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(57) Sang ché d& cap dén phuong phap dinh lugng tuyét dbi peptit lién quan dén bénh ung
thu duoc xtr 1y ty nhién gidi han boi HLA, tic 1a xac dinh ) lugng ban sao peptit co6 mat
cho mdi té bao. Sang ché khong chi ¢ thé duoc st dung dé phat trién liéu phap khang thé
hodc vacxin peptit, ma con c6 gia tri cao d6i v6i viée theo doi mién dich xac dinh & cép do
phan tir, va c6 thé dung trong cac phuong phap xac dinh khang nguyén peptit moi d6i voi
phuong phap diéu tri mién dich, nhu cdc vacxin tuong Ung, li¢u phap diéu tri dya trén
khang thé hoic phuong phap truyén té bao T vay muon trong bénh ung thu, bénh nhiém
khuan va/hodc bénh ti mién.
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Linh vuwe ki thuat dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép dinh luong tuyét dbi cc peptit lién quan
dén bénh ung thu dugc xir Iy tu nhién gidi han boi HLA, tirc 1a x4c dinh sb luong
ban sao peptit c6 mit cho mdi t€ bao. Sang ché khong chi ¢6 thé dugc sir dung dé
phét trién liéu phap diéu tri bang khang thé hodc vacxin peptit ma con cé gia tri
cao dbi voi viéc theo ddi midn dich duoc xéc dinh & cAp do phan tir, va c6 thé
dung trong cac phliong phap xac dinh khang nguyén peptit méi dung cho phuong
phap diéu tri mién dich, nhu cac vacxin tuong g, liéu phép didu tri dva trén
khang thé hoic phuong phap truyén té bao T vay muon trong bénh ung thu, bénh
nhiém khun va/hodc bénh tu mién.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Su phaét trién liéu phap mién dich didu tri bénh ung thu va liéu phap mién
dich diéu tri bénh tw mién va bénh nhidm khuin d cam tmg nhanh té bao T cua
hé mién dich dé chéng lai bénh ung thu cé thé dugc cai thién vé co ban nho kién
thizc uyén thAm vé mirc d6 trinh dién peptit gin két voi khang nguyén bach ciu &
ngudi (HLA) trén cac mo so cAp bi bénh. Thong tin nay la thich hop dbi véi lidu.
phap diéu tri dua trén khéng thé hodc vacxin peptit cu thé cling nhu d6i voi loai
vacxin té bao T bét ky khac dua trén cdc chét phan tir nhu protein, ADN hoic
ARN. Trudc day, loai dit liéu dinh luong nay 14 chua xac dinh dugc dbi véi mo
thu dugc tir bénh nhan & quy moé sb luong ban sao tuy¢t d6i cho mot té bao.

Phuong phép x4c dinh peptit nhu néu trén tranh d&qc van dé lién quan dén
“mién dich hoc nguoc” duoc bdc 16 trong Béng doc quyén sang ché chau Au sb
EP1508047B1. Nhu dugc md ta trén ddy, phuong phép nay khong thé duoc sir
dung dé dinh luong cac peptit d& néu. Phuong phép khéc sir dung céch d4nh du
duoc boc 16 trong Cong bd don qubc & WO 2005/076009 cho phép dinh luong,
nhung khéng phai dinh luong tuyét dbi. Cac chat danh ddu khac duge boc 16 trong
Cong bd don quéc t& WO 03/025576 hodc dugc Martin va cac déng tac gia bde 10
trong tai liéu: Proteomics 2003, 3, 2208-2220.
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Phuong phép khac dugc Fortier va céc ddng tac gia boc 16 (The MHC class
I peptide repertoire is molded by the transcriptome, JEM, Vol. 205, No.3,
17.3.2008 595-610). Phuong phap nay c6 nhugc diém 1 cin phén 13p tich céc
peptit gin két voi MHC ra khoi peptit khong gén két voi MHC nho rira gidi bang
axit. Pidu nay duoc thuc hién béng cach st dung cac dong té bao bit hoat gen
b2m: do vAy, phuong phap nay khéng thé dugc sir dung d6i véi vat liéu khdi u so
cAp cua bénh nhén. Trong phuong phap nay, t bao tuyén tic so cip clia chudt
duoc so sanh véi dong té bao EL4 cta chudt. Luong ban du da duoc diéu chinh
bang cach xac dinh lwong phan tirt MHC I. Chi riéng diéu nay 14 han ché rd rang
- ctia phuong phap dugce boc 16 bdi Fortier va céac ddng tac gia. Ngoai ra, su chuan
hoéa can thiét dbi voi cac mod so clp c6 kich thude va ngudn gbec md khac nhau
khong duoc st dung. Ping hon 14 cac vat liéu ban dau d3 can bé,ng dugc st dung
nén khong can chuin héa. Tuy nhién, viéc chudn héa l1a hoan toan can thiét d6i
vo1 vét liéu so cép (ctda bénh nhan).

Cong bd don qubc t& s6 W02011/128448 bdc 16 phuong phép xéc dinh
dinh luong khang nguyén peptit gin két véi HLA c6 lién quan clia cic mau mé so
cAp trén quy mo 16n ma khong cin ding phuong phap dénh dau. Phuong phap nay
bao gém céc bude tao ra it nhdt mdt miu mé so cép bi bénh va it nhit mdt miu
mé so cAp khoé manh, t6t hon 14 twong Ung véi md bi bénh, phan 1ap phéi tir
MHC peptit ra khéi (cac) mAu nay, phan tich HPLC-MS dbi v6i cée peptit cta
phéi tir MHC, trich xuét cuong do tin hiéu ion tién chat (dién tich) cta mdi tin
hidu thu duogc tir c4c phén tich ndy, xac dinh trinh tw ctia phéi tit MHC peptit nay,
va thuc hién bude chudn hod va kiém soét chat luong dit liéu dé dinh luong twong
d6i phdi tt MHC peptit ma khong can danh dAu.

Hassan va cdc dong tic gia (Hassan C, et al, Accurate quantitation of
MHC-bound peptides by application of isotopically labeled peptide MHC
complexes, J Prot (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2014.07.009) bdc 16
phuong phap trong d6 monome peptit-MHC duoc ddnh du bang chét dong vi
(hpMHC) duge diéu ché va bd sung ngay sau khi phan giai té bao, tic 14 trude khi
xtr Iy méu thong thudong. Bang cach sir dung phuong phép nay, toan b lugng ton
that trong qua trinh xi Iy mau c6 thé duoc tinh dn va cho phép xac dinh chinh

XAac cac phéi tir diac hiéu duoc trinh dién béi MHC nhém I. Nghién cru nay xéc
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dinh chinh x4c budc tinh ché mién dich 14 ngudn gbc gay ton that kha 16n trong
qua trinh xir Iy so bd mAu va dua ra giai phip khic phuc luong t6n that nay.
Phuong phép nay c¢6 thé dugc st dung dé thu duge quan niém dang tin cy vé sb
lugng ban sao epitop va do d6 duge cho 1a cho phép cai tién viée thiét ké vacxin
va phuong phép tri liéu mién dich. |

Su kich thich dép ung mién dich phu thudc vao su c6 mit clia cac khdng
nguyén dugc nhan biét 1a protein ngoai lai boi hé mién dich cua vét chi. Viéc
phat hién ra sy c6 mét cua cac khang nguyén gy bénh va lién quan dén khéi u da
lam ting kha ning st dung hé mién dich cta vat chu dé can thiép vao qua trinh
phat trién ctia khdi u. Hién nay, céc co ché khac nhau dé khai thic ca nhanh té bao
14n dich thé cua hé mién dich dang dwoc nghién ctu ddi véi liéu phép diéu tri
mién dich bénh ung thu. '

Céc thanh phan dic hiéu ciia dép tmg mién dich té bao c6 thé nhan biét va
phé hily dac hidu & bao khdi u. Viéc phan 1ap té bao T giy doc té bao (CTL) tir
quén thé t€ bao tham nhiém khéi u hoic tir mau ngoai vi goi y ring céc té bao nay
déng vai trd quan trong trong viéc phong vé mién dich tu nhién chéng lai bénh
ung thu. Cu thé, t& bao T duong tinh véi CD8 (T-CD8") nhan biét cac peptit gan
két v6i cac phan tir phirc hop tuong thich mé chinh (MHC) nhém 1. Cac peptit
nay thudng cé tir 8 dén 12 gbc axit amin c6 ngudn gdc tir protein hodc san phdm
ribosom khiém khuyét (DRIP) ndm trong phin bao tan va déng vai trd quan trong
trong dap ung nay. Phin t¢ MHC ctia nguoi con duge goi 1a khang nguyén bach
ciu & nguoi (HLA).

C6 hai nhém phan t¢ MHC: phan tir MHC nhém I c6 thé dugc phat hién
trén hiu hét cac té bao c¢6 nhan. Phan tir MHC bao gdm chudi ning alpha va beta-
2-microglobulin (thu th8 MHC nhém I) hodc chudi alpha va chudi beta (thu thé
MHC nhém II) twong tmg. C4u dang ba chiu cta ching tao ra rinh gan két, ranh
nay duoc sir dung dé twong tic khong cong hod tri v6i peptit. MHC nhém I 1a céc
peptit tao ra tir qua trinh phan giai protein ctia phan 16n protein noi sinh, DRIP va
céac peptit ¢6 phén tir 16n hon. Phan t¢ MHC nhém II ¢6 thé duoc phat hién cha
yéu trén cac té bao trinh dién khdng nguyén (APC) chuyén nghiép, va chu yéu
trinh dién cac peptit cua protein ngoai sinh hodc xuyén mang dugc hép thu baoi

APC trong qué trinh nhap ndi bao, va sau d6 dugc xir Iy. Phirc chit ctia peptit va
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phan tt MHC nhém I duoc nhén biét boi céc té bao lymphd T gy doc té bao
duong tinh v6i CD8 mang thy thé t& bao T (TCR) thich hop, trong khi phtic chat
cta peptit va phan tir MHC nhém II dugc nhén biét boi té bao T hd trg duong tinh
v6i CD4 mang thu thé TCR thich hop. D3 biét rd 1a TCR, peptit va MHC c6 mat
v6i luong theo hé s6 ty luong 1:1:1.

D& mot peptit gay ra (tao ra) dap ung mién dich t& bao, né phai gan két véi
phan tt MHC. Qua trinh ndy phu thudc vao alen cua phan tit MHC va hién tuong
da hinh dic hiéu cua trinh tw axit amin cta peptit. Peptit gin két véi phan tr MHC
nhém I thuong c6 chidu dai tir 8 dén 12 gde axit amin va thuong chira hai géc bao
toan (“neo”) trong trinh tu clia chung, peptit ndy tuong tic véi rdnh gén két tuong
tmg ctia phan tr MHC. Theo cich nay, mdi alen cia MHC c6 mét motif gén két
d8 kidm so4t kha ning cta peptit gin két dic hidu véi rinh gan két.

Trong phan tng mién dich phu thuéc MHC nhém I, peptit khong chi cin
phai c6 thd gin két v6i mot s6 phan tir MHC nhém I nhat dinh duge biéu hién boi
té bao khdi u, ma ching con phai duoc nhan biét boi té bao T mang thu thé t bao
T (TCR) déc hiéu.

Céc khang nguyén duoc nhan biét boi t bao lymphd T giy doc té bao dic
hiéu khéi u, tirc 14 epitop cta chiing, ¢ thé 1a phan tir ¢6 ngudn gbe tir tit ca cac
nhém protein, nhu enzym, thu thé, yéu td phién ma v.v. chung dugc biéu hién va
so sénh véi cac té bao khong bi bién dbi c6 ciing ngudn gbe, ching duge diéu hoa
ting trong cac té bao ctia khdi u trong tmg.

Su phén loai hién nay v& c4c khang nguyén lién quan dén khéi u hogc cac
khang nguyén lién quan dén bénh bao gébm cac nhém chinh sau day:

Khang nguyén tinh hoan lién quan dén bénh ung thu: cac khang nguyén
lién quan dén khéi u [TAA; khang nguyén lién quan dén bénh dugc viét tat 1a
DAA (disease-associated antigen)] dau tién timg dugc x4c dinh c6 thé duoc nhan
biét boi té bao T thudc nhém nay, lic dau cac khang nguyén nay duge goi 1a
khang nguyén tinh hoan lién quan dén bénh ung thu (cancer-testis: CT) do su biéu
hién cua cac thanh vién cla né trong cac khdi u clia nguoi khac nhau vé md hoc
va trong s6 cac mo binh thudng, chiing chi biéu hién trong t& bao tinh/nguyén bao
tinh cua tinh hoan va déi khi trong nhau thai. Do céc t& bao tinh hoan khéng biéu
hién phan tr HLA nhém I va II, cac khéng nguyén nay khong thé duge nhan biét
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boi té bao T trong mé binh thudng va do d6 c6 thé duge cho 1a dic hidu khdi u vé
mit mién dich hoc. Vi dy da biét 15 vé khang nguyén CT la thanh vién thudc ho
MAGE hoac NY-ESO-1.

Khéang nguyén biét hod: cac TAA nay c6 mat trong ca khéi u va mé binh
thudng ma tir d6 khéi u xuét hién; phan 16n khang nguyén nay dugc phat hién
trong u melanin va té bao melanin binh thuong. Nhiéu protein trong sb cac protein
lién quan dén dong té bao melanin nay tham gia vao qua trinh sinh téng hop
melanin va do d6 khéng déac hi¢u khéiu nhung dugc st dung rdng rai d6i voi lidu
phép mién dich diéu tri bénh ung thu. Vi du vé chiing bao gém, nhung khong chi
gidi han 6, tyrosinaza va Melan-A/MART-1 d6i v6i u melanin hodc PSA dbi voi
bénh ung thu tuyén tién liét.

