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(57) Sang ché dé xuét peptit khang nguyén ung thu c¢6 thé duge st dung cho nhiéu bénh
nhan ung thu ¢ dang vacxin peptit ding cho bénh ung thu ma khong can xac dinh typ HLA
va khong phu thugc vao typ HLA cua bénh nhan. Peptit c6 4 CTL epitop lién két nay thu
dugc bang cach lién két 4 CTL epitop peptit v6i nhau théng qua cac tac nhan lién két, cac
CTL epitop peptlt nay dugc chon trong so6 cac CTL epitop peptit co nguon goc tur phan tor
khang nguyén khdi u da biét 1a c¢6 kha nang kich thich CTL. Sang ché con xuat duoc pham
chtra peptit nay.
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Linh vye ky thuat dwgc dé cap

Séng ché dé cép dén peptit méi hitu ich dung lam peptit khang nguyén ung
thu. Cu thé hon, sang ché d& cip dén peptit khang nguyén ung thu méi c6 4 peptit
lién két c6 kha nang kich thich ddp tmg CTL dugc giéi han boi HLA-A va dugc
pham chira peptit ndy.

Tinh trang k§ thuit caa sang ché

Bénh ung thu 1a nguyén nhan gdy t&r vong hang dau ¢ Nhat Ban. Khoang
350.000 bénh nhan bi chét do ung thu mdi nim, va bénh ung thu hién nay van la
can bénh nghiém trong. Cac phuong phap didu tri bénh ung the di dugc st dung
bao gdm cit bd bing phiu thuit, didu tri bing thudc chdng ung thu, va xa tri. Tuy
nhién, cac phuong phéap diéu tri ndy gap phai mot s6 vin dé, chang han nhu, su tai
phat, suy giam chét lugng cude sbéng (Quality of Life - QOL), va thiéu tiy chon
diéu tri trong truong hop ung thu giai doan tién trién khong thé didu tri dugc bang

cac phuong phéap trén day.

Tri liéu mién dich ung thu (vacxin ung thu) di dugc ky vong 1a ky thuét
tri liéu m&i trong mdt khoang thoi gian dai, va cac nghién ctru lam sang trén céc
vacxin peptit dung cho bénh ung thu da duogc bat ddu trién khai trén toan thé giti
vao nam 1990 khi cac epitop peptit trong cac khang nguyén khdi u cla ngudi di co
thé nhan dién duoc. Tuy nhién, theo két qua phan tich ciia cac nghién ctru 1am sang
duoc thuc hién bing cach st dung peptit mdt minh hodc két hop véi cdc chét
khéc, ty 1& dap tng la thdp, bing 2,7% trong s6 1000 trudng hop hodc cao hon
(Rosenberg SA et al., Nature Med., 2004, 10 (9): 909-15). Do dd, viéc ing dung
chung trong thuc tién gip kho khan.

Trong khi d6, cac nghién ctu 14m sang st dung céc vacxin peptit cu thé dé
diéu tri bénh ung thu da dugc thuc hién kha 14u & Nhat Ban, va thanh tyu dat duge
cua cac nghién cltru nay dan dan tr& nén rd rang. Trong nhitng ndm gin day, phuong

phap st dung nhiéu peptit ung thu thay vi mot loai peptit ung thu da dugce thu
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nghiém, nham muc dich cai thién két qua diéu tri. Vi duy, typ HLA va dap ung
mién dich dic hidu ctia bénh nhin duoc xét nghiém som, dé thuc hién viéc diéu tri
bénh ung thu theo ché d6 riéng st dung vacxin peptit bao gém lua chon nhiéu
peptit thich hop dé sir dung, va d6 an toan va tic dung khdng u cua né dd duoc
kiém chimg. Cu thé hon, thong qua viéc sir dung vacxin peptit dugc bao ché mot
minh hodc két hop voi thude chéng ung thu, hiéu qua lam sang va d§ an toan tuyét
voi da dat dugce dbi voi bénh u nio, ung thu cd tur cung, ung thu tuyén tién liét, va
ung thu tuy (Terasaki, M. et al., J. Clin. Oncol., 2011, 29 (3): 337-44; Noguchi, M.
et al.,, Cancer Immunol. Immunother., 2010, 59 (7): 1001-9; Yanagimoto, H. et
al., Cancer Sci., 2007, 98 (4): 605-11).

Tinh mién dich qua trung gian t& bao gébm lympho bao T gdy doc té bao
(sau day, duogc viét tat 1a “CTL”) dac hiéu epitop, ma dugc xem la té bao tac dong
chinh trong diéu tri ung thu sir dung vacxin peptit, bi giéi han béi HLA. Do do,
viéc phat trién vacxin peptit dé didu tri bénh ung thu chi yéu la danh cho cac bénh
nhén ¢6 typ HLA cu thé, dic biét 1a typ HLA-A2 hoic HLA-A24, do s6 bénh nhan
méc ung thu ¢6 typ HLA nay rat 16n.

Tuy nhién, s6 lugng nguoi Nhit c6 hai typ HLA nay lan lugt vao
khoang 40% va 60% (Sette, A. et al., Immunogenetics, 1999, 50 (3-4): 201-12).
Khong may 1a, bénh nhan c6 typ HLA khac khong thé diéu tri dugc bang
vacxin peptit dung cho bénh ung thu. Ngoai ra, thoi diém bét dau didu tri s& bi cham
lai do phai tién hanh xac dinh typ HLA tru6c khi bat dau diéu tri, diéu nay s& lam
tang ganh nang cho bénh nhan. Do 4o, can nghién ctru va phat trién vacxin peptit
dung cho bénh ung thu cé kha ndng ap dung cho tht ca cac bénh nhéan ung thu ma
khoéng cin xé4c dinh typ HLA.

Lién quan dén viée diéu tri ung thu st dung vacxin peptit, ngoai viéc hoat
héa CTL dudi dang 1a mot thanh phin cta hé théng mién dich qua trung gian té
bao, thi viéc kich thich san xuét globulin mién dich dudi dang mién dich dich thé
cling gop phan tao ra céc loi ich lién quan dén kha ning sbng (Noguchi, M. et al,

Cancer Biol. Ther., 2011, 10 (12):1266-79).

Ban chit ki thuat ciia sang ché
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Muc dich ctia sang che

Muc dich ctia sang ché 13 d& xudt peptit khang nguyén ung thu c6 thé duoc
st dung 1am vacxin peptit dé didu tri bénh ung thu cho nhiéu bénh nhan ung thu va
c6 thé kich thich manh viéc san xudt céc globulin mién dich, khong phu thudc vao

typ HLA cta bénh nhén.
Bién phap dat dugc cadc muc dich néu trén

Céc tac gia sang ché di thu duogc peptit ¢6 4 CTL epitop lién két bang cach
lién két, thong qua cac tac nhén lién két, 4 peptit duoc chon trong s cac CTL
epitop peptit dd dugc thong bdo 1a c6 kha nidng kich thich dap tmg CTL duoc gidi
han béi siéu typ HLA-A2, HLA-A24, HLA-A26, hoac HLA-A3 hodc nhiéu dap tmg
CTL duoc gi6i han boi HLA-A. Cac tic gia séng ché da tién hanh cic nghién ctu
tap trung vao peptit c6 4 CTL epitop lién két nhu vay dé dat duoc cac myc dich trén
day. Két qua 13, cac tic gia sang ché di phat hién ra rang peptit ¢c6 4 CTL epitop
lién két cdu thanh tir 13 loai peptit cu thé duoc chon trong s6 cic CTL epitop
peptit ¢6 ngudn gdc tir phan tir khang nguyén khéi u da biét ¢ thé dugc st dung
cho nhidu bénh nhan ung thu ma khéng can xac dinh typ HLA va khong phu thudc
vao typ HLA cta bénh nhén. Céc tac gid sing ché ciing phat hién ra ring viéc st
dung peptit c6 4 CTL epitop lién két nay c6 thé kich thich manh viéc san xuét
cac globulin mién dich, ngoai cdc CTL dic hiéu cho cdc CTL epitop peptit céu

thanh nén peptit nay. Do do, sang ché da dugc hoan thanh.
Cu thé, séng ché dé xuét cac dbi tuong sau.

[1] Peptit c6 4 epitop lién két, trong d6 4 epitop peptit duge chon, tiy y va cé
thé tring nhau, tr nhdm bao gdm céc CTL epitop peptit: peptit nhu dugce thé hién
trong SEQ ID NO: 1 (PEP1); peptit nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2 (PEP2);
peptit nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 4 (PEP4); peptit nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 5 (PEPS); peptit nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 6 (PEP6); peptit
nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO: 7 (PEP7); peptit nhu duoc thé hién trong SEQ
ID NO: 8 (PEP8); peptit nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 9 (PEPY9); peptit nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 10 (PEP10); peptit nhu duoc thé hién trong SEQ
ID NO: 13 (PEP13); peptit nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 15 (PEP15);



32814

peptit nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 17 (PEP17); va peptit nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 18 (PEP18), lién két v6i nhau théng qua céac tic nhén lién
két, peptit co 4 epitop lién két nay tiy y chta cac trinh tu peptit khic gbm céc axit
amin wa nudc, va peptit ¢c6 4 epitop lién két nay c6 mot hodc nhidu d4u hiéu duoc

chon tir cac ddu hiéu tir (1) dén (5) dudi day:

(1) peptit nay chira PEP2 & dAu tdn C (ngoai trir peptit chira PEP7
va PEP8 & dAu tin N dugce dit canh nhau theo tht tu ndy t dau tAn N thong qua
tac nhan lién két);

(2) peptit nay chira PEP4 & dau tan C;

(3) peptit nay chita PEP10 & dau tan C;

(4) peptit nay chita PEP6 va PEPS ¢ dau tdn C duoc dit canh nhau
theo thi tu nay tir diu tin N thong qua tic nhan lién két; va

(5) peptit nay chtra PEPS, PEP6, PEPY, va PEP18.

[2] Peptit c6 4 epitop lién két theo diém [1], chira 4 peptit khong gidng nhau
duoc chon trong s PEP1, PEP2, PEP4, PEPS, PEP6, PEP7, PEPS, PEP9, PEP10,
PEP13, PEP15, PEP17, va PEP18.

[3] Peptit c6 4 epitop lién két theo diém [1] hodc [2] c6 ddu hi¢u bét ky

trong sb cac ddu hiéu duge chon tir cac déu hiéu tir (1) dén (5) duéi day:

(1) peptit nay chia 3 CTL epitop peptit dugc chon trong sO
PEP1, PEP7, PEPS8, va PEP13, va PEP2 dugc dat ¢ dau tan C cta peptit nay (ngoai
trlr peptit bao gdm PEP7 va PEP8 & dau tin N dugc dit canh nhau theo tht tw nay
tir ddu tdn N thong qua tac nhén lién két);

(2) peptit nay chita 3 CTL epitop peptit, PEP5, PEP6, va PEPY,
va PEP4 duoc dit & ddu tdn C cla peptit nay;

(3) peptit nay chira 3 CTL epitop peptit duoc chon trong s6
PEP1, PEP13, PEP15, PEP17, va PEP18, va PEP10 dugc dit & dau tén C cla
peptit nay;
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(4) peptit nay chta 2 CTL epitop peptit, PEP1 va PEP7, va PEP6
va PEP5 dugc dit canh nhau & ddu tan C theo thir tu nay tir dau tan N thong qua

tac nhan lién két; va

(5) peptit nay chua 3 CTL epitop peptit, PEPS5, PEP6, va PEP1S,
va PEP9 duoc dit & diu tan C clia peptit nay.

[4] Peptit c6 4 epitop lién két theo diém bét ky trong sb cac diém tir [1] dén
[3], trong do peptit nay chira trinh tu duoc chon tir cac trinh ty sau, trong do6 "-(L)-"

biu thi tic nhén lién két:
PEP5-(L)-PEP6-(L)-PEP9-(L)-PEP4;
- PEP9-(L)-PEP5-(L)-PEP6-(L)-PEP4;
- PEP6-(L)-PEP5-(L)-PEP9-(L)-PEP4;
- PEP6-(L)-PEP9-(L)-PEP5-(L)-PEP4;
- PEP9-(L)-PEP6-(L)-PEP5-(L)-PEP4;
- PEP5-(L)-PEP9-(L)-PEP6-(L)-PEP4;
- PEP1-(L)-PEP7-(L)-PEP8-(L)-PEP2;
- PEP1-(L)-PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP2;
- PEP7-(L)-PEP1-(L)-PEP8-(L)-PEP2;
- PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP1-(L)-PEP2;
- PEP8-(L)-PEP1~(L)-PEP7-(L)-PEP2;
- PEP7-(L)-PEP13-(L)-PEP8-(L)-PEP2;
- PEP8-(L)-PEP13-(L)-PEP7-(L)-PEP2;
- PEP13-(L)-PEP7-(L)-PEP8-(L)-PEP2;

- PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP13-(L)-PEP2;
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- PEP13-(L)-PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP2;

- PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP10;
- PEP13-(L)-PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP18-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP13-(L)-PEP10;
- PEP18-(L)-PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP10;
_ PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP10;
- PEP1-(L)-PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP10;

- PEP1-(L)-PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP1-(L)-PEP18-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP1-(L)-PEP10;

_ PEP18-(L)-PEP1-(L)-PEP15-(L)-PEP10;
- PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP1-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP17-(L)-PEP13-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP17-(L)-PEP10;
- PEP17-(L)-PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP10;
_ PEP17-(L)-PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP10;
- PEP13-(L)-PEP17-(L)-PEP15-(L)-PEP10;
_ PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP17-(L)-PEP10;
- PEP6-(L)-PEP18-(L)-PEP5-(L)-PEPY;

- PEP6-(L)-PEP5-(L)-PEP18-(L)-PEPY;
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- PEP1-(L)-PEP7-(L)-PEP6-(L)-PEP5; va
- PEP7-(L)-PEP1-(L)-PEP6-(L)-PEPS.

[5] Peptit ¢6 4 epitop lién két theo diém bét ky trong sb cac diém tir [1] dén

[4], trong d6 tac nhén lién két 1 tac nhan lién két axit amin.

[6] Peptit c6 4 epitop lién két theo diém bat ky trong sb cac diém tir [1] dén
[5], trong d6 tac nhan lién két axit amin 1 arginin dime hoic arginin trime gOm hai

hoédc ba goc arginin lién két véi nhau.

[7] Peptit c6 4 epitop lién két theo diém bt ky trong sb cac diém tir [1] dén
[6], trong do6 trinh tu peptit khac g0m céc axit amin wa nudc duoc lién két voi ddu

tan N.

[8] Peptit c6 4 epitop lién két theo diém bt ky trong s6 cac diém tir [1] dén
7], trong do trinh tu peptit khac gdm céc axit amin wa nudc duge cdu thanh tir
g pep g

arginin trime hodc arginin tetrame goém ba hodc bon goc arginin lién ket véi nhau.

[9] Peptit ¢6 4 epitop lién két theo diém bét ky trong sb cac didm tir [1] dén
[8], gdm trinh tu axit amin nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO:
23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID
NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ
ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37,
SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO:
42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID
NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ
ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56,
SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO:
61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, hodc SEQ
ID NO: 66.

[10] CTL thu dwoc bang céach kich thich lympho bao mau ngoai vi sir dung
peptit c6 4 epitop lién két theo didm bét ky trong s& cac diém tir [1] dén [9].
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[11] Duge phim chita, 1am hoat chat, peptit ¢6 4 epitop lién két theo diém bét
ky trong sb céc diém tir [1] dén [9] hodc CTL theo diém [10].

[12] Dugc pham chira hai hoic nhiu peptit dugc chon trong s& peptit c6 4
epitop lién két theo didm bét ky trong s& céc diém tir [1] dén [9].

[13] Duoc phim theo diém [11] hodc [12], trong d6 dugc phim nay 14 tac

nhén tri liéu mién dich.

' [14] Phuong phép diéu tri bénh ung thu bao gdm cho bénh nhin ung thu dung
peptit cé 4 epitop lién két theo diém bét ky trong sb cac diém ti [1] d&n [9], CTL
theo diém [10], hodc dugc phém theo diém bét ky trong sb cac diém tur [11] dén
[13].

Phan md ta clia sdng ché nay bao gdm mot phan hodc toan bo ndi dung nhu
duoc boc 16 trong phan md tad va/hodc hinh v& cua cdc don y€u cdu cip patent

Nhat Ban s6 2013-218524 va 2014-155132 - 1a céc don wu tién ctia don sang ché nay.
Hiéu qua cia sang ché

Séng ché c6 thé cung clp peptit khang nguyén ung thu dung lam vacxin peptit
dung cho bénh ung thu ma cé thd duoc stt dung cho nhiéu bénh nhan ung thu va c6
thé kich thich manh viéc san xuit cac globulin mién dich, khong phu thudc vao typ

HLA cta bénh nhan.

