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Linh vue ki thuat dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén peptit, protein, axit nucleic va té bao dé sir dung trong lidu
phéap mién dich. Cu thé, sang ché dé cap dén liéu phap mién dich dbi véi bénh ung
thu. Sang ché con dé cap dén epitop peptit cta té bao T lién quan dén khdi u, mot
minh hoic két hop véi cac peptit lién quan dén khéi u khac dé c6 thé ding lam, vi du,
thanh phan duogc chit c6 hoat tinh cia ché pham vacxin dé kich thich cic dap tmg
mién dich khang u, hodc kich thich cac t€ bao T ex vivo va céy vao bénh nhan. Cac
peptit gan két voi cédc phan tr cia phic hop twong thich mé chinh (major
histocompatibility complex: MHC), hodc cic peptit niy ciing ¢6 thé 1a dich ctia khang
thé, thu thé t& bao T hoa tan, va cic phan tu gén két khac.

Sang ché dé cap dén mot sd trinh tu peptit méi va cac bién thé ciia ching c6
ngudn gbc tir cac phan tir khang nguyén bach ciu & nguodi (Human Leukocyte
Antigen: HLA) nhém I ciia cac té bao khéi u ctia nguoi ¢ thé duoc sir dung trong cac
ché phdm vacxin dé tao ra dap tmg mién dich khang u hodc lam dich dé phat trién cac

hop chét va t& bao c6 hoat tinh duge hoc/mién dich hoc.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Bénh ung thu tir cung — bénh ung thu than tr cung (bénh ung thu mang trong tur
cung) 1a bénh ung thu phé bién thir sau & phu nit. Bénh nay dugc chin doan trén toan
cau véi ty 16 mic bénh bang 8,2/100000 phu nit, chiém 4,8% trong tong s6 ca méc
bénh ung thu ¢ phu nit. Nam 2012, 320000 phu nit dugc chin doan mic bénh ung thu
mang trong tir cung. Ty 18 tir vong bang 1,8/100000 phu nit 13 thip hon dang ké so véi
ty 1& méc bénh. Lién quan dén bénh ung thu ¢b tir cung, 1a bénh ung thu phd bién tha
tu & phu nit, ¢6 528000 ca mac bénh duge chin doan nam 2012, twong ung voi ty 18
méc bénh bang 14/100000 phu nit hodc 7,9% trong téng s6 ca mac bénh ung thu &
phu nit. Ngoai ra, véi ty 1é tir vong ctia bénh ung thu ¢b tir cung bang 6,8/100000, ty
16 nay thap hon 13 rang so véi ty 16 mac bénh (World Cancer Report, 2014).

Ty 1é méc bénh ung thu mang trong tir cung thay déi rat 16n gitta cac nudc; gin

hai phan ba s6 ca mac bénh mdi dugc udce tinh xuat hién & cac nudce c¢o chi so phat
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trién con ngudi cao hodc rt cao. Theo do, ty 1€ méic bénh tang 1én & Bic Au va bong
Au va Bic M (ty 1€ mic bénh duoc chuin héa theo d6 tudi (age-standardized rate:
ASR)) tuong ung bang 14 va 19/100000 phu nit), va ty 18 ndy c6 xu huéng thip & Bic
Phi va Tay A (ASR = 5/100000 phu nit) (World Cancer Report, 2014).

Bénh ung thu ¢6 tir cung anh huéng chi yéu dén phu nit & cdc nude co ngudn
Iuc thip; gdn 70% ganh ning toan ciu xudt hién & cac ving c6 chi s6 phét trién con
ngudi thip hodc trung binh, va hon mét phan nim s& ca mic moi cia bénh ung thu ¢b
to cung dugc chin doan & An Db. Dbay 1a bénh ung thu phé bién nhét & phu nit & 39
trong sb 184 nude trén thé gisi, va 1a nguyén nhan hang du gay tir vong do bénh ung
thu & phu nir cta 45 nude. Cac nude nay chi yéu & ving chau Phi ha Saharan (ty 18
ASR = 35/100000 phu nit), c4c nude chiu A, va mot s6 nudc & Trung My va Nam My
(ASR = 21/100000 phu nit). Ty 1& mic bénh thép nhét c6 xu huéng & Tay Au (ASR =
11/100000 phu nit), Bic M§, Uc va New Zealand, va Pong Dia Trung Hai (World
Cancer Report, 2014).

Ty 1é séng thém 1 nam d6i voi bénh ung thu mang trong tir cung 1a khoang
92% trong khi ty 18 nay bing khoang 87% ddi v6i bénh ung thu c¢b tir cung (SEER
Stat facts, 2014). Ty 1& séng thém 5 nim d6i véi bénh ung the mang trong tr cung 1a
82% va 68% dbi voi bénh ung thu cd tur cung. Nhu véi nhiéu bénh ung thu, bénh ung
thu mang trong tir cung 13 bénh lién quan dén do tudi. Kha ning tir vong do bénh ung
thu mang trong tir cung 13 <0,1% & d6 tudi dudi 50, 0,2% & d6 tudi tir 50 dén 70 va
0,5% d6i voi phu nit trén 70 tudi. Trai lai, nguy co tir vong do bénh ung thu c6 tir
cung cao nhét & ca nhom phu nit duéi 50 tudi cling nhu trén 70 tudi (American Cancer
Society, 2015).

Trén 80% bénh ung thu mang trong tir cung xuét hién dudi dang caxinom tuyén
ndi mac tir cung (typ I), dang c6 lién quan véi su tiép xtic voi estrogen va dang nay
duoc biét hda & mirc cao dén vira phai. Béo phi 1a mot trong sb céc yéu td nguy co clia
bénh ung thu ndi mac ti cung, dugce udce tinh chiém dén 40% sb ca mic bénh trén toan
thé giéi (World Cancer Report, 2014). Cac yéu t6 nguy co khéc 1a tinh trang huyét 4p
cao va dai thao duong (National Cancer Institute, 2015). Céc thudc tranh thai ding
qua dudng miéng chira progestogen lam giam nguy co. Céc ton thuong di truyén
chinh bao gém tinh bat dn dinh vi vé tinh va cac dot bién cua gen PTEN, PIK3CA,
ARIDIA, KRAS, va CTNNB1 (B-catenin) (World Cancer Report, 2014).
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Bén canh caxinom tuyén ndi mac tir cung, cac bénh caxinom mang trong tur
cung & muc cao khong lién quan dén estrogen (caxinom tuyén thé thanh dich khong
phai ndi mac tr cung va caxinom tuyén té bao sang, typ II) ¢6 lién quan véi su tién
luong x4u. Caxinom khéng phai ndi mac tir cung c6 lién quan v6i sw dot bién TP53 va
PPP2R1A, su mat E-cadherin, su khuéch dai HER2/neu, va su mét tinh di hop & nhiéu
locus (World Cancer Report, 2014).

Bénh ung thu ¢b ti cung xuét hién & ca hai loai mo chinh: caxinom té bao vay
(85-90%) va caxinom tuyén (10-15%), cac bénh niy c6 lién quan chit ch& véi su
nhiém virut gdy u nht & ngudi (human papillomavirus: HPV), yéu t6 nguy co chinh
ctia bénh ung thu ¢b tr cung. Virut HPV gay ra cac tén thuong tién ung thu co thé
duoc phat hién va didu tri. Do tudi trung binh xuét hién céc tdn thuong mtrc do thép la
tir 24 dén 27 va tir 35 dén 42 tudi ddi véi tdn thuong mire d6 cao. It nhit 20% céc ton
thuong muc do cao tién trién thanh caxinom x4m 14n trong vong 10 nam. Viéc tiém
phong virut HPV tao ra lyc chon phong bénh. Phat hién duogc cac dot bién sinh dudng
phd bién nhét & bénh ung thu cb tir cung d6i v6i PIK3CA, va c6 lién quan véi thoi
gian séng thém ngén (World Cancer Report, 2014).

Viéc diéu tri caxinom mang trong tir cung phu thudc vao giai doan. Phan 16n
céc bénh caxinom mang trong tir cung bao gdm caxinom tuyén noi mac tr cung duoc
biét héa & muc cao dén vira phai, cic bénh ndy thuong giéi han & than tir cung khi
chén doan va c6 thé duoc chita khoi bang cach cat bo tir cung (World Cancer Report,
2014). Theo cach khac, d& duy tri kha ning sinh san & bénh nhan mic caxinom mang
trong tor cung giai doan sém va mong mudn ¢6 con, liéu phiap bao tdn véi thude
Megesterolacetat co thé 12 mot lua chon. Tuy nhién, ty 1& tai phat cao can duoc tinh
dén. D41 v6i cac bénh nhin mic caxinom mang trong tir cung tién trién, cac phuong
phap lam thuyén giam tam thoi khéc truéc khi cit bé tir cung c6 thé cai thién chét
lwong cude séng cling nhur vige chan doan. Phuong phap nay thuong duge két hop voi
liéu phap xa tri bd trg. Cac bénh nhan khong thé phau thuat dugc diéu tri bang liu
phép xa tri lam liéu phap chinh. Néu khong thé cat bo cling nhu chiéu xa, caxinom
duong tinh véi thu thé progesteron dugc didu tri béng gestagene hodc tamoxifen.
Trong trudng hop bénh tién trién khi str dung liéu phap ndi tiét hozc bénh caxinom 4m
tinh v&i thu thé progesteron, cac bénh nhan duoc cho sir dung Adriamycin, Cisplatin,

Carboplatin, Paclitaxel, hodc Docetaxel (Leitlinie Endometriumkarzinom, 2008).
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Ngoai ra, thubc Megestrol Acetate d3 dugc Co quan quan ly thuc phim va duoc phdm
M§ (Food and Drug Administration: FDA) chip thuan dé diéu tri 1am giam tam thoi
bénh ung thu mang trong tor cung tién trién (National Cancer Institute, 2015). Céc
bénh nhan ¢6 su dot bién PTEN duoc diéu tri bing cac chat G ché PARP (Dedes et
al., 2010).