TAA dugce biéu hién qua muc: cac gen ma hod TAA duoc biéu hién rong
rdi dad duoc phat hién trong cac loai khéi u khac nhau v& mit md hoc cling nhu
trong nhidu md binh thuong, thudong 13 c6 mic d6 biéu hién thdp hon. Nhidu
epitop duoc xir Iy va c6 thé duge bidu hién bdi mé binh thuong c6 thé & mic thap
hon mtc ngudng d6i v&i su nhan biét cua té bao T, trong khi su biéu hién qua
murc ctia ching trong t& bao khdi u ¢6 thé gay ra dap ting khang khdi ung thu bang
cach pha vd su dung nap da duogc thiét 1ap trude d6. Céac vi du ndi bat vé loai
TAA nay 1a Her-2/neu, Survivin, Telomeraza hodc WT1.

Khang nguyén dic hidu khdi u: cac TAA dang chd y nay xuét hién do sy
dot bién céc gen binh thuong (nhu B-catenin, CDK4, v.v.). Mot sb thay dbi phan
tir ndy c6 lién quan dén sy bién ddi va/hosdc tién trién ctia khdi u. Khang nguyén
dac hiéu khéi u c6 thé thudong gy ra ddp tmg mién dich manh ma khong mang
nguy co phan tmg ty mién chéng lai mé binh thudng. Mt khéc, trong hau hét cac
truong hop, cdc TAA nay chi lién quan dén khdi u chinh x4c ma trén d6 ching
duoc xac dinh va thuong khong c6 mét trong nhiéu khdi u riéng biét.

TAA xuét hién do cdc cai bién bt thuong sau dich ma: cac TAA nay cé
thé xuét hién do protéin khong déc hiéu va khong duoc biéu hién qua murc trong
khdi u nhung tr& thanh c6 lién quan dén khéi u do cic qua trinh sau dich mi c6
hoat tinh chi yéu trong cac khdi u. Vi du vé loai khang nguyén nay xuét hién do
kiéu glycosyl hoa bién ddi dn t6i cac epitop méi trong khdi u nhu déi véi MUCI

hodc céc su kién nhu ghép néi protein trong qua trinh phan huy, chung c6 thé dac
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hiéu khdi u hosc ¢6 thé khong dic hiéu khdi u.

Protein cuda virut gdy bénh ung thu: cac TAA nay la céc protein cua virut
c6 thé dong vai trd quyét dinh trong qua trinh gdy bénh ung thu va do ching 14
protein ngoai lai (khong ¢6 ngudn gbc tir nguoi), chiing c6 thé gy ra dap tmg té
bao T. Vi du vé protein nay la protein E6 va E7 clia virut gay u nht ngudi typ 16,
ching dugc biéu hién trong bénh caxinom cb tir cung.

Déi véi cac protein dwoc nhan biét bai t€ bao lymphd T gy doc té bao 1a
khérig nguyén dac hiéu hodc lién quan dén khéi u hodc khang nguyén dic higu
hodc lién quan dén bénh, va dé sir dung trong didu tri, cac didu kién tién quyét cu
thé cin phai duoc dap tmg. Khang nguyén nay phai dugc biéu hién chi yéu béi té
bao khdi u hoiic t& bao nhidm khuan va khong duoc bidu hién hodc chi duoc bidu
hién & luong twong ddi nho béi cac moé khoé manh binh thuong, vi du véi luong
nhé hon 5 1an, 10 1an, hogc nhiéu lan hon.

Trong cdc bénh nhidm khudn c6 hai kha ning, kha ning thir nhat 13 t& bao
nhiém khuin biéu hién khéng nguyén khéng dugc biéu hién bdi té bao khoé manh
— lién quan truc tiép bénh bénh nhidm khun — hodc t& bao nhiém khudn biéu hién
qua muc khéng nguyén chi dugc bidu hién v6i luong rat nhd boi té bao khoé
manh — sy biéu hién qué mic ctia mot khang nguyén thuong dugc phat hién trong
hé peptit ctia t& bao khoé manh.

Ngoai ra, mong mudn ring khang nguyén tuong tng khong chi c6 mit
trong mot loai khdi u, bénh nhifm khuén hoic ching vi sinh vét, ma con ¢ mit &
ndng d6 cao (tic 14 s lwong ban sao ciia peptit trong img cho mét té bao). Khing
nguyén dic hidu khéi u va lién quan dén khdi u va khang nguyén dic hiéu bénh
hoic lién quan dén bénh thuong cé nguén gbc tir cac protein tham gia truc tiép
vao qué trinh bién ddi té bao binh thudong thanh t& bao khéi u/té bao nhiém khuan
do chtrc nang kiém soat hodc trc ché su chét t& bao theo chuong trinh trong chu
trinh té bao ching han.

Trong truong hgp bénh ung thu, céc dich xuodi dong khac cta protein truc
tiép gy ra bién ddi c6 thé dugc didu chinh ting va do d6 c6 thé lién quan gién
tiép dén khdi u. Cac khang nguyén lién quan gian tiép dén khdi u nay ciing c6 thé
la dich ctia cic phuong phap ti€m chung (Singh-Jasuja H., Emmerich N. P,

Rammensee H. G., Cancer Immunol. Immunother. thdng 3 nam 2004; 453 (3):
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187-95). Trong ca hai truong hop, didu quan trong 14 epitop ¢6 mit trong trinh tu
axit amin cta khang nguyén, do peptit (“peptit sinh mién dich ) c6 ngudn gbc
khang nguyén lién quan dén khdi u hoic lién quan dén bénh nay s& dan t6i dap
g t€ bao T in vitro hoic in vivo.

V& co ban, peptit bit ky c6 thé gin két véi phan tir MHC c6 thé hoat dong
nhu epitop t& bao T. Diéu kién tién quyét & gdy ra dap tng té bao T in vitro hoic
in vivo 1a sy ¢6 mit cta té bao T cung voi thu thé TCR tuong ung va khong XUt
hién tinh dung nap mién dich d6i vdi epitop cu thé nay.

Do d6, TAA va DAA 1a diém bit dau dé phat trién vacxin phong ngira khéi
u. Phuong phép nhén dang va xac dinh TAA va DAA 1a dua trén viéc st dung
CTL c6 thé duge phan 1ap tr bénh nhéan hodc d6i tuong khoé manh, hodc dya trén
su tao ra céac kiéu phién ma khic nhau hodc céac kiéu biéu hién peptit khac nhau
gitta kh6i u va m6 binh thuong.

Tuy nhién, viéc x4c dinh cac gen duoc biéu hién quad muc trong cic mo
khdi u hoic dong té bao khédi u cia ngudi hodc duge biéu hién chon loc trong céc
md hoic dong t& bao nay khong cung cap thong tin chinh xac vé viée st dung cac
khang nguyén duoc phién ma tir cdc gen ndy trong liéu phap mién dich. Diéu nay
12 do chi mot tAp hop nhé riéng biét cac epitop cia cac khang nguyén nay la thich
hop dbi véi viée sir dung nay do té bao T cling véi thu thé TCR tuong mg can
phai ¢6 mit va tinh dung nap mién dich di véi epitop cu thé nay cin phai khong
¢d mat hoac c6 mat véi luong rat nho. Do d6, didu quan trong la chi chon céc
peptit tir cac protein duoc biéu hién qua muc hodc dugc biéu hién chon loc dugc
trinh dién ciing véi phan tt MHC ma dua vao chung, té bao T chuc ning c6 thé
duoc phat hién. Té bao T chirc ning nay duoc dinh nghia 14 t& bao T ma khi kich
thich bang khang nguyén dic hiéu c6 thé duoc nhan lén bing cach tao dong va c6
thé thuc hién cac chic nang thuc hién (“t€ bao T thuc hién).

Té bao T hd trg déng vai trd quan trong trong viéc tao ra chirc ning thuc
hién cta CTL trong tinh mién dich khéng khéi u. Epitop t& bao T hd trg giy ra
dép tmng té bao T hd tro clia cac chirc ning thuc hién hd trg dang Ty; cua té bao T
giét tu nhién duong tinh véi CD8, céc chirc ning nay bao gbm chirc ning gy doc
té bao chéng lai t& bao khdi u bidu hién phirc chit peptit/MHC lién quan dén khoi

u trén bé mit t& bao cta ching. Theo cach ndy, cic epitop clia peptit té bao T hd
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tro lién quan dén khdi u, m6t minh hodc két hop véi céc peptit lién quan dén khéi
u khac, ¢6 thé ding 1am thanh phan duogc chit c¢6 hoat tinh cia ché pham vacxin
¢6 tac dung kich thich c4c dap tmg mién dich khang khéi u.

Su hiéu biét vé sb luong ban sao chinh xé4c ctia phdi tir dugc trinh dién boi
HLA nhom I hodc II 1a quan trong trong mién dich hoc co ban va 14m sang. Hién
nay, viéc x4c dinh sb lugng ban sao t6t nhat 13 dwa trén phuong phap phd khéi st
dung viéc theo ddi phan tng don (SRM) két hop v6i lugng da biét clia peptit duoc
danh ddu bang chat dong vi. Tuy nhién, cic phuong phap nay van khong du chinh

xé4c dé duoc sir dung hidu qua trong cac phuong phap néu trén.

Ban chit k§ thuét cia sing ché

Do d6, muc dich cua sang ché 14 d& xuat phuong phép x4c dinh tuyét d6i s6
lwong ban sao ctia phdi tir dugc trinh dién bdi HLA nhém I hogc II, phuong phép
nay c6 d6 chinh xéc, hiéu qua, dé thuc hién, va ciing c6 thé duoc thuc hién véi
“ning sudt cao”. Cac muc dich va wu diém khac cta sang ché s& tré nén dé hiéu
d6i vi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trdng linh vuc nay khi nghién ctru phin mé
ta sau day.

Theo khia canh thit nhat cia sang ché, muc dich cua séng ché dat duoc
bing phuong phép dinh lugng tuyét d6i phéi tir peptit MHC trén t& bao, phuwong
phép nay bao gdm cac budc:

a) tao ra té bao biéu hién phéi tr peptit MHC néu trén tir mau sinh hoc duoc
chon tir mAu md, miu mau, miu khdi u, hoic madu mé nhidm khudn chira té
bao néu trén, bao gdm phan giai mé bing enzym, va/hoidc phan gidi té bao,

b) xé4c dinh s luong té bao cta ché pham thu duge trong budc a) bao gbém
phuong phap duoc chon tir &ém nhan t& bao, xéc dinh ADN bang céch do
quang, x4c dinh ADN bang cach do huynh quang, hogc PCR dinh lugng,

¢) bd sung luong da biét ciia phdi tir peptit-MHC va/hodc phirc chét phdi tir
peptit-MHC cén dinh luong vao ché phdm thu dugc trong budc a) ngay sau
khi 1am ddng nhét mo (“ché phim b sung I”),

d) phéan lap phdi tir peptit MHC ra khoi ché phim thu dugc trong budc c) dé
thu dugc dich rua giai peptit,

e) bd sung lwong da biét ctia phdi tir peptit MHC can dinh luong vao dich rira
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giai peptit nay (“ché phdm bd sung II””) 1am chét hidu chinh ndi,
f) tién hanh phan tich bing phuong phéap phd khdi ddi voi phdi tir peptit MHC
nay dé tao ra:
aa) tin hiéu vé hidu qua phan lap trong budc d),
bb) tin hiéu vé chét hidu chinh ndi trong budc e), va
cc) tin hidu ciia phéi tir peptit MHC tir cac té bao duoc tao ra trong budc a)
néu trén,
va
g) dinh lugng phéi tir peptit MHC vne‘ly dua trén viéc so sanh céc tin hiéu thu
duogc trong budce f) voi
aa) sb luong té bao thu duoc,
bb) lwong da biét ctia phdi tir peptit MHC véa/hodc phitc chit peptit-MHC
can dinh lugng dugc bd sung trong bude ¢), va
cc) luong da biét ctia phéi tir peptit MHC can dinh lugng dugc bd sung trong
budc e),
trong d6 viéc dinh luong bao gff)m budce tinh todn ty 1€ gifta cac tin hiéu cua
chét hiéu chinh néi trong budc e) va tin hiéu cta phdi tir peptit MHC duogc
phan 14p, va so sanh ty 1& nay véi duong cong hiéu chinh dugc thiét 1ap cia
phéi tir peptit MHC, va
trong d6 viéc dinh lugng con bao gém budce tao ra dudng cong hiéu éhinh dac
hiéu cua peptit dua trén ty 1€ véi chét hiéu chinh noi duoc st dung véi cling
lugng, va xéac dinh giéi han dinh lugng dudi (LLOQ) cta phéi tor peptit MHC
can duge dinh luong néu trén,
nho d6 dat duoc viée dinh lugng tuyét ddi phdi tir peptit MHC trén té bao cua
phéi ttr peptit MHC néu luong duoc dinh luong cao hon gid tri LLOQ nhu
duoc xac dinh.

Trong phuong phap theo sang ché, trong d6 mdt sé miu duge phan tich
song song, budc ¢) nhu néu trén c6 thé duoc bé qua khi hidu qua phan 1ap di duoc
thiét lap, do hi¢u qua cua mdt mau cé thé duoc st dung dé uéce lugng hiéu qua
phan 1ap cta phéi tir peptit MHC va/hodc phire chat phéi tir peptit MHC th hai
(tire 14 c6 thé duoc sir dung lam gia tri tham chiéu chéo).

Phuong phép st dung tin hi€u thu duogc tir viéc hiéu chinh ndi (ché phém
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b sung II) trong budc e) dudi dang hing sb va dung 1am ddi chimg cho tin hidu
thu dugc tlr it nhét mot phéi tir peptit MHC duoc phan 1ap bing cach tinh ty 1¢
gifta hai tin hi€u nay. Ty 1€ nay duoc so sanh voi1 dliémg cong hiéu chinh da dugc
thiét 1ap, dudng cong nay ciing bao gdm chét chudn ndi & chinh cling luong d6, tét
hon 13 bing cach sir dung phin phan wéc gidng nhau ctia chit chuin ndi nay. Khi
do, duong cong hiéu chinh thé hién méi quan hé gifta cac ty 1¢ nay va lugng
peptit. Ciing xem Fig.3 va phan chu thich ctia né.

