tu ADN, hodc gen, dugc tdng hop hoan toan trong phong thi nghiém bing cach s
dung céc phuong phdp ma ngudi cd hiéu biét trung binh trong linh vuc téng hop ADN
da biét.

Thuat ngt “san phim biéu hién” dé chi polypeptit hodc protein 1a sin phdm
dich m3 ty nhién cta gen va trinh tu axit nucleic bit ky mi héa cac dang twong duong
do hién twong thoai hoa ma di truyén gay ra va do d6 ma héa chinh (c4c) axit amin.

Thu4t ngft “doan khang thé”, khi d& chi trinh ty ma héa, c6 nghia 14 phan ADN
chtra ving m3 héa hoan toan it hon trong d6 san phim biéu hién gin nhu gitt lai duoc
chitc nang hodc hoat tinh sinh hoc giéng nhu san phém biéu hién ctia ving mi héa
hoan toan.

Thuat ngtt “doan ADN” dé chi polyme ADN, & dang doan riéng biét hoac lam
thanh phén ctia cu trac ADN 16n hon, ¢6 nguén gdc tir ADN phén 1ap dugc it nhét
mdt 14n & dang gﬁn nhu tinh khiét, nghia 1a khong chtra céc chét noi sinh va véi luong
hoac néng do cho phép xac dinh, thao tac, va thu hdi doan mach va céc trinh tu
nucleotit thinh phin ctia n6 bang phuong phap héa sinh chuin, vi du, bang cach st
dung vecto tach dong. Cac doan mach nay dugc tao ra & dang khung doc mé khong bi
dut quang bai céc trinh tu khong dich m& bén trong, hodc intron thudng cé mat trong
céc gen c6 nhan dién hinh. Trinh tu ctia ADN khéng dich mi c¢6 thé ¢c6 mit & phia sau
khung doc md nay, trong d6 né khdng can thi€p vao viéc thao tac hodc sy biéu hién
cua cac vung mé hoa.

Thuat ngit “doan moi” dé chi trinh ty axit nucleic ngin c6 thé dugc ghép cip
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véi mot soi ADN va tao ra dau 3'-OH tu do ma & d6 ADN polymeraza bat dau qua
trinh t6ng hop chudi deoxyribonucleotit.

Thuat ngit “gen khoi dau” dé chi ving ADN tham gia vao su gén két cia ARN
polymeraza dé khéi dau su phién ma.

Thuat ngit “dugc phan 1ap” dé chi chit dugc tach ra khoi méi trudong ban dau
cta n6 (vi dy, moi trudng tu nhién, néu né c6 trong tu nhién). Vi dy, khéng phan 1ap
duoc polynucleotit hodc polypeptit c6 trong tu nhién c6 mit & dong vat sbng nhung
phan 14p dugc chinh polynucleotit hodc polypeptit nay, dwoc tich ra tir mdt phan hoic
toan bd cac chét cung ton tai trong hé tu nhién. Cac polynucleotit nay cé thé 13 mot
phin ctia vecto va/hodc cac polynucleotit hodc polypeptit nay ¢6 thé 14 mot phan cia
hén hop, va van dugc phén 1ap sao cho vecto hodc hdn hop nay khong 1a mot phan ctia
moi trudong ty nhién cla nd.

Céc polynucleotit, va polypeptit tai t5 hop hodc polypeptit gay mién dich, duoc
bde 16 theo séng ché cling co thé & dang “duoc tinh ché”. Thuat ngtt “dugc tinh ché”
khong can phai 14 tinh khiét tuyét d6i; thay vao d6, thuét ngit nay dugc du dinh 1a dinh
nghia twong d6i, va c6 thé bao gdm ca cic ché phim dugc tinh ché & mic cao hoic
ché pham chi duoc tinh ché mot phan, nhu cac thuat ngit duoc hidu boi ngudi cé hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay. Vi du, cc dong v6 tinh riéng biét duge phén lap tix
thu vién ADN bb tro dd duogc tinh ché theo quy wdc dén do ddng nhit dién di. Viée
tinh ché nguyén liéu ban d4u hoic nguyén lidu tw nhién dén it nhit mot khoang gia tri,
t6t hon néu 14 hai hoic ba khoang, va t8t hon nita néu 14 bdn hodc nim khoang gi4 tri
duoc du dinh rd rang. Ngoai ra, tot hon néu polypeptit theo séng ché c6 do tinh khiét
99,999%, hodc it nhat 99,99% hodc 99,9%; va tham chi tot hon 1a bing 99% trong
lugng hoac cao hon dugce dy dinh 16 rang.

Céc axit nucleic va san pham biéu hién polypeptit dugc boc 16 theo sang ché,
cling nhu céc vecto biéu hién chita cac axit nucleic va/hodc polypeptit ndy, c6 thé &
“dang duoc lam giau”. Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thudt ngit “dugc lam
gidu” ¢6 nghia 12 ndng d6 ctia chét nay it nhit gép khoang 2, 5, 10, 100, hozc 1000 lan
néng d6 tu nhién cta né (vi du), cé loi néu luong chét nay béng 0,01% trong luong, tdt
hon néu it nhat bang khoang 0,1% trong luong. Ché phdm duogc lam giau véi luong
khoang 0,5%, 1%, 5%, 10%, va 20% trong lugng cling dugc du dinh. C6 loi néu cac

trinh tu, cau trac, vecto, dong vé tinh, va cac vat li¢u khac theo sdng ché co6 thé & dang
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duoc lam giau hodc dugc phan 1ap. Thuat nglt “doan mach c6 hoat tinh” dé chi doan
mach, thuong 13 cta trinh tu peptit, polypeptit hodc axit nucleic, dé tao ra dap ung
mién dich (nghia 1a c6 hoat tinh gdy mién dich) khi dugc sir dung, mdt minh hozc tiry
y v6i ta dugce thich hop hodc trong vecto, cho ddng vat, nhu ddng vét c6 v, vi duy, thd
hodc chudt, va con bao gdm ca ngudi, dap tmg mién dich nay & dang kich thich dap
ung cua té bao T trong dong vat duoc didu tri, nhu nguoi. Theo cach khac, "doan mach
¢6 hoat tinh" ciing c6 thé duoc sir dung dé gy ra dap ung ciia té bao T in vitro.

Khi dugc st dung trong ban moé ta ndy, cac thuat ngit “phﬁn”, “doan mach” va
“doan” khi duoc sir dung lién quan dén polypeptit, dé chi trinh tu lién tuc cta céc gdc,
nhu géc axit amin, trinh tg nay tao thanh phan nhém cua trinh ty 16n hon. Vi du, néu
polypeptit dugc ding dé diéu tri véi enzym bét ky trong sb cac enzym endopeptidaza
thong thudng, nhu trypsin hogc chymotrypsin, cic oligopeptit tao thanh tir viéc diéu tri
nay sé€ la cac phﬁn, doan mach hodc doan cta polypeptit ban dau. Khi duoc st dung
lién quan dén polynucleotit, cac thuat ngit nay dé chi cdc san phdm duoc tao ra khi
diéu tri bang cac polynucleotit nay ciing véi endonucleaza bét ky.

Theo sang ché, thuét ngit “ty 1& % d6 ddng nhat” hodc “ty 1& % mtc do gidng”,
khi lién quan dén trinh tu, c6 nghia 1a trinh tu dugc so sanh véi trinh ty yéu cau bao hod
hodc trinh ty dugc mb ta sau khi déng thang hang trinh tu can duoc so sanh (“trinh tu
duoc so sanh”) véi trinh ty dugc mé ta hodc trinh ty yéu cdu bao hd (“trinh tir tham

chiéu™). Sau dé, ty 18 % d6 ddng nhat dugc x4c dinh theo cong thire sau:
Ty 18 % d6 déng nhit = 100 [1 -(C/R)]

trong d6 C la s6 luong su khac biét gitta trinh ty tham chiéu va trinh tu so sanh
theo chiéu dai déng thing hang gita trinh tu tham chiéu va trinh tu so sanh, trong d6

(i) mdi bazo hodc axit amin trong trinh tur tham chiéu khéng ¢ bazo hoic axit
amin dugc déng thing hang tuong tng trong trinh tu so sanh va

(ii) mdi khoang tréng trong trinh tyr tham chiéu va

(iii) m&i bazo hoic axit amin duoc déng thing hang trong trinh tu tham chiéu 1a
khéc v6i bazo hodc axit amin duoc déng thing hang trong trinh tu so sénh, tao thanh
su khac biét va

(iiii) viéc déng thing hang cin bit ddu & vi tri 1 cta céc trinh tu duoc dong

thang hang;
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va R 12 s6 luong bazo hodc axit amin trong trinh ty tham chiéu trong chiéu dai
khi déng thing hang véi trinh tu so sénh c6 khoang tréng bit ky duoc tao ra trong
trinh tu tham chiéu cfing duoc tinh nhu bazo hodc axit amin.

Néu c6 su déng thang hang giita trinh tu so sanh va trinh tyr tham chiéu ma ty I&
% d6 ddng nhét nhu tinh duoc trén ddy 12 bing hodc cao hon ty 16 % do ddng nhét t6i
thiéu theo 1y thuyét thi trinh tu so sénh c6 ty 18 % d6 dong nhat t6i thiéu theo ly thuyét
v6i trinh tu tham chiéu, mic du c6 thé ¢ su déng thing hang trong d6 ty 18 % d6 ddng
nhét tinh dwoc nhu trén day 13 nhoé hon ty 18 % do dong nhit theo 1y thuyét.

Do d6, nhu d4 néu trén ddy, sing ché dé xuat peptit chira trinh tw dwoc chon tir
nhém bao gdm céc trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191 hodc bién thé cua
né c¢6 muc do twong ddng 88% vdi cac trinh tr tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
191, hoic bién thé ctia n6 ma s& gy ra phan tmg chéo ciia t& bao T vdi peptit nay. Cac
peptit theo sang ché c6 kha ning gin két voi phan tir ctia phitc hop tuong thich mé
chinh (MHC) nhém -I & ngudi hode dang kéo dai cia cac peptit ndy véi nhom 11

Theo séng ché, thut ngit “dd twong déng” dé chi mirc d6 ddng nhit (xem ty 18
% do déng nhét trén day) gitta cac trinh tu cua hai trinh tu axit amin, nghia 1a trinh tu
peptit hodc trinh tu polypeptit. Thuat ngit “dd twong doéng” néu trén duge x4c dinh
bang cach so sanh hai trinh tu duoc déng thing hang trong diéu kién 81 uu so véi cac
trinh tu cn duge so sanh. PO tuong déng v& trinh tu nay co thé dugce tinh toan br?lng
cach tao ra sy déng théng hang, vi du, béng cach st dung thudt toan ClustalW. Chuong
trinh phﬁn mém phan tich trinh tw ¢ béan trén thi truomg, cu thé hon 13 Vector NTI,
GENETYX hoic céc cong cu phan tich khic dugc cung cap theo co so dit liéu d4 cong
bo.

Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& ¢ thé danh gia xem céc té
bao T duoc tao boi bién thé ciia peptit dic hiéu s& c6 thé phan tng chéo véi chinh
peptit nay hay khong (Appay et al., 2006; Colombetti et al., 2006; Fong et al., 2001;
Zaremba et al., 1997).

Thuat ngit "bién thé" clia trinh ty axit amin nhat dinh theo sang ché ¢6 nghia 1a
cac mach bén cua, vi du, mot hoac hai géc axit amin dugc thay dbdi (vi du, béng cach
thay thé chung bing mach bén cta gbc axit amin c6 trong tw nhién khac hodc mot sb
mach bén khéc) sao cho peptit ndy s& c6 kha niang gan két véi phan t HLA theo cach
gan gidng nhu peptit gdm cac trinh ti axit amin nhit dinh bao gdm c4c trinh tu tir SEQ
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ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191. Vi du, peptit c6 thé duoc cai bién sao cho né it nhét 1a
duy tri, néu khong cai thién, kha ning tuong tac véi va gin két voi rinh gin két cua
phan tir MHC thich hop, nhu HLA-A*02 hozc -DR, va theo cach sao cho né it nhét 13
duy tri, néu khong cai thién, kha ning gan két v6i thu thé TCR ciia céc t& bao T hoat
hoa.

Sau d6, cac té bao T nay c6 thé phan tmg chéo véi t& bao va tiéu diét t& bao
biéu hién polypeptit chira trinh tr axit amin tir nhién ctia peptit cing ngudn géc nhur
dugc xéac dinh theo céc khia canh ctia sang ché. Nhu ¢6 thé thu duoc tir tai liéu khoa
hoc va céc co sd dit liéu (Rammensee et al., 1999; Godkin et al., 1997), mot s6 vi tri
nhit dinh ctia céc peptit gan két HLA thuong 13 gbc dang neo tao ra trinh tu cta nhan
khép v6i motif gan két cua thu thé HLA, duoc x4c dinh bang dic tinh phén cuc, tinh
chat dién vat 1y, ky nudc va ciu hinh khong gian ctia cac chudi polypeptit tao thinh
ranh gin két. Do d6, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire nay s& c6 thé cai bién
trinh tu axit amin néu trong céc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191, bang
cach gitt nguyén cc gbc dang neo da biét, va s& c6 thé xac dinh xem cac bién thé nay
c¢6 duy tri kha ning gin két véi cac phan tir MHC nhém I hodc IT hay khong. Cac bién
thé theo sang ché van duy tri kha ning gan két véi thu thé TCR cua céc t& bao T hoat
héa, ma sau d6 ching c6 thé phan Gmg chéo vai té bao va tidu diét t& bao biéu hién
polypeptit chia trinh tu axit amin tu nhién ctia peptit cling ngudn gbc nhu dugc xac
dinh theo c4c khia canh cia sang ché.

Cac peptit goc (khong duoc cai bién) nhu duoc boc 16 & day c6 thé duge cai
bién béng cach thay thé mot hodc nhidu gbc & cac vi tri khac nhau, c6 thé chon loc,
trong chudi peptit, néu khong duge chi rd theo cach khac. Tt hon, néu su thay thé cac
gbc nay ndm & diu cta chudi axit amin. Sy thay thé nay c6 thé c6 tinh chét bao toan,
vi du, khi mot axit amin dugc thay thé béng axit amin c6 céu trac va dic tinh tuong tu,
nhu khi axit amin ky nudc dugc thay thé béng axit amin ky nudc khac. Tham chi su
thay thé axit amin c6 kich thuéc hodc tinh chit héa hoc va kich thude gidng nhau hogic
tuong tu s€ duge bao toan hon, nhu khi leuxin dugc thay thé bé'lng isoleuxin. Trong cac
nghién ctu ve su thay ddi trinh tu & ho céc protein ddng dang c6 trong tu nhién, su
thay thé axit amin nhét dinh thuong dugc dung nap hon so véi cac loai khac, va su
thay thé nay thudong c6 tuong quan véi tinh tuong tu vé kich thude, dién tich, tinh

phén cuc, tinh ky nudc gifra axit amin goc va su thay the ctia n6 va day l1a co so cho
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viéc xac dinh “su thay thé bao toan”.

Su thay thé bao toan & ddy duoc x4c dinh 13 su trao ddi trong mot trong nim
nhém sau: Nhém 1-cac gde nhd, béo, khong phan cuc hoic phan cuc khong dang ké
(Ala, Ser, Thr, Pro, Gly); Nhém 2-cic gbc phan cuc, c6 dién tich 4m va céc amit cua
chung (Asp, Asn, Glu, Gln); Nhém 3-cac géc phén cuc, ¢6 dién tich duong (His, Arg,
Lys); Nhom 4-cac géc 16n, béo, khong phan cuc (Met, Leu, Ile, Val, Cys); va Nhom 5-
céc gbc 16m, thom (Phe, Tyr, Trp).

Su thay thé it bao toan c6 thé lién quan dén sy thay thé ciia mét axit amin bang
axit amin khéc c6 cac tinh chét tuong tw nhung c6 khéc biét nhat dinh vé kich thudc,
nhu sy thay thé alanin bang gbc isoleuxin. Sy thay thé khong bao toan & mirc cao 6
thé lién quan dén su thay thé axit amin c6 tinh axit béng axit amin phan cuc, hodc
tham chi bing axit amin c6 tinh bazo. Tuy nhién, sy thay thé “gdc” nay khong thé bi
loai bo khi c6 thé khong hidu qua do cic hiéu qua héa hoc khéng hoan toan du doan
duoc va sy thay thé gde ciing ¢6 thé 1am tiang hiéu qua may man khong dy doan dugc
tr cac nguyén ly hda hoc don gian.

T4t nhién 14 su thay thé nay c6 thé lién quan dén ciu trac chir khong phai L-axit
amin thong thuong. Do d6, D-axit amin c¢6 thé duoc thay thé cho L-axit amin thuong
duoc tim thiy trong cic peptit cia khang nguyén theo sang ché va ciing van dugc bao
gdm trong ban mé ta sing ché nay. Ngoai ra, cic axit amin khong chudn (nghia 1a
khong phai céc axit amin tao thanh protein cé trong tu nhién thong thudng) cling c6
thé duogc st dung cho muc dich thay thé dé tao ra chit sinh min dich va polypeptit
gdy mién dich theo séng ché.

Néu su thay thé & nhiéu hon mét vi tri duoc phat hién la tao ra peptit cé hoat
tinh khang nguyén 16n hon hoic gn nhu tvong duong nhu duoc xac dinh dudi day, to
hop clia cic thay thé nay s& dugc thir nghiém dé x4c dinh xem su thay thé két hop c6
tao ra tic dung bd sung hodc tic dung hiép dong d6i véi tinh khdng nguyén ciia peptit
hay khong. T6i da c6 khong qua 4 vi tri trong peptit s& dugc thay thé dong thoi.

Peptit chil yéu bao gém trinh tur axit amin nhu dugc xé4c dinh trén day c6 thé c6
mot hodc hai axit amin dang khong neo (xem phan duéi day lién quan dén motif dang
neo) duoc trao d6i ma khong ¢ kha ning gin két voi phan tir cia phl’rc hop tuong
thich mé chinh (MHC) nhém-I hodc nhém—II & ngudi bi thay dbi dang ké hodc bi anh

hudng tidu cuc, so voi peptit khong duoc cai bién. Theo phuong an khéc, & pepﬁt chu
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yéu bao gém trinh ty axit amin nhu dugc xac dinh ¢ day, mdt hoac hai axit amin cé thé
duoc trao dbi véi cac dbi tac trao dbi bao toan clia chung (xem phan dudi day) ma
khong c6 kha nang gan két véi phan tir ctia phitc hop tuong thich mé chinh (MHC)
nhém-I hodc nhém-II & ngudi bi thay dbi ddng ké, hodc bi anh hudng tidu cuc, khi so
sanh v6i peptit khong dugc cai bién.

Céc gdc axit amin khong gép phan dang ké vao su tuong tac voi thu thé t& bao
T ¢6 thé duoc cai bién bang cach thay thé bing axit amin khéc ma su két hop nay
khong 1am anh hudng dang ké dén kha ning phan ting cia té bao T va khong lam mét
su gén két véi MHC thich hop. Do d6, ngoai cac didu kién d dua ra, peptit theo sang
ché co thé 1a peptit bat ky (theo thuat ngit bao gdm oligopeptit hodc polypeptit), bao
gém cac trinh tu axit amin hoac phén hodc bién thé ctia n6 nhu da néu.

Bang 6: céac bién thé va motif cta peptit theo céc trinh tu SEQ ID NO: 7, 9, 31,
192, 212 va 142.
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SEQ ID NO. 9
Céc bién thé
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SEQ ID NO. 31
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Vi tri

Céc bién thé
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SEQ ID NO. 212
Céc bién thé
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Vi tri

L

(ORVORVORVONE

A

Céc peptit dai hon (dugc kéo dai) ciing c6 thé thich hop. Céc epitop cia MHC
nhém I, mic du thudong cé tir 8 dén 11 axit amin trong chiéu dai mach, cling c6 thé
duoc tao ra bang cach xir ly peptit tir cac peptit hodc protein dai hon bao gdm epitop
thue t&. TSt hon, néu cac gbc ndm ria epitop thuc té 1 cic gdc gan nhu khéng anh
hudng dén sy phan giai protein can thiét dé tiép xuic véi epitop trong khi xr 1y.

Céc peptit theo sang ché c6 thé duoc kéo dai t6i da 4 axit amin, nghia 14 1, 2, 3
hodc 4 axit amin c6 thé dugce bd sung vao mét trong hai dau theo t6 hop bat ky nim

trong khoang tir 4:0 d&n 0:4. T hop bt ky ctia viée kéo dai theo sang ché c6 thé dugc

tim thy trong Bang 7.

Béng 7: T4 hop ctia viée kéo dai peptit theo sang ché

Déu tin cting C

Dau tan cing N

4 0

3 0 hodc 1

2 0 hodc 1 hoac 2

1 0 hodc 1 hoac 2 hoac 3

0 0 hodc 1 hodc 2 hoac 3 hoac 4
PAu tan cung N DAu tin cung C

4 0

3 0 hodc 1

2 0 hodc 1 hodc 2

1 0 hodc 1 hodc 2 hoac 3

0 0 hodc 1 hodc 2 hodc 3 hoac 4

Céc axit amin dé kéo dai/mé rong c6 thé 13 peptit ¢6 trinh tu gbc clia protein

hodc (céc) axit amin khac bat ky. Su kéo dai co thé duoc str dung dé lam gia tang do

4n dinh hoic do tan cua peptit.
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Do d6, céac epitop theo sang ché c6 thé giéng véi cac epitop c6 trong tur nhién
lién quan dén khdi u hodc dic hiéu véi khdi u hodc ¢ thé bao gém cac epitop khac
biét khong qua bdén gdc so véi peptit tham chiéu, mién 14 ching c6 hoat tinh khéng
nguyén gin nhu giéng nhau.

Theo phuong 4n khac, peptit duoc kéo dai trén mot hodc ca hai phia boi nhiéu
hon 4 axit amin, tot hon 14 ¢6 téng chidu dai 1én dén 30 axit amin. Peptit nay c6 thé tao
ra céc peptit gan két voi MHC nhém II. Sy gén két véi MHC nhém 1T ¢6 thé duogce thir
nghiém bing cc phuong phap da biét trong linh vuc nay.

Theo d6, sang ché d& xuét cic peptit va bién thé cua epitop ctia MHC nhém I,
trong d6 peptit hodc bién thé nay c6 tir 8 d&n 100 axit amin, t6t hon 14 6 tir 8 dén 30
axit amin, va duoc uu tién nhat 1a c6 tir 8 dén 14 axit amin, cu thé 1a ¢6 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14 axit amin trong toan bo chiéu dai mach, trong truong hop cac peptit gén két
v6i nhom 1T duge kéo dai, nd cling ¢ thé ¢6 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 hodc 22 axit
amin trong chidu dai mach.

Tét nhién 1a peptit hodc bién thé theo sang ché s& ¢ kha ning gin két voi phan
tit ctia phttc hop twong thich mé chinh (MHC) nhém I hodc II & nguoi. Su gin két cia
peptit hozc bién thé véi phic hop MHC c6 thé duoc thir nghiém bing céc phuong
phép di biét trong linh vuc nay.

T6t hon, néu khi cac t€ bao T ddc hidu voi peptit theo sang ché duoc thir
nghiém d6i voi peptit duoc thé, néng do peptit ma khi d6 cac peptit da thé dat mot ntra
murc ting t6i da trong qué trinh phan giai so v&i ndng d6 tire thoi 1a khong nhidu hon
khoang 1mM, tét hon 1 khong nhidu hon khoang 1pM, t6t hon nita 14 khong nhidu
hon khoang 1nM, v vén tot hon nita 1a khéng nhidu hon khoang 100pM, va tét nhat 1a
khong nhiéu hon khoang 10pM. Ciing duoc wu tién néu peptit da thé duoc nhan biét
boi céc té bao T tir nhidu hon mot dbi twong, it nhit 13 hai, va t6t hon nita 1a ba dbi
tuong.

Theo mét phuong an dugce ddc biét uvu tién cia sang ché, peptit bao gém hoac
cht yéu bao gbém trinh tur axit amin theo trinh tu tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
191.

Thuat ngit “chii yéu bao gdm” s& ¢6 nghia 13, ngoai trinh tu theo trinh tu bt ky
trong s& cac trinh ty tit SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191 hoic bién thé cta né,

peptit theo sang ché chtra cdc doan axit amin ndm & dau tadn cung N- va/hodc C bod
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sung 14 cac doan khong nhit thiét tao thanh mot phin cua peptit c6 chirc ning lam
epitop ddi voi epitop ctia phan tir MHC.

Tuy nhién, cac doan nay c6 thé 1a quan trong dé& dua hiru hidu peptit theo sang
ché vao té bao. Theo mot phuong 4n clia sang ché, peptit 14 mot phin ctia protein dung
hop bao gdm, vi du, 80 axit amin & dau tin cing N cta chudi bit bién lién quan dén
khéng nguyén HLA-DR (p33, trong phan “Ii” sau day) khi c6 ngudn gbc tir NCBI, ma
s truy cap ngan hang gen 1a X00497. Trong céc san pham dung hop khic, peptit theo
séng ché c6 thé dugc dung hop véi khang thé nhu duoc mé ta & ddy, hodc phin chic
ndng cua no, cu thé 1a vao trinh tu cta khang thé, dé duoc huéng dich dic hidu bang
khang thé nay, hodc vi dy, dung hop véi hodc vao khang thé dic hiéu véi té bao dudi
gai nhu dugc mo ta & day.

Ngoai ra, peptit hodc bién thé ¢6 thé duoc cai bién thém dé cai thién d6 6n dinh
va/hodc su gén két véi cac phéan tt MHC dé tao ra muc do d4p tmg mién dich manh
hon. Céc phuong phap dé t6i wu hoa trinh tu peptit nay 14 da duoc biét 13 trong linh
vuc nay va bao gém, vi du, viéc dua lién két peptit ngugc hodc lién két khong phai
peptit vao.

Trong lién két peptit nguoc, cic gdc axit amin khong duge lién két bing cac
lién két peptit (-CO-NH-) ma lién két peptit nay bi dao ngugc. Cac chit bit chudce
peptit ngugc-dao nguoc niy cé thé dugc tao ra bang cach st dung cac phuong phap da
biét trong linh vuc nay, vi du nhu céc chit dugc mé ta trong tai li€u cua Meziere va
céc ddng tac gia (1997) (Meziere et al., 1997), tai liéu nay duoc dua vao ddy biang cach
vién dan. Phuong phép nay lién quan dén viéc tao ra chit gia peptit c6 su thay dbi lién
quan dén khung chinh, va khong c6 su dinh huéng ctia mach bén. Tai li€u ciia Meziere
va cac ddng tac gia (Meziere et al., 1997) cho thiy ring sy gin két véi MHC va céc
d4p ung cia té bao T hd tro, cac chat gia peptit nay 1 hitu ich. Céc peptit ngugc-dao
nguoc, chira cac lién két NH-CO thay cho lién két peptit CO-NH, c6 do bén véi su
phén giai protein t5t hon.

Cac lién két khong phai peptit 1a, vi du, -CH,-NH, -CH,S-, -CH,CH,-,
-CH=CH-, -COCH,-, -CH(OH)CH,-, va -CH,SO-. Patent M§ s6 US 4.897.445 d& xuét
phuong phap téng hop pha rin ciia cdc lién két khong phai peptit (-CH,-NH) trong
chudi polypeptit, phuong phap nay lién quan dén viéc cac polypeptit duoc tdng hop
bang phuong phap chudn va céc lién két khong phai peptit nay dugc téhg hop bing

-77-



31919

cach cho aldehyt amin phan tng véi axit amin vai s ¢6 mat cia NaCNBH;.

Céc peptit chtra trinh tu dugc mé ta trén ddy c6 thé duoc tdng hop bing céac
nhém héa hoc bd sung c6 mat & dau tan cung amino va/hodc carboxy cua chung, dé
lam tidng d6 dn dinh, do sinh kha dung, va/hodc ai luc cia cac peptit. Vi du, cac nhom
ky nuéc nhu nhém carbobenzoxyl, dansyl, hodc t-butyloxycacbonyl c¢é thé duge bd
sung vao ddu tdn cing amino cia peptit. Twong ty, nhém axetyl hoic nhém 9-
florenylmetoxy-cacbonyl c6 thé dugc thay thé & diu tin cling amino cta peptit. Ngoai
ra, nhém ky nude, nhém t-butyloxycacbonyl, hodc nhém amido c6 thé duoc bd sung
vao diu tan ciing carboxy cia peptit.

Ngoai ra, céc peptit theo sing ché ciing c6 thé dwoc téng hop dé lam thay dbi
céu hinh khéng gian ctia chiing. Vi du, chit ddng phan D ctia mét hodc nhiéu gbc axit
amin clia peptit c6 thé dugc str dung, chir khong phai chit ddng phan L. Hon nita, it
nhit mot trong s8 céc gdc axit amin ctia peptit theo sdng ché c6 thé dugc thay thé bang
mdt trong s6 cac gdc axit amin khong c6 trong tw nhién da biét rd. Céac thay dbi nhu
néu trén c6 thé dung dé lam gia tang do dn dinh, do sinh kha dung va/hodc tdc dung
gan két cia cac peptit theo sang ché.

Tuong tu, peptit hodc bién thé theo sang ché ¢6 thé duoc cai bién bing phuong
phap hoa hoc bing cach cho céc axit amin dic hiéu phan Gng trude hodc sau khi téng
hop peptit. Vi du vé c4c cai bién nay la da dugc biét 13 trong linh vuc nay va dugc tom
tat, vi du trong tai liéu: R. Lundblad, Chemical Reagents for Protein Modification, 3rd
ed. CRC Press, 2004 (Lundblad, 2004), tai liéu nay duoc dua vao day béng cach vién
dan. Su cai bién hoéa hoc cia axit amin bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cai bién
bang cach axyl hoa, amit hoa, pyridoxyl hoa lysin, alkyl héa khi, trinitrobenzyl héa
cac nhom amino béng axit 2,4,6-trinitrobenzen sulphonic (TNBS), su cai bién amit cua
céc nhém cacboxyl va cai bién sulphydryl bang cach oxy héa xystein bing axit thanh
axit xysteic, su tao ra cac dan xut c6 thily ngan, su tao ra disulfua hdn hop béng cac
hop chét thiol khéac, s phan tmg v6i maleimit, carboxymetyl héa bing axit iodoaxetic
hoic iodoaxetamit va carbamoyl héa bang xyanat véi d6 pH c6 tinh kiém, tuy nhién
khong chi gi6i han & cac cai bién nay. V& mit nay, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vyc nay c6 thé tham khao tai liéu: Chapter 15 of Current Protocols In Protein
Science, Eds. Coligan et al. (John Wiley and Sons NY 1995-2000) (Coligan et al.,

1995) vé phuong phép ¢6 pham vi réng hon lién quan dén su cai bién héa hoc ctia cac
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protein.

Tém lai, su cai bién, vi du, coa cac géc arginyl trong protein thuong dua trén
phan tmg ctia cac hop chét vixinal dicacbonyl nhu phenylglyoxal, 2,3-butanedion, va
1,2-xyclohexandion dé tao ra sin phdm cong. Vi du khic 13 phan ung cua
metylglyoxal v6i cac gbc arginin. Xystein ¢ thé duoc cai bién ma khong cai bién
dong thoi cac vi tri 4i nhan khac nhu lysin va histidin. Két qua 1a lugng 16n cac chét
phan tmg c6 thé s dung dé cai bién xystein. Website ctia cac cong ty nhu Sigma-
Aldrich (http://www.sigma-aldrich.com) cung cép thong tin vé& cic chat phan tng dic
hiéu.

Viéc khtr chon loc lién két disulfua trong protein ciing 12 viéc phd bién. Cac lién
két disulfua c6 thé dugc tao ra va oxy hoéa trong qué trinh xtr 1y nhiét dbi véi duge
phﬁm sinh hoc. Chét phéan tng K cia Woodward c6 thé duoc st dung dé cai bién cac
gbc axit glutamic dic hiéu. Hop chat N-(3-(dimetylamino)propyl)-N’-etylcarbodiimit
c6 thé duge st dung dé tao ra cac lién két ngang ndi phan tir gitra gbc lysin va gbc axit
glutamic. Vi dy, dietylpyrocacbonat 14 chit phan tmg dé cai bién cc gdc histidyl trong
protein. Histidin ciing c6 thé dugc cai bién béng cach st dung 4-hydroxy-2-nonenal.
Phan mg ctia cac gdc lysin va cac gbc a-amin khéc chéng han 14 hitu ich trong su gén
két clia peptit v6i bé mit hodc sur lién két ngang ctia cic protein/peptit. Lysin 14 vi tri
lién két cta poly(etylen)glycol va vi tri cai bién chinh trong qua trinh glycosyl hoa cta
céc protein. Cac gdc methionin trong protein c¢6 thé dugce cai bién bing, vi du,
iodoaxetamit, bromoetylamin, va cloamin T.

Tetranitrometan va N-axetylimidazol c6 thé duoc str dung dé cai bién céc gbc
tyrosyl. Su tao lién Kkét ngang béng céch tao ra dityrosin ¢6 thé dugc thuc hién véi cac
ion hydro peroxit/dong.

Céac nghién ctu gin ddy d6i véi sy cai bién tryptophan di st dung N-
bromosucxinimit, 2-hydroxy-5-nitrobenzyl bromua hodc 3-bromo-3-metyl-2-(2-
nitrophenylmercapto)-3H-indol (BPNS-skatol).