Céc liéu phap didu tri bénh ung thu cb tur cung cling phu thudc vao giai doan
bénh. O giai doan sém, phiu thuat cit bo 13 liéu phap chudn, liéu phap ndy c6 thé
duoc két hop véi liéu phap xa tri-(héa tri). Li¢u phap xa tri-(héa tri) lam liéu phép
chinh duge chon khi bénh ¢ giai doan mudn (giai doan III hodc mudn hon), trong cac
truong hop cé sy tham nhiém hach bach huyét hodc trong truong hop khong thé cit bo
khéi u. Viéc x4c dinh vi trf xa tri duge chon theo mtrc d6 tham nhiém hach bach huyét
va viée chiéu xa dugce hd trg bai Cisplatin (S3-Leitlinie Zervixkarzinom, 2014). Pa
ching minh dugc rang liéu phap xa tri-(hoa tri) két hop v6i Cisplatin 1a ¢6 loi vé thoi
gian séng thém toan bd (overall survival: OS) va thdi gian séng thém khéng c6 su tién
trién ctia bénh (progression free survival: PFS) so véi khi chi st dung liéu phép xa tri.
Cén luu ¥ ring viée két hop vai cac thude khac khong cai thién thoi gian OS hodc PFS
so véi khi chi st dung trong khi déc tinh lai tang 1én (Green et al., 2005; Wang et al.,
2011; Lukka et al., 2002). D& didu trj bénh tai phat cuc bo, su két hop Cisplatin véi
cac dugc chét khac da duge thir nghiém va chi su Kkét hop va6i Topotecan tao ra thoi
gian OS dugc cai thién so vai khi chi st dung Cisplatin (S3-Leitlinie Zervixkarzinom,
2014).

Hién nay, cling c6 mot 36 phuong phép didu tri mién dich duoc thir nghiém.
Trong thir nghiém 14m sang pha I/II, cac bénh nhan méc bénh ung thu t cung duoc
tiém vaxcin chira cac t& bao dudi gai (dendritic cell: DC) tw than dugc gy xung dién
bang ARN théng tin cta gen khéi u Wilms 1 (WT1). Ngoai mét trudng hop ¢6 phan
Umg di ung tai chd véi lidu phép bd trg, khong quan théy tac dung phu c6 hai va 3
trong s6 6 bénh nhan c6 sy dp tmg mién dich (Coosemans et al., 2013).

Nhu d3 néu trén day, bénh nhiém virut HPV gy ra céc tén thuong ma cudi
cling c6 thé din dén bénh ung thu c¢b tir cung. Do d6, céc protein giy ung thu E6 va
E7 cta virut HPV duoc biéu hién chi yéu trong cac tdn thuong & muc cao va bénh
ung thu va 14 c4c protein can thiét cho su khoi phat va duy tri kiéu hinh 4c tinh duoc

cho 1a cac dich htra hen ctia phuong phap diéu tri mién dich (Hung et al., 2008; Vici et
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al., 2014). Mot nghién ctru thuc hién liéu phap té bao T thich ung (Adoptive T-cell
therapy: ACT) & cac bénh nhén méc bénh ung thu c6 tir cung di cdn. Céc bénh nhan
duoc tiém truyén té bao T thdm nhiém khdi u (tumor-infiltrating T cell: TIL) c6 kha
nang phan ung véi E6 va E7 tao ra su thoai trién bénh hoan toan & 2 bénh nhén va su
d4p tmg mot phan & 1 trong s6 9 bénh nhén (Stevanovic et al., 2015). Ngoai ra, khéng
thé trong t& bao hudng dich E7 da duogc théng béo 1a tic ché sy phat trién khéi u &
chu6t (Accardi et al., 2014). Ngoai ra, cic vacxin trén co s& peptit, ADN va té bao DC
hudng dich 1a E6 va E7 cia HPV dang duoc sir dung trong céac thir nghiém lam sang
(Vicietal., 2014).

Khi tinh d&n céc tic dung phu nghiém trong va chi phi lién quan dén viéc diéu
tri bénh ung thu, can x4c dinh céc yéu t6 ¢6 thé duoc st dung trong viéc didu tri bénh
ung thu néi chung va bénh ung thu tir cung noi riéng. Cling can x4c dinh cac yéu t6
thé hién d4u 4n sinh hoc ctia bénh ung thu néi chung va bénh ung thu tir cung néi
riéng, dé chdn doan bénh ung thu, danh gia tién luong, va du doan thanh cong didu tri
t6t hon.

Liéu phap mién dich diéu tri bénh ung thu 13 Iva chon huéng dich dic hidu cta
céc t& bao ung thu trong khi 1am giam dén mirc t6i thidu cac tac dung phu. Liéu phap
mién dich diéu tri bénh ung thu st dung su tdn tai ctia cac khang nguyén lién quan
dén khéi u.

Su phén loai hién nay cua cac khang nguyén lién quan dén khéi u (TAAs) bao
g0m céc nhém chinh sau:

a) Cac khang nguyén tinh hoan lién quan dén bénh ung thu: cac khang nguyén
TAA dAu tién timg duoc xac dinh 14 c6 thé duoc nhan biét béi té bao T thude vé nhém
nay, luc dau cac khdng nguyén nay duge goi 1a khdng nguyén tinh hoan lién quan dén
bénh ung thu do su biéu hién clia céc thanh vién clia né trong cac khdi u ctia ngudi
khéc nhau v& md hoc va trong sb cac md binh thuong, ching chi biéu hién trong té
bao tinh/nguyén bao tinh ctia tinh hoan va dbi khi trong nhau thai. Do c4c té bao tinh
hoan khong biéu hién phan tir cia HLA nhém I va II, cic khang nguyén ndy khong thé
duoc nhan biét boi té bao T trong cac mo binh thuong va do do cé thé duoc cho 1a dic
hiéu khdi u vé mat mién dich hoc. Vi du da biét 13 vé khang nguyén CT la thanh vién
thudéc ho MAGE hoac NY-ESO-1.

b) Cac khang nguyén biét hoa: Cac khang nguyén TAA nay cé mat trong ca
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khdi u va mé binh thuong ma tir &6 khéi u xuat hién. Phan 16n cic khéng nguyén nay
duoc phat hign trong u melanin va té bao melanin binh thuong. Nhiéu protein trong s6
céc protein lién quan dén dong té bio melanin ndy tham gia vao qud trinh sinh téng
hgp melanin va do d6 khong ddc hiéu khéi u nhung dugc st dung rdng rai dbi véi lieu
phéap mi&n dich didu tri bénh ung thu. Vi du vé ching bao gdm, nhung khong chi gisi
han &, tyrosinaza va Melan-A/MART-1 d6i véi u melanin hozc PSA d6i véi bénh ung
thu tuyén tién liét.

¢) Cac khang nguyén TAA duoc biéu hién qué muc: da phat hién duge cdc gen
m3 hod TAA duoc biéu hién rong rai trong céac loai khéi u khac nhau vé& mit mé hoc
cling nhu trong nhiéu moé binh thudng, thuong 1a cé mic do biéu hién thdp hon. Nhiéu
epitop duoc xir Iy va ¢6 thé duoc bidu hién béi mé binh thuong 6 thé & mic thip hon
mirc ngudng d6i v6i sy nhan biét cua t& bao T, trong khi su biéu hién qua mic cia
chiing trong té bao khdi u c6 thé gay ra dap tng khang khdi ung thu bang cach phé v&
su dung nap da duoc thiét lap trude d6. Céc vi du ndi bat vé loai TAA nay la Her-
2/neu, survivin, telomeraza hoac WT1.

d) Cac khang nguyén dic hiéu khéi u: Cac khang nguyén TAA dic biét nay 1a
do su dot bién cac gen binh thuong (nhu B-catenin, CDK4, v.v.). Mot s6 thay dbi phan
tr ndy c6 lién quan dén sy bién dbi va/hodc tién trién clia khéi u. Khéng nguyén dic
higu khéi u c6 thé thuong gy ra dap ung mién dich manh ma khéng mang nguy co
phan tng tu mién chéng lai mé binh thudng. Mit khéc, trong hau hét cac trudong hop,
cdc TAA nay chi lién quan dén khdi u chinh xdc ma trén d6 ching dugc xac dinh va
thudng khong ¢6 mit trong nhiéu khdi u riéng biét. D6 dic higu khéi u (hogc -mirc do
lién quan) cua peptit cling ¢6 thé xuét hién néu peptit niy c6 ngudn gbc tlr exon cla
khéi u (-c6 lién quan) trong trudng hop cac protein c6 cac déng dang dic hiéu khdi u
(-c6 lién quan).

e) Céac khang nguyén TAA do céc cai bién bat thuong sau dich mi: Cac TAA
nay co thé xuét hién do protein khong ddc hidu va khong dugc biéu hién qua muc
trong khéi u nhung tr& thanh c6 lién quan dén khéi u do cac qua trinh sau dich ma c6
hoat tinh chu yéu trong cac khéi u. Vi du vé loai khéng nguyén nay xuét hién do kiéu
glycosyl hoé bién ddi dan t&i cac epitop méi trong khéi u nhu d6i véi MUC1 hodc céc
su kién nhu ghép néi protein trong qua trinh phan huy, ching c6 thé dic hidu khéi u

hodc cé thé khong ddc hi¢u khai u.
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f) Cac protein cua virut gdy ung thu: Cac TAA nay la céc protein cua virut cé
thé déng vai tro quyét dinh trong qua trinh gay bénh ung thu va do ching la protein
ngoai lai (khong c6 ngudn gde tir ngudi), ching c6 thé gy ra dép ting ctia té bao T. Vi
du vé protein nay 14 protein E6 va E7 cua virut gdy u nhi ngudi typ 16, chiing duoc
biéu hién trong caxinom ¢ tir cung.

Liéu phap mién dich trén co so té bao T hudng dich 14 cdc epitop peptit c6
nguén géc tr cdc protein lién quan dén khéi u hodc dic hiéu khéi u, duoc biéu hién
bdi cac phan tir cua phirc hop tuong thich mé chinh (MHC). Cac khang nguyén dugc
nhan biét béi cac té bao lymph6 T dac hiéu khéi u, nghia 1a céc epitop cua ching, cé
thé 14 cac phan tir ¢ ngudn gdc tir tht ca cac nhém protein, nhu cc enzym, thu thé,
yéu t§ phién ma, v.v. duoc biéu hién va so sanh véi céc té bao khong bi thay dbi c6
cuing ngudn gdc, thuong 13 duge didu hoa ting & cac té bao cia khéi u twong tmg.

C6 hai nhom phan tt cuia MHC 1a MHC nhom I va MHC nhém II. Céc phan ti
cia MHC nhém I gém chudi ning alpha va beta-2-microglobulin, cic phan tir cla
MHC nhém II gdm chudi alpha va chudi beta. CAu dang ba chiéu ctia chung tao thanh
ranh gén két, ranh nay duoc st dung dé tuong tac khong cong hoa tri voi céc peptit.