B4t ngd 1a theo sang ché, tac gia sang ché da phat hién dugc ring bang
cach két hop cac bude phén tich néu trén, 1an dau tién c6 thé dinh luéng tuyét doi
truc tiép lwong peptit giéi han boi MHC, t6t hon 13 giéi han béi HLA trén cdc md
ung thu hodc cdc md nhidm khuén khéc so véi mot s6 mé khong ung thur va mb

hoac co quan khong nhiem khuan khéc nhau.

M0 ta vin tit cic hinh vé A

Fig.1 12 so d chung thé hién phuong phap thir nghiém theo séng ché.

Fig.2 thé hién két qua phan tich MS so sénh hdn hgp TUMAP véi 10 fmol
cho mdi TUMAP néu trong bang 1. Mdi peptit din dén tin hiéu MS khac nhau
cho thdy kha nang phat hién phu thudc peptit. Peptit 5 khong duge néu trong bang
1, tic 1a c4c trinh ty tir 1 dén 4 trong bang 1 twong tmg véi cac sb tir 1 dén 4 trén
Fig.2 va céc trinh tu tir 5 dén 11 trong bang 1 tuong tmg véi cac s6 tir 6 dén 12
trén Fig.2.

Ngoai ra, cac peptit 19, 21, va 22 trén Fig.2 khong dugc néu trong bang 2,
tire 12 cc trinh tu tir 13 dén 18 trén Fig.2 tuong ing v6i cac s6 tir 12 dén 17 trong
bang 2, trinh ty 20 trén Fig.2 tuong img voi s6 18 trong bang 2, va trinh tu tir 23
dén 28 trén Fig.2 tuong tng véi sb tir 19 dén 24 trong bang 2.

Fig.3 thé hién nguyén Iy cia phuong phap chuan nodi. Pudng cong higu
chinh duoc tao ra béng cach chuin d6 dang duoc danh déu béng chét déng vi cla
TUMAP (th8 hién bing mau x4m nhat). D8i v6i tit ca cac 1an ghi phd MS, luong
khong dbi ctia dang duoc danh diu bang chit ddng vi khéc ctia peptit chuan ndi
TUMAP (thé hién bing mau xdm d4m) dugc bb sung vao cdc mau phan tich MS.
Ham sb thé hién dudng cong hidu chinh duoc tinh tir ty 18 cac tin hiéu MS bang
phuong phép hdi quy logic. LLOQ duoc xac dinh bing cach kiém tra bang mét
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thuong va xem xét do léch so vdi dudong tuyén tinh. “Mau dinh luong” (thé hién
béng mau xanh 14 ciy) thé hién cudng do tin hiéu dugc xac dinh trong cic miu
khéi u dugc chon dé dinh lwong tuyét d6i s6 TUMARP.

Fig.4 thé hién duong cong hiéu chinh ctia cdc TUMAP HLA-A*02 duogc
chon d& dinh luong tuyét d6i. Két qua phan tich MS ctia cac TUMAP tuong tmg
trong mau mo khdi u ding dé phan tich s6 TUMAP tuyét d6i cho mot t& bao
(“mAu dinh luong”) duoc dua vao mdi dd thi.

Fig.5 thé hién cic dudng cong hiéu chinh khic cta cic TUMAP HLA-
A*02 duoc chon d dinh luong tuyét ddi. Két qua phan tich MS ctia cic TUMAP
tuong tmg trong mau mo khdi u ding dé phan tich s6 TUMAP tuyét dbi cho mot
té bao (“mau dinh lugng™) duoc dwa vao mdi do thi.

Fig.6 thé hién duong cong hiéu chinh cta cic TUMAP HLA-A*24 duoc
chon dé dinh luong tuyét ddi. Két qua phan tich MS ctia TUMAP twong tng trong
mAu m6 khéi u ding dé phan tich s6 TUMAP tuyét di cho mot t& bao (“mAu dinh
lugng™) dugc dua vao mdi dd thi.

Fig.7 thé hién cic dudng cong hiéu chinh khic cia cic TUMAP HLA-
A*24 duogc chon d& dinh luong tuyét d6i. Két qua phan tich MS cia cac TUMAP
tuong Ung trong miu mo khdi u dung dé phén tich s6 TUMAP tuyét dbi cho mot
té bao (“mau dinh luong”) dugc dua vao mdi dd thi.

Fig.8 thé hién d6 bién thién udc tinh cta cc 14n phan tich MS lip lai ctia
tat ca cac TUMAP duoc phan tich. M3i ddu chim thé hién hé s6 bién thién (CV
tinh theo %) ctia cc 1dn phan tich MS lap lai ctia mdi TUMAP trong mdt mau mo
cu thé. Gi4 tri trung binh ctia cac CV ciia tht ca cac TUMAP duoc coi 1a d6 bién
thién trung binh ciia c4c 14n phan tich MS lap lai.

Fig.9 thé hién hidu qua phan lap peptit MHC. Hiéu qua phan lap peptit
MHC dugc x4c dinh trong tdim mau duong tinh v6i A*02 cia TUMAP A*02 (A),
va trong sdu mau duong tinh v6i A*24 cia TUMAP A*24 (B). Hiéu qua phan lap
thay dbi trung binh 24% d6i v6i cac TUMAP A*02 va 32% ddi v6i cac TUMAP
A*24 tuong ung (C).

Fig.10 thé hién phuwong phap danh gis dé phan tich ham lugng ADN. A. So
sanh ba phuong phap khac nhau d néi suy s6 luong té bao tir lwong ADN cho

true: bang cach sir dung dudng cong chuin thu duoc tir cac dong té bao khdi u
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(mau xam dam), tt PBMC cta nguoi cho khoe manh (mau xédm), va st dung
trong luong 1y thuyét cia hé gen ludng bdi ngudi (mau x4m nhat). Cac mau sinh
hoc lap lai, ttrc 13 cac ché phidm phan giai mo doc 1ap ciia cic mAu khic nhau cua
cung mot khéi u duoc thé hién br?lng mau xam. B. V& dudng cong chuin PBMC,
duong cong ndy duoc sir dung d& xac dinh tong s luong t& bao ciia cic miu md
duoc phan tich trong phuong phép dinh lugng TUMAP tuyét d6i.

Fig.11 thé hién két qua x4c dinh s6 luong té bao clia cic mau mo ran dong
lanh: két qua phan tich sé Iugng t€ bao cua cac miu khéi u duong tinh v6i A*02
va A*24 (dd thi A) va d6 bién thién udc tinh clia viéc phén tich sb luong t& bao
(db thi B). C4c mAu sinh hoc lip lai dwoc thé hién bing mau xam.

Fig.12 thé hién két qua sé lugng ban sao peptit cho mét té bao ctia HLA-
A*02 TUMAP. T4m khdi u GC khéc nhau dugc phén tich, ba khdi u trong sb
ching dugc phan tich theo hai miu (cic mAu sinh hoc 13p lai dugc nhém lai véi
nhau va duoc thé hién béng mau xam). LLOQ dé chi pham vi dinh luong trong
mét 1an phan tich MS va dugc ngoai suy cho LLOQ dic trung cho maiu va
TUMAP, tirc 1a sb lugng ban sao ﬂ’lép nhét ¢6 thé dinh luong duoc trong miu cu
thé cia TUMAP cu thé (duoc thé hién bang mau x4m).

Fig.13 thé hién cac két qua phan tich khac vé s6 luong ban sao peptit cho
mot té bao cta cac TUMAP HLA-A*02. Tam khdi u GC khic nhau dugc phan
tich, ba khéi u trong s ching duoc phan tich theo hai miu lp (cac mau sinh hoc
lap lai dugc nhém lai va thé hién bﬁng mau xam). LLOQ dé chi pham vi dinh
luong trong mot 14n phan tich MS va duoce ngoai suy cho LLOQ dic trung cho
mau va dic trung cho TUMAP, ttc 12 sb lwong ban sao thip nhat c6 thé dinh
luong duoc trong mot miu cu thé dbi véi TUMAP cu thé (dugc thé hién bing
mau xam).

Fig.14 thé hién két qua phan tich s luong ban sao peptit cho mot t& bao
ctia cac TUMAP HLA-A*24. Sdu khdi u GC khac nhau duge phén tich, ba khdiu
trong sb chung dugc phan tich theo hai mAu lip lai (hai mau sinh hoc lip lai duoc
nhém lai va thé hién béng mau xam). LLOQ dé chi pham vi dinh lugng trong mot
lan phan tich MS va duogc ngoai suy cho LLOQ dic trung cho mau va dic trung
choTUMAP, ttc 12 sb luong ban sao thép nhat ¢6 thé dinh lugng dugc trong mot

mau cu thé d6i véi TUMAP cu thé (dugc thé hién bang mau xam).
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Fig.15 thé hién cac két qua khac vé sb luong ban sao peptit cho mét té bao
ctia cac TUMAP HLA-A*24. Sau khéi u GC khac nhau dugc phan tich, ba khéi u
trong s6 chung duoc phan tich theo hai mau lap lai (hai mAu sinh hoc 1p lai duoc
nhém lai va thé hién bing mau x4m). LLOQ d chi pham vi dinh lwong trong mot
l4an phén tich MS va dugc ngoai suy cho LLOQ dic trung cho mAu va dic trung
cho TUMAP, tiic 1a s6 luong ban sao thip nhét ¢ thé dinh luong dugc trong mot
mAu cu thé d6i véi TUMAP cu thé (duoc thé hién bing mau x4m).

Fig.16 thé hién thir nghiém vé& sy anh hudng ciia viéc bd sung cho miu
bing cach str dung 500 fmol peptit tw do trong ché phAm monome MHC/peptit.
Peptit tu do trong phén tich nay khong ¢ anh huéng ding ké ddi véi cac peptit da
néu. |

Fig.17 thé hién két qua thir nghiém vé tinh 1ip lai ctia phuong phap phan
1ap ADN bang cach sir dung thir nghiém Qubit HS (huynh quang) so v6i duong
cong chuén. C4c miu (mAu mé ung thu, nhu NSCLC) c6 d6 dong nhét du. ADN
dugc phan lap tir ba miu 50pl.

Céc trinh tir nhan biét SEQ ID No. 1 dén 24 thé hién cac peptit néu trong

cac bang 1 va 2 dugc chon dé dinh luong tuyét dbi theo céac vi du cta séng ché.

M5 ta chi tiét sing ché

Theo séng ché, thuat ngit “bd sung” d& chi viéc bd sung lugng hoic ndng
d6 da biét cia it nhat mot phdi tir peptit MHC da biét, vi du khong gin két (“tu
do”) cén dinh luong vao mét mau, vi du, vao mot ché phim (& day duoc goi la
“ché phim b sung I”) hoic dich rira giai peptit (& day dugc goi 1a “ché phim bd
sung IT). Luong/ndng d6 peptit cdn bd sung c6 thé dwoc didu chinh d& dang va
phu thudc it nhat mét phdn vao miu cin bd sung va phuong phap ding d phan
tich.

Phuong phap theo sang ché dwoc wu tién 13 phuong phap trong d6 it nhit
mdt phdi tir peptit MHC duoc chon tir peptit lién quan dén khdi u (TAA) hodc
peptit lién quan dén bénh (DAA).

Phuong phap theo sang ché 1a phuong phép trong d6 miu sinh hoc chia té
bao néu trén duoe chon tir mdu md, miu mau, mau khdi u, hodc miu mé nhiém

khudn. Theo sang ché, cac miu thu duoc truc tiép tir d6i tuong, nhu bénh nhan
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duoc goi 1a miu “so cdp”, nhu miu khéi u hoic md so cip, khic véi cac miu
dong t& bao, nhur dong t& bao khdi u da biét. Cac mau nay c6 thé 1a miu méi hoic
duoc bao quan (vi du, duge dong lanh hogc diéu ché), mién 1a ching thich hop déi
v6i phuong phap theo sang ché. Mau dugc uu tién 12 miu sinh hoc khéng chira
céc dong té bao vinh vidn.

Dé 1am vi du duoc uu tién, mAu peptit HLA ciia cic miu mé (so cip) duogc
dong lanh séc ¢6 thé thu duoc bing cach két tia mién dich tir cAc md ran bing
cdch sir dung khang thé dic hiéu HLA-A, -B, -C w6/32 hoic khing thé dic hiéu
HLA-A*02 BB7.2 gin két voi sepharoza dugc hoat hoa bing CNBr chéng han,
sau d6 xir 1y bang axit, va siéu loc. Pdi véi cac alen HLA khac nhau, cac khang
thé dic hiéu khac da biét trong linh vuc nay c6 thé dugc sir dung, vi du GAP-A3
ddi véi alen A*03, B1.23.2 d6i v6i alen B. Cac phuong phép tuong tmg dé thu
dugc peptit MHC-nhém I ctia cac dong vat ¢6 va khac 1a da biét 16 trong linh vuc
nay.

Phuong phép theo sang ché ciing c6 thé duogc st dung trong céc bénh
nhi®m khuén, nhu bénh nhidm virut hodc vi khuén, vi du bénh sbt Dengue, bénh
nhiém virut Ebola, bénh nhiém Marburg, bénh lao (TB), bénh viém mang ndo
hodc bénh giang mai, tdt hon néu phuong phép nay dugc st dung ddi voi cac
chung sinh vat gdy bénh khing thudc khéng sinh, bénh tu mién, nhu bénh viém
khép, bénh nhidm ky sinh tring, nhu bénh sét rét va cdc bénh khéc nhu bénh xo
cing rai rac (MS) va bénh Morbus Parkinson, mién la gbc duoc hudng dich 1a
peptit gén két véi MHC nhém 1.