Su céi bién thanh céng cac protein va peptit diéu tri bénh bang PEG thudng c6
lién quan dén su kéo dai thoi gian ban hiy tudn hoan trong khi tao lién két ngang cta
protein bang glutaraldehyt, polyetylen glycol diacrylat va formaldehyt dugc str dl_mg
& tao ra hydrogel. Su cai bién héa hoc cta céc di nguyén dbi véi lidu phap mién dich

thuong dat duoc bang cach carbamyl héa bing kali xyanat.
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Peptit hodc bién thé, trong d6 peptit nay duoc cai bién hodc bao gém cac lién
két khong peptit 13 phuong an duge wu tién ctia sang ché. N6i chung, cac peptit va bién
thé (it nhat cac chét nay chira lién két peptit gitra cac gbc axit amin) c6 thé duoc tong
hop bing ché d6 Fmoc-polyamit ctia phuong phap téng hop peptit pha ran nhu duoc
bde 16 trong tai liéu cia Lukas va céac déng tac gid (Lukas et al., 1981) va céc tai li¢u
vién dan duoc néu & ddy. Su bao vé tam thoi nhém N-amin duoc thuc hién bdi nhém
9-florenylmetyloxycacbonyl (Fmoc). Su phan cét lap lai cia nhém bao vé bazo khong
bén & muc cao nay duoc tién hanh bang cach sir dung piperidin 20% trong N, N-
dimetylformamit. Cdc nhom chttc & mach bén c6 thé dugc bao vé& nhu cac ete butyl
cta chung (trong trudng hop serin threonin va tyrosin), cdc este butyl (trong truong
hop axit glutamic va axit aspartic), dn xuét butyloxycacbonyl (trong truong hop lysin
va histidin), din xudt trityl (trong trudng hop xystein) va din xuét 4-metoxy-2,3,6-
trimetylbenzensulphonyl (trong trudng hop arginin). Khi glutamin hodc asparagin 1a
céc gbe & du tan cung C, can sit dung nhém 4,4'-dimetoxybenzhydryl dé bao vé cac
nhém chirc amido & mach bén. Nén pha rén trén co sé polyme polydimetyl-acrylamit
dugc tao thanh tor ba monome dimetylacrylamit (monome khung chinh),
bisacryloyletylen diamin (nhém lién két ngang) va este acryloylsarcosin metyl (chét
tao nhom chiic). Chat lién két c6 thé phan giai peptit-véi nhua duoc sir dung 14 dan
xuit axit khong bén véi axit 4-hydroxymetyl-phenoxyaxetic. TAt ca cic din xuét axit
amin duoc bd sung thém vao dudi dang dan Xuét anhydrit dbi xung dugc didu ché tir
truée cta chung, ngoai trir asparagin va glutamin dugc bd sung bang cach st dung
phuong  phap  lién  két qua trung gian N,  N-dixyclohexyl-
carbodiimit/Thydroxybenzotriazol ngugc. T4t ca cac phan tmg lién két va khir bao vé
duoc theo ddi bang cach sir dung ninhydrin, axit trinitrobenzen sulphonic hoic phuong
phap thir nghiém isotin. Khi qua trinh tong hop két thic, cic peptit dugc phan giai ra
khoi nén nhua va déng thoi loai bd cac nhém bao vé mach bén béng cach xu ly béng
axit trifloaxetic 95% chira hdn hop chét tiy tap 50%. Céc chét tay tap thuong dugc st
dung bao gdém etandithiol, phenol, anisol va nuéc, su lya chon chinh x4c tiry thudc vao
axit amin thanh phin cta peptit dugc tong hop. Ciing c6 thé st dung t6 hop phuong
phap pha rin va pha dung dich dé téng hop peptit (vi du, xem tai liéu: Bruckdorfer et
al., 2004, va céc tai liéu vién dan duge néu & day).

Axit trifloaxetic duoc loai bé bing cach lam bay hoi trong chan khéng, sau d6
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nghién thanh bdt véi ete dietyl dé tao ra peptit tho. Cac chét tay tap bat ky c6 mat duge
loai bo bang phuong phép chiét mét lan trong d6 su dong khé nhanh pha nudc tao ra
peptit tho khong chira chét tay tap. Cac chit phan ting dé tong hop peptit thudong dugc
mua tir, vi du, cong ty Calbiochem-Novabiochem (Nottingham, Vuong Quéc Anh).

Viéc tinh ché ¢6 thé duoc thuc hién béng k¥ thuat bét ky, hodc td hop cac k¥
thuat nhu tai két tinh, sic ky loai trir theo kich thudc, sic ky trao ddi ion, sic ky tuong
tac ky nude va (thuong 13) sic ky 1ong ¢6 hiéu nang cao pha nguoc bang cach st dung,
vi du, k¥ thuat tdch gradien axetonitril/nudc.

Viéc phan tich peptit c6 thé duoc tién hanh bang cach st dung phuong phép sic
ky 16p mong, phuong phap dién di, cu thé 1a phuong phap dién di mao din, phuong
phap chiét pha rén (CSPE), phuong phap sic ky long ¢6 hiéu ning cao pha nguoc,
phuong phap phan tich axit amin sau khi thily phan bang axit va bang phuong phap
phéi khdi Iuong ban pha nguyén tir nhanh (fast atom bombardment: FAB), ciing nhur
phuong phép phan tich phdi khdi MALDI va ESI-Q-TOF.

Dé chon loc cac peptit dugc trinh dién qué muc, profin trinh dién tinh dugc cho
théy su trinh dién ctia mau trung binh ciing nhu su bién dbi lap lai. bPé profin cua cac
mAu thyc thé khdi u quan tm va dudng gdc cia cac miu mo binh thudng canh nhau.
Sau d6, mdi profin nay cé thé duoc hop nhét thanh diém sd cta sy biéu hién qua muc
bang cach tinh gia tri p cia m6 hinh hiéu qua hdn hop tuyén tinh (Pinheiro et al., 2015)
diéu chinh cho nhidu thir nghiém bang ty 1& phét hién sai (Benjamini and Hochberg,
1995).

Pé x4c dinh va dinh luong twong ddi cac phéi tir cia HLA bang phwong phap
phd khdi luong, cac phan tir HLA tir miu mé d déng lanh sdc duoc tinh ché va cac
peptit lién quan dén HLA dugc phan lap. Cac peptit phan 1ap duge duge tach ra va
trinh tu dugc xdc dinh bing cac thir nghiém sic ky long-phd khéi luong (liquid
chromatography-mass spectrometry: LC-MS) ion héa phun dién tr nano (nano-
electrospray-ionization: nanoESI) truc tuyén. Cac trinh tw peptit tao thanh duoc kiém
tra bang cach so sanh miu phan manh ctia peptit TUMAP ty nhién ghi dugc tir cac
mau bénh CRC (N = 24 miu duong tinh v6i A*02) véi cdc miu phan méanh clia cac |
peptit tham chiéu tong hop tuong tng ciia c4c trinh tu giéng nhau. Do cac peptit dugc
xéc dinh truc tiép dudi dang phéi tir ctia cdc phan tir HLA ctia khbi u nguyén phét, cac

két qua nay cung cap bang chung truc tiép ve viée xtr ly va trinh dién tu nhién cta céc
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peptit duoc x4c dinh trén md ung thu nguyén phat thu duoc tir 24 bénh nhin mic bénh
CRC.

Thiét bi phat hién XPRESIDENT® v2.1 (vi dy, xem cong bb don yéu cau cép
patent M§ s6 US 2013-0096016, tai lidu nay duoc dua vao ddy bang cach vién din
toan bo ndi dung ctiia nd) cho phép xac dinh va chon loc cac ing vién vacxin chira
peptit dugc trinh dién qué muc lién quan trén co sé dinh luong tuong dbi truc tiép
luong peptit giéi han boi HLA trén cdc md ﬁng thu so véi mdt vai mé va co quan
khéng ung thu khac nhau. Piéu nay dat dugc bang cach phat trién phuong phap dinh
luong khéc nhau khéng danh ddu bang cach st dung dit licu LC-MS thu dugc dugce xi
ly bang chuong trinh phén tich dit liéu déc quyén, két hop cac thut toan dé xac dinh
trinh tw, phan cum pho, &ém ion, déng thing hang thoi gian duy tri, giai phéng trang
théi tich dién va chuin héa.

Muc @6 trinh dién bao gém ca sai sb uGce tinh d6i v6i mdi eptit va mau dugc
thiét 1ap. Céc peptit chi dugc biéu hién trén mé khéi u va céc peptit duoc biéu hién qua
murc trong khéi u so véi cac co quan va md khong ung thu d3 duoc xac dinh.

Céc phitc hop HLA-peptit 14y tir cic mAu mé bénh CRC dugc tinh ché va cac
peptit lién quan dén HLA duoc phan l4p va phan tich bang phuong phap LC-MS (xem
céc vi du). T4t ca céc peptit TUMAP theo sang ché duoc xac dinh bing phuong phép
nay trén cic mau bénh CRC nguyén phat déu khing dinh sy trinh dién ctia ching d6i
v6i bénh CRC nguyén phat.

Céc peptit TUMAP duoc x4c dinh trén nhiéu bénh CRC va cac m6 binh thuong
dugc dinh lugng bang cach st dung phuong phap dém ion theo cac dit liu LC-MS
khong danh d4u. Phuong phap nay gia dinh ring cic ving tin hiéu LC-MS cua peptit
¢6 tuong quan véi su ¢6 mit qua nhidu cua chung trong mau. T4t ca cc tin hidu dinh
luong clia peptit trong céc thir nghiém LC-MS khéc nhau déu duoc chuin héa trén co
s& xu huéng trung tAm, dugc tinh trung binh theo mdi miu va dugce hop nhit thanh
biéu dd cot, duoc goi 1a profin trinh di¢n. Profin trinh dién nay hop nhét cac phuong
phap phén tich khac nhau nhu tim kiém co so dit liéu protein, phan cum phd, giai
phéng trang thai tich dién (khir tich dién) va déng thing hang thoi gian duy tri va
chuin hoéa.

Ngoai ra, thiét bi phat hién XPRESIDENT® v2.x cho phép dinh luong tuyét

d6i truc tiép MHC-, t6t hon 1a duoc gidi han bai HLA, muc peptit trén cac mod ung thu
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hozc mo bi bénh khic. Tém lai, tong 30 luong té bao duoc tinh tir ham luong ADN
téng s ciia mau md dugc phan tich. Tong lugng peptit ciia peptit TUMAP trong mau
md dugce x4c dinh bing phuong phap nanoLC-MS/MS theo ty 18 ctia peptit TUMAP tur
nhién va lugng da biét ctia dang dugc danh ddu bing dong vi phéng xa cua peptit
TUMAP, con duoc goi 1a chat chudn noi. Hidu sut phan 1ap peptit TUMAP dugc xac
dinh bing cach bd sung phiic hop peptit: MHC ctia tit ca cac peptit TUMAP duoc chon
vao dich tan m6 & thoi diém sém nhét c6 thé clia qué trinh phan 1ap TUMAP va su
phat hién ching bang phuong phép nanoL.C-MS/MS sau khi két thic qué trinh phan
1ap peptit. Téng sb lugng t& bao va luong peptit dugc tinh tir ba 1in xac dinh ddi véi
mdi mau mé. Hiéu sudt phan 1ap peptit ddc hiéu dugc tinh tir gia tri trung binh thu
duge tir 10 thir nghiém bd sung, mbi thir nghiém duogc thuc hién ba 14n (xem vi du 6 va
bang 12).

Sang ché dé xudt peptit hitu ich trong viéc diéu tri cic bénh ung thu/khdi u, tot
hon néu 12 bénh CRC duoc biéu hién qua muc hodc chi biéu hién cac peptit theo sang
ché. Céc peptit nay duoc ching minh bang phuong phap khd khéi Iuong 13 duoc bidu
hién trong tu nhién boi cic phan tit HLA trén cdc mau bénh CRC nguyén phat &
nguoi.

Nhiéu protein/gen ngudn (con duogc goi 1a “protein c6 chidu dai day du” hoic
“protein co s6™) ma céc peptit c6 ngudn gdc tir d6 duge chimg minh 14 biéu hién &
muc qué cao trong bénh ung thu so véi cac mo binh thudng — thudt nglt “cdc mo binh
thuong” lién quan dén séng ché nay s& c6 nghia 1a té bao khoe manh 4y tir dai trang
(rudt két hodc truc trang) hodc céc té bao md binh thuong khac, chitng minh sy lién
quan dén khéi u & mirc cao clia cic gen ngudn (xem vi du 2). Ngoai ra, chinh cac
peptit duge biéu hién & miic qua cao trén mé khdi u — thuat ngit “mé khdi u” lién quan
dén sang ché nay c6 nghia 1a mau iy tir bénh nhan mic bénh CRC ma khéng & trén
cac md binh thuong (xem vi du 1).

Céc peptit gin két véi HLA c6 thé duoc nhén biét boi hé mién dich, cu thé 1a
céc té bao lymphd T. Cac té bao T c6 thé pha hiy céc t& bao biéu hién phic hop
HLA/peptit d& duoc nhan biét, vi du, cac té bao CRC biéu hién peptit c6 ngudn gbc tir
do.

Céc peptit theo sang ché da duge chimg minh 14 c6 kha ning kich thich dap tmg

cua t€ bao T va/hodc duge bieu hién qua mic va do doé cé thé dugc sir dung dé tao ra
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khéng thé va/hoac céc thu thé TCR, nhu thu thé TCR hoa tan theo sang ché (xem vi du
3, vi du 4). Hon nita, cic peptit, khi dugc tao phtrc véi MHC tuong tmng, ciing c¢6 thé
duogc str dung dé tao ra khang thé va/hodc thu thé TCR, cu thé 1a cac thu thé TCR hoa
tan (sTCR) theo sang ché. Cac phuong phap tuong tmg 13 da duogc biét 15 v6i ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, va cling ¢6 thé dugc tim thdy trong céc tai lidu
chuyén nganh tuong tmg. Do d6, céc peptit theo sang ché hitu ich dé tao ra dap tmg
mién dich & bénh nhin ma nhd d6 céc t& bao khdi u c¢6 thé bi pha hiy. Pap tmg mién
dich & bénh nhan c6 thé dugc tao ra bang cach sir dung truc tiép cac peptit di mo ta
hoic tién chét thich hop (vi du, peptit dugc kéo dai, protein, hoic axit nucleic ma héa
c4c peptit nay) cho bénh nhan, ly tudng 1a két hop véi chit 1am gia ting tinh sinh mién
dich (nghia 13 ti dugc). Pép tmg mién dich c6 ngudn gbc tir viée tiém ching vacxin
diéu tri bénh nay c6 thé duoc du kién 14 c6 do dic hidu cao véi céc té bao khdi u do
céc peptit dich ctia sing ché khong dugc biéu hién trén mo binh thuong véi sé wong
ban sao twong duwong, didu ndy ngin ngira nguy co clia cac phan tmg tu mién khong
mong mudn déi véi t€ bao binh thudng & bénh nhan.

Séng ché con dé xuat thy thé cac thu thé t& bao T (TCR) chtta chudi alpha va
chudi beta (“thu thé TCR alpha/beta”). Sang ché con d& xuit cac peptit c6 kha ning
gan két v6i céc thy thé TCR va khang thé khi duoc biéu hién bdi phan tit MHC. Séng
ché con @& xuit axit nucleic, vecto va t& bao chii & biéu hién thu thé TCR va peptit
theo sang ché; va phuong phép st dung ching.

Thuat ngt « thu thé té bao T” (viét tat 1a TCR) dé chi phan tir di dime chira
chudi polypeptit alpha (chudi alpha) va chudi polypeptit beta (chudi beta), trong d6 thu
thé di dime nay c6 kha ning gan két v6i khang nguyén cta peptit duoc trinh dién boi
phan tir HLA. Thuit ngit nay con bao gdm thudt ngit con duoc goi 1a thu thé TCR
gama/delta.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuit phuong phap tao ra thu thé TCR nhu
dwoc mé ta & day, phuong phép ndy bao gdbm budc nudi cdy t& bao chit ¢6 kha ning
biéu hién thu thé TCR trong cac didu kién thich hop dé kich thich sy biéu hién cta thu
thé TCR nay.

Theo khia canh khic, sang ché d& xudt phuong phép trong d6 khang nguyén
duoc tai 1én cac phan to cia MHC nhom I hodc II dugce biéu hién trén bé mit cua té

bao trinh dién khang nguyén thich hop hozc té bao trinh dién khang nguyén nhan tao
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bang cach cho khang nguyén véi luong du tiép xtc véi té bao trinh dién khang nguyén
hoic khang nguyén nay duoc tai 1én cta tetrame ctia MHC nhém I hodc I bang cach
tetrame hoéa cac monome phuc hop khang nguyén/MHC nhom I hodc II nay.

M&i chudi alpha va beta ctia thu thé TCR alpha/beta, va chudi gama va delta
cta thu thé TCR gama/delta, thuong duoc cho 1a ¢é hai "vung", cu thé 1a vung bién d6i
va ving 6n dinh. Ving bién d6i gdm su két chudi cia ving bién dbi (V), va ving ndi
(7). Ving bién ddi cling c6 thé bao gdm ving din dau (L). Cac chudi beta va delta
cling c6 thé bao gdbm ving da dang (D). Céc ving 6n dinh alpha va beta ciing c6 thé
bao gdm cac ving xuyén mang (TM) & dAu tan cing C dé neo céc chudi alpha va beta
v6i mang t€ bao.

Lién quan dén thu th&8 TCR gama/delta, thudt ngit "ving bién d6i ca thy thé
TCR gama", khi duogc str dung & ddy, dé chi su két chudi ciia ving thu thé TCR gama
V (TRGV) ma khéng ¢6 ving din dau (L), va ving thu thé TCR gama J (TRGJ), va
thuat nglt ving én dinh cta thu thé TCR gama dé chi vung TRGC ngoai bao, hoac
trinh tw TRGC bj cit cut & du tn cung C. Tuong tu, thuat nglt "ving bién ddi ctia thu
thé TCR delta" d& chi su két chudi ctia ving thu thé TCR delta V (TRDV) ma khéng
c¢6 ving din dau (L) va ving thu thé TCR delta D/J (TRDD/TRDJ), va thuat ngit
“vung dn dinh cua thu thé TCR delta” dé chi ving TRDC ngoai bao, hodc trinh tu
TRDC bj cit cut & dau tin cung C.

T6t hon, néu céc thu thé TCR theo sing ché gin két véi phic hop phén tir
peptit-HLA v6i ai luc gin két (KD) khoang 100pM hoic nhé hon, khoang 50uM hoic
nho hon, khoang 25uM hodc nhé hon, hodc khoang 10pM hodc nhé hon. Pugc uvu tién
hon 12 céc thu thé TCR 4i luc cao c6 4i luc gén Kkét khoang 1uM hodc nhé hon, khoang
100nM hodc nhé hon, khodng 50nM hodc nhé hon, khoang 25nM hodc nho hon. Vi du
khong lam gi6i han vé khoang 4i luc gan két dwoc wu tién cia cac thu thé TCR theo
sang ché bao gdbm céc khoang tir 1nM dén 10nM; tir 10nM dén 20nM; tir 20nM dén
30nM; tir 30nM dén 40nM; tir 40nM dén 50nM; tir 50nM dén 60nM; tir 60nM dén
70nM; tir 70nM dén 80nM; tir 80nM dén 90nM; va tir 90nM dén 100nM.

Khi duge st dung & day lién quan dén cac thu thé TCR theo sang ché, thuat ngit
“su gan két dac hiéu” va cac bién thé vé& ngit phép ctia chiing duoc sir dung dé chi thu
thé TCR c6 4i luc gin két (KD) dbi v6i phic hop phén tir peptit-HLA bing 100uM
hodc nho hon.
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Céc thu thé di dime TCR alpha/beta theo sang ché c6 thé c6 lién két disulfua
dugc dua vao gifta cac ving 4n dinh cta ching. Céc thu thé TCR thudc loai nay duogc
uu tién bao g@)m cac thu thé c6 trinh tu vung 6n dinh TRAC va trinh tu ving 6n dinh
TRBC1 hodc TRBC2 ngoai trir viéc cac géc Thr 48 ctia TRAC va Ser 57 cia TRBC1
hodc TRBC2 dugc thay thé biang cac gbc xystein, cac g xystein nay tao thanh lién
két disulfua gifta trinh ty ving dn dinh TRAC va trinh tu viung 6n dinh TRBC1 hodc
TRBC?2 cua thy thé TCR.

Bit ké c6 hodc khong c6 lién két giita cac chudi dugce dua vao néu trén, cic thu
thé di dime TCR alpha/beta theo sang ché c¢6 thé c¢6 trinh tu ving én dinh TRAC va
trinh ty ving 4n dinh TRBC1 hodc TRBC2, va trinh tu ving 6n dinh TRAC va trinh tu
ving 6n dinh TRBC1 hosc TRBC2 ctia thu thé TCR c6 thé duoc lién két bang lién két
disulfua tw nhién gitta géc Cys4 ciia exon 2 ctia TRAC va gbc Cys2 clia exon 2 clia
TRBCI1 hoic TRBC2.

Céac thu thé TCR theo séng ché c6 thé chua chat danh d4u c6 thé phat hién dugc
chon tir nhém bao gdm ddng vi phéng xa, nhém huynh quang va biotin. Cac thu thé
TCR theo sang ché c6 thé duoc lién hop véi chét ¢6 hoat tinh diéu tri, nhu déng Vi
phong xa, chét héa tri liéu, hodc doc to.

Theo mdt phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché c6 it nhit mot dot bién trong
chudi alpha va/hodc c6 it nhat mot dot bién trong chudi beta c6 su glycosyl hoa duoge
cai bién so véi thu thé TCR khéng dugc dot bién.

Theo mdt phuong 4n, thu thé TCR chra it nht mot d6t bién trong chudi alpha
ctia thu thé TCR va/hodc chudi beta ctia thu thé TCR c¢6 4i luc gén két, va/hodc chu ky
ban hity ctia sy gin két, véi phitc hop phén tir peptit-HLA, it nhit 1a gip d6i so véi thu
thé TCR chtta chudi alpha cta thu thé TCR khong dugce dot bién va/hodc chudi beta
ctia thu thé TCR khong duoc dot bién. Viéc lam tang 4i lyc cua cac thy thé TCR dic
hiéu khdi u, va su khai thac cua né, dua vao su tdn tai cia khung 4i Iyc ctia TCR tdi
wu. Sy tOn tai cla khung nay dua trén viéc quan sat dugc réng cac thu thé TCR dic
hiéu véi tdc nhan géy bénh duogc gidi han bdi HLA-A2 cé gid tri KD thuong thép hon
khoang 10 1an so v&i cac thu thé TCR dic higu voi khang nguyén ban than lién quan
dén khdi u duoc giéi han boi HLA-A2. Hién nay, di biét ring mic di cac khang
nguyén khéi u ¢6 kha nang giy mién dich, do céc khéi u sinh ra tir cac t& bao cta

chinh d6i tuong chi dot bién mot hodc nhiéu protein bang cach xtr Iy dich ma bién ddi
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s& dugc hé mién dich coi 1a khang nguyén ngoai lai. Cac khéang nguyén dugc diéu hoa
tang hoic duoc biéu hién qué muc (con dugce goi la khang nguyén ban than) s€ khong
nhét thiét gay ra dap ing mién dich chirc ning khang u: céc té bao T biu hién thu thé
TCR c6 kha nang phan mg & miic cao véi cac khang nguyén nay s& khéng dugc chon
trong tuyén Grc trong qua trinh dwoc goi 1a dung nap trung tAm, nghia 13 chi con lai cac
té bao T véi thu thé TCR c6 4i luc thap dbi véi khang nguyén ban than. Do do, 4i luc
ctia céc thu thé TCR hodc cac bién thé cua peptit theo sang ché c6 thé duoc tang 1én
bang c4c phuong phép da biét rd trong linh vuc nay.

Sang ché con dé xuét phuong phap nhan biét va phéan 1ap thu thé TCR theo sang
ché, phuong phap nay bao gdm budc 1 cic t& bao PBMC, duoc 14y tir ngudi cho khoe
manh am tinh véi HLA-A*02, v&i monome A2/peptit, i cac té bao PBMC nay véi
tetrame-phycoerythrin (PE) va phan 1ap céc t& bao T ¢6 4i luc cao bing phwong phép
phan tich Calibur-phan loai t& bao dugc hoat héa huynh quang (florescence activated
cell sorting: FACS).

Sang ché con d& xuét phuong phap nhan biét va phan lap thu thé TCR theo sang
ché, phuong phap nay bao gdm buéc thu duoc chudt chuyén gen c6 toan bd locus gen
TCRof ctia ngudi (1,1 va 0,7Mb), ¢6 cac t€ bao T biéu hién danh muc thu thé TCR da
dang ctia ngudi dé bu lai sy thiéu hut thy thé TCR cua chudt, gdy mién dich cho chudt
nay bing peptit quan tdm, 0 cic t& bao PBMC thu dugc tir chudt chuyén gen véi
tetrame-phycoerythrin (PE), va phan l4p cac té bao T ¢6 i luc cao bing phuwong phép
phan tich Calibur-phén loai té bao duoc hoat héa huynh quang (FACS).

Theo mét khia canh, dé thu duoc té bao T biéu hién thu thé TCR theo sang ché,
axit nucleic ma héa chudi alpha-TCR va/hoic chudi beta-TCR theo sang ché dugc tach
dong vao cac vecto biéu hién, nhu gama retrovirut hoic lentivirut. Céc virut tai t hop
dugc tao ra va sau d6 dugc thtr nghi¢m vé mit chirc ndng, nhu d6 dic hi€u khang
nguyén va ai luc chiic ning. Tiép d6, phan phan udc clia san pham cubi duoc st dung
8 tai nap quan thé € bao T dich (thuong duoc tinh ché tir cac t& bao PBMC ctia bénh
nhan), quan thé nay dugc md rong trude khi tiém truyén vao bénh nhan. Theo khia
canh khéc, dé thu dugc cac € bao T biéu hién thu thé TCR theo sang ché, ARN cuia
thu thé TCR duogc téng hop béng cac k¥ thuat da biét trong linh vuc nay, vi du, cac hé
phién mi in vitro. Sau d6, ARN cua thu thé TCR tdng hop duoc in vitro nay duoc dua

vao cac t& bao T CD8+ so cép dugc ldy tir ngudi cho khoe manh bang cach gy xung
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dién dé biéu hién lai chudi alpha-TCR va/hoic chudi beta-TCR dac hiéu khi u.

Dé lam gia tdng muc do biéu hién, t6t hon néu axit nucleic m& héa cac thu thé
TCR theo sang ché c6 thé duoc lién két hoat dong véi cac gen khoi d4u manh nhu
doan lap ¢ dau tin cting dai (long terminal repeat: LTR) ciia retrovirut, virut cu bao
(cytomegalovirus: CMV), virut té bao gbc ctia chudt (murine stem cell virus: MSCV)
U3, phosphoglyxerat kinaza (phosphoglycerate kinase: PGK), B-actin, ubiquitin, va
gen khoi dau phie hop virut ctia khi 40 (simian virus 40: 40SV40)/CD43, yéu t6 kéo
dai (elongation factor: EF)-1a va gen khoi dau tao 6 bénh & lach (spleen focus-forming
virus: SFFV). Theo phuong 4n dugc wu tién, gen khoi dau nay khac loai véi axit
nucleic duoc bidu hién. Ngoai gen khoi diu manh, cat xet biéu hién thu thé TCR theo
sang ché c6 thé chita cc thanh phan bd sung dé c¢6 thé 1am gia ting mutc d6 biéu hién
chuyén gen, bao gdm ca dudng da purin trung tim (central polypurine tract: cPPT), dé
kich thich su chuyén doan nhén ctia cdu tric cta lentivirut (Follenzi et al., 2000), va
yéu t6 didu hoa sau phién ma ciia virut viém gan & chudt chili (woodchuck hepatitis
virus posttranscriptional regulatory element: wPRE), yéu t§ nay lam ting muc do biéu
hién chuyén gen bing céch lam ting tinh 6n dinh ctia ARN (Zufferey et al., 1999).

Céac chudi alpha va beta cta thu thé TCR theo séng ché c6 thé duoc mi héa
béng axit nucleic nim trén cdc vecto riéng bict, hodc cd thé duoc ma hoa béng
polynucleotit ndm trén chinh vecto nay.

Can dat dugc sy bi€u hién trén bé mit cta thu thé TCR & mitc cao dé cho ca
chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR ciia thu thé TCR dua vao dugc phién mi & mic
cao. Nhim muc dich nay, ca chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR theo sdng ché c¢6 thé
dugc tach dong vao cAu truc bi-xistronic trong mot vecto, vecto nay dd dugc ching
minh 13 ¢ thé khic phuc duoc yéu cau néu trén. Viée sir dung diém vao trong ribosom
(intraribosomal entry site: IRES) ctia virut & gitta chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR
tao ra sy biéu hién két hop cua ca hai chudi nay, do chudi alpha-TCR va chudi beta-
TCR dugc tao ra tir mot san phdm phién ma bi pha v& thanh hai protein trong khi dich
mé, didu ndy dam bao ring tao ra ty 1& mol twong dwong ctia cac chudi alpha-TCR va
beta-TCR (Schmitt et al. 2009).

Axit nucleic ma héa céc thu thé TCR theo sang ché c6 thé 13 codon dugc tdi vu
hoa dé 1am ting su biéu hién tir té bao chi. Su ldp lai trong mi di truyén cho phép mot

0 axit amin can dugc ma hdéa bang nhiéu hon mot codon, nhung mot s6 codon “it toi
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uu” hon cac codon khac do do kha dung tuong dbi cua su ghép cdp ctuia cac ARN vén
chuyén (tRNA) ciing nhu cic yéu t6 khac (Gustafsson et al., 2004). Viéc cai bién cac
trinh tu gen ctia TCR-alpha va TCR-beta sao cho mdi axit amin dugc ma héa bang
codon t6i wu d6i v6i su biéu hién gen cua dong vat c6 vu, cling nhu loai bé motif
khong 6n dinh ctia ARN théng tin hodc céc vi tri ghép 4n, d dwoc ching minh 14 lam
ting ddng ké muc d6 biéu hién gen ciia TCR-alpha va TCR-beta (Scholten et al.,
2006).

Ngoai ra, sy bét cap sai gitra chudi TCR duoc dua vao va chudi TCR néi sinh
¢6 thé 1am cho tinh dic hiéu thu dugce ¢ nguy co dang k& vé tinh tw mién dich. Vi du,
su tao ra cac dime TCR hén hop c6 thé 1am giam sb lugng phan tir CD3 c6 thé tao ra
phirc hop TCR dugc bét cip thich hop, va do d6 c6 thé lam giam dang ké ai luc chic
ning ctia cac té bao hiéu hién thy thé TCR dugc dua vao (Kuball et al., 2007).

Pé lam giam mirc d6 bat cip sai, ving dau tan cling C ctia cac chudi TCR theo
sang ché duoc dua vao c6 thé dugc cai bién dé kich thich ai luc gitta cac chudi, trong
khi 1am gidm kha nang bét cip v6i TCR nodi sinh ctia cac chudi duoc dua vao. Chién
luoc nay co thé tao ra su thay thé cac vimg & dau tan ciing C ctia chudi TCR-alpha va
TCR-beta ctia ngudi bang cic ving twong tng clia chudt ctia ching (ving & ddu tin
cing C clia chudt); tao ra lién két disulfua thtr hai gitra cdc chudi trong ving & diu tn
cling C bang cach dua gbc xystein thir hai vao ca chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR
ctia thy thé TCR duoc dua vao (su cai bién xystein); trao dbi cac gdc tuong tac trong
trong cac ving & dau tan ciing C ctia chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR (phuong
phap “chd phinh vao chd 16m” “knob-in-hole’*); va dung hop cac ving bién dbi ciia
chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR truc tiép véi CD3( (thé dung hop CD3() (Schmitt
et al. 2009).

Theo mét phuong 4n, té bao cha duge thiét ké dé biéu hién thu thé TCR theo
sang ché. Theo cic phuong 4n duge wu tién, t€ bao chii 14 t& bao T hodc t6 tién cia té
bao T cua nguoi. Theo mot ) phuong én, té bao T hodc b tién cua té bao T thu duoc
tir bénh nhan ung thu. Theo cac phuong 4n khac, té bao T hoic td tién cua té bao T thu
duoc tir ngudi cho khoe manh. Té bao chu theo sang ché c6 thé 1a t& bao khac loai
hodc t€ bao tu than ddi v6i bénh nhan cin diéu tri. Theo mot phuong 4n, vét chu la té
bao T gama/delta dugc bién nap dé biéu hién thu thé TCR alpha/beta.

“Dugc pham” 1a ché phdm thich hop dé st dung cho ngudi trong linh vuc y té.
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Tt hon, néu duoc phém nay vo khuén va dugc bao ché theo huéng dan thuc hanh san
xuat t6t (Good Manufacturing Pratice: GMP).

Céc duoc phém chua peptit ¢ dang tu do hodc & dang mubi duoc dung (ciing
xem phin trén day). Khi duge s dung trong ban moé ta nay, thuit ngit "mubi duogc
dung" d& chi din xuét cua peptit duoc boc 16 trong d6 peptit ndy duoc cii bién bang
cach tao mudi axit hodc mudi bazo ctia né. Vi du, cac mudi axit duogc didu ché tir bazo
tu do (trong d6 thuong 1a dang trung tinh cta duoc chit ¢ nhém —NH2 trung tinh)
tham gia phan tng véi axit thich hop. Céc axit thich hgp dé diéu ché cdc mubi axit bao
gdm c céc axit hitu co, vi du, axit axetic, axit propionic, axit glycolic, axit pyruvic,
axit oxalic, axit malic, axit malonic, axit sucxinic, axit maleic, axit fumaric, axit
tartaric, axit xitric, axit benzoic, axit xinamic, axit mandelic, axit metan sulfonic, axit
etan sulfonic, axit p-toluensulfonic, axit salixylic, va axit tuong tu, cling nhu cdc axit
vd co, vi du, axit clohydric, axit bromhydric, axit sulfuric, axit nitric, axit phosphoric
va axit tuong tu. Nguoc lai, cac mudi bazo ctia gde axit ¢6 thé ¢6 mit trén peptit dugc
didu ché bing cach st dung bazo dugc dung nhu natri hydroxit, kali hydroxit, amoni
hydroxit, canxi hydroxit, trimetylamin hodc bazo tuong tu.

Theo phuong an dugc dédc bi€t uu tién, dugc phém chtra peptit dudi dang mubi
cla axit axetic (axetat), triflo axetat hoac axit clohydric (clorua).

Tét hon, néu thudc theo sang ché 14 liéu phap mién dich nhu vacxin. Thube nay
6 thé duge st dung truc tiép cho bénh nhén, vao co quan bi bénh hodc sit dung qua
duong toan than nhu i.d., im., s.c., i.p. va i.v., hodc dugc st dung ex vivo cho céc té
bao ¢6 ngudn gbe tir bénh nhan hodc dong té bao clia ngudi ma sau d6 duoc sir dung
cho bénh nhan nay, hodc dugc st dung in vitro dé chon loc tiéu qu?m thé cua céc té
bao mién dich c6 nguén géc ttr bénh nhan ma sau d6 duoc st dung lai cho bénh nhan
nay. Néu axit nucleic dugc st dung cho céc té bao in vitro, n6 c6 thé hitu ich cho céc
té bao can dugc chuyén nhifm dé ddng biéu hién cac xytokin kich thich mién dich,
nhu intolokin-2. Peptit c¢6 thé gin nhu tinh khiét, hodc duge két hop véi ta duoc kich
thich mién dich (xem phan duéi diy) hodc duge sir dung két hop véi céc xytokin kich
thich mién dich, ho#ic duoc st dung véi hé gidi phong thich hop, vi du, liposom. Peptit
cﬁng c¢6 thé duoc lién hop v6i chat mang thich hgp nhu hemoxyanin ha (keyhole
limpet haemocyanin: KLH) hoic manan (vi du, xem céng bd don qudc t€ sé6 WO

95/18145 va tai lidu: Longenecker et al., 1993). Peptit cling ¢6 thé dugc huéng dich,
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c6 thé 1a protein dung hop, hodc c6 thé 14 phén tir lai. Céc peptit c6 trinh tu dugc néu
trong sang ché duoc du kién 1a kich thich cac té bao T CD4 hosc CDS. Tuy nhién, su
kich thich cac té bao T CD8 c6 hiéu qué hon khi ¢é sy trg gitp cua t€ bao T hd tro
CD4. Do d6, ddi véi cac epitop cia MHC nhém I kich thich t& bao T CD8, dbi tac
dung hop hoic cic phan phan tir lai 13 thich hop dé tao ra céc epitop kich thich té bao
T duong tinh v6i CD4. Cac epitop kich thich CD4- va CD$- 14 da duoc biét 6 trong
linh vic nay va bao gdm céc epitop d4 duge xac dinh theo sang ché.