Céc phén tir cia MHC nhom I ¢6 thé duge tim thiy chi yéu trén cac té bao c6
nhan. Ching 1a cdc peptit duoc tao ra tir sy phan cat phan giai protein ctia phan 16n
céc protein nodi sinh, cic san pham ribosom khiém khuyét (defective ribosomal
product: DRIP) va céc peptit cd phan tr 16n. Tuy nhién, cdc peptit co ngudn goc tir
c4c ngan thé nhan hodc ngudn ngoai sinh ciing thuong dugc tim thiy trén cac phan tir
cia MHC nhom I. Céch trinh dién khong cb dién nay ctia nhom I con dugce goi 1a trinh
dién chéo trong tai li€u chuyén nganh (Brossart and Bevan, 1997; Rock et al., 1990).
Céc phan tir cia MHC nhém II ¢6 thé duge tim thdy chi yéu trén cac té bao trinh dién
khéng nguyén (antigen presenting cell: APC) chuyén nghiép, va chi yéu 1a céc peptit
clia cac protein ngoai sinh hodc protein xuyén mang duoc hép thu boi cac té bao APC
vi dy, trong qua trinh nhép ndi bao, va dugc xtr ly sau do.

Céc phuc hop cua peptit va MHC nhém I dugc nhan biét boi cac t& bao T
dwong tinh v6i CD8 mang thu thé té bao T (T-cell receptor: TCR) thich hop, trong khi
cac phuc hop clia peptit va phan tt MHC nhém IT duoc nhan biét boi cac té bao T hd
tro duong tinh véi CD4 mang thu thé TCR thich hop. D3 biét 16 ring thu thé TCR,
peptit va MHC c6 mét véi lugng theo hé s6 ty luong bang 1:1:1.
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Céc té€ bao T hd tro duong tinh v6i CD4 déng vai trd quan trong trong viée tao
ra va duy tri cac dap Umg hitu hiéu nho té bao gdy doc té bao duong tinh v6i CDS.
Viéc xac dinh céc epitop cua té bao T duong tinh véi CD4 c¢6 ngudn gde tlr cdc khang
nguyén lién quan dén khéi u (TAA) 14 diu quan trong nhat @& phat trién cac san phdm
duge dé kich thich dap tmg mién dich khang khéi u (Gnjatic et al., 2003). O vi tri khéi
u, cac t& bao T hd tro kich thich xytokin than thién véi t€ bao T gay doc té bao
(cytotoxic T cell: CTL) (Mortara et al., 2006) va thu hut cac t& bao hiéu tng, vi du, t&
bao CTL, t& bao NK, dai thuc bao, t& bao hat (Hwang et al., 2007).

Khi khéng ¢6 hién tuong viém, su biéu hién ctia cac phén t¢ MHC nhém II chu
yéu bi giéi han & cac t& bao ctia hé mién dich, dic biét 1a céc € bao trinh dién khang
nguyén (APC) chuyén nghiép, vi du, cic bach ciu don nhén to, cac t& bao cb ngué)n
géc tr bach cau don nhén to, dai thuc bio, té bao duoi gai. O céc bénh nhan mic bénh
ung thu, da phét hién duoc cac t& bao khdi u biéu hién céc phan t¢ MHC nhém II
(Dengjel et al., 2006).

Céc peptit kéo dai (dai hon) theo sédng ché c6 thé c6 tac dung 1am cac epitop c6
hoat tinh cia MHC nhém II. Cac t& bao T hd trg, duge hoat héa béi epitop ctia MHC
nhém II, ddng vai trd quan trong trong viéc phdi hop chirc ning hiéu tng ctia CTL
trong sy mién dich khang khdi u. Céc epitop cua té€ bao T hd tro kich thich dép tmg
ctia té bao T hd trg vé chic nang hi€u ung kich thich loai TH1 cua té bao T tiéu diét
duong tinh vai CD8, cac chirc ndng nay bao gdm chirc nang gy doc té bao chéng lai
céc té bao khdi u bidu hién céc phirc hop peptit/MHC lién quan dén khéi u trén bé mit
té bao cta chung. Theo cdch nay, cdc epitop peptit cua té bao T hd tro lién quan dén
khéi u, mot minh hodc két hop véi céc peptit lién quan dén khdi u khac, c6 thé ding
lam thanh phan duoc chit ¢ hoat tinh ctia ché phdm vacxin dé kich thich céc dap tmg
mién dich khang khéi u.

Nhu duoc thé hién trong cac md hinh dong vat ¢6 vi, vi du, chudt, ngay ca khi
khong c6 mit céc té bao lymphd T duong tinh véi CDS8, cac té bao T duong tinh véi
CD4 vAn du dé tc ché su biu hién ctia khéi u bang cach tc ché su tao mach nho su
tiét ra interferon-gama (interferon-gamma: IFNy) (Beatty and Paterson, 2001;
Mumberg et al., 1999). C6 bang ching vé viée té bao T CD4 lam té bao hiéu tng
khang u truc tiép (Braumuller et al., 2013; Tran et al., 2014).

Do su biéu hién cu tric cta cic phan tt HLA nhoém II thuong bi giéi han &
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céc té bao mién dich, kha ning phén l4p cc peptit nhém 11 truc tiép tir khdi u nguyén
phét duoc cho 12 khong thé thuc hién. Tuy nhién, Dengjel va cac dong tac gia d4 thanh
cong trong viéc nhan biét nhidu epitop ctia MHC nhém IT truc tiép tir khdi u (WO
2007/028574, EP 1 760 088 B1).

Do ca hai loai dap ung phu thuéc CD8 va CD4 cung gop phin va c6 tac dung
hiép d6ng v6i hidu qua khang u, viéc nhan biét va x4c dinh cac khang nguyén lién
quan dén khéi u dugc nhan biét boi cac té bao T CD8+ (phdi tir: phan tr MHC nhém I
+ epitop peptit) hodc boi cac t& bao T hd trg T duong tinh véi CD4 (phdi tir: phan tir
MHC nhém II + epitop peptit) 1a quan trong trong viéc phat trién cac vacxin tir khdi u.

Dé mot peptit cia MHC nhém I gy ra (tao ra) dap ung mién dich t& bao, né
cling phai gén két v6i phan tir MHC. Qud trinh ndy phu thudc vao alen cta phén tir
MHC va hién twong da hinh dic hiéu cta trinh tu axit amin cia peptit. Cac peptit gin
két v6i MHC nhém I thuong chira tir 8 dén 12 gbc axit amin trong chidu dai mach va
thuong chira hai gbc bao toan (“dang neo”) trong trinh tu cua chung dé tuong tac véi
ranh gin két tuong ung cta phan tt MHC. Theo cach nay, mbi alen cia MHC c6 mot
“motif gin két” dé quyét dinh viéc cac peptit c6 thé gén két ddc hiéu voi rinh gén két
nay.

Trong phan ting mién dich phu thuéc MHC nhém 1, céc peptit khong chi can
phai c6 kha ning gin két vi mot s6 phan tir MHC nhém T nhét dinh duoc biéu hién
b cac té bao khdi u, ma sau d6 ching con phai duoc nhan biét boi cac té bao T mang
céc thy thé té bao T (TCR) dic hiéu.

D6i véi cac protein cdn duoce nhan biét béi cac té bao lymphd T duéi dang cac
khang nguyén dic hiéu khéi u hodc khéng nguyén lién quan dén khéi u, va can dugc
stt dung trong liéu phép, cac didu kién tién quyét cu thé phai duge dap ing. Khéng
nguyén nay can duoc biéu hién chi yéu boi té bao khdi u va khong dugce biéu hién boi
cac m6 khoe manh binh thuong, hodc duoc biéu hién véi luong tuong déi nhé. Theo
mot phuong an dugc uu tién, peptit can duoc biéu hién qua murc boi cac té bao khdi u
50 v6i cac md khoe manh binh thuong. Ngoai ra, tot hon néu khang nguyén tuong tng
khong chi cé mat & mot loai khéi u, ma con c6 mat véi néng do6 cao (nghia l1a 36 lugng
ban sao clia peptit twong Gmg trong mdi té bao). Khang nguyén dic hiéu khéi u va
khang nguyén lién quan dén khéi u thudong c6 ngudn gdc tir cac protein tham gia truc

tiép vao qua trinh bién ddi ctia t€ bao binh thudng thanh té bao khdi u do chirc ning
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cua chung, vi dy, trong viéc kiém soat hodc tre ché chu trinh t bao cta qua trinh chét
té bao theo chuong trinh. Ngoai ra, cdc dich xu6i dong ctia protein 1a nguyén nhan
truc tiép ctia sy bién ddi c6 thé duge diéu hoa tang va do d6 c6 thé lién quan gian tiép
v6i khéi u. Cac khang nguyén lién quan gian tiép v6i khéi u nay cling c6 thé dich clia
phuong phép tiém ching (Singh-] asuja et al., 2004). DPiéu quan trong 1a cac epitop c6
mit trong trinh tw axit amin cia khdng nguyén dé dam bao ring peptit nay (“peptit
sinh mién dich”), ¢6 ngudn gbc tir khang nguyén lién quan véi khdi u, va didu nay dan
dén dap ung ca té bao T in vitro hodc in vivo.

V& co ban, peptit bit ky ¢6 kha ning gin két v6i phan tir MHC c6 thé c6 chirc
nang 1am epitop cua té bao T. Piéu kién tién quyét dé gay ra dap tmg cia té bao T in
vitro hodc in vivo 12 su c6 mit cta t& bao T c6 thu thé TCR tuong Gng va khong ¢ su
dung nap mién dich d6i véi epitop cu thé nay.

Do d6, cac khang nguyén TAA 1a diém xuét phat ctia su phat trién liéu phép
trén co s& t& bao T bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cic vacxin khéi u. Cac
phuong phap d& nhan biét va xac dinh khang nguyén TAA thuong dya trén viéc s
dung céac t€ bao T c¢6 thé duoc phén 1&p ra khoi bénh nhéan hodc dbi tuong khde manh,
hodc cac phuong phap nay dua trén su tao ra cac profin phién mi khac nhau hodc céac
kidu bidu hién peptit khac nhau giita m6 khéi u va mé binh thuong. Tuy nhién, viéc
xac dinh céc gen dugc biéu hién qua muc trong mo khéi u hodic dong t€ bao khéi u &
ngudi, hodc duoc biéu hién chon loc & cic mé hodc dong t& bao nay, khong cung cip
thong tin chinh xac dé st dung cac khang nguyén can duoc phién mi tir cic gen nay
trong liéu phap min dich. Diéu nay 1a do chi cic tiéu quin thé riéng biét cia cac
epitop cta cac khang nguyén nay la thich hop cho ung dung nhu vay do cac té bao T
cung véi thu thé TCR tuong tng can c6 mit va khong duoc cé su dung nap mién dich
d6i voi epitop cu thé nay hodc sw dung nap nay & mic rat nhd. Do d6, theo phuong an
rit duoc uvu tién cia sang ché, diéu quan trong la chi chon loc céc peptit duge biéu
hién qud muc hodc dugc biéu hién chon loc dbi véi té bao T chire ndng va’hodc ting
sinh can duoc phat hién. Té bao T chirc nang nay duoc duge dinh nghia 1a té bao T ma
khi kich thich bing khéng nguyén dic hiéu, n6 c6 thé duge mé rong vé dong v6 tinh
va ¢6 thé thuc hién chtrc ning hiéu tng (“t& bao T hiéu tng”).

