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(57) Sang ché dé cap dén thu thé té bao T (TCR) gin két véi cac khang nguyén lién quan

dén khéi u (TAA) dé hudng dich cac té bao ung thu, cac té bao T biéu hién thy thé nay,

phuong phap tao ra ching, va moé ta phuong phap diéu tri bénh ung thu bang cach sir dung
thu thé nay. Cu thé, sang ché dé cap dén cac thy thé TCR va bién thé cua ching gan két véi
cac phan tir khang nguyén bach cau & ngudi (HLA) nhom I hodc nhém II bang peptit, nhu

IGF2BP3-001 co trinh ty axit amin KIQEILTQV (SEQ ID NO:1). Sang ché con dé cap

dén peptit, protein, axit nucleic va té bao dé sir dung trong liéu phap mién dich. Cu thé,

sang ché dé cap liéu phap mién dich d6i voi bénh ung thu. Sang ché con dé cap dén epitop
peptit cua té bao T lién quan dén khéi u, mot minh hoic két hop voi cac peptit lién quan
dén khdi u khac dé c6 thé dung lam, vi dy, thanh phan dugc chét co hoat tinh cua ché pham
vacxin dé kich thich cac dap ung rnlen dich khang u, hodc kich thich cic té bao T ex vivo va
cdy vao bénh nhan. Céac peptit gin két v6i phan tir cua phuc hop tuong thich mé chinh

(MHC), hoic cac peptit ndy ciing co thé 1a dich cua khang thé, thu thé t& bao T hoa tan, va

cac phan tir gan két khac.
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Linh vic ki thuit dwoc dé cip

Séang ché dé cap dén thu thé t& bao T (T-cell receptor: TCR) gén két véi cac
khang nguyén lién quan dén khdi u (tumor associated antigen: TAA) dé huéng dich
céc té bao ung thu, cac t€ bao T biéu hién thu thé nay, phuong phép tao ra ching,
va mé ta phuong phép diéu tri bénh ung thu bang cach st dung thu thé nay. Cu thé,
sang ché 'dé cép dén cac thu thé TCR va bién thé cta chung gin két véi cac phan tir
khang nguyén bach cdu & ngudi (human leukocyte antigen: HLA) nhém I hodc
nhém II bang peptit, nhu IGF2BP3-001 ¢6 trinh tu axit amin KIQEILTQV (SEQ
ID NO:1). Sang ché con dé cap dén peptit, protein, axit nucleic va t& bao dé sir
dung trong liéu phap mién dich. Cu thé, sang ché d& cap liéu phap mién dich dbi
v6i bénh ung thu. Sang ché con dé cap dén epitop peptit cia t€ bao T lién quan dén
khéi u, mot minh hodc két hop véi cac peptit lién quan dén khdi u khac dé co thé
dung lam, vi dy, thanh phﬁn duoc chét c6 hoat tinh cta ché phém vacxin dé kich
thich cac dap mg mién dich khang u, hoic kich thich cac té bao T ex vivo va ciy
vao bénh nhan. Cac peptit gin két véi phan tir ciia phirc hop tuong thich mé chinh
(major histocompatibility complex: MHC), hodc cic peptit niy ciing c6 thé 1a dich

ctia khang thé, thu thé té bao T hoa tan, va cac phén tir gin két khac.

Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Liéu phap mién dich trén co s& t& bao T hudng dich 14 cac epitop peptit cb
nguén géc tir c4c protein lién quan dén khdi u hoic dic hiéu khdi u, duge biéu hién
bdi céc phan tir cia phire hgp tuwong thich mé chinh (MHC). Céc khang nguyén lién
quan dén khéi u (TAA) nay c6 thé 1a peptit c6 ngudn gdc tlr tat ca cic nhém
protein, nhu cédc enzym, thu thé, yéu tb phién ma, v.v. dugc biéu hién va so sanh
v6i cac té bao khong bi thay ddi cé ciing ngudn gde, thudng 13 duoc didu hoa ting
& céc té bao cta khéi u trong tmg.

Céc yéu t6 dic hidu cia d4p tng mién dich té bao c6 kha ning nhan biét dic
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higu va phé hiy cac té bao khdi u. Su phén 1ap t& bao T ra khoi quin thé té bao
tham nhiém khéi u hoic ra khéi mau ngoai vi goi ¥ ring céc t& bao nay déng vai trd
quan trong trong hang rio mién dich tr nhién d6i voi bénh ung thu. Cu thé, cac té
bao T duong tinh véi CD8, nhan biét cac phan tir nhém I ciia phitc hop twong thich
md chinh (MHC)-mang cic peptit thuong c6 tir 8 dén 10 gdc axit amin cé ngudn
gbc tir protein hodc san phdm khiém khuyét ribosom (defect ribosomal product:
DRIP) nim & phén bao tan, déng vai trd quan trong trong d4p tng nay. Céc phan tir
MHC ctia ngudi con dugc goi 1a khang nguyén bach cau & ngudi (HLA).

IGF2BP3 1a thanh vién ctia ho protein gin két ARN thong tin ctia yéu t6 sinh
trudng tuong ty insulin-II, lién quan dén su khu tra ARN thong tin, su tudn hoan va
kiém soé4t dich ma. Sy c6 mit ctia ndng d6 san phim phién méa cia IGF2BP3 & mirc
cao trong nhiéu mé ung thu so v6i cac md d6i ching cho thdy ring protein
IGF2BP3 c6 thé déng vai trd chitc ning trong qué trinh ting sinh cac té bao d3 bién
nap. Su biéu hién IGF2BP3 d3 dugc thong bao trong nhiéu loai bénh ung thu, bao
gdm caxinom té bao than (renal cell carcinoma: RCC) thé té bao sang; u melanin 4c
tinh; caxinom té bao vay & thuc quan; caxinom tuyén tuy; va cac khdi u duong tiét
niéu. Do d6, céc epitop c6 ngudn gbe tir IGF2BP3 c6 thé hitu ich d& hudéng dich
liéu phap khang ung thu dbi véi cac bénh ung thu biéu hién IGF2BP3.

C6 hai nhém phén tir cia MHC 18 MHC nhém I va MHC nhém II. Céc phirc
hop cia peptit va MHC nhém I dugc nhan biét béi cac té bao T duong tinh véi
CD8 mang thy thé t€ bao T (TCR) thich hop, trong khi cac phirc hop ciia peptit va
phéan t¢t MHC nhom II dugc nhan biét boi cac t& bao T hd tro duong tinh véi CD4
mang thy thé TCR thich hop. Do ca hai loai dap tmg phu thuc CD8 va CD4 cing
g6p phan va c6 tac dung hiép ddng véi hiéu qua khang u, viéc nhan biét va xac dinh
tinh chit ctia cac khang nguyén lién quan dén khéi u va cac thu thé t bao T tuong
ung la quan trong trong viéc phat trién céc liéu phép mién dich dbi v4i bénh ung
thu nhu céc vacxin va liéu phap té bao.

Trong phan ng mién dich phu thugc MHC nhém I, c4c peptit khong chi can
phai c6 kha ning gin két véi mot s6 phan tir MHC nhém I nhét dinh duoc biéu hién
bi cac t& bao khéi u, ma sau d6 ching con phai dugce nhan biét bdi cac té bao T

mang céc thu thé € bao T (TCR) dic hiéu. Do d6, cac khang nguyén TAA 14 diém
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xut phat ctia su phét trién liéu phap trén co so té bao T bao gdm, nhung khéng chi
gidi han &, cac vacxin khdi u va liéu phap té bao.

Trong khi d4 c6 nhiéu tién bd trong viéc phat trién cic dugc chat hudéng dich
phan tir cho liéu phap diéu tri ung thu, vin cin phat trién trong linh vuc nay cac
chét khang bénh ung thu méi dé huéng dich ddc hi€u cac phan tr c6 d dac hi¢u
cao véi cac t€ bao ung thu. Sang ché dap tmg duoc nhu ciu ndy bang cich dé xuit
cac thu thé TCR méi, cac axit nucleic, vecto va té bao chil gz"ln két dic hiéu voi
epitop cua IGF2BP3 nhu peptit c6 trinh ty KIQEILTQV (IGF2BP3-001; SEQ ID
NO:1) va cac bién thé ctia né; va phuong phap sir dung céc phan tir nay trong viéc

diéu tri bénh ung thu.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Séng ché @& cap dén céac thu thé té bao T (TCR) bao gém chudi alpha va
chudi beta (“thu thé TCR alpha/beta™). Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén
céc thu thé TCR bao gdm chudi gama va chudi delta (“thu thé TCR gama/delta™).

Séang ché con dé cap dén cac thu thé TCR, cu tric dudi phan tir cia thu thé
TCR riéng biét (m6t minh hodc két hop), va cac mién phu cia ching, thu thé TCR
hoa tan (soluble TCR: sTCR), vi du, c4c thu thé TCR dime alpha/beta hoa tan c6 it
nhit mét lién két disulfua giita cac chudi ctia cic gbe clia mién 6n dinh khong c6
mit trong cac thu thé TCR nguyén thily, va cac thu thé TCR dugc tach dong, cac
thu thé TCR néu trén dugc thiét ké thanh cac té bao T hoic tién than cua té bao T tu
than hoic khac alen cling loi, va phuong phép tao ra chung, ciing nhu céc t& bao
khac mang thu thé TCR néu trén.

Séang ché con @& cap dén thu thé TCR gén két dic hidu véi phirc hop peptit
IGF2BP3-001-phan tr HLA, trong d6 peptit IGF2BP3-001 nay chira, hodc theo
cach khac bao gdm, trinh tw KIQEILTQV (SEQ ID NO:1). Theo mét phuong 4n,
phéan tr HLA 1a HLA-A*02.

Sang ché con d& cap dén thu thé TCR gén két dic hidu voi phirc hop peptit
IGF2BP3-001-phan t&¢t HLA, trong d6 peptit IGF2BP3-001 nay chira, hodc theo
céch khéc bao gdm, bién thé ctia IGF2BP3-001 c6 mirc d6 tuong dong it nhét 66%,
t6t hon 1a it nhit 77%, va tét hon nita 14 it nhat 88% (t6t hon 1a c6 muc d6 gidng it
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nhit 77% hoic it nhit 88%) véi trinh tw SEQ ID NO:1, trong d6 bién thé nay gin
két véi phan tr HLA nhém I hodc nhém IT va/hodc giy ra phan ting chéo cuia céc té
bao T v6i peptit néu trén, hodc mudi duge dung ciia nd, trong d6 peptit nay khong
14 polypeptit co s& ¢6 chiéu dai ddy du.

Sang ché con d& cap dén peptit theo sang ché chira trinh tu dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO:1 hoic bién thé ctia né, c6 mirc do twong ddng it nhét
66%, t6t hon 14 it nhit 77%, va t6t hon nita 14 it nhit 88% (t6t hon 14 ¢6 muc do
gidng it nhat 77% hoic it nhit 88%) véi trinh ty SEQ ID NO:1, trong d6 peptit nay
hogc bién thé clia né c6 tir 8 dén 100 axit amin, tot hon 1a c6 tir 8 dén 30 axit amin,
va t6t nhét 12 ¢6 tir 8 dén 14 axit amin trong toan bd chiéu dai mach.

Sang ché con dé cép dén thu thé TCR chita mién bién dbi alpha cua thy thé
TCR cé muc d6 gidng vé trinh tir it nhit 75%, 80%, 90%, 95%, 98%, hoic 99%, t6t
hon 13 90%, v6i midn bién d8i alpha ctia thy thé TCR dugc thé hién trong Bang 1;
va mién bién d6i beta ciia thu thé TCR c6 mirc do gidng vé trinh ty it nhit 75%,
80%, 90%, 95%, 98%, hodc 99%, tt hon 1& 90%, v6i mién bién déi beta cta thy
thé TCR dugc thé hién trong Bang 1.

Theo mét phuong 4n, thu thé t& bao TCR) bao gdm chudi alpha va chudi
beta, trong d6 chudi alpha chita mién bién ddi alpha cta thu thé TCR bao gdm céc
ving quyét dinh tinh bd trg¢ CDR1, CDR2, va CDR3 cua trinh ty SEQ ID NO:2
hodc cac vuing CDR1, CDR2, va CDR3 c6 mot, hai hodc ba sy thay thé axit amin
s0 véi céc trinh tur ving CDR tuong tmg ctia trinh twr SEQ ID NO:2, va chudi beta
chtra mién bién ddi beta ctia thu thé TCR bao gdm cac ving quyét dinh tinh b trg
CDRI1, CDR2, va CDR3 ciia trinh te SEQ ID NO:10 hodc cac ving CDR1, CDR2,
va CDR3 c6 mdt, hai hodc ba su thay thé axit amin so vé6i céc trinh tu ving CDR
tuong tng ciia trinh ty SEQ ID NO:10, va trong d6 thu thé TCR gin két ddc hiéu
véi phic hop peptit IGF2BP3-001-phan tt MHC, trong d6 peptit IGF2BP3-001
gdm trinh ty SEQ ID NO:1, va trong d6 thu thé TCR gin két voi cac vi tri 1 va tir 3
dén 7 ctia peptit IGF2BP3-001 néu trén.

Theo mot phuong 4n, mién bién d6i alpha cua thu thé TCR c6 it nhit mét
dot bién so v&i mién alpha cta thu thé TCR duoc thé hién trong Bang 1; va/hodc

mién bién ddi beta cua thu thé TCR c6 it nhat mot dot bién so véi mién alpha ctua
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thu thé TCR dugc thé hién trong Bang 1. Theo m{t phuong an, thu thé TCR chura it
nhét mot dot bién trong mién bién d6i alpha cua thu thé TCR vd/hodic mién bién d6i
beta ctia thu thé TCR c¢6 4i luc gin két véi, va/hoic chu ky ban hily gén két voi,
phirc hop peptit IGF2BP3-001-phan tir HLA, it nhét 14 gdp d6i so véi clia thu thé
TCR chita mién alpha cta thu thé TCR khéng dugc dot bién va/hodc mién bién dbi
beta ctia thu thé TCR khong dugc dot bién.

Céc chudi alpha ciia thu thé TCR theo sang ché c6 thé con chira mién on
dinh alpha cua thy thé TCR c¢6 mutc d6 giéng vé trinh tu it nhit 70%, 75%, 80%,
90%, 95%, 98%, hoic 99% v&i mién 6n dinh alpha cta thu thé TCR duoc thé hién
trong Bang 1. Cac chudi beta ctia thu thé TCR theo sdng ché c6 thé con chita mién
n dinh beta ctia thyu thé TCR c6 miic d6 gidng vé trinh tu it nhit 70%, 75%, 80%,
- 90%, 95%, 98%, hodc 99% v&i mién dn dinh beta cta thy thé TCR dugc thé hién
trong Bang 1.

Céc chudi alpha cta thu thé TCR theo séang ché c6 thé con chira mién xuyén
mang alpha cua thy thé TCR va/hodc mién ndi bao alpha cta thu thé TCR. Céc
chudi beta cta thu thé TCR theo sang ché c6 thé con chira mién xuyén mang beta
ctia thy thé TCR va/hodc mién ndi bao beta ciia thu thé TCR.

Sang ché con d& cap cac chudi alpha ciia thy thé TCR chira m6t hodc nhiéu
ving quyét dinh tinh bd tro (complementarity determining region: CDR) ctia chudi
alpha duoc boc 10 trong Bang 1, va céc Bién thé cta né c6 mot, hai, ba hodc bén su
thay thé so v6i cac ving CDR dugc thé hién trong Bang 1. Pugc mb ta thém 14 cac
chudi alpha cia thu thé TCR chira it nhit mot ving CDR dugc chon tir cac vung
CDRI1, CDR2 va CDR3 dugc thé hién trong Bang 1. Pugc mo ta thém 13 cic chudi
alpha cta thu th8 TCR chira ving CDR3 ctia chudi alpha dugc thé hién trong Bang
1.

Sang ché con dé cap dén cac chudi beta cua thu thé TCR chira mot hoic
nhiéu viing quyét dinh tinh bd trg (CDR) ctia chudi beta dugc boc 1§ trong Bang 1,
va céc bién thé cta né c6 mdt, hai, ba hoic bdn su thay thé so véi cac vung CDR
dugc thé hién trong Bang 1. Puoc mé ta thém 14 cic chudi beta cia thu thé TCR
chira it nhat mot vung CDR dugc chon tir cac vung CDR1, CDR2 va CDR3 cua

chudi beta dugc thé hién trong Bang 1. Puoc mé ta thém 1a cac chudi beta ctia thu
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thé TCR chira ving CDR3 ciia chudi beta dugc thé hién trong Bang 1.

Sang ché con dé cap dén axit nucleic tai t6 hop hodc dugc phén lép chia
trinh tr nucleotit ma héa thu thé TCR ciia sang ché. Theo mdt phuong 4n, céc axit
nucleic cta sing ché ma hoa chudi alpha ciia thu thé TCR va/hodc chudi beta clia
thu thé TCR nhu dugc thé hién trong Bang 1.

Séang ché con dé cap dén vecto bidu hién tai t5 hop chira axit nucleic ma héa
chudi alpha, chudi beta cta thu thé TCR, hodc ca hai chudi nay, nhu dugec mé ta &
day.

Séang ché con dé cap dén t& bao chu duoc phén 13p chira vecto biéu hién tai
td hop biéu hién axit nucleic ma héa chudi alpha, chudi beta ciia thu thé TCR, hoic
ca hai chudi ndy, nhu duge mé ta & day.

Sang ché con dé cap dén té bao chii duge phan lap chita vecto biéu hién tai
t6 hop theo sang ché, tbt hon 1a trong d6 t& bao nay 14 t& bao ciia ngudi, tot hon néu
14 t& bao lymmphd mau ngoai vi (peripheral blood lymphocyte: PBL), t6t hon nita
néu 14 t& bao lymphd T CD4+ hozic CD8+.

Séng ché con dé cap dén té bao PBL dugc phén l4p chira vecto biéu hién tai
t6 hop cuia sdng ché, trong d6 té bao PBL 14 t& bao T CD8+ hoic té bao T CD4+.

Sang ché con dé cap dén quén thé té bao chira it nhat mot t& bao chu dugc
mo ta ¢ day.

Sang ché con dé cap cac thu thé TCR va t& bao chi theo sang ché dé sir dung
trong diéu tri cac bénh ting sinh, nhu bénh ung thu phdi t& bao khong nho, bénh
ung thu phdi t& bao nhd, bénh ung thu t& bao than, bénh ung thu nio (vi du, u
nguyén bao x8p, u nguyén bao thin kinh), bénh ung thu da day, bénh ung thu két-
truc trang, bénh ung thu t& bao gan, bénh ung thu ving ddu va cd, bénh ung thu
tuy, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh bach ciu, bénh ung thu v, caxinom té bao
Merkel, u melanin, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu t&r cung, bénh ung thu tii mat va éng mat chil va bénh ung thu thuc quan.

Theo mét khia canh, té bao chit 1 té bao T CD8+ hogc té bao T CD4+ dugce
chuyén nhidm bing axit nucleic ma hoéa it nhit mot thu thé TCR theo sang ché,
trong d6 thu thé TCR nay chira it nhit mot trinh tu axit amin dugc bdc 16 trong
Bang 1. Theo khia canh khéc, cic té bao chi niy dugc sir dung trong liéu phap

-7-
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mién dich didu tri bénh ung thu phdi té bao nho, bénh ung thu phdi t€ bao khong
nho, bénh ung thu phéi té bao nhd, bénh ung thu t€ bao than, bénh ung thur ndo (vi
du, u nguyén bao xbp, u nguyén bao than kinh), bénh ung thu da day, bénh ung thu
két-truc trang, bénh ung thu té bao gan, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tuyén tién
liét, bénh bach cau, bénh ung thu v, caxinom té bao Merkel, u melanin, bénh ung
thu budng trimg, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu ti
mat va 6ng mat chi va bénh ung thu thuc quan.

Sang ché con mé ta phuong phép tiéu diét hodc lam gidm sé luong té bao
ung thu bao gdm budc cho cic té bao ung thu tiép xuc véi thu thé TCR, axit
nucleic, vecto hodc té bao chi nhu duoc mé ta & ddy. Sang ché con mo ta phuong
phéap diéu tri bénh ung thu bao gdm budc cho d6i tuong can diéu tri sir dung thu thé
TCR, axit nucleic, vecto hodc t& bao chi nhu duge mé ta & day.

Sang ché con dé cap dén axit nucleic m& héa thu thé TCR theo sang ché, va
vecto biéu hién c¢6 kha ning biéu hién axit nucleic theo sang ché.

Sang ché con dé cap dén thu th& TCR theo sang ché, axit nucleic theo séng
ché hodc vecto biéu hién theo sang ché dé sir dung trong didu tri bénh va ding 1am
thudc, cu thé 1a trong viéc diéu tri bénh ung thu.

Sang ché con d& cap dén té bao chu chira axit nucleic theo sang ché hoic
vecto bidu hién nhu duge mo ta trén day.

Sang ché con dé cap dén té bao chu theo sang ché 13 t& bao trinh dién khang
nguyén, va tot hon néu la té bao dudi gai.

Sang ché con dé cép dén phuong phép tao ra peptit theo séng ché, phuong
phép nay bao gdm budc nudi ciy té bao chu theo sang ché, va phan 14ap peptit ra
khoi té bao cht nay hodc méi trudng nudi cly ctia né.

Sang ché con d& cép phuong phap theo séng ché, trong d6 khédng nguyén
duoc tai 1én cac phan tir cia MHC nhém I hogc II dugc biéu hién trén bé mit ctia té
bao trinh dién khang nguyén thich hop hodc té bao trinh dién khang nguyén nhén
tao bang cach cho khang nguyén véi lugng du tiép xtc véi té bao trinh dién khang
nguyén hodc khang nguyén ndy dugc tai lén tetrame ctia phic hop MHC nhém I
hodc nhém II biang cach tetrame héa cac monome ctia phitc hgp MHC nhém I hoic

nhom II/khang nguyén.
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Sang ché con dé cap dén phuong phép theo sang ché, trong do té bao trinh
dién khéng nguyén chtra vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién hoic biéu hién
peptit néu trén chira SEQ ID NO:1 hoic bién thé ciia né.

Sang ché con dé cip dén cac té bao lymphd T hoat héa, dugc tao ra bing
phuong phép theo sang ché, trong d6 t& bao T nhan biét chon loc té bao biéu hién
polypeptit chtra trinh tu axit amin theo sang ché.