Theo mot khia canh, vacxin chira it nhit mot peptit cé trinh tu axit amin dugc
néu trong céc trinh tu tir SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No. 191, va it nhat mot peptit bd
sung, t6t hon 1a chira tir 2 d&n 50, t6t hon nita 13 chira tir 2 dén 25, tham chi t6t hon
nita 1a chira tir 2 d&én 20 va tot nhat 1a chta 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17 hodc 18 peptit. (Cac) peptit nay c6 thé c6 ngudn gbe tir mot hodc nhidu TAA
dac hidu va c6 thé gin két voi cac phan tir cia MHC nhém 1.

Theo khia canh khic, sang ché dé xuét axit nucleic (vi du, polynucleotit) ma
hoéa peptit hoic bién thé clia peptit theo sang ché. Polynucleotit nay c6 thé 1, vi du,
ADN, ADN bb trg, APN, ARN hoidc hdn hop cuia chung, & dang soi don va/hoac soi
kép, hodc dang nguyén thé hodc dang 4n dinh cta cac polynucleotit, vi du nhu cac
polynucleotit c¢6 khung chinh phosphorothioat va né ¢6 thé chita hodc khong chira
intron mién 13 né ma hoa peptit. T4t nhién 14 chi cac peptit chita cac gbc axit amin c6
trong tu nhién duge lién két bang cac lién két peptit c6 trong tw nhién c6 thé ma hoa
bang polynucleotit. Theo khia canh khac, sang ché d& xuét vecto biéu hién c6 kha ning
bidu hién polypeptit theo sang ché.

Nhiéu phwong phép khac nhau da dugc phat trién dé lién két cac polynucleotit,
dac biét 1a ADN, vdi cac vecto, vi du, béng cac dau két dinh bb tro. Chéng han, cac
ving polyme dong nhat bd trg c6 thé duoc bd sung thém vao doan ADN cin duoc
chén vao ADN cua vecto. Sau d6, vecto va doan ADN duogc ndi béng su lién két hydro
gifta cac dudi polyme dong nhét bo trg dé tao ra cc phan tir ADN téi t& hop.

Céc nhom lién két tong hop chira mét hoac nhiéu vi tri gi6i han tao ra phuong
phép thay thé dé ndi doan ADN véi cac vecto. Cac nhém lién két tong hop chira nhidu
vi tri endonucleaza giéi han dugc ban trén thi truong tur nhiéu nguén bao gém ca tu
cong ty International Biotechnologies Inc. New Haven, CN, M¥.

Phuong phap cai bién mong muén dbi véi ADN ma héa polypeptit theo sang
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ché st dung phan tmg chudi polymeraza nhu duoc boc 16 trong tai liéu ctia Saiki RK
va cac dong tac gia (Saiki et al., 1988). Phuong phép nay c6 thé dugc str dung dé dua
ADN vao vecto thich hop, vi du, bang k¥ thuat xir ly vi tri gi6i han thich hop, hoic
phuong phép nay c6 thé duoc sir dung dé cai bién ADN theo cach hitu ich khac nhu da
biét trong linh vuc nay. Néu cac vecto ciia virut duge sir dung, vecto poxvirut hodic
vecto adenovirut dugc uvu tién.

Tiép d6, ADN (hoic trong truong hop vecto retrovirut, ARN) c6 thé duoc bidu
hién & vat chu thich hgp dé tao ra polypeptit chita peptit hodc bién thé theo sang ché.
Do d6, ADN ma hda peptit hodc bién thé theo sang ché c6 thé dugce st dung theo cac
k¥ thuat da biét, dugc cai bién thich hop theo phan boc 16 dwoc néu & ddy, dé tao cu
triac cho vecto biéu hién, ma sau d6 vecto nay duoc dung dé bién nap té bao chu thich
hop dé biéu hién va tao ra polypeptit theo sang ché. Cac k§ thuit nay bao gdm céc k¥
thuét dugc boc 19, vi dy, trong cac patent M¥ s6 US 4.440.859, 4.530.901, 4.582.800,
4.677.063, 4.678.751, 4.704.362, 4.710.463, 4.757.006, 4.766.075, va 4.810.648.

ADN (hodc trong truong hgp vecto retrovirut, ARN) ma hda polypeptit tao
thanh hop chat theo sang ché c6 thé dwoc nbi véi nhidu loai trinh tw ADN khéc dé dua
vao vat chu thich hgp. ADN kém s€ phu thudc vao tinh chét cua vat cha, cach dua
ADN vio vit chi ndy, va su duy tri hodc hop nhit episom c¢6 duoc mong mubn hay
khéng.

N6i chung, ADN duogc chén vao vecto biéu hién, nhu plasmit, theo su dinh
huéng thich hop va khung doc chinh x4c dé biéu hién. Néu can, ADN c6 thé duoc lién
két véi cac trinh tur nucleotit d6i chimg didu hoa phién ma va dich ma thich hop dugc
nhén biét boi vat chu mong muén, mic di cac dbi ching nay thuong c6 mat trong
vecto biéu hién. Sau d6, vecto dugc dua vao vat cha béng cac k¥ thuat chuén. Néi
chung, khong phai tAt ca cac chu s& dugc bién nap boi vecto. Do d6, s& can chon loc
céc té bao cha duoc bién nap. Mdt k¥ thuét chon loc bao gém budce dua trinh tu ADN
vao vecto biéu hién, véi cac thanh phin dbi chimg can thiét bt ky, d& ma hoa tinh
trang c6 thé chon loc & t& bao dugc bién nap, nhu su khang thudc khéng sinh.

Theo cach khéc, gen dung cho tinh trang cé thé chon loc nay c6 thé 1a gen trén
vecto khac, dugc ding dé ddng bién nap t& bao chi mong mudn.

Sau d6, céc té bao chii di duoc bién nap bang ADN tai t§ hop theo sang ché

duoc nudi cdy trong khoang thoi gian da va trong cc didu kién thich hop ma ngudi c¢6
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hiéu biét trung binh trong linh vuc nay da biét khi xem phin mé ta duoc boc 16 & day
@& cho phép sur biéu hién ciia polypeptit ma c¢6 thé duoc thu hdi sau do.

Nhiéu hé biéu hién la da biét, bao gbém vi khudn (vi du, E. coli va Bacillus
subtilis), ndm men (vi du, Saccharomyces cerevisiae), nim dang so¢i (vi du,
Aspergillus spec.), t& bao thuc vat, t& bao dong vit va té bao con tring. Tét hon, néu
hé nay c6 thé 1a cac t& bao clia dong vat co vi nhu t& bao budng trimg chudt ddng
Trung Qudc (Chinese hamster ovary: CHO), c6 thé mua duoc tir Bao taing ATCC Cell
Biology Collection.

Vecto plasmit ctia té bao dong vat c¢6 vii dién hinh @ biéu hién ciu tric chira
gen khéi ddu CMV hodc SV40 c6 dudi poly A thich hop va gen danh ddu sy khéng
thubc nhu neomyxin. M6t vi du 1a pSVL c¢6 thé mua dugc tir cong ty Pharmacia,
Piscataway, NJ, M§. Mot vi du vé vecto biéu hién cta dong vét c6 vi chiu cam ung la
pMSG, ciing c¢6 thé mua duoc tir Pharmacia. Cac vecto plasmit ctia ndm men hitu ich
12 pRS403-406 va pRS413-416 va thuong cé thé mua dugc tir céng ty Stratagene
Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, My. Cac plasmit pRS403, pRS404, pRS405 va
pRS406 13 plasmit hop nhat cia nim men (Yeast Integrating plasmid: YIp) va két hop
vao cac gen danh dAu c6 thé chon loc cta ndm men HIS3, TRP1, LEU2 va URA3. Céc
plasmit pRS413-416 1a plasmit doan trung tim ctia ndm men (Yeast Centromere
plasmid: Ycp). Céc vecto trén co s& gen khéi ddu CMV (vi du, san phdm cta Sigma-
Aldrich) tao ra sy biéu hién 6n dinh hoic chuyén tiép, su biéu hién hodc su tiét trong
bao chit, su huéng dich & dAu tan cing N hoic d4u tan cting C trong cac hdn hop khic
nhau cia FLAG, 3xFLAG, c-myc hodc MAT. Céc protein dung hop nay cho phép phat
hién, tinh ché va phén tich protein tai t hop. Cac san phim dung hop huéng dich kép
tao ra tinh linh hoat khi phat hién.

Ving diéu hoa gen khéi dau cta virut cy bao ¢ ngudi (human cytomegalovirus:
CMV) ¢6 hoat tinh manh diéu chinh mutc d6 biéu hién cta protein co dinh cao téi 1
mg/lit & cc € bao COS. Pbi vdi cac dong t& bao c6 hoat tinh kém hon, mirc protein
thuong 1a ~0,1 mg/l. Su ¢6 mit cia ngudn gde sao chép SV40 s& 1am cho mirc do sao
chép ADN cao & céc té bao COS cho phép sao chép SV40. Vi du, cic vecto CMV ¢6
thé chira ﬁguén gbc dé sao chép pMB1 (dAn xudt ctia pBR322) & céc té bao vi khuin,
gen b-lactamaza dé chon sy khang ampixilin & vi khuén, polyA ctia hGH, va ngudn

gbe fl. Cac vecto chira trinh tu ddn dau pre-pro-trypsin (PPT) c6 thé dinh hudng su
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tiét ra ctia protein dung hop FLAG vao méi trudong nudi cdy dé tinh ché bang cach st
dung khang thé ANTI-FLAG, nhya va ban kinh. Céc vecto va hé biéu hién khéac 1a da
duogce biét 13 trong linh vue nay dé s dung véi nhidu loai té bao chil khac nhau.

Theo phuong 4n khéc, hai hodc nhidu peptit hodc cac bién thé cia peptit theo
séng ché duoc ma hoa va do d6 duogce biéu hién theo th tu 1an luot (tuong tu véi chu
tric “chudi hat”). Theo cach ndy, peptit hoidc cac bién thé ctia peptit c6 thé duoc lién
két hoic duoc dung hop v6i nhau bing cac doan axit amin ctia nhém lién két, vi du
nhu LLLLLL, hoic ¢6 thé duoc lién két ma khong c6 (cac) peptit bd sung bat ky gitta
ching. Céc cau triic nay ciing c6 thé duoc st dung cho liéu phép ung thu, va c6 thé tao
ra dap ing mién dich lién quan dén ca MHC I va MHC IL

Sang ché con d& xuit t& bao cha dugc bién nap véi cdu tric ciia vecto
polynucleotit theo sang ché. Té bao chi nay c6 thé 1a té bao khong nhan hoic ¢6 nhan
dién hinh. Céc & bao vi khudn c6 thé 1a t& bao chu khong nhén trong mét sb truong
hop va thuong 14 ching E. coli, vi du nhu chimg E. coli DHS c6 thé mua dugc tir
Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, M¥, va chung RR1 c6 thé mua
duogc tir Bao tang gibng chuén vi sinh vt M§ (American Type Culture Collection:
ATCC) ciia Rockville, MD, M¥ (s ATCC 31343). Céc t& bao chi ¢6 nhén dién hinh
duoc uu ti€n bao gém té bao nAm men, t& bao coén trung va té bao dong vat cé vu, tbt
hon néu 1 cé4c té bao cua dong vat c¢6 xuong sdng nhu céc té bao tir chudt nhat, chudt,
khi hodc ngudi va cac dong té bao nguyén bao soi va té bao rudt két. Céc t& bao chu
clia ndm men bao gdm YPH499, YPH500 va YPHS501, thuong cé thé mua dugc tir
cong ty Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, My. Céc t& bao chu clia
dong vat c6 va duoc uu tién bao gém t& bao budng trimg chudt déng Trung Qubc
(CHO) ¢6 thé mua duogc tir Bao tang ATCC duéi dang CCL61, té bao phoi chudt NIH
Swiss NIH/3T3 c6 thé mua duoc tir Bao tang ATCC duéi dang CRL 1658, céc té bao
COS-1 ¢6 ngudn gbe tir than khi ¢6 thé mua duge tir Bao tang ATCC dudi dang CRL
1650 va cac té bao 293 1a t& bao phoi than ciia nguoi. Cac té bao con tring duoe wu
tién 14 té bao S ma c6 thé duoc chuyén nhiém véi vecto biéu hién baculovirut. Tong
quan vé su lua chon céc té bao cha thich hop dé biéu hién c6 thé duge tim théy trong
cac tai liéu, vi du, the textbook of Paulina Balbas and Argelia Lorence “Methods in
Molecular Biology Recombinant Gene Expression, Reviews and Protocols,” Part One,

Second Edition, ISBN 978-1-58829-262-9, va tai liéu khdc ma nguoi c¢6 hidu biét
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trung binh trong linh vuc nay da biét.

Su bién nap cua cac té bao cht thich hop véi chu tric ADN cua séng ché duogc
thuc hién bang cac phuong phap di dwoc biét rd, cic phuong phép nay thudng phu
thudc vao loai vecto dugc st dung. Lién quan dén su bién nap cda té bao chu khong
nhén, vi du, xem tai liéu ctia Cohen va céac déng tac gid (Cohen et al., 1972) va (Green
and Sambrook, 2012). Su bién nap cia céc té bao nidm men dugc mb ta trong tai lidu
ctia Sherman va cdc dong tic gia (Sherman et al., 1986). Cic phuong phap trong tai
liéu ctia Beggs (Beggs, 1978) ciing hiru ich. Lién quan dén cac té bao cta dong vat co
xuong sdng, cac chit phan tmg hitu ich trong viéc chuyén nhidm céc té bao nay, vi du,
san phim canxi phosphat va DEAE-dextran hozc liposom, c6 thé mua dugc tir cong ty
Stratagene Cloning Systems, hodc Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877,
M5. Phuong phép xung dién ciing hiru ich d& bién nap va/hodc chuyén nhidm céc té
bao va d3 duoc biét rd trong linh vuc nay dé bién nap t€ bao ndm men, té bao vi khudn,
té bao con tring va té bao clia dong vt c6 xuong sdng.

Té bao duoc bién nap thanh céng nghia 14 té bao chira cdu trac ADN theo sang
ché, ¢6 thé dugc xac dinh b?mg cac k¥ thuat da biét rd nhu PCR. Theo cach khac, su ¢6
mét cua protein trong dich ndi bé mit c6 thé duge phéat hién béng cach st dung khang
thé.

Cén hidu rdng mot s t& bao chu theo sang ché 13 hitu ich d tao ra céc peptit
theo sang ché, vi dy, cac té bao vi khudn, ndm men va con tring. Tuy nhién, cac té bao
cht khéc ¢6 thé hitu ich trong mét s phuong phép diéu tri. Vi du, cac té bao trinh dién
khang nguyén, nhu té bao dudi gai, co thé duoc st dung mét cach hitu ich dé biéu hién
céc peptit theo sang ché sao cho ching c6 thé duge tai vao phan tt MHC thich hop.
Do d6, sang ché dé xuét t& bao chu chira axit nucleic hoic vecto biéu hién theo sang
ché.

Theo moét phuong an dugc uu tién, té bao chu 1a t& bao trinh dién khéng
nguyén, cu thé 14 té bao dudi gai hodc té bao trinh dién khdng nguyén. APC dugc tai
protein dung hop ti t hop chira phosphataza axit tuyén tién liét (prostatic acid
phosphatase: PAP) di dugc Cuc quan 1y thuc pham va dugc phim M§ (FDA) phé
chuin ngay 29 thang 4 nam 2010, dé diéu tri HRPC di cin khong c6 triéu chiimg hoac
c6 tri€u chung khong déang ké (Sipuleucel-T) (Rini et al., 2006; Small et al., 2006).

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit phuong phép tao ra peptit hodc bién thé

-05-



31919

clia nd, phuong phap nay bao gdm budc nudi ciy té bao chu va phan lap peptit ra khoi
té bao cht nay hodc méi trudong nudi cdy ciia né.

Theo phuong 4n khéc, peptit, axit nucleic hozc vecto biéu hién theo sang ché
duoc str dung lam thude. Vi du, peptit hodc bién thé cta né ¢ thé duoc bao ché dé
tiém qua duong trong tinh mach (intravenous: 1.v.), tiém dudi da (sub-cutaneous: s.c.),
tiém trong da (intradermal: i.d.), tiém qua dudng trong mang bung (intraperitoneal:
1.p.), tiém trong co (intramuscular: im.). Cac phuong phép tiém peptit dugc uu tién
bao gbm s.c., i.d., i.p., i.m., va i.v. Cac phuong phép tiém ADN dugc wu tién bao gom
i.d., im., s.c., ip. va i.v. Liéu ding ciia peptit hodc ADN nim trong khoang tir 50pg
dén 1,5mg, t6t hon 14 tir 125ug dén 500ug c6 thé duge cho trude va s& phu thude vao
peptit hoic ADN twong tmg. Cac liéu ding nim trong khoang nay da duoc st dung
thanh cong trong cac thr nghiém trudce do (Walter et al., 2012).

Polynucleotit ding dé tiém ching c6 higu qua cé thé gan nhu tinh khiét, hoic
dugc chtra trong vecto hodc hé giai phéng thich hop. Axit nucleic ¢6 thé 1a ADN,
ADN b tro, APN, ARN hoic hdn hop ctia ching. Céc phuong phap dé thiét ké va dua
axit nucleic nay vao 1a da duoc biét 13 trong linh vuc nay. Téng quan vé ndi dung nay
dugc dua ra, vi du, trong tai lidu ctia Teufel va cac ddng tac gia (Teufel et al., 2005).
Céc vacxin polynucleotit duge bao ché dé dang nhung co ché tac dung ctia céc vecto
nay trong viéc gdy dap timg mién dich vin chua duoc hiéu 15 hoan toan. Céc vecto va
hé giai phong thich hop bao gdm ADN va/hodc ARN ciia virut, nhu cac hé trén co sé
adenovirut, virut vacxinia, retrovirut, virut ecpet, virut lién quan dén adenovirut hodc
thé lai chtra cac thanh phan cta nhiéu hon mét virut. Cac hé giai phong khong chira
virut bao gdm lipit cation va polyme cation va di duoc biét rd trong linh vuc giai
phéng ADN. Sy giai phong bang phuong phap vat 1y, nhu bing “sing ban gen” ciing
c¢6 thé dugc st dung. Mot hodc nhiéu peptit duge md héa bang axit nucleic ¢6 thé 1a
protein dung hop, vi du, véi epitop kich thich cac t& bao T dbi véi ving CDR dbi 1ap
tuong tng nhu duge luu y trén day.

Thudc theo séng ché ciing ¢6 thé bao gdm mot hodc nhiéu chat phu tro. Cac
chat phu tro 14 chat 1am gia ting hodc c6 kha ning giy dap tmg mién dich khéng dic
hiéu (vi du, cac dap tmg mién dich trung gian bdi cac té bao T duong tinh véi CD8 va
té bao T hd trg (TH) v6i khang nguyén, va do d6 s& duge cho 12 hiru ich trong thudc

theo sang ché. Cac chat phu trg thich hgp bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, 1018
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ISS, cdc mubi nhom, AMPLIVAX®, AS15, BCG, CP-870,893, CpG7909, CyaA,
dSLIM, flagelin hodc cac phdi tir TLRS c6 ngudn gde tir flagelin, phéi tit FLT3, GM-
CSF, IC30, IC31, Imiquimod (ALDARA®), resiquimod, ImuFact IMP321, cac
intolokin nhu IL-2, IL-13, IL-21, interferon-alpha hoic -beta, hoic cic dan xuét duoc
pegyl héa cua chung, IS Patch, ISS, ISCOMATRIX, ISCOMs, JuvImmune®,
LipoVac, MALP2, MF59, monophosphoryl lipit A, Montanide IMS 1312, Montanide
ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, nhii tuong nudc trong dau va nhii
tuong dau trong nudc, OK-432, OM-174, OM-197-MP-EC, ONTAK, OspA, hé vecto
PepTel®, céc vi hat trén co s& poly(lactit co-glycolit) [PLG] va dextran, talactoferin
SRL172, Virosom va cac hat tuong tu virut khac, YF-17D, VEGF trap, R848, beta-
glucan, Pam3Cys, Aquila's QS21 stimulon, san phim nay c¢6 ngudn gdc tir saponin,
chit chiét tir vi khuan mycobacterium va chét tuong tu thanh t€ bao cua vi khudn tdng
hop, va céc chét phu trg doc quyén khéc nhu Ribi's Detox, Quil, hodc Superfos. Cac
chét phu tro nhu t4 dugc Freund hodc GM-CSF 1a dugc vu tién. Mot vai chét phu trg
mién dich (vi du, MF59) dic hiéu véi t& bao dudi gai va phuong phap didu ché chung
d3 duoc mo ta trude day (Allison and Krummel, 1995). C4c xytokin cing c6 thé duoc
st dung. Mot vai xytokin da dugc lién két truc tiép dé tac dong dén sy di tra cta té bao
dudi gai dén cac mé bach huyét (vi du, TNF-), thac déy su truong thanh cta t€ bao
dudi gai thanh té bao trinh dién khang nguyén hitu hiéu ddi véi cac & bao lymphd T
(vi dy, GM-CSF, IL-1 va [L-4) (patent M¥ s6 US 5.849.589, tai lidu nay duoc vién dan
cu thé & day toan bd ndi dung clia nd) va c6 tac dung lam chét phu tro mién dich (vi
duy, IL-12, IL-15, 1L-23, IL-7, IFN-alpha, IFN-beta) (Gabrilovich et al., 1996).

Céc oligonucleotit kich thich mién dich CpG ciing d duoc théng bio 1a 1am gia
tang hiéu cta chit phu trg trong linh vue vacxin. Khéng bi rang budc béi Iy thuyét bat
ky, cac oligonucleotit CpG c6 tac dung bang cach hoat héa hé mién dich bam sinh
(khong thich tmg) nho cac thu thé gidng Toll (Toll-like receptor: TLR), chu yéu 1a
TLRY. Sy hoat héa TLRY duge khoi mao boi CpG lam gia ting mic do dap Gng thé
dich va trong t& bao dic hiéu khang nguyén véi khoang rong cac khang nguyén, bao
gbm cac khang nguyén peptit hoic protein, virut con séng hodc da chét, vacxin chira té
bao dudi gai, vacxin chira t& bio tur than va cic thé lién hop polysacarit trbng ca vacxin
phong bénh va vacxin diéu tri bénh. Quan trong hon 1a né lam gia ting su trudng

thanh va biét hoa cua té bao dudi gai, didu nay dan dén su hoat hoa té bao THI1 gia
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tang va sy tao ra té bao lymphd T (CTL) gy doc té bao manh, ngay ca khi khong co
mit té bao T hd tro CD4. Khuynh huéng TH1 duoc tao boi su kich thich TLR9 duge
duy tri ngay ca khi c6 mit cac chat phy tro clia vacxin nhu phén hoic t4 dugc Freund
khong toan ven (incomplete Freund’s adjuvant: IFA) thuong kich thich khuynh hudng
TH2. Céc oligonucleotit CpG c6 hoat tinh ctia chit phu tro 16n hon rat nhiéu khi duoc
bao ché hoic sir dung déng thoi véi cac chat phu tro khéac hodc trong céc dang san
phém nhu vi hat, hat nano, nhii twong lipit hodc dang tuong tu, chung ddc biét can thiét
d& gay dap tmg manh khi khang nguyén c6 hoat tinh twong d6i yéu. Chiing con kich
thich d4p tng mién dich va cho phép cic lidu khang nguyén dugc giam di khoang hai
14n, v&i mirc d6 dap tng ctia khang thé trong dwong véi vacxin dii lidu ma khéng chira
CpG trong mdt sé thir nghiém (Krieg, 2006). Patent My s6 US 6.406.705 B1 mé ta
viée sir dung két hop cac oligonucleotit CpG, chit phu trg khong phai axit nucleic va
khang nguyén d8 gay d4p ung mién dich dic hidu khing nguyén. Chat d6i khing
TLRY ctia CpG 14 chét diéu bién mién dich vong than kép (double Stem Loop
Immunomodulator: dSLIM), san phim ctia Mologen (Berlin, Ptic) 13 thanh phan dugc
wu tién ctia duoc pham theo sang ché. Cac phan tir gan két thu thé TLR khac nhu TLR
7, TLR 8 va/hodc TLR 9 gén két voi ARN ciing ¢6 thé dugce st dung.

Vi du khéc vé céc chét phu tro hitu ich bao gém, nhung khéng chi giéi han 6,
CpG duoc cai bién bang phuong phép héa hoc (vi du, CpR, Idera), chit tuong tw ARN
soi kép nhu Poly(I:C) va dan xuét ctia né (vi du AmpliGen®, Hiltonol®, poly-(ICLC),
poly(IC-R), poly(I:C12U), ADN hoidc ARN cua vi khun khong chira CpG ciing nhu
céc phan tir nho va khang thé ¢6 hoat tinh mién dich nhu xyclophosphamit, sunitinib,
Bevacizumab®, celebrex, NCX-4016, sildenafil, tadalafil, vardenafil, sorafenib,
temozolomide, temsirolimus, XL-999, CP-547632, pazopanib, VEGF Trap, ZD2171,
AZD2171, chét khang CTLA4, céc chu tric quan trong huéng dich khang thé khéc ctia
hé mién dich (vi dy, thu thé khang CD40, khang TGF beta, khang TNF alpha) va
SC58175, chung cé thé c6 tac dung khi didu tri va/hodc 1am chét phu tro. Luong va
ndng d6 clia cac chit phu trg va chit phu gia hitu ich trong ngit canh ctia sang ché c6
thé duge ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay x4c dinh dé dang ma khéng
can thtr nghiém qua mec. ‘

Céc chét phu tro duoc wu tién 1a chét khang CD40, imiquimod, resiquimod,

GM-CSF, xyclophosphamit, sunitinib, bevacizumab, interferon-alpha, oligonucleotit
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CpG va dan xuét, poly-(I:C) va dan xut, ARN, sildenafil, va c4c san phim dang hat
véi PLG hodce céc thé virut.

Theo mot phuong 4n duge wu tién clia duoc phdm theo sang ché, chat phu tro
duoc chon tir nhém bao gém cac yéu t6 kich thich tao cum, nhu yéu t kich thich tao
cum bach cau hat-dai thuc bao (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor:
GM-CSF, sargramostim), xyclophosphamit, imiquimod, resiquimod, va interferon-
alpha.

Theo mdt phuong é4n duge uu tién cia dugce phém theo séng ché, chét phu tro
duoc ch_c_)n tr nhém bao gém cac yéu t6 kich thich tao cum, nhu yéu t§ kich thich tao
cum bach ciu hat-dai thuc bao (GM-CSF, sargramostim), xyclophosphamit,
imiquimod va resiquimod. Theo mét phuong 4n dugc wu tién ciia dugc phim theo
sang ché, chit phu tro 1a xyclophosphamide, imiquimod hoic resiquimod. Céc chét
phu tro dugc ddc biét vu tién 1a Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206, Montanide
ISA 50V, Montanide ISA-51, poly-ICLC (Hiltonol®) va mAB khang CD40, hoic hon
hop cta ching.

Dugc phim nay dé str dung ngoai duong tidu héa nhu sir dung dudi da, st dung
trong da, st dung trong co hodc st dung qua dudng miéng. Nhim muc dich nay, cac
Vpeptit va tlly ¥ cac phan tir khic duoc hoa tan hodc tao hdn dich trong chit mang duoc
dung, t6t hon néu 1a chét mang trong nudc. Ngoai ra, dugc phém c6 thé chua céc ta
duoc nhu cht dém, chit gén két, chat gay nd, chét pha lodng, chét tao huong vi, chét
1am tron, v.v.. Céc peptit ciing c6 thé duoc sir dung cling v6i céc chat kich thich mién
dich nhu xytokin. Danh sach nhiéu loai t4 duge c6 thé duoc st dung trong dugc phém
nay cé thé dugc tim théy trong tai li¢u, vi duy, A. Kibbe, Handbook of Pharmaceutical
Excipients (Kibbe, 2000). Duoc phdm nay c¢6 thé dugc st dung dé ngan ngira, phong
va/hodc didu tri cac bénh u tuyén hodc bénh ung thu. Céc dang duogc phém lam vi du
¢6 thé dugc tim théy, vi dy, trong patent chau Au sb EP2112253.

Piéu quan trong can thyc hién 1a dép ung mién dich dwoc kich thich bing
vacxin theo sang ché tAn céng bénh ung thu & céc giai doan té€ bao khic nhau va céc
giai doan phat trién khéc nhau. Ngoai ra, cac con dudng truyén tin hiéu lién quan dén
bénh ung thu khéc nhau bi tAn cdng. Pay 1a loi thé ddi v6i cac vacxin chi hudéng dén
mdt hodc vai dich, didu nay c6 thé lam cho khdi u d& dang thich tng véi sy tAn cong

(thoat khoi khéi u). Hon nita, khong phai tat ca cac khdi u riéng biét.déu biéu hién
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cung kiéu khang nguyén. Do d6, hdn hop cta vai peptit lién quan dén khdi u dam bao
rang mdi khéi u don 1é mang it nhat mot s6 dich. Dugc phdm dugc thiét ké theo cach
sao cho mdi khdi u duge cho 13 s& biéu hién mot vai khang nguyén va bao gom mot sb
con dudng doc 14p can thiét cho su phét trién va duy tri khdi u. Do d6, vacxin “c6 sin”
nay c6 thé duoc st dung d& dang cho quéan thé 16n bénh nhan. Didu nay c6 nghia 1a
viéc Iya chon tir trude di v6i cac bénh nhén cn duoc didu tri bing vacxin nay cé thé
duoc gidi han v6i loai HLA, khong cin su d4nh gia ddu 4n sinh hoc bd sung bét ky d6i
v6i sy biéu hién khang nguyén ma vin dam bao duoc ring mot s6 dich dugce tan cong
d6ng thoi boi dap tmg mién dich duge tao ra, didu nay la quan trong ddi véi hidu qua
(Banchereau et al., 2001; Walter et al., 2012).

Khi duoc st dung trong ban mé ta ndy, thudt ngft "khung" dé chi phan tir gin
két dic hiéu véi yéu t6 xac dinh (vi du, khédng nguyén). Theo mot phuong 4n, khung
c6 thé dinh hudng thue thd ma n6 duoc gin két véi (vi du, gbe gin két khang nguyén
(thu hai)) v6i vi trf dich, vi du, véi loai té bao khdi u hodc hodc mé d& khéi u ddc hiéu
mang yéu t6 xac dinh khang nguyén (vi du, phirc hop ctia peptit véi MHC, theo tmg
dung nay). Theo phuong 4n khéc, khung c6 thé hoat héa su truyén hiéu qua khang
nguyén dich ctia nd, vi du, khang nguyén ctia phirc hop thu thé té bao T. Khung bao
gdm, nhung khong chi giéi han &, khang thé va doan khang thé, ving gén két khang
nguyén cta khéng thé, chira ving bién dbi chudi nang ctia khang thé va ving bién dbi
chudi nhe ctia khang thé, gin két cic protein chira it nhat mot motif 13p lai ankyrin va
cac phan tr gin két khang nguyén ving don (single domain antigen binding: SDAB),
aptame, thu thé TCR (hoa tan) va cic té bao (dugc cii bién) nhu t& bao T khac alen
cling loai hodc t& bao T ty than. Pé danh gia xem phan tir c6 14 khung gén két voi dich
hay khong, cac thr nghiém gén két duoc thuc hién.

Thuat ngit gin két “dic hiéu” c6 nghia 1a khung gin két véi phirc hop peptit-
MHC quan tim 12 t6t hon céc phtic hop peptit-MHC c6 trong tu nhién khc dén mtrc
sao cho khung duoc gin két v6i phéan tir c6 hoat tinh c6 thé tiéu diét t€ bao mang dich
cu thd ma khong thé tiéu diét t& bao khac ma khong ¢ dich cu thé nhung trinh dién
(cac) phurc hop peptit-MHC khac. Su gin két v6i cac phic hop peptit-MHC khéc 13
khéng thich hop néu peptit ctia peptit-MHC c6 kha ning phan tmg chéo nay 1a loai
khong c6 trong ty nhién, nghia 1a khong c¢6 ngudn gbc tir HLA-peptit- hé gen clia

ngudi. Cac thir nghiém dé danh gi4 sy tidu diét t bao dich 1a d4 dugc biét rd trong linh
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vue ndy. Céc thir nghiém nay cin dugc thuc hién bang cch sit dung céc té bao dich
(cac t& bao so chp hodc dong té bio) véi su trinh dién peptit-MHC khong thay dbi,
hoic cac té bao tai peptit sao cho muc peptit-MHC c6 trong tu nhién dat dugc.

M&i khung c6 thé ¢6 su danh dau dé tao ra khung gén két c6 thé dugc phat hién
béng cach xac dinh su ¢ mat hodc khong c6 mat cta tin hi€u dugc tao ra bdi nguyén
t danh dau. Vi du, khung nay c6 thé duogc danh ddu bang thude nhuém huymh quang
hodc phén tir gen danh d4u t& bao thich hop khac bat ky. Cac phan tir gen danh déu nay
1a duoc biét 13 trong linh vyc nay. Vi du, nguyén tir danh ddu huynh quang, vi du,
duoc tao ra boi thude nhudm phét huynh quang, c6 thé tao ra hinh anh ctia aptame da
gén két nhd sy phat huynh quang hoic phuong phép hién vi quét bang laze hoic dém
té bao theo dong chay.

Mbi khung cé thé duoc lién hop véi phan tir ¢6 hoat tinh thtr hai, vi du nhu
phén tr [L-21, phan t& khang CD3, phan tir khang CD28.

Théng tin thém vé cac khung polypeptit xem trong, vi du, phan mé ta ciia cong
bd don québc té s6 WO 2014/071978A1, va cac tai liéu vién dan duge néu & day.

Sang ché con dé xuit aptame. Aptame (xem cong b6 don qudc té s6 WO
2014/191359 va tai liéu dugc néu & day) la phan tir axit nucleic s¢i don mach ngén, co
thé gdp cudn thanh cAu trtic ba chidu x4c dinh va nhan biét cc ciu tric dich dic hiéu.
Chung dudng nhu 14 thanh phan thay thé thich hop dé phat trién liéu phép huéng dich.
Aptame d3 duge ching minh 13 gén két chon loc véi nhiéu loai dich phic hop khic
nhau v61i ai luc va @6 dac hiéu cao.

Aptame nhan biét cac phéan tu ndm & bé mit té bao d& dugc x4c dinh trong thap
ky trudc va tao ra phuong tién dé phat trién phuong phap chan doan va diéu tri. Do
aptame d& dugc chting minh 13 gan nhu khong c6 tinh doc va tinh sinh mién dich,
chung 13 c4c tmg vién trién vong cho cac tmg dung y sinh. Thuc vay, cc aptame, vi
dy, aptame nhén biét khéng nguyén mang ddc hiéu tuyén tién liét, d3 duoc st dung
thanh cong cho cac liéu phap hudéng dich va dd dugc chimg minh 1a c¢6 chic ning
trong cac md hinh md ghép khéc 1oai in vivo. Ngoai ra, aptame nhén biét céc dong té
bao khdi u dic hiéu da duge xac dinh.