Trong trudng hop hudng dich peptit-MHC bang céc thu thé TCR dic higu (vi
du, c4c thu thé TCR hoa tan) va khang thé hodc céc phan tir gin két khac (khung) theo
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sang ché, tinh sinh min dich clia cdc peptit co s& 1a thu yéu. Trong cac trudng hop

nay, su biéu hién 1a yéu t6 quyét dinh.

Ban chit k¥ thuét ciia sang ché

Theo khia canh thir nhat, sang ché dé cap dén peptit chira trinh tu axit amin
dugc chon tir nhém bao g@)m cac trinh tu tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54 hoic
trinh tu bién thé clia né c6 muc do twong ddng it nhit 77%, t6t hon 1a it nhat 88% (tét
hon 14 ¢6 murc d6 giéng it nhit 77% hodc it nhat 88%) v&i cac trinh tu tir SEQ ID NO:
1 d@n SEQ ID NO: 54, trong d6 bién thé nay gin két véi MHC va/hoic giy ra phan
mg chéo cua cac té bao T véi peptit néu trén, hoic mubi duge dung ctia né, trong d6
peptit nay khdng la polypeptit co s& c6 chiu dai day du.

Sang ché con dé cap dén peptit chira trinh tw dugc chon tlir nhém bao gdm céc
trinh tu tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54 hoic bién thé ctia né, c6 mirc d6 tuong
ddng it nhit 77%, t&t hon 14 it nhat 88% (t&t hon 1a c6 mic d6 gidng it nhat 77% hoic
it nhat 88%) véi céc trinh tu tir SEQ ID NO: 1 d&n SEQ ID NO: 54, trong d6 peptit
nay hodc bién thé ctia n6 c¢6 tir 8 dén 100 axit amin, t5t hon 13 ¢6 tir 8 dén 30 axit
amin, va dugc wu tién nhét 13 c6 tir 8 dén 14 axit amin trong toan bd chiéu dai mach.

Sang ché con dé cap dén axit nucleic ma héa cic peptit theo sang ché.

Sang ché con d cap dén vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién va/hoidc biéu
hién axit nucleic theo sang ché.

Sang ché con dé cip dén khang thé dic hiéu voi cac peptit theo sang ché hozc
phtrc hop cua céac péptit theo sang ché v6i MHC, va phuong phap tao ra ching.

Sang ché con dé cap dén té bao chu chira axit nucleic theo sdng ché hoic vecto
biéu hién nhu duge mo ta trén day. Sang ché con dé cap dén té bao chii theo sang ché
1a t& bao trinh dién khang nguyén, va tét hon néu 12 té bao dudi gai.

Sang ché con dé cap dén phuong phép tao ra peptit theo sang ché, phuong phap
nay bao gdm budc nudi ciy té bao chit theo sang ché, va phan 1ap peptit ra khoi té bao
cht nay hodc méi truong nudi ciy ciia no.

Sang ché con d& cap dén kit bao gdm:

(a) dd chua dé dung duogc phém nhu dd mo6 ta trén day, ¢ dang dung dich hoac
dang d6éng khé nhanh;

(b) tiy ¥, db chira thir hai d& dung chit pha lodng hodc dung dich hoan nguyén

-12-



34981

ding cho ché phim dang dong khé nhanh; va
(c) thy ¥, cac hudng dan dé (i) sit dung dung dich hodc (ii) hoan nguyén va/hoic sir

dung ché phim dang déng khé nhanh.

Mo ta van tit cic hinh vé

Céc hinh v& tir Fig. 1A dén Fig.11I thé hién su biéu hién qud muc clia cic peptit
khéc nhau & md binh thudng (cot mau tring) va md ung thu tir cung (cot mau den).
Fig.1A) Ky hiéu gen: PIGR, Peptit: RLDIQGTGQLL (SEQ ID NO.: 4), Cac mo6 tu
trai sang phai: 3 m6é md, 4 tuyén thuong than, 16 té bao mau, 15 mach méu, 9 tiy
xuong, 10 ndo, 7 vu, 6 thuc quan, 2 mét, 3 tGi mat, 8 tim, 12 than, 19 dai trang, 19
gan, 46 phdi, 7 hach bach huyét, 8 day than kinh, 3 budng trimg, 8 tuy, 3 tuyén can
gidp, 1 mang bung, 5 tuyén yén, 6 nhau thai, 3 mang phdi, 3 tuyén tién liét, 7 tuyén
nudc bot, 5 co van, 12 da, 3 rudt non, 11 lach, 5 da day, 4 tinh hoan, 2 tuyén uc,
2 tuyén giap, 10 khi quan, 6 niéu quan, 8 bang quang, 5 tir cung, 15 mau bénh ung thu
tr cung. Fig.1B) Ky hiéu gen: STX18, Peptit: SLFDEVRQI (SEQ ID NO.:5), Cac m6
tir trai sang phai: 3 mé md, 4 myén thuong than, 16 t€ bao mau, 15 mach mau, 9 tay
xuong, 10 ndo, 7 vu, 6 thuc quén, 2 mét, 3 tGi mat, 8 tim, 12 than, 19 dai trang, 19
gan, 46 phéi, 7 hach bach huyét, 8 day than kinh, 3 buéng trung, 8 tuy, 3 tuyén can
gigp, 1 mang bung, 5 tuyén yén, 6 nhau thai, 3 mang phdi, 3 tuyén tién liét, 7 tuyén
nudc bot, 5 co van, 12 da, 3 rudt non, 11 lach, 5 da day, 4 tinh hoan, 2 tuyén uc,
2 tuyén gidp, 10 khi quan, 6 niéu quan, 8 bang quang, 5 tit cung, 15 miu bénh ung thu
tir cung. Peptit duoc phat hién bd sung trén 1/84 mau bénh ung thu phdi t bao khong
nhd; Fig.1C) Ky hiéu gen: LIG3, Peptit: VLLDIFTGV (SEQ ID NO.: 2), Cac mo tu
trai sang phai: 3 m6 m&, 4 tuyén thuong than, 16 t& bio mau, 15 mach mau, 9 tay
xuong, 10 ndo, 7 va, 6 thuc quan, 2 mét, 3 tai mat, 8 tim, 12 than, 19 dai trang, 19
gan, 46 phdi, 7 hach bach huyét, 8 day than kinh, 3 budng trimg, 8 tuy, 3 tuyén cin
giap, 1 mang bung, 5 tuyén yén, 6 nhau thai, 3 mang phdi, 3 tuyén tién liét, 7 tuyén
nude bot, 5 co van, 12 da, 3 rudt non, 11 lach, 5 da day, 4 tinh hoan, 2 tuyén uc,
2 tuyén gip, 10 khi quan, 6 niéu quan, 8 bang quang, 5 tir cung, 15 mau bénh ung thu
tir cung. Peptit dugc phat hién bd sung trén 4/18 mau bach cau tay bao cap tinh, 4/14
mAu bénh ung thu tuyén tién liét, 3/18 miu bénh ung thu va, 2/17 mau bénh bach cau
lympho bao man tinh, 1/17 mau bénh ung thu két-truc trang, 1/17 mau bénh ung thu
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tai mat va 6ng mét chil, 2/19 mau bénh ung thu t€ bao gan, 3/17 mau u melanin, 4/20
mau u lympho, 4/20 miu bénh ung thu budng tring, 1/17 mau bénh ung thu thuc
quan, 1/19 mau bénh ung thu tuy, 3/31 mAu bénh ung thu ndo, 2/15 mau bénh ung thu
bang quang va 3/84 mau bénh ung thu phéi té bao khong nhé. Fig.1D) Ky hiéu gen:
SEMAA4C, Peptit: GLDGATYTV (SEQ ID NO.: 3), C4c mAu tir trai sang phai: 3 dong
té bao (1 t& bao mau, 1 tuy, 1 da), 2 m6 binh thudong (1 nhau thai, 1 tir cung), 20 md
ung thu (1 bénh ung thu ndo, 1 bénh ung thu v, 1 bénh ung thu thin, 1 bénh ung thu
gan, 5 bénh ung thu phdi, 1 bénh ung thu hach bach huyét, 2 bénh ung thu tuyén tién
liét, 3 u melanin, 1 bénh ung thu da day, 1 bénh ung thu bang quang, 3 bénh ung thu
tlr cung). Fig.1E: Ky hiéu gen: TRIMS; Peptit: SVMELLQGV (SEQ ID NO.: 8); Cac
md tir trai sang phai: 4 dong t& bao (4 té bao lymphd), 8 mé binh thuong (1 than, 1
gan, 1 nhau thai, 1 tuyén tién liét, 1 rudt non, 1 tuyén giap, 2 tir cung), 32 mé ung thu
(3 bénh ung thu dang bach cau, 3 bénh ung thu tuyén tién liét, 1 bénh ung thu té bao
tuy, 1 bénh ung thu rudt két, 1 bénh ung thu 5ng mat chu, 1 bénh ung thu tii mat, 3
bénh ung thu gan, 5 bénh ung thu ving dau va c¢b, 3 bénh ung thu da, 1 bénh ung thu
da day, 6 bénh ung thu phéi, 1 bénh ung thu bang quang, 3 bénh ung thu tir cung);
Fig.1F: Ky hiéu gen: GLYATL2; Peptit: VLGPEGQLV (SEQ ID NO.: 21); Cic md
tlr trai sang phai: 1 md binh thuong (1 khi quan), 12 mé ung thu (1 bénh ung thu tuyén
tién liét, 2 bénh ung thu v, 2 bénh ung thu hach bach huyét, 1 bénh ung thu phéi, 6
bénh ung thu tir cung); Fig.1G: Ky hi€u gen: FRG1B; Peptit: TLLDRVAVI (SEQ ID
NO.: 30); Cac md tur trai sang phai: 2 dong té bao (1 bach ciu, 1 than), 5 mo6 binh
thuong (1 rudt Két, 1 gan, 1 hach bach huyét, 1 rudt non, 1 lach), 27 mé ung thu (1
bénh ung thu té bao tly, 2 bénh ung thu v, 3 bénh ung thu dang bach ciu, 1 bénh ung
thu rudt két, 1 bénh ung thu tryc trang, 1 bénh ung thu 6ng mat chu, 1 bénh ung thu
tui mét, 2 bénh ung thu gan, 1 bénh ung thu ving dau va cd, 4 bénh ung thu hach bach
huyét, 2 bénh ung thu budng trimg, 1 bénh ung thu nio, 3 bénh ung thu phdi, 1 bénh
ung thu than, 1 bénh ung thu bang quang, 2 bénh ung thu tt cung); Fig.1H: Ky hiéu
gen: RNF145; Peptit: NMDDVIYYV (SEQ ID NO.: 46); Cdc md tur tri sang phai: 1
dong t& bao (1 tuy), 5 mo binh thuong (2 tuyén thuogng than, 1 lach, 2 khi quan), 37
mo ung thu (3 bénh ung thu dang bach cau, 3 bénh ung thu tuyén tién liét, 1 bénh ung
thu rudt két, 1 bénh ung thu 6ng mat chi, 1 bénh ung thu tai mat, 1 bénh ung thu gan,
3 bénh ung thu vung dau va cb, 4 bénh ung thu da, 4 bénh ung thu hach bach huyét, 2
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bénh ung thu budng trimg, 1 bénh ung thu tuy, 2 bénh ung thu da day, 5 bénh ung thu
phdi, 2 bénh ung thu bang quang, 4 bénh ung thu tr cung); Fig.11: Ky hiéu gen:
ADNP2; Peptit: VMHDSSFSV (SEQ ID NO.: 53); Cac md tir trdi sang phai: 8 dong
té bao (1 bang quang, 1 t& bao lymphd, 1 bach cdu, 1 da, 2 tuyén tién liét, 2 tuy), 24
mo binh thuong (2 tuyén thuong than, 1 thuc quén, 1 mit, 1 vung ddu va cd, 1 than, 1
truc trang, 2 phéi, 2 hach bach huyét, 1 tuy, 1 mang bung, 4 nhau thai, 1 tuyén tién
liét, 2 rudt non, 2 myén giap, 2 tr cung), 98 mo ung thu (3 bénh ung thu dang bach
ciu, 6 bénh ung thu tuyén tién liét, 4 bénh ung thu v, 1 bénh ung thur két-truc trang, 1
bénh ung thu rudt két, 3 bénh ung thu truc trang, 1 bénh ung thu 6ng mat chu, 2 bénh
ung thu tii mét, 3 bénh ung thu gan, 4 bénh ung thu ving dau va cb, 5 bénh ung thu
da, 5 bénh ung thu hach bach huyét, 4 bénh ung thu buéng tring, 5 bénh ung thu thuc
quan, 2 bénh ung thu tuy, 11 bénh ung thu ndo, 25 bénh ung thu phéi, 1 bénh ung thu
than, 7 bénh ung thu bang quang, 5 bénh ung thu tr cung).