Séang ché con mé ta phuong phép tidu diét t& bao ung thu va/hoidc tc ché té
bao ung thu & bénh nhén c6 cic té bao ung thu biéu hién bt thudng polypeptit
chira trinh tir axit amin bit ky theo sang ché, phuong phép nay bao gdm buéc cho
bénh nhan sir dung cac té bao T nhu duoc tao ra theo sang ché voi luong hitu hidu.

Sang ché con mb ta viée sir dung peptit bat ky duoc mé ta & ddy, cac axit
nucleic dugc moé ta & day, cac vecto biéu hién duoc mé ta & ddy, cac té bao duoc
md ta & day, té bao lymphd T hoat héa duge mé ta & day, thu thé té bao T, khang
thé, hodc cic phan tir gén két v6i peptit-MHC va/hodic peptit khac theo sang ché
lam thudc hodc d& san xut thubc. Theo mot khia canh, thubc ndy cé hoat tinh
chdng ung thu.

Tét hon néu thude nay ding cho lidu phap té bao, thu thé TCR, thu thé TCR
hoa tan hoic khang thé.

Séang ché con mé ta viée sir dung theo sang ché, trong d6 cac té bao ung thu
14 t& bao ung thu phdi té bao khong nho, ung thu phéi té bao nho, ung thu té bio
than, ung thu ndo (vi dy, u nguyén bio x4p, u nguyén bao than kinh), ung thu da
day, ung thu két-truc trang, ung thu té bao gan, ung thu tuy, ung thu tuyén tién liét,
bénh bach ciu, ung thu v, caxinom t€ bao Merkel, u melanin, ung thu buff)ng
trimg, ung thu bang quang, ung thu tir cung, ung thu tii mat va éng mat chi va ung
thu thuc quan, va tdt hon néu Ia bénh ung thu phdi té bao khong nho.

Séang ché con dé cap dén cac d4u 4n sinh hoc trén co s peptit theo ban mo ta
nay, duoc goi & day 1a “dich” ¢6 thé duoc sir dung trong chan doan bénh ung thu,
t6t hon néu 1 bénh ung thu phdi t& bao khéng nho. Dau 4n nay cé thé 13 sy biéu
hién qud mérc ciia chinh (céc) peptit, hodc su biéu hién qua muc cla (cic) gen
tuong tmg. Cac ddu 4n nay ciing c6 thé duoc sir dung dé du doan xac xut thanh

cdng cia viéc diéu tri, tot hon néu 14 liéu phap mién dich, va dugc wu tién nhat 1a
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liéu phap mién dich huéng ciing dich dugc x4c dinh bang d4u 4n sinh hoc nay. Vi
du, khang thé hodc thu thé TCR hoa tan c6 thé duoc sit dung dé nhudm cac mau
khéi u d& phat hién su ¢6 mit clia peptit quan tAm trong phirc hop véi MHC. Tuy ¥,
khang thé hoic thy thé té bao T hoa tan c¢6 chirc ning hidu img khac nhu ving kich
thich mi&n dich hogc doc to.

Séang ché con mé ta viée st dung cac dich méi nay dé xac dinh cac thu thé
TCR nhén biét it nht mot trong s6 cac dich néu trén, va t6t hon 1a xac dinh cac thu
thé TCR hoat héa té bao T.

Séang ché con mo ta viée st dung cac dich méi ndy trong ngit canh diéu tri

bénh ung thu.

Mo t vin t:'it cac hinh vé

Fig.1 thé hién mirc d6 bidu hién ciia peptit IGF2BP3-001 trong cac md khoe
manh va bénh ung thu.

Céc hinh v& tir Fig.2 d&n Fig.4 thé hién mtc do biéu hién IGF2BP3-001
trong m6 ung thu va mo6 khoe manh.

Fig.5 thé hién mirc d0 nhudém tetrame MHC/IGF2BP3-001 hoic tetrame
MHC/NYESO1-001 cia céc té bao T CD8+ dugc gy xung dién bing ARN clia
chudi alpha va chudi beta cta thu thé TCR R10P1A7 (Bang 1). Cac té bao T CD8+
duoc bién nap v6i ARN cua thu thé TCR 1G4 gén két dic hiéu vé6i thé bién nap
phirc hop MHC/NYESO1-001 va thé bién nap gia duoc ding lam dbi chimg.

Fig.6 thé hién mirc d6 giai phong IFNy tir cac té bao T CD8+ duoc giy xung
dién bing ARN ctia chudi alpha va beta ctia thu thé TCR R10P1A7 (Bang 1) sau
khi @ ddng thoi vé6i cac té bao dich duge tai peptit IGF2BP3-001 (SEQ ID NO:1)
hodc peptit twong ddng nhung khéng lién quan CLUA-001 (SEQ ID NO:26),
CHCHD6-001 (SEQ ID NO:27), CDC42BPG-001 (SEQ ID NO:28), PARP14-002
(SEQ ID NO:29), SYNE2-001 (SEQ ID NO:30), IFT7-001 (SEQ ID NO:31),
DHRS12-001 (SEQ ID NO:32), STX12-001 (SEQ ID NO:33), EEA-001 (SEQ ID
NO:34), SENP7-001 (SEQ ID NO:35), hoic peptit d6i chimg NYESO1-001 (SEQ
ID NO:36). Thu duoc sb liéu v& mirc do giai phong IFNy véi cac té bao T CD8+ ¢
ngudn gbe tir ngudi cho khac nhau. Céc t& bao T CD8+ dugc gy xung dién bang
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ARN mdt minh hodc dugc u déng thdi v6i cac té bao dich khong dugc tai ding 1am
d6i chimg.

Fig.7 thé hién mirc d6 giai phéng IFNy tir cac té bao T CD8+ dugc gy xung
dién bang ARN cua chudi alpha va beta ciia thy thé TCR R10P1A7 sau khi 0 dong
thoi voi cac té bao dich duge tai IGF2BP3-001 (SEQ ID NO:1) hoic céc bién thé
c6 su thay thé alanin IGF2BP3-001 khac nhau & céc vi tri tir 1 dén 9 cta trinh tur
SEQ ID NO:1. C4c té bao T CD8+ dugc giy xung dién bing ARN mét minh hoic
Ui ddng thoi véi cac té bao dich dugce tai peptit dbi chimg NYESO1-001 hozc cac té
bao dich khong dugc tai duge dung lam dbi chimg. Thu duogc s6 lidu vé muc do
giai phong IFNy véi céc té bao T CD8+ c6 ngudn gbc tir ngudi cho khac nhau.

Fig.8 thé hién mirc d6 giai phong IFNy tir cc té bao T CD8+ dugc gy xung
dién bing ARN ciia chudi alpha va beta ctia thu thé TCR R10P1A7 (Bang 1) sau
khi 0 ddng thoi véi dong té bao u melanin A-375, dong t& bao u nguyén bio x6p
T98G va dong té bao ung thu vt SK-BR-3 twong tmg. Cac té bao T CD8+ chi dugc
gdy xung dién bing ARN duogc ding lam ddi chimg.

M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé& cap dén cac thy thé t& bao T (TCR) bao gdm chudi alpha va
chudi beta (“thu thé TCR alpha/beta”). Sang ché ciing dé cdp dén cic peptit
IGF2BP3-001 c¢6 kha ning gin két voi thu thé TCR va khang thé khi duge biéu
hién béi phan tt MHC. Séang ché con dé cap dén céc axit nucleic, vecto va té bao
chi d biéu hién c4c thy thé TCR va peptit theo sang ché; va phuong phap st dung

chung.

Céc dinh nghia

Khi dugc st dung trong ban mod ta nay va ngoai trir khi dugc luu y theo
nghia khéc, tit ca cac thuat ngit duoc dinh nghia nhu néu dudi day.

Thuat ngit “thu thé t& bao T” (viét tit 1a TCR) d& chi phan tir di dime chira
chubi polypeptit alpha (chudi alpha) va chudi polypeptit beta (chudi beta), trong d6
thu thé di dime nay c6 kha ning gin két v6i khang nguyén ctia peptit duoc trinh
dién bdi phéan tod HLA.

Thuét ngit “dap tmg cuia t& bao T” c6 nghia 14 su ting sinh va hoat héa dic
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hiéu ctia chtc ning hidu img dugc tao bdi peptit in vitro hoic in vivo. Pbi véi cac
té bao T gay doc té bao dugc gidi han béi MHC nhém 1, chitc ning hiéu tmg c6 thé
1a sy phén giai té bao dich duogc tao xung peptit, t& bao dich dugc tao xung tién chit
peptit hoaflc té bao dich trinh dién peptit trong tu nhién, su tiét ra xytokin, t6t hon
néu 1a interferon-gama, TNF-alpha, hodc IL-2 dugc cam tng boi peptit, sur tiét ra
c4c phén tir tic dong, tot hon néu 13 granzym hodc perforin dugc cim tUng béi
peptit, hodc sy mat hat.

Thuat ngit “peptit” dwoc sir dung & day dé chi diy cac gdc axit amin, thuong
duoc lién két véi nhau bang cac lién két peptit gitta cdc nhém alpha-amino va nhém
cacbonyl ciia c4c axit amin lién k&. Tt hon néu peptit ndy ¢ 9 axit amin trong
chiéu dai mach, nhung c6 thé chi 1a peptit mach ngén c6 8 axit amin trong chiéu dai
mach, va c6 thé c6 mach dai dén 10, 11 hodc 12 axit amin trong chiéu dai mach
hodc nhiéu hon, va trong trudng hop céc peptit cia MHC nhém II (c4c bién thé kéo
dai ctia peptit theo sang ché), ching c6 thé c6 mach dai téi 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19 hodc 20 axit amin trong chiéu dai mach hodc nhiéu hon.

L A13

Ngoai ra, thuat ngit “peptit” s& bao gdm céc mudi cta diy cac gdc axit amin,
thuomg duoc lién két voi nhau bing cac lién két peptit gifta cac nhém alpha-amino
va nhém cacbonyl ciia céc axit amin lién k&. T6t hon néu cic mubi nay 1a mudi
dugc dung cia peptit, vi du nhu mudi clorua hodc axetat (trifloaxetat). Can luu y
ring cac mudi clia cac peptit theo ban mé ta nay khac biét dang ké véi peptit néu
trén vé (cac) trang thi ciia chung in vivo, do cac peptit nay khong 12 mudi in vivo.

Thuét ngit “peptit” con bao gdm “oligopeptit”. Thuat ngft “oligopeptit” dugc
stt dung & ddy dé chi day cac gbc axit amin, thuong dugc lién két véi nhau bang
céc lién két peptit giita cdc nhém alpha-amino va nhém cacbonyl cta céc axit amin
1ién k&. Khong c6 gi6i han vé chiéu dai cia oligopeptit theo sang ché, mién 1a mot
hodc nhiéu epitop dung dugc gitt nguyén & day. Céc oligopeptit thudong chira it hon
30 gdc axit amin trong chiéu dai mach, va chira nhiéu hon khoang 15 axit amin
trong chiéu dai mach.

Thuat ngit “polypeptit” dé chi day cac gbc axit amin, thuong dugc lién két
v6i nhau bing céc lién két peptit giita cdc nhém alpha-amino va nhém cacbonyl

cua céc axit amin lién ké. Khéng cé gii han vé chi€u dai cta polypeptit theo sang
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ché mién 14 céc epitop ding duoc gilt nguyén. Trai v6i cac thuat ngit peptit hodc
oligopeptit, thuat ngir polypeptit & chi cdc phén tir chira nhiéu hon khoang 30 géc
axit amin.

Peptit, oligopeptit, protein hodc polynucleotit ma héa phan tir nay cé tinh
“sinh midn dich” (va do d6 13 “chét sinh mi&n dich” trong pham vi cta sang ché),
néu 1a chét c6 kha ning gdy dép ing mién dich. Trong trudng hop cta sang ché,
tinh sinh mién dich dugc x4c dinh cu thé hon 14 ¢6 kha ning giy ra dap Gng cla té
bao T. Do d6, thuit ngit “chit sinh mi&n dich” s& 12 phan tir c6 kha ning gdy ra dap
tmg mién dich, va trong trudng hop cua sang ché, 13 phan tir c6 kha ning gly ra
dép tmg cta té bao T. Theo khia canh khéc, chit sinh mién dich c6 thé 1a peptit,
phtic hop ctia peptit véi MHC, oligopeptit, va/hodc protein duge st dung dé tao ra
khéng thé dic hiéu hodc céc thu thé TCR khang lai no.

~ Thuat ngit “epitop” cla t€ bao T nhom I cin peptit mach ngén dugc gén két
vé6i thu thé MHC nhém 1, tao ra phirc hop béc ba (chudi alpha cia MHC nhém I,
beta-2-microglobulin, va peptit) ma c6 thé dugc nhan biét béi té bao T mang thu
thé té bao T twong tmg gin két v6i phitc hop MHC/peptit ¢6 4i lyc thich hop. Cac
peptit gin két véi phan tir cia MHC nhém I thudng c6 tir 8 dén 14 axit amin trong
chidu dai mach, va théng thudng nhat 1a ¢6 9 axit amin trong chidu dai mach.

Trinh tu nucleotit ma hoa peptit, oligopeptit, hodc polypeptit cu thé c6 thé c6
trong tu nhién hodc ching c6 thé dugc tao cdu truc bang phuong phap téng hop.
N6i chung, cac doan ADN ma hoéa peptit, polypeptit, va protein theo sang ché nay
duogc ghép tir cac doan ADN bd trg va nhém lién két oligonucleotit ngfm, hodc tir
chudi cac oligonucleotit, dé tao ra gen téng hop c6 kha ning dugc biéu hién & don
vi phién m3 t4i t6 hop chita cac yéu t6 didu hoa c6 ngudn gbc tir operon clia vi sinh
vat hodc virut.

Khi duoc sir dung trong ban md ta nay, thudt nglt “nucleotit ma hoa (hodc
giai ma héa) peptit” dé chi trinh tu nucleotit ma hoa peptit bao gdm cac codon khéi
dAu va két thic khong tu nhién (nhan tao) twong hop duoc véi hé sinh hoc, trinh ti
cAn dugc bidu hién bdi, vi du, té bao dudi gai hoic hé té€ bao khéc hiru ich cho viée
tao ra thu thé TCR.

Khi duoc sir dung trong ban mo ta nay thudt ngit “nucleotit ma hoéa (hodc
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giai mé hoa) thu thé TCR” dé chi mot hodc nhiéu trinh tu nucleotit ma héa thu thé
TCR bao gdm cac codon khoi dau va két thuc khong trr nhién (nhén tao) twong hop
duge v6i hé sinh hoc, trinh tu can duge biu hién béi, vi du, té bao T hodc hé té bao
khac hitu ich cho viéc tao ra thu thé TCR.

Khi duge sit dung trong ban mé ta ndy, su vién dan dén trinh tu axit nucleic
bao gdm ca axit nucleic soi don va soi kép. Do d6, trir khi ngit canh chi 15 theo
cach khc, trinh tu cu thé, vi du, dbi véi ADN, dé chi ADN soi don clia trinh tu
nay, bo doi cua trinh ty ndy cung véi trinh tw bd tro ctia né6 (ADN soi kép) va trinh
tu bd tro cla trinh tu nay.

Thuét ngit “ving m& héa” d chi phan gen mi héa tu nhién hoic binh
thuong d6i voi san pham biéu hién ciia gen nay trong méi trudng hé gen tu nhién
clia no, nghia 14 ving m3 hoéa in vivo cia san phdm biéu hién nguyén thé ciia gen
nay.

Ving mi héa c¢6 thé c6 ngudn gde tir gen khéng dot bién (“gen binh
thuong”), gen dugc dot bién hodc gen duge bién dbi, hodc thdm chi c6 thé c6
ngudn gbe tir trinh tu ADN, hoic gen, duoc téng hop hoan toan trong phong thi
nghiém bang cach sir dung cac phuong phap ma nguoi cb hiéu biét trung binh trong
linh vuc téng hop ADN d4 biét.

Thuét ngit “san phdm biéu hién” d& chi polypeptit hoic protein 1a sin phdm
dich mi tu nhién cia gen va trinh tu axit nucleic bit ky ma héa cac dang twong
duong do hién tuong thoai héa mé di truyén giy ra va do d6 ma héa chinh (céc)
axit amin.

Thust ngit “doan”, khi @& chi trinh tr ma héa, c6 nghia 1a phan ADN chira
ving ma héa hoan toan it hon, trong d6 san phidm biéu hién gan nhu giit lai duogc
chtrc ning hoic hoat tinh sinh hoc giéng nhur san phim biéu hién cta ving mi héa
hoan toan.

Thuat ngit “doan ADN” dé chi polyme ADN, & dang doan riéng biét hodc
lam thanh phin cta c4u tric ADN 16n hon, ¢6 ngudn gbc tir ADN phén lap duoc it
nhit mot 1an & dang gén nhu tinh khiét, nghia 1a khdng chira cac chit ndi sinh va
v6i lugng hodc néng do cho phép xac dinh, thao tac, va thu hdi doan mach va cac

trinh tu nucleotit thanh phan ctia n6 bang phuong phép héa sinh chuin, vi du, bing
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cach str dung vecto tich dong. Cac doan mach nay duogc tao ra & dang khung doc
m¢& khong bi dut quing boi cac trinh ty khong dich ma bén trong, hodc intron
thudng c6 mit trong cic gen ¢ nhan dién hinh. Trinh tu cia ADN khong dich ma
c¢6 thé c6 mit & phia sau khung doc mé niy, trong d6 né khong can thiép vao viéc
thao tac hodc su biéu hién ciia cc ving mi hoa.

Thuét ngtt “doan mdi” dé chi trinh tu axit nucleic ngén ¢6 thé duge ghép cdp
v6i mot sgi ADN va tao ra dau 3°-OH tu do ma & d6 ADN polymeraza bét diu qua
trinh tdng hop chudi deoxyribonucleotit.

Thuét ngit “gen khoi ddu” dé chi ving ADN tham gia vao su gén két ciia
ARN polymeraza dé khéi dau sy phién ma.

Thuét ngit “dugc phan lap” dé chi chit dugc tach ra khoi méi trudng ban dau
ctia n6 (vi du, méi trudng tu nhién, néu né o trong tu nhién). Vi dy, khong phan
1ap duoc polynucleotit hodc polypeptit c6 trong tir nhién c6 mét & dong vat séng
nhung phén 14p dugc chinh polynucleotit hodc polypeptit nay, dugc tach ra tir mot
ph?m hodc toan bd cac chét cling tdn tai trong hé tu nhién. Theo mdt khia canh, céc
polynucleotit nay c¢6 thé 12 mét phin cla vecto va/hodc cic polynucleotit hodc
polypeptit nay c6 thé 1a mét phan ciia hdn hop, va vin dugc phan 14p sao cho vecto
hozc h8n hop nay khong 14 mét phin ctia mdi truong tir nhién ctia né.

Céc polynucleotit, va polypeptit tai t6 hgp hodc polypeptit sinh mién dich,
dugc bde 16 theo séng ché ciing c6 thé & dang “dugc tinh ché”. Thuat ngir “dugc
tinh ché” khong cin phai 14 tinh khiét tuyét ddi; thay vao d6, thuat ngit nay dugc du
dinh 14 dinh nghia trong d6i, va c6 thé bao gbm ca cac ché phim dugc tinh ché &
muc cao hoic ché phém chi dugc tinh ché mot phén, nhu céc thuat ngir dugc hiéu
boi ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc nay. Vi du, cac dong vo tinh riéng
biét dugc phan lap tir thu vién ADN bd tro da duoc tinh ché theo quy udc dén do
ddng nhit dién di. Viéc tinh ché nguyén liéu ban dau hodc nguyén lidu tu nhién dén
it nhat mot khoang gié tri, t5t hon néu 14 hai hodc ba khoang, va tdt hon nita néu 1a
bbn hodc nim khoang gié tri duoc du dinh rd rang. Ngoai ra, tt hon néu polypeptit
theo sang ché c6 do tinh khiét 99,999%, hoic it nhit 99,99% hoidc 99,9%; va thim
chi t&t hon 12 béng 99% trong lugng hodc cao hon dugc dy dinh rd rang.

Céc axit nucleic va san phdm biéu hién polypeptit dugc boc 16 theo sang ché,
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cling nhu c4c vecto biéu hién chira cac axit nucleic va/hodc polypeptit nay, ¢ thé &
“dang duoc 1am giau”. Khi duge st dung trong ban mé ta nay, thudt ngtt “dugce lam
gidu” c6 nghia 14 ndng do cua chit nay it nhat gdp khoang 2, 5, 10, 100, hozc 1000
14n ndng d6 tu nhién ciia né (vi du), c6 loi néu luong chit nay bing 0,01% trong
luong, t6t hon néu it nht bing khoang 0,1% trong lwong. Ché phim dugc 1am giau
véi lugng khoang 0,5%, 1%, 5%, 10%, va 20% trong luong cling duge du dinh. Co
loi néu céc trinh tu, cAu truc, vecto, dong v6 tinh, va céc vat li¢u khac theo sang ché
c6 thé & dang duoc 1am gidu hodc duge phan 1ap. Thuat ngit “doan mach c6 hoat
tinh” dé chi doan mach, thudng 1 cta trinh tu peptit, polypeptit hodc axit nucleic,
dé tao ra dap tmg mién dich (nghia 14 c6 hoat tinh sinh mién dich) khi duoc st
dung, m4t minh hodc tiy y véi ta duge thich hgp hodc trong vecto, cho dong vat,
nhu dong vat cé va, vi duy, thé hodc chudt nhét, va con bao g(‘im ca nguoi, dap ung
mién dich nay & dang kich thich ddp tng ca té bao T trong dong vat duoc diéu tri,
nhu nguoi. Theo cach khéc, “doan mach c6 hoat tinh” ciling cé thé duoc str dung dé
giy ra dap tmg cia té bao T in vitro.

Khi dugc str dung trong ban md ta ndy, cac thudt ngit “phﬁn”, “doan mach”
va “doan” khi dugc st dung lién quan dén polypeptit, dé chi trinh tu lién tuc cta
céc gbe, nhur gde axit amin, trinh tir ndy tao thanh phan nhém ctia trinh tur 16n hon.
Vi du, néu polypeptit dugc ding dé diéu tri voi enzym bat ky trong sd cic enzym
endopeptidaza thong thudng, nhu trypsin hodc chymotrypsin, cac oligopeptit tao
thanh tir viée diéu tri nay s€ la cac ph?m, doan mach hodc doan cua polypeptit ban
diu. Khi duoc str dung lién quan dén polynucleotit, cac thudt ngit nay dé chi cac
san phdm dugc tao ra khi didu tri bing cic polynucleotit niy cing v&i
endonucleaza bét ky.