Aptame ctia ADN c6 thé dugc chon loc dé cho théy d3c tinh nhén biét phé rong
d6i voi cac té bao ung thu khac nhau, va cu thé 1a cac té bao c6 ngudn gde tir khéi u

ran, trong khi cic té bao khong tao khodi u va té bao so cap khde manh khdng dugc
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nhéan biét. Néu aptame da xac dinh khong chi nhan biét kiéu phu ctia khéi u dic higu
ma con tuong tac v6i loat khéi u, diéu nay lam cho aptame thich hop lam chat con
duoc goi la chét chin doén va chét diéu tri phé rong.

Hon nita, viéc dénh gid dic tinh gén két té bao bing phuong phap dém té bao
theo dong cho thdy ring aptame c6 4i luc rd rang rét tot trong khoang nanomol.

Aptame hitu ich cho muyc dich chdn doén va diéu tri. Ngoai ra, c6 thé chimg
minh duoc ring mot s6 aptame dugc hép thu boi té bao khdi u va do d6 co thé c6 tac
dung 1am thé mang phan tir & cung c4p chit khang ung thu huéng dich nhu ARN can
thiép c6 kich thudc nho (small interfering RNA: siRNA) vio céc té bao khéi u.

Aptame co thé duogc lua chon ddi véi cac dich phic hop nhu céc té bao va md
va phttc hop peptit chira, t6t hon 13 bao gdm, trinh tu theo trinh tw bat ki trong s6 cac
trinh tu tit SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191, theo sang ché véi phan tir MHC, bing
cach st dung k¥ thuat tién héa theo hé théng ctia phéi tir bang cach lam giau liiy tién
(Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment: SELEX)-té bao.

Céc peptit theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé tao ra va phat trién khang thé
dac hidu véi phirc hop MHC/peptit. Chiing ¢6 thé duge str dung cho liéu phdp, hudng
dich doc td hodc cac chat phong xa dén md bi bénh. Ung dung khéc cta cac khang thé
nay cé thé 12 hudng dich cac chét ddng vi phong xa dén mo bi bénh cho muc dich chup
hinh nhu phuong phap chup xa hinh cit 16p positron (Positron Emission Tomograpgy:
PET). U’ng dung nay c6 gitip phat hién sy di can nhé hodc dé xé4c dinh vi tri chinh x4c
va kich thudc ciia mo bi bénh.

Do d6, theo khia canh khac, sing ché d& xuét phuong phap tao ra khang thé tai
t6 hop gan két dac hidu véi phirc hop twong thich mé chinh (MHC) nhém I hogc 1T ctia
ngudi duge tao phire véi khang nguyén duge gidi han béi HLA, phuong phép nay bao
gém cac budce: tao mién dich cho dong vat c6 vii khong phai ngudi dugc thiét ké di
truyén c6 cac té bao biéu hién phirc hop tuong thich mé chinh (MHC) nhém I hoge IT
clia ngudi néu trén bang dang hoa tan cia phan tit MHC nhém I hogc 1T dugc tao phirc
v6i khang nguyén duge gidi han bdi HLA néu trén; phan lap céc phan tir ARN thong
tin tir cac t& bao tao ra khéang thé cua dong vat c6 v khong phai nguoi néu trén; tao ra
thu vién biéu hién thé thuc khudn biéu hién céc phan ti protein duge mi héa bdi cac
phéan t ARN thong tin néu trén; va phéan 1ap it nhit mot thé thuc khuin ra khoi thu

vién biéu hién thé thuc khuin néu trén, it nhat mot thé thuc khuan néu trén biéu hién
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khang thé gin két dic hidu v6i phirc hop tuong thich mé chinh (MHC) nhém 1 hodc
nhém II ctia nguoi néu trén duge tao phirc v6i khang nguyén giéi han béi HLA néu
trén.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit khang thé gin két dac hidu véi phic hop
tuong thich mé chinh (MHC) nhém I hodc II cta nguoi duge tao phuc véi khang
nguyén giéi han HLA, trong d6 t6t hon néu khang thé nay 1a khang thé da dong, khéng
thé don dong, khang thé dic hidu kép va/hoic khang thé thé kham.

Céc phuong phép twong tng dé tao ra khang thé nay va céc phirc hop tuwong
thich md chinh nhém I chudi don, ciing nhu cac cong cu khac dé tao ra cac khang thé
nay dugc boc 16 trong cac cong bd don qudc té s6 WO 03/068201, WO 2004/084798,
WO 01/72768, WO 03/070752, va tai li¢u cong bd (Cohen et al., 2003a; Cohen et al.,
2003b; Denkberg et al., 2003), nhim muc dich cia sang ché, toan bd cac tai lidu nay
duoc dua vao day béng céch vién dan toan bd ndi dung cua chiing.

Tét hon, néu khang thé nay gén két véi phirc hop, véi 4i luc gin két nho hon 20
nanomol, t8t hon 1a nhé hon 10 nanomol, dugc cho 14 “dic hiéu” trong ngit canh cla
sang ché.

Séng ché dé xuAt peptit chira trinh tu dugc chon tit nhém bao gdm cac trinh tir
tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191, hoic bién thé ctia né c¢6 d6 tuong dong (tbt
hon 1 mirc d6 gidng) v& trinh tu it nhit 12 88% véi cac trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 191 hoic bién thé cta né giy ra phan tng chéo cua cic té bao T voi
peptit néu trén, trong dé peptit nay khong 1a polypeptit co s& ¢ chiéu dai day du.

Sang ché con dé xudt peptit chira trinh tw dugc chon tir nhém bao gém céc trinh
tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191 hoic bién thé ciia né c¢6 d tuong dong (tot
hon 1 mic do gibng) v& trinh tu it nhit 12 88% v6i cac trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 191, trong d6 peptit hodc bién thé nay c6 tir 8 dén 100 axit amin, t5t hon
14 tir 8 dén 30 axit amin, va t5t nhit 13 tir 8 dén 14 axit amin trong toan bd chiéu dai
mach.

Sang ché con dé xudt cac peptit theo sang ché c6 kha ning gin két voi phan tir
cta phire hop twong thich mé chinh (MHC) nhom-I hodc nhém —II ctia nguoi.

Séng ché con dé xuét cic peptit theo sang ché trong d6 peptit nay bao gdm hoic
cht yéu bao gbém trinh tur axit amin theo c4c trinh ty tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 191.
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Sang ché con dé xuit cac peptit theo sang ché, trong d6 peptit nay duoc cai bién
(bing phuong phap hoa hoc) va/hoidc bao gdm cac lign két khong peptit.

Sang ché con d& xuAt cac peptit theo sing ché, trong d6 peptit nay 1a mot phan
cua protein dung hop, cu thé 13 chira axit amin & dau tin cting N cta chudi bat bién
lién quan dén khang nguyén HLA-DR (Ii), hogc trong d6 peptit nay dugc dung hop véi
(hogc vao) khang thé, vi du nhu khéng thé dic hidu vai té bao dudi gai.

Sang ché con d& xuét axit nucleic ma héa céc peptit theo sang ché, véi diéu kién
14 peptit nay khong 1a protein hoan toan (diy du) ctia ngudi.

Sang ché con d& xudt axit nucleic theo sang ché, axit nay 1a4 ADN, ADN bb tro,
APN, ARN hoic hén hop ctia chiing.

Sang ché con dé xudt vecto biéu hién cé kha ning biéu hién axit nucleic theo
sang ché.

Sang ché con d& xuét peptit theo sang ché, axit nucleic theo sang ché hoic vecto
bidu hién theo sang ché dé dung lam thube, cu thé 1a dé diéu tri bénh CRC.

Sang ché con dé xuét té bao chu chira axit nucleic theo sang ché hoic vecto
biéu hién theo sang ché.

Sang ché con dé xudt té bao chi theo sing ché 12 t& bao trinh dién khang
nguyén, va tot hon néu 13 té bao dudi gai.

Sang ché con dé xuit phuong phap tao ra peptit theo séng ché, phuong phép
nay bao gdm budc nudi cdy té bao chu theo sang ché, va phan lap pepﬁt ra khoi té bao
chi nay hodc méi trudng nudi cdy ciia né.

Sang ché con dé xudt phuong phép theo séng ché, trong d6 khéng nguyén duoc
tai 1én cac phan t¢ MHC nhém I hodc II dugc biéu hién trén bé mit cua té bao trinh
dién khéng nguyén thich hop bing cach cho khang nguyén véi luong du tiép xtic voi té
bao trinh dién khang nguyén.

Sang ché con d& xut phuong phép theo sang ché, trong d6 t& bao trinh dién
khéng nguyén chita vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién peptit néu trén, peptit nay
chtta céc trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191 hoic trinh ti axit amin ctia
bién thé ctia né.

Sang ché con dé xuét t& bao T hoat hoa, duge tao ra bang phuong phap theo
sdng ché, trong d6 céc t& bao T nay nhan biét chon loc t& bao co biéu hién bét thuong

polypeptit chtra trinh tu axit amin theo sang ché.
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Sang ché con mé ta phuong phép tidu diét té bao dich & bénh nhan c6 té bio
dich biéu hién bét thudng polypeptit chita trinh tu axit amin bt ky theo sang ché,
phuong phép niy bao gdm bude cho bénh nhan st dung Iugng hitu hiéu cua té bao T
theo sang ché.

Sang ché con mo ta viée sir dung peptit bat ky dd mo ta, axit nucleic theo séng
ché, vecto biéu hién theo sang ché, t bao theo sang ché, hoic té bao lymphé T hoat
tinh gdy doc té bao theo sang ché lam thudc hoic d san xuét thudc. Sang ché con md
ta viée st dung theo sang ché, trong d6 thudc nay c¢6 hoat tinh chéng ung thu.

Sang ché con mé ta viée sir dung theo sang ché, trong d6 thude nay 1a vacxin.
Sang ché con mé ta viée st dung theo sang ché, trong d6 thudc nay c6 hoat tinh chéng
ung thu.

Sang ché con mb ta viéc st dung theo sdng ché, trong d6 cac t& bao ung thu néu
trén 12 t& bao CRC hodc t& bao khdi u huyét hoc hodc khdi u dang ran khac nhu bénh
ung thu phoi, bénh ung thu ndo, bénh ung thu da day, bénh ung thu than, bénh ung thu
gan, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tuyén tién 1iét, bénh bach ciu, bénh ung thu v,
caxinom té bao Merkel, u melanin, bénh ung thu buéng tring, va bénh ung thu thuc
quan.

Sang ché con dé xult céc protein danh ddu va déu 4n sinh hoc cu thé trén co s&
cac peptit theo sang ché, duge goi & day la “dich” cé thé duoc st dung trong chin
doan va/hodc tién lugng bénh CRC. Sang ché con moé ta viée st dung cac dich méi nay
dé diéu tri bénh ung thur.

Thuat ngt “khéng thé” hodc “cac khang thé* duoc st dung & day theo nghia
rong va bao gdm ca khang thé da dong va khéng thé don dong. Ngoai cdc phan tir
globulin mién dich nguyén ven hoic “dﬁy da”, cac doan khang thé (vi du, cac ving
quyét dinh tinh bd trg (CDR), doan Fv, doan Fab va doan Fc) hoic cic polyme cua céc
phan tir globulin mién dich nay va cdc dang duge 1am cho gibng khang thé ctia nguoi
ctia phan tir globulin mi&n dich ciing duge bao gdm trong thuat ngit “khang thé”, mién
la ching c6 ddc tinh bét ky trong sd cac dic tinh mong mubn (vi du, su gén két dac
hiéu ctia (poly)peptit ciia gen danh déu bénh CRC, su cung cp doc t6 dén té bao CRC
biéu hién gen d4nh dau ung thu & mitc cao, va/hoic re ché hoat tinh cia polypeptit ctia
gen danh dau bénh CRC) theo sang ché.

Khang thé theo sang ché c6 thé duge mua tir cac ngudn thuong mai bat ctr khi
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nao. Khang thé theo sang ché ciing c6 thé duoc tao ra bang cach st dung cac phuong
phép da biét r5. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring céc
polypeptit ctia gen danh ddu bénh CRC c¢6 chidu dai day du hodc cac doan clia né ¢
thé duoc sir dung dé tao ra khang thé theo sang ché. Polypeptit duoc sir dung dé tao ra
khéng thé theo sang ché c6 thé duoc tinh ché mot phan hozc hoan toan ra khoi ngudn
tw nhién, hodc c¢6 thé duoc tao ra béng k¥ thuat ADN tai td hop.

Vi du, peptit ma hoa ADN bd trg theo sang ché, nhu peptit theo cac trinh t tir
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191, polypeptit, hodc bién thé hodc doan cta né, c6
thé dugc biéu hién & céc t& bao khong nhan (vi du, vi khudn) hodc cac t& bao ¢6 nhan
dién hinh (vi du, céc t& bao nidm men, con trung, hodc dong vat c6 vi), ma sau do6
protein tai td hop cé thé duoc tinh ché va st dung dé tao ra khang thé don dong hodc
khéng thé da dong dé gin két dac hiéu véi polypeptit cliia gen danh ddu bénh CRC
duoc st dung dé tao ra khang thé theo sang ché.

Nguoi ¢o6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé hiéu réng su tao ra hai hodc
nhiéu tap hop khic nhau ctia khang thé don dong hoic khang thé don dong lam ting
t6i da kha ning thu duoc khang thé c6 dd dic hidu va 4i luc can thiét cho muc dich du
dinh ctia né (vi du, thit nghiém ELISA, h6a mé mién dich, chup anh in vivo, liéu phap
khéng ddc t6). Cac khang thé duoc thir nghiém vé hoat tinh mong muén ciia ching
bing cac phuong phép di biét, theo muc dich ma khéng thé nay can dugc st dung (vi
dy, thtr nghiém ELISA, héa mé mién dich, liéu phap mién dich, v.v.; d& biét thém
huéng dan vé viéc tao ra va thir nghiém khang thé, vi du, xem tai liéu: Greenfield,
2014 (Greenfield, 2014)). Vi du, cac khang thé c6 thé dugc thir nghiém trong thir
nghiém ELISA, phép thdm tach Western, nhuém héa mé mién dich bénh ung thu duge
c¢b dinh trong formalin hoic phﬁn moé dong lanh. Sau khi x4c dinh tinh chét ban dau
ctia ching in vitro, khang thé dugce du dinh cho muc dich diéu tri hodc chin doan in
vivo dugc st dung theo cac phuong phap thir nghiém trong 1am sang di biét.

Khi duoc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngir "khang thé don dong" dé chi
khéng thé thu duoc tir quan thé khang thé gan nhu déng nhit, nghia 14 cic khang thé
riéng biét chtra quan thé 1a giéng nhau ngoai trir sy d6t bién c6 thé co trong tu nhién
nhung c6 thé c6 miat voi lugng rat nho. Cac khéng thé don dong & day cu thé bao gdm
céc khang thé “thé kham” trong d6 phin chudi ning va/hodc chudi nhe 1a gibng véi

hodc twong ddng véi cac trinh tu twong tmg trong khang thé ¢6 ngudn gde tir loai cu
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thé hodc thudc vé nhém hodc phan nhém khang thé cu thé, trong khi phan con lai cia
(cac) chudi nay 1a gidng véi hodc twong ddng véi cac trinh tu tuong tng trong khang
thé ¢ ngu@)n géc tlr céc loai khac hodc thudc vé nhém hoic phan nhém khang thé,
cling nhu cic doan cia khang thé nay, mién 1 ching c6 hoat tinh d6i khang mong
mubn (patent M§ s6 US 4.816.567, tai lidu nay duoc dua vao ddy bang cich vién din
toan bo ndi dung cua no).

Khang thé don dong theo sang ché c6 thé dugc tao ra bang cach sir dung
phuong phép lai. Trong phuong phép lai, chudt hodc ddng vat chu thich hop khac
thudng duge tao mién dich bang chat gay mién dich dé tao ra cac t& bao lymphd dé tao
ra hodc ¢ kha ning tao ra khang thé ma s& gin két dic hiéu véi chét gdy mién dich.
Theo cach khéc, cac té bao lymphd cé thé dugc tao mién dich in vitro.

Céc khang thé don dong ciing c6 thé duoc tao ra bang phuong phap ADN tai t&
hop, nhu cac phuong phap duoc mé ta trong patent M§ s6 US 4.816.567. ADN ma héa
céc khang thé don dong theo sang ché c6 thé duoc phan lap dé dang va giai trinh tu
bing cach sir dung cac quy trinh thong thuong (vi du, bing cach st dung doan do
oligonucleotit c¢6 kha nang gan két dic hidu véi cac gen ma hoa chudi ning va chudi
nhe ctia khang thé ctia chuét).

Céc phuong phap in vitro cling thich hgp dé tao ra tao ra khéng thé héa tri mot.
Su phén giai khéng thé dé tao ra cac doan khang thé ctia né, cu thé 1a cac doan Fab, c6
thé duoc thuc hién béng cach str dung cac k¥ thuat thong thudong da biét trong linh vuc
ndy. Chéng han, su phan giai ¢6 thé duoc thuc hién bang cach st dung papain. Céc vi
du v& su phan giai papain duge mé ta trong cong bd don qubc té s6 WO 94/29348 va
patent M§ s6 US 4.342.566. Su phan giai papain cta khéng thé thuong tao ra hai doan
gén két khang nguyén giéng nhau, dugc goi 12 doan Fab, mbi doan nay cé mot vi tr
gén két khéng nguyén, va doan Fc con lai. Viéc didu tri béng pepsin tao ra doan
F(ab")2 va doan pFc'.

Céc doan khang thé, bt ké duoc gin két véi cac trinh ty khéc hay khong, ciing
c¢6 thé bao gdm su xen doan, su khuyét doan, su thay thé doan, hodc cac cai bién dugc
chon khéc ctia ving cu thé hodc cac gbe axit amin cu thé, v6i diéu kién 1a hoat tinh cta
doan nay khong bi thay dbi hoic anh hudng dang ké so vi khang thé hoic doan khéng
thé khong duoc cai bién. Céc cai bién nay co thé tao ra mét sd dic tinh bd sung nhu

loai bé/bd sung thém axit amin ¢ kha ning lién két disulfua, dé 1am gia ting tudi tho |
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sinh hoc ctia n6, dé 1am thay dbi dic tinh tiét ra ctia né, v.v.. Trong trudong hop bat ky,
doan khang thé phai cé déc tinh vé hoat tinh sinh hoc, nhu hoat tinh gén két, su diéu
hoa gin két & ving gén két, v.v.. Cac ving chirc ning hodc c¢6 hoat tinh cta khéng thé
nay co thé duoc xac dinh béng cach gy dot bién ving dic hiéu cta protein, sau dé
biéu hién va thir nghiém polypeptit dugc biéu hién. Cac phuong phép nay da dugc
ngudi c6 hiéu biét trung binh frong linh vuc nay hiéu rd va ¢ thé bao gdm ca su gy
d6t bién dic hiéu vi trf ctia axit nucleic ma héa doan khang thé.

Khéng thé theo sang ché c6 thé con bao gém khang thé clia ngudi hodc khéng
thé dugc 1am cho giéng khang thé clia nguodi. Cac dang khéng thé khong phai clia
ngudi (vi dy, cta chudt) duoc 1am cho gidng khang thé ctia ngudi 1a céc globulin midn
dich thé kham, chudi globulin mién dich ho#c cac doan ciia n6 (nhu doan Fv, Fab, Fab'
hoic c4c trinh tu nhé gén két khang nguyén khéc ciia khang thé) chira trinh tu i thidu
¢6 ngudn gbc tir globulin midn dich khong phai ctia nguoi. Cac khang thé dugc lam
cho giéng khang thé ctia ngudi bao gdm globulin min dich ciia nguoi (khang thé thé
nhan) trong d6 céc gbe tir ving quyét dinh tinh b trg (CDR) ctia khéng thé thé nhan
duoc thay thé bing cac gde tir vimg CDR ciia loai khong phai ngudi (khang thé thé
cho) nhu chudt nhét, chudt hodc thé c6 do dic hiéu, i luc va kha ning mong mudn.
Trong mét sb trudong hop, cac gde cua khung Fv (Fv framework: FR) ctia globulin
mién dich ctia ngudi duoc thay thé bing cac gdc khong phai clia ngudi twong tmg.
Khang thé duoc 1am cho gidng khang thé ctia ngudi cling c6 thé chita cac gbe khong
dugc tim thiy trong trinh tu khéng thé thé nhan hoic trong cac trinh ty dugc nhap
khiu CDR hoc trinh tu khung. N6i chung, khéng thé dugc 1am cho giéng khang thé
ctia ngudi s& chu yéu bao gdm toan bd it nhat mot, va thuong 13 hai, ving bién doi,
trong d6 toan bd hodc gan nhu toan bd cac ving CDR twong mg vé6i cac ving clia
globulin mi&n dich khéng phai ctia nguoi va toan bd hodc gan nhu toan bd cic ving
FR 13 c4c ving cua trinh tu lién tmg cta globulin mién dich ctia ngudi. Khéng thé
duoc 1am cho gidng khang thé ctia ngudi t6i uu ciing s& bao gdm it nhat mot phan ciia
ving hing dinh (Fc) ctia globulin mién dich, thudng 14 cac ving ctia globulin mién
dich ctia nguoi.

Céc phuong phép lam cho khang thé khong phai clia nguoi gidng véi khéng thé
cua nguoi 1a da dugc biét 13 trong linh vuc nay. Néi chung, khang thé duoc 1am cho

giong khang thé cua nguoi cé6 mét hodc nhieu goc axit amin duge dua vao né tir nguon
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khong phai ctia ngudi. Cac gde axit amin khong phai ciia ngudi ndy thudng dugc goi
1a gbc "nhap khiu", cic gbc nay thuong dugce lay tir ving bién déi "nhap khau". Viéc
lam cho gidng v6i khang thé ciia ngudi c6 thé duoc thuc hién chi yéu bang cach thay
thé céc ving CDR hoic trinh ty CDR ctia dong vat gim nhim cho céc trinh tu tuong
g cta khang thé cua ngudi. Do d6, cac khang thé "duoc lam cho gidng khang thé
cta ngudi" nay 1a khang thé thé kham (patent M§ s6 US 4.816.567), trong d6 ving
bién d8i nguyén ven clia ngudi dugc thay thé it hon dang ké bang trinh tu tuong ting
tir cac loai khong phai ngudi. Trén thuc té, khéng thé duoc 1am cho giéng khéng thé
clia nguoi thuong 13 khang thé ctia ngudi trong d6 mot s6 gbc CDR va c6 thé 1a mot s6
gbc FR duoc thay thé bang cac gde tir cac vi tri twong tu & khang thé cta dong vat gim
nham.

Céc dong vat chuyén gen (vi dy, chudt nhit), khi duoc tao mién dich, ¢6 kha
ning tao ra kho ddy du cta khang thé ctia ngudi khi khong c6 su tao ra globulin mién
dich ndi sinh ¢6 thé duoc st dung. Vi du, su can ki€t ciia gen xac dinh tinh trang &
ving ghép ndi ctia chudi nang cta khang thé & chudt nhat dot bién thé kham va dong
phoi da duge mo ta 1a tao ra su e ché hoan toan qua trinh san sinh khang thé noi sinh.
Su chuyén mang gen globulin mién dich & chudt nhit dot bién dong phéi nay s& din
dn su tao ra khang thé cua ngudi khi thach thirc khang nguyén. Khéng thé ctia ngudi
cling c6 thé duoc tao ra trong thu vién biéu hién trén thé thuc khun.

Tt hon, néu khéng thé theo sang ché duoc sit dung cho d6i tuong trong chat
mang dugc dung. Théng thuong, luong thich hop cua mudi duoc dung duogc st dung
trong san phdm dé tao ra san phdm ding truong. Vi du vé cdc chit mang dugc dung
bao gdm nuéc mubdi, dung dich Ringer va dung dich dextroza. T6t hon, néu d6 pH cua
dung dich ndm trong khoang tir 5 dén 8, va t6t hon nita 1a nim trong khoang tir 7 dén
7,5. Cac chat mang khéc bao gdm céc thanh phan giai phong duy tri nhu nén ban thAm
cta polyme ky nudc dang ran chua khéang thé, cac nén da duoc tao hinh tir trude, vi
du, mang, liposom hodc vi hat. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc niy s&
hiéu ring mot s6 chat mang nhét dinh c6 thé dugc wu tién hon, tiy theo, vi du, dudng
sir dung va ndng d6 khang thé duogc sir dung.

Céc khang thé c6 thé dugc st dung cho d6i tuong, bénh nhan, hoic t& bao bing
cach tiém (vi dy, tiém qua duong trong tinh mach, trong mang bung, duéi da, trong

co), hodc bing cac phuong phap khac nhu tiém truyén dé dam bao réng su cung cp
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ctia né vao dong mau & dang hiru hidu. Khang thé cling c6 thé duge sir dung qua
dudng trong khéi u hodc quanh khéi u, dé c6 hidu qua diéu tri khu tra cling nhu hiéu
quéa didu tri toan than. Phuong phép tiém tai chd hodc qua duong trong tinh mach 1a
duoc uu tién.

Lidu ding hitu hidu va ché do sir dung khéng thé c6 thé dugc xac dinh theo kinh
nghiém, va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé& biét cach xac dinh nay.
Ngudi ¢6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring liéu ding ctia khang thé
can duoc st dung s€ thay ddi tuy theo, vi dy, dbi tuong s€ nhan khang thé, duong su
dung, loai khéng thé cu thé duoc st dung va cac duge chét khéc duoc st dung. Liéu
dung hang ngay thong thuong cia khang thé duogc sir dung mot minh c6 thé nim trong
khoang tir 1 pg/kg dén t6i da 100 mg/kg thé trong hozc cao hon mdi ngay, tly theo céc
yéu t6 néu trén. Khi sir dung khang thé, t6t hon 14 dé didu tri bénh CRC, hiéu qua ctia
khéng thé diéu tri c6 thé duogc danh gi4 theo nhiéu cach khac nhau ma ngudi ¢ hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay di biét rd. Ching han, kich thude, sé lwong va/hoic
su phan bd bénh ung thu & ddi tuong duge didu tri ¢6 thé dugce theo dbi bang cach sir
dung k¥ thuat hinh anh khéi u chudn. Khang thé dugc str dung dé diéu tri bénh lam
ngimg su phat trién ctia khéi u, 1am cho khéi u nho lai, va/hodc ngin ngira su phét
trién cta khdi u mdi, so voi su dién bién ctia bénh s& xuit hién khi khong st dung
khéng thé, 1a khang thé c6 hiéu qua dé diéu tri bénh ung thu.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xudt phuong phép tao ra thu thé t& bao T hoa
tan (STCR) nhén biét phtic hop peptit-MHC dic hiéu. Cac thu thé t& bao T hoa tan nay
¢6 thé duoc tao ra tir cac dong vo tinh ctia té bao T dic hiéu, va ai luc ctia chiing c6 thé
duoc tang 1én bing cach gdy dot bién huéng dich 14 cac ving quyét dinh tinh bd tro.
Nhim muc dich chon loc thu thé t& bao T, su biéu hién trén thé thuc khudn c6 thé duogc
str dung (US 2010/0113300, (Liddy et al., 2012)). Nhdm muc dich 1am 8n dinh céc thu
thé t€ bao T trong khi bidu hién trén thé thyc khuan va trong truong hop st dung trén
thue t& 1am duogc chét, chudi alpha va beta c6 thé duoc lién két, vi du, béng cac lién két
disulfua khong ty nhién, céc lién két cong hoa tri khac (thu thé té bao T chudi don),
hoac béng cac ving dime héa (Boulter et al., 2003; Card et al., 2004; Willcox et al.,
1999). Thu thé t& bao T c6 thé duoc lién két v6i doc td, duoc chat, xytokin (vi du, xem
cong bé don yéu ciu cip patent My s6 US 2013/0115191), céc ving tip hop céc té bao

hi€u tng nhu vung khéng CD3, v.v., dé thuc hién chuc nang cu thé trén cac té bao
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dich. Nigoai ra, né ¢ thé duoc biéu hién & cac té bao T ding dé chuyén muon. Thong
tin thém c6 thé dugc tim thdy trong cac cong bd don qudc t& s6 WO 2004/033685A1
va WO 2004/074322A1. Tb hop ctia cac thy thé TCR hoa tan dugc md ta trong cong
bd don qudc té s6 WO 2012/056407A1. Cac phuong phap tao ra khac dugc bdc 16
trong cong bd don quéc té s6 WO 2013/057586A1.

Ngoai ra, céc peptit va/hodc thu thé TCR hoic khang thé hodc cic phan tir gan
két khac theo sang ché c6 thé dugc st dung dé kiém tra su chin doan bénh ung thu cta
chuyén gia bénh hoc trén co sé miu sinh thiét,

Céc khang thé hodc thu thé TCR cling c6 thé dugc st dung cho céc thir nghiém
chin doén in vivo. N6i chung, khéng thé duoc danh déu bang nucleotit phéng xa (nhu
i, PTe, C, 'L *H, *?P hoic *S) sao cho khdi u c6 thé dugc c¢b dinh bang cach st
dung phwong phép chup hinh mién dich nhip nhay. Theo mét phuong 4n, khang thé
hodc doan khéng thé gén két véi vung ngoai bao cua hai hodc nhidu dich cta protein
duogc chon tir nhom bao gém cac protein néu trén, va gia tri ai luc (Kd) nhé hon 1 x
10uM.

Khang thé ding d& chin doan c6 thé duge ddnh ddu bang doan do thich hop dé
phat hién bing cdc phuong phap chup hinh anh khic nhau. Cac phuong phép dé phat
hién doan do bao gdm, nhung khong chi giéi han &, phuong phdp huynh quang,
phuong phép chiéu 4nh sang, phuong phap hién vi electron va confocal; phwong phip
chup cong huéng tir va phd; phuong phap ndi soi huynh quang, phuong phap chup anh
cét 16p vi tinh va phwong phéap chup anh cét 16p bang birc xa positron. Cic doan do
thich hop bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, fluorescein, rthodamin, eosin va cac
nhém huynh quang khéc, ddng vi phdng xa, vang, gadolini va cac hop chat lanthanit
khac, sit thuén tir, flo-18 va chit ddng vi phong xa phét ra positron. Ngoai ra, céc doan
dod ¢6 thé 14 doan do hai chirc ning hodc da chiic ning va c6 thé phéat hién dugc bing
nhiéu hon mét trong s6 cac phuong phap da liét ké. Cac khang thé nay c¢6 thé dugc
danh déu truc tiép hodc gidn tiép bing cac doan do néu trén. Su lién két cia doan do
v6i khang thé bao gdm su lién két cdng hoéa tri voi doan do, su két hop doan do vao
khang thé, va su lién két cong hoéa tri cia hop chét chelat hoa dé gin két doan do,
ngoai cac lién két khac da dugc biét 16 trong linh vuc nay. Dé st dung trong héa mé
mién dich, miu mé bénh c6 thé 13 miu méi hoic duge dong lanh hoac co thé dugc gén

trong parafin va c6 dinh véi chit bao quan nhu formalin. Phan chira miu duoc ¢6 dinh

-111-



31919

hodc gén duoc cho tiép xtc véi khang thé so cdp va khang thé thi cdp dd duoc danh
dau, trong d6 khang thé nay duoc st dung dé phat hién su biéu hién cta cac protein tai
chd.

Theo khia canh khac, sang ché d& xudt phuong phap tao ra cac té bao T hoat
héa in vitro, phuong phép nay bao gdm budc cho céc té bao T tiép xtic in vitro véi
khéng nguyén duoc tai cic phan tir MHC cta ngudi duoc biéu hién trén bé mit cla té
bao trinh dién khéng nguyén thich hop trong khoang thoi gian di dé hoat héa té bao T
theo cach dic hiéu khang nguyén, trong d6 khang nguyén nay 1a peptit theo sang ché.
Tét hon, néu khédng nguyén dugc sit dung v6i lugng du véi té bao trinh dién khang
nguyeén.

Tt hon, néu té bao cua dong vat c6 vu khéng cé hodc co néng dd hodc chic
ning cta chit van chuyén peptit TAP giam. Céc té bao thich hop khong c6 chit van
chuyén peptit TAP bao gdm céc té bao T2, RMA-S va Drosophila. TAP 1a chit van
chuyén c6 lién quan dén viée xir Iy khang nguyén.

Dong té bao T2 thiéu su tai peptit clia ngudi c6 thé mua duoc tir Bao tang gidng
chudn vi sinh vat M§ (ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852,
M5 theo Catalog s6 CRL 1992; dong Schneider 2 ctia dong t& bao Drosophila c6 thé
mua duoc tir Bao tang ATCC theo Catalog s6 CRL 19863; dong té bao RMA-S clia
chudt duoc mé ta trong tai lidu ctia Karre va cac dong tac gia (Ljunggren and Karre,
1985).

Tét hon, néu trude khi chuyén nhiém, té bao chii khéng biéu hién chi yéu cac
phéan tir MHC nhém I. Ciing t6t hon néu té bao kich thich biéu hién phan tir quan trong
@& tao ra tin hidu ddng kich thich dbi v6i t& bao T nhu t& bao bit ky trong sé B7.1,
B7.2, ICAM-1 va LFA 3. Trinh tu axit nucleic cia nhiéu phéan tt MHC nhém I va cta
céc phén tir chit ddng kich thich ¢ thé mua dwoc d& dang tir Ngan hang gen va co s&
dit liécu EMBL.

Trong truong hop epitop cuia MHC nhém I duge st dung lam khang nguyén,
céc té bao T 1a té bao T duong tinh v6i CDS.

Néu té bao trinh dién khang nguyén dugc chuyén nhidm d biéu hién epitop
nay, t6t hon néu té bao nay chtra vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién peptit chira cac
trinh tu tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 191, hoic trinh ty axit amin bién thé cta

no.
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Nhiéu phuong phap khac c¢é thé duoc st dung dé tao ra té bao T in vitro. Vi du,
céc t& bao lympho tham nhidm khéi u tu than c6 thé duoc st dung & tao ra CTL.
Plebanski va cac dong téc gia (Plebanski et al., 1995) st dung céc té bao lympho trong
méu ngoai vi (peripheral blood lymphocytes: PLBs) tu thin dé tao ra cac té bao T.
Ngoai ra, su tao ra céc té bao T tu than bing cach giy xung cho cac té bao dudi gai
bang peptit hodc polypeptit, hodc c6 thé bing cach tiém virut tai t hop. Cac té bao B
cling c6 thé duoc st dung dé tao ra té bao T tu than. Ngoai ra, cc dai thuc bao dugc
gdy xung bang peptit hodc polypeptit, hodc dugce gay nhidm bing virut téi t& hop, cb
thé duogc su dung dé tao ra té bao T tu than. Tai liéu ctia S. Walter va céc d@)ng tac gia
(Walter et al., 2003) mé ta phuong phép tao mdi cia cac t& bao T in vitro bang cach sir
dung t& bao trinh dién khdng nguyén nhéan tao (artificial antigen presenting cells:
aAPCs), phuong phép nay ciing 1a cach thich hop dé tao ra cac té bao T d6i véi peptit
duoc chon. Theo sang ché, aAPCs dugc tao ra bang cach ghép cip phiic hop
MHC:peptit d& duoc tao ra tir trude véi bé mit ctia cac hat polystyren (vi hat) theo hén
hop héa sinh biotin:streptavidin. Hé nay cho phép kiém soét chinh x4c mat d6 MHC
trén aAPCs, diéu nay cho phép tao ra theo céch chon loc cac dap Uimg cua t€ bao T dac
hiéu véi khang nguyén & muc cao hodc thdp véi hidu qua cao tir cic mau mau. Ngoai
phitc hop MHC:peptit, aAPCs can mang céc protein khac c6 hoat tinh ddng kich thich
nhu cdc khang thé khéng CD28 duogc lién két véi bé mit cua chung. Ngoai ra, cac hé
trén co s& aAPC ndy thudng cin bd sung thém cac yéu t6 hoa tan thich hop, vi du,
xytokin, nhu intolokin-12.