Peptit c6 4 CTL epitop lién két theo sang ché co thé duge sir dung cho nhiéu
bénh nhan ung thu ma khong cin xéc dinh typ HLA. Vi du vé& bénh nhan nhu véy
bao gdém cic bénh nhan duong tinh véi HLA-A2, bénh nhan duwong tinh véi HLA-
A24, bénh nhan duong tinh véi HLA-A26, va bénh nhan duong tinh véi si€u typ
HLA-A3. Peptit nhu dugc mo ta trén ddy co thé duoc st dung dé diéu tri va/hoic
ngin ngira bénh ung thu hodc céc bénh gdy ra bdi ung thu ¢ cdc bénh nhén nay.
Ngoai ra, sy biéu hién cla céc khédng nguyén khéi u cdu thanh nén peptit c6 4
CTL epitop lién két theo sang ché dugc quan sat thdy & nhiéu loai bénh ung thu.
Do d6, peptit c6 4 CTL epitop lién két theo sing ché c6 thé duge s dung lam duoc

phim (va cy thé hon, 1am tac nhan tri lidu mién dich) dé diéu tri va/hogc ngan ngira
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nhiéu bénh ung thu khac nhau. Ngoai ra, thong qua viéc st dung peptit ¢ 4 epitop
lién két theo séang ché, cac CTL dac hiéu CTL epitop peptit va globulin mién dich c6
thé duoc kich thich manh hon, so véi viée st dung hdn hop chia luong tuong
duong cua cac CTL epitop peptit, va tinh mién dich khéng khéi u c6 thé duge hoat

héa mot cach hi€u qua hon.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1-1 thé hién két qua HPLC d6i voi peptit co 4 epitop lién két thu duogc
trong Vi du 1 (TPV06, TPV10, TPV12, TPV21, TPV26, TPV30, TPV35, TPV37,
TPV39, TPV40, TPV41, TPV43, va TPV45).

Fig. 1-2 13 hinh v& tiép nbi tir Fig. 1-1.
Fig. 1-3 14 hinh v& tiép ndi tir Fig, 1-2.
Fig. 1-4 12 hinh v& tiép néi tir Fig. 1-3.
Fig. 1-5 14 hinh v& tiép ndi tir Fig. 1-4.
Fig. 1-6 12 hinh v& tiép nbi tir Fig. 1-5.
Fig. 1-7 12 hinh v& tiép ndi tir Fig. 1-6.

Fig. 2-1 thé hién két qua ciia phép do khéi phd (MS) dbi véi peptit c6 4 epitop
lién két thu dugc trong Vi du 1 (TPV39, TPV40, TPV41, TPV43, va TPV45).

Fig. 2-2 13 hinh v& tiép nbi tir Fig. 2-1.
Fig. 2-3 12 hinh v& tiép ndi tir Fig. 2-2.

Fig. 3-1 thé hién két qua cta su kich thich CTL déc hi¢u epitop & chudt thur
nghiém dugc cho st dung peptit c6 4 epitop lién két (*: chua dugc kiém tra). Fig.
3-1 con thé hién két qua danh gia thu duoc bing cach phéan cit peptit c6 4 epitop
lién két bang proteasom mién dich clia ngudi va kiém tra su phan cét dau tin C clia

epitop peptit PEP2 hodc PEP10 da duoc nhén dién.

Fig. 3-2 12 hinh v& tiép ndi tir Fig. 3-1.

-10-
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Fig. 3-3 12 hinh v& tiép ndi tir Fig. 3-2.

Fig. 3-4 thé hién két qua cta sy kich thich CTL dic hiéu epitop & chudt thir
nghiém dugc cho st dung peptit cé 4 epitop lién két bao gdm trinh tu peptit cua gbe
arginin & dau tin N hodc peptit c6 4 epitop lién két bao gdm arginin trime lam tac
nhan lién két peptit-peptit (*: chua dugc kidm tra). Fig. 3-4 con thé hién két qua
danh gia thu dwoc bing cach phén cét peptit c6 4 epitop lién két bang proteasom
mién dich cta ngudi va kiém tra sy phan cit du tAn C cla epitop peptit PEP2 hoic

PEP10 d& dugc nhén dién.

Fig. 4-1 thé hién két qua thir nghiém do hidu gia cta khang thé IgG ddc hiéu
epitop trong huyét thanh ctia chudt thir nghiém duge cho st dung peptit c6 4 epitop

lién két nay.
Fig. 4-2 1a hinh v& tiép ndi tir Fig. 4-1.

Fig. 4-3 thé hién két qua thir nghiém hidu gia ctia khang thé IgG dic hiéu
epitop trong huyét thanh cia chudt thir nghiém duge cho su dung peptit 6 4 epitop
lién két bao gdm trinh tu peptit ctia gdc arginin & dau tin N hodc peptit c6 4 epitop

lién két bao gdm arginin trime 1am tdc nhan lién két peptit-peptit.
MO ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché dugc md ta mot cach chi tiét hon.
1. Peptit c6 4 CTL epitop lién két

Theo sang ché, "peptit c6 4 CTL epitop lién két" nghia 1a 4 peptit dugc chon
trong s6 cac CTL epitop peptit c6 ngudn gdc tir cic phan tir khing nguyén Kkhéi u
gidng nhau hoic khac nhau duge lién két tuyén tinh thong qua cic tac nhan lién két

dudi dang phén tir don.

"CTL epitop peptit c6 ngudn gbc tir phan tir khang nguyén khéi u" 13 peptit
thu duoc tir sy phan huy khang nguyén khéi u trong céc té bao khdi u, va né dugce
lién két v6i phan tir HLA 16p I va dugc trinh dién trén bé mit t€ bao. Do do, né
duoc nhén biét boi CTL dic hiéu khdi u va/hodc né c6 thé kich thich va/hodc hoat
hoa CTL dic hiéu khdi u. "Su kich thich CTL dac hiéu khdi u" chi su biét hoa
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va/hodc tang sinh cta cac CTL nhéan biét mdt cach dac hiéu cac CTL epitop peptit

c6 ngudn goc tir phan tir khang nguyén khoi u in vitro hodc in vivo. Ngoai ra, "su

hoat héa CTL dic hiéu khéi u" chi su san xudt interferon-y (IFN-y) va/hodc su biéu
16 hoat tinh gdy doc té bao do su giai phong cac chit gy doc té& bao hoic cic
chét twong tu khi CTL nhén biét khang nguyén dugc trinh dién boi phan tr HLA
16p I. "CTL epitop peptit co ngudn gdc tir phan tir khang nguyén khéi u" dugc sir
dung & day doi khi duge goi la "CTL epitop peptit."

Pé 1am CTL epitop peptit c6 ngudn gbc tir phan tir khang nguyén khéi u, da
biét cac peptit nhrr néu dudi day:

PEP1: KLVERLGAA (SEQ ID NO: 1 [WO 2001/011044]);
PEP2: ASLDSDPWV (SEQ ID NO: 2 [WO 2002/010369]);
PEP3: ALVEFEDVL (SEQ ID NO: 3 [WO 2002/010369]);
PEP4: LLQAEAPRL (SEQ ID NO: 4 [WO 2000/12701]);

PEP5: DYSARWNEI (SEQ ID NO: 5 [JP H11-318455 A (1999)]);
PEP6: VYDYNCHVDL (SEQ ID NO: 6 [WO 2000/12701]);
PEP7: LYAWEPSFL (SEQ ID NO: 7 [JP 2000-000270 AJ);
PEPS8: DYLRSVLEDF (SEQ ID NO: 8 [WO 2001/011044});
PEP9: QIRPIFSNR (SEQ ID NO: 9 [WO 2008/007711]);
PEP10: ILEQSGEWWK (SEQ ID NO: 10 [WO 2009/022652]);
PEP11: VIQNLERGYR (SEQ ID NO: 11 [WO 2009/022652]);
PEP12: KLKHYGPGWYV (SEQ ID NO: 12 [WO 1999/067288]);
PEP13: RLQEWCSVI (SEQ ID NO: 13 [WO 2002/010369]);
PEP14: ILGELREKYV (SEQ ID NO: 14 [WO 2002/010369]);

PEP15: DYVREHKDNI (SEQ ID NO: 15 [WO 2005/071075]);
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PEP16: HYTNASDGL (SEQ ID NO: 16 [WO 2001/011044]);
PEP17: NYSVRYRPGL (SEQ ID NO: 17 [JP 2000-000270 AJ);
PEP18: RYLTQETNKYV (SEQ ID NO: 18 [JP 2007-145715 A]); va
PEP19: TFDYLRSVL (SEQ ID NO: 19 [WO 2001/011044}).

PEP1, PEP2, PEP3, PEP4, PEP5, PEPS, PEP10, PEP12, PEP13, PEP14, va
PEP15 dugc giGi han béi HLA-A2 va sau d6, cac CTL co thé duge kich thich
va/hodc hoat héa. PEP2, PEP5, PEP6, PEP7, PEPS, PEP12, PEP13, PEP15, PEP16,
PEP17, PEP18, va PEP19 duoc gidi han boi HLA-A24 va sau do, cac CTL cé thé
duoc kich thich va/hodc hoat hoa. PEP1, PEP2, PEP4, PEPS5, PEP6, PEPY,
PEP10, PEP11, PEP12, PEP13, PEP15, va PEP16 dugc gidéi han bdi si€u typ
HLA-A3 va sau d6, cdc CTL c6 thé duoc kich thich va/hodc hoat héa. Ngoai ra,
PEP2 va PEP6 dugc gidi han boi HLA-A26 va sau do, cdc CTL ¢6 thé duoc kich
thich va/hodc hoat héa. Su biéu hién cta cdc gen ma héa CTL epitop peptit nay
duoc quan sat thiy & nhidu loai bénh ung thu (Yang, D. et al., Cancer Res., 1999,
59: 4056-63; Harashima, N. et al., Eur. J. Immunol., 2001, 31 (2), 323-32).

Nhidu loai peptit ¢6 4 CTL epitop lién két thu dugc bing cach lién két tuyén
tinh 4 loai CTL epitop peptit duoc chon trong s6 13 loai CTL epitop peptit cu thé
duoc md ta trén day thong qua cée tic nhan lién két dudi dang phan tir don c6 thé
dong vai tro lam "peptit ¢ 4 CTL epitop lién két" theo sang ché. 3 trong s6 nhiéu
CTL dac hiéu ddi véi cac CTL epitop peptit lién quan co thé duoc kich thich
va/hodc hoat hoa. Peptit khong thé danh gid dugc truc tiép kha nang kich thich dac
hiéu CTL epitop-peptit (tic la, PEP2 va PEP10) c6 thé duoc cho qua thir nghiém
phan cét bang proteasom mién dich (Vi du 3), dé x4c dinh su xuét hién cua céc
kich thich CTL dic hiéu epitop-peptit. Nhin chung, da biét ring protein khang
nguyén khi két hop vao cac té bao trinh dién khang nguyén s& bi phin cit bang
proteasom hodc proteasom mién dich, va quy trinh nay duoc biét 1a khong thé thiéu
dé protein khéng nguyén di két hop trinh dién khang nguyén dugc diéu tiét boi
HLA (vi du, Rock K.L., York, L.A., Goldberg, A.L., Nat. Immunol., 2004, 5(7):
670-677). Can phai dam bao rang cac CTL epitop peptit s& bi phan cit & cac Vi tri
thich hop, dé cho phép céc epitop peptit nay lién két v6i cac nhom HLA. Ciling
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can phai xac dinh dugc cac axit amin dAu tan C cta céc CTL epitop peptit 1a két
qua cua viéc phan cit bang proteasom hoic proteasom mién dich (Rock K.L., York,
L.A., Goldberg, A.L., Nat. Immunol., 2004, 5(7): 670-677). Ciing c6 gia dinh cho
rang cac CTL epitop peptit s& duge trinh dién boi cac t& bao tua nhanh khi peptit c6
4 epitop lién két duge sir dung cho ngudi. Trén co s¢ cla gia dinh nay, cac mau
phén cét cua peptit ¢6 4 epitop lién két dugc phan tich in vitro bang céch st dung
proteasom mién dich dugc biéu hién trong cac té bao tua nhdnh & mirc cao. Khi céac
CTL epitop peptit xuat hién du6i dang 13 két qua cia viéc phan cit bang proteasom
mién dich, thi ¢6 thé xac dinh dugc réng cac CTL dic hiéu ddi voi cac epitop peptit

nay d& dugc kich thich.

Trong phdn mé ta ndy, 4 loai CTL epitop peptit dugc chon trong s6 13 loai
CTL epitop peptit cu thé dwoc chon, tly ¥ va c6 thé tring nhau, tir trong sb peptit
nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 (PEP1), peptit nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 2 (PEP2), peptit nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 4 (PEP4), peptit
nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 5 (PEPS), peptit nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 6 (PEP6), peptit nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 7 (PEP7), peptit
nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8 (PEP8), peptit nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 9 (PEP9), peptit nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 10 (PEP10),
peptit nhu dwoc thd hién trong SEQ ID NO: 13 (PEP13), peptit nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 15 (PEP15), peptit nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 17
(PEP17), va peptit nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 18 (PEP18).

Theo séng ché, peptit cé trinh ty axit amin cé doan thay thé, cai xen, x6a
bo, va/hodc cong thém cta mot hodc nhidu axit amin trong trinh tu axit amin cta
PEP1, PEP2, PEP4, PEP5, PEP6, PEP7, PEP8, PEP9, PEP10, PEP13, PEP15, PEP17,
hoic PEP18 va c6 kha ning kich thich CTL va kha nang kich thich sy san Xudt
globulin mién dich tuong duong v6i hodc cao hon so vdi kha ning cla peptit gbe co
thé duoc str dung lam "CTL epitop peptit." Thult ngit "nhidu" dugc st dung & day
chi tir 1 dén 3, va 8t hon 1a 1 hodc 2. Vi du vé peptit nhu vy la peptit thu duoc
bing cach thay thé cdc axit amin c6 céc tinh chét twong tu véi cic tinh chét cta axit

amin gdc (tire 13, peptit thu duoc bang cach thay thé axit amin bao toan).

Peptit ¢c6 4 CTL epitop lién két theo sang ché bao gdm 4 epitop peptit duoc
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chon, tuy y va co thé trung nhau, tr trong sb PEP1, PEP2, PEP4, PEP5, PEP6,
PEP7, PEP8, PEP9, PEP10, PEP13, PEP15, PEP17, va PEP18 duoc lién két tuyén
tinh thong qua céc tac nhan lién két.

C6 thé st dung tac nhéan lién két bat ky, voi didu kién 1a n6 duge phan cét
trong qué trinh st dung peptit c6 4 CTL epitop lién két cho sinh vat, va cac CTL
epitop peptit dd duge lién két c6 thd duoc tich riéng khoi nhau. Vi du vé tic nhén
litn két bao gdm lién két este, lién két ete, lién két amit, tic nhan lién két chudi
duodng, tac nhén lién két polyetylen glycol, va tic nhan lién két axit amin. Vi du vé
trinh tu axit amin dugc st dung lam tdc nhan lién két axit amin bao gdm arginin
dime, arginin trime, arginin tetrame, lysin dime, lysin trime, lysin tetrame, glyxin
dime, glyxin trime, glyxin tetrame, glyxin pentame, glyxin hexame, alanin-alanin-
tyrosin  (AAY), isoleuxin-leuxin-alanin (ILA), va arginin-valin-lysin-arginin

(RVKR), trong do6 arginin dime hodc trime 1a duoc uu tién.

Cac CTL epitop peptit duoc chon va céch sap xép ctia nd co thé duoc xac
dinh bing cach st dung peptit c6 4 epitop lién két thu duogc bang cach tong hop
epitop trong hdn hop di cho va theo thi ty d& cho cho chudt chuyén gen HLA-A
cua nguoi va danh gid su xuét hién kich thich CTL dic hiéu CTL epitop peptit

in vivo.