Theo sang ché, thuat nglt “ty 1€ % do déng nhat” hodc “ty 1&¢ % muc do
gidng”, khi lién quan dén trinh tu, c6 nghia 13 trinh tu dugc so sénh véi trinh tu yéu
cau bao ho hoic trinh trr duoc mé ta sau khi déng théng hang trinh tu can dugc so
sanh (“trinh ty dugc so sdnh”) véi trinh ty dugc md ta hodc trinh tu yéu cau bao hd
(“trinh tur tham chiéu™). Sau d6, ty 18 % d6 ddng nhat duoc x4c dinh theo cong thirc

sau:
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Ty 16 % d6 dong nhat = 100 [1 -(C/R)]

trong d6 C la 36 luong su khac biét gitta trinh ty tham chiéu va trinh tu so
sanh theo chiéu dai dong théng hang gifta trinh tg tham chiéu va trinh tu so sanh,
trong d6

(i) mdi bazo hodc axit amin trong trinh tur tham chiéu khong c6 bazo hoac
axit amin dugc dong thing hang tuong (mg trong trinh tu so sénh, va

(ii) mdi khoang tréng trong trinh ty tham chiéu, va

(iii) mdi bazo hodc axit amin duge dong thing hang trong trinh tu tham
chiéu 14 khac véi bazo hodc axit amin duoc dong théng hang trong trinh tu so sanh,
tao thanh su khac biét, va

(iv) viéc dong thing hang cin bit diu & vi tri 1 clia cAc trinh trr duge déng
thing hang;

va R 14 sé lugng bazo hodc axit amin trong trinh tur tham chiéu trong chiéu
dai khi déng thdng hang véi trinh tr so sénh c6 khoang tréng bét ky duoc tao ra
trong trinh ty tham chiéu cling dugc tinh nhu baso hodc axit amin.

Néu 6 su dong thing hang gifra trinh tir so sanh va trinh ty tham chiéu ma
ty 18 % d6 ddng nhit nhu tinh dugc trén day 1a bing hodc cao hon ty 1& % d6 dong
nhét t5i thiéu theo 1y thuyét thi trinh tu so sénh c¢6 ty 18 % d6 ddng nhét t6i thiéu
theo 1y thuyét voi trinh tyr tham chiéu, mic du c6 thé c6 su déng thing hang trong
d6 ty 186 % d6 ddng nhit tinh dwoc nhu trén day 13 nho hon ty 18 % d6 ddng nhét
theo Iy thuyét.

Theo séng ché, thuat ngi “d6 tuong ddng” dé chi mirc d6 déng nhét (xem ty
1€ % a6 d(‘Sng nhét trén day) gitta cac trinh ty cla hai trinh tu axit amin, nghia la
trinh tir peptit hodc trinh tw polypeptit. Thuat ngit “d6 tvong déng” néu trén dugc
x4c dinh bing cach so sanh hai trinh ty duoc déng thing hang trong didu kién tdi
wu so véi céc trinh tu can duogc so sanh. P9 tuong déng v& trinh tu nay co thé duoc
tinh toan bing cach tao ra su dong thing hang, vi du, bang cach st dung thuit todn
ClustalW. Chuong trinh phdn mém phén tich trinh tur ¢6 ban trén thi truong, cu thé
hon 13, Vector NTI, GENETYX hodc cac cong cu phan tich khac dugc cung clp
theo co s& dir liéu da cong bd.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vic nay s& c6 thé danh gia xem cic
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té bao T dugc tao bdi bién thé cua peptit dic hiéu s& cé thé phan tmg chéo voi
chinh peptit nay hay khong.

Thuat ngit “bién thé” ciia trinh tur axit amin nhit dinh theo sing ché c6 nghia
1a cac mach bén cua, vi du, m6t hoac hai géc axit amin dugc thay ddi (vi du, béng
cach thay thé chl'mg bing mach bén ctia gbc axit amin c6 trong trr nhién khéc hosc
mdt s6 mach bén khac) sao cho peptit ndy s& c6 kha ning gin két v6i phan tir HLA
~ theo cach gin gidng nhu peptit ¢6 trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:1. Vi dy,
peptit c6 thé dugc cai bién sao cho né it nhét 1a duy tri, néu khong cai thién, kha
ning tuong tic va gin két voi ranh gén két ctia phan tr MHC thich hop, nhu HLA-
A*02 hodc -DR, va theo cach sao cho né it nhit 1a duy tri, néu khéng cai thién, kha
ning gin két voi thu thé TCR cua céc té bao T hoat héa. Tuong tu, thu thé TCR cb
thé duogc cai bién sao cho né it nhat 1a duy tri, néu khong cai thién, kha ning tuong
tac va gan két véi phirc hop phan tt MHC/KIQEILTQV (SEQ ID NO:1) thich hop,
nhu HLA-A*02 hoic -DR, va theo cich sao cho né it nhat 14 duy tri, néu khéng cai
thién, kha ning hoat héa cac té bao T.

Sau d6, cac té bao T nay c6 thé phan tmg chéo véi té bao va tiéu diét té bao
bidu hién polypeptit chira trinh ti axit amin tr nhién cta peptit ciing ngudn gdc,
nhu KIQEILTQV (SEQ ID NO:1), nhu dugce xac dinh theo cac khia canh cua séng
ché. Nhu c6 thé thu duoc tir tai liéu khoa hoc va céc co s& dit liéu (Rammensee er
al., 1999), mot sb vi tri nhét dinh cta céc peptit gin két HLA thuong 13 gdc dang
neo tao ra trinh ty ctia nhan khép vai motif gén két cua thu thé HLA, dugc x4c dinh
bing dic tinh phan cuc, tinh chat dién vét ly, tinh ky nudc va ciu hinh khong gian
ctia cac chudi polypeptit tao thanh ranh gén két. Theo mét khia canh, dua vao phin
da boc 16 ciia sang ché, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& c6 kha
ning cai bién trinh tyr axit amin cia thu thé TCR, bing cach giit nguyén céc gbc
dang neo d3 biét, va s& c6 thé xac dinh xem céc bién thé TCR nay c6 duy tri kha
ning gin két voi cac phirc hop phan tir MHC nhém I hodc IVKIQEILTQV (SEQ
ID NO:1) hay khong. Cac bién thé cua thu thé TCR theo sang ché van duy tri kha
ning gin két v6i phic hop phan tir MHC nhém I hodc I/KIQEILTQV (SEQ ID
NO:1). Sau d6, cac bién thé cta thu thé TCR biéu hién té bao T theo sang ché c6

thé tiéu diét cc té bao biéu hién polypeptit chira trinh ty axit amin tu nhién cua
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peptit cting ngudn gbc, nhu KIQEILTQV (SEQ ID NO:1).

Theo moét khia canh, cac peptit hodc thu thé TCR duoc boc 16 & day co6 thé
duoc cai bién béng cach thay thé mot hodc nhiéu géc & cac vi tri khac nhau, c¢6 thé
chon loc, trong chudi peptit, néu khong dugc chi rd theo cach khac. Tt hon néu su
thay thé cac gbc nay nim & du ciia chudi axit amin ciia peptit nay. Dbi véi cac thu
th8 TCR, t6t hon néu c4c thay thé ndy ndm & mién bién dbi chudi alpha cuia thy thé
TCR va chudi beta cta thu thd TCR. Su thay thé nay c6 thé c6 tinh chit bao toan,
vi duy, khi mot axit amin dugc thay thé béng axit amin c6 cu tric va dic tinh trong
tu, nhu khi axit amin ky nuéc dugc thay thé bang axit amin ky nuéc khac. Tham
chi su thay thé axit amin c6 kich thuéc hodc tinh chét hoa hoc va kich thudc giéng
nhau hodc tuong ty s&€ dugc bao toan hon, nhu khi leuxin dugc thay thé béng
isoleuxin. Trong c4c nghién ciru v& su thay dbi trinh trr & ho céc protein déng dang
c6 trong tu nhién, sy thay thé axit amin nhit dinh thudng duoc dung nap hon so véi
cac loai khdc, va su thay thé nay thudng c6 twong quan véi tinh twong tu vé kich
thude, dién tich, tinh phén cyc, tinh ky nudc gifta axit amin géc va su thay thé cua
né va day 1a co s& cho viéc xéc dinh “su thay thé bao toan”.

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

Su thay thé it bao toan c6 thé lién quan dén sy thay thé cia mot axit amin
b?lng axit amin khéc c6 céc tinh chat tuong tu nhung c6 khac biét nhét dinh v& kich
thudce, nhu sy thay thé alanin bing gbc isoleuxin. Su thay thé khong bao toan &
murc cao c6 thé lién quan dén su thay thé axit amin c6 tinh axit bang axit amin phan
cuc, hodc thim chi bing axit amin c6 tinh bazo. Tuy nhién, su thay thé “gbc” nay
khong thé bi loai bo khi c6 thé khong hiéu qua do céc hi¢u qua héa hoc khéng hoan
toan du doan duogc va sy thay thé gbc ciing c6 thé 1am ting hidu qua may min
khong du doan duge tir cdc nguyén ly héa hoc don gian.

Theo mét khia canh, su thay thé nay c6 thé lién quan dén c4u trtic chir khong
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phai c4c axit amin-L thong thudng. Do d6, cc axit amin-D c6 thé dugc thay thé
cho céc axit amin-L thuong dugc tim thiy trong cc peptit ciia khang nguyén theo
sdng ché va ciing vAn dugc bao gdm trong ban mé ta sang ché nay. Ngoai ra, cic
axit amin khong chudn (nghia 13 khong phai cic axit amin tao thanh protein c6
trong tu nhién thong thuong) ciing ¢ thé dugc sit dung cho muc dich thay thé dé
tao ra chit sinh mién dich va polypeptit gdy mién dich theo sang ché.

Néu su thay thé & nhiéu hon mét vi tri dugc phét hién 12 tao ra peptit c6 hoat
tinh khéang nguyén 16n hon hodc gin nhu tuong duong nhu duge xac dinh duéi day,
thi t4 hop cta céc thay thé nay s& duoc thir nghiém dé x4c dinh xem su thay thé két
hop ¢6 tao ra tac dung bd sung hoic tac dung hiép déng d6i véi tinh khang nguyén
ctia peptit hay khong. Tdi da c6 khong qua 4 vi tri trong peptit sé dugc thay thé
dong thoi.

Céc thy thé té bao T (TCR)

Theo mét phuong an dugc uu tién, sang ché dé cap dén thu thé TCR bao
gbm chudi alpha cta thu thé TCR dugc thé hién trong Bang 1, va cac bién thé clia
n6; va chudi beta cua thu thé TCR dugc thé hién trong Bang 1, va cac bién thé cia
n6. Theo mot khia canh, thu thé TCR duoc mé ta & ddy cé kha ning gin két hoic
gin két ddc hiéu véi phan tir cia phirc hop tuong thich mé chinh (MHC) nhém-I
cta nguoi/KIQEILTQV (SEQ ID NO:1) hodc véi phtic hgp nhém IVKIQEILTQV
(SEQ ID NO:1).

Bang 1: thu thé TCR 1am dai dién theo séng ché

Nhan biét Mb ta Trinh tu
thu thé TCR

chudi alpha | MKTFAGFSFLFLWLQLDCMSRGEDVEQSLFL
SVREGDSSVINCTYTDSSSTYLYWYKQEPGA
chudi alpha GLQLLTYIFSNMDMKQDQRLTVLLNKKDKH
R10P1A7 LSLRIADTQTGDSAIYFCAESKETRLMFGDGT
QLVVKPNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFT
DFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDF

-20-



32313

KSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFP
SPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRI
LLLKVAGFNLLMTLRLWSS (SEQ ID NO:2)

doan mach L

MKTFAGFSFLFLWLQLDCMSR (SEQ ID NO:3)

chudi beta

R10P1A7

(TRAVS)

chubi V MKTFAGFSFLFLWLQLDCMSRGEDVEQSLFL

(TRAVS) SVREGDSSVINCTYTDSSSTYLYWYKQEPGA
GLQLLTYIFSNMDMKQDQRLTVLLNKKDKH
LSLRIADTQTGDSAIYFCAES (SEQ ID NO:4)

CDR1 DSSSTY (SEQ ID NO:5)

CDR2 IFS (SEQ ID NO:6)

CDR3 CAESKETRLMF (SEQ ID NO:7)

doan machJ | RLMFGDGTQLVVKP (SEQ ID NO:8)

(TRAJ31)

Ving on NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQT

dinh NVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAV

(TRAC) AWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFPSPESSCD
VKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVA
GFNLLMTLRLWSS (SEQ ID NO:9)

chubi beta MLLLLLLLGPGISLLLPGSLAGSGLGAVVSQH

PSWVICKSGTSVKIECRSLDFQATTMFWYRQF
PKQSLMLMATSNEGSKATYEQGVEKDKFLIN
HASLTLSTLTVTSAHPEDSSFYICSARAGGHE
QFFGPGTRLTVLEDLKNVFPPEVAVFEPSEAEI
SHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKE
VHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYCLSSRLRVS
ATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDR
AKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSESYQQGVLS
ATILYEILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRK
DSRG (SEQ ID NO:10)
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doan mach L

MLLLLLLLGPGISLLLPGSLAGSGL (SEQ ID

(TRBV20-1) | NO:11)

chudi V MLLLLLLLGPGISLLLPGSLAGSGLGAVVSQH

(TRBV20-1) | PSWVICKSGTSVKIECRSLDFQATTMFWYRQF
PKQSLMLMATSNEGSKATYEQGVEKDKFLIN
HASLTLSTLTVTSAHPEDSSFYICSAR (SEQ ID
NO:12)

CDR1 DFQATT (SEQ ID NO:13)

CDR2 SNEGSKA (SEQ ID NO:14)

CDR3 CSARAGGHEQFF (SEQ ID NO:15)

chudi J EQFFGPGTRLTVL (SEQ ID NO:16)

(TRBJ2-1)

ving 6n dinh | EDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCL

(TRBC2) ATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQP

LKEQPALNDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNH
FRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAE
AWGRADCGFTSESYQQGVLSATILYEILLGKA
TLYAVLVSALVLMAMVKRKDSRG (SEQ ID
NO:17)

MB&i chudi alpha va beta ctia thu thé TCR alpha/beta, va chudi gama va delta
cta thu thé TCR gama/delta, thuong dugc cho 1a c6 hai “mién”, cu thé 13 mién bién
d6i va mién 6n dinh. Mién bién d6i gbm su két chudi ciia ving bién dbi (V), va
ving ndi (J). Mién bién dbi ciing c6 thé bao gdm ving din dau (L). Céc chudi beta
va delta cling c6 thé bao gdbm ving da dang (D). Cac mién &n dinh alpha va beta
cling c6 thé bao gdm cac mién xuyén mang (TM) & dau tin cing C dé& neo céc
chudi alpha va beta v6i mang té bao.

Do d6, theo sang ché, thudt ngit "mién bién ddi alpha cua thy thé TCR" dé
chi su két chudi ctia ving thu thé TCR gama V (TRGV) ma khéng c6 ving din dau
(L), va ving thy thé TCR gama J (TRGY), va thuét ngit “mién on dinh alpha cta thu
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thé TCR” @8 chi ving TRAC ngoai bao, hoic trinh ty TRAC bi cit cut & du tan
cing C, va ty ¥, mién xuyén mang alpha (VIGFRILLLKVAGFNLLMTL (SEQ
ID NO:18)).

Tuong tu, thudt ngit "mién bién ddi beta cta thu thé& TCR" @ chi su két
chudi cua ving thu thé TCR beta V (TRBV) ma khong c6 ving din dau (L) va
viung thu thé TCR beta D/J (TRBD/TRBYJ), va thuat ngit « mién 8n dinh beta cta
thyu th8 TCR” @& chi ving TRBC ngoai bao, hoic trinh tr TRGC bj cit cut & dau
tan cing C, va tly ¥, mién xuyén mang beta (TILYEILLGKATLYAVLVSALVL
(SEQ ID NO:19)).

Lién quan dn thu thé TCR gama/delta, khi dugc str dung trong ban mé ta
nay, thut ngt "mién bién dbi gama ctia thu thé TCR" dé chi su két chudi ctia ving
thy thé TCR gama V (TRGV) ma khéng c6 ving din dau (L), va ving thu thé TCR
gama J (TRGJ), va thuat ngit mién 6n dinh gama cta thu thé TCR d chi ving
TRGC ngoai bao, hoac trinh ty TRGC bi cit cut & dau tan cung C. Tuong tu, thuat
ngit "mién bién dbi delta cua thu thé TCR" dé chi su két chudi cta ving thu thé
TCR delta V (TRDV) ma khéng c¢6 ving din ddu (L) va ving thu thé TCR delta
D/J (TRDD/TRDY), va thuét ngit “mién 6n dinh delta ctia thu thé TCR” dé chi ving
TRDC ngoai bao, hoac trinh ty TRDC bi cit cut & dau tan cung C.

Theo mdt phuong an, thu thé TCR theo sang ché chira hoic bao gém chudi
alpha ctia thu th8 TCR c¢6 mirc d6 gibng it nhat 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99%, t6t hon 1a c6 muc d6 gidng 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, hodc 99%, v&i chudi alpha clia thu thé TCR duoc thé hién trong
Béang 1. Céc chudi alpha ctia thu thé TCR duoc thé hién trong Bang 1 chita doan
mach din ddu (L); chui V; ba ving quyét dinh tinh b6 trg (CDR1, CDR2 va
CDR3); ving ndi (J) va ving 6n dinh, nhu duoc x4c dinh trong Bang 1.

Theo mét phuong an, thu thé TCR theo sang ché chira hoic bao gém mién
bién dbi alpha cua thu thé TCR c6 mic do gidng it nhat 75%, 80.%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99%, tét hon 1a 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, hodc 99%, v4i mién bién dbi alpha ctia thu thé TCR dugc thé hién trong
Bang 1.

Theo mét phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché chira hodc bao gdm, mién
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6n dinh alpha ctia thu thé TCR ¢6 muc do gibng it nhit 75%, 80%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%, tot hon 1a 75%, véi mién on
dinh alpha cua thu thé TCR dugc thé hién trong Bang 1.

Theo mot phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché chira hodc bao gdm, mién
bién ddi alpha ctia thu thé TCR chira it nhit mot ving quyét dinh tinh bd trg cta
chudi alpha (CDR) duoc chon tir nhém bao gém cac ving CDR1, CDR2 va CDR3
ctia chudi alpha dugc thé hién trong Bang 1. Theo mdt phuong 4n duoc uu tién,
mién bién ddi alpha cta thy thé TCR chita ving CDR3 ctia chudi alpha dugc thé
hién trong Bang 1. Theo phuong 4n dugc wu tién khac, mién bién ddi alpha cta thu
thé TCR chta cac ving CDR1, CDR2 va CDR3 ciia chudi alpha dugc thé hién
trong Bang 1.

Theo phuong an duoc dic biét vu tién, thu thé TCR theo sang ché chira hodic
bao gém, mién bién d6i alpha ctia thu thé TCR c6 muc d6 giéng vé trinh t it nhat
90% vGi mién bién ddi alpha cua thu thé TCR duoc thé hién trong Bang 1, va chia
cac ving CDR1, CDR2 va CDR3 cua chinh mién bién ddi alpha duoc thé hién
trong Bang 1.

Theo mdt phuong 4n, thy thé TCR theo sang ché chira hodc bao gdm, chudi
beta ctia thu thé TCR c6 mic d gidng it nhat 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99%, t6t hon 1a c6 muc d6 gibng 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, hodc 99%, véi chudi beta cua thu thé TCR dugc thé hién trong
Bang 1. Cac chudi beta ciia thu thé TCR duoc thé hién trong Bang 1 chira doan
mach din ddu (L); chudi V; ba ving quyét dinh tinh b6 trg (CDR1, CDR2 va
CDR3); ving néi (J) va ving 6n dinh, nhu duge x4c dinh trong Bang 1.

Theo mét phuong 4n, thu thé TCR theo séng ché chira hoic bao gém, mién
bién db6i beta ciia thu thé TCR c6 mirc d6 gibng it nht 75%, 80%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99%, t6t hon 1a c6 mic d6 gidng 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%, v6i mién bién ddi beta cia thy thé TCR dugc thé
hién trong Bang 1.

Theo mét phuoﬁg an, thu thé TCR theo sang ché chira hoic bao gém, mién
6n dinh beta ciia thu thé TCR c¢6 muc d6 gidng it nhit 75%, 80%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%, t6t hon 14 c6 muc d6 gibng 75%, vé6i
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mién 6n dinh beta ctia thu thé TCR dugc thé hién trong Bang 1.

Theo mét phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché chira hoic bao gdm, mién
bién dbi beta ctia thu thé TCR chira it nhit mét ving quyét dinh tinh b trg (CDR)
ctia chudi beta dugc chon tir nhém bao gSm cac ving CDR1, CDR2 va CDR3 cua
chudi beta dugc thé hién trong Bang 1. Theo mdt phuong an dugc uu tién, mién
bién ddi beta cta thu thé TCR chua vung CDR3 cuia chudi beta dugc thé hién trong
Béng 1. Theo phuong 4n duoc wu tién khic, mién bién dbi beta cta thu thé TCR
chira céc ving CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi beta dugc thé hién trong Bang 1.

Theo phuong &n dugc dic bi€t uu tién, thu thé TCR theo sang ché chtra hoic
bao gbém, mién bién ddi beta ciia thu thé TCR c¢6 mirc do gibng vé trinh t it nhat
90% hoic 95% v&i mién bién ddi beta ctia thu thé TCR duge thé hién trong Bang 1,
va chira cac ving CDRI, CDR2 va CDR3 ctia ciing mién bién ddi beta cua thu thé
TCR néu trong Béang 1.

Mién bién dbi cua chudi alpha c6 thé chira mét hogc nhiéu ving CDR cla
chudi alpha c6 mot, hai, ba hoic bbn sy thay thé axit amin so véi trinh tu clia ving
CDR twong tmg dugc thé hién trong Bang 1. Tuong tu, ving bién ddi ctia chudi
beta c6 thé chita mot hoic nhiéu viing CDR ctia chudi beta c6 mét, hai, ba hoic bdn
su thay thé axit amin so v6i trinh tu viing CDR ctia chudi beta trong tmg dugc thé
hién trong Bang 1.

Chudi alpha ctia thu th TCR va chudi beta ctia thu thé TCR c6 thé duge
dung hop dé tao thanh thu thé TCR chudi don. Theo cach khéc, cac chudi alpha va
beta cua thu thé TCR c6 thé duge biéu hién dudi dang céc protein riéng biét, cac
protein ndy c6 thé duoc ghép thanh di dime.