Vi du v& c4c bénh tw min (k& ca cac bénh khong duge tuyén bd chinh thirc
1a bénh ty mi&n) 13 bénh phdi tic nghén man tinh, bénh viém d6t séng dang thap,
bénh Crohn (mdt trong hai loai bénh viém rudt (inflammatory bowel disease:
IBD) tu phat, bénh viém da co, bénh dai thdo duong typ 1, bénh lac ndi mac tir
cung, hdi ching Goodpasture, bénh Graves, hoi chung Guillain-Barre (Guillain-
Barre syndrome: GBS), bénh Hashimoto, bénh viém tuyén md hdi mu, bénh
Kawasaki, bénh thén IgA, bénh ban XUt huyét giam tiéu clu tu phat, bénh viém
bang quang k&, bénh lupit ban dé, bénh mé lién két hon hop, bénh cung bi, bénh
nhuoc co ning, con ngu kich phat, ting truong luc co than kinh, bénh pemphigut
thong thuong, bénh thiéu méu 4c tinh, bénh vay nén, bénh viém khép vay nén,
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bénh viém da co, bénh xo gan mat nguyén phat, bénh viém da sun hay tai phat,
bénh viém da khop dang thép, bénh tdm than phén liét, bénh cung bi, hoi chung
Sjogren, hoi ching nguoi cing do, bénh viém dong mach thai duong (viém dong
mach t& bao khong 16), bénh viém rudt két man loét (mét trong hai loai bénh viém
rudt "IBD" ty phat), bénh viém mach, bénh bach bién va bénh u hat Wegener.

Sang ché khong chi gidi han & bénh & nguoi, ma c6 thé dugce sir dung cho
dong vét c6 vu, vi du bo, lgn, ngua, meéo, chd, dong vat gdm nhim, nhu chuét,
chudt nhét, dé, va cac dong vat nudi khic.

Theo phuong an duge wu tién khac nita cia phuong phéap theo sdng ché,
budce tao ra t& bao it nhat mot phan bao gdm phan giai mo bang enzym, va/hoic
phan giai t bao.

Sb luong t€ bao duoc xac dinh béng cach st dung phuong phéap duoc chon
tir @&m sé nhan té bao, xac dinh ADN bing c4ch do quang, xac dinh ADN bing
cach do huynh quang (vi du, bing cach sﬁv dung phuong phap Qubit®), va PCR
dinh lugng.

Phuong phap duoc wu tién hon theo séng ché 1a phuong phép con bao gdm
bude x4c dinh luong cua it nhét mot loai phén tt HLA trong ché phém thu duoc
trong budc a). Viéc xac dinh nay cé thé duoc thuc hién b%lng cach st dung
phuong phdp thong thuong trong linh vuce nay, nhu phuong phdp lién quan dén
cac khang thé ddc hidu, vi du phuong phap ELISA, gel, phan loai t& bao, va/hodc
sic ky.

Phuong phép dwoc wu tién hon nita theo sang ché 1a phuong phép trong d6
it nhat mot phirc chét peptit-MHC b sung vao va/hoic it nhat mot phdi tir peptit
MHC bd sung vao dugc danh dAu, va tét hon 1a dugc danh déu khac nhau. Chit
danh du twong tmg 14 da biét déi voi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay va bao gdm chét dénh diu ddng vi, chit danh diu c6 hoat tinh phéng xa va
chit dénh d4u khong c6 hoat tinh phéng xa, enzym, va cac chét khac c6 khdi
lugng khéc nhau. Tt hon, néu viéc danh dau nay la dac hiéu ddi véi peptit cu thé
can dinh luong. Tt nhit néu TAA/TUMAP dugc d4nh déu kép, vi du trong céc
trudong hop trong d6 can hai chit bb sung duge danh dau khac nhau trong cling
mot thr nghiém (xem céc vi du dudi day).

Phuong phép dugc wu tién theo sang ché 1a phuong phip trong d6 bude
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phén 1ap bao gdm sic ky, nhu séc ky 4i luc. Theo d6 phéi tt MHC/HLA c6 thé
dugc phan 1dp theo d6 ky nudc ctua ching bing phuong phép sic ky dao pha (vi
du, hé thdng sic ky nanoAcquity UPLC, Waters), sau d6 phat hién trong phd khdi
ké Orbitrap hybrid (ThermoElectron). Tt hon, néu mdi mau dugc phan tich nhiéu
14n bang phuong phap LCMS. Sau d6, dit liéu LCMS dugc xir Iy bang cach phén
tich dit liéu phd MS ndi tiép (MS/MS).

Phd MS néi tiép dugc ghi theo cach huéng dich tip trung vao céc gia tri
m/z ctia peptit can dinh huong, 6t hon 12 duoc danh gia bing chuong trinh phin
mém trich xuét cuong d6 clia cac ion phan manh di chon trudc ctua cdc dinh
chuyén tiép dinh trude. Mot vi du vé chuong trinh phan mém nay 1 chuong trinh
Skyline (MacLean B et al. Skyline: an open source document editor for creating
and analyzing targeted proteomics experiments. Bioinformatics. 1.4.2010;
26(7):966-8., http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btq054) ding dé phan tich
dir liéu phé khéi cta cac thir nghiém ghi dit liéu doc lap (data independent
acquisition: DIA) dé theo d&i phan tmg song song (MS/MS nhim theo ddi phan
g song song). Chuong trinh phin mém nay c6 thé duoc st dung d6i vai peptit
dugc danh diu bang chat ddng vi dong rira giai nhdm muc dich riéng cling nhu dé
trich xuat cudng do cac dinh chuyén tiép don dé xur Iy tiép.

C6 thé so sanh cac nhom peptit gidi han bdi ciing mot alen HLA gifta céc
mAu khac nhau dua trén khang thé dic hiéu alen thong thuong st dung dé tinh
ché, néu cé, hoic theo cach khac, dua trén viéc gan trinh tu cho cdc alen HLA
théng thuong bang cach ding kiéu axit amin neo.

Déi voi Iy do théng ké, phuong phap duoc wu tién theo sang ché 1a phuong
phap trong d6 it nhat hai lin ghi phé khéi lap lai dugc thuc hién dbi véi it nhat
mdi mot peptit phdi tir MHC.

Do d6, theo mdt khia canh khac, phuong phap theo sang ché con bao gém
bude chon phéi tir MHC peptit duoc trinh dién qua muc, duge biéu hién qua mirc
va/hodc dic hidu khdi u dé phan tich.

Theo mot khia canh khéac ciia phuong phép theo sang ché, phuong phap
nay co thé duoc thuc hién hoic duoc thuc hién véi ning suit cao, t8t hon 12 c6 ti
50 dén 100 phdi tir peptit c6 thé duoc phén tich song song.

Theo mét phuong an dugc wu tién khac nita ctia phuong phéap theo sing
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ché, cc budc clia phuong phap nay dugc thuc hién theo thit ty nhu da chi ra trong
yéu cu bao hd kém theo, hodc nhu néu trén. Theo mot phuong 4n duge wu tién
khéc nita ctia phuong phap theo séng ché, phuong phép nay bao gdm cac bude
nhu néu trén va néu & day.

Theo mdt khia canh duoc uu tién khdc ciia phuong phap theo sing ché,
phuong phép nay lién quan dén viéc didu tri hoic chan dodn dugc ca nhan hoéa.
Déi véi phuong phap ny, (cac) miu dugc phéan tich c6 ngudn gbe tir mot d6i
tuong, hodc tir m§t nhom d6i tuong méc cling mdt tinh trang bénh nhur dwgc mo ta
& day. Ngoai ra, profin phéi tit MHC duoc ca nhin héa, tot hon 13 profin phéi tit
MHC dic trung cho bénh dugc dinh lugng c4 nhin héa dya trén phéi tt MHC
peptit duge dinh lwong nay c6 thé dugc tao ra dwa vao phuong phép theo séng ché
nhu duge mo ta & day. ‘

Tt nhét néu phuong phap theo sang ché duoc thuc hién in vitro.

Phuong phap theo sang ché con bao gém budc tdng hop, t6t hon 1 tong
hop hod hoc, it nhat mét phéi tir peptit MHC dugc dinh luong bang phuong phap
nay trén thiét bi téng hop hoic téng hop bang tay. Do d6, mot khia canh khéc ctia
sang ché @& cap dén phuong phap didu ché peptit phan tmg mién dich ma béng
peptit nay mot peptit duge dinh lugng theo phuong phép cua sang ché va peptit
nay dugc téng hop hoa hoc in vitro hodc in vivo. Peptit c thé dugc didu ché béng
cach lién két hoa hoc axit amin bing céc phuong phap chudn da biét trong linh
vuc nay.

Peptit co6 thé dugc diéu ché in vitro, vi du, trong cc hé khong chira té bao,
va in vivo bing cach st dung t& bao. Peptit nay c6 thé dugc diéu ché nhu duge
boc 16 trong EP2111867 bdi Lewandrowski va céc dong téc gia.

Phuong phép theo sang ché con bao gdm budc phét hién su c6 mit clia té
bao lymphd T. Bing céch sir dung phuong phap nay, c6 thé phat hién cu thé mirc
d6 xudt hién tir trude cua té bao lymphd T khéng lai cac peptit duge phan 1ap va
x4c dinh & bénh nhan. Bang cach thuc hién budc niy, cé thé chi st dung cac
peptit ma cic té bao lympho T da xuét hién tir trudc & bénh nhan khang lai chiing
d8 1am vacxin. Do d6, cac peptit nay c6 thé dugc sir dung dé hoat hoa céc té bao
lymphd T déc hiéu.

Sang ché boc 16 phuong phép, trong d6 budc phat hién céc té bao lymphd
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T dic hidu xuét hién tir truée duoc thuc hién béng cach danh diu té bao lymphd
nay bang phtic chat téi tao ctia phan tit trinh dién khdng nguyén va peptit khang
nguyén.

Séng ché boc 16 phuong phap, trong d6 phuong phap ndy con khong sir
dung té bao bat hoat gen, dong té bao hodc dong Vat.

Séng ché boc 16 bude kim soat chit luong tu dong dua trén céc phan tr
duoge bd sung vao mau vé6i luong x4c dinh. |

Béng phuong phép theo sang ché, ciing c6 thé xac dinh céc peptit dic trung
cho bénh nhén, tic 12 c6 thé x4c dinh chinh xé4c peptit thich hop dé sir dung lam
vacxin cho bénh nhan dé gay ra dép img mién dich dic hiéu.

Trong ban mo ta nay, séng ché duoc mé ta véi vi du 1a bénh ung thu. Tuy
nhién, phuong phap theo séang ché ciing c6 thé dugc 4p dung trong bénh nhiém
khuin, bénh tv mién, va bénh nhiém ky sinh tring, mién 13 dép tmg mién dich
tuong ung 1a dap tmg lién quan &&n MHC nhém 1.

Sang ché s& duge mo ta thém trong cic vi du sau day, tuy nhién, sang ché
khong chi giéi han & céc vi du nady trong cac hinh v& va danh muc trinh tw kém

theo.

Vi du thwe hién sing ché

Céc vi du sau mé ta phuong phép theo sang ché trong ngit canh TAA/bénh
ung thu. Sang ché khong chi giéi han & cac vi du nay do ching chi 1a mét phuong
4n duoc wu tién clia sang ché.

Bang 1: TUMAP HLA-A*02 duoc chon d dinh luong tuyét déi

11 peptit dugc chon dé dinh lugng tuyét doi

S6 | Ky hiéu peptit Trinh tu

1 | IGF2BP3-001 KIQEILTQV

2 | FAP-003 YVYQNNIYL
3 |COLI2A1-002 FLVDGSWSV
4 | MXRA5-001 TLSSIKVEV

5 | NCAPG-001 YLLSYIQSI
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6 COL6A3-002 FLLDGSANV
7 WNT5A-001 AMSSKFFLV
8 F2R-001 TLDPRSFLL

9 HIF1A-001 ALDGFVMVL
10 MET-001 YVDPVITSI
11 CCNB1-002 ILIDWLVQV

Béng 2: TUMAP HLA-A*24 duoc chon d dinh lugng tuyét d6i

14 peptit dugc chon @& dinh luong tuyét dbi. Pic tinh ciia mot peptit
(PLK4-001) héa ra 1a khong thich hop cho c4c thir nghiém tiép theo. Déi véi 13
peptit con lai, thir nghiém dinh lugng tuyét dbi duoc thuc hién.

S6 | Ky hiéu peptit Trinh tu

12 | ASPM-002 SYNPLWLRI
13 | SLC6A6-001 VYPNWAIGL
14 | MMP3-001 VFIFKGNQF
15 | CDC2-001 LYQILQGIVF
16 | PLK4-001 QYASRFVQL
17 | ASPM-001 RYLWATVTI
18 | ATAD2-002 KYLTVKDYL
19 | KIF2C-001 IYNGKLFDLL
20 | MET-006 SYIDVLPEF
21 | AVL9-001 FYISPVNKL
22 | PPAP2C-001 AYLVYTDRL
23 | UCHL5-001 NYLPFIMEL
24 | UQCRB-001 YYNAAGFNKL

Viéc dinh luong s6 lugng ban sao TUMAP cho mot té bao trong cac mau khéi

u rdn doi hoi phai thuc hién cdc phan tich dinh luong (phu) bao gém:
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a) xac dinh lugng TUMAP dugc phén lap,
b) xac dinh lvong TUMAP t6n thét trong qua trinh phan 1ap, va
¢) xéc dinh sb luong t& bao ctia miu md duge phan tich.
Phin md ta chung v& phuong phap thir nghiém theo séng ché dugc thé hién

trén Fig.1.

Dinh luong peptit bing phuong phap nanoL.C-MS/MS

Pé dinh luong chinh x4c peptit bing phwong phap phd khéi, kién thic co
ban vé mdi trong quan dic trung cho peptit clia luong peptit va tin hiéu MS can
duoc nghién ctru trude. Theo mét vi du, viéc phan tich MS hén hop peptit v6i 10
fmol d6i voi mdi peptit cho thdy ring c6 su khéc nhau 16n ddc trung cho peptit
trong tin hiéu MS (Fig.2). Diéu nay ciing ngu y ring pham vi dinh lrgng ma trong
d6 peptit c6 thé duge dinh lugng déng tin cdy bang phuong phap MS tiry thude
vao dic tinh cua tung peptit.