T&t hon 14, peptit c6 4 epitop lién két theo sang ché c6 mot hodc nhiéu diu

hiéu duoc chon tir cac ddu hidu tir (1) dén (5) dudi day:

(1) peptit nay chua PEP2 ¢ dau tdn C (ngoai trir peptit chira PEP7 va PEP8
& diu tan N duogc dit canh nhau theo thir tu nay tir dau tan N thong qua tic nhan
lién két);

(2) peptit nay chira PEP4 & dau tan C;
(3) peptit nay chira PEP10 & dau tan C;

(4) peptit nay chira PEP6 va PEPS & dau tan C duoc dit canh nhau theo thir tu

nay tir ddu tin N thong qua tac nhan lién két; va

(5) peptit nay chira PEPS, PEP6, PEP9, va PEP1S.
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T6t hon nita 13, peptit co 4 epitop lién két theo sang ché c¢6 déu hiéu duoc

chon tir cac d4u hiéu tir (1) dén (5) dudi day:

(1) peptit nay chira 3 CTL epitop peptit duoc chon trong s6 PEP1, PEP7,
PEPS, va PEP13 va, & ddu tdn C, PEP2 (ngoai trir peptit bao gdm PEP7 va PEP8 &
dau tAn N dugc dit canh nhau theo thr tuw nay tir dau tan N théng qua tic nhan lién
két);

(2) peptit nay chia 3 CTL epitop peptit, PEPS5, PEP6, va PEP9, va, & dau
tan C, PEP4;

(3) peptit nay chita 3 CTL epitop peptit dugc chon trong s6 PEPI1, PEP13,
PEP15, PEP17, va PEP18 va, & dau tan C, PEP10;

(4) peptit nay chtta 2 CTL epitop peptit, PEP1 va PEP7, va PEP6 va PEP5
& du tdn C duoc dat canh nhau theo thi tu nay tir dau tan N thong qua tic nhan

lién két; va

(5) peptit ndy chita 3 CTL epitop peptit, PEPS5, PEP6, va PEP18, va, & dau
tdn C, PEPO.

Tét hon nita, néu peptit c6 4 epitop lién két theo sang ché bao gdm hodc
gé)m trinh tu dugc chon trong s6 céc trinh tu sau, trong d6 "-(L)-" biéu thi tic nhéan

lién két:
- PEP5-(L)-PEP6-(L)-PEP9-(L)-PEP4 (TPVO01);
- PEP9-(L)-PEP5-(L)-PEP6-(L)-PEP4 (TPV02);
- PEP6-(L)-PEP5-(L)-PEP9-(L)-PEP4 (TPV03);
- PEP6-(L)-PEP9-(L)-PEP5-(L)-PEP4 (TPV04);
- PEP9-(L)-PEP6-(L)-PEP5-(L)-PEP4 (TPVO05);
- PEP5-(L)-PEP9-(L)-PEP6-(L)-PEP4 (TPV06);

- PEP1-(L)-PEP7-(L)-PEP8~(L)-PEP2 (TPV07);
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- PEP1-(L)-PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP2 (TPV08);
- PEP7-(L)-PEP1-(L)-PEP8-(L)-PEP2 (TPV09);
- PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP1-(L)-PEP2 (TPV10);
- PEP$-(L)-PEP1-(L)-PEP7-(L)-PEP2 (TPV11);
_ PEP7-(L)-PEP13-(L)-PEP8-(L)-PEP2 (TPV12);
- PEP8-(L)-PEP13-(L)-PEP7-(L)-PEP2 (TPV13);
- PEP13-(L)-PEP7-(L)-PEP8-(L)-PEP2 (TPV14);
- PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP13-(L)-PEP2 (TPV15);
- PEP13-(L)-PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP2 (TPV16);
- PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP10 (TPV17);
- PEP13-(L)-PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP10 (TPV18);
- PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP18-(L)-PEP10 (TPV19);
- PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP13-(L)-PEP10 (TPV20);
_ PEP18-(L)-PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP10 (TPV21);
_ PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP10 (TPV22);
- PEP1-(L)-PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP10 (TPV23);
- PEP1-(L)-PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP10 (TPV24);
- PEP15-(L)-PEP1-(L)-PEP18-(L)-PEP10 (TPV25);
- PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP1-(L)-PEP10 (TPV26);
- PEP18-(L)-PEP1-(L)-PEP15-(L)-PEP10 (TPV27);

- PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP1-(L)-PEP10 (TPV28);
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- PEP15-(L)-PEP17-(L)-PEP13-(L)-PEP10 (TPV29);
- PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP17-(L)-PEP10 (TPV30);
- PEP17-(L)-PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP10 (TPV31);
_ PEP17-(L)-PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP10 (TPV32);
- PEP13-(L)-PEP17-(L)-PEP15-(L)-PEP10 (TPV33);
- PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP17-(L)-PEP10 (TPV34);
~ PEP6-(L)-PEP18-(L)-PEP5-(L)-PEP9 (TPV35);
- PEP6-(L)-PEP5-(L)-PEP18-(L)-PEP9 (TPV36);
- PEP1-(L)-PEP7-(L)-PEP6-(L)-PEP5 (TPV37); vi
- PEP7-(L)-PEP1-(L)-PEP6-(L)-PEP5 (TPV38).

Peptit c6 4 CTL epitop lién két theo sang ché co6 thé con bao gdm trinh tu
peptit gdm céc axit amin wa nudc. Trinh tu peptit ndy c¢o thé duoc bd sung vao dau
tan N va/hodc diu tan C cla peptit c6 4 CTL epitop lién két, va tot hon nita la dugc
bd sung vao dau tdn N. Trinh tu peptit nay gbm tir 1 dén 15, t6t hon 1a tir 2 dén
10, va 5t hon nita 13 tir 3 dén 5 axit amin wa nudc dugc chon tir nhém bao gém
arginin, histidin, lysin, threonin, tyrosin, serin, asparagin, glutamin, axit aspartic, va
axit glutamic. Vi dy, arginin trime (RRR) hodc arginin tetrame (RRRR) c6 thé duoc
st dung lam trinh ty peptit nay. Vi du vé peptit c6 4 CTL epitop lién két chira trinh
tu peptit nay bao gébm RRR-TPV06, RRRR-TPV06, TPV06-RRR, TPV06-RRRR,
RRR-TPV10, RRRR-TPV10, TPV10-RRR, TPV10-RRRR, RRR-TPVI12, RRRR-
TPV12, TPVI2-RRR, TPVI2-RRRR, RRR-TPV21, RRRR-TPV21, TPV21-RRR,
TPV21-RRRR, RRR-TPV26, RRRR-TPV26, TPV26-RRR, TPV26-RRRR, RRR-
TPV30, RRRR-TPV30, TPV30-RRR, TPV30-RRRR, KKK-TPV06, KKKK-TPV06,
TPV06-KKK, TPV06-KKKK, KKK-TPV10, KKKK-TPV10, TPV10-KKK, TPV10-
KKKK, KKK-TPV12, KKKK-TPV12, TPV12-KKK, TPV12-KKKK, KKK-TPV21,
KKKK-TPV21, TPV21-KKK, TPV21-KKKK, KKK-TPV26, KKKK-TPV26,
TPV26-KKK, TPV26-KKKK, KKK-TPV30, KKKK-TPV30, TPV30-KKK, TPV30-
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KKKK, HHH-TPV06, HHHH-TPV06, TPV06-HHH, TPV06-HHHH, HHH-TPV10,
HHHH-TPV10, TPV10-HHH, TPV10-HHHH, HHH-TPV12, HHHH-TPVIZ2,
TPV12-HHH, TPV12-HHHH, HHH-TPV21, HHHH-TPV21, TPV21-HHH, TPV21-
HHHH, HHH-TPV26, HHHH-TPV26, TPV26-HHH, TPV26-HHHH, HHH-TPV30,
HHHH-TPV30, TPV30-HHH, TPV30-HHHH, RRKK-TPVI12, RKRK-TPVI2,
RHRH-TPV12, RRHH-TPV12, KKHH-TPV12, va KHKH-TPVI12, trong d6 KKK-
TPV06, KKKK-TPV06, KKK-TPV10, KKKK-TPV10, KKK-TPV12, KKKK-TPV12,
KKK-TPV21, KKKK-TPV21, KKK-TPV26, KKKK-TPV26, KKK-TPV30,
KKKK-TPV30, HHH-TPV06, HHHH-TPV06, HHH-TPV10, HHHH-TPV10, HHH-
TPV12, HHHH-TPV12, HHH-TPV21, HHHH-TPV21, HHH-TPV26, HHHH-
TPV26, HHH-TPV30, HHHH-TPV30, RRKK-TPV12, RKRK-TPVI12, RHRH-
TPV12, RRHH-TPV12, KKHH-TPV12, va KHKH-TPV12 la dugc uu tién, va
RRR-TPV06, RRRR-TPV06, RRR-TPV10, RRRR-TPV10, RRR-TPV12, RRRR-
TPV12, TRRR-TPV21, RRRR-TPV21, RRR-TPV26, RRRR-TPV26, RRR-TPV30,
va RRRR-TPV30 dugc uu tién hon. Pi biét 1a peptit chita trinh ty peptit nay c6 do
hoa tan cai thién trong dung mdi gbc nudc (Abdelkrim Alileche et al., Peptides 38,
2012, 302-311; JP 2006-188507 A). Nho viéc bd sung trinh tw peptit nay vao
peptit c6 4 CTL epitop lién két theo sang ché, mic dd hoa tan clia peptit c6 4 CTL

epitop lién két trong dung mbi gbc nudce co thé duoc cai thién.

Trong peptit c6 4 epitop lién két theo séng ché, CTL dic hiéu CTL epitop
peptit c6 thd duoc kich thich va/hodc hoat héa trong it nhét ba loai, va t6t hon la
bdn loai CTL epitop peptit ctia 4 loai CTL epitop peptit lién két. Ngoai ra, su
san xudt globulin mién dich dic hiéu dbi véi mbi CTL epitop peptit ¢6 thé duoc
kich thich. Theo sang ché, thudt ngit "globulin mién dich" chi IgG, IgM, IgA, hodc
IgD.

Peptit c6 4 epitop lién két theo sdng ché c6 thé 1a mubi cong axit hodc mubi
cong bazo. Vi dy vé axit thuong duoc s dung dé tao thanh mudi cdng axit bao
gdm axit hitu co, nhu axit clohydric, axit bromhydric, axit hydriodic, axit oxalic,
axit p-bromophenyl sulfonic, axit carboxylic, axit sucxinic, axit xitric, axit benzoic,
axit axetic, va axit trifloaxetic. Vi du vé mudi céng bazo bao gém mubi duoc tao

ra tr bazo v6 co, nhu amoni hydroxit, hydroxit kim loai kiém, hydroxit kim loai
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kiém thd, cacbonat, va bicacbonat.
2. San xuét peptit c6 4 CTL epitop lién két

Peptit c6 4 CTL epitop lién két theo sang ché co thé dugc san xuét bang
cac k§ thuat thong thuong, vi du, tong hop peptit, nhu tbng hop pha léng hogc téng
hop pha rén, hodc tdng hop peptit str dung thiét bi tong hop peptit tw dong (Kelley et
al., Genetics Engineering Principles and Methods, Setlow, J. K. eds., Plenum Press
NY., 1990, Vol. 12, pp. 1-19; Stewart et al., Solid-Phase Peptide Synthesis, 1989,
W. H. Freeman Co.; Houghten, Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 1985, 82: p. 5132,
"Shin Seikagaku Jikken Kouza (New Biochemical Experiment) 1, Protein IV, 1992,
the Japanese Biochemical Society (ed.), Tokyo Kagaku Doujin). Tbng hop peptit
duoc thuc hién béng cach diéu ché cdc axit amin trong d6 cidc nhém chiic khac véi
nhém a-amino va nhém a-carboxyl dugce lién két cta cac axit amin ndy dugc bao vé
va tao thanh lién két peptit gitta nhém a-amino va nhém o-carboxyl cua cac axit
amin nay. Nhin chung, nhém carboxyl cua gbc axit amin ndm & dau tan C clia peptit
duge lién két v6i pha rén thong qua doan dém hodc tic nhan lién két thich hop.
Nhém béo vé & ddu tin amino cta dipeptit thu duoc trén ddy dugc loai bd mot
cach chon loc va lién két peptit dugc tao thanh gitta d4u tAn amino va nhém a-carboxyl
ctia gbc axit amin tiép theo. Quy trinh nay dugc tiép tuc dé tao ra peptit v6i nhom
bén duoc bio vé, va cubi cung, tAt ca cic nhom bio vé déu dugc loai bé va tich
khoi pha ran. Cac loai nhém bao vé, phuong phap bao vé cic nhém nay, va phuong

phap lién két peptit duoc md ta chi tiét trong cc tai liéu da duoc dé cap trén ddy.

Theo cach khac, peptit c6 thd dugc san xuét théng qua k¥ thuat tai 6 hop di
truyén, k§ thuat bidu hién thé thuc khudn, hodc cac k§ thuat khac sir dung axit

nucleic ma hoa peptit c¢6 4 epitop lién két theo sang ché.

K§ thut tai t6 hop di truyén bao gdm cai xen ADN mi héa peptit c6 4 epitop
lién két theo sang ché vao vecto biéu hién thich hop, dua vecto nay vao té bao chu
thich hop, nudi cdy t& bao nay, va thu hdi peptit dich tir cac té bao nay hodc dich
long ngoai bao. Vi du vé vecto bao gdm, nhung khong giéi han &, vecto plasmit, thé
thuce khudn, cosmid, phagemid, va virut. Vecto dugc dua vao té bao chu, nhu t& bao

chu vi khuan (vi du, E. coli va Bacillus subtilis), t€ bdo nam men, t€ bao cOn trung,
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té bao dong vat (vi du, t& bao dong vat c6 vi), va t& bao thuc vat. Bién nap hodc
chuyén nhidm vao céc té bao nay dugc tién hanh théng qua, vi du, phuong phip
canxi phosphat, duc 18 dién, phuong phéap thé m&, phuong phap sing ban hat, hoic
phuong phap PEG. Céc 6 bao dd dwoc bién nap dugc nudi cdy theo k¥ thust
thong thuong d& nudi cdy sinh vat chi. D8 tao diéu kién thun loi cho viée thu hdi
peptit theo sang ché, t5t hon néu peptit tao ra théng qua su biéu hién duoc tiét
ngoai bao. Pé dat duoc muc dich nay, ADN mi héa trinh ty peptit ma lam cho
peptit c6 thé duoc tiét ra khoi t& bao duoc lién két v6i phia ddu tan 5' cia ADN ma
hoa peptit dich. Theo cach khac, peptit dich tich Ily trong té bao ¢ thé dugc thu
hoi. Trong truong hop nay, cac té bao duoc pha v& theo cach vat ly hoac hoéa hoc

va peptit dich duge thu héi théng qua k¥ thuat tinh ché protein.

Peptit thu duge theo cach nhu vay cé thé dugc thu hdi hodc tinh ché bing
k¥ thuat thong thuong, vi du, k¥ thuat sic ky, nhu sic ky loc gel, séc ky cot trao
ddi ion, sic ky ai luc, sic ky cot pha ddo, hodc HPLC, ct phan doan v&i amoni

sulfat, siéu loc, hodc hap phu mién dich.
3. Lympho bao T gdy doc té bao

Nho viée stt dung peptit ¢6 4 epitop lién két theo sang ché, cac CTL dac
hiéu CTL epitop peptit pha hily t& bao ung thu c6 thé thu duoc in vitro va/hodc
ex vivo. Phuong phap kich thich CTL st dung CTL epitop peptit in vitro va/hodc
ex vivo da dugc biét (vi du, JP 2006-14637 A), va k¥ thuét nay co thé duoc st dung
theo sdng ché. Vi dy, t& bao két dinh véi dia trong cac té bao don nhin méu ngoai
vi (PBMC) co ngué)n géc tr cdc c4 thé khoe manh hoic bénh nhan ung thu duoc
nudi céy trong didu kién c6 mit xytokin, nhw GM-CSF hodc 1L-4, dé kich thich cac
té bao tua nhanh (DC). Sau khi cac té bao tua nhanh dd dugc tao xung voi peptit
c6 4 epitop lién két theo sang ché, tia x duoc chiéu vao cac té bao niy, dé tao ra té
bio trinh dién khang nguyén (tic nhan kich thich). Khi khong thé st dung DC, té
bio don nhan mau ngoai vi PBMC) ¢6 ngudn gc tir cac c4 thé khée manh hodc
bénh nhan ung thu giéng nhu vdy c6 thé duoc tao xung véi peptit ¢ 4 epitop lién
két theo sang ché, tia X ¢6 thé duogc ap dung vao dd, va céac té bao thu dugc co thé
duoc st dung. Tiép theo, té bao don nhin mau ngoai vi (PBMC) c6 ngudn gbc tir

cic c4 thé khoe manh hodc té& bao don nhin mau ngoai vi (PBMC) c6 ngudn gbe

-21-



32814

tir bénh nhin ung thu hoic lympho bao trong cac hach bach huyét lién quan (tic 13,
chét dap tmg) duoc bb sung va sau d6 duoc nudi céy trong diéu kién c6 mit
xytokin, nhu IL-2, IL-4, hodc IL-7. Sau do, cac té bao trinh dién khdng nguyén
thu duoc thong qua viéc tao xung nhu duge md ta trén ddy lai duge kich thich bﬁng
cach bd sung peptit c6 4 epitop lién két theo sang ché va dugc nuoi cly tiép trong

diéu kién c6 mat xytokin, nhu IL-2.