Céc hinh vé& tr Fig.2A dén Fig.2D thé hién cac profin biéu hién 1am vi du cta
cac gen nguén theo sang ché duoc bidu hién cao qua muc hodc chi dugc biéu hién
trong bénh ung thu tir cung trong tap hop cdc mau mé binh thudong (cot mau tring) va
10 mau ung thu tir cung (co6t mau den). Cac mo tir trdi sang phai: 6 dong mach, 2 té
bao mau, 2 ndo, 1 tim, 2 gan, 3 phéi, 2 tinh mach, 1 m6é md, 1 tuyén thuong than, 5
tuy xuong, 1 sun, 1 rudt két, 1 thuc quan, 2 mét, 2 tai mat, 1 than, 6 hach bach huyét,
4 tuy, 2 day than kinh ngoai bién, 2 tuyén yén, 1 truc trang, 2 tuyén nude bot, 2 co
van, 1 da, 1 rudt non, 1 lach, 1 da day, 1 tuyén gidp, 7 khi quan, 1 bang quang, 1 vu, 5
budng trimg, 5 nhau thai, 1 tuyén tién liét, 1 tinh hoan, 1 tuyén trc, 1 tir cung, 10 mau
bénh ung thu tr cung. Fig.2A) Ky hiéu gen: MSX1, Fig.2B) Ky hi¢u gen: NXNL2,
Fig 2C) Ky hiéu gen: TMEM101, va Fig.2D) Ky hiéu gen: STX18.

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

Fig.4 thé hién két qua lam vi du cia cac dap ung clia té bao T CD8+ in vitro
dac hiéu peptit cia nguoi cho HLA-A*02+ khoe manh. Cac té bao T CD8+ dugc tao
mdi bing cach st dung céc té bao APC nhan tao dugc pha khang thé don dong mAb
khang CD28 va HLA-A*02 trong phttc hop véi peptit cd trinh tu SeqID No.2 (hinh A,
0 bén trai), peptit c¢6 trinh ty SeqID No.7 (hinh B, 6 bén trai) va peptit c6 trinh tu
SegID No.23 (hinh C, & bén trai), twong ung. Sau ba chu trinh kich thich, phat hién
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céc té bao c6 kha ning phan Gng voi peptit bing cach nhuém multime 2D bing
A*02/SeqID No.2 (hinh A), A*02/SeqID No. 7 (hinh B) hodc A*02/SeqID No.23
(hinh C). Céc 6 bén phai (hinh A, B va C) thé hién két qua nhuém d6i chimg clia céc
té bao duoc kich thich bang phirc hop A*02/peptit khong lién quan. Cac té bao don 1&
con sbéng duoc tao cbng cho céc té bao lymphd CD8+. Céc cdng Boolean gitp loai trir
cac su kién duong tinh gia véi multime ddc hiéu d6i voi céc peptit khac nhau. Tén
sut clia cac t& bao multime+ dic hidu trong s cac té bao lymphd CD8+ dugc thé

hién.

M3 ta chi tiét sang ché

Céc bang sau day thé hién céc peptit theo séng ché, céc sb trinh tu nhan biét
twong ing cta ching, va gen ngudn (co s6) trién vong clia céc peptit nay. Tat ca cac
peptit trong Bang 1 va Bang 2 déu gin két v6i HLA-A*02. Cac peptit trong Bang 2 da
duogce bde 16 trude do trong danh muc 16n theo két qua cia cong nghé cho phép sang
loc thong lugng cao voi ty 1€ sai sb cao hodc dugce tinh toan béng cach st dung céac
thuat toan, nhung khong hé lién quan dén bénh ung thu trudc d6. Cac peptit trong
Bang 3 14 c4c peptit bd sung c¢6 thé hitu ich khi két hop Vi cac peptit khac clia sang
ché. Ngoai ra, cac peptit trong Bang 4 hitu ich trong viéc chin doan va/hoic diéu tri
cac bénh 4c tinh khac nhau lién quan dén su biéu hién quéa mtc hodc trinh dién qua

murc cta cac polypeptit co s& tuong tng.

Bang 1: Céc peptit theo sang ché.

SEQ ID No Trinh ty (cac) GenlD (céc) ky hiéu gen chinh thic
1 KLLDNLHDL 5241 PGR
2 VLLDIFTGV 3980 LIG3
3 GLDGATYTV 54910 SEMA4C
4 RLDIQGTGQLL 5284 PIGR
5 SLFDEVRQI 53407 STX18
6 SLLSELVEA 57542 KLHDCS
7 SILSLLIKL 130507 UBR3
8 SVMELLQGV 85363 TRIMS
9 SLYPGTETM 6840 SVIL
10 AILDVVVNL 5991 RFX3
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SEQ ID No Trinh tu (cac) GenlD (céac) ky hiéu gen chinh thtic

11 ALDPIIHGL 5793 PTPRG

12 ALAPSEGVQAA 4487 MSX1

13 ALQNKVVAL 158046 NXNL2

14 FLVDSLISA 3236 HOXD10

15 GLLSVELRV 54798 DCHS2

16 KLNSSIQYV 93035 PKHDIL1

17 KLWEESTAQV 127254 Clorfl73

18 SLLRCPAKA 1409 CRYAA

19 YLETMNITL 283209 PGM2L1

20 ALLGFVTDL 493 ATP2B4

21 VLGPEGQLV 219970 GLYATL2

22 VLVSSVLGV 59307 SIGIRR
55186, 653698,

23 GLGPNLVGV 84275 SLC25A36, SLC25A33

24 ILDAQTAFV 4363 ABCCl1

25 ILLELFTHV 26270, 93611 FBXO06, FBX044

26 SVLAGVVGV 2977 GUCY1A2

27 VLNPETTVV 9061 PAPSS1

28 GLDEAIRKV 219970 GLYATL2

29 IGIGPVLNI 55217 TMLHE
100996779,

30 TLLDRVAVI 283788, 284802 |FRGIB

31 ALLTAVTNV 221496 LEMD?2

32 GLIENTYQL 285533 RNF175

33 SMTTNLDLKV 338949 TMEM202

34 AIAGRLLGV 1184 CLCNS

35 TLLPTLYEI 285671 RNF180

36 SLLSDITAL 9091 PIGQ

37 VLLATVTEL 79939 SLC35E1

38 RILDIDIPLSV 29842 TFCP2L1

39 ALDGKIYEL 394 ARHGAPS

40 GLLGGVIMMV 7922 SLC39A7

41 YIDDIFSGV 374618 TEX9
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SEQ ID No Trinh ty (céc) GenID (céac) ky hi€u gen chinh thue
42 FLSGYYVTL 84336 TMEM101
43 VIANEIEKV 80832 APOL4
44 FLNGLEILL 23195 MDN1
45 VLLHVSVLL 254359 ZDHHC24
Béng 2: Céc peptit bd sung theo sang ché khong lién quan dén bénh ung thu da
biét trude d6
SEQ ID No Trinh tu (cac) GenID (céc) ky hiéu gen chinh thurc
46 NMDDVIYYV 153830 RNF145
47 GLVEQLYDL 26155,401010 |NOC2L
48 ILAETQPEL 53407 STX18
49 ALLELLHEL 221496 LEMD2
50 TLSTVIATV 1822 ATN1
51 TVPPVFVSV 3778 KCNMA1
52 ALISEKLETL 54431 DNAJCI10
53 VMHDSSFSV 22850 ADNP2
54 TLSDVVVGL 26610 ELP4

Bang 3: Céac peptit hitu ich, vi du, d6i véi lidu phap didu tri ung thu dugc cé

nhén héa
J = phospho-serin

SEQ ID No Trinh tu (cac) GenID |(céc) ky hiéu gen chinh thuc
55 KIDEKNFVV 5887 RAD23B
56 LLLEILHEI 30001 EROIL
57 ALADLTGTVV 23385 NCSTN
58 GVLENIFGV 399909 PCNXL3
59 QLLAGVFLA 3371 TNC
60 KLFNEFIQL 10885 WDR3
61 ILSGIGVSQV 3703 STT3A
62 SLWGGDVVL 157680 VPS13B
63 RLLJAAENFL 64092 SAMSNI1
64 ALYDSVILL 1734 DIO2
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SEQ ID No Trinh tu (cac) GenID |(cac) ky hiéu gen chinh thuc
65 GLAPGGLAVV 58525 Wiz
66 SLFSSPPEI 252983 STXBP4
67 ALQPLLHTV 54756 IL17RD
68 SLAEVNTQL 11190 CEP250
69 VLTEFTREV 55705 IPO9
70 KLGAVFNQV 23450 SF3B3
71 SLHNGVIQL 1314 COPA

N6i chung, sang ché con dé cap dén céc peptit theo sang ché dé s dung trong
viéc didu tri céc bénh ting sinh, vi du nhu bénh bach cau dong tiy cap tinh (AML),
bénh ung thu vu, bénh ung thu 6ng maét chu, bénh ung thu ndo, bénh bach ciu lymphd
bao man tinh (CLL), caxinom két-tryc tring, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu
tui mat, bénh ung thu da day, bénh ung thu té bao gan (HCC), caxinom té bao Merkel,
u melanin, u lympho khéng Hodgkin, bénh ung thu phéi té bao khong nho (NSCLC),
bénh ung thu budng tring, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung
thu té bao than, bénh ung thur phéi té bao nhé (SCLC) va bénh ung thu bang quang.