Ngoai ra, mbi tvong quan tuyén tinh gitta lugng peptit cu thé va tin hidu
MS chi ¢6 thé duoc ky vong trong mot pham vi nhét dinh. Do d6, tac gia sang ché
da quyét dinh phai x4c dinh dudng cong hiéu chinh riéng cho mdi peptit. Pham vi
dinh luong cua mdi dudng cong hiéu chinh dwgc chon dé thé hién khong chi
pham vi dinh lugng riéng biét ctia peptit, ma cd pham vi tin hiéu MS cta mdi
peptit trong cic mAu khéi u da phan tich truée d6. Muyc dich 1a mdi dudng cong
hiéu chinh cAn phai bao gdm pham vi tin hiéu MS dic trung cho peptit bang it
nhit 80% so véi cdc miu thong thuong.

Viéc 1ap dudng cong hidu chinh chinh x4c doi hoi phai c6 chat chudn téng
hop, chét nay cn dugc dinh luong bing phuong phap doc 18p va cé dic tinh
gibng nhu TUMAP ty nhién. Téc gia sang ché sir dung céc dang duge danh déu
bing chét ddng vi kép cia TUMAP, tirc 1a hai axit amin dugc d4nh d4u bang chét
ddng vi duoc dua vao qué trinh tbng hgp TUMAP. Céc dang dugc danh dau kép
ndy ¢6 thé duoc phan biét véi TUMAP tu nhién boi mirc dd khac nhau vé khbi
luong bang 12-18 Dalton phu thudc vao axit amin dugc ddnh diu. Ngoai thay dbi
vé khéi luong, viéc danh d4u bing chét dong vi khong lam thay doi dic tinh cta
peptit trong phén tich MS, tic 1a céc peptit cé trinh tu gibng nhau nhung chét
ddng vi d4nh déu khac nhau s& dan dén cudng d6 tin hidu MS giéng nhau
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(Anderson et al., 2012). Sau khi téng hop, TUMAP duoc danh dau kép nay duoc
dinh Iuong chinh x4c bing cach phén tich nito dé cho phép x4c dinh mdi twong
quan chinh xac gitta luong peptit va tin hiéu MS.

Puong cong hiéu chinh duoc 1ap theo it nhét ba chit nén khac nhau, tic 12
dich rira giai peptit HLA ciia cc mu tu nhién gidng v&i cac mau MS thong
thudng, va mdi ché phidm dugc x4c dinh theo hai 1an phan tich MS 13p lai. D bu
lai su bién thién do k¥ thuat bat ky giita cac 1an phan tich MS, peptit chuin néi
duoc st dung trong tit ca cac 1an phan tich. T 1€ tin hiéu MS cta peptit da chuén
d6 voi chat chudn ndi ¢b dinh duoc v& @b thi, va dudng cong hidu chinh dugc tinh
bang cach hdi quy logic (Fig.3). Gi6i han dinh luong dudi (lower limit of
quantitation: LLOQ) duoc xac dinh bing mit khi tinh dén d6 lénh khoi duong
tuyén tinh. Néu d6 lénh khoi dudng tuyén tinh I khong 18 rang nhu d6i v6i peptit
FAP-003 (Fig.4), ty 1é trung binh cua lrong peptit nho nhit duoc st dung dé tinh
LLOQ. Giéi han dinh lugng trén, tic 1a 6 léch khoi duong tuyén tinh & néng do
cao hon 12 khong dat duoc dbi véi dudng cong hiéu chinh bat ky.

Trong cac thir nghiém dinh lugng thuc té, chat chuin noi dugc bd sung vao
mdi mAu véi luong gidng nhu dé 1ap dudng cong hiéu chinh, va ty 1€ clia peptit tu
nhién véi peptit chudn ndi dugc tinh. “Phwong phép chit chudn ndi” nay la
phuong phép thong thudng dé dinh luong protein trén co s& phan tich MS, vi dy,
dé phén tich d4u 4n sinh hoc trong cic mau sinh hoc (Sturm et al., 2012; Prasad
and Unadkat, 2014; Sato et al., 2012). Puong cong hi€u chinh va céc gia tri xac
dinh duoc trong cic mau khdi u thue té dugc thé hién trén Fig.4 va Fig.5 déi véi
dang HLA-A*02 va trén Fig.6 va Fig.7 dbi voi dang HLA-A*24 cla tat ca céc
TUMAP duoc chon dé dinh lugng tuyét d6i.

D& uéc luong do bién thién cia cac 1an phan tich dinh luong MS, hé s6
bién thién (CV tinh theo %) cia ham luong peptit ctia mdi mAu phan tich MS
dugc tinh. CV ctia mdi mau phén tich MS dugc vé& d6 thi va do bién thién chung

ctia cac 1an phan tich MS duge uéce lugng 1a CV trung binh (Fig.8).

Hiéu qua phén lap peptit/MHC
Gibng nhu d6i v6i phuong phap tinh ché protein bat ky, viéc phan 1ap

protein tir cdc mau mé di kém véi luong ton hao nhat dinh cta protein can quan
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tam. D& x4c dinh hiéu qua phan lap TUMAP, phiic chat peptit MHC dugc tao ra
dbi véi tAt ca cac TUMAP duoc chon dé dinh luong tuyét d6i. Dé c6 thé phan biét
phtrc chit bd sung véi céc phirc chit peptit MHC tu nhién, cac dang dugce danh
dAu bing chét déng vi don cuia TUMAP dugc st dung, tirc 12 mét axit amin dugc
danh diu biang chit dong vi dugc dua vao sir dung trong qué trinh téng hop
TUMAP. Céc phirc chit nay dugc bd sung vao cc dich phan giai md méi diéu
ché, ttc 12 & thoi diém sém nhét c6 thé clia qua trinh phan 1ap TUMAP, va sau d6
duoc bt gitt gidng nhu phirc chit peptit MHC tu nhién trong qué trinh tinh ché &i
luc sau d6. Do @6, viéc xac dinh luong thu hdi cia TUMAP dugc dénh ddu don
cho phép két luan hidu qua phan 1ap clia timg TUMAP ty nhién.

Hi¢u qua phan l4p duogc xac dinh trong 13 mau d3 chon dé dinh luong
TUMAP tuyét d6i (7 miu duong tinh véi HLA-A*02, 5 miu duong tinh v6i
HLA-A*24, va mot mau duong tinh kép v6i HLA-A*02/A*24). TAm miu dwong
tinh v6i A*02 duge phén tich hiéu qua phan 18p cac TUMAP A*02 va sdu mau
duong tinh véi A*24 duoc phan tich hi¢u qua phan ldp cic TUMAP A*24
(Fig.9A, Fig.9B). Cac két qua nay goi ¥ rang dbi véi phan 16n céc peptit, hiéu qua
phan 1ap 13 tuong duong trong cic miu md khac nhau. Nguge lai, hiéu qua phan
lap 1a khéc nhau gifta c4c peptit riéng biét. Piéu ndy goi y rang hidu qua phan 1ap,
mac du chi dugc xac dinh & mét sb luwgng gidi han céc mau mo, c6 thé duge ngoai
suy cho ché phdm mé bat ky khac. Tuy nhién, cin phan tich mi TUMAP riéng
biét do hiéu qua phan 1ap c6 thé khong dugc ngoai suy tir peptit ndy sang cac
peptit khéc.

Trong mot s truong hop, hiéu qua phan 14p 14 cao khong thuc té va/hodc
thay dbi nhiéu, vi du ddi véi peptit NCAPG-001 (Fig.9A). Trong céc trudng hop
trong d6 hi€u qua phan 1ap khong thé x4c dinh dugc, vi du do céc khé khan lién
quan dén viéc dinh Iuc_mg phu thude vao peptit (vi du, LLOQ cao d6i vé6i céc
peptit CCNB1-002, ASPM-001) hodc hi¢u qua tinh dugc la cao hon 100%, tac gia
séng ché cho ring hiéu qua phan Iap 1a 100%. Day la mot phuong phap dé dit, c6
thé u6c tinh qué cao hiéu qua phan 1ap va cudi cung dn t6i u6ce tinh qué thap sé
lwong ban sao peptit cho mét t& bao.

D& danh gid su bién thién cta hiéu qua phan 1ap TUMAP, hé s6 bién thién
(CV tinh theo %) cta qua trinh phan lap ttmg TUMAP clia 6-8 mau dugc v& dd
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thi (Fig.9C). N6i chung, d6 bién thién trung binh ctia cac TUMAP A*02 1a 24%,
cua cac TUMAP A*24 1a 32% tuong Ung.

X4c dinh sb luong té bao trong md ran dugc déng lanh

Mot yéu tb quan trong khac dé tinh sb luong ban sao peptit cho mot té bao
12 u6c tinh téng sé luong t& bao ciia cac miu mo sir dung dé phan 1ap TUMAP.
Téc gia séng ché d4 quyét dinh sir dung phuong ‘phép phén tich ham luong ADN,
do phuong phép nay c6 thé 4p dung cho mét pham vi rong cdc mau c6 ngudn gbc
khac nhau va didu quan trong nhat 13 cAc mAu dong lanh (Forsey and Chaudhuri,
2009; Alcoser et al., 2011; Alcoser et al., 2011; Silva et al., 2013).

Khi tinh dén tinh khong ddng nhat trong khéi u, cin xéc dinh s6 luong té
bao cta phan mé dai dién cho ca miu mé st dung dé phan lap TUMAP. Dich
phan giai mé dugc didu ché trong qua trinh phan 18p TUMAP la mAu thich hop dé
phan tich ADN, do n6 dong nhat hon so véi phan mé ran. Sau khi phan lap ADN,
ndng d6 ADN téng sé dugc dinh luong bang thir nghiém huynh quang (Life
Technologies, thit nghiém ADN Qubit HS), va ndng d6 ADN tong sb ctia cic miu
duoc tinh.

D4 tinh sb luong t& bao tir lwong ADN cho trudc, tic gia séng ché can nhic
hai phuong phap khéc nhau: thir nhit 1a s6 luong t& bio c6 thé duge tinh bang
cach st dung khéi luong 1y thuyét ctia hé gen nguoi, khéi luong nay duge ude
tinh 1a khoang 6,67pg ADN cho hé gen ludng bdi (Alcoser et al., 2011;
Konigshoff et al., 2003). Theo cach khac, cac miu c6 s6 lugng té bao da biét co
thé duoc st dung dé 1ap dudng cong ADN chudn bang céc phuong phép gibng
nhu duge st dung cho cdc miu mé. Phuong phdp nay da bu lai sy anh hudng bat
k¥ cua qua trinh phén 14p va dinh lugng ADN, do vdy lam tdng d6 chinh xéc cua
két qua phan tich. Tac gia sang ché da 1ap hai dudng cong chuén khic nhau, mot
duong cong tir bay dong t& bao khéi u khac nhau va dudng cong con lai tir té bao
don nhan mau ngoai vi (peripheral blood mononuclear cell: PBMC) cua 6 nguoi
cho khdée manh khéc nhau.

P& so sanh ca ba phuong phép danh gid (khéi luong ADN Iy thuyét va hai
dudng cong chuén dua trén t& bao khac nhau), sb luong té bao cho lg md duoc

tinh dbi v6i mot s6 miu (Fig.10A). Viéc tinh toan st dung tiéu chuin dong té bao
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dan dén lam giam dang ké sé luong t& bao (udc lugng thip hon t5i da 3,6 14n) so
v6i khi str dung tiéu chudn PBMC. Diéu nay xay ra khi cho ring cac dong té bao
khdi u c6 xu huéng c6 ty 16 cao hon ciia t& bao thé bdi khong chinh véi lugng
ADN cao hon so v6i cic t& bao PBMC ludng bdi khoe manh. Trong tai liéu
chuyén nganh, ty 1& ctia cac khéi u da day ludng bdi ndm trong khoang tir 25 dén
67% tuy thudc vao thr nghiém (Hiyama et al.,, 1995; Tamura et al., 1991;
Wiksten et al., 2008; Zhang et al., 2005; Sugai et al., 2005). Do murc boi thé va ty
16 t& bao thé boi khong chinh ciia cdc mAu mo 14 chua biét, ca hai dudng cong
chudn c6 thé chi dua ra u6c luong vé s6 luong té bao chinh x4c nhung khéng tinh
dén tAt ca céc dic tinh cla ting miu mo. Mot ngudn gy bién thién khéc 14 tinh
trang tang sinh chua biét cia m&u md hodc su c6 mit cia t& bao hoai tir. Cu thé,
su ting gip d6i lugng ADN trong cic té bao ting sinh 1am ting luong ADN so
v6i sb luong té bao va do d6 s& 1am léch két qua tinh sb lugng té bao. Trong hai
mAu mé da day binh thudng, tic gia sing ché di tinh dugc sb luong t& bao cho 1g
mb thip hon so v6i cac mau khdi u véi ca ba phuong phap.

Theo phuong phap d& dat, tac gia sang ché da quyét dinh st dung duong
cong chudn PBMC (Fig.10B), diéu nay c6 thé din t&i sy udc luong qué cao sb
lugng té bao trong phdn miu mo thé du ludng bdi, din t6i su ude lugng qua thap
5O luéng ban sao peptit cho mot té bao trong cdc miu ndy, nhung can khong bao
gid wde tinh qua cao sd lugng ban sao peptit cho mot té bao trong mau bét k.