Moi trudong bit ky trong d6 cac lympho bao T c6 thé t0n tai c6 thé dugc st
dung lam mdi trudong nuodi cay té bao ding dé kich thich CTL. Vi dy, c6 thé st dung
mdi trudong duge diéu ché bang cach bd sung cac xytokin khac nhau (vi du, IL-2)
va huyét thanh bao thai bé (FCS) vao méi truong RHAMo (mdi truong LAK dugce
mé ta trong Kawai, K., Sasaki, T., Saijo-Kurita, K., Akaza, H., Koiso, K., va
Ohno, T., Cancer Immunol. Immunother., 35, 225-229, 1992), mdi truong AIMV
(GIBCO BRL, Life Technologies, INC.), hodc méi truong RPMI 1640.

C6 thé tién hanh nudi cdy trong cic didu kién da biét rd trong linh vuc k¥
thudt nay. Vi dy, nhiét d§ nuodi céy nim trong khoang tir 33°C dén 41°C, va tdt
hon 13 37°C. Khong khi chra khi tro hodc oxy co ndng d6 thich hop va cacbon
dioxit ¢6 ndng do thich hop (vi du, 5% COy) dé diéu chinh d6 pH cua mdi trudong
dén khoang 7.4 ¢6 thd dugc st dung lam pha khi. Tét hon la tién hanh nudi cay
trong khoang thoi gian tu 4 dén 10 ngay, va t5t hon nita 1a 7 ngay hodc 8 ngay. Mot
s CTL duoc kich thich thong qua sy nudi cdy nhu viy la CTL epitop peptit ddc
hiéu dbi véi mdi trong sé it nhit ba loai, va tot hon 1a bén loai CTL epitop peptit
trong s& bdn loai CTL epitop peptit cdu thanh nén peptit c6 4 epitop lién két, va

do d6 chung c6 thé pha hity mot cach dic hiéu céc té bao ung thu.
4. Dugc phim

Peptit ¢6 4 epitop lién két theo sang ché c6 thé duge sir dung lam hoat chét

ctia duoc phim duoc sir dung dé tri liéu mién dich ung thu.

Duogc phém theo sang ché c6 thé chira, 1am (cac) hoat chét, mot hoic nhiéu
peptit c6 4 epitop lién két. Bang cach bao gdém nhidu peptit c6 4 epitop lién két, c6
thé tao ra tac dung manh hon. Ngoai ra, dugc phém thu duogc c6 thé ¢ thé tao ra tinh

da ndng cao hon, sao cho né co6 thé duoc st dung 1am vacxin peptit dé diéu tri bénh
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ung thu cho nhiu bénh nhin ung thu, khéng phu thudc vao typ HLA cta bénh
nhan.

D42 quan séat théy 13 gen ma hoéa PEP1, PEP2, PEP4, PEPS, PEP6, PEP7, PEPS,
PEP9, PEP10, PEP13, PEP15, PEP17, va PEP18 duoc bao gém trong peptit c6 4
epitop lién két theo sang ché duoc biéu hién trong nhiéu loai bénh ung thu dang ran
va ung thu méu. Vi du vé bénh ung thu dang ran bao gém u ndo, ung thu phdi, ung
thu v, ung thu tuyén giap, ung thu ¢d tir cung, ung thu than tir cung, ung thu budng
tring, ung thu thuc quan, ung thu da day, khdi u mo6 dém da day-rudt non (GIST),
ung thu tuy, ung thu rut két, ung thu truc trang, ung thu hdu mén, ung thu than,
ung thu gan, ung thu duong mat, ung thu diu va cd, ung thu bang quang, ung thu
tuyén tién liét, u melanin 4c tinh, ung thu da, ung thu ludi, sacom xuong, sacom
sun, sacom soi, sacom md&, sacom mach, u nguyén bao co van, va sacom co tron.
Vi du vé ung thu méau bao gém bénh bach cau, u lympho 4c tinh, va u tiy. Do do,
peptit c6 4 epitop lién két theo sang ché hitu ich dé diéu tri va/hodc ngin ngira céc
bénh ung thu nhu vay. Thuét nglt "diéu tri va/hodc ngin nglra bénh ung thu" dugc
sir dung & day chi viéc ngan ngura sy phat trién/su tai phat ctia bénh ung thu, ngan
chin sy tién trién/trAm trong cia bénh ung thu, hodc ci thién tinh trang bénh ung

thu.

Dugc pham theo séng ché ¢6 thé chira nguyén liéu dugc dung, nhu cac chat
mang v6 co hodc hitu co phd bién khac nhau. Vi du vé& chit mang dung trong
duoc phém ¢ thé duge str dung bao gém chit 1am 6n dinh, chét khang khuén, chét
dém, chét tao ding truong, chét chelat héa, chat diéu chinh do pH, chat hoat dong bé
mat, chét don, chit 1am dic, chat két dinh, chét lam 4m, chét 1am phan rd, chat c6
hoat tinh bé mat, chit lam tron, chit lam ém diu, chét pha lodng, va chat phu gia
thuong dugc st dung theo dang sur dung cua cac ché phim duoc c6 lién quan. Cac
ché phém duoc tdt hon 1a duoc didu ché & dang ché phém dugc bd sung céc chét

mang nay theo k¥ thudt thong thudng.

Duoc phém theo sang ché c6 thé chia ta duoc da biét 1a duoc st dung téi
thdi diém dung vacxin. Vi du vé ta dugc bao gébm T4 duge Freund hoan chinh
(CFA), T4 dugc Freund khong hoan chinh (IFA), phén, lipit A, monophosphoryl

lipit A, céc ché phim vi khuin nhu BCG (Bacillus-Calmette-Guerrin), axit nucleic
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nhu CpG-ADN va dsARN, ché phdm chira céc thanh phén vi khuan nhu tuberculin,
polyme c6 trong ty nhién, nhu hemoxyanin ha va mannan ndm men, muramyl-
tripeptit, muramyl-dipeptit, hoic din xuit ctia né, phén, copolyme khdi khéng ion,
va xytokin nhu intolokin 2 (IL-2), yéu t6 kich thich tao dong bach cau hat-dai thuc
bao (GM-CSF), interferon-o. (IFN-a), va interferon-f (IFN-B). Cac t4 duoc nay cé
thé duoc st dung mot minh hoac két hop hai hodc nhidu t4 duoc. T4 duge ¢ thé
dugc st dung déng thoi véi duoc phém theo sang ché & dang hdn hop hoic dudi

dang nhil tuong.

Ngoai peptit c6 4 epitop lién két, dugc phdm theo sang ché c6 thé bao gdm
mdt hodc nhidu CTL epitop peptit dd biét co ngudn gbc tir phan tr khang nguyén
khdi u, peptit chtra chung, hodc peptit chita CTL epitop peptit lién két v6i nhau (sau
day, dugc goi la "CTL epitop peptit da biét c6 ngudn gdc tir phan tir khdng nguyén
khéi u"). Vi du v& CTL epitop peptit d& bibt c6 ngudn gbe tir phan tir khdng nguyén
khéi u bao gdm, nhung khéng gi6i han &, WT-1 p126-134, (M236Y) WT-1 p235-
243 cai bién, NY-ESO-1 pl157-165, (T210M) gp100 p209-217 céai bién, survivin-2B
p80-88, Her-2/neu p63-71, VEGFR2 pl169-177, MART-1 p26-35, Glypican-3 p298-
306, va SPARC pl143-151. Trong trudong hop nay, peptit c6 4 epitop lién két theo
sang ché va CTL epitop peptit da biét c6 ngudn gbc tlir phan tir khang nguyén khéi u
¢6 thé duoc chudn bi & dang ché phdm don chét. Theo céch khéc, ché pham chira,
lam hoat chét, peptit c6 4 epitop lién két theo sang ché c6 thé dugc tach riéng véi
ché phim chia, lam hoat chit, CTL epitop peptit di biét c6 ngudn gbc tir phan tir
khang nguyén khéi u.

Dang lidu luong cia duoc phém theo sang ché ¢6 thé duge chon theo dang
str dung. Vi du dai dién vé cac dang lidu lugng bao gdm, nhung khéng gii han &,
ché phim léng, nhii tuong, ché phim liposom, nhii twong lipit, phirc hop bao gbém
xyclodextrin, huyén phu, thubc ms, kem, chét hip thu qua da, chét hip thu qua
mang nhay, vién nén, vién tron, vién nang, bot, thudc bét, hat, hat min, va xi 6.
Theo dudng diung, cdc dang liéu luong ndy dugce phan loai tiép thanh dang, vi du,
ché phdm ding qua dudng miéng, ché pham dung ngoai duodng tiéu hoa, ché phim
ding qua mi, ché phdm ding qua dudng a4m dao, thudc dan, ché phdm ding dudi

ludi, ché phim dung d& xéng hit, ché phidm nho mat, hoic ché phdm nho tai, va
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céc ché phdm nay cé thé dugc két hop, dic khudn, hoic didu ché theo céac k¥ thuat
thong thuong. Ngoai viéc 4p dung & dang ché phidm long, ché phdm nhu vdy c6
thd dugc sdy dong khd nhanh, dé bao quan ché phdm duoc. Khi ché phim dugc nhu
vay dugc si dung, nd co thé duoc hoa tan nho, vi du, chat dém chira nudc va nude

mudi sinh 1y, dé diéu chinh néng dd ctia n6 dén murc thich hop.

Duogc phém theo séng ché ¢6 thé chia, lam hoat chit, CTL dugc kich thich
in vitro va/hodc ex vivo nhd st dung peptit c6 4 epitop lién két theo sang ché. Duoc

phdm nhu vay t6t hon 1a & dang chét dung ngoai duodng tiéu hoa.
5. Phuong phap didu tri

Duoc phém theo sang ché ¢6 thé dugc st dung cho nhiéu bénh nhan ung
thu, nhu bénh nhan duong tinh dbi véi cac typ HLA dugc chon tir nhém bao gdm
sidu typ HLA-A2, HLA-A24, HLA-A26, va HLA-A3, va c6 thé bat dau diéu tri ma
khong can tién hanh dinh typ HLA trudc khi diéu tri.

Khi dugc phim theo sing ché duoc st dung cho bénh nhan ung thu, CTL
dic hiéu dbi vé6i it nhit ba, va ot hon 1a bdn loai CTL epitop peptit cdu thinh nén
peptit cé 4 epitop lién két lam hoat chit cta dugc phim c6 thé duge kich thich
va/hodc hoat héa. Ngoai ra, sy san xuét globulin mién dich dic hiéu dbi véi cac
CTL epitop peptit lién quan cé thé dugc kich thich. Mac do kich thich sy san xudt
globulin mién dich khi str dung peptit c6 4 epitop lién két lam hoat chét cao hon mot
cach dang ké so voéi muc kich thich sy san xuat globulin mién dich dugc quan sat
thiy khi str dung hdn hop cua cac CTL epitop peptit chira trong peptit c6 4 epitop
lién két nhung khong lién két v6i nhau. Do d6, peptit ¢ 4 epitop lién két theo sang
ché ¢ thé diéu tri vid/hodc ngin ngira mot cach hiéu qua bénh ung thu ¢ bénh nhan

ung thu.

Duoc pham theo sang ché ¢6 thé duoc st dung thong qua, vi dy, duong ding
qua dudng miéng, trong tinh mach, trong dong mach, trong co, dudi da, trong da,
dudi ludi, trong mang bung, trong truc trang, qua da, qua mang nhdy, qua mili, qua
dm dao, qua mét, hodc hit. Khi ché phérn chira, lam hoat chit, nhiéu peptit co 4
epitop lién két hozc CTL epitop peptit da biét c6 ngudn gdc tir phan tir khang nguyén

khdi u duoc bao ché & dang cac duoc pham riéng &, cac dugc pham nay c6 thé duoc
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st dung dong thoi hodc khong ddng thoi thong qua cung duong dung hodc thdng qua

cac duong dung riéng ré.

Liéu luong cua dugc phim theo sing ché ¢6 thé duoc didu chinh mot cach
thich hgp theo cac yéu t5 nhu tinh trang bénh/mutc do trAm trong ctia bénh ung thu
cin duoc didu tri, d6 tudi cia bénh nhén, hodc thé trong cta bénh nhan. Vi du, duge
phim chira peptit c6 4 epitop lién két v6i luong nim trong khoang tir 0,0001 mg dén
1000 mg, t6t hon 1a ndm trong khoang tir 0,001 mg dén 100 mg, va tét hon nita la
nim trong khoang tir 0,01 mg dén 50 mg, c6 thé duoc st dung lp di lap lai mét
1An mdi vai ngdy, vai tudn, hodc vai thang. Khi dugc phim theo sing ché chira,
lam hoat chat, CTL dugc kich thich in vitro va/hodc ex vivo nhd st dung peptit c6 4
epitop lién két theo sang ché, t6t hon néu tir 2 x 10° dén 2 x 108 CTL dugc sir dung

cho mdi kg thé trong mdi ngdy & khoang céch tir 1 dén 2 tuan.

Duoc phdm theo sang ché c6 thé dugc sir dung cho bénh nhan ung thu két
hop véi cac san phém dugc thuong duge st dung dbi vé6i hoa tri liéu ung thu. Vi
du vé cac san pham duoc ndy bao gom: chét alkyl héa, nhu xyclophosphamit,
temozolomit, va bendamustin; chét chéng chuyén héa, nhu tegafur-uraxil, tegafur-
gimeraxil-oteraxil kali, methotrexat, va gemxitabin; thubc chtra platin, nhu cisplatin
va oxaliplatin; ché phém alkaloit thuc vat, nhu irinotecan, eribulin, paclitaxel,
docetaxel, va vincristin; chit khéang sinh tc ché ung thu biéu mo, nhu doxorubixin,
bleomyxin, va actinomyxin D; thuéc nhim dich phin tr, nhu imatinib, sunitinib,
gefitinib, sorafenib, everolimus, trastuzumab, bevacizumab, rituximab, cetuximab,
panitumumab, va mogamulizumab; chéat tri 1iéu hormon, nhu bicalutamit, estramustin,
va exemestan, va chat kich thich mién dich, nhu lenthinan, Picibanil, va Krestin.
Céc san pham dugc nay c6 thé duge st dung dong thoi hoic khong ddng thoi véi
duoc phdm theo sang ché thong qua cling duong dung hodc thong qua cic dudng

dung riéng ré.

Sau ddy, sang che duogc md ta chi tiét hon dya vao céc vi dy, mic du sang

ché khong bi gi6i han & cac vi du nay.
Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Téng hop va tinh ché peptit
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Cac CTL epitop peptit va peptit c6 4 epitop lién két duoc téng hop bang
cach st dung thiét bi tong hop peptit c6 sdn trén thi truong (Prelude, Protein
Technologies, Inc.) bang phuong phap téng hop pha ran (Fmoc). Cu thé, nhua Alko-
PEG duogc dé cho hép phu axit amin v&i nhom c6 hoat tinh da duoc bao v€, dung
dich khir bao vé dugc bom vao do, dé loai bo nhom bao vé, axit amin véi nhom c6
hoat tinh dugc bao vé duge bom vao do, va chiung dugc dé cho phéan Ung v6i nhau,
dé tdng hop dipeptit. Bing cach lap lai quy trinh ndy, peptit chira trinh tu quan tdm
duoc tong hop. Nhém bao vé peptit duoc loai bo bing céach tién hanh phan tmg
trong dung dich khtt bao vé chira 2,5% triisopropylsilan, 2,5% nudc, va 95% axit
trifloaxetic trong 2 gid. Nh bd sung ete lanh vao dich loc thu duge, peptit dugc
thu hdi ¢ dang chit két tta. Céc peptit tbng hop khac nhau thu duge duge tinh
ché bang cach st dung cdt YMC-Pack Pro C18 (YMC Co., Ltd.) va h¢ HPLC
(Gilson) véi dung dich gbc nudc chira TFA 0,1% va axetonitril lam pha dong. Sau
quy trinh tinh ché cubi cing, do tinh khiét va khéi luong phan tir clia peptit dugc
phan tich boi hé théng LC-MS (Waters Acquity UPLC system, micromass ZQ).
Peptit dugc lam dong khd nhanh, duge bao quan ¢ nhiét d6 lanh trong bong tdi, va
sau d6 duoc cho qua céc vi du duoc md ta duGi ddy. Cac Bang 1-1 dén 1-8 thé hién
s6 liéu phd MS ctia peptit ¢6 4 epitop lién két (TPVO1 dén TPV45). Fig. 1-1 dén 1-
7 thé hién sb lieu LC cua TPV06, TPV10, TPV12, TPV21, TPV26, TPV30,
TPV35, TPV37, TPV39, TPV40, TPV41, TPV43, va TPV45. Fig. 2-1 dén 2-3 thé
hién sb 1iéu MS ctia TPV39, TPV40, TPV41, TPV43, va TPV45.
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Peptit K};(})llélrllug,lng Theo tinh todn bo duge
4H%ion | 1355,5 | 4H'ion | 1355,8
5H"ion | 1084,4 | 5H"ion | 1084,9
TPVO1 6H"ion | 903,8 | 6H'ion | 904,1
7H'ion | 774,9 | 7H'ion | ND
8H"ion | 678,1 | 8H"ion | 678,3
4H%ion | 1355,5 | 4H'ion | 1355,5
5H"ion | 1084,4 | 5H'ion | 1084,3
TPV02 6H'ion | 903,8 | 6H'ion | 904,1
7H'ion | 774,9 | 7H'ion | 775,2
8H'ion | 678,1 | 8Hion | ND
4H%on | 1355,5 | 4H'ion | 1355,9
5H"ion | 1084,4 | 5H'ion | 1084,7
TPVO03 6H"ion | 903,8 | 6H'ion | 904,2
7H%on | 774,9 | 7H'on | 7752
4171 8H'ion | 678,1 | 8H'ion | 678,2
’ 4H%ion | 1355,5 | 4H'ion | 1355,6
5H'ion | 1084,4 | SH'ion | 1084,5
TPV04 6H'ion | 903,8 | 6H'ion | 904,2
7H'ion | 774,9 | 7H'ion | 775,0
8H'ion | 678,1 | 8H'ion | 678,8
4H%on | 1355,5 | 4H'ion | 1355,7
5H"ion | 1084,4 | SH'ion | 1084,7
TPVO5 6H'ion | 903,8 | 6H'ion | 904,2
7H%on | 774,9 | 7H'ion | 775,1
8Hion | 678,1 | 8H'ion | 678,4
4H%on | 1355,5 | 4H'ion | 1354,4
5H'ion | 1084,4 | SH'ion | 1084,2
TPV06 6H'ion | 903,8 | 6H'ion | 903,5
7H"ion | 774,9 | 7H'ion | 774,6
8H'ion | 678,1 | 8H'ion | ND
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Bang 1-2
48 ion | 1303,5 | 48T ion | 13043
5HVion | 1043,0 | 5Hion | 10433
* 869,3 + 869,8
TPVO7 6H ion 6H"ion