Theo mét phuong 4n, chudi alpha cta thu thé TCR bt ky néu trong Bang 1
dugc ghép cip voi chudi beta cia thu thé TCR khac bét ky dé tao ra thu thé TCR
gan két ddc hiéu véi phire hop peptit IGF2BP3-001-phan tir HLA. Theo phuong 4n
khac, chudi beta ctia thy thé TCR bt ky néu trong Bang 1 dugc ghép cip véi chudi
alpha cuda thy thé TCR khac bat ky dé tao ra thu thé TCR gén két dic hidu voi phirc
hop peptit IGF2BP3-001-phan tt HLA.
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Thu thé TCR R10P1A7

Theo mét phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché chira hoic bao gdm, chudi
alpha va/hoic chudi beta ctia thu thé TCR R10P1A7, 14n luot tuong Gng vai trinh
te SEQ ID NO:2 va SEQ ID NO:10.

Mién bién d6i alpha cua thu thé TCR R10P1A7 chira, hodc theo cach khéac
bao gém, céc axit amin 22 dén 130 cia trinh tw SEQ ID NO:2; mién 6n dinh alpha
ctia thu thé TCR R10P1A7 chira, hodc theo cach khac bao gém, cac axit amin tir
131 dn 271 cta trinh ty SEQ ID NO:2; mién bién dbi beta ctia thu thé TCR
R10P1A7 chira, hoic theo cach khic bao gdm, céc axit amin tir 26 dén 139 cta
trinh tu SEQ ID NO:10; va mién 4n dinh beta cta thu thé TCR chira, hodc theo
céch khic bao gdm, c4c axit amin tir 140 dén 318 ctia trinh ty SEQ ID NO:10.

Theo mét phuong 4n cu thé, thu thé TCR theo sang ché chira chudi alpha ctia
thu thé TCR c6 mirc d6 gidng it nhit 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, hoic 99%, t&t hon 14 c6 mic d6 gidng 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, hoic 99%, v6i chudi alpha cuta thu thé TCR cua trinh tu SEQ ID NO:2.

Theo phuong 4n khac, thu thé TCR theo sang ché chita mién bién dbi alpha
ctia thu thé TCR c¢6 mirc d6 gibng it nhit 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99%, tot hon 1a c6 muc d6 gidng 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, hodc 99%, v6i mién bién dbi alpha cia thu thé TCR cua trinh tw SEQ
ID NO:2.

Theo mét phuong an, thu thé TCR theo sang ché chira mién 8n dinh alpha
ctia thu thé TCR c¢6 muic d6 gibéng it nhét 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%, tot hon 1a c6 muc d6 gibng 75%, véi mién én
dinh alpha cua thu thé TCR cuia trinh tr SEQ ID NO:2.

Theo mét phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché chira mién bién dbi alpha
cta thu thé TCR chira it nhit mot vung quyét dinh tinh b tro cua chudi alpha
(CDR) duoc chon tir nhém bao gdm cac ving CDR1, CDR2 va CDR3 cia chudi
alpha ctia trinh tw SEQ ID NO:2. Theo mét phwong 4n duoc vu tién, mién bién dbi
alpha ciia thu thé TCR chira ving CDR3 ctia chudi alpha cta trinh ty SEQ ID
NO:2. Theo phuong 4n dugc wu tién khac, mién bién d6i alpha cua thu thé TCR
chira cac viing CDR1, CDR2 va CDR3 ciia chudi alpha ctia trinh te SEQ ID NO:2.

-26-



32313

Theo phuong &n dugc dic bi€t vu tién, thu thé TCR theo sang ché chira mién
bién dbi alpha cua thu thé TCR c6 muc do giéng v& trinh tu it nhit 90% v&i mién
bién dbi alpha cua thu thé TCR cua trinh ty SEQ ID NO:2, va chira cdc ving
CDR1, CDR2 va CDR3 cua trinh ty SEQ ID NO:2.

Theo phuong 4n cu thé khac, thu thé TCR theo sang ché chira chudi beta ctia
thu thé TCR c6 muc do gibng it nhat 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, hodc 99%, tt hon 1a c6 mirc d6 gidng 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, hoic 99%, v&i chudi beta cua thu thé TCR cua trinh tue SEQ ID NO:10.

Theo mét phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché chita mién bién dbi beta
ctia thu thé TCR c6 mirc d6 gibng it nhit 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99%, t&t hon 1a c6 mic do gibng 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, hodc 99%, v6i mién bién ddi beta cua thu thé TCR ciia trinh tw SEQ ID
NO:10.

Theo mét phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché chira mién én dinh beta ctia
thu thé TCR c¢6 murc d6 gidng it nhit 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, hodc 99%, t6t hon 14 c6 mirc do gidng 75%, véi mién 6n dinh beta
ctia thu thé TCR cua trinh tu SEQ ID NO:10.

Theo mét phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché chira mién bién ddi beta
ctia thu thé TCR chira it nhit mét ving quyét dinh tinh b trg (CDR) ctia chudi beta
duoc chon tir nhém bao gém cac ving CDR1, CDR2 va CDR3 ciia chudi beta ctia
trinh tg SEQ ID NO:10. Theo mdt phuong 4n dugc uu tién, mién bién dbi beta cia
thu thé TCR chira ving CDR3 ctia chudi beta cta trinh ty SEQ ID NO:10. Theo
phuong 4n dwgc wu tién khac, mién bién dbi beta ciia thu thé TCR chira céc ving
CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi beta cta trinh tr SEQ ID NO:10.

Theo phuong é4n dugc dic bi€t vu tién, thu thé TCR theo sang ché chira mién
bién dbi beta cia thu thé TCR c¢6 muc dd giéng vé trinh tu it nhit 90% v&i mién
bién dbi beta ctia thy thé TCR ctia SEQ ID NO:10, v chtra cac ving CDR1, CDR2
va CDR3 cta trinh tg SEQ ID NO:10.

Mién bién d6i cta chudi alpha c¢6 thé chita mét hodc nhidu ving CDR ctia
chudi alpha c6 mét, hai, ba hoic bdn su thay thé axit amin so v&i trinh tu cua ving

CDR tuong tmg ctia trinh ty SEQ ID NO:2. Tuong tr, mién bién dbi ctia chudi beta
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c6 thé chtra mdt hodc nhidu ving CDR ctia chudi beta ¢6 mdt, hai, ba hodc bbn su
thay thé axit amin so v&i trinh ty ving CDR cua chudi beta twong g cua trinh tu
SEQ ID NO:10.

Theo m{t phuong an duge uu tién khac, thu thé TCR theo sang ché gén Kkét
ddc hiéu véi phirc hop peptit IGF2BP3-phan tir HLA, trong d6 peptit IGF2BP3 nay
duoc chon tir KIQEILTQV (SEQ ID NO:1) va céc bién thé ctia né. Theo mot
phuong 4n, phan tt HLA 13 phin tit MHC nhém I dugc chon tir nhém bao gdm cac
phan trt HLA-A, HLA-B, va HLA-C. Theo mét phuong 4n phén tor HLA 1a HLA-
A*02. Theo phuong 4n khac, phén tir HLA 1a phan t¢ MHC nhém II duoc chon tir
nhém bao gdm HLA-DP, HLA-DQ, va HLA-DR.

Tét hon néu céc thu thé TCR theo sang ché gin két voi phic hop peptit
IGF2BP3-phan tir HLA v6i 4i luc gan két (Kp) khoang 100pM hodc nhd hon,
khoang 50pM hodc nho6 hon, khoang 25uM hodc nho hon, hodc khoang 10uM hodc
nho hon. Puge wu tién hon 14 cac thu thé TCR 4i luc cao ¢6 4i luc gén két khoang
1uM hodc nho hon, khoang 100nM hodc nho hon, khoang 50nM hodc nhé hon,
khoang 25nM ho#c nhd hon. Vi du khéng lam gi6i han vé khoang 4i luc gin két
duoc uu tién cua céc thu thé TCR theo sang ché bao gbm 4i luc gan két ndm trong
khoéng tir khoang 1nM dén khoang 10nM; tir khoang 10nM dén khoang 20nM; tir
khoang 20nM dén khoang 30nM; tir khoang 30nM dn khoang 40nM; tir khodng
40nM dén khoéng 50nM; tir khoang 50nM dén khoang 60nM; tir khoang 60nM dén
khoang 70nM; tir khoang 70nM dén khoang 80nM; tir khoang 80nM dén khoang
90nM; va tir khoang 90nM dén khoang 100nM.

Khi dugc sir dung trong ban mé ta nay lién quan dén cac thu thé TCR theo
sang ché, thuat ngit “sur gén két dic hiéu” va céac bién thé ngit phép cta ching dugc
st dung dé chi thu thé TCR c6 4 luc gén két (Kp) dbi véi phirc hop peptit
IGF2BP3-phan tir HLA bang 100pM hogc nhé hon.

Céac thu thd TCR di dime alpha/beta theo sang ché c6 thé co lién két disulfua
duoc dua vao gifta cac mién 6n dinh ciia ching. Cac thu thé TCR duoc uu tién
thudc loai nay bao gém céc thu thé ¢6 trinh ty mién 6n dinh TRAC va trinh tu mién
én dinh TRBC1 hodc TRBC2, ngoai trir viéc cac gbc Thr 48 ctia TRAC va Ser 57
ctia TRBC1 hoic TRBC2 duoc thay thé bang céc gbc xystein, cac gbc xystein nay
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tao thanh lién két disulfua gifra trinh tr mién én dinh TRAC va trinh tu mién én
dinh TRBC1 hogc TRBC?2 ctia thy thé TCR.

B4t ké c6 hodc khong c6 lién két gitta cac chudi duoc dua vao néu trén, cic
thu thé TCR di dime alpha/beta theo sing ché c6 thé c6 trinh tu mién dn dinh
TRAC va trinh ty mién 6n dinh TRBC1 hogc TRBC2, va trinh ty mién 6n dinh
TRAC va trinh tu mién 6n dinh TRBC1 hogc TRBC2 ctia thu thé TCR c6 thé dugc
lién két bang lién két disulfua ty nhién gitta géc Cys4 ciia exon 2 ciia TRAC va gbe
Cys2 cua exon 2 cuia TRBC1 hoidc TRBC2.

Céc thu thé TCR theo sang ché c6 thé chira nguyén tir danh diu c6 thé phat
hién duoc chon tir nhém bao gdém chit ddng vi phong xa, nhém huynh quang va
biotin. C4c thu thé TCR theo séng ché c6 thé dugc lién hop véi chat c6 hoat tinh
diéu tri, nhu chit ddng vi phdng xa, chit héa tri liéu, hoic doc t6.

Theo mét phuong 4n, thu thé TCR theo sang ché ¢ it nhit mot dot bién
trong chudi alpha vd/hoic c6 it nhit mot dot bién trong chudi beta duoc cai bién
glycosyl héa so véi thu thé TCR khong duoc dot bién.

Theo mét phuong an, thu thé TCR chita it nhat mot dot bién trong chudi
alpha ctia thu thé TCR va/hodc chubi beta ciia thu th TCR ¢6 4i luc gén két voi,
va/hodc chu ky ban huy gin két véi, phirc hop peptit IGF2BP3-phan tir HLA, it
nhét 12 gip d6i so v6i clia thu thé TCR chira chudi alpha cta thu thé TCR khong
dugc dot bién va/hoic chudi beta cia thu thé TCR khéng duoc dot bién. Viéc lam
tdng 4i luc cta céc thu thé TCR dic hidu khdi u, va su khai thic né, dua vao su tdn
tai ciia khung 4i lyc cta thu thé TCR t8i vu. Su tdn tai cta khung nay dua trén viéc
quan st duoc ring céc thu thé TCR dic hidu véi tac nhan giy bénh gi6i han béi
HLA-A2 c6 gia tri KD thudng thdp hon khoang 10 1in so véi cac thu thé TCR dic
hidu véi khang nguyén ban than lién quan dén khéi u dugc gioi han béi HLA-A2
(Aleksicet al. 2012; Kunertet al. 2013). Hién nay, da biét rz‘?mg mdc du cac khang
nguyén khéi u c6 kha ning gy mién dich, do c4c khdi u sinh ra céc t& bao cia
chinh dbi twong chi dot bién mét hodic nhidu protein biang cach xir Iy dich ma bién
ddi s& dugc hé midn dich coi 13 khang nguyén ngoai lai. Cac khang nguyén duoc
diéu hoa ting hodc duoc biéu hién qua muc (con dugc goi 14 khang nguyén ban

than) s& khong nhat thiét gdy ra dap tmg mién dich chirc ning khang u: cic té bao T
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biéu hién thu thé TCR c6 kha ning phan tng & mirc cao voi cic khang nguyén niy
s& khong dugc chon trong tuyén trc trong qua trinh duoc goi 14 dung nap trung tim
(Xing et al. 2012; Ruellaet al. 2014; Sharpe et al. 2015), nghia 13 chi con lai cac té
bao T véi thu thé TCR c6 ai luc thip ddi v6i khang nguyén ban than. Do d6, 4i luc
ctia cac thu thé TCR hoic bién thé cua séng ché véi IGF2BP3 c6 thé duoc tang 1én
bang cac phuong phép da biét 13 trong linh vuc nay.

“Dugc phim” 13 ché phadm thich hop dé st dung cho nguoi trong linh vuc y
té. T6t hon néu dugc phdm nay vé6 khudn va dugc bao ché theo huéng din thuc
hanh san xuit t5t (Good Manufacturing Pratice: GMP).

Céc duoc phdm theo sang ché con chira it nhit mot t& bao chi biéu hién thu
thé TCR theo sang ché, trong chit mang duoc dung.

Céc dugc pham theo sang ché ciling c6 thé chira cac ta duoc va/hoic chit 6n
dinh duoc dung.

Duogc phidm nay d& str dung ngoai dudng tidu hoa, nhu sit dung dudi da, sir
dung trong da, str dung trong co hoic sir dung qua dudng miéng. Nhim muc dich
ndy, cAc peptit va tily y cac phan tir khac duoc hoa tan hodc tao hdn dich trong chét
mang dugc dung, tot hon néu 14 chit mang trong nuéc. Ngoai ra, duge phdm c6 thé
chira cac t4 duoc, nhu chit dém, chat gén két, chat gy nd, chit pha lodng, chét tao
huong vi, chdt 1dm tron, v.v.. Danh sich nhiéu loai t4 dugc c6 thé duge s dung
trong duogc phém nay c6 thé duoc tim théy trong tai li€u, vi du, A. Kibbe,
Handbook of Pharmaceutical Excipients (Kibbe, 2000). Duoc phim nay c6 thé
dugc st dung dé ngan ngua, phong va/hodc diéu tri c4c bénh u tuyén hodc bénh
ung thu. Cac dang duoc phém 1am vi du c6 thé duoc tim théy trong, vi du, Béng
doc quyén sang ché chau Au sb EP2112253, tai liéu ndy duoc dua vao diy dé tham
khao toan bd ndi dung cuia no.

Theo khia canh khic, sdng ché d& xuét cic axit nucleic (vi du, cac
polynucleotit) ma héa peptit hodc cac bién thé ciia peptit, cac thu thé TCR va bién
thé ciia thu thé TCR ctia sang ché. Polynucleotit nay c6 thé 13, vi du, ADN, ADN
bd trg, APN, ARN hoic hdn hop cta chung, & dang soi don va/hodc sgi kép, hoac
dang nguyén thé hoic dang 6n dinh cuoa céc polynucleotit, vi du nhu céc

polynucleotit ¢6 khung chinh phosphorothioat va né c¢é thé chira hoic khong chira
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intron, mién 13 n6 ma hoa peptit. TAt nhién 13 chi cac peptit chira cac gbc axit amin
c6 trong tu nhién dugc lién két bing céc lién két peptit c6 trong tu nhién 13 c6 thé
mi héa bing polynucleotit. Theo khia canh khac nita, sang ché dé cap dén vecto
biéu hién c6 kha ning biéu hién polypeptit theo sang ché.

Nhiéu phuong phép khac nhau di dwoc phat trién & lién két céc
polynucleotit, dic biét 1a ADN, véi cac vecto, vi du, béng cac dau két dinh bd tro.
Ching han, cic ving polyme dong nhét bb trg c6 thé dugc bd sung thém vao doan
ADN céan dugce chén vao ADN cia vecto. Sau do, vecto va doan ADN duge ndi
bang su lién két hydro giita cac dudi polyme ddng nhit bd trg dé tao ra cac phan tir
ADN tai té hop.

Céc nhém lién két tong hop chira mét hodc nhiéu vi tri gidi han tao ra
phuong phap thay thé d& nbi doan ADN véi cac vecto. Cac nhém lién két tdng hop
chira nhiéu vi tri endonucleaza giéi han dugc ban trén thi trudng tir nhiéu nguén
bao gdm ca tir cong ty International Biotechnologies Inc. New Haven, CN, My.

Phuong phap cai bién mong mudn dbi véi ADN ma héa polypeptit theo sang
ché st dung phan tmg chudi polymeraza nhur dugc boc 16 trong tai liéu cia Saiki
RK va céc ddng tac gia (Saiki ez al., 1988). Phuong phap nay c6 thé duoc st dung
dé dua ADN vao vecto thich hop, vi du, bing k¥ thuat xir Iy vi trf gidi han thich
hop, hodc phuong phép nay c6 thé duoc str dung dé cai bién ADN theo cach hiru
ich khac nhu da biét trong linh vuc ndy. Néu cac vecto cta virut dugc sir dung,
vecto poxvirut hodc vecto adenovirut duge wu tién.

Theo mot khia canh, dé thu duoc t bao T biéu hién thu thé TCR theo séng
ché, axit nucleic ma héa chudi alpha-TCR va/hoic chudi beta-TCR theo sang ché
dugc tach dong vao céc vecto biéu hién, nhu gama retrovirut hodc lentivirut. Céac
virut tai to hop duogc tao ra va sau dé dugc thir nghiém v& mit chirc nang, nhu do
dic hiéu khang nguyén va ai luc chiic ning. Sau d6, phan phan uéc ciia san phim
cudi dugc sir dung dé tai nap quén thé t& bao T dich (thuong dugc tinh ché tir cac té
bao PBMC ctia bénh nhan), quin thé ndy dugc md rong trude khi tiém truyén vao
bénh nhan.

Theo khia canh khac, dé thu dugc cac t& bao T biéu hién thu thé TCR theo
sang ché, ARN ctia thu thé TCR duoc phan tich bing cac k¥ thuat da biét trong linh
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vuc nay, vi du, cac hé phién ma in vitro. Sau d6, ARN cua thu thé TCR tdng hop
duoc in vitro ndy duge dua vao cac té bao T CD8+ so cip duoc lay tir nguoi cho
khée manh bing cich giy xung dién dé biéu hién lai chudi alpha-TCR va/hoic
chudi beta-TCR déc hiéu khdi u.

Céc chudi ctia thu thé TCR duoc dua vao té bao T ngoai vi cé thé canh tranh
v6i cac chudi TCR ndi sinh dé két hop véi phitc hop CD3, 14 thanh phan cin thiét
dé bidu hién bé mit cla thu thé TCR. Do sy biéu hién bé mit cta thu thé TCR &
muc cao 1 can thiét dé tao do nhay thich hop dé 1am cho céac té bao biéu hién
khang nguyén khéi u dich (Cooper et al., 2000; Labrecqueet al., 2001), cic phuong
phap 1am ting mic d6 biéu hién gen cia chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR la
diéu quan trong can phai tinh dén trong liéu phap gen TCR.

Pé lam gia tang muc 4o biéu hién, axit nucleic ma hoa céc thu thé TCR theo
sang ché c6 thé duoc lién két khi hoat déng véi cac gen khoi d4u manh, nhu doan
lap & dau tan cung dai (long terminal repeat: LTR) cua retrovirut, virut cu bao
(cytomegalovirus: CMV), virut té bao gbc cua chudt (murine stem cell virus:
MSCYV) U3, phosphoglyxerat kinaza (phosphoglycerate kinase: PGK), B-actin,
ubiquitin, va gen khoi déu phic hop virut ctia khi 40 (simian virus 40:
40SV40)/CD43 (Cooper et al., 2004; Jones et al., 2009), yéu td kéo dai (elongation
factor: EF)-1a (Tsuji et al., 2005) va gen khéi du tao 6 bénh & lach (spleen focus-
forming virus: SFFV) (Joseph et al., 2008). Theo mdt phuong éan dugc uvu tién, gen
khéi dau nay khéc loai véi axit nucleic dugc biéu hién.

Ngoai cac gen khai d4u manh, cat xet biéu hién thu thé TCR theo séng ché
c¢6 thé chira céc thanh phan b sung dé c6 thé lam gia ting mic d6 biéu hién
chuyén gen, bao gém ca dudng da purin trung tim (central polypurine tract: cPPT),
d& kich thich su chuyén dich nhan ciia cdu tric ciia lentivirut (Follenziet al., 2000),
va yéu t6 diéu hoa sau phién mi ciia virut viém gan & chudt chiii (woodchuck
hepatitis virus posttranscriptional regulatory element: wPRE), yéu t6 nay lam ting
muc dd biéu hién chuyén gen béng cach lam ting tinh 6n dinh cua ARN
(Zuftereyet al., 1999).

Céc chubi alpha va beta cta thu thé TCR theo sang ché ¢6 thé duge ma hoa

bang cac axit nucleic nam trén cac vecto riéng bi€t, hoac c6 thé dugc méa hoa bang
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polynucleotit nim trén chinh vecto nay.

CAn dat duoc sy biéu hién trén bé mit ciia thu thé& TCR & muc cao dé cho ca
chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR ctia thu thé TCR dua vao dugc phién mi &
mirc cao. Nhdm muc dich nay, chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR theo séng ché
c6 thé duoc tich dong vao cdu tric bi-xistronic trong mot vecto, vecto nay da duge
chimg minh 13 ¢6 kha ning khic phuc dugc yéu cau néu trén. Viéc st dung diém
vao trong ribosom (intraribosomal entry site: IRES) cta virut ¢ gitta chudi alpha-
TCR va chudi beta-TCR tao ra sy biéu hién két hop ciia ca hai chudi nay, do chudi
alpha-TCR va chudi beta-TCR duoc tao ra tir mot san phém phién ma bi pha v&
thanh hai protein trong khi dich mé, diéu nay dam bao viéc tao ra ty 1& mol tuong
duong cta chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR (Schmitt ez al. 2009).