Céc t€ bao khac alen cung loai cling cd thé duoc str dung dé tao ra t& bao T va
phuong phap duge moé ta chi tiét trong cong bb don qubc té s6 WO 97/26328, dugc
dwa vao diy bang cach vién dan. Vi du, ngoai té bao Drosophila va té bao T2, cac té
bao khac c6 thé duoc st dung dé trinh dién khéng nguyén nhu té bao CHO, té bao con
tring dugc gdy nhiém béng baculovirut, t€ bao vi khudn, t& bao nAm men, t& bao dich
duoc gay nhiém béng virut vacxinia. Ngoai ra, cac virut ¢ thuc vat c6 thé duoc st
dung (vi du, xem tai liéu ctia Porta va cic dong tac gia (Porta et al. 1994), tai lidu nay
md ta viéc phat trién virut thé kham & cdy dau diia 1am hé cho ning suit cao dé trinh
dién céc peptit ngoai lai. |

Céc té bao T hoat héa hudng vao peptit theo sang ché 1a hitu ich trong lidu

phép. Do d9, theo khia canh khac, sang ché dé xuét cac té bao T hoat héa c6 thé thu
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duoc bang cac phuong phép theo sang ché néu trén.

Céc t& bao T hoat hoa, dugc tao ra bing phuong phép néu trén, sé nhan biét
chon loc t& bao biéu hién bit thudng polypeptit chira trinh ty axit amin trong sé cac
trinh ti tir SEQ ID NO: 1 d&én SEQ ID NO: 191.

Tét hon, néu t& bao T nhan biét t& bao bing cach twong téc qua thu thé TCR cua
n6 véi phirc hop HLA /peptit (vi du, gin két). Cac té bao T hitu ich trong phwong phép
tidu diét t& bao dich & bénh nhan c6 cac té bao dich bidu hién bat thudng polypeptit
chtra trinh ty axit amin theo sang ché trong d6 bénh nhan nay duoc cho sir dung luong
hitu hiéu cta céc té bao T hoat héa. Céc té bao T dugce sir dung cho bénh nhan cé thé
c6 ngudn gdc tir bénh nhan nay va duoc hoat héa nhur d3 mo ta trén ddy (nghia 1a
ching 12 c4c té bao T tu than). Theo cich khéc, cac té bao T khong c6 ngudn gdc tir
bénh nhin ma c6 ngudn gde tir dbi twong khac. Tt nhién 14 tot hon néu d6i tuong nay
1a dbi tuong khoe manh. Thuét ngir “ddi tuong khoe manh” theo sang ché dé chi déi
tuong thuong 1a co6 stc khde tdt, t6t hon 1a c6 hé mién dich manh va tt hon nita néu
d6i tuong nay khong bi bénh bat ky ¢6 thé duoc thir nghiém va phét hién dé dang.

Céc té bao dich in vivo ciia té bao T duong tinh véi CDS8 theo sang ché c6 thé 1a
céc t& bao khdi u (cac té bao nay doi khi biéu hién MHC nhém II) va/hoic té bao nén
bao quanh khdi u (cc t& bao khdi u) (cic t& bao nay d6i khi ciing biéu hién MHC
nhom II; (Dengjel et al., 2006)).

Céc té bao T theo séng ché c6 thé duogc st dung lam hoat chét trong ché phém
diéu tri bénh. Theo d6, sang ché ciing mé ta phuong phap tiéu diét t& bao dich & bénh
nhan c6 cac t& bao dich biéu hién bat thuong polypeptit chira trinh tur axit amin theo
sang ché, phuong phap niy bao gdm budc cho bénh nhan sir dung lugng hitu hidu cia
té bao T nhu duoc xac dinh trén day.

Thuit ngt “dugc biéu hién bit thudng” theo sdng ché cling cé nghia 14
polypeptit dugc biéu hién qua mirc so v6i mic biéu hién binh thuong hoic gen nay 1a
gen cam trong md duge 1y tir khdi u nhung dugce bidu hién ¢ khéi u. Thudt ngit “duoc
bidu hién qua muc* theo sang ché c6 nghia 1a polypeptit c6 mit v6i lugng cao hon it
nhét 1,2 1an lugng c6 mit trong md binh thudng; tdt hon néu cao hon it nhat 2 lan, va
tdt hon nita néu cao hon it nhat 5 14n hodc 10 lan so véi mitc ¢6 mdt trong md binh
thuong.

C6 thé thu duoc cac té bao T bang phuong phap di biét trong linh vuc nay, vi
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du, cac phuong phap da mo ta trén day.

Quy trinh cta phuong phép con duoc goi 1a su chuyén muon cta té bao T 1a da
dugc biét r5 trong linh vuc nay. D& biét thém chi tiét c6 thé xem céc tai lidu cla
Gattioni va cac ddng tac gia va cia Morgan va céc dong téc gia (Gattinoni et al., 2006;
Morgan et al., 2006).

Khia canh khéc ctia sang ché mé ta viée sir dung peptit duoc tao phitc véi MHC
dé tao ra thu thé t bao T c6 axit nucleic duoc tich dong va dugce dua vao té bao chu,
t6t hon néu 1a t& bao T. Sau d6, t& bao T thiét ké duoc c6 thé duge ciy vao bénh nhan
cta liéu phéap ung thu.

Phén ttr bat ky theo sdng ché, nghia 14 peptit, axit nucleic, khang thé, vecto biéu
hién, t& bao, t€ bao T hoat hoa, thu thé té bao T hoic axit nucleic ma héa né 13 hitu ich
d8 didu tri cac rdi loan, khac biét & chd, cac té bao tranh dugc sy dap tng mién dich.
Do d6, phan tu bét k¥ theo sang ché c¢6 thé duoge ding lam thudc hoic dé san xuét
thudc. Phén tir nay c6 thé duoc st dung mdt minh hoic két hop véi (céc) phan tir khac
theo sang ché hodc (c4c) phan tir d4 biét.

Sang ché con dé xuét kit bao gdm:

(a) dd chtra & dung dugc pham nhu d3 mé ta trén day, & dang dung dich hoic
dang dong kho nhanh;

(b) tiy vy, d6 chira thir hai & dung chét pha loing hoic dung dich hoan nguyén
ding cho san phdm dang dong kho nhanh; va

(c) tiy ¥, cic huéng din dé (i) st dung dung dich hoic (ii) hoan nguyén
va/hodc st dung san phim dang dong kho nhanh.

Kit con c6 thé chita mot hodc nhiéu thanh phén trong sb (iii) chat dém, (iv) chat
pha lodng, (v) dung cu loc, (vi) kim tiém, hodc (v) bom tiém. Tét hon, néu dd chua 13
chai, lo, bom tiém hoic éng thir nghiém; va c6 thé 13 d6 chira da dung. Tét hon, néu
duoc pham & dang dugc dong khd nhanh.

T6t hon, néu kit theo sang ché chira san phim dang déng khd nhanh clia sing
ché trong dd chtra thich hop va huéng din dé hoan nguyén va/hoic st dung né. Cac 6
chira thich hgp bao gém, vi du, chai, lo (vi du, 1o c6 hai ngan), bom tiém (nhu bom
tiém c6 hai ngan) va cdc dng thir nghiém. D) chira nay c6 thé dugce tao ra tir nhidu loai
vat liéu khac nhau nhu thty tinh hodc chét déo. Tét hon, néu kit va/hodc @6 chira c6

c4c huéng dan ddi v6i hodc ¢ lién quan dén do chtra dé thé hién cdc huéng dan hoan
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nguyén va/hodc st dung. Vi du, nhén co thé thé hién réng san phém dang doéng kho
nay can duoc hoan nguyén véi ndng do peptit nhur d mo ta trén day. Nhan nay con c6
thé thé hién ring san phidm nay 12 hiru ich hodc du dinh dé str dung duéi da.

D4 chira dé dung san phdm c6 thé 1a lo da dung dé cho phép lip lai viéc str
dung (vi dy, st dung tir hai dén s4u 14n) cla san phém duoc hoan nguyén. Kit con cé
thé c6 dd chira tht hai chia chit pha lodng thich hop (vi du, dung dich natri
bicacbonat).

Khi tron chat pha lodng va san phdm dang déng kho nhanh, t5t hon néu ndng d6
peptit cudi trong san phdm duoc hoan nguyén it nhit bang 0,15 mg/ml/peptit (=75 pg)
va tt hon 1a khong qué 3mg/ml/peptit (=1500ug). Kit nay con c6 thé chira cic chat
khéc mong muén theo quan diém vé mit thuong mai va ngudi st dung, bao gdm céc
chét dém, chét pha loang, chét don, kim tiém, bom tiém khéc, va bao géi c6 kém theo
huéng dan st dung.

Kit theo séng ché ¢6 thé c6 mot dd chua dé dung dang san phém cua duoc
phim theo sang ché ciing v6i hodc khong cling vé6i cac thanh phan khac (vi du, céc
hop chét khac hodc duge phim chita cic hop chat khéc niy) hodc c6 dd chita riéng biét
cho mdi thanh phan.

Tét hon, néu kit theo sdng ché chira san phdm theo sang ché dugc bao gbi dé sir
dung két hop vdi viée sit dung ddng thoi hop chét th hai (nhu céc chat phy tro (vi du,
GM-CSF), chét héa tri liéu, san phim tw nhién, hormon hodc chit dbi khang, chat
chéng tao mach hosc chét tc ché, chat gay chét té bao theo chuong trinh hosc chét tao
chelat) hodc duoc phdm chira ching. Cac thanh phan ciia kit c6 thé duge tao phirc tir
trude hodc mdi thanh phin c6 thé & trong db chira riéng biét trude khi sit dung cho
bénh nhan. Cac thanh phén cua kit ndy cé thé duoc tao ra & dang mot hoic nhiéu dung
dich 16ng, t&t hon néu 14 dung dich nudc, tot hon nita néu 1a dung dich nudce vo khuan.
Céc thanh phén cta kit cling cé thé duoc tao ra dudi dang chét rén, chit nay co thé
duge chuyén hoa thanh chét 16ng bing cach cho thém cac dung méi thich hop, t6t hon
néu cac dung méi nay duoc dung trong dd chira riéng biét khac.

D) chira ctia kit didu tri c6 thé 13 lo, dng thir nghiém, binh, chai, bom tiém, hogc
phuong tién khac bit ki dé dung chét ran hoic chat 1ong. Thong thudng, khi c6 nhiéu
hon mdt thanh phén, kit ndy s& chira lo thir hai hodc d6 chira khic dé cho phép tach

lidu dung. Kit cling c¢6 thé chira dd chira khac d8 dung chat long dugc dung. Tét hon,
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néu kit diéu tri s& chita dung cu (vi du, mot hozc nhiéu kim tiém, bom tiém, binh nho
giot thubc mat, pipet, v.v.), d& cho phép sir dung céc chat theo sang ché 13 cic thanh
phin cta kit theo sang ché.

Dang ctia dugc phdm theo sang ché 14 dang thich hop dé st dung cac peptit qua
dudng c6 thé chip nhan bét ky nhu dudong miéng (trong rudt), duong miii, dudng mat,
dudi da, trong da, trong co, trong tinh mach hodc qua da. Tét hon, néu viée st dung 1a
qua dudng dudi da (s.c.), va tét nhit néu viée str dung qua duong i.d. c6 thé bang cach
bom truyén.

Do céc peptit theo séng ché dugc phan 1ap tir bénh CRC, t6t hon néu thudc theo
sdng ché duoc str dung dé diéu tri bénh CRC.

Sang ché con d xudt phuong phép bao ché duge phdm duge c4 nhan héa cho
timg bénh nhan bao gdm budc san xuit duoc phdm chira it nhat mot peptit duge chon
tir kho chtra céc peptit TUMAP da sang loc so bd, trong do it nhét mot peptit dugc s
dung trong dugc phém duoc chon vé tinh thich hop & tung d6i tuong. Theo mot
phuong 4n, duoc phdm 14 vacxin. Phuong phép nay ciing c6 thé duoc lam thich tmg dé
tao ra cac dong vo tinh cta té bao T dé su dung sau d6, nhu tach TCR, hodc khéng thé
hoa tan va cac lua chon diéu tri khéc.

Thuat ngit “dugc phém dugce ca nhan héa” s€ c6 nghia la li¢u phap dugc lam
thich tmg ddc hiéu cho mdt d6i twong bénh nhan ma s& chi duge st dung cho liéu phap
& mdi dbi tuong nay, bao gbm vacxin bénh ung thu duge c4 nhan héa v& mit hoat tinh
va cac phép tri li¢u béng t€ bao muon st dung mo6 tu than ctia bénh nhan.

Khi duoc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “kho chira” s& dé chi nhém
cac peptit da dugc sang loc so bd v& tinh sinh mién dich va/hoic trinh dién qué mirc &
mot loai mé cu thé. Thuat nglt “kho chira” khong du dinh ngu y réng cac peptit cu thé
duoc dua vao vacxin dd duoc san xuét tir trudc va bao quan trong phuong tién vat 1y,
mac du kha nang nay dugc du dinh. C6 dy dinh rd rang rang cac peptit c6 thé duge san
xuht de novo d6i v6i mdi vacxin riéng biét dugc tao ra, hodc co thé duoc san xuét tir
trude va bao quan. Kho chra (vi du, & dang co s& dit liéu) gdm céc peptit lién quan
dén khéi u duoc biéu hién qua muc & md khéi u ctia bénh nhan méc bénh CRC véi cac
loai alen HLA-A HLA-B va HLA-C khéc nhau. N6 c6 thé chira cac peptit cia MHC
nhém I va MHC nhém II hodc peptit ctia MHC nhém I kéo dai. Nigoai céc peptit lién
quan dén khéi u duge 1dy tir mot vai mé bénh CRC, kho chtra c¢6 thé chira cic peptit
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ctia gen danh ddu HLA-A*02 va HLA-A*24. C4c peptit ndy cho phép so sénh mirc d§
mién dich t€ bao T duoc giy ra boi cac peptit TUMAP theo cach dinh lugng va do d6
cho phép rut ra két luan quan trong vé kha ning tao ra dap tmg khéng u ctia vacxin.
Diéu thtr hai 1a chirc ning cta ching lam peptit d6i chimg dwong tinh quan trong c6
ngudn gde tir khang nguyén “khong phai khéng nguyén ban thin” trong trudng hop
céc dap tmg cua té bao T1 14 dap tng ctia té bao do vacxin bat ky gay ra véi cac peptit
TUMAP c¢6 nguén gdc tir cac khang nguyén “ban than” & bénh nhan khong dugc quan
sat. Va didu thir ba 1a n6 c6 thé cho phép rut ra két luan lién quan dén tinh trang kha
ning mién dich ctia bénh nhan.

Cac peptit TUMAP ciia kho chira dugc xac dinh bang cach sir dung phuong
phap hé gen tich hop két hop phuong phap phén tich sy biéu hién ctia gen, phuong
phép phd khéi lugng, va phuong phap mién dich té bao T (XPresident ®). Phuong
phap nay dam bao ring chi cac peptit TUMAP c6 mit that sy trén khbi u véi ty 18 cao
nhung khéng duoc biéu hién hodc chi dwoc bidu hién ¢ muc ti thiéu trén md binh
thuong, dugc chon dé phén tich thém. Pébi v6i su lua chon peptit ban dau, cac mau
bénh CRC dugc 14y tir bénh nhin va mau duoc 14y tir ngudi cho khée manh duge phan
tich theo phuong phép tung budec:

1. Céc phéi tir HLA tir vat liéu 4c tinh duge xac dinh bang phuong phap phd
khdi luong.

2. Phuong phap phan tich sy biéu hién cua axit ribonucleic thong tin (mRNA)
6 hé gen rong duge ding dé x4c dinh céc gen dugc biéu hién qua mic & mé 4c tinh
(CRC) so voi khoang mo va co quan binh thuong.

3. Céc phdi tir HLA da xac dinh duoc so sanh véi s liéu biéu hién gen. Cac
peptit dugc trinh dién qua mtc hodc duge trinh dién chon loc trén md khéi u, t6t hon
la dugc méa hoa boi cac gen dugce biéu hién chon loc hoic biéu hién qua mutc nhu dugce
phat hién trong bude 2 duge cho 1a cac tmg vién peptit TUMAP thich hop cho vacxin
chira da peptit. |

4. Viée tra ctru tai lidu duoc thue hién dé x4c dinh bang ching bd sung chimg
minh méi lién quan ctia peptit duoc xdc dinh 1am peptit TUMAP.

5. M&i lién quan cua sy biéu hién qué muc véi mirc ARN théng tin duoc khing
dinh bing cach phét hién lai cac peptit TUMAP di chon tir budc 3 trén md khdi u va
khéng (hodc hiém khi) phat hién thiy trén cdc mo6 khée manh.
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6. Dé danh gi4 xem viéc gdy ra dap Gmg ctia té bao T in vivo bang cac peptit da
chon c¢6 kha thi hay khong, cac thir nghiém tinh sinh mién dich in vitro duoc thuc hién
bang cach str dung céc té bao T dugc 14y tir ngudi cho khoe manh ciing nhur 1y tir cac
bénh nhan méc bénh CRC.

Theo moét khia canh, cac peptit dugc sang loc so bd VVé tinh sinh mién dich trudc
khi dugc dua vao kho chtra. Theo mdt vi du va khong 1am giéi han, tinh sinh mién
dich cua cac peptit dugc dua vao kho chira duoc xéc dinh bang phuong phap bao gdm
bude gin mdi té bao T in vitro bang cach kich thich 13p lai cac té bao T CD8+ duge
14y tir ngudi cho khoe manh bang cac té bao trinh dién khdng nguyén nhén tao dugc tai
1én phirc hop peptit/MHC va khéng thé khéang CD28.

Phuong phap nay duoc uu tién véi mot sd it bénh ung thu va cac bénh nhan c6
profin biéu hién & muc hiém. Trai v6i phitc hop da peptit c6 thanh phan ¢6 dinh nhu
duoc phat trién hién nay, kho chira cho phép su phtt hop & mic cao hon ding ké ctia
su biéu hién thuc té cta cac khang nguyén trong khdi u véi vacxin. Mot hodc o hop
clia vai peptit “cé san” da chon s& duge st dung cho mdi bénh nhén theo phuong phép
da dich. V& mat ly thuyét, phuong phéap dua trén su chon loc, vi du, 5 peptit ctia khang
nguyén khac nhau tir thu vién ctia 50 peptit s& dan dén c6 khoang 17 triéu thanh phan
ctia san phdm duoc chat (drug product: DP).

Theo mét khia canh, cac peptit dugc chon dé dua vao vacxin trén co s tinh 6n
dinh cta chung dbi voi mdi bénh nhan trén co s& phuong phép theo sang ché nhu dugce
mb ta ¢ day, hodc nhu dudi day.

Kiéu hinh ctia HLA, s6 lidu v& san phim bét chudc san phdm phién ma va bt
chuéce peptit duge thu thap tir cac vat ligu khéi u ctia bénh nhan, va cidc mau méu dé
xac dinh c4c peptit thich hop nhat cho mdi peptit TUMAP véi bénh nhan cé “kho
chira” va bénh nhan dac biét (nghia la dugc dot bién). Céc peptit s& dugc chon la peptit
duoe bidu hién chon loc hodc dugc biéu hién qua muc & khéi u ctia bénh nhan va, néu
¢6 thé, c6 tinh sinh mién dich manh in vitro khi dugc thtr nghiém véi cic PBMC riéng
biét ciia bénh nhan.

Tét hon, néu cac peptit dua vio vacxin duge xac dinh bang phuong phap bao
gdm céc bude: (a) xc dinh cac peptit lién quan dén khéi u (TUMAP) duoc bidu hién
boi mAu khéi u duoce 14y tir bénh nhén riéng biét; (b) so sanh céc peptit x4c dinh duge

trong budc (a) v6i kho chtra (co sé dit lidu) ctia cdc peptit nhu duge mo ta trén day; va
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(¢) chon loc it nhit mot peptit tir kho chita (co s& dit liéu) c6 twong quan véi peptit lién
quan dén khéi u duge xac dinh ¢ bénh nhan. Vi du, cac peptit TUMAP dugc biéu hién
b&i miu khdi u duoc x4c dinh bing cach: (al) so sanh dit lidu biéu hién tir mAu khdi u
v6i dit liéu biéu hién tir mAu mé binh thudng twong tmg véi loai mé ctia mau khéi u dé
xéc dinh céc protein duoc bidu hién qua miic hodc biéu hién bit thuong & miu khéi u;
va (a2) trong quan dif liéu biéu hién v6i trinh tu ctia cac phéi tir MHC gin két véi cac
phén t& MHC nhém I va/hodc nhém II trong mau khéi u ¢ xac dinh cac phdi tit MHC
¢6 ngudn gbe tir protein duoc bidu hién qua miic hogc biéu hién bit thuong bsi khdi u
nay. Tét hon, néu céc trinh tu ctia phéi tir MHC dugc x4c dinh bing cach rira giai cc
peptit da gén két ra khoi phan tir MHC duoc phan 14p ra khoi mau khéi u, va giai trinh
tu ca cac phdi tir dugc rira giai. Tt hon, néu mau khdi u va mé binh thuong duoc ldy
tr cung bénh nhan.

Ngoai ra hodc theo cach khac, bude chon loc peptit béng cach sit dung m6 hinh
1ap kho chura (co s& dit liéu), peptit TUMAP c6 thé duoc xac dinh & bénh nhan de
novo, va sau dé dugc dua vao vacxin. Theo mét vi du, céc peptit TUMAP tng vién c6
thé duoc x4c dinh & bénh nhan theo cac bude (al) so sanh dit liéu biéu hién tir mau
khéi u véi dir liéu biéu hién tir mau mo binh thudng twong tng véi loai méd clia miu
khéi u dé xac dinh cac protein dwoc biéu hién qua mic hoic biéu hién bit thudong
trong mAu khdi u; va (a2) tuong quan dit liéu biéu hién véi trinh tu ctia phéi tit MHC
gén két v6i cac phan tt MHC nhém I va/hodc nhom 1T trong mau khéi u dé xac dinh
cac phéi td MHC cé nguén gbc tir cac protein duoc biéu hién qua muc hosc biéu hién
bét thuong boi khéi u nay. Theo vi du khéc, céc protein cé thé duoc x4c dinh 14 c6 céc
d6t bién khéac biét véi mAu khéi u so véi mé tuong tmg binh thuong duge 14y tir bénh
nhéan riéng biét, va cac peptit TUMAP co thé duoc x4c dinh 1a dich dic hidu cua su dot
bién. Vi du, hé gen ctia khdi u va cita m6 binh thudng tuong tmg c6 thé duge giai trinh
tu bing cach giai trinh tur toan bo hé gen: dé phat hién cac dot bién khong cling nghia &
céc ving ma héa protein ciia gen, ADN va ARN hé gen dugc chiét tir cic md khéi u va
ADN dong mam ciia hé gen binh thudng khong duge dot bién duge chiét ra khoi céc té
bao don nhdn mau ngoai vi (peripheral blood mononuclear cell: PBMC). Phuong phap
NGS da 4p dung bi gidi han véi viée xac dinh lai trinh tu cia cidc ving ma héa protein
(xéc dinh lai trinh tu exom). Nhim muc dich nay, ADN exon tir cdc mau léy tr nguoi

bi bt giit bang cach str dung kit giau dich duge cung cap béi nha cung cp, sau d6 giai
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trinh tw, vi du, bing HiSeq2000 (Illumina). Ngoai ra, ARN théng tin cta khéi u duoc
gidi trinh tu dé dinh lugong truc tiép su biéu hién gen va xac nhan céac gen dét bién
duoc biéu hién & khdi u ciia bénh nhan. Hang triéu két qua trinh ty thu duoc duge xir
ly béng cac thuat toan phﬁn mém. Danh sach két qua cé su dot bién va su biéu hién
gen. Su dot bién thuc thé dic hiu khéi u duoc xac dinh béng cach so sanh vdi cac
thay ddi vé dong phéi c6 ngudn gbe tir PBMC va duoc wu tién. Sau do, cac peptit da
xéc dinh de novo c6 thé duoc thir nghiém vé tinh sinh mién dich nhu da mé ta trén day
d6i v6i kho chira, va cac peptit TUMAP tmg vién c6 tinh sinh mién dich thich hop
duoc chon dé dua vao vacxin.

Theo mdt phuong an 1am vi du, cac peptit dugc dua vao vacxin dugc xac dinh
bang cac bude sau: (a) xac dinh cac peptit lién quan dén khéi u (TUMAP) dugc biéu
hién béi miu khdi u dugce 14y tir bénh nhén riéng biét bang phuong phép nhu di mo ta
trén day; (b) so sénh céc peptit dd x4c dinh trong budce a) véi kho chira peptit da dugc
sang loc so b vé tinh sinh mién dich va su biéu hién qua mc & khdi u so véi mo binh
thudng twong tmg; (c) chon loc it nhit mét peptit tir kho chira cé tuong quan véi peptit
lién quan dén khéi u dugc xac dinh & bénh nhan; va (d) tuy y, chon loc it nh4t mot
peptit dugc xac dinh de novo trong budc (a) dé khang dinh tinh sinh mién dich cta né.

Theo mot phuong én lam vi dy, céc peptit duoc dua vao vacxin dugce xac dinh
bang céc bude: (a) nhan biét cac peptit lién quan dén khéi u (TUMAP) duoc bidu hién
boi mau khdi u duge 14y tir bénh nhan riéng biét; va (b) chon loc it nhit mét peptit da
xéc dinh de novo trong bude (a) va khing dinh tinh sinh mién dich cta né.

Khi céc peptit dung cho vacxin trén co s& peptit dugce cd nhan hda dugc chon,
vacxin nay duge tao ra. TSt hon, néu vacxin nay & dang long gém cac peptit riéng biét
dugc hoa tan trong DMSO 20-40%, tdt hon néu 12 DMSO khoang 30-35%, nhu
DMSO khoang 33%.

M3i peptit cAn duoc dua vao san phim duoc hoa tan trong DMSO. Nong d6 coa
cac dung dich mot peptit can duoc chon phu thudc vao s6 luong peptit can duge dua
vao san pham. Céc dung dich DMSO-mét peptit dugc trén 1an theo céc phan bang
nhau dé dat duoc dung dich chira tAt ca céac peptit can duoc dua vao san phém voi
nong d6 mdi peptit ~2,5 mg/ml. Sau d6, dung dich hdn hop duoc pha lo2ng véi nude
ding dé tiém theo ty 18 1:3 dé thu dugc nong do mdi peptit bang 0,826 mg/ml trong
DMSO 33%. Dung dich da pha loang dugc loc qua bd loc vo khuén c& 0,22pum dé thu
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dugc dung dich dém cudi.

Dung dich dém cudi dugce nap vao céc lo va bao quan ¢ nhi¢t d6 -20°C cho dén
khi str dung. Mot lo chtra 700ul dung dich, chira 0,578mg ctia mdi peptit. Trong s6
nay, 500ul (khoang 400pg mbi peptit) s& duoc sir dung dé tiém qua duong trong da.

Ngoai tac dung hitu ich dé diéu tri bénh ung thu, céc peptit theo sang ché ciing
hiru ich 1am chét chin doan. Do céc peptit duoc tao ra tir cic té bao CRC va do di xac
dinh dugc ring cic peptit ndy khong c6 mit hoic c6 mit & mic thip & md binh
thudng, céc peptit nay cé thé duoc st dung dé chan doén su ¢6 mit ciia bénh ung thu.

Su c6 mit cia cac peptit theo sang ché khi sinh thiét mo trong cac miu méu cé
thé tro giup chuyén gia bénh hoc trong viéc chan doan bénh ung thu. Sy phat hién mot
s& peptit bang phuong phap khang thé, phuong phép phd khéi lugng hoic cic phuong
phap khéc da biét trong linh vuc nay c6 thé cung cip cho chuyén gia bénh hoc biét
rang mAu md nay 14 4c tinh hodc bi viém hodc thudng 1a bi bénh, hodc cé thé duoc st
dung lam d4u 4n sinh hoc cho bénh CRC. Su ¢6 mit cia cac nhém peptit c6 thé cho
phép phén loai hodc phan nhdm cdc md bi bénh.

Su phét hién cac peptit trén mau mo bénh c¢6 thé cho phép quyét dinh vé loi ich
ctia c4c liéu phép lién quan dén hé mién dich, dic biét 1a khi cac té bao lymphd T 1a da
biét hodc duoc du doan 14 c6 lién quan dén co ché tac dung. Su khong biéu hién MHC
1a co ché da dec_yc md ta rd ma nhd d6 cac t& bao 4c tinh da nhiém bénh thoat khoi su
giam sat mién dich. Do d6, sy c¢6 mit cta céc peptit cho thdy ring co ché niy khong
duoc khai thac boi cac té bao phan tich.

Céc peptit theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé phén tich dap g ctia t& bao
lymphé v6i cac peptit nay nhu dép tng ciia t& bao T hodc dap tmg ciia khang thé voi
peptit hodc peptit dugce tao phitc véi cac phan tir MHC. Céc dap tmg cta té bao
lymphd nay c6 thé dwoc st dung lam d4u hiéu tién luong dé quyét dinh cac bude tri
liéu tiép theo. Céc dap tmg nay ciing ¢6 thé duoc str dung lam déu 4n ctia dap tmg thay
thé trong phuong phép ctia liéu phdp midn dich nhim tao ra dap tng cta t& bao
lymph6 bang cac bién phap khic nhau, vi du, tiém phong vacxin chira protein, axit
nucleic, chit ty than, su chuyén muon cla cac té bao lympho. Trong linh vuc liu phap
gen, cac dap ﬁrrig ctia t& bao lymphd vai peptit c6 thé dugc xem xét & danh gié céc tac
dung phu. Viéc theo ddi cac dap ung cia té bao lympho ciing c6 thé 14 cng cu c6 gia

tri dé tiép tuc dénh gia cac liéu phap ghép, vi du, dé phat hién bénh mé ghép chdng tiic
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cht va bénh tic cha chdng lai mé ghép.

Sang ché sé duoc moé ta trong céc vi du sau dy, cac vi du ndy mo ta cac
phwong 4n duoc wu tién cta sang ché cing v6i cac hinh v& kém theo nhung khong 1am
gi6i han pham vi ciia sang ché. Theo muc dich ctia sang ché, tat ca cAc tai lidu vién din
duogc néu ¢ day duoc dua vao day béng c4ch vién dan toan bd ndi dung ctia chiing.

Vi du thue hién séng ché

Vi du 1: Xé4c dinh va dinh lugng céc peptit lién quan dén khéi u dwoc biéu hién

trén bé mat t€ bao

Céc mau md

Cac md khdi u cia bénh nhan duoc 1§y tr Bénh vién dai hoc Tiibingen.

Céc md binh thudng dugc ldy tir Asterand, Detroid, My va Royston, Herts,
Vuong Quéc Anh; Bio-Options Inc, CA, M¥; BioServe, Beltsville, MD, M¥; Capital
BioScience Inc, Rockville, MD, M¥; Geneticist Inc., Glendale, CA, M¥; Tissue
Solutions Ltd, Glasgow, Scotland, Vuong Quéc Anh; Bénh vién dai hoc Geneva; Bénh
vién dai hoc Heidelberg; Pai hoc y Kyoto Prefectural (Kyoto Prefectural University of
Medicine: KPUM); Bénh vién dai hoc Munich; ProteoGenex Inc., Culver City, CA,
M¥; Bénh vién dai hoc Tiibingen. Sy ddng v tham gia bang vin ban ciia tit ca cac
bénh nhan dugc cung cép truée khi phiu thuat hodc md. Cac md duoc dong lanh sbc
ngay sau khi phiu thuat va duoc bao quan cho dén khi phan 1ap peptit TUMAP & nhiét
d6 -70°C hodc thp hon.

Phan l4p cac peptit ctia HLA ra khéi miu mo

Hbn hop peptit ctia HLA tir cac mdu mé duge déng lanh sdc thu duge bing
céch két tia mién dich tir cdc mé rin theo quy trinh dugc cai bién khéng dang ké (Falk
et al., 1991; Seeger et al., 1999) bing cach st dung khang thé BB7.2 dic hiéu HLA-
A*02, khang thé W6/32 dic hiéu HLA-A, -B, -C, sepharoza dugc hoat hoa béng

CNBr, xur ly bang axit, va siéu loc.