70 ion | 7453 | 7H ion | 7457
gition | 6522 | gution | 652.5
40 ion | 1303,5 | 4gTion | 1303.8
sption | 1043,0 | sprtion | 10435
6HTion | 8693 | 6T ion | 870.2

TPV08
70 ion | 7453 | 70 ion | 745.2
gt tion | 6522 | gHtion | 649,35
40 ion | 1303.5 | 40 Tion | 13041
SHTion | 1043,0 | sgTion | 1043,5
6 Tion | 8693 | 6HTion | 869.8

TPV09
7H ion | 7453 | 7HTion | 7455
sHTion | 6522 | 8 Tion | 652.7
4t tion | 1303,5 | 41rFion | 1304,0
6Hion | 869.3 | 6HTion | 869.6

TPV10
70 ion | 7453 | 70 ion | 745.7
sH ion | 6522 | 8HTion | 670,7
4H ion | 1303,5 | 4HTjon | 13041
sHTion | 1043,0 | sgTion | 1043,4
6HTion | 869.3 | 6HTion | 869.7

TPV11
78 ion | 7453 | 7Hion | 745.6
652.6

8l "ion | 6522 | 8HVion
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Bang 1-3

4HTion | 1347.8 | 4HTion | 1347.6

TPVI2 sttion | 1087.4 | syTion | 10781
6H'ion | 8989 | 6HTion | 898.7

7HTion | 770,6 | 7HTion | 7702

8Hion | 6744 | 8HTion | ND

4HVion | 1347.8 | 4 Tion | 1348,5

TPVI3 sHTion | 1087.4 | sption | 1079,1
6H ion | 8989 | 6H'ion | 899.3

38T | tion | 7706 | 70tion | 771.6

8 ion | 6744 | 8H'ion | 674.1

4H ion | 13478 | 41 Tion | 1348.5

TPvid 5HTion | 10874 | sHTion | 10791
6 ion | 898.9 | 6H'ion | 899,

7o ion | 770,6 | 7HTion | 770.9

8HTion | 6744 | 8HTion | 6747

4T ion | 1347.8 | 4HTion | 13491

TPVIS sttion | 1087.4 | sption | 10790
6l ion | 8989 | 6HTion | 8993

7H ion | 7706 | 7HYion | 7712

80 ion | 6744 | 8H'ion | 677.0

4 ion | 13478 | 4HTion | 1348.6

TPVi6 SHTion | 10874 | sirtion | 1079,8
6H+ion 898.,9 6H+ion 899,7

70 ion | 7706 | 7HTion | ND

g Tion | 6744 | 8tion | ND
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Bang 1-4
4d%ion | 1458,9 | 4HTion | ND
TPV17 sition | 1167.3 | sHTion | 1168,1
6H+ion 9729 | 6HTion | 973.9
7H ion | 834.1 7H ion | 834.3
8HVion | 730,0 | 8Htion | 730.3
4H%ion | 1458,9 | 4HTion | ND
TPVI18 5HTion | 1167.3 | 5H"ion | 11683
6HTion | 972.9 | 6HTion | 973.3
78 ion | 8341 | 7HYion | ND
8HTion | 730,0 | 8HTion | 722.6
5831,6 | 4HVion | 14589 | 4H"ion | ND
TPVI9 5HVion | 1167.3 | sHYion | 1167.8
6H'ion | 9729 | 6HTion | 973.4
7H ion | 834.1 7H ion | 834.4
8HTion | 730.0 | 8HTion | 730.3
4H"ion | 14589 | 4HTion | ND
TPV20 5H"ion | 1167.3 | 5H"ion | 1167,9
6HTion | 9729 | 6HTion | 973.1
70 ion | 8341 | 7HTion | 834.2
8HTion | 730.0 | 8HTion | 730.2
4HTion | 1458,9 4H "ion -
TPV21 sition | 11673 | sption | 1167.8
6H ion | 9729 | 6H ion | 973.3
7H ion | 834.1 7H+ion 834,4
8HTion | 7300 | 8HTion | 7303
4HTion | 1458,9 4H T ion ND
TPV22 sttion | 1167.3 | sption | 1168,0
6H'ion | 972.9 | 6H'ion | 965.4
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7HTion | 834.1 | 7H'ion | ND

8H ion | 7300 | 8HTion | 7194

4Hion | 14146 | 4H%ion | ND

TPV23 sttion | 11319 | sirtion | 11327
6HTion | 9434 | 6HTion | 9440

7HVion | 8088 | 7HTion | 809.2

8Htion | 707.8 | 8 Tion | 708.8

4HVion | 1414,6 | 4Hion | ND

TPv2d sttion | 11319 | sirtion | 11325
6HTion | 9434 | 6HTion | 944.8

7H ion | 808,8 | 7ition | 809.4

g ion | 7078 | 8H'ion | ND

5654,4 | 4HTion | 14146 | 4Hion | ND

TPV25 sirtion | 11319 | sHtion | 1132,5
6HTion | 9434 | 6H'ion | 944.2

7H'ion | 808.8 | 7HTion | 809.2

8HTion | 707.8 | 8HTion | 708.2

40 ion | 1414,6 | 40%ion | ND

TPV26 sirtion | 1131,9 | sHTion | 11316
6HTion | 9434 | 6HTion | 943,

7HVion | 808,8 | 7HTion | 808,6

g Tion | 707.8 | 8ution | 707.7

4HTion | 1414,6 4H ion ND

TPV27 sttion | 11319 | sHTion | 11325
6HTion | 943.4 | 6HTion | 944.3

7HVion | 808.8 | 7HTion | 809.4

8Hion | 707.8 | 8Htion | 708.4
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4HTion | 14146 | 4H"ion | ND
TPV28 sHYion | 1131,9 | sHtion | 1133,1
6H ion | 9434 | 6Htion | 9391
7 ion | 8088 | 7HTion | ND
siion | °7% | sution | ND
Bang 1-6
4H"ion | 14522 | 4HTion | ND
TPV29 sttion | 1161,9 | sirtion | 1163,0
6HTion | 9684 | 6HTion | 969.1
70 ion | 8302 | 7HYion | 837.0
8HTion | 726,6 | 8H'ion | ND
4HTion | 14522 | 4H"ion | ND
TPV30 5HTion | 1161,9 | 5HTion | 1164,0
6HTion | 9684 | 6HTion | 968.9
7H ion | 830.2 | 7HTion | 825.3
gH ion | 7266 | sHtion| ND
5804,6 | 4HTion | 14522 | 4Hion | ND
TPV3l sH ion | 1161,9 | sHTion | 1163,6
6H ion | 9684 | 6HTion | 9691
7HTion | 830.2 | 7HTion | 8307
gition | 7266 | 8Hion | ND
4H1%Vion | 14522 | 4d%ion | ND
TPV32 sittion | 11619 | sption | 1163,0
6HTion | 9684 | 6HTion | 969.2
7H ion | 830.2 7H ion | 830,5
8H+ior1 726,6 | 80 ion | 727.0
4Hion | 14522 | 40 ion | ND
TPV33 sHtion | 11619 | sHtion | 1162.7
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6H ion | 9684 | 60Tion | 969.1
7H ion | 830.2 | 7HTion | 830.7
sH T ion | 726,6 | 80 Tion | 727.2
4HTion | 14522 | 4H%ion | ND
TPV34 sition | 11619 | sirtion | 11718
6H ion | 9684 | 60T ion | 969.5
7 ion | 8302 | 70 ion | ND
siion | 726,6 | 80 Tion | 726.8
Bang 1-7
4H"ion | 1415,6 | 4HTion | ND
siion | 11327 | sgtion | 11333
S 6HTion | 9441 |6HTion | ND
70 ion | 8093 | 7HTion | 808.6
8Htion | 7083 | 8H'ion | ND
4HVion | 14156 | 4H ion | ND
56583 | siytion | 1132,7 | sption | 1133.1
6HTion | 944.1 | 6HTion | 944.3
e 7i1tion | 8093 | 76 tion | 810,0
gt ion | 7083 | 8t tion | 708.6
4Hion | 13405 | 4HTion | 1340.8
sgion | 1072,6 | sgtion | 1072,7
6t tion | 8940 | ¢Htion | ND
R 7H ion | 766:4 | 7HTion | 766,4
8HTion | 670.8 | 8HTion | 671,0
5358 4HTion | 1340,5 | 4HTion | 13407
5HTion | 1072,6 | sHTion | 1072,9
TPV38 60 Vion | 8940 | 6HTion | 894.1
7HTion | 7664 | 7H ion | 766.9




32814

gHTion | 670,8 | 8T ion | 670.7
4HVion | 14649 | aHTion | 14657
sition | 1172,1 | sprtion | 11728
TPV39 | 5855,6 6Hion | 9769 | 6Hion | 9775
T ion | 8375 | 7HTion | 8380
gition | 7330 | 8HTion | 733.4
4H ion | 1504,0 | 4HTion | 1504,7
sHTion | 1203,4 | sption | 12040
6H ion | 1003,0 6H "ion | 1003,5
TPV40 | 6011,8
7H ion | 8598 | 7HTion | 860.3
8Hion | 7525 | 8H'ion | 752.8
A ion | 1464,9 | 4trtion | 14654
5HVion | 1172,1 | 5HTion | 11726
6H ion | 9769 | 6H'ion | 977.3
TPV41 | 58556 [ -
7H " ion | 837.5 | 7H ion | 837.8
8H ion | 733.0 | 8HTion | 733.2
Bang 1-8
4HVion | 14724 | 4HTion | 14732
TPV42 | 5885,7 | sprtion | 11781 | sertion | 1178.8
6 ion | 9820 | 6HTion | 982.5
7H ion | 8418 | 7HTion | 842.3
8H ion | 7367 | 8HTion | 737.1
40 ion | 15115 | 4HTion | ND
TPV43 | 6041,9 | sprtion | 12094 | sprtion | 1210,0
6H ion | 1008,0 | 6HTion | 1008.6
7 ion | 864.1 | 7HTion | 864.6
8Hion | 7562 | 8H'ion | 7566
40 ion | 1531,8 | 4HTion | 15325
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TPV44

6123

sption | 12256 | sHTion | 12263

6H T ion | 1021,5 | 6HTion | 1022,1

70 ion | 8757 | 7erYion | 876.2

gt tion | 7664 | 8HTion | 768.8

TPV45

4HVion | 1570,8 | 4HTion | 15715

6HTion | 1047.5 | 6HVion | 1048,1

7H ion | 898.0 | 7HVion | 8985

8H ' ion | 785,9 8H ion | 786,3

"ND" biéu thi "khéng phat hién dugc"

Bang 2 thé hién trinh tu axit amin cua cac CTL epitop peptit dugc tong hop,
va Bang 3 va 4 thé hién trinh ty axit amin cta peptit c6 4 epitop lién két. Mdi peptit
c6 4 epitop lién két thé hién trong Bang 4 dugc diéu ché, trong TPV12, TPV06, va
TPV26 th hién trong Bang 3, bing cach bd sung trinh tu peptit gdm gbc arginin

vao dau tdn N, va str dung arginin trime 1am tic nhdn lién két gifta cac peptit.

WT1 (SEQ ID NO: 20) duoc tdng hop lam peptit ddi ching lién két véi
HLA-A2 va Her2 (SEQ ID NO: 21) duoc tdng hop lam peptit ddi ching lién két

véoi HLA-A24.

Bang 2

Cac CTL epitop peptit
Peptit Ngudn gbc | Trinh tw axit amin| SEQ ID NO:
PEP1 Lck-246 KLVERLGAA | SEQID NO: 1
PEP2 |WHSC2-103| ASLDSDPWV | SEQID NO: 2
PEP4 | SART3-302| LLQAEAPRL | SEQID NO: 4
PEP5 SART2-93 | DYSARWNEI | SEQID NO:5
PEP6 | SART3-109 | VYDYNCHVDL | SEQ ID NO: 6
PEP7 | MRP3-503 | LYAWEPSFL | SEQ ID NO:7
PEP8 Lck-488 DYLRSVLEDF | SEQ ID NO: 8
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PEP9 | SART3-734 QIRPIFSNR SEQ ID NO: 9
PEP10 Lck-90 ILEQSGEWWK | SEQ ID NO: 10
PEP13 | UBE2V-43 | RLQEWCSVI |SEQ ID NO: 13
PEP15 | EGFR-800 | DYVREHKDNI | SEQ ID NO: 15
PEP17 | MRP3-1293 | NYSVRYRPGL |SEQ ID NO: 17
PEP18 PTH-102 | RYLTQETNKYV |SEQ ID NO: 18
WT1 WT1-126 RMFPNAPYL |SEQ ID NO: 20
Her2 Her2-63 TYLPTNASL |SEQ ID NO: 21
Bang 3
Peptit c6 4 epitop lién két
Peptit Trinh ty axit amin SEQ ID NO:
TPVO1 PEP5-RR-PEP6-RR-PEP9-RR-PEP4  |SEQ ID NO: 22
TPVO02 PEP9-RR-PEP5-RR-PEP6-RR-PEP4  |SEQ ID NO: 23
TPVO3 PEP6-RR-PEP5-RR-PEP9-RR-PEP4  [SEQ ID NO: 24
TPV04 PEP6-RR-PEP9-RR-PEP5-RR-PEP4  |SEQ ID NO: 25
TPVO05 PEP9-RR-PEP6-RR-PEP5-RR-PEP4  |SEQ ID NO: 26
TPV06 PEP5-RR-PEP9-RR-PEP6-RR-PEP4  |SEQ ID NO: 27
TPVO7 PEP1-RR-PEP7-RR-PEP8-RR-PEP2  |SEQ ID NO: 28
TPVO08 PEP1-RR-PEP8-RR-PEP7-RR-PEP2  |SEQ ID NO: 29
TPVO09 PEP7-RR-PEP1-RR-PEP8-RR-PEP2  |SEQ ID NO: 30
TPV10 PEP8-RR-PEP7-RR-PEP1-RR-PEP2  [SEQ ID NO: 31
TPV11 PEP8-RR-PEP1-RR-PEP7-RR-PEP2  |SEQ ID NO: 32
TPV12 PEP7-RR-PEP13-RR-PEP8-RR-PEP2 [SEQ ID NO: 33
TPV13 PEP8-RR-PEP13-RR-PEP7-RR-PEP2 |SEQ ID NO: 34
TPV14 PEP13-RR-PEP7-RR-PEP8-RR-PEP2 |SEQ ID NO: 35
TPV15 PEP8-RR-PEP7-RR-PEP13-RR-PEP2 |SEQ ID NO: 36
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TPV16

PEP13-RR-PEP§-RR-PEP7-RR-PEP2

SEQ ID NO:

37

TPV17

PEP13-RR-PEP15-RR-PEP18-RR-PEP10

SEQ ID NO:

38

TPV18

PEP13-RR-PEP18-RR-PEP15-RR-PEP10

SEQ ID NO:

39

TPV19

PEP15-RR-PEP13-RR-PEP18-RR-PEP10

SEQ ID NO:

40

TPV20

PEP15-RR-PEP18-RR-PEP13-RR-PEP10

SEQ ID NO:

41

TPV21

PEP18-RR-PEP13-RR-PEP15-RR-PEP10

SEQ ID NO:

42

TPV22

PEP18-RR-PEP15-RR-PEP13-RR-PEP10

SEQ ID NO:

43

TPV23

PEP1-RR-PEP15-RR-PEP18-RR-PEP10

SEQ ID NO:

44

TPV24

PEP1-RR-PEP18-RR-PEP15-RR-PEP10

SEQ ID NO:

45

TPV25

PEP15-RR-PEP1-RR-PEP18-RR-PEP10

SEQ ID NO:

46

TPV26

PEP15-RR-PEP18-RR-PEP1-RR-PEP10

SEQ ID NO:

47

TPV27

PEP18-RR-PEP1-RR-PEP15-RR-PEP10

SEQ ID NO:

48

TPV28

PEP18-RR-PEP15-RR-PEP1-RR-PEP10

SEQ ID NO:

49

TPV29

PEP15-RR-PEP17-RR-PEP13-RR-PEP10

SEQ ID NO:

50

TPV30

PEP15-RR-PEP13-RR-PEP17-RR-PEP10

SEQ ID NO:

51

TPV31

PEP17-RR-PEP15-RR-PEP13-RR-PEP10

SEQ ID NO:

52

TPV32

PEP17-RR-PEP13-RR-PEP15-RR-PEP10

SEQ ID NO:

53

TPV33

PEP13-RR-PEP17-RR-PEP15-RR-PEP10

SEQ ID NO:

54

TPV34

PEP13-RR-PEP15-RR-PEP17-RR-PEP10

SEQ ID NO:

55

TPV35

PEP6-RR-PEP18-RR-PEP5-RR-PEP9

SEQ ID NO:

56

TPV36

PEP6-RR-PEP5-RR-PEP18-RR-PEP9

SEQ ID NO:

57

TPV37

PEP1-RR-PEP7-RR-PEP6-RR-PEPS

SEQ ID NO:

58

TPV38

PEP7-RR-PEP1-RR-PEP6-RR-PEPS

SEQ ID NO:

"- RR-" biéu thi arginin dime.
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Béang 4

Peptit Trinh ty axit amin SEQ ID NO:

TPV39 RRR-PEP7-RR-PEP13-RR-PEP8-RR-PEP2 | SEQ ID NO: 60

TPV40 | RRRR-PEP7-RR-PEP13-RR-PEP8-RR-PEP2 | SEQ ID NO: 61

TPV41 PEP7-RRR-PEP13-RRR-PEP8-RRR-PEP2 | SEQ ID NO: 62

TPV42 RRR-PEP5-RR-PEP9-RR-PEP6-RR-PEP4 | SEQ ID NO: 63

TPV43 RRRR-PEP5-RR-PEP9-RR-PEP6-RR-PEP4 | SEQ ID NO: 64

TPV44 | RRR-PEP15-RR-PEP18-RR-PEP1-RR-PEP10 | SEQ ID NO: 65

TPV45 |RRRR-PEP15-RR-PEP18-RR-PEP1-RR-PEP10|SEQ ID NO: 66

"_ RR-" biéu thi arginin dime.
".RRR-" biéu thi arginin trime.

"RRR-" va "RRRR-" 1a trinh tu peptit duogc bd sung vao diu tdn N, tuong

ng bao gbm 3 gdc arginin va 4 goc arginin.

Vi du 2: Kich thich cdc CTL dic hiéu epitop peptit ¢ chudt thir nghiém va
phat hién cac CTL bang céach st dung ELISPOT

Peptit c6 4 epitop lién két duoc hoa tan trong nude cit (Otsuka
Pharmaceutical Factory Inc.) & ndng d6 2 mg/mL hodc ndng do 4 mg/mL, va dung
dich thu dugc duoc nap vao xy lanh B Braun Injekt. Sau khi luong tuong duong clia
T4 duge Freund khong hoan chinh (IFA) dugc nap vao xy lanh khac, céc xy lanh
nay dugc ndi véi nhau béng cach st dung bd nbi xy lanh GP, va dung dich chira
peptit cd 4 epitop lién két duoc tron k§ véi IFA dé tao ra nhii twong. Nhil tuong
duogc st dung héng tudn véi luong béng 100 pL mdi 14n cho chudt tai cic vi tri
thudc vung lan can géc dud6i cua chudt (chuot chuyén gen HLA-A2.1 va chudt
chuyén gen HLA-A24 (Taconic)), va sit dung téng cong hai 1an. Hach bach huyét
ben dugc thu gom tir chudt 1 tudn sau lan st dung cudi. Huyén phu té bao hach
bach huyét duoc didu chinh dén 5 x 10° t& bao/mL sir dung Mdi trudng hoan chinh
(RPMI-1640, FBS 10% duogc bét hoat bang nhiét, penixilin 100 U/mL, streptomyxin
100 pg/mL, va 2-mercaptoetanol 50 pM), CTL epitop peptit dich (ndng d6 cudi
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cung: 10 pg/ml), IL-15 tai t5 hop ctia chudt (ndng d6 cubi cung: 100 ng/mL), va IL-
21 tai t6 hop ctia chudt (ndng d6 cudi cing: 100ng/mL) dugc bd sung, cac t& bao
nay dugc gieo 1én trén dia c6 24 16 & mat d6 1 ml/15, va duoc nudi céy trong thiét bi
U & nhiét do 37°C, 5% CO; trong 8 ngay. Sau do, cac t& bao duoc thu gom va
dugc gieo trén dia duoc cd dinh khang thé khang IFN-y chta trong bd kit Murine
IFN-y ELISpot (GEN-PROBE) ¢ mat do 1 x 10° t& bao/1d. Tiép theo, t€ bao lich
thu duoc tir 1ach cta chudt ddng gen va duogc chiéu xa bang 30-Gy tia X duoc dan
mong trén cing dia & mat do 1 x 10° t& bao/Id lam cac té bao trinh dién khang
nguyén, CTL epitop peptit dich hodc peptit dbi ching am (ndng do cubi cing: 10
ng/mL) duoce bd sung, va duge U trong thiét bi t & nhiét d6 37°C, 5% CO2 qua dém.
Vao ngay hdom sau, cac chdm biéu thi sy tdn tai clia cac té bao san xuét I[FN-y duogc
nhuém mau theo huéng din cta nha san xudt. S6 lugng chim t& bao san xudt
I[FN-y dugc dinh luong béng cach st dung thiét bi phan tich ELISPOT
(Immunospot S6, Cellular Technology Ltd.). Su kich thich CTL dac hiéu CTL
epitop peptit dugc danh gia 1a duong tinh khi s& luong chdm té bao san xuét TFN-y
trong céc 16 duoc bd sung CTL epitop peptit dich cao hon mét cach dang ké so voi
s6 luong quan sat thdy trong cac 13 dugc bd sung peptit ddi chimg am (Kiém dinh t
Student, p < 0,05). WT1 hodc Her2 dugc sir dung lam peptit dbi chirng 4m. D& hién
thi héa mire kich thich CTL, két qua ctia phuong trinh sau duoc ky hiéu 1a "A" (sb
luong céc chim t& bao san xuit IFN-y trung binh trong céc 16 duge bd sung CTL
epitop péptit dich) - (sb luong cac chdm t& bao san xudt IFN-y trung binh trong cac
18 duge bd sung peptit ddi chimg am). Céc két qua duoc thé hién 1a duong tinh trong
truomg hop 10 < A < 100; duong tinh manh trong truong hop 100 < A < 200; va
duong tinh vira phai trong trudng hop 200 < A. |

Fig. 3-1 dén 3-4 thé hién két qua dénh gid sy kich thich CTL dic hiéu CTL
epitop peptit. Khi peptit c6 4 epitop lién két theo sang ché c6 mdt hodc nhiéu du
hiéu dugc chon trong s6 cac dAu hiéu tir <1> dén <3> dudi day, nhu dugc thé hién
trén Fig. 3-1 dén 3-4, it nhét 3 loai CTL trong sb 4 loai CTL epitop peptit lién ket
duoc kich thich.

<1> Peptit chira PEP4 & dau tan C.
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<2> Peptit chira PEP6 va PEP5 ¢ dAu tin C duoc dit canh nhau theo thir tu

ndy tir dau tan N thong qua tac nhén lién két.
<3> Peptit chira PEP5, PEP6, PEPY, va PEP18.

Khi trinh tu peptit gdm cac gbc arginin dugc bd sung thém vao dau tin N
hogc khi tac nhan lién két peptit-peptit 13 arginin trime, nhu dugc thé hién trén Fig.
3-4, CTL duoc kich thich mot cach thoa dang nhu dugc mo ta trén day.

Tuy nhién, trong trudng hop peptit co 4 epitop lién két c6 thtr tu lién két
duoc thé hién trong CPVO1 dén CPV16, su kich thich CTL khong dugc quan sat
thiy trong ba hodc nhiéu peptit, nhu duge thé hién trén cac Fig. 3-1 dén 3-3.

Cu thé, ngay ca néu peptit c6 4 CTL epitop lién két bao gbém 4 loai epitop
peptit duge chon tit 13 loai epitop peptit cu thé (PEP1, PEP2, PEP4, PEPS,
PEP6, PEP7, PEPS, PEP9, PEP10, PEP13, PEP15, PEP17, va PEP18) (tuc I
CPV14, CPV15, va CPV16), su kich thich CTL khoéng dugc quan sat théy trong ba
ho#c nhiéu peptit trong peptit ¢6 4 CTL epitop lién két.

Vi du 3: Dy doén vi tri phin cit peptit bang proteasom mién dich 20S cua

ngudi (i208)

Céc mAu phén cat clia peptit c6 4 epitop lién két dugc chudn bi theo cach
duoc md ta dudi day. Cu thé, peptit c6 4 epitop lién két duge pha lodng dén nong
d6 66,7 pg/mL bing chit dém phan tng (HEPES-KOH 20 mM, pH 7.8, MgAc 2
mM, dithiothreitol 2 mM), va dung dich thu dugc duoc phan phéi vao bng phan ung
v6i lugng bing 300 pL cho mdi 6ng. Proteasom mién dich 20S cta ngudi (hé
R&D) duge bd sung vao do véi luong bing 2 pg cho mdi bng, cac hdn hop duge
khuéy, va sau dé hdn hop thu dugc duoc 0 co lic & nhiét d6 37°C trong 1, 2,
hodc 4 gio. ASau d6, axit axetic dugc bd sung véi luong bang 30 uL cho mcx)i'éng,
dé ding phan Gng enzym, va céc mau duoc lam dong khd nhanh ngay trong ti

déng ¢ nhiét do -80°C.

Tiép theo, cdc miu phén cat thu duoc ctia peptit cd 4 epitop lién két dugc
clp vao hé théng LC/MS-MS (Acquity UPLC system, Waters; Synapt G2 HDMS,
Waters), dé tién hanh phan tich tdng hop khdi lwong phan tr cua cdc méanh peptit.

-41-



32814

Nho st dung phﬁn mém phan tich (MassLynx, ver. 4.1, SCN712, Waters), cac mau
duoc phéan tich, va cidc manh peptit dugc xac dinh. Peptit c6 4 epitop lién két dugc
danh gia 1a c6 kha nang phin cit duoc trong qua trinh phat trién peptit bat ky trong
doé epitop peptit duoc phan cét, peptit chira cac gbc arginin duge bd sung vao dau
tdn N cua epitop peptit, hodc peptit chira arginin dime dugc bd sung vao ddu tan

N cua epitop peptit, do két qua cta viéc phin cit bing proteasom mién dich.

Cac két qua phén tich duoc tién hanh nhd st dung proteasom mién dich
nhu duoc thé hién trén Fig. 3-1 dén 3-4 ching to rang hai loai CTL epitop peptit,
PEP2 va PEP10, cin duoc dit & céc vi tri gﬁn nhét véi dau tan C cia peptit c6 4
epitop lién két, @ xéac dinh cac axit amin dau tdn C ctia CTL epitop peptit quan tam.
Do d6, t6t hon néu PEP2 hodc PEP10 dugc lién két v6i dau tan C cua peptit ¢ 4

epitop lién két theo sang ché.
Vi du 4: Chuén bi cac hat dugc ¢ dinh CTL epitop peptit

Peptit dugc cb dinh bén trén cac vi cdu xMAP Multi-Analyte COOH
(Luminex Corporation; sau ddy dugc goi la "cac hat") theo céach dugc mod ta dudi
day. Cac hat ndy dugc rira bang chit dém MES (0,1 M MES-NaOH; pH 7.,0), va
sau d6, dich ndi bé mit duoc loai bé bang cach ly tm. Quy trinh rira nay dugc lap
lai hai 1an va sau d6 cac hat duoc tao huyén phu trong 75 pL chit dém MES. Dung
dich CTL epitop peptit (100 pL, 1 mg/mL) va 5 pL EDC 10 mg/mL (1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua) duge bd sung vao huyén phu hat, sau
do 1a trdn k§. Sau do, phan tng duoc tién hanh & nhiét @6 30°C qua dém trong bong
t6i. Sau khi loai bd dich ndi bé mat bang cich ly tim vao ngay hém sau, 125 pL
Tris-HCl 1 M duoc bd sung, va tién hanh & & nhiét d6 30°C trong bong tdi trong
30 phuat. Sau khi dich ndi bé mit duoc loai bd 1an nita, cac hat dugc rtra hai lan
bang chit dém rira (PBS(-), Tween 20 0,05%) va dugc tao huyén phu trong
Immunoblock (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Két qua 13, hoan thanh viéc cd
dinh CTL epitop peptit.

Vi du 5: Xéc dinh hiéu gid khang thé IgG dic hidu CTL-epitop

Peptit c6 4 epitop lién két theo sang ché duoc hoa tan trong nudc cét

(Otsuka Pharmaceutical Factory Inc.) & néng d6 2 mg/mL, va dung dich thu duoc
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duoc nap vao xy lanh B Braun Injekt. Sau khi lugng twong duong cua IFA dugc
nap vao xy lanh khéc, cdc xy lanh nay duoc néi véi nhau bang cach st dung bd ndi
xy lanh GP, va dung dich chtra peptit c6 4 epitop lién két duoc tron k§ véi IFA dé
didu ché nhii tvong. Nhii tvong dugc st dung héng tuin véi lugng bang 100 pL mdi
lin cho chudt tai cac vi tri thudc ving lan cén géc dudi cua chuot CBF1
(C57BL/6xBalb/c F1), va str dung téng cdng ba 1an. Méau duogc thu gom tir chudt 1
tun sau 1dn sir dung cudi dé thu duoc cac mAu huyét thanh. Dé lam cac méau doi
chimg, nhil tuong duoc diéu ché bang cach st dung hdn hop cta 4 loai peptit duoc
chon trong sé6 PEP1, PEP2, PEP4, PEP5, PEP6, PEP7, PEP8, PEP9, PEPIO,
PEP13, PEP15, va PEP18 (1 mg/mL mdi loai), va nhil twong thu duoc duge st
dung theo cung phac dd nhu véi peptit c6 4 epitop lién két (nhém duoc st dung hon
hop).

Cac hat duoc ¢ dinh CTL epitop peptit d& dugc pha lodng bz‘?mg
Immunoblock dugc phan phéi vao cac 18 cua dia loc ¢6 96 16. Cac hat di duoc phéin
phéi dugc rira bang chat dém ria, va, tiép theo, 100 pL cac mau huyét thanh cia
chudt da duge pha lodng 200 lin bing Immunoblock dugc bo sung vao mdi 16. Dia
duoc 0 trong 90 phut & nhigt d6 30°C co tron & tbc do 600 vong/phut. Sau 3 lan ria
dia bang chat dém rira, bd sung 100 pL khang IgG cta chudt dugc biotin hda (H+L)
(Vector Laboratories) dd duoc pha lodng 500 1an bang Immunoblock vao méi 10, va
dfa duoc G trong 60 phit & nhidt d6 30°C c6 tron & toe d6 600 vong/phit. Sau 3 lan
rita dia bang chat dém rira, bd sung 100 pL thé lién hop streptavidin-R-
phycoerythrin (Invitrogen) dd duoc pha loéng 500 14n bang Immunoblock vao mdi
18, va dia duoc 0 trong 30 phut & nhiét d 30°C cé tron & tbc dd 600 vong/phit. Sau
3 14n rira dia béng chét dém rira, 100 pL chit dém rtra duoc bb sung vao mdi 16 dé
tao huyén phi cic hat, vd do cudng do huynh quang trung binh cta PE lién két
ddc hiéu véi cac hat co lién quan bing céch sir dung hé Bio-Plex Suspension Array

(BIO-RAD).