D& phan tich cdc mAu md duoc chon dé dinh luong TUMAP tuyét ddi, tac
gia sang ché da phan 1ap ADN tir 2-3 miu dich phén giai mé, va m3i ché phim
ADN duoc dinh luong theo 2-3 mAu lap lai trong thir nghiém huynh quang. Téng
s6 lwong t& bao va sé luong t& bao cho 1g md dugc tinh tir ndng @ ADN téng sb
bing cach str dung dudng cong chudn PBMC (Fig.11A). Pé uéc lugng d6 bién
thién chung cta két qua phan tich s luong t& bao, hé s6 bién thién (%) trude hét
duoc x4c dinh & cip d6 mdi mau hodc néu c6 thé, mdi mau ldp sinh hoc (tirc 1a
ché phdm phan giai m6 doc 1ap clia cic mau khéc nhau clia cling mot khéi u).
Viée tinh toan nay c6 tinh dén d6 bién thién gitta cAc mau dich phan giai mo ciing
nhu céc 1an do 14p lai trong thtr nghi€ém huynh quang. Cac CV nay dugc thé hién
trén Fig.11B, va do bién thién chung dugc xéc dinh 14 gid tri trung binh cia céc

CV. Do bién thién nay c6 thé duoc giai thich mot phan bang thuc té 14 cac dich
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phén giai md khéng dugce lam dong nhat hoan toan, tuc la cdc hat mo6 con lai chira
céc t& bao khong dugc phén ly dn dén sé lugng té bao cao hon clia cac mau phan

18p 1ap lai (vi du, GC816T trén Fig.11A).

S8 lwong ban sao peptit cho mét té bao

Dua vao dit liéu dinh lwong peptit trong cac 1an phan tich nanoL.C-MS/MS
(“tbng luong peptit”), hiéu qua phan 14p TUMAP (“hiéu qua phan l4p theo ty 1&
%), va sb luong té bao ciia mdi mau khébi u, c6 thé tinh sé lugng ban sao
TUMAP cho mét té bao theo cong thirc sau:

Téng lugng peptit duge tinh tir két qua ctia 2 dén 4 14n phan tich nanoLC-
MS/MS (“peptit/lan [fmol]”) bing cach sir dung dudng cong hidu chinh thé hién
trén c4c hinh v& tir Fig.4 dén Fig.7.

lrong lrong dich phéan giai

2 . /peplit 23 peplit [u]
tng luong peptit = {2 [frmol] | x X -
% feong - g -frong mau MS cho
mau o mét lan phén tich [ul]

100%
% dich phan giai sir dung dé tach TUMAP

Chi céc két qua phan tich MS cao hon LLOQ nhu dugc x4c dinh bang cach
st dung dudng cong hiéu chinh dugc st dung dé tinh sé luong ban sao peptit
tuyét déi. LLOQ nay dé chi lugng TUMAP trong phén tich nanoLC-MS/MS
(“LLOQ/lan phan tich [fmol]”).

S6 luong ban sao cho mét t& bao cia tht ca cac peptit c6 thé duge dinh
luong nim trong khoang tir 50 dén 30000 sé lugng ban sao cho mét té bao (xem

bang 3).

Béang 3: M6 ta chung vé s luong ban sao TUMAP HLA-A*02 va HLA-

A*24 cho mét t€ bao

TUMAP HLA-A*02 duoc phan tich trong 8 mau, TUMAP HLA-A*24
dugc phan tich trong 6 miu. nq = khéng duge dinh lugng do lugng peptit thap
hon LLOQ
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Alen | Ky hiéu peptit Dinh lugng trong | SO luong ban sao cho mot té

HLA n miu bao (khoang gia tri clia cac
(% céc mdu duoc | mau riéng biét va cdc mau

phén tich) sinh hoc 1dp lai)

A*02 | IGF2BP3-001 1 (13%) 350-450

A*02 | FAP-003 1 (13%) 200-250

A*02 | COL12A1-002 0 (0%) nq

A*02 | MXRAS5-001 1 (13%) 450

A*02 | NCAPG-001 1 (13%) 1000

A*02 | COL6A3-002 0 (0%) nq

A*02 | WNT5A-001 1 (13%) 400

A*02 | F2R-001 5 (63%) 50-300

A*02 | HIF1A-001 3 (38%) 9000-30000

A*02 | MET-001 2 (25%) 200-250

A*02 | CCNB1-002 0 (0%) nq

A*24 | ASPM-002 0 (0%) nq

A*24 | SLC6A6-001 2 (33%) 1000-5000

A*24 | MMP3-001 2 (33%) 100-250

A*24 | CDC2-001 0 (0%) nq

A*24 | ASPM-001 0 (0%) nq

A*24 | ATAD2-001 2 (33%) 1500-6000

A*24 | KIF2C-001 1 (17%) 3500

A*24 | MET-006 3 (50%) 2500-13500

A*24 | AVL9-001 4 (67%) 1000-10000

A*24 | PPAP2C-001 5 (83%) 200-1500

A*24 | UCHL5-001 1 (17%) 12500

A*24 | UQCRB-001 | 1(17%) 900

Pé quan sat LLOQ trong trudng hop “sé lugng ban sao peptit cho mot té
bao”, “LLOQ cho mot t& bao” duoc tinh ddi véi mdi TUMAP trong mdi mau

bang cach sut dung hai cong thtic néu trén. Do cdc mau nay khac nhau ve tong s6
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lwong t& bao, LLOQ cho mét t& bao 12 khac nhau d61 v6i mdi mau (xem Fig.12 va

Fig.13 d6i v6i TUMAP A*02 va Fig.14 va Fig.15 d6i véi TUMAP A*24).

Uéc luong sai sb trong phuong phap dinh luong tuyét d6i TUMAP

Dé ude luong mic d6 bién thién trong phuong phap dinh lugng tuyét ddi
TUMAP, tic gia sang ché xem xét d6 bién thién tuong d6i cta ba két qua thur
nghiém chinh Nhu dugc mo ta trén day:
a) luong TUMAP dugc phan 1ap: d6 1éch tuong d6i 1,8% (A*02) va 2,1% (A*24)
b) hiéu qua phan 14p TUMAP: d6 léch twong ddi 24% (A*02) va 32% (A*24)

¢) sb luong té bao trong miu md: d6 1éch twong dbi 27%

Khi gia thiét sy phin bd binh thudng cla cac gid tri cia bien so0, sai sO
tuong d6i (o) ctia “s6 lugng ban sao cho mdt t& bao” cé theé dugc tinh bang can

bAc hai ctia tong céc sai s6 twong doi binh phuong ctia moi bién so:

Vi céc gid tri néu trén, hé s& bién thién cta s6 lugng ban sao tuyét d6i cho
mdt t& bao 1a khoang 36% dbi vai peptit HLA-A*02, va 42% ddi véi peptit HLA-
A*24. Pé tao 4n tuong vé muc d bién thién cua két qua, sai sb tuong d6i va tuyét
dbi cua sb luong ban sao peptit cho mot t& bao ciia peptit 1am miu va miu dugc

tinh (bang 4).

Bang 4: Vi du tinh to4n sai sd twong d6i va tuyét di trong phuong phép
dinh luong TUMAP tuyét d6i d6i v6i peptit lam mau
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A*02 A*24
Gi4 tri Sai 56 Sai 56 Sai s6 Sai 6
twrong d6i | tuyét di | tuong d6i | tuyét ddi
(%) (%0)

Téng s6 luong té 1x10° 27% - 27% -
bao/mau
Téng luong peptit 16,25 1,8% - 2,1% -
[fmol]
Hiéu qua phan lap 10% 24% - 32% -
peptit MHC
S6 luong ban sao 1000 36% 360 42% 420
peptit cho mot té bao

Viéc tinh toan mau nay goi y ring ddi véi viéc phan tich dinh lugng tuyét
d6i qua nhiéu budc phtrc tap, mic @6 bién thién cta céc két qua vin nim trong
khoang chip nhan dugc. Déi v6i cac TUMAP riéng biét, sai s§ tuong d6i c6 thé
1éch khai sai sb trung binh tinh duogc & day. S luong ban sao TUMAP cho mét té
bao c6 thé duoc so sanh vé mit dinh luong gitta cic TUMAP khac nhau dé cho
phép TUMAP uu tién chon dich khang thé va/hodc thu thé t& bao T tan thich hop.

So sanh phuong phép dinh lugng TUMAP v6i céc phuong phap d3 biét

Phuong phép chinh x4c dé dinh luong tuyét dbi sb lwong ban sao peptit lién
quan dén MHC cho mét té bao 1a chua timg duoc thé hién trudc day. Diéu quan
trong nhat 14 c4c phuong phap trude ddy dé dinh luong peptit gan két voi MHC
bang cach st dung phuong phép phan tich MS khong tinh dén sy ton that khang
nguyén trong qua trinh diéu ché miu (Tan et al., 2011; Hogan et al., 2005). Gan
day, nhém cia Peter A. von Velen d& cong bd phuong phép “dinh luong chinh
xac peptit gan két véi MHC” (Hassan et al., 2014). Trong phuong phdp ndy, cdch
tiép can dugc sir dung dé dinh luong hai khang nguyén hoa hop mé thi yéu 1a
LB-NISCH-1A va LB-SSR1-1S trén té bao EBV-LCL JYpp65. Tuy nhién, cic

bude thir nghiém riéng biét khac nhau déng ké, cac budc nay dugc néu tém tat
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trong bang dudi day:

Bang 5: so sanh phuong phép dinh luong TUMAP ctia Hassan va cac dong

tac gia va phuong phap theo sang ché

Phuong phap cua Hassan va

cac dong tac gia

Phuong phép theo sang ché

Duong cong hiéu

chinh peptit

Chi duoc sit dung dé xac dinh
khoang gid tri tuyén tinh khi
gia thiét rang tit ca cac peptit
c6 ciing mdi twong quan gifta
luong peptit va tin hiéu MS
(d6 déc =1)

Dé x4c dinh khoang gia tri
tuyén tinh, LLOQ va d dinh
luong peptit; xem xét mdi
twrong quan ddc trung cho
peptit cia lugng peptit va tin
hiéu MS cua mdi peptit riéng

biét

Dinh luong
peptit

Hiéu chinh mét diém: ty 18 tin
hiéu véi peptit chuén duogc bd

sung

Phuong phép chét chuan noi,
dua trén duong cong hiéu
chinh dac trung cho peptit,
dinh lwong cac miu gin gia
tri LLOQ

Hiéu qua phan

lap

Phtic chét peptit MHC dugc
b sung vao dich phan giai
sau khi phan giai trong 2 gid
va loai bd bing cach ly tim,
khéong quan tdm téi lugng
peptit tén hao trong céc buédc

nay

Phirc chét peptit MHC duoc
bd sung ngay sau khi lam
dbng nhit mé, tic la thoi
diém som nhét trong qua trinh

phén lap peptit

Mau

Dong té bao

M6 khoi u rén

Piéu ché mau

Bude sic ky bo sung trén cdt
C18 trudc khi phéan tich
nanoLC-MS/MS  lan  cudi
duge st dung & lam giam

tinh phic tap cia mau.

St dung ngay mau di két tia
mién dich va loc dé phén tich

nanoLC-MS/MS
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Xac dinh sb

luong té bao

bém s6 luong té bao trong
qué trinh di€u cheé vién von té

bao

Phan tich ham Iugng ADN tu

dich phén giai cdc mo6 ran

Tinh toan sai sO

Chi tinh dén muc do6 bién
thién cia céc lan phén tich
MS lap lai (CV 0,1-7,1%) ma
khong tinh dén mic d6 bién

thién cia hi€éu qua phan lép‘

peptit MHC (26% va 91%
twong tmg), va mtc d6 bién

thién cua so luong te bao.

Muc d6 bién thién trong céc
1an phén tich MS 1ap lai (CV
trung binh 1a 1,8-2,1%), hi€u
qua phan lap peptit MHC (CV
trung binh 1a 24-32%), va xac
dinh s6 luong té bao (CV
trung binh 13 27%) duoc tinh

deén.

S6 lwong ban sao ctia hai peptit dugc phén tich bing phuong phap cia

Hassan va cac dong tac gia thay ddi trong khoang tir 800 dén 5300 (d6 léch twong
dbi 74%), va 3000 dén 12000 (d6 1éch twong dbi 60%) s6 lugng ban sao cho mot
té bao trong cic mau sinh hoc lip lai twong tmg. Nguyén nhén cta sy bién thién
nay khong dugc ban ludn 13, nhung c6 thé 1a do viéc sit dung céc thiét bi MS khac
nhau.

T6m lai, phuong phap cai tién hon theo séng ché dugce cho 1a gép phan tao

ra két qua chinh x4c hon va déng tin cdy hon.