Phén tich phd khéi luong

Hdn hop peptit ctia HLA nhu thu duge duogc tach theo d§ ky nude ciia chiing
bang phuong phép sic ky dao pha (hé sic ky nanoAcquity UPLC, Waters) va céc
peptit rira giai dugc phan tich trong phd khéi ké thé lai dung hop va LTQ-velos
(ThermoElectron) duoc trang bi ngudn ESI. Hon hop peptit dugc téivtruc tiép lén cot
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vi mao dan silic oxit néng chay dé phan tich (75um i.d. x 250mm) dugc nap vat liéu
dao pha C18 1,7um (Waters) véi toc d6 dong bang 400nl/phut. Sau d6, cac peptit dugc
tach bing cach sir dung gradien hai thanh phan trong 180 phitt theo hai budc tir thanh
phin B ¢6 ndng do tir 10% dén 33% voi tbe d6 dong bang 300nl/phit. Gradien nay
gém dung mdi A (axit formic 0,1% trong nudc) va dung méi B (axit formic 0,1%
trong axetonitril). Ong mao din bang thiy tinh dwgc phu vang (PicoTip, New
Objective) duge st dung dé dua ngudn nanoESI vao. Phd khdi ké LTQ-Orbitrap dugc
van hanh theo ché d6 phu thudc dit liéu bang cach sit dung phuong phép TOP5. Tém
lai, chu trinh quét dugc bét ddu voi viec quét toan bd véi dd chinh xéac khéi luong cao
trong thiét bi orbitrap (R = 30000), sau do, cac lAn quét bang biang phuong phép
MS/MS ciing dugc thuc hién trong thiét bi orbitrap (R = 7500) trén 5 tién chét ion du
thira nhét vé6i su loai trir dong luc ctia cdc ion d& chon trude do. Phd khdi nbi tiép duoc
giai thich bang thuat tosn SEQUEST va su diéu chinh bing tay bd sung. Trinh tu
peptit xac dinh dugc dugc ddm bao bang céch so sdnh mau phan manh peptit tw nhién
duoc tao ra v6i mau phan ménh cla peptit tham chiéu téng hop c6 trinh tur gibng hét.
Phuong phép dinh luong bing céch sic ky 1ong-phd khdi (LC-MS) tuong dbi
khong danh déu duoc thyc hién bing cach dém ion nghia 1a bing c4ch chiét va phan
tich cc dic diém cua phd LC-MS (Mueller et al. 2007). Phuong phép nay gia dinh
rang ving tin hiéu LC-MS clia peptit ¢6 tuong quan véi sy ¢ mat qua nhiéu ciia né
trong méu. Cac ddc diém khi chiét duge xu 1y thém bing cach giai phéng trang thai
tich dién va déng thing hang thoi gian duy tri (Mueller et al. 2008; Sturm et al. 2008).
Cubi cung, tht ca cac dic diém cla phé L.C-MS duoc tham chiéu chéo véi két qud x4c
dinh trinh tu dé két hop cac dit liéu dinh lugng ctia cdc mAu va md khac nhau vo6i
profin trinh dién ctia peptit. Cac dit liéu dinh luong duoc chuén hoa theo kiéu hai bac
theo xu hudng trung tim dé giai thich su thay ddi trong cac ban sao vé mat k¥ thuat va
sinh hoc. Do d6, mdi peptit x4c dinh dugc c6 thé c6 lién quan dén dit liéu dinh luong
d cho phép dinh luong tuong dbi gitta cic mau va md. Ngoai ra, tat cd cac dit liéu
dinh lugng thu duge cla cac ung vién peptit dugc kiém tra bing tay dé dam bao tinh
nhét quan ciia dir liéu va dé kiém tra d6 chinh x4c ctia phuong phép phén tich tu dong.
DPéi voi mdi peptit, profin trinh dién tinh dugc cho théy su biéu hién trung binh cta
mAu ciing nhu su bién d6i 1ap lai. Pé cic profin ctia mau bénh CRC canh duong gbe

clia cdc mau mo binh thudng. Profin bi€u hién cta cac peptit bieu hién qua murc lam vi
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du duoc thé hién trén Fig.1. Diém sb biéu hién cta cac peptit 1am vi du duoc thé hién

trong Bang 8.

Bang 8: Diém s6 biéu hién. Bang nay ligt ké cac peptit dugc biéu hién & mirc
rat cao trén khdi u so v&i nhom cac md binh thuong (+++), duge biéu hién & mic qua

cao trén khoi u so v6i nhém cac md binh thuong (++) hoac dugc biéu hién qué muc

31919

trén khdi u so voi nhém cac mé binh thudng (+).

SEQ ID No. Trinh tu Su biéu hién peptit
1 ALIKQLFEA +++
2 ALLPRYFFL ++
3 RLIPDTLYSV -+
4 RLAELTVDEFL ++
5 WLFDDGGLTL +++
6 FLAELPGSLSL +
7 YLTRHLAVL -+
8 ALMLQGVDLL +H+
9 ILDDHLSRV ++
10 RMYNKIFAI +++
11 YLFEKTFNM -+
12 ALVQGILERV +++
13 FLLAEDTKV +++
15 LQLDKEFQL +
16 VLVDQSWVL +++
17 ALAAARVEL -
18 FLSSLKGGLL +++
19 RLYTKLLNEA -

21 - VLIDHRWVL -
22 GLIDEVMVL -+
23 FLDANGHFV +

25 SLADRLIGV +H+
26 GLASKENFSNVSL -+
27 LLADEDSSYL ++
30 GLSSAYGGL ++
31 LLYGKYVSV +++
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SEQ ID No.

Trinh tu

Sy biéu hién peptit

32

KLNTETFGV

+++

33

ALWEKNTHL

et

34

ILLEKSVSV

—

35

KLLDLTVRI

e

36

GLLESPSIFNFTA

o+

37

GLFAGLGGAGA

et

38

SLAPTPVSA

e

39

GLNGGSPAAA

-+

40

ALSNVIHKV

b

41

ILDDSFKLL

e

42

SILDDSFKL

e

43

TLDAAQPRV

F

44

SLESKLTSV

e

45

ALAELLHGA

g

46

GLDDRYSLV

47

KLYERCEVV

++

48

FLDASDPAL

ot

51

QVWEIQHTV

++

53

FLLGSEIKL

o

54

ALLNGEYLLAA

56

VLFTDEGVPKFL

57

NLLEKENYL

e

58

AMADKMDMSL

59

LLTDNVVKL

60

VLDEDEPRFL

61

KLLKLFQGV

et

62

YLAPENGYL

++

63

KLFSILSTV

64

KTLGKLWRL

o+

65

FGAPGIISA

—

66

GLDDGPDFL

67

SLNDLEKDVMLL
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SEQ ID No.

Trinh tu

Su biéu hién peptit

68

SILQFVHMV

At

69

GMLNEAEGKAIKL

70

MISELEVRL

71

RLWTEIPTAI

b

72

YLLDYPNNLL

b

73

YLFDIAVSM

++

74

YLMGFLHAV

++

75

EMIENIQSV

77

SLLKRDFGA

78

ALDPELLLL

80

QVDEVVDIMRV

ot

81

ALLSQQTHL

e

82

QLYEEPDTKL

o

83

LTIEDGIFEV

88

KLDIKVETV

89

SLIEYEFRV

e

90

GLLKPGLNVVL

92

WIDDTSAFV

e

93

SLQELRLLL

95

AILDAHIEV

96

KLYSRLVYV

A+

97

ALWWGVVTV

o

100

SLDDFLATA

102

KILVSLIEV

-+

103

FLFGYPKRL

110

LLGELPRLLLL

111

HMDDGGYSM

112

KLGQVLIYL

et

113

ILYDLQQNL

123

KTLERSYLL

+++

124

RVLPPSALQSV

b

125

KLGDFGLLVEL

e
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SEQ ID No.

Trinh tu

Su biéu hién peptit

126

TLAKYLMEL

e

127

RLAELTVDEFLA

e

128

MLDDRAYLV

—

129

VLIDVLKEL

F++

130

GLGGSQLIDTHL

e

131

KLLDVVHPA

At

132

ALLNAILHSA

)

133

RTFEKIEEV

e

134

GVAGGSILKGV

++

135

KLQEEIPVL

At

136

KLFDIFSQQV

e

137

QLTEIKPLL

—t

138

KQFEGTVEI

e

139

VLLNEILEQV

141

AVIEHLERL

o+

142

SLVQRVETI

b

143

KLSDVWKEL

e

144

LLNDRIWLA

145

LLLEVVKQV

b

146

ALSDETWGL

148

RLLENMTEVV

-

150

RLADLEALKV

152

KLLAVIHEL

153

ILFSEDSTKLFV

154

KLPSETIFVGC

155

RLLGEEVVRV

++

156

SLMMTIINL

++

157

SLIERDLKL

-

158

GLLDPSVFHV

S

159

VLVDDDGIKVV

e

160

KLLEFDQLQL

—t

161

FLKNELDNV

L
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SEQ ID No.

Trinh tu

Su biéu hién peptit

162

KLMDYIDEL

e

163

RLLHEVQEL

++

164

KMLDEILLQL

++

165

RLLDFPEAMVL

166

GLLEARGILGL

168

GLIRFPLMTI

170

ALAGGITMV

171

RLQETEGMVAV

172

LLLDTVIMQV

173

KLGDLMVLL

177

ALLQGAIESV

178

YLFREPATI

179

RLLJPLSSA

180

NLLEIAPHL

183

TLQEVVTIGV

185

VLYTGVVRV

186

KMSEKILLL

187

GLHNVVYGI

e

188

FLVDGPRVQL

192

KIQEMQHFL

e

193

KLSPTVVGL

b

194

SLYKGLLSV

+++

195

LLLGERVAL

—ft

198

VLYGPDVPTI

-

199

FLLEREQLL

b

201

GIFNGALAAV

e

202

GLAALAVHL

e

203

KLIDLSQVMYL

204

KLLDLETERILL

e

205

RLHDENILL

A

206

RIAGIRGIQGV

++

207

KLCEGFNEV

s
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SEQ ID No. Trinh tu Su biéu hién peptit
208 RLIDRIKTV -t
209 KLQDGLLHI TN
210 KLAVALLAA -
211 SLFGKKYIL +++
213 LLWAPTAQA TR
214 SVLEKEIYSI 4
215 KLQEKIQEL -+
216 YLWDLDHGFAGV AR
217 KLLDTMVDTFL ++
218 KLSWDLIYL
220 KMDPVAYRV
221 ILNVDGLIGV
223 VLMQDSRLYL -+
224 QLQEGKNVIGL A
225 YLYGQTTTYL +
226 FLVDGSWSV +
227 LTAPPEALLMV +r
228 SMSGYDQVL +
229 YLLEKFVAV ++
230 AMSSKFFLV ++
231 RLFADILNDV AR
232 RLLDSVSRL +
233 RLDDLKMTV +
234 KMFESFIESV +r
235 LLHEENFSV ++
236 KMSELQTYV +
237 KLVEFDFLGA ++
238 NMLEAVHTI ++
239 QLIEKNWLL TR
240 VLAPRVLRA ++
241 ILIDWLVQV +
242 RLEEDDGDVAM ++
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SEQ ID No. Trinh tu Sy biéu hién peptit
243 TLMDMRLSQV +
244 SLHFLILYV +
245 QLIDYERQL +
246 GLTDNIHLV +
247 SLDTLMTYV +
249 ALYGRLEVV +
250 ALCEENMRGV +
252 YVYQNNIYL +
254 VLFQEALWHV ++
257 SLADFMQEV ++
259 ALADKELLPSV
261 YLYDSETKNA

Vi du 2

Lap thong s6 biéu hién clia cic gen ma héa peptit theo sang ché

Su biéu hién qua muc hodc biéu hién dic hiéu cua peptit trén céc t€ bao khéi u
duoc so sanh véi cac té bao binh thuong 13 di ddi véi tinh hitu ich cua né trong liéu
phép mién dich, va mdt sd peptit c6 d6 dac hi¢u khdi u mic du protein nguén cua
chiing ciing xut hién trong cic m6 binh thudong. Tuy nhién, viée l4p théng sb bidu
hién ctia ARN thong tin lam tdng thém dd an toan khi chon céc dich peptit dung cho
liéu phap mién dich. Pac biét 1a dbi voi cac lua chon didu tri bénh véi nguy co do an
toan cao, nhu cac thu thé TCR trudng thanh ai luc, peptit dich 1y tudng s& c6 ngudn

gdc tir protein dic biét véi khdi u va khong duge tim thiy trén cac md binh thuong.

Ngudn ARN va didu ché

Céc miu md dugce tach ra khi phiu thuat duogce cung cip theo phuong phap nhur
da néu trén day (xem vi du 1) sau khi nhan duoc sy déng ¥ tham gia bang vin ban cta
mbi bénh nhan. Cac miu md khéi u duoc dong lanh dot ngdt ngay sau khi phiu thuat
va dugc 1am dong nhét sau d6 bang cdi va chay trong nito 1ong. ARN tdng sb dugc
diéu ché tir cdc mAu nay bing cich s dung chét phan tmg TRI Reagent (Ambion,
Darmstadt, Ptc), sau d6 lam sach biang RNeasy (QIAGEN, Hilden, Puc); ca hai
phuong phép déu duge thuc hién theo huéng dan ctia nha san xuét.

ARN tong sO tu cdc mo6 cua ngudi khoe manh dugc mua trén thi truong
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(Ambion, Huntingdon, Vuong Quéc Anh; Clontech, Heidelberg, Duc; Stratagene,
Amsterdam, Ha Lan; BioChain, Hayward, CA, M¥). ARN tr m&t sb dbi tuong (tur 2
dén 123 d6i tuong) duge tron 14n sao cho ARN tir mdi dbi tuong dugc dinh luong
bang nhau.

Luong va chat luong ciia tit ca cic mau ARN duoc danh gia trén thiét bi phan
tich sinh hoc Agilent 2100 (Agilent, Waldbronn, Pirc) bing cach st dung kit ARN
6000 Pico LabChip (Agilent).

Thtr nghiém vi mang

Viéc phan tich su biéu hién gen cia tat ca cac miu ARN & khéi u va mé binh
thuong dugc thuc hién bing cac vi mang oligonucleotit Affymetrix Human Genome
(HG) U133A hoic HG-U133 Plus 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, M¥). Tét ca cac
bude duge tién hanh theo sach huéng dan cta Affymetrix. Tém lai, ADN bd tro soi
kép duoc téng hop tir 5-8pg ARN téng s6, bing cach st dung SuperScript RTII
(Invitrogen) va doan mdi oligo-dT-T7 (MWG Biotech, Ebersberg, Ptic) nhu duge mé
ta trong sach huéng dan. Qua4 trinh phién mé in vitro duge thuc hién véi kit danh dau
BioArray High Yield RNA Transcript Labelling Kit (ENZO Diagnostics, Inc.,
Farmingdale, NY, M¥) dbi v6i mang U133A hoidc v6i kit danh du GeneChip IVT
Labelling Kit (Affymetrix) dbi voi mang U133 Plus 2.0, sau d6, phan Iﬁénh ARN bd
tro, lai, v nhuém bang streptavidin-phycoerythrin va khang thé biotinyl hoa khéng
streptavidin (Molecular Probes, Leiden, Ha Lan). Cac hinh dnh dugc quét bing may
quét Agilent 2500A GeneArray (U133A) hodc may quét Affymetrix Gene-Chip 3000
(U133 Plus 2.0), va cac dit lidu duoc phéan tich bang chwong trinh phdn mém GCOS
(Affymetrix), béng cach thiét 1ap méc dinh cho tAt c& céc thong s6. Pé chuin hoa, 100
gen giit nha duoc cung cip boi Affymetrix duoc st dung. Céc gi4 tri biéu hién tuong
~d6i duogc tinh tir ty 18 log tin hidu duoc cung cip bang chuong trinh phdn mém va miu
than binh thuong dugc thiét lap tuy y dén 1.0. Cac profin biéu hién 1am vi du cua cac
gen nguén theo sang ché dugc biéu hién & muc qué cao hodc chi dugc biéu hién &
bénh CRC duoc thé hién trén Fig.2. Piém sb biéu hién cta cac gen lam vi du khéc
duoc thé hién trong Bang 9.

Béang 9: Diém s6 biéu hién. Bang nay liét ké céc peptit tir gen dugc biéu hién &
murc 1t cao trong khéi u so véi nhém cac mé binh thudong (+++), duwoc biéu hién &

muc qua cao trong khoi u so véi nhom cac mo binh thuong (++) hodc duge biéu hién
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qué mtuc trong khéi u so voi nhém cac mé binh thuong (+).

SEQ ID Tén gen Trinh tu Su biéu hién
NO. gen
2 ATP10B ALLPRYFFL -+
5 SLC12A1,SLC12A2,SLC12A3 WLFDDGGLTL -+
6 PLAGL2 FLAELPGSLSL -
7 MUC2 YLTRHLAVL +
8 HSPD1 ALMLQGVDLL +
13 SMC2 FLLAEDTKV IR
16 KLK10 VLVDQSWVL +
17 SLC12A2 ALAAARVEL +
19 MYO10 RLYTKLLNEA TNt
27 CHMP5 LLADEDSSYL ++
29 AP3D1 QMLDVAIRV
35 OLFM4 KLLDLTVRI
36 LARP4B GLLESPSIFNFTA
39 CDX2 GLNGGSPAAA ++
40 SERPINBS5 ALSNVIHKV +
41 HEPH ILDDSFKLL ++
42 HEPH SILDDSFKL ++
46 PKP3 GLDDRYSLV
47 ERBB3 KLYERCEVV
53 TBC1DSB FLLGSEIKL
55 PMS1 QIITSVVSV ++
57 PKP2 NLLEKENYL ++
60 AGTPBPI1 VLDEDEPRFL +
63 HEATR2 KLFSILSTV ++
64 S0X8,S0X9,S0X10 KTLGKLWRL ++
67 SMARCA4 SLNDLEKDVMLL ++
68 PTPRO SILQFVHMV
73 APIP YLFDIAVSM
74 ARHGAPS,PRR5- YLMGFLHAV
ARHGAPS,PRR5
75 CFTR EMIENIQSV -
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SEQ ID Tén gen Trinh tu Su biéu hién

NO. gen
77 DDX35 SLLKRDFGA +
79 SRSF11 SLAADQLLKL ++

81 TGIF1 ALLSQQTHL +

84 DSP SMVEDITGLRL +

86 MUC13 KVFPGKISV N

89 ITGA6 SLIEYEFRV ++

90 EBNA 1BP2 GLLKPGLNVVL ++

92 PARN WIDDTSAFV +

98 ATP13A3 AMNGKSFSV T
104 MUC2 ILLTIKDDTIYL +
112 GALNT7 KLGQVLIYL ++
113 KCNN4 ILYDLQQNL +
123 RRM1 KTLERSYLL TR
124 AURKB RVLPPSALQSV ++
126 CCNB1,CCNB2 TLAKYLMEL NN
129 CNOTI VLIDVLKEL +
130 PRRC2C GLGGSQLIDTHL ++
132 NOL11 ALLNAILHSA ++
134 EIF2S3,L0C255308 GVAGGSILKGV

135 CENPE KLQEEIPVL

138 BRCA2 KQFEGTVEI ++
139 NCAPG VLLNEILEQV A
140 NCAPG LLNEILEQV -+
142 ECT2 SLVQRVETI ++
144 ZSWIM1 LLNDRIWLA ++
147 KDM5C TLTELRAFL

148 PDXDCI RLLENMTEVV

152 RAD54B KLLAVIHEL

156 TOP2A SLMMTIINL -+
157 URBI SLIERDLKL

160 SYNJ2 KLLEFDQLQL

161 TRAIP FLKNELDNV
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SEQ ID Tén gen Trinh tu Su biéu hién
NO. gen
166 CDC6 GLLEARGILGL
171 HMGXB4 RLQETEGMVAV
172 COPG1 LLLDTVIMQV
180 GPD2 NLLEIAPHL
183 AGK TLQEVVTGV ++
184 PRKDC SLLDENNVSSYL
187 CNOT1 GLHNVVYGI
188 ZSWIM1 FLVDGPRVQL ++
190 NCAPD2 AMAEMVLQV
191 CDK5RAP2 QLFSEIHNL
192 MMP12 KIQEMQHFL ++
194 RADS4B SLYKGLLSV
197 ZNF451 SLFGQDVKAV
198 CEACAMO6 VLYGPDVPTI ++
202 FANCA GLAALAVHL ++
204 GOLGA4 KLLDLETERILL +
205 RPGRIP1L RLHDENILL +
206 EFR3A RIAGIRGIQGV +
208 NAA35 RLIDRIKTV +
215 CENPE KLQEKIQEL +
219 MUC2 FLDEKGRCV +
223 CDK1 VLMQDSRLYL +++
225 TOP2A YLYGQTTTYL +++
228 HNRNPH1,HNRNPH2 SMSGYDQVL +++
229 DDX11,DDX12P,LOC642846 YLLEKFVAV +
230 WNTS5A AMSSKFFLV +
232 LAMC2 RLLDSVSRL ++
233 LAMC2 RLDDLKMTV ++
235 TCF20 LLHEENFSV +
236 CENPF KMSELQTYV ++
239 KIF15 QLIEKNWLL -+
240 RCNI VLAPRVLRA ++
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SEQID Tén gen Trinh tu Su biéu hién
NO. gen
241 CCNBI1 ILIDWLVQV 4+
250 EEF2 ALCEENMRGV +
257 CNOT1 SLADFMQEV +
Vidu3

Tinh sinh mién dich in vitro ctia peptit trinh dién MHC nhém I

Dé thu duoc thong tin lién quan dén tinh sinh mién dich cta peptit TUMAP
theo sdng ché, cdc tac gia sing ché da tién hanh dénh gi4 bing cach st dung thir
nghiém tao mdi té bao T in vitro trén co sé su kich thich lap lai cta cac té bao T CD8+
bang cac té bao trinh dién khdng nguyén nhan tao (artificial antigen presenting cell:
aAPC) duoc tai phitc hop peptit/MHC va khang thé khang CD28. Theo cich nay, tac
gia sang ché c6 thé cho thy tinh sinh mién dich d6i voi 22 peptit TUMAP dugc giGi
han béi HLA-A*0201 theo sang ché, d& chimg minh ring cac peptit ndy 14 epitop clia
té bao T khang tién t€ bao T CD8+ ton tai & ngudi (Bang 10).

Tao mdi cée t€ bao T CD8+ in vitro

Pé thyc hién viée kich thich in vitro bang cac t& bao trinh dién khéng nguyén
nhéin tao duoc tai phic hop peptit-MHC (peptide-MHC complex: pMHC) va khang
thé khang CD28, trude tién, céc tic gia sang ché phan 1ap céc t& bao T CD8+ ra khéi
céc san phdm gan tich bach cdu HLA-A*02 méi bing cach chon loc duong tinh bang
cach str dung cac vi hat CD8 (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Purc) ctia nguodi
cho khde manh thu dugc tir University clinics Mannheim, Dtc, sau khi déng y tham
gia. )

Céc t& bao PBMC va té bao lymphdé CD8+ phan lip duoc dugc 1 trong moi
truong t€ bao T (T-cell medium: TCM) cho dén khi st dung gdm RPMI-Glutamax
(Invitrogen, Karlsruhe, Dirc) dugc bb sung thém huyét thanh AB ctia ngudi 10% dugce
bét hoat béng nhiét (PAN-Biotech, Aidenbach, Duc), Penixilin 100U/ml/Streptomyxin
100pg/ml (Cambrex, Cologne, Dtrc), natri pyruvat ImM (CC Pro, Oberdorla, D),
Gentamycin 20pg/ml (Cambrex). IL-7 2,5 ng/ml (PromoCell, Heidelberg, Dtic) va
IL-2 10 U/ml (Novartis Pharma, Niirnberg, Ptic) ciing dugc bé sung thém vao moi
truong TCM & budce nay.

Su tao ra cac hat dugc phu pMHC/khang thé khéng CD28, su kich thich té bao
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T va viéc doc két qua dugc thyc hién trong hé in vitro duge xac dinh ¢ muc cao bing
cach st dung 4 phén tir pMHC khéc nhau cho mdi diéu kién kich thich va 8 phan tir
pMHC khac nhau cho m&i diéu kién doc két qua.

IgG2a clia chudt tinh khiét dugce ddng kich thich khang CD28 Ab 9.3 clia ngudi
(Jung et al., 1987) duoc biotinyl héa bing phuong phép héa hoc bing cich str dung
Sulfo-N-hydroxysucxinimidobiotin theo khuyén céo cta nha san xuét (Perbio, Bonn,
buc). Cac hat duge st dung 1a hat polystyren duge phu streptavidin c¢é dudng kinh
5,6pum (Bangs Laboratories, Illinois, M¥).

pMHC dugc st dung & kich thich déi ching duong tinh va am tinh 1a
A*0201/MLA-001 (peptit ELAGIGILTV (SEQ ID NO. 266) tt Melan-A/MART-1
duoc cai bién) va A*0201/DDX5-001 (YLLPAIVHI tr DDX3, SEQ ID NO. 267),
tuong ung.

800.000 hat/200u1 duoc phil trong dia ¢ 96 16 voi su ¢6 mit clia 4 x 12,5ng
biotin-pMHC khac nhau, dugc rira va 600 ng biotin khang CD28 duoc cho thém sau
d6 véi thé tich 200pl. Su kich thich duoe khoi méao trong dia c6 96 16 bing cach u
dong thoi 1x10° t& bao T CD8+ v6i 2x10° hat dugc phu d4 rira sach trong 200ul TCM
duoc bd sung 5 ng/ml IL-12 (PromoCell) trong 3 ngay & nhiét d6 37°C. Sau d6, mét
nira moi trudng dugc thay bang mobi truong TCM méi duge bd sung 80U/ml IL-2 va
tiép tuc 1 trong 4 ngay ¢ nhiét d¢ 37°C. Chu trinh kich thich nay dugc thuc hién téng
cong ba lan. Pbi véi két qua doc multime pMHC bing céch st dung 8 phan tir pMHC
khac nhau cho mdi didu kién, phuong phép ma héa két hop hai chidu dugc s dung
nhu dugc mo ta (Andersen et al., 2012) véi sy cai bién nho béng cach lién két véi 5
chit gay huynh quang khac nhau. Cudi cling, cc buéc phan tich multime dugc thuc
hién béng cach nhudm té bao béng thuéc nhuém héng ngoai gén vé ty 1€ séng/chét
(Invitrogen, Karlsruhe, Ptic), dong khang thé CDS-FITC SK1 (BD, Heidelberg, Pirc)
va multime pMHC huynh quang. P& phan tich, thiét bi dém t& bao BD LSRII SORP
dugc trang bi may phat lugng tir anh sdng va bd loc thich hgp duoc st dung. Cac té
bao dic hidu peptit duoc tinh theo ty 16 % ctia céc té bao CD8+ tdng sb. Viéc danh gia
phép phan tich multime dugc thuc hién bang cich st dung chuong trinh phin mém
FlowJo (Tree Star, Oregon, M¥). Su tao mdi in vitro clia cac t& bao lymphd multime+
CD8+ déc hiéu dugc phat hién b?mg cach so sanh voi su kich thich ddi ching 4m tinh.

Tinh sinh mién dich déi véi mot khang nguyén cho truée duge phat hién néu it nhét
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mét 16 duoc kich thich in vitro clia mot nguoi cho khoe manh ¢6 thé dugc danh gia
dugc phat hién 1a chira dong t€ bao T CD8+ dic hiéu sau khi kich thich in vitro (nghia
1a 15 nay chia it nhat 1% té bao T multime+ dic hiéu trong s6 cac t& T CD8+ va ty 1é
% t& bao multime+ ddc hidu bing it nhat 10 14n gi4 tri trung binh ciia két qua kich
thich d6i chimg 4m tinh).

Tinh sinh mién dich in vitro ctia peptit CRC

Déi v6i peptit HLA nhém I duge thir nghiém, tinh sinh mién dich in vitro ¢6 thé
duge ching minh bing céch tao ra cac dong té bao T dic hidu peptit. Két qua dém té
bao theo dong lam vi du sau khi nhuém multime dic hiéu peptit TUMAP dbi véi 1
peptit theo sang ché duogc thé hién trén Fig.3 clng véi cac d6i ching 4m tinh twong

tmg. Két qua ctia 2 peptit theo sang ché dugc tém tat trong bang 10A.

Bang 10A: tinh sinh mién dich in vitro clia cac peptit HLA nhém I theo séng
ché

Két qua lam vi du cia thr nghiém tinh sinh mién dich in vitro dugc tién hanh
boi téc gia sang ché déi voi cac peptit theo sang ché. <20% = +; 20% - 49% = ++;
50% - 69%= +++; >=70% = ++++

Seq ID Peptit ID Céac 16 Nguoi cho
219 MUC2-001 ++ o+
220 QAR-001 +++ -+

Bang 10B: s6 liéu bd sung vé tinh sinh mién dich in vitro ctia cc peptit HLA
nhém I theo sang ché

Két qua 1am vi du cta thir nghiém tinh sinh mién dich in vitro duge tién hanh
bdi téc gia sdng ché ddi voi cac peptit dugc gidi han boi HLA-A*02 theo séng ché.
Két qua ctia cac thir nghiém tinh sinh mién dich in vitro dugc thé hién. Ty 1& % cac 15
va ngudi cho duong tinh (trong s6 cic mau c6 thé danh gia) duge tém tit nhur duge thé

hién <20% = +; 20% - 49% = ++; 50% - 69%= +++; >= 70%= ++++

SEQ D No Trinh ty Céc 15 duong tinh [%]
1 ALIKQLFEA | "
2 ALLPRYFFL Ny g
3 RLIPDTLYSV L
S WLFDDGGLTL e
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SEQ ID No Trinh ty Cac 15 duong tinh [%)

7 YLTRHLAVL "

9 ILDDHLSRV nyn
10 RMYNKIFAI g
11 YLFEKTFNM "
12 ALVQGILERV D
13 FLLAEDTKV o
17 ALAAARVEL "y
18 FLSSLKGGLL npn
19 RLYTKLLNEA M
21 VLIDHRWVL "
22 GLIDEVMVL o
31 LLYGKYVSV "
32 KLNTETFGV nyn
37 GLFAGLGGAGA nyn
38 SLAPTPVSA o
42 SILDDSFKL "
47 KLYERCEVV "
59 LLTDNVVKL npn
64 KTLGKLWRL g
123 KTLERSYLL o
124 ~ RVLPPSALQSV npn
127 RLAELTVDEFLA "
132 ALLNAILHSA o
133 RTFEKIEEV i
136 KLFDIFSQQV o
141 AVIEHLERL "
142 SLVQRVETI o
150 RLADLEALKV Mg

Vidu4
Téng hop peptit

T4t ca céc peptit duoc téng hop bang cach st dung phuong phap tong hop
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peptit pha rén chuin va da biét 15 bang cach st dung chién luge Fmoc. Tinh ddng nhat
va d6 tinh khiét ciia m&i peptit riéng biét dugc xac dinh bing phuong phap phd khéi va
phuong phép sic ky 16ng hiéu ning cao ddo pha (RP-HPLC) phén tich. Cac peptit thu
duoc dudi dang san phdm déng khé nhanh mau tring nga (mudi triflo axetat) v6i do
tinh khiét >50%. Tt hon, néu tat ca cac peptit TUMAP duoc st dung dudi dang mubi
triflo-axetat hodc mudi axetat, cac dang mudi duge dung khac ciing c6 thé duoc st

dung.

Vidus
Thir nghiém gén két MHC

Céc peptit ing vién dung cho liéu phdp trén co s& té bao T theo sang ché dugc
thir nghiém thém vé kha ning gén két véi MHC (4i luc) cia ching. Céac phtic hop
peptit-MHC riéng biét dugc tao ra béng cach trao d6i UV-phdi tir, trong d6 peptit nhay
UV duoc phan giai khi chiéu UV, va dugc trao d6i voi peptit quan tim khi phan tich.
Khi céc ung vién peptit c6 thé gin két hiru hiéu va 1am 6n dinh cc phan tir MHC nhan
peptit d& ngan ngira sy phan ly cta cac phirc hop MHC. Dé xé4c dinh hiéu suit cua
phén ng trao d6i, thir nghiém ELISA duoc thuc hién dya trén sy phét hién chudi nhe
(B2m) cua phuc hop MHC dugc lam 4n dinh. N6i chung, thir nghiém nay duge thuc
hién nhu dugc mo ta trong tai liéu cua Rodenko va céac déng tac gia (Rodenko et al.,
2006).