Két qua do hiéu gia khang thé IgG ddc hiéu CTL-epitop la nhu duoc thé hién
trén céc Fig. 4-1 dén 4-3. Fig. 4-1 dén 4-3 thé hién mac dd san xuét khang the IgG
dac hiéu CTL epitop so v&i muc d6 cta chudt thudc nhoém d6i chimg am (sau day

duoc viét tit 12 "nhém IFA"). Céac két qua thu duoc tir nhém IFA dugc cho su
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dung nhil twong diéu ché dugc bang cach tron cic luong tuong dwong cla IFA va
nuée cit (Otsuka Pharmaceutical Factory Inc.) duge so sanh véi két qua thu duoc
theo cing phac dd didu tri nhu phac db diéu tri dbi véi hon hop CTL epitop peptit

hoac peptit cé 4 epitop lién két.

Nhu duoc thé hién trén cic Fig. 4-1 dén 4-3, sy kich thich san xut
khang thé IgG dic hidu CTL epitop 13 yéu va tin sudt ctia né 1a thdp trong nhom
duoc st dung hdon hop. Trai lai, khi peptit c6 4 epitop lién két dugc str dung, su
kich thich san xudt khang thé IgG dic hidéu CTL epitop manh dugc quan st thay
thuong xuyén. Ngoai ra, lugng san xuit IgG dugc thdy 13 cao hon dang ké (vi du, cao
hon khoang 10 lAn dén vai trdm lan so v&i lugng duoc quan sat thdy trong nhém

IFA) tuy thudc vao loai peptit co 4 epitop lién két duoc str dung.

Céc két qua nay chimg td rang viéc str dung peptit ¢ 4 epitop lién két co thé
hoat héa tinh mién dich khéng khdi u manh hon so véi viéc st dung hdn hop cac

CTL epitop peptit cAu thanh nén peptit c6 4 epitop lién két.

D61 v6i bénh nhan ung thu duoc didu tri bang vacxin peptit dung cho bénh
ung thu, viéc kich thich san xuit IgG dic hidu CTL epitop peptit va viéc kich thich
CTL dic hiéu epitop peptit déu cho tdc dung kéo dai su séng. Do d6, tac dung kéo
dai su séng thu dugc theo sing ché t6t hon so véi tac dung thu duge bang cach
didu tri bénh ung thu st dung vacxin peptit chita cdc CTL epitop peptit da biét
hodc hdn hop cua chiung. Do dd, peptit c6 4 epitop lién két theo sang ché c6 the
thich hop dé sit dung lam chat tri liéu va/hodc chét ngin ngira ung thu hodc bénh
¢6 lién quan dén ung thu va vacxin peptit dung cho bénh ung thu c6 thé tao ra két
qua diéu tri tot hon so véi viée diéu tri bénh ung thu st dung vacxin peptit chita cac

CTL epitop peptit da biét hodc hdn hop cua ching,

T4t ca tai liéu cong bd, patent, va don yéu cdu clp patent trich dan trong ban

md ta ndy déu dugc dua vao ban mé ta ndy bang cach vién dan.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Peptit c6 cong thirc chung: A-(L)-B-(L)-C-(L)-D trong d6 (L) la tdc nhén lién két va
trong d6 A, B, C,vaD gdm tong cong bdn CTL epitop peptit va ddc 1ap dugc chon tir

nhém bao gdm:
PEP1 nhu duoc biéu thi bai SEQ ID NO: 1;
PEP2 nhu dugc biéu thi bsi SEQ ID NO: 2;
PEP4 nhu dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 4;
PEP5 nhu dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 5;
PEP6 nhu duoc biéu thi béi SEQ ID NO: 6;
PEP7 nhu duoc biéu thi bai SEQ ID NO: 7;
PEP8 nhu dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 8;
PEP9 nhu dugc biéu thi bsi SEQ ID NO: 9;
PEP10 nhu dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 10;
PEP13 nhu duge biéu thi béi SEQ ID NO: 13;
PEP15 nhu duoc bidu thi bai SEQ ID NO; 15;
PEP17 nhu duge bidu thi boi SEQ ID NO: 17; va
PEP18 nhu dugc biéu thi boi SEQ II) NO: 18; va trong do:

(a) peptit nay chita PEP2 & dau tdn C ngoai trir peptit chtta PEP7 & dau tan N
sau do la PEP8; hoédc

(b) peptit nay chira PEP4 & déu tan C; hodc
(¢) peptit nay chira PEP10 & dau tan C; hodc

(d) peptit nay chtra PEP5 & dau tan C trude do 1a PEP6; hodc

-45-



32814

(e) peptit nay gdm PEPS5, PEP6, PEPY, va PEP18, va

trong d6 peptit nay tuy y chira cac axit amin wa nudc ¢ dau tan N hodc dau tan

C d& cai thién d6 hoa tan clia peptit.

2. Peptit theo diém 1, trong d6 cac CTL epitop peptit 1a 4 peptit khong gidng nhau
duoc chon tir nhém bao gdm PEP1, PEP2, PEP4, PEP5, PEP6, PEP7, PEPS, PEPY,
PEP10, PEP13, PEP15, PEP17, va PEP1S.

3. Peptit theo diém 1, trong d6 peptit nay dugc chon tir nhém bao gbm:

(i) peptit chra PEP2 & dau tan C va ca 3 CTL epitop peptit duoc chon tir nhém
bao gébm PEP1, PEP7, PEPS, va PEP13 ngoai trlr peptit chira PEP7 & déu tan N sau d6
la PEPS;

(ii) peptit gdm PEP4 ¢ ddu tan C va ca PEPS, PEP6, va PEPY;

(iii) peptit gdbm PEP10 & dau tan C va ca 3 CTL epitop peptit dugc chon tir
nhém bao gdm PEP1, PEP13, PEP15, PEP17, va PEP18;

(iv) peptit gdm PEP5 & dAu tan C trude d6 1a PEP6, ca PEP1 va PEP7; va
(v) peptit gdm PEP9 & d4u tan C va ca PEPS, PEP6, va PEP18.

4. Peptit theo diém 1, trong d6 thu tu sip xép clia peptit tir dau tan N duoc chon tur

nhém bao gdm:
- PEP5-(L)-PEP6-(L)-PEP9-(L)-PEP4;
- - PEP9-(L)-PEP5-(L)-PEP6-(L)-PEP4;
- PEP6-(L)-PEP5-(L)-PEP9-(L)-PEP4;
- PEP6-(L)-PEP9-(L)-PEP5-(L)-PEP4;
- PEP9-(L)-PEP6-(L)-PEP5-(L)-PEP4;
- PEP5-(L)-PEP9-(L)-PEP6-(L)-PEP4;

- PEP1-(L)-PEP7-(L)-PEP8-(L)-PEP2;
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- PEP1-(L)-PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP2;
- PEP7-(L)-PEP1-(L)-PEP8-(L)-PEP2;
- PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP1-(L)-PEP2;
- PEP8-(L)-PEP1-(L)-PEP7-(L)-PEP2;
- PEP7-(L)-PEP13-(L)-PEP8-(L)-PEP2;
- PEPS-(L)-PEP13-(L)-PEP7-(L)-PEP2;
- PEP13-(L)-PEP7-(L)-PEP8-(L)-PEP2;
- PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP13-(L)-PEP2;
- PEP13-(L)-PEP8-(L)-PEP7-(L)-PEP2;
- PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP10;
- PEP13-(L)-PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP18-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP13-(L)-PEP10;
- PEP18-(L)-PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP10;
- PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP10;
- PEP1-(L)-PEP15-(L)-PEP18-(L)-PEP10;
- PEP1-(L)-PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP1-(L)-PEP18-(L)-PEP10;
- PEP15-(L)-PEP18~(L)-PEP1-(L)-PEP10;
- PEP18-(L)-PEP1-(L)-PEP15-(L)-PEP10;

- PEP18-(L)-PEP15-(L)-PEP1-(L)-PEP10;
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- PEP15-(L)-PEP17-(L)-PEP13-(L)-PEP10;

- PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP17-(L)-PEP10;

- PEP17-(L)-PEP15-(L)-PEP13-(L)-PEP10;

- PEP17-(L)-PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP10;

- PEP13-(L)-PEP17-(L)-PEP15-(L)-PEP10;

- PEP13-(L)-PEP15-(L)-PEP17-(L)-PEP10;

- PEP6-(L)-PEP18-(L)-PEP5-(L)-PEPY;

- PEP6-(L)-PEP5-(L)-PEP18-(L)-PEPY;

- PEP1-(L)-PEP7-(L)-PEP6-(L)-PEP5; hoic

- PEP7-(L)-PEP1-(L)-PEP6-(L)-PEPS5.

5. Peptit theo diém 1, trong d6 tac nhan lién két 1a tac nhan lién két axit amin,

6. Peptit theo diém 5, trong d6 tic nhan lién két axit amin 1a arginin dime hodc

arginin trime.

7. Peptit theo diém 1, trong d6 cac axit amin wa nuéc duge dit & dau tan N.

8. Peptit theo diém 1, trong d6 cic axit amin ua nudc bao gdm arginin trime hodc

arginin tetrame.

9. Peptit theo diém 1, trong dé peptit nay gdm trinh ty axit amin nhu duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

26, SEQ ID NO:
31, SEQ ID NO:
36, SEQ ID NO:
41, SEQ ID NO:
46, SEQ ID NO:
51, SEQ ID NO:
56, SEQ ID NO:

27, SEQ ID NO:
32, SEQ ID NO:
37, SEQ ID NO:
42, SEQ ID NO:
47, SEQ ID NO:
52, SEQ ID NO:
57, SEQ ID NO:

-48-

28, SEQ ID NO:
33, SEQ ID NO:
38, SEQ ID NO:
43, SEQ ID NO:
48, SEQ ID NO:
53, SEQ ID NO:
58, SEQ ID NO:

29, SEQ ID NO

34, SEQ ID NO:
39, SEQ ID NO:
44, SEQ ID NO:
49, SEQ ID NO:
54, SEQ ID NO:
59, SEQ ID NO:

: 30, SEQ ID
35, SEQ ID
40, SEQ ID
45, SEQ ID
50, SEQ ID
55, SEQ ID
60, SEQ ID
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NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, hoic
SEQ ID NO: 66.

10. Phuong phap kich thich CTL bao gdm budc cho lympho bao méu ngoai vi tiép

xUc in vitro va/hodc ex vivo véi peptit theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 9.
11. Dugc phdm chira peptit theo diém 1 1am hoat chét.

12. Duoc pham chira hai hodc nhiéu peptit khic biét theo diém 1.
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Fig. 1-1
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Fig. 1-2
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Fig. 1-3
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Fig. 1-4
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Fig. 1-5
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Fig. 1-6
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Fig. 1-7

TPV45

3 16,45 Khoang: 7e-2
6,0e-2+

5,0e-2:§ l
4,0e-2-

3,062 |
2,0e-2:: |

1,0e-22

!
P
i
i 1&
r
j

10,00 20,00

30,00 40,00 50,00

-56-



32814

Fig. 2-1
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Fig. 2-2
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Fig. 2-3
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Fig. 3-1
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Thé lién hop | Dau tan PAutan | Phancat | phan cit
duogc st dung N C bang i20S | bang i20S
TPvo1 MPEP5EPEPGH PEP9* HPEP4

TPvo2 | PEP9* MPEPSERPEPSINPEPAN

TPvo3 MPEP6fIPEP5H PEPY* HPEP4

TPvos  WPEP6l PEPS* NPEPSINPEPAY

TPV05 | PEPS* MPEPG M PEPSBNPEPAN

TPvos BPEP5E PEPY* HPEPSEIPEP4

Tpvo7 BPEP1BNPEP7N PEPS* | PEP2* | O

TPvos NPEP1\ PEP8* PEP7H PEP2* | O

TPvo9 WPEP7PN\PEP1N PEP8* |PEP2* | O

TPVi0 | PEP8* NPEP7\IPEP1Ml PEP2* | O

TPvi1 | PEP8* N\PEPINIPEP7H PEP2* | O

TPvi2 BPEP7RIPEP13)] PEP8* | PEP2* | O

TPvi3 | PEP8* [PEP13[IPEP7H PEP2* | O

TPv14 [PEP13YPEP77 PEPS* | PEP2* | O

TPV15 | PEP8* | PEP7 §PEP13} PEP2*| O

TPV16 JPEP13] PEP8* NPEP7\ PEP2" | O

TPVv17 |PEP13l{PEP15PEP18\PEP10* O
Tpvis |PEP13FPEP187 PEP15 |PEP10* 0
TPVie [PEP15APEP13] PEP18 |PEP10" O
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Fig. 3-2
Sw kich thich CTL dac hiéu epitop PEP2 dugc| PEP10duoc
Thé lign hop | Dau tan PAutan | Phancat | phén cat
duoc sidung| N C | bingi208 | bang 208
TPV20 |PEP15 \PEP18JPEP13{PEP10* O
TPv21  [PEP18HPEP13RPEP15\PEP10* O
TPv22  |PEP18fPEP15HPEP13J PEP10* O
TPv23  HPEP1H PEP15 N\PEP18YPEP10* o
TPv24 HPEP1BIPEP18} PEP15 |PEP10* O
TPv25 \PEP15\PEP1R\PEP18\PEP10* O
TPv26  |PEP15MPEP18EIPEP1 @ PEP10* O
TPv27 IPEP18MPEP1BPEP15] PEP10* O
| TPv2s  [PEP18 \PEP15\PEP1\ PEP10" O
TPV29 [PEP15APEP174PEP13fPEP10* %
TPVv30 [ PEP15FPEP134PEP17PEP10* %
TPV31 P\g\pjz\tj;ﬁlgf PEP13\PEP10" %
TPv32 [PEP17hPEP13) PEP15 |PEP10* *
TPv33 [PEP13/PEP17| PEP15 |PEP10" #
TPV34 [PEP137 PEP15 [PEP17| PEP10* %
TPv37 MPEP1E PEP7RIPEPEIPEPS
TPVv3s M PEP7R/PEP1Z/PEP6 APEPS
TPv35 MPEP6RPEP18JPEP5H PEPO*
TPv3s MPEP6fIPEPSIIPEP18] PEPY*
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Fig. 3-3

Sw kich thich CTL dac hiéu epitop PEP2 dugc|PEP10duge
Thé lién hop | Péu tan Dau tan | Phancat | phan cat
duogc st dung N C bang bang i20S
CPVO1 RKPEP18Y PEP17 | PEP14 |PEP12*
CPV02 |PEP11*\PEP15Y PEP19 | PEP16
CPVO3 |PEP11*| PEP16 | PEP15 | PEP19
CPV04 |PEP11*| PEP19 | PEP15 | PEP16
CPV05 KPEP15)PEP11*| PEP16 | PEP19
CPV06 | PEP14 |PEP12*| PEP13 \PEP17)
CPV07 | PEP17 | PEP14 \PEP13)PEP12"
CPVOS | PEP17 NPEP13 PEP18 | PEP14
CPV09 | PEP13 |PEP12*| PEP14 | PEP18
CPV10 | PEP17 |PEP12*| PEP14 \PEP18)
CPV11 | PEP17 NPEP13YPEP12*| PEP14
CPV12 \PEP17\ PEP18 | PEP14 |PEP12*
CPV13 | PEP17 | PEP18 | PEP14 \PEP13
CPV14 VPEP77 PEP8* | PEP1 | PEP2* | O
cPvi5 WBPEP7H PEPS* | PEP13 | PEP2* |  *
cPvie | PEP2* | PEP9* | PEP4 HPEPSH  *
p>0,05
0<0,05, 10=4<100 N\

IR

p<0,05,100=4<200

Vs

p<0,05, 200=4

Khong thé phan
cét duoc

Phan cét duoc

Khoéng duoc
kiém tra
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Fig. 3-4

Sw kich thich CTL dac hiéu epitop

PEP2 duogc|PEP10dugc

Thé lién hop | Dau tan Dau tan | Phancét | phan cat
duogc st dung N C bang bang i20S
TPV39 PEP7EIPEP13} PEP8* | PEP2* @)
TPV40 PEP7BIPEP13f] PEP8* | PEP2* O
TPV41 PEP7FIPEP13} PEP8* | PEP2*
TPV42 PEP58 PEP9* BPEPGESPEP4
TPV43 PEP58 PEP9* BPEPGESPEP4
TPV44 | PEP15 JPEP18FPEP1 R PEP10*
TPV45 | PEP15 §PEP18FPEP1H PEP10*
p>0,05
p<0,05, 10=4<100
p<0,05,100=4<200 %

p<0,05, 200=4

)