Axit nucleic ma hoa céc thu thé TCR theo sang ché ¢6 thé 1a codon duoc t6i
wu héa dé lam ting mirc do bidu hién tir t& bao chi. Su lap lai trong mi di truyén
cho phép mét s6 axit amin dugc mi héa bang nhiéu hon mét codon, nhung mét sb
codon “it tdi wu” hon c4c codon khic do d6 kha dung twong d6i phit hop clia cac
ARN van chuyén (tRNA) ciing nhu cac yéu t6 khac (Gustafssonet al., 2004). Viéc
cai bién cac trinh trr gen ctia TCR-alpha va TCR-beta sao cho mdi axit amin dugc
ma hoéa bing codon t81 wu d6i vé6i sy bidu hién gen ciia dong vat c6 vi, cling nhu
loai bd motif khong 8n dinh ciia ARN théng tin hodc céc vi tri ghép 4n, dd dugc
chimg minh 14 1am ting d4ng k& mirc d6 biéu hién gen ctia TCR-alpha va TCR-beta
(Scholtenet al., 2006).

Ngoai ra, su bét cap sai gifta chudi TCR dugc dua vao va chudi TCR noi
sinh ¢6 thé lam cho tinh dic hiéu thu dugc c6 nguy co déng ké vé tinh tu mién dich.
Vi du, su tao ra cac dime TCR hdn hop ¢6 thé 1am giam s6 lugng phéan tir CD3 c6
thé tao ra phitc hop TCR dugc bt cip thich hop, va do d6 ¢6 thé 1am gidm déng ké
4i luc chirc ning cta cac té bao hiéu hién thu thé TCR dugc dua vao (Kuballer al.,
2007).

P& lam giam murc d6 bit cip sai, mién & d4u tan cting C cta cic chudi TCR
theo sang ché duoc dua vao c6 thé dugc cai bién dé kich thich 4i lyc gitra cac
chudi, trong khi 1am gidm kha ning bét cip v6i TCR noi sinh clia cac chudi dugc

dua vao. Céc phuong phap niy c6 thé bao gdm budc thay thé cic mién & dau tan
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cing C cta chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR ctia ngudi bang cac mién twong
{mg ctia chudt ciia ching (ving & dAu tan cing C duge 1am cho gibng véi cAu tric
ctia chudt); tao ra lién két disulfua thir hai gifta c4c chudi trong mién & dAu tan ciing
C bing cach dua gbc xystein thi hai vao ca chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR
ctia thu thé TCR duogc dua vao (su cai bién xystein); trao dbi cac gbc twong tac
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 céc mién bién doi cua
chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR truc tiép v6i CD3( (thé dung hop CD3()
(Schmitt et al. 2009).

Tiép @6, ADN (hoic trong trudng hop vecto retrovirut, ARN) c6 thé duoc
bidu hién trong vét chi thich hop dé tao ra polypeptit chira peptit hodc bién thé cia
sang ché. Do d6, ADN ma héa peptit hoic bién thé ciia sang ché c6 thé dugc sir
dung theo céc k¥ thuit da biét, dugc cai bién thich hop theo phan boc 16 dwgce néu &
day, dé tao cdu tric cho vecto biéu hién, ma sau d6 vecto ndy dugc ding dé bién
nap t& bao chii thich hop @ biéu hién va tao ra polypeptit theo sang ché. Cac k§
thuat nay bao gdm céc k¥ thuat duoc boc 19, vi du, trong cic Béng doc quyén sang
ché My 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, cac tai liéu nay dugc dua vao day
dé tham khao.

ADN (hodc trong truong hgp vecto retrovirut, ARN) ma hoéa polypeptit tao
thanh hop chét theo sang ché c6 thé duoc nbi véi nhiéu loai trinh ty ADN khac dé
dua vao vat chu thich hgp. ADN kém s€ phu thudc vao tinh chét cua vat chu, cach
dwa ADN vao vat chi ndy, va sy duy tri hodc hop nhit episom c6 dugc mong muén
hay khong.

Noi chung, ADN dugc chén vao vecto biéu hién, nhu plasmit, theo su dinh
huéng thich hop va khung doc chinh x4c d& biéu hién. Néu cn, ADN c6 thé duoc
lién két v6i céc trinh ty nucleotit d6i chimg didu hoa phién ma va dich ma thich hop
dugc nhan biét bai vat chu mong mudn, mic du cac dbi ching nay thuong c6 mét
trong vecto biéu hién. Sau d6, vecto dugc dua vao vat chit béng cac k¥ thuat chuén.
N6i chung, khong phai tit ca cac vat chii s& dugc bién nap boi vecto. Do d6, sé can

chon loc cac té bao cha dugc bién nap. Mét k¥ thuat chon loc bao gdm budc dua
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trinh tu ADN vao vecto biéu hién, véi cac thanh phan d6i chimg can thiét bat ky, dé
ma hoa tinh trang cé thé chon loc & t& bao duge bién nap, nhu su khang thube
khéng sinh.

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

Sau d6, cac té bao chu dd duoc bién nap véi ADN tai t6 hop theo sang ché
duoc nudi ciy trong khoang thoi gian di va trong cac didu kién thich hgp ma nguoi
c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay di biét khi xem phan mé ta dugc boc 16 &
day d& cho phép su biéu hién ctia polypeptit ma c6 thé dugc thu hdi sau dé.

Nhiéu hé biéu hién 13 d3 biét, bao gbém vi khudn (vi du, E. coli va Bacillus
subtilis), ndm men (vi du, Saccharomyces cerevisiae), ndm dang soi (vi du,
Aspergillus spec.), t& bao thuc vat, té bao dong vat va té bao cén tring. Tét hon néu
hé nay c6 thé 13 cac té bao cia dong vét c6 vi nhu t& bao budng trimg chudt dong
Trung Quéc (Chinese hamster ovary: CHO), ¢6 thé mua duoc tir Bao ting ATCC
Cell Biology Collection.

Theo mdt phuong 4n, té bao cha duoc thiét ké dé biéu hién thu thé TCR theo
sang ché. Theo cac phuong an dugc uu tién, t€ bao chu 1a t& bao T hoic tién than
ctia t& bao T cua ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, té bao T hodc tién than cia té bao
T thu dugc tir bénh nhan ung thu. Theo cac phuong an khac, té bao T hodc tién than
ctia t& bao T thu duoc tir ngudi cho khoe manh. Té bao chii theo sang ché c6 thé 1a
té bao khac alen cung loai hoac t& bao tu than dbi v6i bénh nhan cin diéu tri. Theo
mot phuong 4n, vat chi 14 t& bao T gama/delta dugc bién nap dé biéu hién thu thé
TCR alpha/beta.

Vecto plasmit cta té bao dong vat cé va dién hinh d& biéu hién ciu tric chira
gen khéi ddu CMV hoidc SV40 c¢6 dudi poly A thich hop va gen dénh du su khang
thubc, nhu neomycin. Mot vi du 1a pSVL c6 thé mua dugc tir cdng ty Pharmacia,
Piscataway, NJ, M¥. Mot vi du v& vecto biéu hién cta ddng vat c6 vu chiu cam Gng
12 pMSG, ciing c6 thé mua duoc tir Pharmacia. Cac vecto plasmit ctia nAm men hiru
ich 12 pRS403-406 va pRS413-416 va thudong c¢6 thé mua duoc tr cong ty
Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, My. Cac plasmit pRS403,
pRS404, pRS405 va pRS406 14 plasmit hop nhét ctia nAm men (Yeast Integrating
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plasmid: YIp) va két hop vao céc gen danh déu c6 thé chon loc ctia nAm men HIS3,
TRP1, LEU2 va URA3. Céc plasmit pRS413-416 1a plasmit doan trung tdm cua
nidm men (Yeast Centromere plasmid: Ycp). Cac vecto trén co s& gen khéi dau
CMV (vi du, san phim ctia Sigma-Aldrich) tao ra su biéu hién én dinh hodc chuyén
tiép, su biéu hién hoic su tiét trong bao chét, va su huéng dich & du tan cung N
hoidc du tin cing C & cac hdn hop khac nhau ctia FLAG, 3xFLAG, c-myc hoic
MAT. Céc protein dung hop nay cho phép phat hién, tinh ché va phén tich protein
tai t6 hop. Céc san phdm dung hop hudng dich kép tao ra tinh linh hoat khi phat
hién.

Ving diéu hoa gen khoi ddu cta virut cu bao & nguodi (human
cytomegalovirus: CMV) c6 hoat tinh manh diéu chinh mic d6 biéu hién cua
protein co dinh cao téi 1 mg/l & céc té bao COS. Pbi véi cac dong té bao cb hoat
tinh kém hon, muc protein thudong 13 ~0,1 mg/l. Su ¢é mit ciia ngudn gdc sao chép
SV40 s& 1am cho murc d6 sao chép ADN cao & cac t& bao COS cho phép sao chép
SV40. Vi du, cic vecto CMV c6 thé chira ngudn gbc dé sao chép pMB1 (din xuét
ctia pBR322) & cic té bao vi khudn, gen b-lactamaza dé chon su khang ampixilin &
vi khudn, polyA ctia hGH, va ngudn gbc f1. Cac vecto chira trinh ty din dau pre-
pro-trypsin (PPT) c6 thé dinh hudng su tiét ra ctia protein dung hop FLAG vao mdi
truong nudi cdy dé tinh ché bang cach st dung khang thé ANTI-FLAG, nhya va
ban kinh. Cac vecto va hé biéu hién khéc 13 da dugc biét rd trong linh vuc nay dé
st dung véi nhiéu loai t& bao chii khac nhau.

Theo phwong 4n khéc, hai hodc nhiéu peptit hodc cac bién thé ctia peptit theo
séng ché duge ma hoa va do d6 dugc biéu hién theo thr tu 14n luot (tuong tg voi
cAu tric “chudi hat”). Theo cach niy, peptit hodc cic bién thé ciia peptit c6 thé
dugc lién két hodc duoc dung hop v6i nhau bang céc doan axit amin ciia nhém lién
két, vi du nhu LLLLLL, hoic c6 thé dugc lién két ma khéng c6 (cac) peptit bd sung
bét ky gifta chung. Céc cdu tric nay ciing c6 thé dugc sir dung cho liéu phap didu
tri ung thu, va c6 thé gay dép tmg mién dich lién quan dén ca MHC I va MHC II.

Séng ché con dé cip dén t& bao chi duogc bién nap véi cdu tric cla vecto
polynucleotit theo sang ché. Té bao chii nay c6 thé 1a té bao khong nhén hoic té

bao c¢é nhan di€n hinh. Céc té bao vi khuan cé thé 1a t€ bao chu khéng nhén dugce
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uu tién trong mot s trudng hop va thuong 1a ching E. coli, vi du nhu ching E. coli
DH5 ¢6 thé mua dugc tir Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, M¥,
va ching RR1 ¢6 thé mua duoc tir Bao tang giéng chudn vi sinh vat M§ (American
Type Culture Collection: ATCC) ctia Rockville, MD, My (s6 ATCC 31343). Cac té
bao chi ¢6 nhan dién hinh duoc wu tién bao gém té bao nim men, t& bao con tring
va té bao dong vat c6 vi, t6t hon néu 1a cac té bao cua dong vét c6 xuong séng nhur
céc t& bao tir chudt nhét, chudt, khi hodic ngudi va cac dong té€ bao nguyén bio soi
va té bao rudt két. Cac té bao chu cua ndm men bao gém YPH499, YPH500 va
YPHS501, thuong duge mua tir cong ty Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA
92037, M§. Cac té bao cha ciia dong vat c6 vii duoe uu tién bao gdm té bao budng
trimg chuét ddng Trung Qubc (CHO) c6 thé mua duoc tir Bao tang ATCC dudi
dang CCL61, t& bao phoi chuét NIH Swiss NIH/3T3 ¢6 thé mua duge tir Bao tang
ATCC duéi dang CRL 1658, céc t& bao COS-1 c6 ngudn gbc tir than khi c6 thé
mua duoc tir Bao tang ATCC duéi dang CRL 1650 va cac té bao 293 1a té bao phoi
than cua nguoi. Cac t€ bao con trung dugc uu tién 1a t€ bao SfY ma c6 thé duge
chuyén nhidm véi vecto biéu hién baculovirut. Téng quan vé sy lya chon cac té bao
chu thich hop @& biéu hién c6 thé dugc tim thy trong céc tai lidu, vi du, tai liéu ctia
Paulina Balbas va Argelial.orence “Methods in Molecular Biology Recombinant
Expression, Reviews and Protocolg,” Part One, Second Edition, ISBN 978-1-
58829-262-9, va tai lidu khac ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay
da biét.

Su bién nap cua cac té bao chu thich hop véi cdu tric ADN ciia sang ché
duoc thuc hién bing cic phuong phdp di dwoc biét rd, cac phuong phép nay
thudong phu thudc vao loai vecto dugc sir dung. Lién quan dén su bién nap cua cac
té bao cha khong nhén, vi du, xem tai liéu ctia Cohen va céc dong tac gia (Cohen et
al., 1972) va (Green and Sambrook, 2012). Su bién nap ctia cic t& bao nim men
dugc md ta trong tai liéu cia Sherman va cic ddng tac gia(Sherman et al., 1986).
Phuong phép ctia Beggs (Beggs, 1978) ciing hitu ich. Lién quan dén cac té bao cia
dong vat c6 xuong sdng, cac chat phan tg hitu ich trong viéc chuyén nhiém cac té
bao nay, vi du, san phdm canxi phosphat va DEAE-dextran hoic liposom, c6 thé

mua dugc tir cong ty Stratagene Cloning Systems, hodc Life Technologies Inc.,
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Gaithersburg, MD 20877, M. Phuong phap gdy xung dién cling hitu ich dé bién
nap va/hodc chuyén nhiém cac té bao va da dugc biét rd trong linh vuc nay dé bién
nap té bao nAm men, c4c t& bao vi khudn, & bao con tring va té bao cta dong vat
¢6 xuong sdng.

Té bao dugc bién nap thanh cong nghia 13 t& bao chua chu tric ADN theo
sang ché, c6 thé duge xac dinh b?lng cac k¥ thuat da biét r3 nhue PCR. Theo cach
khac, su ¢6 mit cta protein trong dich ndi bé mit c6 thé duogc phat hién béng cach
sir dung khang thé.

Cin hidu ring mot sb t& bao chii theo sang ché 14 hitu ich d8 tao ra cac peptit
theo sang ché, vi du, cac té bao vi khuin, ndm men va con trung. Tuy nhién, céc té
bao chil khac c6 thé hitu ich trong mot sé phuong phap diéu tri. Vi dy, cic t€ bao
trinh dién khéng nguyén, nhu t& bao dudi gai, c6 thé duoc sit dung mot cach hiru
ich d bidu hién cac peptit theo sang ché sao cho chiing c6 thé duoc tai vao phén tlr
MHC thich hop. Do d6, sang ché dé xuit té bao chu chira axit nucleic hoic vecto
biéu hién theo séng ché.

Theo mdt phuong 4n dugc uu tién, té bao chi 1a t€ bao trinh dién khang
nguyén, cu thé 12 t& bao dudi gai hodc € bao trinh dién khang nguyén. APC duoc
tai protein dung hop tai t6 hop chtra phosphataza axit tuyén tién liét (prostatic acid
phosphatase: PAP) da duoc Cuc quan ly thuc phdm va dugc pham M§ (FDA) phé
chuan ngay 29 thang 4 nim 2010, & diéu tri HRPC di cin khong c6 triéu ching
hodc ¢6 triéu chimg khong dang ké (Sipuleucel-T) (Riniet al., 2006; Small et al.,
2006).

Theo khia canh khéc, sdng ché d& cap dén phuong phap tao ra peptit hodc
bién thé ciia n6, phuong phap nay bao gdm budc nudi chy té bao chi va phan lap
peptit ra khéi t& bao chi nay hodc mdi truong nudi cdy cua né.

Theo phuong an khac, céc thy thé TCR, axit nucleic hodc vecto biéu hién
clua sang ché duoc st dung lam thudc. Vi du, peptit hodc bién thé ctia nd c6 thé
dugc bao ché dé tiém qua duong trong tinh mach (intravenous: i.v.), tiém dudi da
(sub-cutaneous: s.c.), tiém trong da (intradermal: i.d.), tiém qua dudng trong mang
bung (intraperitoneal: i.p.), ti€ém trong co (intramuscular: i.m.). Céc phuong phap

tiém peptit duoc wu ti€n bao gbm s.c., i.d., i.p., im., va i.v.. Cac phuong phép tiém
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ADN duoc uu tién bao gdm i.d., im., s.c., i.p. va iv.. Liéu ding ca peptit hosc
ADN nidm trong khoang tir, vi du tir 50pg dén 1,5mg, tot hon 1 tir 125pg dén
500pg, c6 thé duge cho trude va s& phu thude vio peptit hoic ADN tuong tmg. Céc
lidu diing nim trong khoang nay d duoc st dung thanh cong trong céc thir nghiém
trudc do (Walter et al., 2012).

Polynucleotit ding d& tiém ching c6 hiéu qua c6 thé gn nhu tinh khiét,
hoiic dugc chira trong vecto hodc hé giai phong thich hop. Axit nucleic c6 thé 1a
ADN, ADN b6 trg, APN, ARN hoic hdn hop cua chung. Cac phuong phap dé thiét
ké va dua axit nucleic nay vao 1a da dugc biét rd trong linh vuc nay. Téng quan vé
ndi dung nay dugc dua ra, vi duy, trong tai liéu cta Teufel va céac déng tac gia
(Teufel et al., 2005). C4c vacxin polynucleotit dwoc bao ché d& dang nhung co ché
tac dung ciia cac vecto ndy trong viéc gdy dap tmg mién dich vn chua dugc hiéu
15 hoan toan. Cac vecto va hé giai phong thich hop bao gdm ADN va/hoic ARN
cua virut, nhu cac hé trén co s& adenovirut, virut vacxinia, retrovirut, virut ecpet,
virut lién quan dén adenovirut hoc thé lai chira cic thanh phin ciia nhiéu hon mét
virut. C4c hé giai phong khéng chira virut bao gom lipit cation va polyme cation va
da duoc biét rd trong linh vuc giai phong ADN. Su giai phong bang phuong phap
vat ly, nhu bing “sing bin gen” ciing c6 thé duoc st dung. Mot hodc nhiéu peptit
dugc mi héa bang Axit nucleic c6 thé 13 protein dung hop, vi du, véi epitop kich
thich c4c t& bao T d6i voi ving CDR dbi 1ap twong g nhu duoc luu ¥ trén day.

Sang ché con dé cip dén aptame. Cic aptame (xem cong bd don qubc té s6
WO 2014/191359 va tai liéu tham khao dugc néu ¢ day) 1a phan tir axit nucleic sgi
don mach ngén, c6 thé cudn gédp thanh cAu tric ba chidu x4dc dinh va nhén biét cac
cAu tric dich dic hiéu. Ching dudng nhu 13 thanh phén thay thé thich hop dé phat
trién lidu phap hudéng dich. Aptame da dugc ching minh 14 gin két chon loc véi
nhiéu loai dich phttc hgp khac nhau véi ai lyc va d6 dac hi¢u cao.

Aptame nhan biét cac phén tir ndm & bé mit té bao di duge xac dinh trong
thap ky trudc va tao ra phuong tién dé phat trién phuong phap chan doan va diéu
tri. Do aptame da dugc chirng minh 13 gﬁn nhu khong c6 tinh doc va tinh sinh mién
dich, chiing 1 c4c tmg vién trién vong cho cic tng dung y sinh. Thuc vay, cic

aptame, vi du, aptame nh4n biét khing nguyén mang dic hiéu tuyén tién liét, da
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dugc st dung thanh cdng cho céac liéu phap hudng dich va da dugc ching minh 1a
c6 chirc ning trong mo ghép khac loai in vivo. Ngoai ra, aptame nhan biét cac dong
t€ bao khéi u dic hidu da duge xac dinh.

Aptame ciia ADN c6 thé duoc chon loc d cho théy dic tinh nhan biét phé
rong d6i véi cac t& bao ung thu khac nhau, va cu thé 13 cac t& bao c6 ngudn gdc tir
khéi u rén, trong khi cac té bao khong tao khdi u va té bao so cip khée manh khong
dugc nhén biét. Néu aptame da xac dinh khong chi nhan biét kiéu phu cda khéi u
dic hidu ma con tuong tac véi loat khéi u, didu nay lam cho aptame thich hop 1am
chét con duge goi la chét chin doan va chét diéu tri phé rong.

Hon nita, viéc d4nh gia dic tinh gin két té bao bang phuong phap dém té
bao theo dong chay cho thdy ring aptame c6 i luc rd rang rat tdt trong khoang
nanomol.

Aptame hitu ich cho muc dich chin doén va diéu tri. Theo mot khia canh, it
nhét mét hodc nhiéu aptame dugc ha‘ip thu bai céc té bao khéi u va do d6 ¢ thé ¢o
tac dung lam thé mang phan tr d& cung cip chét khang ung thu huéng dich nhu
ARN can thiép c6 kich thude nho (small interfering RNA: siRNA) vao cac té bao
khéi u.

Aptame c6 thé duoc Iya chon dbi véi cac dich phirc hop nhu cac té bao va
mo va phirc hop ctia peptit hodic cac thu thé TCR chira, tot hon 12 bao gbm, trinh tu
theo trinh tu bat ky trong s6 SEQ ID NO: 14 va SEQ ID NO: 15 theo sang ché sau
day v6i phan tir MHC, bang cach sir dung k¥ thuat tién hoa theo hé thdng ctia phbi
ttr bang cach lam gidu liiy tién (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
enrichment: SELEX)-té bao.

Theo mét phuong 4n sang ché @& cap dén phuwong phap tao ra thu thé TCR
nhu duge mé ta & ddy, phuong phap nay bao gdm budc nudi ciy té bao chu cé kha
ning biéu hién thy thé TCR trong céc diéu kién thich hop @ kich thich su biéu hién
cua thu thé TCR.

Sang ché con dé cip dén phuong phap nhan biét va phan lap thu thé TCR
theo sang ché, phuwong phap nay bao gém budc 1 cic t& bao PBMC, dugc lay tir
nguoi cho khée manh dm tinh véi HLA-A*02, véi cac monome A2/ IGF2BP3, u
céc té bao PBMC nay vdi tetrame-phycoerythrin (PE) va phan 1ap céc té bao T c6

-40-



32313

4i luc cao biang phuong phép phan tich Calibur-phan loai té bao dugc hoat héa
huynh quang (fluorescence activated cell sorting: FACS).