Pia MAXISorp ¢6 96 15 (NUNC) dugc phil qua dém béng streptavidin 2ug/ml
trong PBS & nhiét d§ trong phong, dugc rua 4 1an va phong bé trong 1 gid & nhiét do
37°C trong dung dich dém phong bé chita BSA 2%. Céc monome HLA-
A*02:01/MLA-001 cudn gap lai dugc dung lam chét chuén, phu véi luong nam trong
khoang tir 15 dén 500 ng/ml. C4c monome peptit-MHC ciia phan tmg trao d6i UV-
duoc pha lodng 100 1an trong dung dich d&ém phong bé. Céc miu duoc 1 trong 1 gio &
nhiét d6 37°C, rira 4 1an, 0 voi HRP 2ug/ml lién hop khang p2m trong 1 gir & nhiét do
37°C, rira lai va phat hién bing dung dich TMB, 1am ngimg phan tmg bing NH,SO,.
Muac @6 hép thu duogc xdc dinh & bude séng 450nm. Cac peptit tng vién c6 higu sudt
trao ddi cao (t6t hon 1a cao hon 50%, t6t nhit 14 cao hon 75%) thudng dugce uu tién dé
tao ra va san xut khang thé hodc manh khang thé cua nd, va/hodc thu thé t& bao T

hoic cic doan cua nd, do ching c¢6 du ai lyc vdi cac phan tt MHC va ngin ngura su
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Béng 11: diém sb gin két véi MHC nhém 1. Su gén két clia cac peptit dugc gici
han béi HLA-nhom I véi HLA-A*02:01 dugce phén loai theo hiéu sut trao d6i peptit:

>10% = +; >20% = ++; >50 = +++; > 75% = ++++; ] = Phosphoserin

SEQID NO Trinh ty Su trao dbi peptit
1 ALIKQLFEA Mg
2 ALLPRYFFL "
3 RLIPDTLYSV Mt
4 RLAELTVDEFL Mg
) WLFDDGGLTL T
6 FLAELPGSLSL Mt
7 YLTRHLAVL Wy
8 ALMLQGVDLL Mot
9 ILDDHLSRV o
10 RMYNKIFAI RN
11 YLFEKTFNM L
12 ALVQGILERV M
13 FLLAEDTKV M
14 FLDKPEDVLL nyp
15 LQLDKEFQL Mgt
16 VLVDQSWVL g
17 ALAAARVEL Mg
18 FLSSLKGGLL Moo
19 RLYTKLLNEA Mt
20 YLKDGDVML S
21 VLIDHRWVL Ny
22 GLIDEVMVL Mg
23 FLDANGHFV M
24 VLDGVLMEL N
25 SLADRLIGV Mg
26 GLASKENFSNVSL "
27 LLADEDSSYL Mg
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SEQ ID NO Trinh tur Su trao d6i peptit
28 ALTEIQEFI R
29 QMLDVAIRV M
30 GLSSAYGGL np
31 LLYGKYVSV Mo
32 KLNTETFGV g
33 ALWEKNTHL Mg
34 ILLEKSVSV Mt
35 KLLDLTVRI ——
36 GLLESPSIFNFTA M
37 GLFAGLGGAGA M
38 SLAPTPVSA npgn
40 ALSNVIHKV o
41 ILDDSFKLL ny
42 SILDDSFKL Mo
43 TLDAAQPRV g
44 SLESKLTSV Mo
45 ALAELLHGA M
46 GLDDRYSLV o
47 KLYERCEVV "
48 FLDASDPAL g
50 TLMAEMHVV g
Sl QVWEIQHTV ny
52 ALDSSNSMQTI npgn
33 FLLGSEIKL Mt
>4 ALLNGEYLLAA M
56 VLFTDEGVPKFL np
7 NLLEKENYL Mo
S8 AMADKMDMSL Mg
9 LLTDNVVKL Mg
60 VLDEDEPRFL o
61 KLLKLFQGV R
62 YLAPENGYL ey
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SEQ ID NO Trinh tu Su trao d6i peptit
63 KLFSILSTV g
64 KTLGKLWRL g
66 GLDDGPDFL _
67 SLNDLEKDVMLL M
68 SILQFVHMV W
69 GMLNEAEGKAIKL ny
70 MISELEVRL Mg
71 RLWTEIPTAI o
72 YLLDYPNNLL "
73 YLFDIAVSM Mg
74 YLMGFLHAV Mg
75 EMIENIQSV ny g
76 YLIGEKQHYL O~
77 SLLKRDFGA e
78 ALDPELLLL "
79 SLAADQLLKL o
80 QVDEVVDIMRV "
81 ALLSQQTHL J——
82 QLYEEPDTKL g
83 LTIEDGIFEV N
84 SMVEDITGLRL A
85 ILHDINSDGVL "
86 KVFPGKISV o
87 LLFDAPDLRL J——
88 KLDIKVETV M
89 SLIEYEFRV T
90 GLLKPGLNVVL M
91 TVDVATPSV Moo
72 WIDDTSAFV g
93 SLQELRLLL Mt
94 KSMDIVLTV g
95 AILDAHIEV M
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SEQ ID NO Trinh tur Su trao ddi peptit
96 KLYSRLVYV g
97 ALWWGVVTV M
98 AMNGKSFSV Mt
99 KLLEVDLDTV M
100 SLDDFLATA P
101 GLSEGHTFQV M
102 KILVSLIEV Mg
103 FLEGYPKRL ENE
104 ILLTIKDDTIYL M
105 YALDLSTFL M
106 SLISEKILL Mg
107 ALLGGGPYML Mg
108 SLAELVPGVGGI M
109 ALDGDQMEL nyp
110 LLGELPRLLLL e
112 KLGQVLIYL "
113 ILYDLQQNL A
114 TAVGHALVL np
115 SLEDVSHML M
116 LVYQFVHPI "
117 TLQPVDNSTISL "
118 LLADLKTMV M
119 ILYQTVTGL "
120 VLYEGVDEV "
121 SLAPNIISQL "
122 SLMGMVLKL Mo
123 KTLERSYLL i
124 RVLPPSALQSV Mg
125 KLGDFGLLVEL R
126 TLAKYLMEL M
127 RLAELTVDEFLA Mg
128 MLDDRAYLV My
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SEQ ID NO Trinh tu Su trao dbi peptit
129 VLIDVLKEL .
130 GLGGSQLIDTHL g
131 KLLDVVHPA e
132 ALLNAILHSA "
133 RTFEKIEEV e
134 GVAGGSILKGV O
135 KLQEEIPVL .
136 KLFDIFSQQV g
137 QLTEIKPLL [
138 KQFEGTVEI Mg
139 VLLNEILEQV S
140 LLNEILEQV "
141 AVIEHLERL S
142 SLVQRVETI e
143 KLSDVWKEL i
144 LLNDRIWLA M
145 LLLEVVKQV g
146 ALSDETWGL e
147 TLTELRAFL g
148 RLLENMTEVV [
149 YQFDKVGILTL g
150 RLADLEALKV [
151 SAQGSDVSLTACKV Mg
152 KLLAVIHEL g
153 ILFSEDSTKLFV e
154 KLPSETIFVGC Mg
155 RLLGEEVVRV M
156 SLMMTIINL o

157 SLIERDLKL [
158 GLLDPSVFHV Mg
159 VLVDDDGIKVV g
160 KLLEFDQLQL [
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SEQ ID NO Trinh ty Su trao dbi peptit
161 FLKNELDNV M
162 KLMDYIDEL R
163 RLLHEVQEL !
164 KMLDEILLQL "
165 RLLDFPEAMVL "
166 GLLEARGILGL "
167 SVIDHIHLISV M
168 GLIRFPLMTI ot
169 YLAHFIEGL Mg
170 ALAGGITMV Mt
171 RLQETEGMVAV g
172 LLLDTVTMQV Mg
173 KLGDLMVLL M
174 ILLDDNMQIRL M
175 TLLGGKEAQALGV M
176 RTLDKVLEV nyn
177 ALLQGAIESV Mg
178 YLFREPATI g
179 RLLJPLSSA Mg
181 NLFDLGGQYLRV N
182 SLNKWIFTV R
183 TLQEVVTGV o
184 SLLDENNVSSYL s
185 VLYTGVVRV "
186 KMSEKILLL M
187 GLHNVVYGI M
188 FLVDGPRVQL g
189 AISEVIGKITA NI
190 AMAEMVLQV e
191 QLFSEIHNL "

Vidu6
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Viée diéu ché cac chat gan két, nhu khang thé va/hoic thu thé TCR, 1a quy trinh
tén kém nén quy trinh nay c6 thé chi duoc tién hanh dbi véi mot s dich dugc chon.
Trong truong hop céc peptit lién quan dén khéi u va dic hiéu khdi u, tiéu chi Iua chon
bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, tinh ddc hiru vé mirc d6 trinh dién va mét do
peptit dugc biéu hién trén bé mat t€ bao. Ngoai viéc phan 1ap va dinh luong tuong dbi
céc peptit nhu duge mo ta trong vi du 1, cac tc gia sing ché dd phan tich s6 ban sao
peptit tuyét d6i cho mot té bao nhu duge md ta trong patent x. Viéc dinh lugng s6 ban
sao peptit TUMAP cho mét t bao trong cic miu khdi u rén cn phai dinh lwong tuyét
d6i peptit TUMAP phén lap dugc, hidu qua phan lap peptit TUMAP, sb lugng t& bao
trong mau duoc phan tich. Téng quan vé phuong phap thir nghiém ca céc tac gia sang

ché duoc thé hién trén Fig.4, cac budc thtr nghiém duge mo ta dudi day.

Dinh lugng peptit bing phuong phép nanoL.C-MS/MS

Dé dinh lugng chinh xé4c peptit bang phuong phap phd khéi luong, 1ap dudng
cong hiéu chinh ctia mdi peptit bang cach sir dung phuong phap chét chuan ndi. Chét
chuén noi 12 bién thé duoc danh d4u bang dong vi phong xa kép clia mdi peptit, nghia
14 céc axit amin duoc danh dau bang hai dong vi phéng xa duge dua vao qué trinh tong
hop peptit TUMAP. Chat nay chi khac véi peptit lién quan dén khéi u vé khéi luong
ctia n6 ma khéng c¢6 su khac biét vé cic tinh chat héa 1y khac (Anderson et al., 2012).
Chét chuén ndi nay duogc bd sung vao mdi mau MS va tAt ca cac tin hiéu MS duogc
chuén héa véi tin hiéu MS cua chét chudn ndi dé bu lai su bién thién do k¥ thuat c6 thé
c6 giita cac 1an thir nghiém MS.

Céc dudng cong hiéu chinh dwoc 1ap theo it nhat ba ma tran khac nhau, nghia 1a
dich rira giai peptit HLA cta cdc mau tu nhién giéng v6i cic miu MS thong thuong,
va mdi ché phdm duoc x4c dinh theo hai 1an phan tich MS lap lai. Pé danh gia, cac tin
hiéu MS dugc chuin héa véi tin hidu ctia cht chuin ndi va duong cong hi€u chinh
duoc tinh bang phuong phap hdi quy logic.

Dé dinh luong céc peptit lién quan dén khéi u tir mau mo, cac mau tuong tmg
duoc bd sung chét chudn néi, cac tin hiéu MS duoc chudn héa v6i chit chudn ndi va

duogc dinh luong béng cach st dung duong cong hi€¢u chinh peptit.

Hi¢u qua phan 1ap peptit/MHC
Gidng nhu d6i v6i phuong phap tinh ché protein bat ky, viéc phan lap protein tir

cac mau mé di kém véi lugng ton hao nhat dinh ciia protein can quan tdm. Dé x4c dinh
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hiéu qua phén lap peptit TUMAP, phtic hop peptit/MHC dugc tao ra ddi voi tat ca cac
peptit TUMAP duogc chon dé dinh lugng tuyét d6i. Dé c6 thé phan biét phitc hop bd
sung vdi cac phite hop peptit/MHC tu nhién, cac dang dugc danh déu bing dong vi
phéng xa don cia peptit TUMAP duogc st dung, nghia 13 axit amin duge danh déu
bing mot ddng vi phong xa duoc dua vao sir dung trong qué trinh tng hop peptit
TUMAUP. Céc phirc hop nay duoc bd sung vio cac dich phan giai mé méi didu ché, tic
1a & thoi diém som nhat c6 thé cua qua trinh phan 1ap TUMAP, va sau d6 duoc bit giit
giéng nhu phirc hop peptit/MHC tu nhién trong qua trinh tinh ché 4i luc sau d6. Do d6,
viéc xac dinh lugng thu hdi cua peptit TUMAP duoc danh ddu don cho phép két luan
hiéu qua phén 18p cta ting peptit TUMAP tu nhién.

Hiéu qua phén lap duge phan tich v6i s6 lugng it miu va 1a tuong duong trong
cdc miu mo nay. Trdi lai, hiéu qua phan 1ap 1a khéc nhau giita c4c peptit riéng biét.
biéu nay goiy réng hiéu qua phan lap, mac du chi dugc xac dinh & mot s6 lugng gioi
han céc mau md, c¢6 thé duoc ngoai suy cho ché phém mo khéc bt ky. Tuy nhién, can
phan tich mdi peptit TUMAP riéng biét do hiéu qua phén 1ap c6 thé khong duoc ngoai
suy tu peptit ndy sang cac peptit khac.

Xac dinh sb lugng té bao trong md ran duoc dong lanh

Dé x4c dinh s6 luong & bao trong miu mé dugc dinh lwong peptit tuyét dbi, tac
gia sang ché d4 ap dung phuong phép phan tich ham Iugng ADN. Phuong phép nay c6
thé 4p dung cho mét pham vi rong cdc miu c6 ngudn gdc khac nhau va didu quan
trong nhét 14 cac mau doéng lanh (Alcoser et al., 2011; Forsey and Chaudhuri, 2009;
Silva et al., 2013). Trong qua trinh phan lap peptit, miu mé dugc xtr Iy thanh dich
phan giai ddng nhit ma phin phan wéc dich tan dugc lay ra tir d6. Phan phan uéc nay
duoc chia thanh ba phdn ma ADN dugc phéan lap tir d6 (QiaAmp DNA Mini Kit,
Qiagen, Hilden, Purc). Nong d6 ADN tong s tir mdi lan phan lap ADN dugc dinh
luong bang cach sir dung thir nghiém dinh luong ADN trén co s& huynh quang (Kit
thir nghiém ADN soi kép Qubit HS, Life Technologies, Darmstadt, Ptrc) v6i it nhat
hai lan.

Dé tinh s6 lugng t€ bao, 1ap dudng cong ADN chudn tir cic phan phan udc clia
té bao mau khoe manh don 16, véi khoang sb luong té bao xac dinh, duoc tao ra.
Pudng cong chuin duoc st dung dé tinh tong s6 luong t& bao tir ndong d6 ADN tong

sé tir mdi 14n phan 1ap ADN. Téng s6 lugng té bao trung binh ctia miu mo ding aé
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dich tan va téng thé tich dich tan.

S6 ban sao peptit cho mot t& bao

Vé6i sb liéu cia cac thir nghiém néu trén, cac tac gia sing ché tinh duoc sb
luong ban sao TUMAP cho mot t& bao bang cach chia téng lugng peptit cho tong sb

lugng té bao ctia mdi mau, sau d6 chia cho hiéu suat phan lap. S6 bén sao cho mot té

bao cia céc peptit dugc chon duge thé hién trong Bang 12.

Béang 12: sb ban sao tuyét d6i. Bang nay liét ké két qua dinh luong peptit tuyét
d6i trong cac mau khdi u NSCLC. S6 ban sao trung binh cho mot t€ bao duoc thé hién

d6i v6i mdi peptit: <100 = +; >=100 = ++; >=1000 +++; >=10000 = ++++. S6 lugng

mau trong d6 cac s6 1idu MS ¢6 thé danh gia véi chét luong cao dugc thé hién.

SEQ ID No. |Ky hiéu peptit | S6 ban sao cho mot té bao | S6 luong miu
(gia tri trung binh)

1 ZNF-002 19

142 ECT2-001 18

22 CYP2W1-001 | ++ 23

152 RAD54B-002 | +++ 6
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YEU CAU BAO HQ
1. Peptit dugc phén lap chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 22, hodc mubi
duoc dung ciia no, trong do peptit nay c6 t6i da 12 axit amin trong toan bd chiéu dai
mach, va trong d6 peptit ndy c6 kha niang gin két v6i phan tir cia phiic hop tuong
thich mé chinh (major histocompatibility complex: MHC) nhém I hodc nhém II.
2. Peptit duoc phén 14p theo diém 1, trong d6 khi dugc gin két véi phan tt MHC néu
trén, peptit ndy c6 kha ning dugc nhén biét boi cac té bao T CD4 va/hodc CDS.
3. Peptit theo diém 1 hodc 2, trong d6 peptit nay bao gdm hoic cha yéu bao gdm trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 22.
4. Peptit theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 peptit nay duoc cai
bién va/hoic bao gdm céc lién két khong peptit.
5. Peptit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 peptit ndy 1a mot
phdn cta protein dung hop, cu thé 14 chtra céc axit amin & du tan ciing N ctia chudi
bat bién lién quan dén khang nguyén HLA-DR (Ii).
6. Axit nucleic tai t6 hop ma hoa peptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 53,
trong dé axit nucleic nay duoc lién két voi trinh tu gen khoi dau khac loai.
7. Té bao chu tai t6 hop chira peptit theo diém bt ky trong s6 céc diém tir 1 dén 5 hodc
axit nucleic theo diém 6.
8. Té bao chu tai t6 hop theo diém 7, trong d6 té bao chii nay 1a té bao trinh dién khang
nguyen.
9. Té bao chu tai td hop theo diém 8, trong d6 té bao trinh dién khang nguyén 14 t& bao
dudi gai.
10. Phuong phap tao ra peptit duoc phan lap theo diém bét ky trong s cac diém tir 1
dén 3, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy t& bao chu theo diém bat ky
trong s c4c diém tir 7 dén 9 chira peptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3,
hodc biéu hién axit nucleic theo diém 6, va phéan 18p peptit ra khoi té bao chil nay hoic
mbi truong nudi cdy ctia no.
11. Phuong phap tao ra té bao lymphd T hoat héa in vitro, phuong phép nay bao gém
budce cho cac té bao T tiép xtc in vitro véi khang nguyén duge tai cac phan tr MHC
nhém I hodc nhém 1T ctia ngudi duge biéu hién trén bé mit cua té bao trinh dién khéang
nguyén thich hop hodc cdu tric nhén tao bt chude té bao trinh dién khdng nguyén

trong khoang thoi gian di d& hoat héa céc t& bao T nay theo cich dic hiéu khang
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nguyén, trong d6 khing nguyén nay la peptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1
dén 3. '

12. Té bao lymphd T hoat héa duoc tao ra bang phuong phap theo diém 11, trong do té
bao nay nhan biét chon loc té bao chtra polypeptit c6 trinh tir axit amin nhu dwoc xac
dinh theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3.

13. Khang thé, cu thé 13 khang thé hoa tan hoic lién két mang, trong d6 khang thé nay
nhan biét dic hiéu peptit theo diém bt ky trong s6 cc diém tir 1 dén 4, hoic peptit
theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4 khi duoc gin két véi phan tir MHC.

14. Khang thé theo diém 13, trong d6 khang thé nay 1a khang thé don dong, khang thé
déc hiéu kép va/hodc khang thé thé kham, hodc manh cta no.

15. Khang thé theo diém 13 hodc 14, trong d6 khang thé nay chtra mién kich thich
mién dich hodc déc (5.

16. Thu thé té bao T duoc phén lép, t6t hon néu 1a thu thé té bao T hoa tan duoc phan
1ap hodc thu thé té bao T lién két mang duoc phan l4p, c6 kha ning phan Gng véi phdi
tir HLA khi duoc gan két v6i phan tt MHC, trong d6 phéi tir nay 1a peptit theo diém
bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3.

17. Thu thé t& bao T theo diém 16, trong do6 thu thé té bao T nay dugc tao ra dudi dang
phan tir hoa tan va mang chirc ning hiéu ting khac nhu mién kich thich mién dich hoic
doc t6.

18. Axit nucleic ma héa thu thé t& bao T theo diém 16 hoac 17, trong do6 axit nay dugc
lién két tiy ¥ v6i trinh tu gen khoi ddu khéc loai.

19. Té bao chi tai t6 hop chira axit nucleic theo diém 18 hodc axit nucleic ma héa
khang thé theo diém bat ky trong s cc diém tir 13 dén 15. V

20. Té bao chi tai tb hop theo diém 19, trong d6 t& bao chit nay 14 t& bao T hoic t& bao
NK.

21. Phuong phép tao ra thu thé té bao T theo diém 16 hodc 17, trong d6 phuong phap
nay bao gdm budc nudi cdy té bao chil tai t6 hop theo diém 19 hozc 20, va phén lap
thu thé té bao T nay ra khoi té bao cht néu trén va/hodc méi truong nudi ciy ctia né.
22. Duoc phém chtra it nhat mot hoat chat duoc chon tir nhém bao gém peptit dugc
phan 1ap hodc mubi ctia né theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, axit nucleic
theo diém 6, axit nucleic theo diém 18, t& bao chu tai t6 hop theo diém bét ky trong sb

céc diém tir 7 dn 9, t& bao chu téi t6 hop theo diém 19 hoic 20, té bao T hoat héa theo

-160-



31919

diém 12, khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém tir 13 dén 15, va thu thé t& bao
T theo diém 19 hodc 20 va chét mang dugc dung.
23. Kit bao gom:

(a) dd chira dé dung dugc phdm chira peptit dwoc phan 1ap hodc mudi ciia né theo
diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, axit nucleic theo diém 6, axit nucleic theo
diém 18, té bao chu tai tb hop theo diém bét ky trong sé cac diém tir 7 dén 9, t& bao
chi tai t6 hop theo diém 19 hodc 20, té bao T hoat hoa theo diém 12, khang thé theo
diém bat ky trong s cac diém tir 13 dén 15, va thu thé t& bao T theo diém 19 hoic 20,
¢ dang dung dich hoac dang dong kho; va

(b) d6 chira thir hai && dung chat pha lodng hodc dung dich hoan nguyén ding cho
ché phim dang dong kho.

24. Kit theo diém 23, trong d6 kit nay con chtra mot hoc nhidu thanh phan trong s6 (i)

chat dém, (ii) chét pha loang, (iii) dung cu loc, (iv) kim tiém, hodc (v) bom tiém.
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<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 1

Ala Leu Ile Lys Gln Leu Phe Glu Ala
1 5

<210> 2

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 2

Ala Leu Leu Pro Arg Tyr Phe Phe Leu
1 5

<210> 3

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 3
Arg Leu Ile Pro Asp Thr Leu Tyr Ser Val

1 5 10

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 4
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Arg Leu Ala Glu Leu Thr Val Asp Glu Phe Leu
1 5 10

<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 5

Trp Leu Phe Asp Asp Gly Gly Leu Thr Leu
1 5 10

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 6

Phe Leu Ala Glu Leu Pro Gly Ser Leu Ser Leu
1 5. 10

<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 7
Tyr Leu Thr Arg His Leu Ala Val Leu

1 5

<210> 8

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguol hién dai

<400> 8
Ala Leu Met Leu Gln Gly Val Asp Leu Leu
1 5 10

<210> 9

211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 9

Ile Leu Asp Asp His Leu Ser Arg Val
1 5
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<21e> 10

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 10

Arg Met Tyr Asn Lys Ile Phe Ala Ile
1 5

<21e> 11

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 11

Tyr Leu Phe Glu Lys Thr Phe Asn Met
1 5

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 12

Ala Leu Val Gln Gly Ile Leu Glu Arg Val
1 5 10

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 13

Phe Leu Leu Ala Glu Asp Thr Lys Val
1 5

<210> 14
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 14

Phe Leu Asp Lys Pro Glu Asp Val Leu Leu
1 5 10

<210> 15

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

31919
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<400> 15

Leu Gln Leu Asp Lys Glu Phe Gln Leu
1 5

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 16

Val Leu Val Asp Gln Ser Trp Val Leu
1 5

<210> 17

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 17

Ala Leu Ala Ala Ala Arg Val Glu Leu
1 5

<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 18
Phe Leu Ser Ser Leu Lys Gly Gly Leu Leu
1 5 10

<210> 19

<211> 1@

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 19
Arg Leu Tyr Thr Lys Leu Leu Asn Glu Ala
1 5 10

<210> 20

<211> 9

<212> - PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 20

Tyr Leu Lys Asp Gly Asp Val Met Leu

31919
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<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 21

Val Leu Ile Asp His Arg Trp Val Leu
1 5

210> 22
211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 22

Gly Leu Ile Asp Glu Val Met Vval Leu
1 5

<210> 23

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 23
Phe Leu Asp Ala Asn Gly His Phe Val
1 5

<210> 24

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 24
Val Leu Asp Gly Val Leu Met Glu Leu
1 5

<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 25
Ser Leu Ala Asp Arg Leu Ile Gly Val
1 5

<210> 26

31919
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<211> 13
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 26

Gly Leu Ala Ser Lys Glu Asn Phe Ser Asn Val Ser Leu
1 5 10

<210> 27
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 27

Leu Leu Ala Asp Glu Asp Ser Ser Tyr Leu
1 5 10

<210> 28
211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 28

Ala Leu Thr Glu Ile Gln Glu Phe Ile
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 29

Gln Met Leu Asp Val Ala Ile Arg Val
1 5

<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 30
Gly Leu Ser Ser Ala Tyr Gly Gly Leu
1 5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
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<400> 31

Leu Leu Tyr Gly Lys Tyr Val Ser Val
1 5

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 32

Lys Leu Asn Thr Glu Thr Phe Gly Val
1 5

<210> 33

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 33

Ala Leu Trp Glu Lys Asn Thr His Leu
1 5

<210> 34

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 34
Ile Leu Leu Glu Lys Ser Val Ser Val
1 5

<2106> 35

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 35
Lys Leu Leu Asp Leu Thr Val Arg Ile
1 5 ‘

<210> 36

<211> 13

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 36

Gly Leu Leu Glu Ser Pro Ser Ile Phe Asn Phe Thr Ala
1 5 10
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<210> 37

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 37

31919

Gly Leu Phe Ala Gly Leu Gly Gly Ala Gly Ala

1 5 10

<210> 38

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 38

Ser Leu Ala Pro Thr Pro Val Ser Ala
1 5

<210> 39

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 39

Gly Leu Asn Gly Gly Ser Pro Ala Ala Ala
1 5 10

<210> 40
211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 40

Ala Leu Ser Asn Val Ile His Lys Val
1 5

<210> 41

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 41
Ile Leu Asp Asp Ser Phe Lys Leu Leu
1 5

<210> 42
<211> 9
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<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 42

Ser Ile Leu Asp Asp Ser Phe Lys Leu
1 5

<210> 43
211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 43

Thr Leu Asp Ala Ala Gln Pro Arg Val
1 5

<210> 44

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 44

Ser Leu Glu Ser Lys Leu Thr Ser Val
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 45

Ala Leu Ala Glu Leu Leu His Gly Ala
1 5

<210> 46
211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 46

Gly Leu Asp Asp Arg Tyr Ser Leu Val
1 5

<210> 47

<211> 9

<212> PRT -

<213> Ngudi hién dai

<400> 47

31919
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Lys Leu Tyr Glu Arg Cys Glu Val Vval
1 5

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 48

Phe Leu Asp Ala Ser Asp Pro Ala Leu
1 5

<210> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 49

Ser Gly Met Gly Gly Ile Thr Ala Val
1 5

<210> 50

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 50
Thr Leu Met Ala Glu Met His Val Val
1 5

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 51
Gln Val Trp Glu Ile Gln His Thr Val
1 5

<210> 52

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 52

Ala Leu Asp Ser Ser Asn Ser Met Gln Thr Ile
1 5 10
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<210> 53

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 53

Phe Leu Leu Gly Ser Glu Ile Lys Leu
1 5

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 54

Ala Leu Leu Asn Gly Glu Tyr Leu Leu Ala Ala
1 5 10

<210> 55

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 55

Gln Ile Ile Thr Ser Val Val Ser Val
1 5

<210> 56

<211> 12

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 56
Val Leu Phe Thr Asp Glu Gly Val Pro Lys Phe Leu
1 5 10

<210> 57

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 57
Asn Leu Leu Glu Lys Glu Asn Tyr Leu
1 5

<210> 58
<211> 10
<212> PRT
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<213> Ngudi hién dai
<400> 58

Ala Met Ala Asp Lys Met Asp Met Ser Leu
1 5 10

<210> 59

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 59

Leu Leu Thr Asp Asn Val Val Lys Leu
1 5

<210> 60
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 60

Val Leu Asp Glu Asp Glu Pro Arg Phe Leu
1 5 10

<210> 61
211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 61

Lys Leu Leu Lys Leu Phe Gln Gly Val
1 5

<210> 62

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 62

Tyr Leu Ala Pro Glu Asn Gly Tyr Leu
1 5

<210> 63

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 63

31919
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Lys Leu Phe Ser Ile Leu Ser Thr Val

1

<216>
<211>
212>
<213>

<400>

Lys Thr Leu Gly Lys Leu Trp Arg Leu

1

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

<400>

Phe Gly Ala Pro Gly Ile Ile Ser Ala

1

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

<400>

Gly Leu Asp Asp Gly Pro Asp Phe Leu

1

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

<400>

5

64

9

PRT

Nguoi hién dai

64

5

65

9

PRT

Ngudl hién dai

65

5

66
9

PRT

Ngudi hién dai

66

5

67
12
PRT
Nguoi hién dai

67

31919

Ser Leu Asn Asp Leu Glu Lys Asp Val Met Leu Leu

1

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

<400>

Ser Ile Leu Gln Phe Val His Met Val

1

5

68

9

PRT

Ngudi hién dai

68

5
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<210> 69

<211> 13

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 69

Gly Met Leu Asn Glu Ala Glu Gly Lys Ala Ile Lys Leu
1 5 10

<210> 70

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 70

Met Ile Ser Glu Leu Glu Val Arg Leu
1 5

210> 71

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 71

Arg Leu Trp Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile
1 5 10

<210> 72

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 72

Tyr Leu Leu Asp Tyr Pro Asn Asn Leu Leu
1 5 10

<210> 73

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 73
Tyr Leu Phe Asp Ile Ala Val Ser Met
1 5

<210> 74

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
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<400> 74

Tyr Leu Met Gly Phe Leu His Ala Val
1 5

<210> 75

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 75

Glu Met Ile Glu Asn Ile Gln Ser Val
1 5

<210> 76

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 76

Tyr Leu Ile Gly Glu Lys Gln His Tyr Leu
1 5 10

<210> 77

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 77
Ser Leu Leu Lys Arg Asp Phe Gly Ala
1 5

<210> 78

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<4080> 78
Ala Leu Asp Pro Glu Leu Leu Leu Leu

1 5

<210> 79

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 79

Ser Leu Ala Ala Asp Gln Leu Leu Lys Leu

31919
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<210> 80

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 80

Gln Val Asp Glu Val Val Asp Ile Met Arg Val
1 5 10

<210> 81

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 81
Ala Leu Leu Ser Gln Gln Thr His Leu

1 5

<210> 82

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<460> 82
Gln Leu Tyr Glu Glu Pro Asp Thr Lys Leu
1 5 10

<210> 83

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 83
Leu Thr Ile Glu Asp Gly Ile Phe Glu Val
1 5 10

<210> 84

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 84

Ser Met Val Glu Asp Ile Thr Gly Leu Arg Leu
1 5 10

<210> 85
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<211> 11
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 85

31919

Ile Leu His Asp Ile Asn Ser Asp Gly Val Leu

1 5 10

<210> 86

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 86

Lys Val Phe Pro Gly Lys Ile Ser Val
1 5

<21e> 87

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 87

Leu Leu Phe Asp Ala Pro Asp Leu Arg Leu
1 5 10

<210> 88

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 88

Lys Leu Asp Ile Lys Val Glu Thr Val
1 5

<210> 89

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 89

Ser Leu Ile Glu Tyr Glu Phe Arg Val
1 5

<210> 90
11> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
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<400> 90

31919

Gly Leu Leu Lys Pro Gly Leu Asn Val Val Leu

1 5

<210> 91

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 91

Thr Val Asp Val Ala Thr Pro Ser Val
1 5

<216> 92

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 92

Trp Ile Asp Asp Thr Ser Ala Phe Val
1 5

<216> 93

211> 9

212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 93

Ser Leu Gln Glu Leu Arg Leu Leu Leu
1 5

<210> 94

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 94

Lys Ser Met Asp Ile Val Leu Thr Val
1 5

<210> 95

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 95

Ala Ile Leu Asp Ala His Ile Glu Val
1 5
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<210> 96

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 96

Lys Leu Tyr Ser Arg Leu Val Tyr Val
1 5

<210> 97
211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 97

Ala Leu Trp Trp Gly Val Val Thr Val
1 5

<210> 98

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 98

Ala Met Asn Gly Lys Ser Phe Ser Val
1 5

<210> 99

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 99
Lys Leu Leu Glu Val Asp Leu Asp Thr Val
1 5 10

<210> 100

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 100
Ser Leu Asp Asp Phe Leu Ala Thr Ala
1 5

<210> 101
<211> 10

31919
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<212>
<213>

<400>

Gly Leu Ser Glu Gly His Thr Phe Gln Val

1

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

<460>

Lys Ile Leu Val Ser Leu Ile Glu Val

1

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

<400>

Phe Leu Phe Gly Tyr Pro Lys Arg Leu

1

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

<400>

PRT
Ngudi hién dai

101

5

102

9

PRT

Ngudi hién dai

102

5

103

9

PRT

Ngudi hién dai

103

5

104
12

PRT

Ngudi hién dai

104

31919

Ile Leu Leu Thr Ile Lys Asp Asp Thr Ile Tyr Leu

1

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

<400>

Tyr Ala Leu Asp Leu Ser Thr Phe Leu

1

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

<400>

5

105

9

PRT

Nguoi hién dai

105

5

106

9

PRT

Ngudi hién dai

106
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Ser Leu Ile Ser Glu Lys Ile Leu Leu

1

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

<400>

Ala Leu Leu Gly Gly Gly Pro Tyr Met Leu

1

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

<400>

5

107
10
PRT
Nguoi hién dai

107

5

108
12
PRT
Nguoi hién dai

108

31919

Ser Leu Ala Glu Leu Val Pro Gly Val Gly Gly Ile

1

<216>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala Leu Asp Gly Asp Gln Met Glu Leu

1

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

<400>

5

109

9

PRT

Nguoi hién dai

189

5

110
11
PRT
Nguoi hién dai

110

Leu Leu Gly Glu Leu Pro Arg Leu Leu Leu Leu

1

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

His Met Asp Asp Gly Gly Tyr Ser Met

1

5

111

9

PRT

Nguoi hién dai

111

5
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<210> 112

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguol hién dai

<400> 112

Lys Leu Gly Gln Val Leu Ile Tyr Leu
1 5

<210> 113

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 113

Ile Leu Tyr Asp Leu Gln Gln Asn Leu
1 5

<210> 114

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 114

Thr Ala Val Gly His Ala Leu Val Leu
1 5

<210> 115

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 115

Ser Leu Phe Asp Val Ser His Met Leu
1 5

<210> 116

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 116
Leu Val Tyr Gln Phe Val His Pro Ile
1 5

<210> 117
<211> 12
<212> PRT

31919
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<213> Ngudi hién dai
<400> 117

Thr Leu Gln Pro Val Asp Asn Ser Thr Ile
1 5 10

<216> 118

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 118

Leu Leu Ala Asp Leu Lys Thr Met Val
1 5

<210> 119
211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 119

Ile Leu Tyr Gln Thr Val Thr Gly Leu
1 5

<210> 120

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

. <400> 120

val Leu Tyr Glu Gly Val Asp Glu Val
1 5

<210> 121
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 121

Ser Leu Ala Pro Asn Ile Ile Ser Gln Leu
1 5 10

<210> 122

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 122

31919

Ser Leu

-184-



31919

Ser Leu Met Gly Met Val Leu Lys Leu
1 5

<210> 123

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguol hién dai

<400> 123

Lys Thr Leu Glu Arg Ser Tyr Leu Leu
1 5

<210> 124

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 124

Arg Val Leu Pro Pro Ser Ala Leu Gln Ser Val
1 5 10

<210> 125

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 125
Lys Leu Gly Asp Phe Gly Leu Leu Val Glu Leu
1 5 10

<21e> 126

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 126
Thr Leu Ala Lys Tyr Leu Met Glu Leu
1 5

<210> 127

<211> 12

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 127

Arg Leu Ala Glu Leu Thr Val Asp Glu Phe Leu Ala
1 5 10
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210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Leu Asp Asp Arg Ala Tyr Leu Val

1

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

Val Leu Ile Asp Val Leu Lys Glu Leu

1

210>
<211>
<212>
<213>

<400>

128

9

PRT

Nguoi hién dai

128

5

129

9

PRT

Ngudi hién dai

129

5

130
12
PRT
Nguoi hién dai

130

31919

Gly Leu Gly Gly Ser Gln Leu Ile Asp Thr His Leu

1

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

Lys Leu Leu Asp Val Val His Pro Ala

1

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

<400>

Ala Leu Leu Asn Ala Ile Leu His Ser Ala

1

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

5

131

9

PRT

Nguoi hién dai

131

5

132
10
PRT
Nguoi hién dai

132

5

133
9

PRT

Ngudi hién dai
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<400> 133

Arg Thr Phe Glu Lys Ile Glu Glu Val
1 5

<210> 134

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 134

31919

Gly Val Ala Gly Gly Ser Ile Leu Lys Gly Val

1 5 10

<210> 135

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguol hién dai

<400> 135

Lys Leu Gln Glu Glu Ile Pro Val Leu
1 5

<210> 136
<211> 1o
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 136

Lys Leu Phe Asp Ile Phe Ser Gln Gln Val
1 5 10

<210> 137

<211> 9

<212> . PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 137
Gln Leu Thr Glu Ile Lys Pro Leu Leu

1 5

<210> 138

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 138

Lys Gln Phe Glu Gly Thr Val Glu Ile

-187-



<210> 139
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 139

Val Leu Leu Asn Glu Ile Leu Glu Gln Val
1 5 10

<210> 140

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 140

Leu Leu Asn Glu Ile Leu Glu Gln Val
1 5

<210> 141

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 141
Ala Val Ile Glu His Leu Glu Arg Leu
1 5

<210> 142

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 142
Ser Leu Val Gln Arg Val Glu Thr Ile
1 5

<210> 143

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 143

Lys Leu Ser Asp Val Trp Lys Glu Leu
1 5

<210> 144

31919
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<211> 9
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 144

Leu Leu Asn Asp Arg Ile Trp Leu Ala
1 5

<216> 145

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 145

Leu Leu Leu Glu Val val Lys Gln Val
1 5

<210> 146

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 146

Ala Leu Ser Asp Glu Thr Trp Gly Leu
1 5

<21e> 147

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 147

Thr Leu Thr Glu Leu Arg Ala Phe Leu
1 5

<210> 148
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 148

Arg Leu Leu Glu Asn Met Thr Glu Val Vval
1 5 10

<210> 149

211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hieén dai

31919
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<400> 149

Tyr Gln Phe Asp Lys Val Gly Ile Leu Thr Leu
1 5 10

<210> 150

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 150

Arg Leu Ala Asp Leu Glu Ala Leu Lys Val
1 5 10

<210> 151
<211> 14
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 151

Ser Ala Gln Gly Ser Asp Val Ser Leu Thr Ala Cys Lys Val
1 5 10

<210> 152

211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 152
Lys Leu Leu Ala Val Ile His Glu Leu
1 5