Dinh luong cac peptit c¢6 sb luong ban sao thap

Dé ching minh kha ning ap dung ctia phwong phép theo séng ché, cac dir
liéu nhu duge thé hién trong bang sau diy dugc tao ra. Cac peptit dugce xac dinh
chi ¢6 mit voi s lwong ban sao rét nho, trong s ching c6 peptit PDE11-001. C6
thé thiy rang phuong phap theo sang ché cho phép xac dinh sé lugng ban sao nho

t61 mue chi khoang 10 ban sao peptit cho mét té bao.
Bang 6: Dinh luong cic peptit c6 s6 lugng ban sao thip

PC —bénh ung thu tuyén tidn liét trinh tu ctia PDE11-001 1a ALLESRVNL (SEQ
ID No. 25)
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S6 lwong ban sao o
cho mot t€ bao S6 mau
c6 thé
Kyhiéu [Nho|Trung|Lén| > > dénh gid i
peptit  [nhat| binh [nhat|{LLOQ|LOD| dugc Nguon/HLA
Peptit1 | 20 | 20 | 20 1 5 16 NSCLC/A*02
Peptit2 | 10 | 30 [300| 13 16 17 NSCLC/A*02
Peptit3 | 10 | 30 | 50 4 10 18 NSCLC/A*02
Peptit4 | 10 | 30 [100| 17 17 19 NSCLC/A*02
Peptit5 | 20 | 20 | 90 7 8 11 NSCLC/A*02
Peptit6 | 10 | 20 | 50 6 6 10 NSCLC/A*02
Peptit 7 <
| 10 | 30 |200] 9 12 15 PC/A*02
PDE11-001| <
10 | 10 | 30 8 9 10 PC/A*02

PDE11-001 1a peptit gin két HLA-A*02 c6 ngudn gbéc tur
phosphodiesteraza 11A (PDE11A), enzym nay c6 tdc dung xuc tdc qua trinh thuy
phan cAMP va cGMP, do vay c6 tic dung diéu hoa giam céc con dudng truyén tin
hiéu twong tng. Céc dot bién trong PDE11A c6 lién quan dén tinh trang ting san
tuyén thuong than cling nhu c6 lién quan dén khéi u t& bao mam c6 tinh gia dinh.
Peptit nay duoc phat hién trén cac miu ung thu tuyén tién liét, va con duoc phat
hién trong cdc miu caxinom té bao gan, caxinom tuy va caxinom té bao than

nhung khong duoc phat hién trén mé binh thuong bat ky.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép dinh luong tuyét déi phéi tr peptit phirc hop tuong thich mé
chinh (MHC) trén té bao, phuong phap nay bao gbm céc bude:

a) tao ra t& bao biéu hién phdi tir peptit MHC néu trén tir mau sinh hoc dugc
chon tir mau md, miu mau, miu khéi u, hoic mAu mé nhiém khuin chua té
bao néu trén, bao gdm phén giai mé bang enzym, va/hodc phén giai t& bao,

b) x4c dinh sb luong té bao cia ché pham thu dugce trong budc a) bao gdm
dém nhan t& bao, xac dinh ADN bang cach do quang, xdc dinh ADN bang
cach do huynh quang, hodc PCR dinh lugng,

¢) b6 sung luong da biét ctia phdi tir peptit-MHC va/hoic phirc chit peptit-
MHC can dinh luong vao ché phdm thu dugc trong budc a) ngay sau khi
lam ddng nhit mo (“ché phim b sung I”),

d) phan 1ap phdi ti peptit MHC ra khoi ché phim thu dugc trong budc ¢) dé
thu dugc dich rira gidi peptit,

e) bd sung luong di biét cia phéi tir peptit MHC can dinh lwong vao dich rira
giai peptit nay (“ché pham bd sung I1”) lam chét hiéu chinh noi,

f) tién hanh phén tich bing phuong phap phd khdi déi véi phdi tir peptit MHC
nay dé tao ra:
aa) tin hiéu vé hiéu qua phan 1ap trong budc d),
bb) tin hiéu v& chit hiéu chinh ndi trong budc e), va
cc) tin hiéu cta phéi tir peptit MHC néu trén tlr céc té bao dugc tao ra trong

budc a) néu trén,

va

g) dinh lugng phdi tir peptit MHC néu trén dua trén viéc so sdnh céc tin hi¢u
thu duoc trong budc f) véi
aa) sb lugng té bao thu duoc,
bb) luong da biét cua phéi tir peptit MHC va/hoic phiic chét peptit-MHC

can dinh luong dugc b sung trong budc c), va
cc) luong da biét ctia phéi tir peptit MHC can dinh luong dugc bd sung trong
bude e), trong d6 viéc dinh luong bao gém budce tinh toan ty 1€ gifta céc

tin hiéu cta chat hiéu chinh ndi trong budc e) va tin hiéu cua phoi tu
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peptit MHC duogc phén 1dp, va so sanh ty 1€ nay véi dudng cong hiéu
chinh duoc thiét 1ap cta phdi tir peptit MHC, va
trong d6 viéc dinh luong con bao gém budc tao ra duong cong hiéu chinh dic
hiéu cua peptit dua trén ty 1 voi chét hiéu chinh noi duoc st dung véi cling
luong, va xac dinh giéi han dinh lugng dudi (lowest level of quantification:
LLOQ) caa phéi tir peptit MHC can duge dinh lugng néu trén,
nhd d6 dat duge vide dinh luong tuyét déi phdi tir peptit MHC trén té bao cua
phdi tir peptit MHC néu luong dugc dinh lugng cao hon gié tri LLOQ nhu
duoc xac dinh.

. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phéi tir peptit MHC néu trén 13 peptit lién
quan dén khéi u (TAA) hodc peptit lién quan dén bénh (DAA).

. Phuong phép theo diém 1 hodc 2, trong d6 phuong phép nay con bao gbm budc
xéc dinh lwong ctia it nhat mot loai trong s cac phan tir HLA trong ché pham

thu duogc trong budce a) néu trén.

. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 3, trong d6 phirc chat
peptit-MHC dé bd sung va/hodc phdi tir peptit MHC dé b sung duoc danh

dau.

. Phuong phép theo diém 4, trong d6 phitc chét peptit-MHC dé b6 sung va/hodc
phdi tir peptit MHC d bb sung duge d4nh diu khéc nhau bang chat dong vi.

. Phuong phép theo didm bét ky trong sé cac diém tir 1 d&n 5, trong d6 budce
phén 14p bao gdm séc ky, nhu sic ky 4i luc.

. Phuong phép theo diém bét ky trong s céc diém tir 1 dn 6, trong d6 phuong

phép nay con bao gdm budc chon cac phdi tir peptit MHC dugc trinh dién qué

murc, duoc biéu hién qua mic va/hodc dac hiéu khoi u dé phan tich.
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8. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 phuong

phap nay dugc thuc hién vé1 ndng suat cao.

9. Phuong phap theo diém bt ky trong sé cac diém tir 1 dén 8, trong d6 phuong

phép nay bao gém cac budc nhu da néu.

10. Phuong phép theo diém bat k¥ trong s6 cac diém tir 1 dn 9, trong d6 (céc)
mAau sinh hoc cé nguén géc tr mot dbi tugng, hodc tir nhom céc dbi tuong

méic cung mot tinh trang bénh.
11. Phuong phéap theo diém 10, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc tao
ra profin phbi tt MHC dugc c4 nhan héa dua trén cac phéi tt MHC peptit

nhu duoc dinh lugng néu trén.

12. Phuong phép theo diém 11, trong profin phéi tt MHC duoc ca nhan héa 1a
profin phéi tir MHC dic trung cho bénh dugc cd nhan hoa.

-38-



32747

z/w
10p 18/Any BuON| Yuip 9P NRIYO We) Jdod o
o4 1. 9yo yul enb NYIH <«
ugiyu Ny dad BudN| yuig <+

SN Bueq mded 19p 194Ny Budn| Yuig

1

H

OHIN dad jeyo onyd Buns o ——

ﬂ

SW/SIN-O10uEU
ﬂ
Jded Buns og ———— D ydad 1e1b et Yoia

t

}

SN naIy up

DHIN ded
o] g 9yo yuiL

9
1eib 4

ueyd ——» NQV Buon| yuip eA yogy

-30-

yoip

n 1oy

L 'B14



32747

80+dl

AR

U} NAIY Ul yop udlag

-40-



32747

[lowy] op uenyo s.0mp Jdad

ooy oy b
— 100
- 3 10
(10u uenyo jeyd) Nty up
0011+ o r (0p uenyo 2.0mp dad) naiy uj
Bubn| yuip new 089 . .
Op uenyo ooNp 1dad lou ugnyo
: igL  lew londfy

Budm) yuip ngw 080 o

(jowi;p01) 19U ueNYD 3By .

€

10U uenyd 1840 1OA 8| A1 yujyo ndiy 6uod Buonp

nep
¢

1 mo F
® 0L

0l
’ * 100

| o) néy uy
6

QU} SIAL N21Y U} YUIYD NIy yol3 ueyd

[lowy] op uenyo 206mp Jdad
00l 0} |

e 01
3 ] 8
i 0l
SN T T I oL
(jowy 0O 1) 1OuU uBNYd Jeyo - : 8
Op ugnyo 00mp yded . 0l naIY un

oYl S NBIY Ul :yuiyo ndiy Yol ueyd
¢ 04

-41-



Fig.4

an ndi

IGF2BP3-001

-
(@)
coand

o Ty lé voi chat chu
o

0,01 o W B
1 10 100
peptit dwg'c chudn do [fmol]
>
£100;  COL12A1-002
=3
= 105
5 . !
2 e e i)
@ i o ! §
; 0,1 1 ® &
s e °*
0,01 it s S S —
1 10 100 1000
_ peptit dwoc chuan dé [fmol]
Q-
c NCAPG-001
M(g O,!
S
& i
-S &
.'g 0,1 1 I é
i‘; 0014 ¢ .
0001 L/ . i
1 10 100
peptit dwoc chuan dé [fmol]
>
c WNT5A-001
103
S
& 11
(@]
B 0,1 1
>
<@
=, 0,01 : E
= F .
0,001 .
1 10 100 1000

peptit dwoc chudn do [fmol]

32747

_ FAP-003
& 107
&
-?, ik
2014
[&]
o 001 .
> ....%....
}.— ' ¥
1 10 100
peptit dwec chuan dod [fmol]
>
£ 10y XRA5-001
3
S 13
S 01
Q I ;
:j;—); 0,01 1 | §
0,001 yr e
0,1 1 10 100
peptit dwoc chudn do [fmol]
-0
5 100, COIBA3-002
C
S 109
S
&1
S
SRRl er———
:q_).
=001 8 o~ L
10 100 1000
peptit dwoc chudn do [fmol]
O
S o, F2R001
£
= 14
5 5
5 01, ;
< 4
E‘ 0,01 4 ' }/.
10 100

peptlt duc_yc chuén do [fmol]

-42-

* peptit dwoc chudn do
s cac mau dinh lwong

» peptit duoc chuan do
¢ cac mau dinh lwong
-+11.0Q

g peptlt duoc chuén do
¢ cac mau dinh lucmg

-+110Q

@ peptit dugc chuén do
& cac mau dinh lwong

-+ LOQ



an ndi

& v&i chat chu

Ty

32747

Fig.5
>
O C
c HIF1A-001 S MET-001
c = -
S 100, £ 10y
) 1 = ;
© 10 G ] « peptit dwoc chudn do
ot 1 3 ) 0.1 ¢ cac mau dinh lwgng
35 ¢ 3 > Ut " g | :
> 01 9% + @ . LLoQ
:é; 0‘01 g ;/ ° ,}2‘ 0’01 -4 %
0,001 Hrer—rmeberermrreree ot — 0,001 L : LB
1 10 100 1000 T 10 100“
peptit dwoc chudn @6 [fmol] peptit dwgrc chuan do [fmol]

CCNB1-002

1005
103 / - s peptit dwoc chudn dd

" ¢ cac mau dinh lvong

& & @ é ‘ ssafpunn
1 : LLOQ
0,1 4 ‘ LN | .
M B¢ E
0,014 ° ! ]

1 10 100 1000

peptit dwoc chudn dd [fmol]

-43-



Fig.6
S
c ~ ASPM-002
“S 107
S
= 14
c
© &
5 0,1 1 s
>
20,01 1 .
(>N ~
'_. &
01001 o TIvT—" e aanu R
110 100 1000
_ peptit dwoc chuan do [fmol]
O
c MMP3-001
ug 10.
e
O
& 13
o
5 0,11
> =
< 0,014{..8, .
0,001 Ty
o1 1 10 100
_ peptit dwoc chuan dé [fmol]
O
£ 40, ASPM-001
2 (]
Q
(Cz, 1 T —
5 01{ o o ¢
> @
©001] ¢ § 4
> & 8
= R :
0,001 +——rfm , o —
1 10 100 1000
B peptit dwoc chudn do [fmol]
Q-
c 104 ATAD2-002
qg 1
6 0,1 k L
> ". o e
20,01 1 /!/'
">
}_ @
0,001 o A

01 1 10 100

peptit dwoc chuan dé [fmol]

32747

an noi

SLCB6A6-001

2

0,01 1

Ty 18 v&i chét chu

0,001 T D ’
1 10 100
peptit dworc chudn @6 [fmol]

CDC2-001

an noi

2

3 v&i chat chu
L ]

1 10 100 1000

peptit dwoc chudn do6 [fmol]

® peptit dwgc chudn do
« cac mau dinh lwong

“+1L0Q

e peptit dwoc chudn do
& cac mau dinh lvong

“+LLoQ

® peptit dugc chuén do
= cac mau dinh lvong

+LLOQ

o peptit dugc chudn do
« cac mau dinh lvong



32747

5
c
KIF2C-001
Fig.7 § 10,
°
Q
& 13 © @ peptit dugc chuan do
S % cac mau dinh lwong
3 0.1 2 -+L0Q
@
= 0,01 &
o { $
0,001 - _
1 10 100
_ peptit dwoc chudn do [fmol]
<6 Q-
c [t
S MET-006 & AVL9-001
S 103 S 103
5 (@)
‘E 13 @ 13 N « peptit dwoc chuan do
o . % .
© 01 ® = . s €ac mau dinh qung
O 5 017 i -rlLoQ
@ . g 2
,}?0,0‘I & > 0,01 /’% < -
0,001 /AN SENSINE——— 0,001 Frrrremr—err—rrre) ——
z 1 ' 10 1100 ) 1000 0,1 1 10 100
= peptit dwgrc chuan do [fmol] _ peptit dwoc chuan dé [fmol]
c o
«QD- C
5 PPAP2C-001 = UCHL5-001
s 10y S 103
c S
M% 1" \Z'(G 1- . . z A
S o peptit dwoe chuan dé
5 01 o 0.1 § @ s cac mau dinh lwong
= 1] 5 Olfem it +1L0Q
S e @ § o
S 0,01 ® Q 8
3 ¥ > 0,01 ¢ .
@ 0,001 PR 0,001 Hrme—rmrrrrmrrrrer——rd —
ey 0,1 1 . 10 100 1 10 100
. peptit dwoc chuan do [fmol] peptit dwoc chuan do [fmol]
QO
c
& UQCRB-001
S 103
N
o
@ 1 ¢ peptit dwoc chudn do
° 01 + cac mau dinh luvong
EERR & “+LLOQ A
HOR
E, 0,014 ¢ N
, o g
8 ®
0,001 < e —eeeren|

0,1 1 10 100

peptit dwoc chuan do [fmol]