Séng ché con d& cép dén phuong phap nhan biét va phéan lap thu thé TCR
theo sang ché, phuong phap nay bao gém budc 0 cac t& bao PBMC, duogc ly tir
ngudi cho khoe manh am tinh véi HLA-A*02, v6i cdc monome A2/p286-1Y2L, U
cac té bao PBMC nay véi tetrame-phycoerythrin (PE) va phan 1ap céc t& bao T ¢6
4i luc cao biang phuong phép phan tich Calibur-phan loai té bao duoc hoat héa
huynh quang (FACS). _

Séng ché con d& cap dén phuong phap nhan biét va phén lap thu thé TCR
theo sang ché, phuong phap nay bao gdm budc 0 cac té& bao PBMC, dugc lay tir
ngudi cho khée manh am tinh véi HLA-A*02, véi cdc monome A2/p286-1Y2L9L,
Ui cac té bao PBMC nay véi tetrame-phycoerythrin (PE) va phan 1ap cac t& bao T ¢
4i luc cao bang phuong phép phan tich Calibur-phan loai t& bao duoc hoat héa
huynh quang (FACS).

Séng ché con d& cap dén phuong phap nhan biét va phan 1ap thu thé TCR
theo sang ché, phuong phép niy bao gdm budc thu duge chudt chuyén gen cé toan
b6 locus gen TCRaf ctia ngudi (1,1 va 0,7Mb), ¢b cic té bao T biéu hién danh muc
thu thé TCR da dang ctia nguoi dé bu lai su thiéu hut thu thé TCR cua chuét, gy
mién dich cho chudt nay bing IGF2BP3-001, u cac té bao PBMC thu dugc tir chudt
chuyén gen véi tetrame-phycoerythrin (PE), va phan 1ap cac té bao T c6 4i luc cao
bang phuong phap phan tich Calibur-phan loai t& bao duoc hoat héa huynh quang
(FACS).

Séng ché con @& cép dén phuong phap nhén biét va phan lap thu thé TCR
theo sang ché, phuong phap nay bao gém budc thu duge chudt chuyén gen c6 toan
b locus gen TCRaf ctia ngudi (1,1 va 0,7Mb), ¢6 cac té bao T biéu hién danh muc
thu th& TCR da dang ctia nguoi dé bu lai sy thiéu hut thu thé TCR cua chudt, gay
mién dich cho chudt nay béng p286-1Y2L, 1 céc té bao PBMC thu duge tir chudt
chuyén gen vdi tetrame-phycoerythrin (PE), va phan 1ap cac t& bao T ¢6 4i luc cao
bang phuong phap phan tich Calibur-phan loai t& bao dwoc hoat héa huynh quang
(FACS).

Séng ché con @& cép dén phuong phap nhan biét va phan 1ap thu thé TCR
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theo sang ché, phuong phép nay bao gdm budc thu duoc chudt chuyén gen c¢é toan
b6 locus gen TCRop ctia ngudi (1,1 va 0,7Mb), c6 céc té bao T biéu hién danh muc
thu thé TCR da dang ctia ngudi dé bu lai sy thiéu hut thu thé TCR ciia chudt, gay
mién dich cho chudt nay béng p286-1Y2LI9L, 1 céac té bao PBMC thu dugc tir
chudt chuyén gen véi tetrame-phycoerythrin (PE), va phan 1ap cac té bao T c6 &i
luc cao bing phuong phap phan tich Calibur-phan loai té bao dugc hoat héa huynh
quang (FACS).

Sang ché con dé cap dén phuong phép theo sang ché, trong d6 té bao T nay
chira vecto biéu hién c6 kha ning bidu hién thu thé TCR theo sang ché.

Sang ché con mé ta phuong phép tidu diét t& bao dich & bénh nhan c6 té bao
dich bidu hién bt thuong IGF2BP3, phuong phap niay bao gdm budc cho bénh
nhan st dung vé6i lwong hiru hiéu cua thy thé TCR, thu thé TCR hoa tan va/hoic
céc té bao T theo sang ché.

Sang ché con mé ta viée st dung thu thé TCR bat ky dd mo ta, axit nucleic
theo sang ché, vecto biéu hién theo sang ché, té bao theo sang ché, hoic t€ bao
lymphd T hoat tinh gdy doc té bao theo sang ché 1am thubc hodc dé san xuét thudc.
Sang ché con mé ta viée sir dung theo sang ché, trong d6 thudc nay ¢ hoat tinh
chéng ung thu.

Séang ché con mé ta viée sir dung theo sang ché, trong d6 cic té bao ung thu
néu trén 13 cac t& bao ung thu phdi t& bao khong nhé hodc cac t& bao khdi u huyét
hoc hoic t& bao khdi u dang rin khac nhu bénh ung thu phdi té bao khéng nho,
bénh ung thur phdi t& bao nhd, bénh ung thu té€ bao than, bénh ung thu nio, bénh
ung thu da day, bénh ung thu két-truc trang, bénh ung thu t€ bao gan, bénh ung thu
tuy, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh bach cau, bénh ung thu v, caxinom té bao
Merkel, u melanin, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu ttr cung, bénh ung thu tdi mat va éng mat chu va bénh ung thu thuc quan.

Sang ché con mé ta phuong phap tiéu diét cac té bao ung thu bao gdm budc
cho céc té bao ung thu tiép xuc véi té bao chu theo sang ché. Theo mét phuong an,
té bao chu biéu hién thu thé TCR theo sang ché. Theo mét phwong 4n, té bao chu 1a
té bao T hodc tién than cua té bao T. Theo mot phuong &n dugc wu tién, cac té bao

ung thu dugc chon tir t& bao bénh ung thu phdi té bao khéng nhé hoic cac té bao
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khéi u huyét hoc hosc t& bao khdi u dang rén khac nhu bénh ung thu phéi té bao
khong nhé, bénh ung thu phdi t& bao nhé, bénh ung thu té bao than, bénh ung thu
ndo, bénh ung thu da day, bénh ung thu két-tryc trang, bénh ung thu té bao gan,
bénh ung thu tuy, bénh ung thu tuyén tién 1iét, bénh bach ciu, bénh ung thu vu,
caxinom té bao Merkel, u melanin, bénh ung thu budng tréimg, bénh ung thu bang
quang, bénh ung thu tr cung, bénh ung thu tii mét va éng mat chi va bénh ung thu
thuc quan. Theo mdt sb phuong an, thu thé TCR duoc lién hop véi chét c6 hoat
tinh diéu tri. Theo mot sb phuong 4an, chét c¢6 hoat tinh diéu tri nay dugc chon tir
nhém bao gém chét déng vi phong xa, chét hoa tri liéu, va doc td.

Sang ché con mé ta phuong phép diéu tri bénh ung thu bao gdm buéc cho
dbi tuong can diéu tri st dung té bao chu theo séng ché. Theo mot phuong 4n, té
bao chu biéu hién thu thé TCR theo séng ché. Theo mét phuong an, t& bao chi 13 t&
bao T hoic tidn than cta té bao T. Theo mét phuong 4n, t& bao chi 14 té bao cling
ngudn gbe véi dbi twong cin dugc diéu tri. Theo phuong 4n khéc, t& bao chu 1a &
bao khac alen cung loai vé6i dbi tuong can duogc diéu tri. Theo m6t phuwong an duoc
wu tién, cac t& bao ung thu duge chon tir céc té bao ung thu phdi t& bao khong nhé
hodc té bao khdi u huyét hoc hoic té bao khdi u dang ran khac nhu té€ biao ung thu
phdi t& bao khong nho, ung thu phdi té bao nhé, ung thu t bao than, ung thu ndo,
ung thu da day, ung thu két-truc trang, ung thu t€ bao gan, ung thu tuy, ung thu
tuyén tién liét, t& bao bénh bach ciu, t& bao ung thu v, caxinom t& bao Merkel, u
melanin, ung thu budng tring, ung thu bang quang, ung thu tr cung, ung thu tai
mat va 6ng mat chi va ung thu thuce quan.

Theo mot sé phuong 4n, thu thé TCR duoc lién hop véi chit c6 hoat tinh
diéu tri. Khi duge str dung trong ban m6 ta ndy, thuét ngit “chit c6 hoat tinh diéu
tri” dé chi hop chat duogc dung dé diéu tri hoic phong nglra bénh hodc tinh trang
bénh khong mong mudn. Theo mét phuong 4n, chét c6 hoat tinh diéu tri nay dugc
ding @& diéu tri hoic phong ngira bénh ung thu. Theo mot s6 phuong 4n chit c6
hoat tinh diéu tri ndy dugc chon tir nhém bao gém chét ddng vi phéng xa, chét hoa
tri liéu, va doc td.

Céac thu thé TCR, axit nucleic va t€ bao chu theo sang ché, va dugc phém

chira chung, cé thé duoc str dung cho d6i tugng can diéu tri qua cac duong da biét
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trong linh vuc nay, va cé thé thay dbi tury theo loai bénh ung thu can duoc diéu tri.
Céc dudng st dung bao gdm, vi du, st dung qua duong khu tri (nhu trong khéi u)
va sir dung ngoai duong tiéu héa nhu dudi da, trong mang bung, trong co, trong
tinh mach, trong rinh ngang gan va trong gan. Theo m¢t phuong 4n dugc uu tién,
cac thu thé TCR, axit nucleic hodc té bao chu theo sang ché, hoic duoc phém chira
chung, dugc str dung cho dbi tuong béng cach tiém truyén tai chd, vi du, béng cach
stt dung bom ti€ém truyén va/hodc hé théng 6ng thong, dén vi tri cAn duogc didu tri,
nhu khéi u dang rin. Theo mét phuong 4n, dugc pham theo sang ché duoc tiém
truyén vao khdi u dang rén, mach mau nuéi dudng khdi u dang rén, va/hoic ving
xung quanh khéi u dang rén nay.

Theo cac phuong 4n dugce uvu tién, dugce phém theo sang ché duoc sir dung
cho dbi tuong bing cach sir dung ché d6 dung liéu it nhat hai 1dn, mdi 14n cach
nhau it nht 24 gio. Cac ché d6 dung lidu thich hop dé sir dung dugc phim theo
séng ché bao gém, vi du, mdi ngay mot 14n, hai ngay mot l4n, va ba ngay mot lan.
Céc ché d6 dung liéu duoc wu tién hon bao gdm mbi tudn mét 1in, mi tudn hai lan,
hai tudn mét lan, mbi thang mot l4n, va mbi thang hai l4n. Theo céc phuong 4n cu
thé, ché do tang lidu ding dugc str dung, trong d6 chubi cac liéu ting dan duoc st
dung cho d6i tuong trong khoang thoi gian theo ngay, theo tuan hoic theo thang.

Céc liéu dung hiru hiéu cta té bao chi biéu hién thu thé TCR theo sing ché
bao gdm, vi du, it nhit khoang 10%, it nhat khoang 10°, it nhét khoang 10°, it nhét
khoang 107, it nhét khoang 10%, it nhit khoang 10°, va it nhit 10" t& bao chw/lidu
ding. Theo mét phuong 4n, cac t& bao chu theo sang ché dugc st dung véi lidu
dung ndm trong khoang tir khoang 10* dén khoang 10 t& bao/lidu ding, t6t hon 14
v6i liéu ding ndm trong khoang tir khoang 10° dén khoang 10° t& bao/lidu ding.
Theo cac phuong an duge wu tién, cac lidu ding duoc sir dung v6i ché do dung lidu
theo lidu trinh gbm it nhét hai hodc nhidu chu ky dung liéu.

Sang ché con mé ta phuwong phép diéu tri bénh ung thu bao gdm budc st
dung thu thé TCR, axit nucleic, hodc t& bao chi theo séng ché két hop vai it nhét
mot chét héa tri liéu va/hoic liéu phép xa tri.

Sang ché ciing md ta phuong phap diéu tri bénh ung thu & di tuong can

di€u tri, bao gdbm céc budc:



32313

a) phan 1ap t& bao tir dbi trong néu trén;

b) bién nap té bao béng it nhat mot vecto ma hoa thu thé TCR theo sang ché
dé tao ra t& bao dugc bién nap;

c) m& rong t€ bao da bién nap nay d8 tao ra nhiéu té bao duoc bién nap; va

d) sir dung cac té bao di bién nap cho dbi tuong néu trén.

Sang ché ciing mé ta phuong phép didu tri bénh ung thu & dbi twong can
diéu tri, bao gém cac budc:

a) phan 1ap t& bao tir nguoi cho khée manh;

b) bién nap té bao br?lng vecto ma héa thu thé TCR theo sang ché dé tao ra té
bao duoc bién nap;

¢) mé rong té bao da bién nap niy dé tao ra nhiéu té bao duoc bién nap; va

d) str dung c4c té bao d4 bién nap cho d6i tuong néu trén.

Sang ché con d& cap dén phuong phap phat hién bénh ung thu & miu sinh
hoc, bao gém cac budc:

a) cho mAu sinh hoc tiép xtic voi thu thé TCR theo séng ché;

b) phat hién sy gén két cuia thu thé TCR vé6i mau sinh hoc.

Theo mdt s& phuong 4n, phuong phép phét hién bénh ung thu dugc tién
hanh in vitro, in vivo hojc tai chd.

Sang ché con d& cap dén cac protein ctia gen danh ddu va ddu 4n sinh hoc cu
thé trén co s& peptit theo ban md ta nay, duge goi & day 1a “dich” c6 thé duogc sir
dung trong chin doan va/hodc tién lwong bénh ung thu phdi té bao khéng nhé. Sang
ché con mé ta viée st dung cac dich méi nay dé diéu tri bénh ung thu.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit phuong phép tao ra thu thé té bao T
hoa tan (sTCR) nhan biét phirc hop peptit-MHC dic hiéu. Cac thy thé té bao T hoa
tan nay co thé duoc tao ra tir cac dong vo tinh cta t€ bao T dic hiéu, va 4i luc cta
ching c6 thé dugc ting 1én bing cach giy dot bién hudng dich 1a cac ving quyét
dinh tinh bd tro. Nhdm muc dich chon loc thu thé té bao T, su bidu hién thé thuc
khuin c6 thé dugc st dung (Coéng b don sang ché My s US 2010/0113300
(Liddy et al., 2012)). Nhdm muc dich 1am 6n dinh céc thu thé té bao T trong khi
biéu hién thé thuc khuin va trong truong hop st dung trén thuc té 1am dugc chét,

chudi alpha va beta c6 thé duoc lién két, vi du, be"mg céc lién két disulfua khong tu
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nhién, cac lién két cong héda tri khac (thu thé t& bao T chudi don), hoic béng cac
mién dime héa (Boulter ef al., 2003; Card et al., 2004; Willcox et al., 1999). Thu
thé té bao T c6 thé duoc lién két vai doc td, duge chit, xytokin (vi du, xem cOng bb
don sang ché M¥ s5 US 2013/0115191), hodc cac ving tap hop céc t& bao hiéu tmg
nhu ving khang CD3, v.v., d& thuc hién chirc ning cu thé trén cac t& bao dich.
Theo khia canh khac, né duge biéu hién & cac té bao T dung dé chuyén muon. Vi
du, xem cac cong b don qudc té s6 WO 2004/033685A1, WO 2004/074322A1, va
WO 2013/057586A1, céc tai lidu nay dugc dua vao day dé tham khao toan bo noi
dung cua chiing.

Ngoai ra, cic peptit va/hodc thu thé TCR hodc khang thé hodc cac phan tir
gin két khac theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé kiém tra sy chdn doan bénh ung
thu ctia chuyén gia bénh hoc trén co sé miu sinh thiét.

Céc khang thé hodc thu thé TCR cling co thé duoc str dung cho céac thir
nghiém chén doan in vivo. N6i chung, khang thé dugc danh déu bing nucleotit
phéng xa (nhu 111In, 99Tc, 14C, 13 1I, 3H, 32p hodc 3 S) sao cho khéi u c6 thé duoc )
dinh bing cach st dung phuong phap chup hinh mién dich nhip nhay. Theo mot
phuong 4n, cac khéng thé hoic doan khang thé gin két véi ving ngoai bio ctia hai
hodc nhiéu dich cua protein dugc chon tir nhém bao gdm céc protein néu trén, va
gia tri i lyc (Kd) nho hon 1 x 10uM.

Céc khang thé hoic thu thé TCR dung d chin doan c6 thé duoc danh dau
bing doan do thich hop dé phat hién bang cic phuong phép chup hinh anh khéc
nhau. Cac phuong phap dé phét hién doan do bao gém, nhung khéng chi giéi han
&, phuong phép huynh quang, phuong phép chiéu anh sang, phuong phap hién vi
electron va confocal; phuong phép chup cong hudng tir va phuong phap quang phd;
phuong phap ndi soi huynh quang, phuong phap chup anh cét 16p vi tinh va
phuong phap chup anh cit 16p bang birc xa positron. Cac doan do thich hop bao
gdm, nhung khéng chi gi6i han &, fluorescein, rhodamin, eosin va cic nhém huynh
quang khéc, chat ddng vi phdng xa, vang, gadolini va cac hop chit lanthanit khéc,
sat thuan tir, flo-18 va céc chit ddng vi phdng xa phét ra positron khac. Ngoai ra,
cac doan do c6 thé 1a doan do hai chtrc ning hoic da chirc ning va c6 thé phét hién

dugc bing nhidu hon mot trong sb cac phuong phap da liét ké. Cac khang thé nay
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va/hodc thu thé TCR c6 thé dugc danh diu truc tiép hodc gian tiép bi'ing cac doan
do néu trén. Su lién két ctia doan do véi khang thé va/hodc thu thé TCR bao gém su
lién két cong hoa tri voi doan do, su Kkét hgp doan do vao khang thé hodc thu thé
TCR, va su lién két cong héa tri ctia hop chét chelat hoa dé gin két doan do, ngoai
céc lién két khac da dugc biét 15 trong linh vuc nay. Pé st dung trong héa md mién
dich, mAu mé bénh c¢6 thé 12 miu méi hodc dugc ddng lanh hodc c6 thé gin trong
parafin va ¢ dinh véi chét bao quan nhu formalin. Phin chira miu duge cb dinh
hodc gin duoc cho tiép xuc véi khang thé so cip va khang thé thir cip da duoc
danh dAu, trong d6 khang thé nay dugc st dung dé phéat hién su biéu hién cta cac

protein tai chd.

Vi du thue hién sdng ché

Ché 6 di phan tng c6 thé dugc str dung @& phd v& sy dung nap ban than va
tao ra cac t& bao T c¢6 4i luc cao hon khi so sanh véi cac té bao T ¢ nguén géc tr
nguén tu than, nghia 14 bénh nhan. Vi du vé cac nguén nay bao gém su tao ra cac té
bao T in vitro dic hiéu peptit, c6 kha nidng phan tng véi di khang nguyén HLA
(Sadovnikovaer al. 1998; Savage et al. 2004; Wilde et al. 2012), va sy gdy mién
dich cho chudt chuyén gen dung cho phirc hop MHC cila ngudi hogc thu thé TCR
clia nguoi (Stanislawskiet al. 2001; Li et al. 2010).

Vidul

Tao ra cic t& bao T dic hidu peptit, c6 kha ning phan tng véi di khang
nguyén HLA in vitro (Savage et al. 2004)

Céc t& bao PBMC tir ngudi cho khoe manh duong tinh v&i HLA-A*02 va
4m tinh v6i HLA-A*02 dugc st dung sau khi c6 sy ddng ¥ clia ngudi tham gia.
Céc monome HLA-A2 nhém I duoc biotinyl héa tai to hop va tetrame phéat huynh
quang A2 chira IGF2BP3-001 thu dugc tr MBLI (Woburn, MA). Cic té bao
PBMC dugc U vé6i protein khang CD20SA dugc pha lodng trong nudc mudi dém
phosphat (PBS) trong 1 gi& ¢ nhiét d trong phong, duoc rira, va i véi cdc monome
A2/IGF2BP3-001 biotinyl héa trong 30 phut & nhi€ét d¢ trong phong, dugc rira va

dan mong véi mat do 3x10° té bao/18 trong dia c6 24 16 trong moi truong RPMI
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chita huyét thanh AB cta nguodi 10%. Intolokin 7 (IL-7; R&D Systems,
Minneapolis, MN) dugc cho thém vao ngay 1 véi luong 10 ng/ml va IL-2 (Chiron,
Harefield, Vuong Quéc Anh) dugc cho thém véi lugng 10 U/ml vio ngay 4. Trong
khoang thoi gian 5 tudn, céc t& bao duogc tai kich thich hang tuin bing cic té bao
PBMC mdi, duge trdn voi cac té bao dap tmg theo ty 1€ 1:1, va dugc dan mong véi
mat d6 3x10%/13 trong céc dia c6 24 13.

Pé thu duoc cac t& bao T 6 4i luc cao, i khoang 10° t& bao PBMC véi
tetrame HLA-A2/IGF2BP3-001-phycoerythrin (PE) (thu duogc tit MBLI) trong 30
phat & nhiét do 37°C, sau d6 u véi véi khang th8 khang CD8-isothioxyanat
floresxein (fluorescein isothiocyanate: FITC)/allophycoxyanin (allophycocyanin:
APC) trong 20 phut & nhiét 6 4°C, sau d6 1 véi thiét bi phan tich- phan loai té bao
duge hoat héa huynh quang (FACS)—Calibur. Viéc phén loai dugc thuc hién véi
thiét bi FACS-Vantage (Becton Dickinson, Cowley, Oxford, Vuong Quéc Anh).
Céc té bao duong tinh v6i tetrame da phéan loai dugc md rong trong céc dia c6 24 15
bing cach sir dung trong mdi 13: 2x10° té bao da phan loai, 2x10° t& bao PBMC 4m
tinh v&i A2 da chiéu xa 1am té bao tiép lidu, 2x10* CD3/CD28 hat/ml (Dynal, Oslo
Norway), va IL-2 (1000 U/mL). Sau do, cac t€ bao T c6 4i luc cao thu duogc dugc
st dung d& nhan biét va phén 14p cac thu thé TCR bang cach sir dung cac ky thuat
d3 biét trong linh vuc ndy, nhu phuong phép khuéch dai nhanh cac dAu tan ciing
ctia ADN b tro (Rapid Amplification of cDNA End: RACE) & d4u 5° ctia don bao.
Tiép d6, cac ADN ctia thu thé TCR khéng du thira dugc phén tich dé xac dinh trinh
tu cua axit amin/ADN va tadch dong vao cac vecto biéu hién béng cach str dung cac

phuong phap da biét 15 trong linh vuc nay.