Khong thé phan
cht duoc

Phancét duoc | O

Khéng duoc
kiém tra
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Fig. 4-1
IgG dac hiéu epitop (sb 1an kich thich so v6i IFA)
hénhop 1 | PEP10 NPEP13\ PEP15 | PEP18
hdnhop2 | PEP4 | PEP5 | PEP6 | PEP9
hdnhop3 | PEP1 | PEP2 | PEP7 | PEPS
hdnhop4 | PEP1 | PEP10 | PEP15 | PEP18
;}fclisi“;;i‘; Piu tan N Pdutan C
TPVO1 | PEP5 | PEP6 [HPEPOFSSIPEP4
TPV02  ZPEPS7A\ PEPS\\\ PEP6\JPEP
TPV03  (/PEP67 peps A PEPll 1 PEP4
TPvo4 | PEP6 [HPEPORRIN\PEP5S\PEP47
TPVO5  [//PEP9 ":‘; PEP6 | PEP5 [HPEP4
TPvos [/ PEPS/AMPEPOl] PEPS [ZPEP47
TPVO7 | PEP1 NPEP7N PEP8 [ZPEP2Z
TPv0s | PEP1 | PEP8 | PEP7 [ZPEP2/
TPv09  N\PEP7N PEP1 | PEP8 [PEP27
TPV10 \\PEPS\| PEP7 | PEP1 [ZPEP2Z
TPV F;é?éf//z PEP1 [//PEP77|PEP2
TPV12 [JPEP7 \P\EP13\\P\E\I?8§\\\ PEP2%
TPV13 | PEP8 NPEP13\IPEP7[7PEP27
TPV14  NPEP13NN\PEP7\\\ PEPS\\ B PEP2
TPv1s [7PEps /B PERTIR\ PERIS\JPER2
TPV16  [/PEP137)\ PEP8\LHPEP7 | S PEP2
TPVA7 ’75@?@2 PEP15 | PEP18 [4PEP107
TPV18 /E%ﬁgggkpgms\ PEP15 IF g’éﬁ'gif
TPV19 | PEP15 | PEP13 | PEP18 /’fFféf{{é?«
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Fig. 4-2
Thelinhop | pa van N PiutinC
dugc sir dung
- / I,IIIII/
TPV20 | PEP15 | PEP18 | PEP13 4}51551,%-
TPv21 | PEP18 | PEP13 NPEP15\/PEP10%
TPV22 | PEP18 | PEP15 | PEP13 /Fiépioﬁ
TPV23 | PEP1 NPEP15} WPEP18\2§1€5§6’%
TPv24 | PEP1 | PEP18 NPEP15\\PEP10N
TPv25 | PEP15 | PEP1 | PEP18 [/PEP107]
TPV26 NPEP15\ PEP18 | PEP1 //Fiéﬁféﬁ
TPv27 NPEP18Y PEP1 | PEP15 N\PEP10\
TPV28 | PEP18 | PEP15 [FHPEP1 /,ézzé?o}
TPV29  JPEP15Z\PEP17\ PEP13 /PEP107
TPV30 | PEP15 | PEP13 ngng//PEM_p/
FIFFTFZIF, /I/IIIII
TPV31 JPEPIT/APEPISN PEP13 2555119/3
TPV32 | PEP17 NPEP13) PEP15 NPEP1ON
FFFTFITEs ’ r. IIIIII/
TPV33 ZPE,P@?\PEPW\ PEP15 VPE,FQQ/
TPV34 [P EP1355’/PEP15’%{ ,EP12//PEE>’1IQ/
IIIII FIFZIE,
TPV37  N\PEPINP SEP77)  PEPG PEP5
TPV38 [ PEPT/ \“EE?T\\WSEEB \V/PEPS! éj
s6 1an gdp<2
2<sd lan
gap<10
10<s6 lan (A
gap<100
100<sb 14n gép
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Fig. 4-3

IgG dac hiéu epitop (sd Ian kich thich so véi IFA)
dThé"é?h‘-’p Dautan N PAutanC
woc str dung
TPV39 N\PEP7\ PEP13 | PEP8 /PEP2}
TPV40 \PEPN PEP13 \Péps\ PEP2

N /11//1//,

TPV41 PEP7 | PEP13 ﬁP\EP\Eﬁ\/,EEP,%/:
s6 14n gip<2
2<sb lan
gap<10
10<sb lan v
gap<100 /
100<sb 14n gip
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<160> 66

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Lys Leu Val Glu Arg Leu Gly Ala Ala
1 5

<210> 2

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val

1 5

<210> 3
211> 9
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

Ala Leu Val Glu Phe Glu Asp Val Leu
1 5

<210> 4

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Leu Leu Gln Ala Glu Ala Pro Arg Leu
1 5

<210> 5

<211>

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu Ile
1 5

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Leu
1 5 10
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<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu
1 5

<210> 8

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe
1 5 10

<210> 9

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Gln Ile Arg Pro Ile Phe Ser Asn Arg
1 5

<210> 10

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
1 5 10
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<210> 11

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Val Ile Gln Asn Leu Glu Arg Gly Tyr Arg
1 S 10

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Lys Leu Lys His Tyr Gly Pro Gly Trp Val
1 5 10

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val Ile
1 5

<210> 14

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
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Ile Leu Gly Glu Leu Arg Glu Lys Val
1 5

<210> 15

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn Ile
1 5 10

<210> 16

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

His Tyr Thr Asn Ala Ser Asp Gly Leu
1 5

<210> 17

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
Asn Tyr Ser Val Arg Tyr Arg Pro Gly Leu

1 5 10

<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 18

Arg Tyr Leu Thr Gln Glu Thr Asn Lys Val
1 5 10

<210> 19

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Thr Phe Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu
1 5

<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Thr Tyr Leu Pro Thr Asn Ala Ser Leu

1 5

<210> 22
<211> 43
<212> PRT
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<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 22
Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu Ile Arg Arg Val Tyr Asp Tyr Asn

1 5 10 15

Cys His Val Asp Leu Arg Arg Gln Ile Arg Pro Ile Phe Ser Asn Arg
20 25 30

Arg Arg Leu Leu Gln Ala Glu Ala Pro Arg Leu
35 40

<210> 23
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 23

Gln Ile Arg Pro Ile Phe Ser Asn Arg Arg Arg Asp Tyr Ser Ala Arg
1 5 10 15

Trp Asn Glu Ile Arg Arg Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Leu
20 25 30

Arg Arg Leu Leu Gln Ala Glu Ala Pro Arg Leu
35 40

<210> 24
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<211> 43
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 24
Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Leu Arg Arg Asp Tyr Ser Ala

1 5 10

Arg Trp Asn Glu Ile Arg Arg Gln Ile Arg Pro Ile Phe Ser Asn Arg
20 25 30

Arg Arg Leu Leu Gln Ala Glu Ala Pro Arg Leu
35 40

<210> 25
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 25
Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Leu Arg Arg Gln Ile Arg Pro

1 5 10

Tle Phe Ser Asn Arg Arg Arg Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu Ile
20 25 30

Arg Arg Leu Leu Gln Ala Glu Ala Pro Arg Leu
35 40
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<210> 26
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tdng hop

<400> 26
Gln Ile Arg Pro Ile Phe Ser Asn Arg Arg Arg Val Tyr Asp Tyr Asn

1 5 10

Cys His Val Asp Leu Arg Arg Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glulle
20 25 30

Arg Arg Leu Leu Gln Ala Glu Ala Pro Arg Leu
35 40

<210> 27
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tdng hop

<400> 27

Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu Ile Arg Arg Gln Ile Arg Pro Ile
1 5 10

Phe Ser Asn Arg Arg Arg Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Leu
20 25 30

Arg Arg Leu Leu Gln Ala Glu Ala Pro Arg Leu
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35 40

<210> 28
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tbng hop

<400> 28

Lys Leu Val Glu Arg Leu Gly Ala Ala Arg Arg Leu Tyr Ala Trp Glu
1 5 10 15

Pro Ser Phe Leu Arg Arg Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe
20 25 30

Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40

<210> 29
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tng hop

<400> 29
Lys Leu Val Glu Arg Leu Gly Ala Ala Arg Arg Asp Tyr Leu Arg Ser

1 5 10 15

Val Leu Glu Asp Phe Arg Arg Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu
20 25 30
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Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40

<210> 30
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 30
Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu Arg Arg Lys Leu Val GluArg

1 5 10 15

Leu Gly Ala Ala Arg Arg Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe
20 25 30

Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40

<210> 31

<211> 43
<212> PRT
<213> Nhaén tao

<220>
<223> peptit tng hop

<400> 31

Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe Arg Arg Leu Tyr Ala Trp
1 5 10 15

Glu Pro Ser Phe Leu Arg Arg Lys Leu Val Glu Arg Leu Gly Ala Ala
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20 25 30

Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40

<210> 32
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit téng hop

<400> 32

Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe Arg Arg Lys Leu Val Glu
1 5 10 15

Arg Leu Gly Ala Ala Arg Arg Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu
20 25 30

Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40

<210> 33
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit téng hop

<400> 33

Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu Arg Arg Arg Leu GlIn Glu Trp
1 5 10 15
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Cys Ser Val Ile Arg Arg Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe
20 25 30

Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40

<210> 34
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 34
Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe Arg Arg Arg Leu Gln Glu

1 5 10 15

Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu
20 25 30

Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40

<210> 35
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 35

Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Leu Tyr Ala Trp Glu
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Pro Ser Phe Leu Arg Arg Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe

20 25 30

Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val

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

<220>
<223>

<400>

35 40

36

43

PRT
Nhén tao

peptit téng hop

36

Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe Arg Arg Leu Tyr Ala Trp

1

5 10 15

Glu Pro Ser Phe Leu Arg Arg Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val Ile

20 25 30

Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val

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

<220>
<223>

<400>

35 40

37

43

PRT
Nhén tao

peptit tong hop

37
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Arg Leu GIn Glu Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Asp Tyr Leu Arg Ser
1 5 10 15

Val Leu Glu Asp Phe Arg Arg Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu
20 25 30

Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40

<210> 38
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tdng hop

<400> 38
Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu

1 5 10 15

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

Val Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 39
211> 45
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit tong hop
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<400> 39

Arg Leu GIn Glu Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Arg Tyr Leu Thr GIn
1 5 10

Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn
20 25 30

Ile Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 40
211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 40

Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Arg Leu Gln Glu
1 5 10

Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Arg Tyr Leu Thr Gln Glu Thr Asn Lys
20 25 30

Val Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 41
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhan tao
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<220>
<223> peptit tbng hop

<400> 41

Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Arg Tyr Leu Thr
1 5 10 15

GIn Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val
20 25 30

Ile Arg Arg Ile Leu Glu GIn Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 42
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit tdng hop

<400> 42
Arg Tyr Leu Thr GIn Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Arg Leu Gln Glu

1 5 10 15

Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn
20 25 30

Ile Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 43
<211> 45
<212> PRT
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<213> Nhén tao

<220>

<223> peptit tng hop
<400> 43

Arg Tyr Leu Thr Gln Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Asp Tyr Val Arg
1 5 10 15

Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val
20 25 30

Ile Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 44
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 44
Lys Leu Val Glu Arg Leu Gly Ala Ala Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu

1 5 10 15

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

Val Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 45
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<211> 45
<212> PRT
<213> Nhéantao

<220>
<223> peptit tdng hop

<400> 45

Lys Leu Val Glu Arg Leu Gly Ala Ala Arg Arg Arg Tyr Leu Thr Gln
1 5 10 15

Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn
20 25 30

Ile Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 46
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 46
Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Lys Leu Val Glu

1 5 10 15

Arg Leu Gly Ala Ala Arg Arg Arg Tyr Leu Thr Gln Glu Thr Asn Lys
20 25 30

Val Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45
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<210> 47
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 47
Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Arg Tyr Leu Thr

1 5 10 15

Gln Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Lys Leu Val Glu Arg Leu Gly Ala
20 25 30

Ala Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 48
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 48

Arg Tyr Leu Thr GIn Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Lys Leu Val Glu
1 5 10 15

Arg Leu Gly Ala Ala Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn
20 25 30

Ile Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys

-86-



32814

35 40 45

<210> 49
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 49
Arg Tyr Leu Thr Gln Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Asp Tyr Val Arg

1 5 10 15

Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Lys Leu Val Glu Arg Leu Gly Ala
20 25 30

Ala Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 50
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 50
Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn [le Arg Arg Asn Tyr Ser Val

1 5 10 15

Arg Tyr Arg Pro Gly Leu Arg Arg Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val
20 25 30
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Ile Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 51
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tdng hop

<400> 51
Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Arg Leu Gln Glu

1 5 10 15

Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Asn Tyr Ser Val Arg Tyr Arg Pro Gly
20 25 30

Leu Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 52
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 52

Asn Tyr Ser Val Arg Tyr Arg Pro Gly Leu Arg Arg Asp Tyr Val Arg
1 5 10 15

Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val
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20 25 30

Ile Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 - 40 45

<210> 53
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 53

Asn Tyr Ser Val Arg Tyr Arg Pro Gly Leu Arg Arg Arg Leu Gln Glu
1 5 10 15

Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn
20 25 30

Ile Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 54
211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 54

Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Asn Tyr Ser Val Arg
1 5 10 15
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Tyr Arg Pro Gly Leu Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn
20 25 30

Ile Arg Arg Ile Leu Glu GIn Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 55
<211> 45
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 55
Arg Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu

1 5 10 15

His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Asn Tyr Ser Val Arg Tyr Arg Pro Gly
20 25 30

Leu Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 56
<211> 44
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 56

Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Leu Arg Arg Arg Tyr Leu Thr
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GlIn Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu
20 25 30

Ile Arg Arg Gln Ile Arg Pro Ile Phe Ser Asn Arg
35 40

<210> 57
<211> 44
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit téng hop

<400> 57
Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Leu Arg Arg Asp Tyr Ser Ala

1 5 10 15

Arg Trp Asn Glu Ile Arg Arg Arg Tyr Leu Thr Gln Glu Thr Asn Lys
20 25 30

Val Arg Arg Gln Ile Arg Pro Ile Phe Ser Asn Arg
35 40

<210> 58
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 58
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Lys Leu Val Glu Arg Leu Gly Ala Ala Arg Arg Leu Tyr Ala Trp Glu
1 5 10 15

Pro Ser Phe Leu Arg Arg Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Leu
20 25 30

Arg Arg Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu Ile
35 40

<210> 59
<211> 43
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 59
Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu Arg Arg Lys Leu Val Glu Arg

1 5 10 15

Leu Gly Ala Ala Arg Arg Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Leu
20 25 30

Arg Arg Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu Ile
35 40

<210> 60
211> 46
<212> PRT
<213> Nhaén tao

<220>
<223> peptit tong hop
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<400> 60

Arg Arg Arg Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu Arg Arg Arg Leu
1 5 10 15

Gln Glu Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu
20 25 30

Glu Asp Phe Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40 45

<210> 61
211> 47
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tdng hop

<400> 61

Arg Arg Arg Arg Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu Arg Arg Arg
1 5 10 15

Leu Gln Glu Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Asp Tyr Leu Arg Ser Val
20 25 30

Leu Glu Asp Phe Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40 45

<210> 62
<211> 46
<212> PRT
<213> Nhén tao
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<220>
<223> peptit téng hop

<400> 62

Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu Arg Arg Arg Arg Leu GIn Glu
1 5 10

Trp Cys Ser Val Ile Arg Arg Arg Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu
20 25 30

Asp Phe Arg Arg Arg Ala Ser Leu Asp Ser Asp Pro Trp Val
35 40 45

<210> 63
<211> 46
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit téng hop

<400> 63
Arg Arg Arg Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu Ile Arg Arg Ginlle

1 5 10

Arg Pro Ile Phe Ser Asn Arg Arg Arg Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His
20 25 30

Val Asp Leu Arg Arg Leu Leu Gln Ala Glu Ala Pro Arg Leu
35 40 45

<210> 64
211> 47
<212> PRT
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<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit téng hop

<400> 64

Arg Arg Arg Arg Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu Ile Arg Arg Gln
1 5 10 15

Ile Arg Pro Ile Phe Ser Asn Arg Arg Arg Val Tyr Asp Tyr Asn Cys
20 25 30

His Val Asp Leu Arg Arg Leu Leu Gln Ala Glu Ala Pro Arg Leu
35 40 45

<210> 65
<211> 48
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 65

Arg Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg Arg
1 5 10 15

Tyr Leu Thr Gln Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Lys Leu Val Glu Arg
20 25 30

Leu Gly Ala Ala Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp Lys
35 40 45

<210> 66
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<211> 49
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> peptit tong hop

<400> 66

Arg Arg Arg Arg Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn Ile Arg Arg
1 5 10 15

Arg Tyr Leu Thr GIn Glu Thr Asn Lys Val Arg Arg Lys Leu Val Glu
20 25 30

Arg Leu Gly Ala Ala Arg Arg Ile Leu Glu Gln Ser Gly Glu Trp Trp
35 40 45

Lys
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