-45-



Fig.8

D bién thién (CV) (%)

D4 bién thién cla cac 1an phan tich MS 1ap lai

501
40

30

20+

32747

-46-

CV (%) clia sé lan phan tich
MS lap lai cho mét mau va
peptit

— gid tri trung binh




32747

Fig.9
A Hiéu qua tach peptitMHC A*02
-3
°- o
@
@ 1501 o ‘
5 ) gia tri trung binh
2 1001 . e e (chi>LLOQ)
e —ae®
) . ®
:Eg 50 :_!_: _?39:_. @ .0 oo
S Yy ® &R8  gf
Q' O'@ ¥ ¥ @. ‘L v‘“@ T :i T T
o o - [Ty} (s} < e ! -
5 3 = 7 8 % B o
*muh&1ow%déﬁmn%pmeo
B Hiéu qua tach peptitMHC A*24
= 6017 ®
@ ~e- o ° | LOQ
< . *LLOQ
> 407 v "~ gia tri trung binh
=) o “.": (chi >LLOQ)
G 20 .
b e o b s
i. O ‘?‘.? L} ¥ ',?,ﬁtw '.W T ’Té? |$‘
~ §883%&8 & = 58885
L © & N = N O F 9 O % o
PEtsg & cizg832¢8
< o5 = © < ke 4 X 0o &
d o o 2
“thu hdi 100% dé tinh tiép theo
C 807 cho mot peptit MHC:
604 ® CV(%) cta hiéu qua tach cla
< ° 6-8 dich phan giai mo 60
c\’ e _© o s N
5 401 o .', gia tri trung binh

-47-



32747

Fig.10

4NL6LDD
TINLZZOD

1 LTINLLLOD
. e—————— 191809
N 1]
a === 101809
A —
o Z_1%2809
~ L 1¥2809
© _
© Z 1181809
2 4171181809
g _
o 2 188/09
S 1 188/09
8232 o 122809
o <
@ S, e 100809
DS
cc = | 192709
-Q
d.uw, (A
c3c LLL22OD
S 23 1 117/09
S >0 \
e sl 111809
C c C
8¢3 100109
s -
525 Z 162809
595 L 162809
ArFQ B
BE: Z_1y1809
c L 1¥1809
(e [ © o
> = =
[Q\] ~ w
A new B/0eq 9} 0s

2

Puwdng cong chuan ADN

R?= 0,89
6,5

1,51

(

01

1

[6ri

]

Nav)

5 -
0,0
5,56

o 0

0Ol

z

7

log (s6 té bao)

-48-



32747

Fig.11

Téng sb té bao cho mdt méu

» Cac mau tach ADN I&p lai

e  Giatri trung binh
% -
e e o
® g °
®
“«@ 106 £ = : N -
+ A I e - ~ T S N
S SRR E E S N EEEE 552 runinaimiukpla
o> I SN 0 00K G QQ £ 22 g B8 8 chi hai mau 13p lai
g 9033 © 0080 00 bhBs 000 O
S 00 _00 33 33 00
A*02 A*24
B D6 bién thién cia sé té bao
1501
&
. 100+
X
5 L X
&%
501 &
® \
§@— rung binh 27%
¥, T L
iﬁﬁ@'
0 ¥
mau md

-49-



32747

oeq 9} jow oyo ydad oes ueq 90S

Fig.12

FAP-003

IGF2BP3-001

-LLOQ

-LLOQ

e
=
kol o))
o=
® o
=53
B
1 22809
I 100809

COOOO
OO OO
OO TN
—

= Mau dinh

1 192,09

111809
122209

N ARA40)9;
¢ +100809
+192/09

WE.KNOO
+112/09

1+L1180O

0eq 9110w oyd
mdad oes ueq 05

47162809
tl_162809

-}
©

S

«Q

001

MXRAS

002

COL12A1

-LLOQ
= Mau dinh

lwong

AR AA019)

1 100809
192709

25001
20001

2
wS

«

_LLOQ

15001

= M&u dinh

L BRLEI0D
1111809
1122209
o7 162809

¢_1¥1809

1000(
500

9} 10w oyo

lad oes ueq oS

lwong

1 FLEC8OO
i +100809
192,09

gL LLLL0D

10

o O O
o O O
o O O
o o O
[tp)

pLLLIOO
+111809
177709
2162809

kg 171809

to)]

0g2q 9} Jow oyd
ded oes ueq 0g

| 162809 ¥®

<O
e

>

S

-002

COLGA3

OO O O
OO O O
[eN® N o]
OO O O
W < N

-LLoQ
* Mau dinh

1 }1e2809

I 1100809
] +192209

1+111809
] t1/2/09

<«Q

S

42 162809 2

w©(Q

oeq 9} Jow oyo dad oes ueq 9g

QO
m

| 162809 .3

£

001

NCAPG

-LLOQ

st | ) 1 DO

=Mau dinh

lwong

122809

1 1100809
i 192209

. YD)

1+L1809

! +122/09

(]
o
-]
<o)

o O
o O
o O
<t N
oeq 9} JoWw oyd
mdad oes ueq 0S

©
S

17162809 5

rl_162809 @

i vt 1v1809
s @v 171809

S

= Mau dinh

c
O
—
I

F2R-001
K
O
o
m

oeq 9}
10w oyo yded oes ueq 03

1 }12e809
t +100809
192209

el 11 1) 09
. RN

2LH80O
i 127709 g

el 162809 S
- rl_162809 *@

001

WNTS5A

o
o
o
N

oeq 9} 10w oyo ydad oes ueq 03

-50-



32747

Fig.13

-LLOQ

MET-001

Mau dinh

lvong

191809

}
L 101809

Z_ 152809
[pol 1¥2809

111809
1121209

smmead 171809

1000y «
800+
600
400

o
]
N

5 L 1y1809

<«Q

S

sonliirE_162¢809 -

S

oeq 9} Jow oyo ydad oes ueq 95

-LLOQ

HIF1A-001

= MAau dinh

lvong

-LLOQ

CCNB1-002

= Mau dinh

lwong

A YA4 0]
I 1100809
119//09

s L)) 0D

L YR

L8O
| 1209
177162809
162809

171809
-1PL8OD

<O

S

35
w(O

£

-51-



32747

Fig.14

- LLOQ
® Mau dinh
lwong

191809
101809

“tZ 1181809
L 1181809

47 188/09

SLC6A6-001

1122809
o

30000
20000
100001~

OBq 9} 10w 0yo
mdad oes ueq 03

e} 2
O E O
=53
(]
1191809
¢ 1101809

12 1¥2809
1L 1¥2809

ASPM-002

“fL 18809
] 122809
OO0 DO
slelslels
ololelele)
O<TON—

0eq 9110w oyo
dad oes ueq 09

118809 @

2 1181809
171181809 £

- N 188090 3

_LLOQ
= M&u dinh
lwong

1191809
;1101809

001

Z 1181809 ©
L 1181809 c

Z 188109 5

- w(O
} 188109 e

”CDC2

-LLOQ
= Mau dinh
lwong

FLT1181809 £

12188/09 3
1118809 '€

122809

MMP3-001

t
o
(@]
w0

150

o
(@)
(@]
—

0BQ 9] Jow oyo
mdad oes ueq 95

- LLOQ
= Mau dinh
lwong

ASPM-001

5000
4000
3000
2000
1000
0

1191809
1101809

.2 1%2809
L 1y2809

Z_1181809
L 1181809

7 188,09 5
'17188/09 @

L 12¢80D

0eq 9] JoWw oYyo
mdad oes ueq o5

* MAu dinh
lvong

-LLOQ

002

ATAD2

4191809
+101809

oz 12809

'L 142809

T AenR

11181809 m

77188709 @
CURL188/09  E

L 1228090

w oyo
s ugq 9s

-52-



-001

KIF2C

32747

Fig.15

< < =
i} fey [@))
g52 g g S g
O @ © w g O w u@ O
4 =2 =53 O=3
| & (| I B
®191809 191809 191809
1 RLOL8DD 101809 1 +LOL8DO

7 1¥2809 Z_1¥2809 S 2 1%2809
L 1¥2809 S 1 1¥2809 S L 1¥2809
2 1181809 o < 21181809 ©

11181809 £ O) 171181809 m T

2188109 @ = zuseoo 5 9

1718800 £ < 118809

122809
(@

o O O
o O O
o O 9
0 O W
~ T

i
o
o
Q
o
—

30000
20000

o O OO
[N oo N
O O OO
o O OO
<t O AN
0

[@)]
c
. >
0eqg 91 10W oyo : 5 1dad oes ueq o oeq 91 10w oyo mdad oes ueqg 0 3
mded oes ueq og OBq g1jow 0yo il 20 0S  OBg 9110W OYd 1) eq 0S -
@] 2 o) g
S BES 835 S 2
O =% 2 4 Ew3S o=
| 2 P in
191809 =51191809
101809 ;1101809
— X ———
Z_1¥2809 = S kT 1y2809
S L 1¥2809 & Q (L 1v2809
<Q 2 1181809 o N % 1181809 o
o mm |l 1181809 € M O 1181809 £
> 77188/09 «m OO g 27188/09 @
< 18809 . € Ou D 117188/09 . £
I 122809 ) 1122809
888 ° 83888°
o O O OO OO
L 2w SRS
oeq 9} JoW oyd oeq 93} J0W oyd oeq 9} 10w 0yd

mded oes ueq 0g yided oes ueq 0g mded oes ueq 9g

-53-



32747

SVIXIN TVZI'IOO

Dd0D

VIAIH

SXdd

€VI100

90+3¢’L

90+3¥'°¢

00+40

90+3¢

90+3¥

90+39

90+39'¥

90+d48

L0+dl

L0+31°1

L0+d1

91614



32747

l yoej ngwl

TMos
11210999

oS oS oS oS
INEOSLOTOSN INBELLOTOSN INSLLLOTOSN LNOLLLOTOSN

(uenyo Buod BuoNp ‘SH HAND) NAY Yol deyd Buonyd eno 1e| dej 0@

[6r] Nav

21614

-55-



32747

DANH MUC TRINH Ty
<110> 1Immatics biotechnologies GmbH
<120> Phuong phap dinh Tugng tuyet déi it nhat mot phsi tu peptit phuc hop
tuong thich md chinh trén té bao
<130> 132727w0

<150> Us61/097,994
<151> 2014-12-30

<150> GB1423361.3
<151> 2014-12-30

<160> 25

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngusi hien dai
<400> 1

Lys Ile GIn Glu ITle Leu Thr GIn val
1 5
<210> 2

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngusi hien dai
<400> 2

Tyr val Tyr GIn Asn Asn Ile Tyr Leu
1 5

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngusi hien dai
<400> 3

Phe Leu val Asp Gly Ser Trp Ser val
1 5
<210> 4

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngusi hien dai
<400> 4

Thr Leu Ser Ser Ile Lys val Glu val
1 5

<210> 5
<211> 9
<212> PRT

<213> Nguoi hien dai

-56-



32747

<400> 5

Tyr Leu Leu Ser Tyr Ile Gln Ser Ile
1 5

<210> 6
<211> 9
<212> PRT ]
<213> Ngusi hien dai
<400> 6

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Ala Asn val
1 5

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

<213> Ngusi hien dai
<400> 7

Ala Met Ser Ser Lys Phe Phe Leu Vval
1 5

<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngusi hien dai
<400> 8

Thr Leu Asp Pro Arg Ser Phe Leu Leu
1 5

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

<213> Ngusi hien dai
<400> 9

Ala Leu Asp Gly Phe val Met val Leu
1 5

<210> 10

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hign dai
<400> 10

Tyr val Asp Pro val Ile Thr Ser Ile
1 5

<210> 11
<211> 9
<212> PRT

<213> Ngusi hien dai
<400> 11

Ile Leu Ile Asp Trp Leu val Gln val

-57-



32747

1 5
<210> 12

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngusi hien dai
<400> 12

Ser Tyr Asn Pro Leu Trp Leu Arg Ile
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngusi hien dai
<400> 13

val Tyr Pro Asn Trp Ala Ile Gly Leu
1 5

<210> 14
<211> 9
<212> PRT

<213> Ngusi hien dai
<400> 14

val Phe ITe Phe Lys Gly Asn GIn Phe
1 5

<210> 15

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngusi hien dai

<400> 15

Leu Tyr GIn Ile Leu Gln Gly Ile val Phe
1 5 10
<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngusi hien dai

<400> 16

GIn Tyr Ala Ser Arg Phe val GIn Leu
1 5

<210> 17
<211> 9
<212> PRT

<213> Ngusi hién dai
<400> 17

Arg Tyr Leu Trp Ala Thr val Thr Ile
1 5

-58-



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

<400>

<210>
<211>

18

9

PRT

Ngudi hien dai

18

Lys Tyr Leu Thr val Lys
1 5

19

10

PRT

<212>
<213>

<400>

1

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

<400>

Ngusi hien dai
19

Ile Tyr Asn Gly gys Leu

20

9

PRT

Nguoi hien dai

20

Ser Tyr Ile Asp ga] Leu
1

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

<400>

1

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

<400>

21

9

PRT )
Ngusi hien dai

21

Phe Tyr Ile Ser Pro val
5

22

9

PRT

Ngusi hien dai

22

Ala Tyr Leu val Tyr Thr
1

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

<400>

1

<210>
<211>
<212>

5

23
9
PRT )
Ngusi hien dai

23

Asn Tyr Leu Pro Phe Ile
5

24
10
PRT

Asp

Phe

Pro

Asn

Asp

Met

Tyr

Asp

Glu

Lys

Arg

Glu

32747

Leu

Leu Leu

10

Phe

Leu

Leu

Leu

-59-



<213>
<400>

32747

Ngusi hien dai

24

Tyr Tyr Asn Ala Ala Gly Phe Asn Lys Leu
1 5 10

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

<400>

1

25

9

PRT

Ngusi hien dai

25

Ala Leu Leu Glu Ser Arg val Asn Leu
5

-60-