Vi du 2: tach dong thu thé TCR

Céc phuong phép tich dong thu thé TCR 1a da biét trong linh vuc ndy, vi dy,
nhu duoc mé ta trong Bing doc quyén sang ché M§ sd US 8.519.100, tai liéu nay
dugc dua vao ddy dé tham khao toan bd ndi dung ctia né vé cac phuong phap néu
trén. Oligonucleotit Al dic hiéu v6i trinh ty ving bién dbi ctia chudi alpha
(ggaattccatatgagtcaacaaggagaagaagatcc SEQ ID NO:22) ma héa vi tri giéi han

Ndel, methionin dugc dua vao d€ khoi mao hitu hiéu sy bi€u hién & vi khuan, va
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oligonucleotit A2 dic hiéu voéi trinh tw ving 6n dinh alpha
(ttgtcagtcgacttagagtctctcagetggtacacg SEQ ID NO:23) ma héa vi tri gidi han Sall
duoc dung dé khuéch dai ving bién ddi ctia chudi alpha. Trong trudng hop chudi
beta, oligonucleotit B1 dic hiéu véi trinh tw ving bién dbi cia chudi beta
(tctctcatatggatggtggaattactcaatcceccaa SEQ ID NO:24) ma hda vi tri gidi han Ndel,
methionin duge dua vao d& khoi mao hiru hiéu sy bidu hién & vi khudn, va
oligonucleotit B2 didc hi€u véi trinh tu vung dn dinh Dbeta
(tagaaaccggtggccaggceacaccagtgtgge SEQ ID NO:25) ma héa vi tri gidi han Agel
duogc ding @ khuéch dai ving bién ddi ctia chudi beta.

Céc trinh tw ADN ma héa chudi alpha cta thu thé TCR dugc cit bang cac
enzym Ndel va Sall dugc gén vao vecto pGMT7+Ca, vecto ndy dugc cit bang cic
enzym Ndel va Xhol. C4c trinh tt ADN mi héa chudi beta ctia thu thé TCR duoc
cét bang cac enzym Ndel va Agel dugc gin vio vecto pGMT7+Cp riéng biét, vecto
ndy ciing dugc ct bing cic enzym Ndel va Agel. Céc plasmit di gin dugc bién
nap vao cic té bao ciia ching Escherichia coli XL1-blue thich hop va dugc dan
mong trén céc dia thach/LB chita ampicillin néng d6 100pg/ml. Sau khi t qua dém
& nhiét d6 37°C, céc khuén lac don dugc thu hoach va phat trién trong 10ml LB
chira ampicillin ndng d6 100pg/ml qua dém & nhiét d6 37°C kém theo lic. Cac
plasmit d4 tach dong duge tinh ché bang cach st dung kit Miniprep (Qiagen) va
doan chén duoc gidi trinh tu bang cach st dung thiét bi giai trinh ty ADN tu dong
(Lark Technologies).

Thu thé TCR R10P1A7 m4 héa chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR dic
hiéu khéi u, dugc phan 14p va khuéch dai tir cac té bao T ctia ngudi cho khoe manh.
Céc té bao tir ngudi cho khée manh duoc kich thich in vitro theo phuwong phap
dugc mo ta trong tai liéu: Walter et. al. 2003. Céc té bao dic hiéu dich 1a don bao
dugc phén loai béng cach st dung cac multime ddc hiéu dich dé phén 1ap thu thé
TCR sau d6. C4c trinh tu cta thu thé TCR dugc phan 1ap bang phuong phap 5°
RACE theo céc phuong phip chudn nhu dugc mé ti, vi du, trong tai liéu:
Molecular Cloning a laboratory manual fourth edition by Green and Sambrook.
Thu thé TCR R10P1A7 duoc phén ldp tir nguoi cho 4m tinh véi HLA-A2. Céc
viing bién dbi alpha va beta ctia cac thu thé TCR R20P1H7, R7P1D5 va R10P2G12
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dugc gidi trinh tu

Mién bién dbi alpha cta thu thé thy thé TCR R10P1A7 dugc phét hién 13 c6
trinh ty axit amin twong tng voi cac gde tir 22 dén 130 cua trinh tw SEQ ID NO:2.
Mién bién ddi beta cua thu th8 TCR R10P1A7 dugc phat hién 1a cé trinh ty axit
amin twong Ung véi cac gde tir 26 dén 139 cua trinh tw SEQ ID NO:10.

Su biéu hién thé thyc khudn c6 thé dugc st dung dé tao ra thu vién cua cac
bién thé clia thu thé TCR d nhén biét cac thé dot bién c6 4i luc cao. Sy biéu hién
thé thuc khuén ciia thu thé TCR va cac phuong phap sang loc dugc mo ta trong tai
lidu: Li et al., (2005) Nature Biotech 23 (3): 349-354) c6 thé dugc ap dung cho thu
thé TCR tham chiéu duoc chon tir cac thu thé TCR duge mo6 ta trong Bang 1.

Vi du, ca ba viing CDR ctia trinh tur chudi alpha ctia SEQ ID NO:2 va c4 ba
ving CDR ctia trinh tir chudi beta cia SEQ ID NO:10 c6 thé dugc hudng dich bing
céch gy d6t bién, va mbi thu vién CDR duoc phan loai va sang loc riéng biét.

Theo d6, cac thu thé TCR c6 4i luc va/hoic chu ky ban hity gin két gép it
nhét hai 14n cta thy thé TCR tham chiéu (va do d6 ciing gap it nhit hai 14n cua thu
thé TCR nguyén thé) c6 thé duoc nhan biét.

Céc di dime thu thé TCR duoc cudn gap lai béng cach st dung phuong phap
bao gém budc dua xystein vao ving 6n dinh dé tao ra lién két disulfua nhan tao
gitta cdc chudi. Theo cach nay, cac thu thé TCR duoc tao ra, gdm (a) chudi beta cia
thu thé TCR tham chiéu, ciing vé&i cac chudi alpha dugc dot bién; (b) chudi alpha
ctia thu thé TCR tham chiéu cing véi cac chudi beta duge dot bién; va (c) cac tb
hop khéc nhau ciia chudi beta va chudi alpha bao gdm ca cac mién bién dbi cta thé
dot bién.

Su tuong tac gitra cac thu thé TCR c6 lién két disulfua hoa tan véi 4i luc cao,
va céc bién thé cta thu thé TCR, va phic hop peptit nguyén thé KIQEILTQV (SEQ
ID NO: 1) HLA c6 thé duoc phan tich bing cach sir dung phuong phap BIAcore.

Céc bién thé TCR c6 &i luc cao cling co thé duoc chon tir thu vién cua céc
thé dot bién CDR theo su biéu hién ctia nAm men hoic té bao T (Holler ef al. 2003;
Chervinet al. 2008). Do d6, cic bién thé cta thu thé TCR tmg vién cung cip hudng
din d thiét ké cac dot bién ving CDR ciia thy thé TCR d thu dugc cac bién thé
TCR c6 i luc cao (Robbins et al. 2008; Zoeteet al. 2007).
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Vi du 3: thiét ké t bao T tu than

Cac té bao T c6 thé duoc thiét ké dé biéu hién cac thu thé TCR c6 4i lyc cao
(con duoc goi 14 liéu phap thu thé TCR) hoic céc thu thé khang nguyén thé khim
(chimeric antigen receptor: CAR) ¢6 ngudn géc tir protein dung hop c6 d6 dic hidu
khang nguyén voi phttc hgp MHC I/IGF2BP3-001 hodc phttc hgp MHC
I/IGF2BP3-001 ting 1én. Theo mot khia canh, phuong phép nay khic phuc dugc
mot s6 han ché c6 lién quan v6i mirc d6 dung nap trung tim va ngoai bién, va tao
ra céc té bao T s& c6 hiéu qua hon trong viéc hudng dich khdi u ma khéng cin hoat
héa té bao T de novo & bénh nhan.

Theo mdt khia canh, d& thu duogc t& bao T biéu hién thu thé TCR theo sang
ché, axit nucleic ma héa chudi alpha-TCR va/hoic chudi beta-TCR dic higu khéi u
duoc nhan biét va phén 1ap, nhu duge mo ta trong cac vi du 1 va 2, dugce tach dong
vao cac vecto biéu hién, nhu gama retrovirut hodc lentivirut. Cac virut tai t hop
dugc tao ra va sau dé dugc thir nghiém vé mit chirc ning, nhu do dic hiéu khéng
nguyén va i luc chirc ning. Sau d6, phin phin udc cta san phim cudi dugc sir
dung d& tai nap quan thé t& bao T dich (thudng dugc tinh ché tir cac t& bao PBMC
ctia bénh nhén), quin thé nay dugc md rong trudce khi tiém truyén vao bénh nhan.

Theo khia canh khac, dé thu duoc céc t& bao T biéu hién thu thé TCR theo
sang ché, ARN cua thy thd TCR duoc tdng hop bing cac k§ thuat da biét trong linh
vuc nay, vi du, cac hé phién ma in vitro. Sau d6, cac ARN cua thu thé TCR tbng
hop duoc in vitro duge dua vao cic té bao T CD8+ so cip duge lay tir ngudi cho
khée manh bﬁng cach gdy xung dién dé biéu hién lai chudi alpha-TCR va/hoic
chudi beta-TCR dac hiéu khdi u.

Pé x4c dinh xem cac thu thé TCR ngoai sinh c6 dugc biéu hién chirc ning
trén bé mit té bao cua céc té bao T da bién nap hay khong, k¥ thudt nhudm tetrame
duoc sir dung dé phat hién cac té bao T gin két véi MHC/IGF2BP3-001. Nhu dugc
thé hién trén Fig.5 va trong Bang 2, quan sit dugc ty 1& % quén thé t& bao T dic
hiéu duong tinh v6i CD3 cao hon, nghia 1a 6,78%, & céac té bao T CD8+ biéu hién
thu thé TCR theo mitc d6 nhudém tetrame MHC/IGF2BP3-001 duoc d4nh diu bing
thudc nhudm huynh quang so véi cac tetrame MHC/peptit khong lién quan (vi du,

-51-



32313

NYESO1-001), vi du, 1,53%, hosc dbi chung gia, vi du, 1,73%. Dé 1am dbi chimg,
céc t& bao T CD8+ so cip dugc bién nap véi thu thé TCR dbi chimg, TCR 1G4, di
duoc biét 13 gin két dic hidu véi phirc hop MHC/NYESO1-001, dugc phat hién dé
dang béi tetrame MHC/NYESO1-001, nghia 13 17,69%. Cac két qua nay cho thiy
rang thu thé TCR R10P1A7 duoc biéu hién trén bé mit t& bao T va c6 thé gin két
dac hiéu véi phirc hop MHC/IGF2BP3-001. Cac chudi alpha va beta ciia thu thé
TCR 1G4 dugc thé hién trong trinh ty SEQ ID NO:20 va SEQ ID NO:21 tuong

ung:

Chudi alpha cta thy thé 1G4 (SEQ ID NO:20):

METLLGLLILWLQLQWVSSKQEVTQIPAALSVPEGENLVLNCSFIDS
ATYNLQWFRQDPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNASLDKSSGRSTLYIAAS
QPGDSATYLCAVRPTSGGSYIPTFGRGTSLIVHPYIQNPDPAVYQLRDSKSS
DKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNK
SDFACANAFNNSITPEDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRI
LLLKVAGFNLLMTLRLWSS

Chudi beta cta thu thé 1G4 (SEQ ID NO:21):

MSIGLLCCAALSLLWAGPVNAGVTQTPKFQVLKTGQSMTLQCAQD
MNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVPNGYNVSRSTTEDFPL
RLLSAAPSQTSVYFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLEDLKNVFPPEVAVFE
PSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKE
QPALNDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAK
PVTQIVSAEAWGRADCGFTSESYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSAL
VLMAMVKRKDSRG

Dé xé4c dinh d6 dic hidu va 4i luc cua cac thu thé TCR, cac té bao T CD8+
da bién nap dugc G ddng thoi véi cac té bao dich duoc tai IGF2BP3-001 hoic céc té
bao dich duoc tai peptit tuong déng nhung khong lién quan CLUA-001 (SEQ ID
NO:26), CHCHD6-001 (SEQ ID NO:27), CDC42BPG-001 (SEQ ID NO:28),
PARP14-002 (SEQ ID NO:29), SYNE2-001 (SEQ ID NO:30), IFT7-001 (SEQ ID
NO:31), DHRS12-001 (SEQ ID NO:32), STX12-001 (SEQ ID NO:33), EEA-001
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(SEQ ID NO:34), SENP7-001 (SEQ ID NO:35), hoic peptit d6i chimg NYESO1-
001 (SEQ ID NO:36), sau d6 tién hanh thir nghiém giai phéng IFN-y. Céc cac té
bao dich khong dugc tai va riéng céc té€ bao T CD8+ dugc dung lam dbi ching. Su

tiét ra IFN-y tir c4c t& bao T CD8+ 1a d4u hiéu ctia sy hoat héa té bao T ¢6 hoat tinh

gay doc té bao.
Béang 2

Miso thu | Nguoi IFNy | Nongdd | Ty 16 % té bao | Ty 1& % té bao

thé TCR | cho/HLA- | (pg/ml) | ECS50 T CD8+ so T CD8+ so
A2 cép duong tinh | cAp duong tinh

(+ hoac -) v6i IGF2BP3- | véi NYESOI-
001 TET 001 TET

R10P1A7 | HBC-688/ | 175 ~1 nM 6.78 1.53

)

Nhu duoc thé hién trén Fig.6, cac té bao T CD8+ so cdp duoc gy xung dién
bing ARNA m3 héa thu th8 TCR R10P1A7 cua sang ché, sau khi @1 dong thoi véi
cac té bao dich dugc tai IGF2BP3-001, ndng d¢ IFN-y dugc gidi phéng cao hon
nhidu so véi cac t& bao duge kich thich bing céc té bao dich duoc tai peptit d6i
chimg, va cac dbi ching. Phép phan tich chudn do peptit dich cho thdy ndng do
EC50 bing khoang 1nM (Bang 2). Cac két qua nay goi ¥ ring thu thd TCR
R10P1A7 theo séng ché c6 thé hoat héa hoat tinh giy doc t& bao ctia té bao T, vi
du, sy giai phong IFN-y, nho su tuong tac ddc hiéu vai phiic hop MHC/IGF2BP3-
001.

Pé x4c dinh motif gin két ctia thu thé TCR R10P1A7 ddi v6i phiic hop
MHC/IGF2BP3-001, phép phén tich sang loc alanin theo vi tri dugc thuc hién &
mdi axit amin trong s 9 axit amin cta peptit IGF2BP3-001. Céc peptit IGF2BP3-
001 duoc thé bang alanin duoc thé hién trong Bang 3.
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Bang 3
Vi tri: 1 2 | 3| 4 5 6 7 8 9
IGF2BP3-001 (SEQ ID K| IT]|]Q|E I L | T|]Q]|V
NO:1)

IGF2BP3-001 A1 (SEQ ID A|I|Q|E|IT|L|T|Q]|V
NO:37)

IGF2BP3-001 A2 (SEQ ID K| A|Q|E|[TI|L|T|Q]|V
NO:38)

IGF2BP3-001 A3 (SEQ ID K| I1|A|E|TI|L|T|Q]|V
NO:39)

IGF2BP3-001 A4 (SEQ ID K|I1|Q|lA|lT|L]|T|Q]|V
NO:40)

IGF2BP3-001 A5 (SEQ ID K| I|[Q|E|A|L|[T|Q]|V
NO:41)

IGF2BP3-001 A6 (SEQ ID K| I|Q|E|I|A|T|Q]|V
NO:42)

IGF2BP3-001 A7 (SEQ ID K| 1|Q|E|TI|L|A[Q]|V
NO:43)

IGF2BP3-001 A8 (SEQ ID K|I|Q|E|TI|L|T|A]|V
NO:44)

IGF2BP3-001 A9 (SEQ ID K| I|Q|E|TI|L|T|Q]A
NO:45)

T6m lai, cac té bao T CD8+ dugc bién nap véi thu thé TCR R10P1A7 duge
1l ddng thoi véi cac t& bao dich dugc tai IGF2BP3-001, tir IGF2BP3-001-A1 dén
IGF2BP3-001-A9, hodc peptit dbi ching NYESO1-001, sau do, tién hanh thu
nghiém gidi phong IFNy nhu d4d mo ta trén day.

Két qua ctia phép phén tich sang loc alanin theo vi tri d8i voi thu thé TCR
R10P1A7 duoc thé hién trén Fig.7, va duoc tém tit trong Bang 4.
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Béang 4
TCR Céc vi tri IGF2BP3-001 c6 thé gin két thu thé TCR
R10P1A7 1,3-7

Viée sang loc céc peptit gén két voi A*02 trong hé gen rong dbi voi thu thé
TCR R10P1A7 c6 motif gidng hét cho thdy cac peptit khong c6 kha ning phan tmg
chéo. Cac két qua nay goi ¥ rang thu thé TCR dugc mé ta & day c6 kiéu nhan biét
rat dic hiu v6i nguy co tic dong ngoai dich giam.

Pé xac dinh hiéu qua cia cac té bao T biéu hién thu thé TCR dugc md ta &
day, cac t& bao T CD8+ so cdp duoc gdy xung dién bing ARN ciia thu thé TCR
R10P1A7 dugc U ddng thoi v6i cac dong té bao ung thu ctia ngudi khac nhau, vi
du, A-375 (dong t& bao u melanin ctia ngudi) va T98G (dong t& bao u nguyén bao
x6p cia nguoi), cic dong nay duong tinh v6i HLA-A2 va duong tinh véi
IGF2BP3-001 (dich), va SK-BR-3 (dong té bao ung thu vi ctia ngudi), dong nay
4m tinh v&i HLA-A2- va 4m tinh v&i IGF2BP3-001, sau d6, tién hanh thir nghiém
gidi phong IFNy.

Nhu duoc thé hién trén Fig.8, quan sat dugc sy giai phong IFNy & ca té bao
A-375 va T98G, céc té& bao nay duong tinh véi HLA-A2 va duong tinh véi
IGF2BP3-001, nhung khong giai phong trong cac té bao SK-BR-3, cic té bao nay
c6 su giai phong IFNy & mutc co ban tuong duong véi su gidi phdng cua chi riéng
t& bao hiéu tmg 1am d6i chimg. Cac két qua nay cho thy ring cac té bao T biéu
hién thyu th8 TCR R10P1A7 c6 thé tao ra hoat tinh gy doc té bao hudng dich té bao
ung thu theo cach dac hiéu HLA-A2/IGF2BP3-001.

Séang ché d& xuét cac thu thé TCR hitu ich dé diéu tri cic bénh ung thu/khdi
u, t6t hon néu u melanin va u nguyén bao x8p biéu hién qua mirc hoic chi biéu hién

IGF2BP3-001.

Vi du 5: Thiét ké t€ bao T khéc alen ciing loai
Céc té bao T gama delta (y8), 14 cic t& bao lymphd T khong thong thudong
lién quan dn hang rao bao vé diu tién chéng lai mdm bénh, cé thé tuong tic véi va

tiéu diét cac té€ bao khdi u theo cach khong phu thudc phirc hgp MHC bang cich
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hoat héa céc thu thé, ngoai cac yéu 6 khac, chudi delta-TCR va chudi gama-TCR.
Céc té€ bao T y& nay biéu hién kiéu hinh da duoc hoat héa so bd d& cho phép nhanh
chéng tao ra xytokin (IFN-y, TNF-a) va d4p tmg gy ddc té bao manh khi hoat héa.
Cac t& bao T nay c6 hoat tinh khang u dbi voi nhiéu bénh ung thu va goi ¥ rang c6
thé tién hanh liéu phap mién dich qua trung gian té bao T v8 va c6 thé tao ra su dap
ting voi khdi u muc tiéu (Brazaet al. 2013).

Céc tién b gin day sir dung céc khang nguyén di ¢ dinh, cac khéng thé
don dong (monoclonal antibodies: mAbs) chil van, cic té bao trinh dién khang
nguyén nhén tao (artificial antigen presenting cell: aAPC) ¢6 ngudn gbc tir khéi u,
hodc t6 hop clia khéng thé mAb va té bao aAPC hoat héa d4 thanh cong trong viée
ma& rong cac té bao T gama delta v6i danh muc thu thé TCR it clon hoic da clon. Vi
du, chudi lién quan A ctia phirc hop tuong thich mé chinh nhém I @4 b dinh 1a tac
nhén kich thich d& c4c té bao T y& biéu hién isotyp TCRS1, va cac khang thé hoat
héa gin két voi dia d3 md rong cac t& bao V81 va V82 ex vivo. Lugng du vé mit
1am sang cia TCR81, TCRS2, va TCR1™ETCRS2™E duoc tao ra sau khi nudi ciy
déng thoi trén t& bao aAPC, va céc tiéu quﬁn thé nay biéu hién su khac biét vé kiéu
hinh ky trc va kha ning phan tng vé6i khdi u in vitro va in vivo. (Denigeret al.
2014).

Ngoai ra, cac t& bao T vy c6 thé thay ddi dé cai bién di truyén nhu duoc
chimg minh bing cach dua vao ctia chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR (Hiasa et
al. 2009). Theo khia canh khic, sang ché dé cip dén phuong phap tao ra cac té bao
T v& biéu hién chudi TCR-alpha va TCR-beta gin két véi IGF2BP3-001. Nhim
muc dich nay, cic t& bao T y8 duoc md rong bang cic phuong phap duge mo ta
trong tai liéu: Denigeret al. 2014, sau d6 tai nap céc virut tai td hop biéu hién cac
thy th8 TCR gén két v6i IGF2BP3-001 (nhu dugc mé ta trong Vi du 3) thanh cac té
bao T 8 duge md rong. Sau do, cac té bao T 8 da tai nap virut dugce tiém truyén
vao bénh nhan.

Phan ban ludn v& céc tai liéu, bude, vat lidu, thiét bi, vat phém va san phém
tuong trr duoc dua vao ban mé ta nay chi nhim muc dich dua ra ngit canh cho séng
ché. Phin ban luin nay khéng goi y hoic thé hién ring ndi dung bét ky hoic toan

bd ndi dung cua céc tai licu da biét hoic kién thuc phé bién chung da biét trong linh
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vue ¢6 lién quan dén sang ché nay 14 c6 trude ngay wu tién ciia mbi diém yéu cau
bao ho ctia don sang ché nay.