Puoc dic biét vu tién 1a cic peptit — mot minh hodc két hop - theo séng ché
duoc chon tir nhém bao gdm céc trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54. Dugc
wu tién hon nita 13 cdc peptit — mdt minh hodc két hop - duge chon tir nhém bao gdm
céc trinh tu tr SEQ ID NO: 1 dn SEQ ID NO: 19 (xem Bang 1), va st dung chiing
trong liéu phap mién dich diéu tri bénh ung thu tir cung, bénh bach cau dong tiy cép
tinh (AML), bénh ung thu vu, bénh ung thu dng mat chu, bénh ung thu ndo, bénh bach
ciu lymph6é bao man tinh (CLL), caxinom két-truc trang, bénh ung thu thuc quan,
bénh ung thu tii mat, bénh ung thu da day, bénh ung thu té bao gan (HCC), caxinom
t& bao Merkel, u melanin, u lymphd khéng Hodgkin, bénh ung thu phéi té bao khong
nhé (NSCLC), bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tuyén tién
liét, bénh ung thu t& bao than, bénh ung thu phdi t& bao nho (SCLC) va bénh ung thu
bang quang, va tt hon néu 1a bénh ung thu tir cung.

Nhu duoc thé hién trong Bang 4A va Bang 4B sau day, nhiéu peptit theo sang
ché cling dugc tim théy trén nhiéu loai khéi u khac nhau va do dé ciing c6 thé duoc st
dung trong liéu phép mién dich cta céc triéu chimg khac. Xem thém trén Fig.1 va
trong vi du 1.
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Béang 4A: Cac peptit theo sang ché va tmg dung dic hiéu cia chung & cac bénh
tang sinh khac, ddc biét 1a & cac bénh ung thu khic. Bang nay cho thay rang ddi voi
céac peptit dugc chon ma trén céc loai khéi u bd sung ching dugc phat hién va cé su
biéu hién qua muc dbi voi trén it nhét 5% cac miu khéi u duoce xéc dinh, hodce c6 su
bidu hién dbi véi trén 5% cac mau khéi u duoc xéc dinh véi ty 1& cia khéi u theo sb
trung binh nhéan véi cac mo binh thuong la 16n hon 3. Su biéu hién qua muc dugc xic
dinh 12 su bidu hién cao hon ¢ mAu khdi u so v6i mau binh thudng c6 su biéu hién cao
nhat. Cac mé binh thuong khang lai su biéu hién qué muc dugce thtr nghiém 1a: mo
md, tuyén thuong than, dong mach, tiy xuong, ndo, day than kinh trung wong, rudt
két, thuc quan, méat, tGi mat, tim, than, gan, phdi, hach bach huyét, bach cau, tuy,
tuyén can giap, ddy than kinh ngoai bién, mang bung, tuyén yén, mang phdi, truc
trang, tuyén nude bot, co van, da, rudt non, lach, da day, tuyén uc, tuyén giap, khi

quan, niéu quan, bang quang, tinh mach.

SEQ ID No. Trinh tu Cac bénh/co quan lién quan khéc

1 KLLDNLHDL HCC, BRCA

2 VLLDIFTGV Bénh ung thu ndo, HCC, PrC, AML, OC, bénh
ung thu bang quang

3 GLDGATYTV SCLC, RCC, HCC, PrC, NHL, BRCA, u
melanin, bénh ung thu bang quang

6 SLLSELVEA NSCLC, RCC, bénh ung thu ndo, PrC, NHL,
AML, BRCA, u melanin, bénh ung thu thuc
quan, OC, bénh ung thu bé}ng quang, bénh ung
thu tii mat, bénh ung thu 6ng mat chu

7 SILSLLIKL SCLC, AML, bénh ung thu bang quang

8 SVMELLQGV SCLC, HCC, PrC, CLL, AML, u melanin, bénh
ung thu tii mat, bénh ung thu ong mat chu

9 SLYPGTETM AML, bénh ung thu ti mat, bénh ung thu éng
mat chua

10 AILDVVVNL SCLC, bénh ung thu ndo, NHL, AML

11 ALDPIIHGL Bénh ung thu ndo, u melanin

14 FLVDSLISA HCC

15 GLLSVELRV AML

17 KLWEESTAQV oC

20 ALLGFVTDL Bénh ung thu ndo, NHL, AML, bénh ung thu
bang quang
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SEQ ID No. Trinh tu Cac bénh/co quan lién quan khéc

21 VLGPEGQLV BRCA

22 VLVSSVLGV AML

23 GLGPNLVGV SCLC, bénh ung thu ndo, NHL, AML, BRCA, u
melanin, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu
bang quang

24 ILDAQTAFV NSCLC, RCC, NHL, AML, BRCA, u melanin,
bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu bang
quang

25 ILLELFTHV NSCLC, CRC, CLL, bénh ung thu bang quang

27 VLNPETTVV Bénh ung thu ndo, AML, u melanin, bénh ung
thu bang quang

28 GLDEAIRKV BRCA

29 IGIGPVLNI Bénh ung thu ndo, HCC, NHL, AML, BRCA, u
melanin, bénh ung thu thuc quan, OC, bénh ung
thu bang quang

30 TLLDRVAVI RCC, CLL, AML, bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu tai mat, bénh ung thu ong mat chu

31 ALLTAVTNV HCC, BRCA

32 GLIENTYQL RCC, NHL, AML, BRCA, u melanin

34 ATAGRLLGV U melanin, bénh ung thu tii méat, bénh ung thu
ong mat chu

35 TLLPTLYEI SCLC, bénh ung thu ngio, PC, PrC, bénh ung thu
tui mat, bénh ung thu ong mat chu

36 SLLSDITIAL Bénh ung thu ndo, HCC, PrC, AML, BRCA,
bénh ung thu bang quang

37 VLLATVTEL SCLC, NHL, BRCA, u melanin

39 ALDGKIYEL U melanin

40 GLLGGVIMMV NSCLC, SCLC, bénh ung thu ndo, CRC, HCC,
PrC, NHL, AML, MCC, u melanin, bénh ung thu
l;e‘lng quang, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu
Ong mat chu

41 YIDDIFSGV U melanin

42 FLSGYYVTL AML, u melanin

43 VIANEIEKV PrC, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu bang
quang

44 FLNGLEILL CLL, NHL, AML

45 VLLHVSVLL PC, BRCA
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SEQ ID No. Trinh tu Céc bénh/co quan lién quan khéac

46 NMDDVIYYV NHL, bénh ung thu tui mat, bénh ung thu 6ng
mat chu

47 GLVEQLYDL SCLC, CLL, NHL, AML, BRCA, u melanin,
bénh ung thu thuc quan

49 ALLELLHEL SCLC, HCC, PrC, MCC

50 TLSTVIATV PrC, u melanin

51 TVPPVFVSV RCC, CRC, HCC

52 ALISEKLETL CLL, NHL, AML, BRCA, u melanin

53 VMHDSSFSV NSCLC, SCLC, bénh ung thu ndo, AML, BRCA,
u melanin, bénh ung thu thuc quén, bénh ung thu
ti mat, bénh ung thu 6ng mét chu

54 TLSDVVVGL Bénh ung thu ndo, HCC, PrC, CLL, NHL, AML,
BRCA, u melanin, bénh ung thu thuc quan, OC,
bénh ung thu bémg quang, bénh ung thu tui mat,
bénh ung thu 6ng mét chu

NSCLC (non-small cell lung cancer) = bénh ung thu phéi té bao khong nhd,
SCLC (small cell lung cancer) = bénh ung thu phdi t& bao nhd, RCC (kidney cancer)
= bénh ung thu thdn, CRC (colon or rectum cancer) = bénh ung thu rudt két hodc truc
trang, GC (stomach cancer) = bénh ung thu da day, HCC (liver cancer) = bénh ung
thu gan, PC (pancreatic cancer) = bénh ung thu tuy, PrC (prostate cancer) = bénh ung
thu tuyén tién liét, bénh bach cdu, BrCa (breast cancer) =bénh ung thu vi, MCC
(Merkel cell carcinoma) = caxinom té bao Merkel, OC (ovarian cancer) = bénh ung
thu budng tring, NHL (non-Hodgkin lymphoma) = u lymphé khoéng Hodgkin, AML

(acute myelogenous leukemia) = bénh bach cau dong tay cap tinh

Béang 4B: Cac peptit theo sang ché va ing dung dic higu ctia ching & cac bénh
tang sinh khac, dac biét 14 ¢ cac bénh ung thu khac. Bang nay cho thdy rang déi véi
céac peptit dugc chon ma trén céc loai khéi u bd sung ching dugc phat hién va cé su
biéu hién qua muc dbi véi trén it nhat 5% cac mau khdi u duoc x4c dinh, hodc c6 su
bidu hién dbi véi trén 5% céc miu khéi u duoc xac dinh véi ty 18 ctia khdi u theo s6
trung binh nhan véi cdc mo binh thudng la 1én hon 3. Su biéu hién qua mirc duge xéac
dinh 14 su biéu hién cao hon & mau khéi u so v6i mau binh thuomg c6 su biéu hién cao
nhat. C4c m6 binh thudong khang lai su biéu hién qua muc dugc thtr nghiém la: mo

mg, tuyén thuong than, dong mach, tuy xuong, ndo, day than kinh trung wong, rudt
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két, thuc quan, mét, tai mat, tim, than, gan, phéi, hach bach huyét, bach cau, tuy,
tuyén can gidp, day than kinh ngoai bién, mang bung, tuyén yén, mang phoi, truc
trang, tuyén nudc bot, co van, da, rudt non, lach, da day, tuyén uc, tuyén gidp, khi

quan, ni¢u quan, bang quang, tinh mach.