<210> 153

<211> 12

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 153
Ile Leu Phe Ser Glu Asp Ser Thr Lys Leu Phe Val
1 5 10

<210> 154

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 154

Lys Leu Pro Ser Glu Thr Ile Phe Val Gly Cys
1 5 10
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31919

<210> 155
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 155

Arg Leu Leu Gly Glu Glu Val Val Arg Val
1 5 10

<210> 156

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 156

Ser Leu Met Met Thr Ile Ile Asn Leu
1 5

<210> 157

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 157
Ser Leu Ile Glu Arg Asp Leu Lys Leu
1 5

<210> 158

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 158
Gly Leu Leu Asp Pro Ser Val Phe His Val
1 5 10

<21e> 159

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 159
Val Leu Val Asp Asp Asp Gly Ile Lys Val Val
1 5 10

<210> 160
<211> 10
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<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 160

Lys Leu Leu Glu Phe Asp Gln Leu Gln Leu
1 5 10

<210> 161

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 161

Phe Leu Lys Asn Glu Leu Asp Asn Val
1 5

<210> 162

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 162

Lys Leu Met Asp Tyr Ile Asp Glu Leu
1 5

<210> 163

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 163

Arg Leu Leu His Glu Val Gln Glu Leu
1 5

<210> 164

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 164

Lys Met Leu Asp Glu Ile Leu Leu Gln Leu
1 5 10

<210> - 165

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 165

31919
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31919

Arg Leu Leu Asp Phe Pro Glu Ala Met Val Leu
1 5 10

<210> 166

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 166

Gly Leu Leu Glu Ala Arg Gly Ile Leu Gly Leu
1 5 10

<210> 167

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<480> 167

Ser Val Ile Asp His Ile His Leu Ile Ser Val
1 5 10

<210> 168

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 168

Gly Leu Ile Arg Phe Pro Leu Met Thr Ile
1 5 10

<210> 169

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 169
Tyr Leu Ala His Phe Ile Glu Gly Leu
1 5

<210> 170

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 170

Ala Leu Ala Gly Gly Ile Thr Met Val
1 5
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<21e> 171

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 171

Arg Leu Gln Glu Thr Glu Gly Met Val Ala Val
1 5 10

<210> 172
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 172

Leu Leu Leu Asp Thr Val Thr Met Gln Val
1 5 10

<210> 173

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 173

Lys Leu Gly Asp Leu Met Val Leu Leu
1 5

<210> 174

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 174

Ile Leu Leu Asp Asp Asn Met Gln Ile Arg Leu
1 5 10

<210> 175

<211> 13

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 175
Thr Leu Leu Gly Gly Lys Glu Ala Gln Ala Leu Gly Val
1 5 10

<210> 176
<211> 9
<212> PRT
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<213> Ngudi hién dai
<400> 176

Arg Thr Leu Asp Lys Val Leu Glu Val
1 5

210> 177
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 177

Ala Leu Leu Gln Gly Ala Ile Glu Ser Val
1 5 10

<210> 178

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 178

Tyr Leu Phe Arg Glu Pro Ala Thr Ile
1 5

<210> 179

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 179

Arg Leu Leu Ser Pro Leu Ser Ser Ala
1 5

<210> 1890

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 180

Asn Leu Leu Glu Ile Ala Pro His Leu
1 5

<210> 181

<211> 12

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 181

31919
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31919

Asn Leu Phe Asp Leu Gly Gly Gln Tyr Leu Arg Val

1

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

<400>

Ser Leu Asn Lys Trp Ile Phe Thr Val

1

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

<400>

Thr Leu Gln Glu Val Val Thr Gly Val

1

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

<400>

5

182

9

PRT

Nguoi hién dai

182

5

183

9

PRT

Nguoi hién dai

183

5

184
12
PRT
Ngudi hién dai

184

Ser Leu Leu Asp Glu Asn Asn Val Ser Ser Tyr Leu

1

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

<400>

Val Leu Tyr Thr Gly Val Val Arg Val

1

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

<400>

Lys Met Ser Glu Lys Ile Leu Leu Leu

1

5

185

9

PRT

Nguol hién dai

185

5

186

9

PRT

Nguoi hién dai

186

5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

187

9

PRT

Ngudi hién dai

187

Gly Leu His Asn Val Val Tyr Gly Ile

1

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

<400>

Phe Leu Val Asp Gly Pro Arg Val Gln Leu

1

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

<400>

5

188
10
PRT
Nguoi hién dai

188

5

189
11
PRT
Nguoi hién dai

189

31919

Ala Ile Ser Glu Val Ile Gly Lys Ile Thr Ala

1

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

<400>

5

190

9

PRT

Nguoi hién dai

1%

Ala Met Ala Glu Met Val Leu Gln Val

1

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

<400>

5

191

9

PRT

Ngudi hién dai

191

Gln Leu Phe Ser Glu Ile His Asn Leu

1

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

5

192

9

PRT

Nguoi hién dai
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<400> 192

Lys Ile Gln Glu Met Gln His Phe Leu
1 5

<210> 193

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 193

Lys Leu Ser Pro Thr Val Val Gly Leu
1 5

<210> 194

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 194

Ser Leu Tyr Lys Gly Leu Leu Ser Val
1 5

<210> 195

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 195

Leu Leu Leu Gly Glu Arg Val Ala Leu
1 5

<210> 196

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 196
Lys Ile Gln Glu Ile Leu Thr Gln Val
1 5

<210> 197
<211> 1@
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 197

Ser Leu Phe Gly Gln Asp Val Lys Ala Val

31919

-198-



<210> 198

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 198

Val Leu Tyr Gly Pro Asp Val Pro Thr Ile
1 5 10

<210> 199

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 199

Phe Leu Leu Glu Arg Glu Gln Leu Leu
1 5

<210> 200

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguol hién dai

<400> 200
Ser Ala Val Asp Phe Ile Arg Thr Leu
1 5

<210> 201

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<4080> 201
Gly Ser Phe Asn Gly Ala Leu Ala Ala Val
1 5 10

<210> 202

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 202
Gly Leu Ala Ala Leu Ala Val His Leu
1 5

<210> 203

31919
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<211>
<212>
<213>

<400>

11
PRT
Nguoi hién dai

203

31919

Lys Leu Ile Asp Leu Ser Gln Val Met Tyr Leu

1

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

5

204

12

PRT

Nguoi hién dai

204

Lys Leu Leu Asp Leu Glu Thr Glu Arg Ile Leu Leu

1

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

<400>

Arg Leu His Asp Glu Asn Ile Leu Leu

1

<2106>
<211>
<212>
<213>

<400>

5

205

9

PRT

Nguoi hién dai

205

5

206
11
PRT
Nguoi hién dai

206

Arg Ile Ala Gly Ile Arg Gly Ile Gln Gly Val

1

<210>
211>

<212>

<213>

<400>

Lys Leu Cys Glu Gly Phe Asn Glu Val

1

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

5

207

9

PRT

Nguoi hién dai

207

5

208

9

PRT

Ngudi hién dai
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<400> 208

Arg Leu Ile Asp Arg Ile Lys Thr Val
1 5

<210> 209

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguol hién dai

<400> 209

Lys Leu Gln Asp Gly Leu Leu His Ile
1 5

<210> 210

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 210

Lys Leu Ala Val Ala Leu Leu Ala Ala
1 5

<216> 211

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 211

Ser Leu Phe Gly Lys Lys Tyr Ile Leu
1 5

<210> 212

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 212

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Ala Asn Val
1 5

<210> 213

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudl hién dai

<400> 213

Leu Leu Trp Ala Pro Thr Ala Gln Ala
1 5

31919
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<216> 214

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 214

Ser Val Leu Glu Lys Glu Ile Tyr Ser Ile
1 5 10

<210> 215

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 215

Lys Leu Gln Glu Lys Ile Gln Glu Leu
1 5

<216> 216
<211> 12
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<4080> 216
Tyr Leu Trp Asp Leu Asp His Gly Phe Ala Gly Val
1 5 10

<210> 217

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 217
Lys Leu Leu Asp Thr Met Val Asp Thr Phe Leu
1 5 10

<210> 218

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 218

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ile Tyr Leu
1 5

<21e6> 219
<211> 9
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<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 219

Phe Leu Asp Glu Lys Gly Arg Cys Val
1 5

<210> 220

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguodi hién dai

<400> 220

Lys Met Asp Pro Val Ala Tyr Arg Val
1 5

<210> 221
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 221

Ile Leu Asn Val Asp Gly Leu Ile Gly Val
1 5 10

<210> 222
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 222

Gly Val Ile Ala Glu Ile Leu Arg Gly Val
1 5 10

<210> 223
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<4060> 223
Val Leu Met Gln Asp Ser Arg Leu Tyr Leu

1 5 10

<210> 224
<211> 11
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 224
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Gln Leu Gln Glu Gly Lys Asn Val Ile Gly Leu
1 5 10

<210> 225
<211> 1@
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 225

Tyr Leu Tyr Gly Gln Thr Thr Thr Tyr Leu
1 5 10

<210> 226

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 226

Phe Leu Val Asp Gly Ser Trp Ser Val
1 5

<210> 227

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 227

Leu Thr Ala Pro Pro Glu Ala Leu Leu Met Val
1 5 10

<210> 228

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 228
Ser Met Ser Gly Tyr Asp Gln Val Leu
1 5

<210> 229

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 229

Tyr Leu Leu Glu Lys Phe Val Ala Val
1 5

-204-



<210> 230
<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 230

Ala Met Ser Ser Lys Phe Phe Leu Val
1 5

<210> 231
<211> 18
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 231

Arg Leu Phe Ala Asp Ile Leu Asn Asp Val
1 5 10

<210> 232

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 232

Arg Leu Leu Asp Ser Val Ser Arg Leu
1 5

<210> 233

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 233

Arg Leu Asp Asp Leu Lys Met Thr Val
1 5

<210> 234

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<4060> 234
Lys Met Phe Glu Ser Phe Ile Glu Ser Val
1 5 10

<210> 235
<211> 9
<212> PRT

31919
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<213> Ngudil hién dai
<400> 235

Leu Leu His Glu Glu Asn Phe Ser Val
1 5

<210> 236

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 236

Lys Met Ser Glu Leu Gln Thr Tyr Val
1 5

<21e> 237
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 237

Lys Leu Val Glu Phe Asp Phe Leu Gly Ala
1 5 10

<210> 238

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 238

Asn Met Leu Glu Ala Val His Thr Ile
1 5

<210> 239

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 239

Gln Leu Ile Glu Lys Asn Trp Leu Leu
1 5

<210> 240

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudil hién dai

<400> 240

31919
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Val Leu Ala Pro Arg Val Leu Arg Ala

1

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

<400>

5

241

9

PRT

Nguoi hién dai

241

Ile Leu Ile Asp Trp Leu Val Gln Val

1

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

<400>

5

242
11
PRT
Ngudi hién dai

242

31919

Arg Leu Glu Glu Asp Asp Gly Asp Val Ala Met

1

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

<400>

5 10

243
10
PRT
Nguoi hién dai

243

Thr Leu Met Asp Met Arg Leu Ser Gln Val

1

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

<400>

5 10

244

9

PRT

Nguoi hién dai

244

Ser Leu His Phe Leu Ile Leu Tyr Val

1

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

<400>

5

245

9

PRT

Nguoi hién dai

245

Gln Leu Ile Asp Tyr Glu Arg Gln Leu

1

5
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<210> 246

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 246

Gly Leu Thr Asp Asn Ile His Leu Val
1 5

<210> 247

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 247

Ser Leu Asp Thr Leu Met Thr Tyr Val
1 5

<210> 248

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 248

Ala Leu Tyr Gly Asp Ile Asp Ala Val
1 5

<210> 249

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 249

Ala Leu Tyr Gly Arg Leu Glu Val Vval
1 5

<210> 250

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 250

Ala Leu Cys Glu Glu Asn Met Arg Gly Val
1 5 10

<21e> 251

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
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<400> 251

Ser Leu Leu Gln Ala Thr Asp Phe Met Ser Leu
1 5 10

<210> 252

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 252

Tyr Val Tyr Gln Asn Asn Ile Tyr Leu
1 5

<210> 253
<211> 11-
<212> PRT
<213> Nguol hién dai

<400> 253
Lys Leu Leu Asp Glu Val Thr Tyr Leu Glu Ala
1 5 10

<210> 254

<211> 1@

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 254
Val Leu Phe Gln Glu Ala Leu Trp His Val
1 5 10

<210> 255

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<480> 255
Ala Leu Ala Leu Trp Ile Pro Ser Leu

1 5

<210> 256

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 256

Gly Leu Leu Glu Glu Leu Val Thr Val
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<2106>
<211>
<212>
<213>

<400>

257

9

PRT

Ngudi hién dai

257

Ser Leu Ala Asp Phe Met Gln Glu Val

1

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

<400>

5

258

9

PRT

Ngudi hién dai

258

Leu Leu Tyr Glu Gly Lys Leu Thr Leu

1

<2106>
<211>
<212>
<213>

<400>

5

259
11
PRT
Ngudi hién dai

259

31919

Ala Leu Ala Asp Lys Glu Leu Leu Pro Ser Val

1

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

<400>

Ala Leu Leu Ala Glu Gly Ile Thr Trp Val

1

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

<400>

Tyr Leu Tyr Asp Ser Glu Thr Lys Asn Ala

1

<210>

5

260
10

PRT

Ngudi hién dai

260

5

261
10
PRT
Nguoi hién dai

261

5

262
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<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 262

Val Leu Ala Lys Pro Gly Val Ile Ser Val
1 5 10

<210> 263

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 263

Leu Leu Ala Gly Gln Thr Tyr His Vval
1 5

<210> 264

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 264

Arg Leu Leu Asp Val Leu Ala Pro Leu Val
1 5 10

<210> 265

<211> 8

<212> PRT

<213> Nguol hién dai

<400> 265

Leu Leu Asp Lys Lys Ile Gly Val
1 5

<210> 266
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 266

Glu Leu Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
1 5 10

<210> 267

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

31919
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<400> 267

Tyr Leu Leu Pro Ala Ile Val His Ile
1 5

-212-



31919

Buety o413 9 ¢ waﬂosng sowchs~=uN,m:=o“=uN_m:m=c

Bueq € ‘uenb ndu | ‘uenb 1yy | ‘de1b ughn} ¢ ‘om ughny z ‘ueoy yun ¢ ‘Kep ep / ‘yoe|  ‘uou aos._ Z ‘ep ¥ ‘Buonx

09 § 106q 200U :m>_: Z 1911 ugn ugfm _or_g Buew ¢ ‘rey} neyu g ‘ugh ughny | ,mczo_ Buew | ‘IA 1eobu yuny ueyy
Kep v ‘Afy 2 ‘Buniy m:o:o_ ¢ ‘neo yoeq new um>=: yoeq yoey ¢ _o:n_ 9% ‘ueb _‘N ‘ueyy 91 ‘wny g ‘yew N} Z ‘uenb
adiy} g ‘Bunuy Buong | ‘yuiy :mﬁ Kep | ‘nA ¢ ‘oeu 2 ‘Buonx Any ¢ ‘yoew Budp 9 ‘uéyy Budnyy ughny ¢ ‘ow ow |

Jdd oW ¢ m:b“:e: yuiqow gpe

[A An3 in uop] 19p Buony udly nglq Ng

T :ON Q1 035 (204 V) VIATONITY :ded

VARYE!

-213-



31919

Buesy o411y 9 ‘39 J0NU ¢} ‘Yyoew _._:; Z ‘Buns m) g ‘Buenb

Bueq ¢ ‘uenb ndiu | ‘uenb 1Yy | ‘de1b ughny ¢ ‘on ughn} z ‘ueoy yun ‘Rep Bp / ‘Yyoe| ¥ ‘uou 30N Z ‘ep ¢ ‘Buonx

©9 § }0q 20nuU :o>3 Z 131 ugn :m>3 | ‘loyd m:mE ¢ ‘reyy neyu g ‘uak ughny | “mcsn Buew | ‘1A 12obu yupy ueyy
Kep p ‘Any 2 ‘Buniy m:o:n € ‘neo somo_ new 5>=: yoeq yoey ¢ _osg ot ‘ueb _‘N :m—: 9l ‘wiy g 4w 13 g ‘uenb
any} g ‘Buauny Buong | ‘Yury :mﬁ Kep | “‘nA ¢ ‘oeu 2 ‘Buonx Any ¢ ‘yoew Budp g ‘uiyy Budnyy ughny ¢ ‘ow ow |

QYo ow g m:bsﬁ yuiq ow z}z

31y ngiq g

p] 1o0p Buony u

IA UO

13

[A An

QET ‘ON Q1 03S — (204V) 1IIALDIHION ‘nded
q\ 614

-214-



31919

Buesy o413 9 19) 0N €| :om:;F==~N.m:=u.=yw.m:msa

m:mn ¢ ‘uenb ndiu | ‘uenb 1yy | ‘delb ughny ¢ ‘om :m>3 Z ‘ueoy yun ¢ ‘Aep ép 7 ‘yse|  ‘uou ao:._ Z ‘ep ¥ ‘Buonx

©92 § ‘309 20nU :w>3 Z 9911 ugn ughny | ‘loyd Buew ¢ ‘tey} neyu z ‘ughA ugfny | ,me_:o_ Buew | ‘In 1BoBu yuny ueyy

Kep ¢ ‘Ay 2 ‘Buniy Buong ¢ ‘neod yoeq new ¢ 3>:: yoeq yoey ¢ ‘1oyd gy ‘ueb Lz ‘ueyl 9 ‘wn g “ew 1N} Z ‘uenb
oscﬁw.mca:umcosnv ::ca:msa>mvv nA ¢ ‘oeu J ‘Buonx Any ¢ som:.mcocw :m:“mcbscaco>:pm.b=_o=_r

YO ow ¢ BuQqy} yuiq Qw Z1Z

¥

¥

~

N} iA uop] 10p Buoy udly nglq Ng

[AA

0TZ :ON Q1035 — (204Y) VVTIVAVYT ded

D614

-215-



31919

(reyd Bues 1es3 q) (Buesy o41xy myy Bun yudq g 3311 ugn ugAny nyy bun yudq | ‘Buauy Buong nyy Bun yudqg g ‘leyd ayy bun

yudq / ‘ueb ayy Bun yudg g ‘nea yatq yudq | ‘udyy oyl Bun yugqg g ‘uenb anyy nyy Bun yudg | 393 10n1 Yy Bun Yudq | ‘pAany
Bun yuaq | ‘oeu nyy Bun yudq z) mys Bun ow gz ‘BuonLy Yuig ow o ‘Ned yaeq oeq 93 Buop | ‘ep oeq g} Buop ¢ ‘A oeq 9) Buop ¢
) ) " ugu) udiy Jeyd 20mp Jpdad

Ny Bun o oeq 9} buoq

[£ Any iA uop] 10p Buoa) udly ngiq N

T€ :ON Q1'03S — (204V) ASAAIDATT ded
al-bi4

-216-



31919

(reyd Bues 1e.3 q3) (Bund 03 nyy Bun yugq ¢

‘6uenb Bueq ny Bun yudq z ‘Aep ep ayy Bun yudq z ‘ep ny) Bun yudq | ‘Buesy ady nyy Bun yudq p 4811 ugn uhny ayy bun yudq
} ‘Buauy Bugng ayy Bun yudq g ‘Any oeq 93 ny) Bun yudq | “419Any yoeq yoey nyj Bun yudq z ‘ioyd ayy bun yudq g ‘nes yoeq
Buep ny) Bun yudq z ‘yew 1y ayj bun yudq | ‘uenb anyj nyj Bun yudq ¢ ‘Buely 2413-39) My Bun yudq | 19y 3001 Yy fun’ yudqg 6
‘nA ay) Bun yudq | ‘oeu nyy Bun yudq g) Ny Bun ow gg ‘ded ©s qyj} bun oeq 9} Aes 1onu Buonuy 10w | ‘nyy Bun oeq 9} Buop .
o uaJ) udly Jeyd 206np Jdad

deo ©os Aea jonu Buoniy low
nyy bun oy Joeq @) Buog

]

udly naiq <1

[£ Anj iA uop] 19p Buony

70N @l D3S
(Z04Y) VI4TONIY Ided

31614

-217-


LDT248
Textbox
Fig.


31919

(reyd Bues 1ea3 q3) (Buns 03 ayy Bun yudq g ‘buenb Bueq ny3 Bun yudq ¢ ‘Aep ep ay)

Bun yudq | ‘ep Ay} Bun yudq | ‘Buety a4y ayy Bun yudq z ‘Bunsy m:o:n ny3 Bun yudq 6 ‘Any oeq 93 my3 Bun yudq | y2Any yseq
yoey ayy bun yudq g ‘royd ay) bun yudq ¢} ‘ueb ny) bun yudq g ‘ned :omn m:mv QY3 bun yudq ¢ 9yew 1n3 ayy bun yudq | ‘uenb
aay} ayy Bun yudq g 49y 30N ny3 Bun yusq g ‘bues) yuew ayj bun yudq | ‘na ayy Bun yudq | ‘Buonx Any ayy bun yudq ) ay

Bun ow /6 ‘(yoe| | aw>=: yoeq yoey |) buonyy yuiq ow g ‘ded ©os nyj bun oeq 9) Aed 1onu Buona low | ‘nyy Bun oeq 9) buop g
ugJ) udly Jeyd 2omp Jdad

deo ©s Aego
ionu Buoniy low
qy) bun o Buony) yuig o /oeq 93 buog »
. ’ k=
(o}
o
c
=
“®
=]
g
Q
>
«Q
Q,
o
o
Q
=
=
g
<
M“
9 :ON Q1 D3S

(204V) 15159413V :mded
41614

-218-



31919

(reyd Bues reuy a3) (Aep ep ayy Bun yudq ¢ ‘Buety o443 ayy Bun yudq z 3ew 1y ayy bun yudq | ‘uvenb adiyy ayy bun yudq |
‘9% 30N 3 Bun Yudq g) ayy Bun ow z} ‘(feyy neyu ¢) Buonyy yuig ow ¢ ‘ded os ayy Bun oeq 93 Ao lonu Buoniy low |
ugJ} udly yeyd 20np Jipdad

deo ©os Aed 10nu

Y

ay3 bun oy Buoay yuiq o Buoay 19

{

T

K [ FRS——
b

-219-

[£ Any in uop] 19p Buoay udly niq N

€7 :ON Q1 038

(Z04V) AHHONVA14 mded
91 B4


LDT248
Textbox
Fig.


31919

(reyd Bues ey 13)

(Buesy o413 myy Bun yudq z yew 13 nyy Bun yudq | 49y 39n1 ay3 Bun yudq ¢) auy bun ow 9 (Aep ep ) Buonyy yuiq ow |
uaJ} udly yeyd 26mp dad

qyy Bun o Buony) yuiq o

| |

-

-220-

} in uop] 19p Buony udly ngiq Ng

K An

[

¢7 'ON QI D3S
(Z0+V) TAWAIQITD mdad
H1Bi4



31919

(reyd Bues 1euy 1)

(Bueay oy myy Bun yudq z ‘1oyd ayy Bun yudq | ‘19 30n1 ayy Bun yudq | ‘Buesy yuew sy bun yudq |) ayy bun ow g
ua.y udiy yeyd 26ap jiydad

ayy bun oy

Y

Y

[£ Ay iA uop] 19p Buony udly nalq Ag

6 10N QI DIS
(204V) AYSTHAQT :mded
11614

-221-



31919

(reyd Bues 1e1y m3) (Buenb Bueq ny3 Bun yudq |
muasymcsccmam.@:ﬂ;osba:zmcsccwaF.>=u5:“m::c:onF.mS?:m:o:aazzm::::one:>:aomnop5:~m:=::mnv
‘JoAny yoiq yoey ayj bun yudq ¢ ‘1oyd myy Bun yudq g ‘ueys nyy Bun yudq | yew 1N} ayj bun yuaq | ‘uenb oy nyy Bun yudq |
‘19 39n1 Yy Bun yuadq L ;>3:ﬂm==s:mnFvbsum::ochvmgsom_Fuo>=:somnsomsvacbssu:EaA::N omno“m:ovm

uJy udiy yeyd 206mp dad

qny) Bun Buoanyy yuiq oeq 9
oI o Buog

¢ST-ON Al

udly ngiq Mg

=Y

] 10p Bu.ony

} iA uop

[A An

03S

(204V) TIHIAVTT nded

r16i4

-222-



31919

(reyd Bues 1eJy 13) (Buno M3 iyl Bun yudq gz ‘Buenb Bueq nyy Bun yudq z ‘Aep ep nyy bun yudq | ‘ep Ny bun yuyq gz ‘Buesy oaay
ayj bun yudq g SE ny3 Bun yudq | ‘Bunuy Bugng nyy Bun yudq ¢ 19Any yoeq yoey sy Bun yudq g ‘1oyd my3 bun yuaq o} ‘ueb
qyj Bun yudq gz ‘uéy) ayj bun c:wn L 98w 103 ay} Bun yudq ¢ ‘uenb a41yy myy Bun yudq ¢ ‘193 30n.1 ay} Bun yuaq L ‘Buesy yuew

Oy Bun yudq | ‘pA ayy Bun yudq g ‘nyo 3w Bug ayj Bun yudq Nv iy} bun ow /¢ ‘ded os >mo 1onu Buonuy 10w | ‘oeq 9) Buop g
udJ} udiy jeyd 206np ydad

deo os Aed 19nu Buoay Iow
ayj bun o \owo_ 9 mcon_

-l- _ ‘a B 1— .‘2 ) v -' —--g. .

op Buoay uldly n3iq /g

]

ny iA uop

[AA

ZvT :ON Q1 D3¢
(204V) 1L3AHDATS mded

NINIE

-223-


LDT248
Textbox
Fig.


31919

(reyd Bues 1ea3 a3) (Buns a3 myy Bun yudq | ‘Buenb Bueq nyy Bun yudq | ‘ueoy yun ayl bun yudq | ‘Aep ép ayy
Bun yudq | ‘Buesy o4y nyy Bun yudq | 9Any yoeq yoey nyy bun yuaq | _osg fny3 bun yudq og ‘92 ea nep Buna any) Bun yudq |

“9ew 1Ny nyy Bun yudq | ‘uenb odyy nyy Bun yudq | 49y 30n1 my3 Bun yudq g) ayj bun ow py dwo ©0s Aeo 1onu Buony low |
ugJ3 udiy jeyd 26mp dad

deo ©s
ny3 bun o Ked 1onu Buonuy I

¥
N. ¢‘l ,i‘ “-" . g 2 " 2 4 iy H 4 ‘i i, ; i s i ] iy B} l i _ e i S
- — “ . ﬂ ] ,, -
i 3 _ H ! i
i 1 i ] {
4 i i | i ¢ s
. e ¢ H i . ke
v H e H H

¥

} in uop] 19p Buony udly ngiq Ng

~

-

K An

[

¢6T ‘ON QI D3S
(Z04V) THHOINION nded
11614

-224-



31919

(reyd Bues 1eq3 q3) (Buns M3 myj Bun Yyudq ¢ ‘Buenb Bueq nyj Bun yudq g
‘Aep m_o Ny} Bun yudq g ‘ep ayj Bun yudq ¢ ‘Buesy o413 ayy bun yudq ¢ SB ny3 Bun yudq 2 ‘Buay Bugng myy Bun yudq 6 einy

yoeq yoey myy Bun yudq z ‘19yd my3 Bun yudq zg ‘ueb ayy bun yudq | cmﬁ Ny} Bun yudq z ‘90 eA nep Buna ayy Bun yuaq g
“ew 10} My) Bun yudq g ‘uenb aay3 nyy Bun yudq g ‘Buesy 941.13-393 Ayj Bun Yyudq | 493 30n1 Ny} fun yudq g ‘bueny s:mE QY3 bun
yudq | ‘nA ayy Bun yudqg g1 ‘nyo jew Buo My} Bun yudq p) Ny} Bun qui 9y ‘( yoae| | ‘reyy neyu ) Buony} yuigq ow g ‘oeq 9) buop ¢

QY3 bun
O

uaJy udiy jeyd 20mp dad

]
g
H

R ——

otk

ik g

A

P e &

s rsreersEt |

Buonyy yulq  oeq g
o Buoq

. ———— »

S UE <

T S

- o

i c

.

«D»

=

~*

<

Q

=

«Q

Q,

o

o

Q

5

s

[

n;

<

M.

¢TZ'ONQID3S

(Z04V) ANVSOQT14 :nded
W1 614

-225-


LDT248
Textbox
Fig.


31919

(reyd Bues 1esy a3)

Buony) yuiq 3y 30Nt new ¢ :omE yuy ‘buns a3 ‘Bund my 9o ‘Buenb Bueq ‘delb

ugfnj ‘o ugkny ‘ueoy yun ‘Aep p ‘yoe| ‘uou 30N ‘ep ‘Buonx 09 09 99:: ugfn} 311 ugn
:w>=u ey} neyu ‘Any .m:.:b Buonq 9Any yoeq yoey ‘royd ‘ueb ‘neod somo_ A:mE eq) ueyy
‘wiy ‘uenb a4y) 49 30N ‘DA Em:a ueo}) oeu ‘Buonx >E yoew Buodp ‘ueyy buony) ughny

Y9 new g} :(oya 1 _.osm: IeA eno new doy ugy | new Iow) Buonyy yuiq ow new d2ed
» Ky mrerL T SE Ty JL?LKEE?& PO L 9
MEEM.{W :ngcﬂa‘m@zﬂ.q“@ wﬁ%ﬁ%r&ﬁ me‘m
M .C [ et P I
W - & - -
w K
i
5
-0l
»
<
o
o>
c
2.
€ D
o=
<
Q
=}
Q@
o
O
Lk -
. e
TANDJD U89

ve DI

-226-


LDT248
Textbox
Fig.


31919

(reyd Bues 1eny )

Buonyy yuiq 39y 30n1 new ¢ ‘ysew c:; ‘6una a3 ‘Buns 03 92 ‘Buenb Bueq ‘de1b uahny

‘aq) ugAny ‘ueoy yun ‘Kep &p ‘yoe| ‘uou 30ni ‘ep ‘Buomx 09 40q 20nu :ob: um__~:m;

u@fn} ‘reyy neyu ‘Any ‘Buay Buonq 99Any yoeq yoey ‘loyd ‘ueb ‘neo yoeq A:mE BQ) ULy}

‘uny ‘uenb od1y) 493 30N ‘DA .Em:a ueo}) oeu ‘Buomnx >3 yoew m:oc uey} buonyy ughn}

J¥9 new 0} (oyo 1 _mec ieA end new d4y ugy ej new fow) Buonyl yuiq ow ngw de9

3
r

A G L P e L BT G iy (" hasol W Sy
wuaﬁamrow‘@%sﬁﬁ.ﬁsnw Etmtzl,w@ad\tﬁdéﬁié@
[ = W -
% 5] o
o ]
&le HD
. b
; ©
o &P
S i
> N~
c N
= N
<0 .o
=]
(=g
S
Q
=]
a @
Q,
On
HXE
008

ge 614


LDT248
Textbox
Fig.


31919

(reyd Bues 1e4y a3)

BuQayj yuiq 393 30n1 new ¢ ‘yoew s:; ‘6uns 13 ‘Bund a3 99 ‘Buenb Bueq ‘delb ugfny
‘o ugAnj ‘ueoy yun .>mv Bp ‘yoe| ‘uou 30n. ‘ep ‘Buonx 09 ‘36q 99nu =¢>E 191 U9y
ugAn) ‘reys neyu ‘Afy ‘Bunuy Buong 19Any yoeq yoey ‘loyd ‘ueb ‘ned yoeq ?mE eq) UBYy)
‘wiy ‘uenb adiy) 49y 36N4 ‘NA A:m:a :mot oeu ‘Buonx >3 yoew Budp ‘uéyy Bu.dmy) :o>3

YD new (O} Noco _bsm: IeA end new doy uoy gj new low) Buonyy yuigq ow new 2e9
LTI 1 | °
[TH] :f,:xﬁ:p Kl LT
1% 7 & o - - % o
. : o . o fbecfbadlodd] by
gl o v B ;H
o - -
(7]
S
o
O
c
T
s
=
PR
Qe
=
@
& mm,
o
o
SdIAHD Us9

SIAlIE

-228-


LDT248
Textbox
Fig.


31919

em:am:mw_wzasvmcsoa;v.9==w>=#r :mo;::;_‘ﬂg_:¢;=0>:ﬁv_msusm::m_mcsb

Buonq G ‘DA | ‘Buenb Bueq | ‘uenb _e_v_ L ‘deib ugdiny ‘Aep &p | ‘yoe| | ‘uou 30ni | ‘ep |

‘Buomx ©9 Z ‘Bue) 244} | ‘udk :¢>3 ZIA _aom: yuny ueyy Aep g ‘Any  19Any yoeq yosey 9

‘uéyy | 96q 20nu ughng z ew 1Ny rd ‘Jew z ‘uenb o4y | 494 30N | ‘uns | ‘buonx An} G ‘ueyy

Bubdnyy ughng | ‘ow ow | ‘Yyoew yup g _osa < ‘ueh Z ‘wn | ‘oeu g ‘new oeq 93 g ‘ysew Budp 9

JdD ngw ¢ :(oys 1onBu 1ea ens new ddy ugy e new jow) m:basu yuiq ow new 2e)H

}

M
I

3
b

B
::Z i Cwsr_r.__ = W E :w
| »Wv:”

m
| L

er:t&éfE ::7:%:; E% TR %a: i

Iop Buon} udiy naiq Ng

(Z¥T :Q103S ‘[LIAYDAIS  ded)
2103 wue9
az-biH

-229-


LDT248
Textbox
Fig.


31919

BV650: A*02/QAR-001

Kich thich béng Kich thich bang
HLA-A*02/QAR-001 HLA-A*02/d6i chirng &m tinh
. T ——

PE: A*02/QAR-001

-230-



31919

Fig.4

A i 1 X , ’ N

Kich thich bang Kich thich bang

~ HLA-A"02/SeqlD No 22 HLA-A*02/doi chirng &m tinh
NI ) . _
2 3,81% 0,02%

=

G}

2

o

£

<C

g

:g,.

m , - >

PE: A*02/SeqID No 22
B
Kich thich bang Kich thich béng
A HLA-A*02/SeglD No 9 HLA-A*02/d0i chirng &m tinh

2 1,55%

A |

g .

o

O

2

e

o

=)

*

<C

O |

a

<

PE-Cy7: A*02/SeqlD No 9

-231-



31919

Fig.4 (tiép theo)

Kich thich bang Kich thich bang
o~ HLA-A"02/SeqlD No 142 HLA-A*02/d6i chirng &m tinh
N | ,
O
=
=
o
@
D
o
-
S
=
o —

PE-Cy7: A*02/SeqlD No 142

-232-