Trong toan bd phin mé ta va yéu ciu bao hd ciia ban mé ta nay, thut ngir
“bao gdbm“ hodc cic phuong 4n cta né nhu "viéc bao gdm" hodc “c6 bao gdm”,
khong dugc dy dinh 13 loai trir céc chét phu gia, thanh phﬁn, sd nguyén hodc budce
khac.

Vi du 6: cdu tric cua lentivirut va phan tich mirc d6 biéu hién

Tém lai, hai cu trac thir nghiém duoc tao ra (“R10”). Sau dod, cac cAu trac
nay dugc st dung d8 tao ra céc dich ndi bé& mit cta lentivirut ¢6 chuin do va kha
ning san sinh t6t. Sau d6, cac dich ndi bé mit cua lentivirut dugc ding dé tai nap té
bao T so cip (2 ngudi cho) c6 mirc d6 biéu hién bénh sau d6 ciia thu thé TCR trén
co s& su gin két v6i tetrame dugc xac dinh bing phuong phép dém té€ bao theo

dong chay.

Bang 5A: ciu tric cua lentivirut va d6i chimg — nguoi cho tuong tmg nhu

duoc thir nghiém (cac dong trong bang twong g véi cac ciu tric)

Tén Losb# | p24 | qPCR | qPCR | Thétich
(ng/ml)| HEK | SUPT1 | & dat
PN | (TU/ml) | (TU/ml) | duogc
muc do
boi
nhiém
50%
(MOI
50) (ul)
1863 | IGF2B MSCV- 0139- | 35590 | 7,2E+09 [ 1,3E+10| 3.9
R P3 R10P1A7A- | 0516-
2A-R10P1A7B-| 230
WPRE
1864 MSCV- 0139- | 55724 | 9,7E+09 | 1,6E+10| 3.2
R R10P1A7B-2A-| 0516-
R10P1A7A- 231
WPRE
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VSV | Déi EF1a-GFP | 0139- | 62176 |1,3E+09| 8.21E+ | 60,9
G- | ching 0616- 08
GFP 250
Ngudi cho 1
Téngs6té |Khaning | Ty16% | Ty16% | Ty16% | Ty16% | Ty1e %
bao & thoi sbng CD3+ | CD3+ | CD4+ | CD8+ | CDS8+
diém chay Tet+ Tet+
126234 99,36% | 98,05 2,3 40,75 57,3 3,93
98272 99,08% | 97,78 15,15 39,88 57,9 21,99
92038 95,70% | 98,81 0,21 0,04
Nguoi cho 2
Téngsétébao | Kha |Tyle% | Ty6% |Tyle% | Tyl % | Ty e %
¢ thoi diem nang CD3+ CD3+ CD4+ CD8+ CD8+
chay song Tet+ Tet+
132888 98,47 | 97,98 0,99 26,8 69,35 1,79
135418 08,74 | 98,01 8,12 29,47 71,2 11,72
104276 99,13 | 98,17 0 27,82 3,59 0,06
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YEU CAU BAO HQ

1. Thu thé té bao T (T-cell receptor: TCR) bao gdm chudi alpha va chudi
beta, trong d6 chudi alpha chira mién bién ddi alpha cta thu thé TCR bao gdm céc
viing quyét dinh tinh bb tro CDR1, CDR2, va CDR3 ctia trinh ty SEQ ID NO:2
hoac cac ving CDR1, CDR2, va CDR3 c6 mét, hai hodc ba su thay thé axit amin
S0 v6i céc trinh ty ving CDR tuong tng cta trinh tw SEQ ID NO:2, va chudi beta
chita mién bién dbi beta ctia thu th8 TCR bao gdm céc ving quyét dinh tinh bd tro
CDR1, CDR2, va CDR3 cta trinh ty SEQ ID NO:10 hodc cac ving CDR1, CDR2,
va CDR3 c¢6 mét, hai hodc ba sy thay thé axit amin so v&i cac trinh tu ving CDR
twong Ung cua trinh tr SEQ ID NO:10, va trong d6 thu thé TCR gin két dic hiéu
v6i phic hop peptit IGF2BP3-001-phan tt MHC, trong dé peptit IGF2BP3-001
gdm trinh tu SEQ ID NO:1, va trong d6 thu thé TCR gén két véi cac vi tri 1 va tir 3
dén 7 ctia peptit IGF2BP3-001 néu trén.

2. Thu th8 TCR theo diém 1, trong d6 chudi alpha chira mién bién ddi alpha
ctia thu th TCR c6 mirc d6 gibng it nhat 90% véi mién bién ddi alpha cta thy thé
TCR ctia trinh tur SEQ ID NO:2 va trong d6 chudi alpha ciia thu thé TCR chtra cac
ving quyét dinh tinh bé trg CDR1, CDR2, va CDR3 cta trinh tw SEQ ID NO:2, va
chudi beta chira mién bién ddi beta ctia thu th8 TCR c6 muc d6 gidng it nhat 90%
v6i mién bién ddi beta cua thu thé TCR cta trinh ty SEQ ID NO:10 va trong d6
chudi beta ctia thu th8 TCR chtra cac ving quyét dinh tinh bd trg CDR1, CDR2, va
CDR3 cuia trinh tw SEQ ID NO:10.

3. Thu thé TCR theo diém 1 hoic 2, trong d6 thu thé ndy con chira mién 6n
dinh alpha cua thu thé TCR va mién én dinh beta ctia thu thé TCR, trong d6 mién
4n dinh alpha cua thy thé TCR ¢6 muc d6 giéng it nhat 70% vo&i mién 6n dinh
alpha cua thu thé TCR ciia SEQ ID NO:2, va mién dn dinh beta c6 mirc d6 gibng it
nhat 70% véi mién 6n dinh beta ctia thy thé TCR cia SEQ ID NO:10.

4. Thu thé TCR theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6
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mién 6n dinh alpha cha mién xuyén mang alpha c6 trinh tu
VIGFRILLLKVAGFNLLMTL (SEQ ID NO:18) va mién én dinh beta chita mién
xuyén mang beta c6 trinh ty TILYEILLGKATLYAVLVSALVL (SEQ ID NO:19).

5. Thu thé TCR theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6
a. chudi alpha va chudi beta dugc dung hop @ tao thanh thy thé TCR chudi

don;

b. chudi alpha va/hodc chudi beta chira nguyén tir danh diu c6 thé phat hién;
va/hoac

c. chudi alpha va/hodc chudi beta dugc lién hop véi chit c6 hoat tinh didu
tri.

6. Thu thé t& bao T bao gdbm chudi gama va chudi delta, trong d6 chudi gama
chura cac vimg quyét dinh tinh b6 trg CDR1, CDR2, va CDR3 cua trinh ty SEQ ID
NO:2; va/hodc chudi delta cta thu thé TCR chita cac ving quyét dinh tinh b6 trg
CDR1, CDR2, va CDR3 cta trinh ty SEQ ID NO:10, va trong d6 thu thé TCR gén
két dac hiéu voi phiic hop peptit IGF2BP3-001-phan t¢ MHC, trong d6 peptit
IGF2BP3-001 gdm trinh ty SEQ ID NO:1, v trong d6 thu thé TCR gin két véi cac
vitri 1 vatir 3 &én 7 ctia peptit IGF2BP3-001 néu trén.

7. Vecto bidu hién chira axit nucleic ma héa chudi alpha va/hoic chudi beta
ctia thu thé TCR theo diém bAt ky trong s6 céc diém tir 1 dén 5, hodc chudi gama
va/hodc chudi delta cua thu thé TCR theo diém 6 dugc lién két khi hoat dong véi it
nhat mot trinh tu ctia gen khéi dau.

8. T€ bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién theo diém 7.

9. Té bao chi theo diém 8, trong d6 t& bao nay 13 t& bao T hodc tién than cta

té bao T.

10. Dugc phdm chira thy thé TCR theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1
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dén 6, vecto biéu hién theo diém 7, va/hoic t€ bao chu theo diém 8 hoic 9; va chét

mang duogc dung, va tuy y, ta dugc va/hodc chét 6n dinh dugc dung.

11. Phuong phap tao ra thu thé TCR gan két dic higu véi peptit cia SEQ ID
NO:1 khi duoc biéu hién boi phan tr MHC, trong d6 phuong phap nay bao gdm
budc nudi cdy té bao chi theo diém 8 hodc 9 trong cac diéu kién thich hop dé kich

thich sy biéu hién cta thu thé TCR.

12. Thu thé TCR theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, trong d6 thu
thé nay 1a thy thé TCR hoa tan.
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<213> Nguoi hién dai

<400> 2
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<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 5

Asp Ser Ser Ser Thr Tyr

1 5
<210> 6

<211> 3

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 6
Ile Phe Ser
1

<210> 7
<211> 11
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 7

Cys Ala Glu Ser Lys Glu Thr Arg Leu Met Phe

1 5 10
<210e> 8

<211> 14

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 8

Arg Leu Met Phe Gly Asp Gly Thr Gln Leu Val Val Lys Pro

1 5 10
<210> 9

<211> 141

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 9

Asn Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys
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Trp Ser
140

Gly Ile

Ala Val

Ser Val

Asp

Thr

45

Ser

Phe

Ser

Asn

Leu

125

Ser

Ser

Val

Lys
45

Ser

30

Asp

Ala

Asn

Ser

Leu

110

Lys

Leu

Ser
30

Ile

15

Gln Thr

Lys Thr

Val Ala

Asn Ser

80

Cys Asp
95

Asn Phe

Val Ala

Leu Leu
15

Gln His

Glu Cys



Arg

Pro

65

Ala

Ala

Asp

Phe

Val

145

Ser

Pro

Ser

Asn

Phe

225

Gly

Ser

50

Lys

Thr

Ser

Ser

Phe

130

Phe

His

Asp

Gly

Asp

210

Trp

Leu

Leu

Gln

Tyr

Leu

Ser

115

Gly

Pro

Thr

His

Val

195

Ser

Gln

Ser

Asp

Ser

Glu

Thr

100

Phe

Pro

Pro

Gln

Val

180

Ser

Arg

Asn

Glu

Phe

Leu

Gln

85

Leu

Tyr

Gly

Glu

Lys

165

Glu

Thr

Tyr

Pro

Asn
245

Gln

Met

70

Ser

Ile

Thr

Val

150

Ala

Leu

Asp

Cys

Arg

230

Asp

Ala

55

Leu

Val

Thr

Cys

Arg

135

Ala

Thr

Ser

Pro

Leu

215

Asn

Glu

Thr

Met

Glu

Leu

Ser

120

Leu

Val

Leu

Trp

Gln

200

Ser

His

Trp
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Thr Met

Ala Thr

Lys Asp

90

Thr Vval

105

Ala Arg

Thr Val

Phe Glu

Val Cys

170

Trp Val

185

Pro Leu

Ser Arg

Phe Arg

Thr Gln
250

-81-

Phe

Ser

75

Lys

Thr

Ala

Leu

Pro

155

Leu

Asn

Lys

Leu

Cys

235

Asp

Trp

60

Asn

Phe

Ser

Gly

Glu

140

Ser

Ala

Gly

Glu

Arg

220

Gln

Arg

Tyr

Glu

Leu

Ala

Gly

125

Asp

Glu

Thr

Lys

Gln

205

Val

Val

Ala

Arg

Gly

Ile

His

110

His

Leu

Ala

Gly

Glu

190

Pro

Ser

Gln

Lys

Gln

Ser

Asn

95

Pro

Glu

Lys

Glu

Phe

175

Val

Ala

Ala

Phe

Pro
255

Phe

Lys

80

His

Glu

Gln

Asn

Ile

160

Tyr

His

Leu

Thr

Tyr

240

Val



Val
260

Thr Gln Ile Ser Ala Glu

Thr Ser Glu Gln

275

Ser Tyr Gln

Ala
295

Glu Ile Leu
290

Leu Gly Lys

Ala Met
310

Leu Val Leu Val

305

Met

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

11
25

PRT

Ngudi hién dai

<400> 11

32313

Ala Trp Gly Arg Ala

265

Gly Val Leu Ser Ala

280

Thr Leu Tyr Ala Val

300

Lys Arg Lys Asp Ser

315

Asp Cys
270

Gly Phe

Thr Ile
285

Leu Tyr
Ser Ala

Leu Val

Arg Gly

Met Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Pro Gly Ile Ser Leu Leu Leu

1 5

10

Pro Gly Ser Leu Ala Gly Ser Gly Leu

20

<210> 12

<211> 122

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 12

Met Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5

Pro Gly Ser Leu Ala Gly Ser

20

Pro Ser Trp Val Ile Cys Lys

35

Arg Ser
50

Leu Asp Phe Gln Ala
55

Leu

Gly

Ser

40

Thr

25

Gly Pro
10

Leu Gly
25

Gly Thr

Thr Met

-82-

Gly Ile

Ala Val

Ser Val

Phe Trp
60

15

Ser Leu Leu Leu
15

Val Ser Gln His
30

Lys Ile Glu Cys
45

Tyr Arg Gln Phe
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Pro Lys Gln Ser Leu Met Leu Met Ala Thr Ser Asn Glu Gly Ser Lys
65 70 75 80

Ala Thr Tyr Glu Gln Gly Val Glu Lys Asp Lys Phe Leu Ile Asn His
85 90 95

Ala Ser Leu Thr Leu Ser Thr Leu Thr Val Thr Ser Ala His Pro Glu
100 105 110

Asp Ser Ser Phe Tyr Ile Cys Ser Ala Arg

115 120
<210> 13
<211> 6
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 13

Asp Phe Gln Ala Thr Thr

1 5
<2106> 14

211> 7

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 14

Ser Asn Glu Gly Ser Lys Ala

1 5
<210> 15

211> 12

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
<400> 15

Cys Ser Ala Arg Ala Gly Gly His Glu Gln Phe Phe

1 5 10
<216> 16

<211> 13

<212> PRT

-83-



<213>

<400>

Ngudi hién dai

16

32313

Glu Gln Phe Phe Gly Pro Gly Thr Arg Leu Thr Val Leu

1

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

17
179
PRT

5

Ngudi hién dai

17

Glu Asp Leu

1

Ser

Ala

Gly

Glu

65

Arg

Gln

Arg

Ala

Ala
145

Glu

Thr

Lys

50

Gln

Val

Val

Ala

Asp

130

Thr

Ala

Gly

35

Glu

Pro

Ser

Gln

Lys

115

Cys

Ile

Lys

Glu

20

Phe

Val

Ala

Ala

Phe

100

Pro

Gly

Leu

Asn

Ile

Tyr

His

Leu

Thr

85

Tyr

Val

Phe

Tyr

Val

Ser

Pro

Ser

Asn

70

Phe

Gly

Thr

Thr

Glu
150

Phe

His

Asp

Gly

55

Asp

Trp

Leu

Gln

Ser

135

Ile

Pro

Thr

His

40

Val

Ser

Gln

Ser

Ile

120

Glu

Leu

10

Pro Glu
10

Gln Lys

25

Val Glu

Ser Thr

Arg Tyr

Asn Pro

90

Glu Asn

105

Val Ser

Ser Tyr

Leu Gly
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Val

Ala

Leu

Asp

Cys

75

Arg

Asp

Ala

Gln

Lys
155

Ala

Thr

Ser

Pro

60

Leu

Asn

Glu

Glu

Gln

140

Ala

Val

Leu

Trp

45

Gln

Ser

His

Trp

Ala

125

Thr

Phe

Val

30

Trp

Pro

Ser

Phe

Thr

110

Trp

Val

Leu

Glu

15

Cys

Val

Leu

Arg

Arg

95

Gln

Gly

Leu

Tyr

Pro

Leu

Asn

Lys

Leu

80

Cys

Asp

Arg

Ser

Ala
160



32313

Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val Lys Arg Lys Asp
165 170 175

Ser Arg Gly
<210> 18
<211> 20
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
<400> 18
Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu

1 5 10 15

Leu Met Thr Leu
20

<2106> 19
<211> 23
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 19
Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala Thr Leu Tyr Ala Val

1 5 10 15

Leu Val Ser Ala Leu Val Leu
20

<210> 20
211> 274
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
<400> 20
Met Glu Thr Leu Leu Gly Leu Leu Ile Leu Trp Leu Gln Leu GIn Trp

1 5 10 15

val Ser Ser Lys Gln Glu Val Thr Gln Ile Pro Ala Ala Leu Ser Val
20 25 30

-85-



Pro

Ile

Ser

65

Leu

Ala

Pro

Leu

Leu

145

Phe

Ile

Asn

Ala

Glu
225

Glu

Tyr

50

Leu

Asn

Ala

Thr

Ile

130

Arg

Asp

Thr

Ser

Phe

210

Ser

Gly

35

Asn

Leu

Ala

Ser

Ser

115

Val

Asp

Ser

Asp

Ala

195

Asn

Ser

Glu

Leu

Leu

Ser

Gln

100

Gly

His

Ser

Gln

Lys

180

Val

Asn

Cys

Asn

Gln

Ile

Leu

85

Pro

Gly

Pro

Lys

Thr

165

Thr

Ala

Ser

Asp

Leu

Trp

Gln

70

Asp

Gly

Ser

Tyr

Ser

150

Asn

Val

Trp

Ile

Val
230

Val

Phe

55

Ser

Lys

Asp

Tyr

Ile

135

Ser

Val

Leu

Ser

Ile

215

Lys

Leu

40

Arg

Ser

Ser

Ser

Ile

120

Gln

Asp

Ser

Asp

Asn

200

Pro

Leu
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Asn Cys

Gln Asp

Gln Arg

Ser Gly

90

Ala Thr
105

Pro Thr

Asn Pro

Lys Ser

Gln Ser

170

Met Arg

185

Lys Ser

Glu Asp

Val Glu

-86-

Ser

Pro

Glu

75

Arg

Tyr

Phe

Asp

Val

155

Lys

Ser

Asp

Thr

Lys
235

Phe

Gly

60

Gln

Ser

Leu

Gly

Pro

140

Cys

Asp

Met

Phe

Phe

220

Ser

Thr

45

Lys

Thr

Thr

Cys

Arg

125

Ala

Leu

Ser

Asp

Ala

205

Phe

Phe

Asp

Gly

Ser

Leu

Ala

110

Gly

Val

Phe

Asp

Phe

190

Cys

Pro

Glu

Ser

Leu

Gly

Tyr

95

Val

Thr

Tyr

Thr

Val

175

Lys

Ala

Ser

Thr

Ala

Thr

Arg

80

Ile

Arg

Ser

Gln

Asp

160

Tyr

Ser

Asn

Pro

Asp
240
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Thr Asn Leu Asn Phe Gln Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu
245 250 255

Leu Leu Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp
260 265 270

Ser Ser

210> 21
<211> 311
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 21

Met Ser Ile Gly Leu Leu Cys Cys Ala Ala Leu Ser Leu Leu Trp Ala

Gly Pro Val Asn Ala Gly Val Thr Gln Thr Pro Lys Phe Gln Val Leu
20 25 30

Lys Thr Gly Gln Ser Met Thr Leu Gln Cys Ala Gln Asp Met Asn His
35 40 45

Glu Tyr Met Ser Trp Tyr Arg Gln Asp Pro Gly Met Gly Leu Arg Leu
50 55 60

Ile His Tyr Ser Val Gly Ala Gly Ile Thr Asp Gln Gly Glu Val Pro
65 70 75 80

Asn Gly Tyr Asn Val Ser Arg Ser Thr Thr Glu Asp Phe Pro Leu Arg
85 90 95

Leu Leu Ser Ala Ala Pro Ser Gln Thr Ser Val Tyr Phe Cys Ala Ser
100 105 110

Ser Tyr Val Gly Asn Thr Gly Glu Leu Phe Phe Gly Glu Gly Ser Arg
115 120 125

Leu Thr Val Leu Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu Vval Ala
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130 135 140

val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr
145 150 155 160

Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser
165 170 175

Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro
180 185 190

Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu
195 200 205

Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn
210 215 220

His Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu
225 230 235 240

Trp Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu
245 250 255

Ala Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Glu Ser Tyr Gln Gln
260 265 270

Gly Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala
275 280 285

Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val
290 295 300

Lys Arg Lys Asp Ser Arg Gly
305 310

<210> 22
<211> 36
<212> ADN
<213> Nguoi hién dai

<400> 22
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ggaattccat atgagtcaac aaggagaaga agatcc

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

<400>

23
36
ADN
Ngudi hién dai

23

ttgtcagtcg acttagagtc

<216>
<211>
<212>
<213>

<400>

24
36
ADN
Nguoi hién dai

24

tctctcatat ggatggtgga

<216>
<211>
<212>
<213>

<400>

25
32
ADN
Ngudi hién dai

25

tagaaaccgg tggccaggca

<2160>
<211>
<212>
<213>

<400>
000

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

<400 >
000

<210>
<211>
<212>
213>

<400>
000

<210>
<211>

26
2

PRT

Ngudi hién dai

26

~J

O N

PRT
Ngudi hién dai

27

28

0

PRT

Ngudi hién dai

28

29
0

tctcagcectgg tacacg

attactcaat ccccaa

caccagtgtg gc
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36

36

36

32



<212>
<213>

<400>
000

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

<400>
000

<210>
<211>
<212>
213>

<400>
000

210>
<211>
<212>
<213>

<400>
000

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

<400>
000

210>
<211>
212>
<213>

<400>

<400>
000

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

PRT
Nguoi

29
30

PRT
Nguoi

30
31

PRT
Nguai

31
32

PRT
Ngudoi

32
33

PRT
Ngudoi

(V8]
)

PRT
Ngudoi

34
35

PRT
Nguoi

35
36

PRT
Nguoi

36

hién

hién

hién

hién

dai

dai

dai

dai

dai

dai

dai

dai

32313
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000

<216> 37
<211> 9
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
<400> 37

Ala Ile Gln Glu Ile Leu Thr Gln Val
1 5

<210> 38
<211> 9
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
<400> 38

Lys Ala Gln Glu Ile Leu Thr Gln Val
1 5

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

<213> Ngudi hién dai
<400> 39

Lys Ile Ala Glu Ile Leu Thr Gln Val
1 5

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

<213> Ngudi hién dai
<400> 40

Lys Ile Gln Ala Ile Leu Thr Gln Val
1 5

<210> 41
211> 9
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 41

Lys Ile Gln Glu Ala Leu Thr Gln Vval
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1 5
<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 42

Lys Ile Gln Glu Ile Ala Thr Gln Val
1 5

<210> 43
<211> 9
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 43

Lys Ile Gln Glu Ile Leu Ala Gln Val
1 5

<210> 44
<211> 9
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 44

Lys Ile Gln Glu Ile Leu Thr Ala Val
1 5

<210> 45
<211> 9
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 45

Lys Ile Gln Glu Ile Leu Thr Gln Ala
1 5
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