SEQ ID No Trinh tu Céc thyc thé bd sung
2 VLLDIFTGV SCLC
8 SVMELLQGV NSCLC, HNSCC
9 SLYPGTETM PrC, u melanin
24 ILDAQTAFV PrC, HNSCC
27 VLNPETTVV SCLC
29 IGIGPVLNI PC
30 TLLDRVAVI CRC, NHL, HNSCC
39 ALDGKIYEL HCC
47 GLVEQLYDL HNSCC
50 TLSTVIATV Bénh ung thu nédo
Bénh ung thu thuc quan,
53 VMHDSSFSV HNSCC
54 TLSDVVVGL Bénh ung thu thuc quan

NSCLC= bénh ung thu phdi t& bao khéng nhé, SCLC= bénh ung thu phdi té
bao nhd, CRC= bénh ung thu rudt két hodc truc trang, HCC= bénh ung thu gan, PC=
bénh ung thu tuy, PrC= bénh ung thu tuyén tién liét, HNSCC (head and neck cancer)
= bénh ung thu ving dau va cb

Do @6, theo khia canh khac, sang ché mo ta viéc st dung it nhét mot peptit theo
séng ché theo trinh tu bit ky trong sb cac trinh tw SEQ ID No. 1, 2, 3, 8, 14, 29, 31,
36, 39, 40, 49, 51, va 54 — theo mdt phuong an duge wu tién két hop - dé diéu tri bénh
HCC.

Do d6, theo khia canh khac, sang ché mo ta viéc sir dung it nhat mot peptit theo
sdng ché theo trinh tu bit ky trong s céc trinh tu SEQ ID No. 1, 3, 6, 21, 23, 24, 28,
29, 31, 32, 36, 37, 45, 47, 52, 53, va 54 — theo mdt phuong an dugc uu tién két hop -
dé diéu tri bénh BRCA.

Do do, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viée st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bt ky trong s6 céc trinh tu SEQ ID No. 2, 6, 10, 11, 20, 23, 27,
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29, 35, 36, 40, 50, 53, va 54 — theo mot phuong 4n duoc uu tién két hop - dé didu tri
bénh ung thu nio.

Do d6, theo khia canh khéc, sdng ché mé ta viéc str dung it nhét mot peptit theo
séng ché theo trinh ty bit ky trong sb cac trinh tr SEQ ID No. 2, 3, 6, 8, 9, 24, 35, 36,
40, 43, 49, 50, va 54 — theo mdt phuong 4n duoc wu tién két hop - dé diéu tri bénh
PrC.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viéc sir dung it nhat mot peptit theo
séng ché theo trinh tu bat ky trong s6 cac trinh tu SEQ ID No. 2, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
22,23, 24, 25, 27, 29, 30, 32, 36, 40, 42, 44, 47, 52, 53, va 54 — theo mot phuong 4n
duoc vu tién két hop - dé diéu tri bénh AML.

Do d6, theo khia canh khéc, sdng ché mé ta viée str dung it nhat mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bit ky trong sb céc trinh tw SEQ ID No. 2, 6, 17, 29, va 54 —
theo mot phuong 4n duge wu tién két hop - dé diéu tri bénh OC.

Do d6, theo khia canh khac, sang ché mé ta viéc str dung it nhét mét peptit theo
sang ché theo trinh tu bit ky trong s6 cac trinh tu SEQ ID No. 2, 3, 6, 7, 20, 23, 24,
25, 27, 29, 30, 36, 40, 43, va 54 — theo mot phuwong 4n duogc wu tién két hop - dé diéu
tri bénh bénh ung thu bang quang.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viéc str dung it nhat mot peptit theo
sang ché theo trinh tur bit ky trong s6 cac trinh tw SEQ ID No. 2, 3, 7, 8, 10, 23, 27,
35, 37, 40, 47, 49, va 53 — theo mdt phuong an duge wu tién két hop - ¢ diéu tri bénh
SCLC.

Do do, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viéc st dung it nhit mot peptit theo
sang ché theo trinh ty bat ky trong s6 cac trinh tw SEQ ID No. 3, 6, 24, 30, 32, va 51 —
theo mot phuong 4n duoc wu tién két hop - dé diéu tri bénh RCC.

Do do, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viée st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tir bt ky trong s cac trinh tw SEQ ID No. 3, 6, 10, 20, 23, 24, 29,
30, 32, 37, 40, 44, 46, 47, 52, va 54 — theo mdt phuong 4n duge wu tién két hop - dé
diéu tri bénh NHL.

Do do6, theo khia canh khéc, sang ché mb ta viée st dung it nhét mot peptit theo
séng ché theo trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu SEQ ID No. 3, 6, 8, 9, 11, 23, 24,
27,29, 32, 34, 37, 39, 40, 41, 42, 47, 50, 52, 53, va 54 — theo mot phuong 4n dugce wu

tién két hop - dé diéu tri u melanin.
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Do d¢, theo khia canh khéc, séng ché mo ta viée st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bt ky trong s6 céc trinh tu SEQ ID No. 6, 23, 24, 29, 43, 47,
53, va 54 — theo mot phuong an dugc uu tién Kkét hop - dé diéu tri bénh ung thu thuc
quan.

Do do, theo khia canh khéc, sang ché mo ta viée st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tir bat ky trong s6 céc trinh tu SEQ ID No. 6, 8, 24, 25, 40, va 53 —
theo mét phwong 4n dugc uu tién két hop - dé diéu tri bénh NSCLC.

Do d6, theo khia canh khac, sang ché mé ta viéc sir dung it nht mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bt ky trong s6 céc trinh ty SEQ ID No. 6, 8, 9, 30, 34, 35, 40,
46, 53, va 54 — theo mét phuong an duge wu tién két hop - d diéu tri bénh ung thu ti
mat, bénh ung thu éng mat chu.

Do @dé, theo khia canh khac, séng ché mo ta viéc str dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bit ky trong sb cac trinh tw SEQ ID No. 8, 25, 30, 44, 47, 52, va
54 — theo mét phuong 4n dugce wu tién két hop - dé diéu tri bénh CLL.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché md ta viée st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tir bat ky trong s6 cac trinh tw SEQ ID No. 25, 30, 40, va 51 — theo
mdt phuong 4n duge uu tién két hop - dé diéu tri bénh CRC.

Do dé, theo khia canh khac, séng ché mo6 ta viée st dung it nhét mot peptit theo
sdng ché theo trinh tu bt ky trong sb cac trinh tu SEQ ID No. 29, 35, va 45 — theo
mdt phuong an dugc uu tién két hop - dé diéu tri bénh PC.

Do dé, theo khia canh khac, sdng ché md ta viée str dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bat ky trong sb cac trinh tr SEQ ID No. 8, 24, 30, va 53 — theo
mot phuong an dugc uu tién két hop - dé diéu tri bénh HNSCC.

Do d6, theo khia canh khac, sang ché mo ta viéc sir dung cic peptit theo séng
ché - t6t hon 1a duoc két hop - dé diéu tri bénh tang sinh dugc chon tr nhém bao gém
bénh ung thu tir cung, bénh bach cau dong tiy cdp tinh (AML), bénh ung thu via, bénh
ung thu 6ng mat chu, bénh ung thu nio, bénh bach cau lymphé bao man tinh (CLL),
caxinom két-truc trang, bénh ung thu thuc quéan, bénh ung thu tai mat, bénh ung thu
da day, bénh ung thu & bao gan (HCC), caxinom t& bao Merkel, u melanin, u lympho
khong Hodgkin, bénh ung thu phdi té bao khong nho (NSCLC), bénh ung thu budng
tring, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu té bao than, bénh
ung thu phdi té bao nhé (SCLC) va bénh ung thu bang quang.
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Ngoai ra, sang ché dé cap dén peptit theo sang ché c6 kha nang gan két véi
phan tr cta phitc hop twong thich mé chinh (MHC) nhém -I & ngudi hodc - & dang
kéo dai, nhu bién thé theo chiéu dai- MHC nhém -IL.

Sang ché con dé cap dén céc peptit theo séng ché trong d6 (mdi) peptit ndy gdbm
hodc chu yéu bao gém trinh tu axit amin theo céc trinh tu tt SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 54.

Sang ché con @ cap dén cac peptit theo sang ché, trong d6 peptit nay dugc cai
bién va/hodc bao gdm céc lién két khong peptit.

Sang ché con dé cap dén cac peptit theo séng ché, trong d6 peptit nay 1a mot
phan cua protein dung hop, cu thé 14 dugce dung hop véi cic axit amin & dAu tan cling
N cta chudi bt bién lién quan dén khang nguyén HLA-DR (Ii), hodc dugc dung hop
v6i (hodc vao trinh tu ctia) khang thé, vi du nhu khang thé dac hiéu voi té bao dudi
gal.

Séang ché con @& cap dén axit nucleic ma héa cac peptit theo sang ché. Sang ché
con dé cap dén axit nucleic theo sang ché 1a ADN, ADN b6 tro, APN, ARN hosc hdn
hop ctia chung.

Sang ché con dé cap dén vecto biéu hién c¢6 kha ning biéu hién va/hodc biéu
hién axit nucleic theo sang ché.

Séang ché con dé cap dén peptit theo sang ché, axit nucleic theo sang ché hoic
vecto biéu hién theo sang ché dé st dung trong viéc didu tri bénh va ding lam thude,
cu thé 1 trong viéc diéu tri bénh ung thu.

Séang ché con dé cap dén khang thé dic higu véi cac peptit theo sang ché hozc
phtre hop ciia céc peptit nay theo sang ché véi MHC, va phuong phap tao ra ching.

Sang ché con d& cap dén céc thu thé t& bao T (TCR), cu thé 14 thu thé TCR hoa
tan (STCR) va cac thu thé TCR tach dong duoc thiét ké vao té bao T tu than hodc khac
alen cung loai, va cac phuong phép tao ra chung, cling nhu cac té bao NK hoic té bao
khac mang thu thé TCR néu trén hoic phan tng chéo véi cac thu thé TCR nay.

Khéng thé va cac thu thé TCR 1a cdc phuong én khéc cua viée st dung lidu
phap mién dich cua peptit theo sdng ché sau day.

Sang ché con dé cap dén t& bao chu chira axit nucleic theo séng ché hoic vecto
biéu hién nhu duge md ta trén ddy. Sang ché con dé cap dén té bao chu theo sang ché

14 t bao trinh dién khang nguyén, va t6t hon néu 1a té bao dudi gai.
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Séang ché con @& cap dén phuong phap tao ra peptit theo sang ché, phuong phap
nay bao gém budc nudi chy t€ bao chil theo sang ché, va phan 1ap peptit ra khoi té bao
chti nay hodc mdi trudong nubi cAy ctia né.

Sang ché con dé cap dén phuong phap theo séng ché néu trén, trong d6 khéng
nguyén dugc tai 1én cac phan tr cia MHC nhém I hodc II duge biéu hién trén bé mit
cta té bao trinh dién khang nguyén thich hop hoic té bio trinh dién khéng nguyén
nhan tao biang cach cho khang nguyén véi lugng di tiép xtc voi té bao trinh dién
khang nguyén. v

Séang ché con d cap dén phuong phép theo sang ché trong d6 té bao trinh dién
khéng nguyén chira vecto biéu hién cé kha ning biéu hién hodc biéu hién peptit néu
trén c6 cac trinh tw tr SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No. 54, t6t hon 14 c6 céc trinh ty tur
SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No. 19, hoc trinh tur axit amin ctia bién thé.

Sang ché con d cap dn cac té bao T hoat héa, duoc tao ra bang phuong phap
theo sang ché, trong d6 t& bao T nay nhén biét chon loc t& bao biéu hién polypeptit
chira trinh tv axit amin theo sang ché.

Sang ché con mé ta phuong phap tidu diét t& bao dich & bénh nhén c6 € bao
dich bidu hién bit thudong polypeptit chira trinh ty axit amin bat ky theo sang ché,
phuong phép nay bao gbém budc cho bénh nhén sit dung céac té bao T nhu dugc tao ra
theo sang ché voi luong hitu hiéu.

Sang ché con mo ta viéc st dung peptit bat ky nhu duge mo ta, axit nucleic
theo sang ché, vecto bidu hién theo sang ché, t& bao theo sang ché, t& bao lymphd T
hoat héa, thu thé t& bao T hoic khang thé hodc céc phan tir gén két voi peptit-MHC
va/hodc peptit khac theo sang ché 1am thudc hodc dé san xuét thude. Tét hon, néu
thudc nay c¢6 hoat tinh khdng ung thu.

Tét hon, néu thudc nay ding cho liéu phap té bao, vacxin hoic protein hodc
trén co s& thu thd TCR hoa tan hodc khéng thé.

Séang ché con mo ta viée st dung theo sang ché, trong d6 cac té bao ung thu néu
trén 1a té bao ung thu tir cung, té bao bach cdu dong tiy cip tinh (AML), té bao ung
thu va, ung thu bng mat cha, ung thu ndo, té bao bach ciu lymphd bio man tinh
(CLL), caxinom két-truc trang, té bao ung thu thuc quan, ung thu tii mat, ung thu da
day, ung thu t& bao gan (HCC), caxinom t€ bao Merkel, u melanin, u lymphd khong
Hodgkin, ung thu phdi té bao khong nho (NSCLC), ung thu budng trang, ung thu tuy,
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ung thu tuyén tién liét, ung thu té bao than, ung thu phéi t& bao nho (SCLC) va ung
thu bang quang, va tot hon néu 13 té bao ung thu tir cung.

Sang ché con d& cap dén cac diu 4n sinh hoc trén co s& peptit theo séng ché,
duoc goi & day 1a “dich” ¢ thé duoc sir dung trong chin dodn bénh ung thu, t&t hon
néu 12 bénh ung thu tr cung. DAu 4n nay c6 thé 1a su biéu hién qua mic ctia chinh
(c4c) peptit, hodc su biéu hién qué mirc ctia (cac) gen tuong tmg. Cac diu 4n nay ciing
c¢6 thé duoc st dung d du doan x4c xuét thanh cong cia viéc diéu tri, t6t hon néu la
liéu phép mién dich, va dugc uu tién nhit 13 liéu phdp mién dich huéng cung dich
duogc xé4c dinh bang dAu 4n sinh hoc nay. Vi du, khéng thé hodc thu thé TCR hoa tan
c¢6 thé duoc st dung dé nhudm céc mau khdi u dé phat hién su c6 mat cua peptit quan
tam trong phtrc hop véi MHC.

Tuy ¥, khéng thé c6 chirc ning hiéu tng khic nhu chia mién kich thich mién
dich hogc dbc to.

Séng ché con mé ta viée str dung cc dich méi nay trong ngit canh diéu tri bénh
ung thu.

ABCC1 duge didu hoa ting bénh ung thu vi nguyén phét, bénh ung thu phéi
va bénh ung thu thuc quan, bénh bach cduvau nguyén bao than kinh & tré em (Cole et
al., 1992; Burger et al., 1994; Norris et al., 1996; Nooter et al., 1997). C4c nha khoa
hoc did xac dinh dugc ABCCI1 lam dich phién ma truc tiép cda su truyén tin hiéu
Notchl trong cac bién thé khéng etoposide ctia dong té bao ung thu via MCF7 (Cho et
al., 2011). Mot s6 tai liéu cong bd da ching minh dugc rang su biéu hién ABCCI tang
1én trong c4c bénh ung thu ¢6 lién quan véi su mat gen p53 chite ning (Fukushima et
al., 1999; Sullivan et al., 2000).

Su lam bét hoat ATP2B4 ¢6 lién quan véi su tic ché murc d6 chuyén dich nhan
NF kapa B cling nhu sy kich thich gy chét t& bao cia ABT-263 & bénh ung thu va
(Curry et al., 2012). P4 chimg minh dugc ring mirc do biéu hién ATPB4 ting lén &
mdt s6 bénh ung thu nhu bénh ung thur rudt két, bénh ung thu da day va bénh ung thu
v lam hoat hoa con duong PI3K/AKT va MAPK (Hollander et al., 2016; Ribiczey et
al., 2007; Aung et al., 2009; Varga et al., 2014; Ribiczey et al., 2015).

D3 chimg minh duoc rang phirc hop SCF(FBX044) biéu hién E3 ubiquitin
ligaza gdy ra su thoai bién BRCAI, diéu nay c6 thé gép phan vao su phat trién khéi u
va don phat (Lu et al., 2012).
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O cac té bao ung thu da day, mot mat, FBX06 c6 thé kich thich sy phét trién va
su tang sinh, nhung mat khac lai anh hudng tiéu cuc dén su chét t& bao theo chuong
trinh va tinh x4m 14n (Zhang et al., 2009a). FBX06 duoc x4c dinh 1a chit trung gian
¢6 tac dung diéu hoa qué trinh ubiquitin héa va sy thodi bién cia Chkl, kinaza kiém
soat su sao chép quan trong (Merry et al., 2010). Nong d6 protein ctia Chk1 va FBX06
cho thdy médi twong quan nguoc & ca cac té bao ung thu duoc nudi ciy va cic mo khéi
u VU clia ngudi (Zhang et al., 2009b). FBX06 c6 thé déng vai trd quan trong trong su
tao khdi u ctia u nguyén bao than kinh (Janoueix-Lerosey et al., 2004).

FRG1B da dugc chiing minh 14 dugc dot bién trong céc loai bénh ung thu khéc
nhau (Kim et al., 2013). Locus 20q11.21 1a mot trong sb cac locus gen dich gia dinh
trong bénh bach cau dang lympho cép tinh (An et al., 2009).

Dé 1am gen dich ctia ETV1, GLYATL2 déng vai trd quan trong trong su ting
sinh, su biét hoa, su di tri va sy xdm 14n cta t& bao trong bénh ung thu tuyén tién liét
(Rahim et al., 2014). hGLYAT, gen lién quan gAn nhét, 12 tng vién t6t cta gen danh
dAu méi cua bénh caxinom té bao gan (Matsuo et al., 2012).

HOXD10 duoc xac dinh 1a gen dich cia miR-10b, gen nay dugc didu hoa tang
trong bénh ung thu da day (gastric cancer: GC) va c6 thé ¢6 vai tro quyét dinh trong
sinh bénh hoc va sy phat trién cua bénh GC (Ma et al., 2015; Wang et al., 2015).
HOXD10 da dugc phat hién 1a dugc diéu hoa tang trong bénh caxinom t€ bao vay &
b va bénh ung thu duong tiét niéu dé kich thich sy ting sinh va xam l4n ctia t bao va
¢6 thé 1a d4u 4n sinh hoc m&i ciia bénh caxinom éng tuyén v xam l4n (Sharpe et al.,
2014; Vardhini et al., 2014; Heubach et al., 2015). Tuy nhién, HOXD10 cling c6 chiic
nang tc ché khéi u trong caxinom t& bao éng mat bing cach lam bét hoat con dudng
RHOC/AKT/MAPK va lam ngimg chu trinh & bao pha G1 (Yang et al., 2015a). Déi
v6i con dudng truyén tin hidu miR-224/HOXD10/p-PAK4/MMP-9, HOXD10 dugc
* cho 1a didu hoa su di trt va xAm l4n cua t& bao va tao ra dich sinh hoc méi cho viée
didu tri caxinom té bao gan (Li et al., 2014).

Hién tugng da hinh nucleotit don trong gen LIG3 lam thay d6i nguy co dbi voi
cac loai bénh ung thu khac nhau bao gdm bénh ung thu phdi, bénh ung thu két-truc
trang, bénh ung thu thuc quan va bénh ung thu tuy (Li et al., 2009; Corral et al., 2013;
Hao et al., 2004; Landi et al., 2006). c-Myc dong vai trd trong sy hoat héa phién ma

ctia LIG3, dan lam lam gia ting mic do sira chita d& bi sai sét trong bénh bach ciu
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(Muvarak et al., 2015).

PGR c6 lién quan chat ch& véi sy khoi mao va tién trién cua bénh ung thu vu,
trong d6 n6 hoat hoa cac con duong MAPK va PI3K/AKT cling nhu sy biéu hién cua
thu thé yéu té sinh truéng (Growth Factors Receptor: GFR) (Jaiswal et al., 2014;
Piasecka et al., 2015). PGR (bén canh HER va thy thé estrogen) c6 tac dung lam yéu
t6 phan loai gitp phan biét gitta ba kiéu phu khdc nhau clia bénh ung thu vi
(Safarpour and Tavassoli, 2015).

DA ching minh duogc rang PTPRG tc ché su truyén tin hiéu Akt cling véi su tic
ché hitu hiéu dbi voi sy tao khéi u va di can trong bénh caxinom mfii-hong, bénh bach
ciu dong tiy cip tinh va bénh ung thu két-truc trang (Laczmanska and Sasiadek,
2011; Cheung et al., 2015). PTPRG c¢6 thé duogc sir dung lam dich chin doén va diéu
tri tiém nang trong bénh bach ciu dong tiry cap tinh (Della et al., 2010). PTPRG c6 thé
diéu hoa ting céc protein p21(cip) va p27(kip) qua con duong ERK1/2 tic ché sy hinh
thanh khéi u va (Shu et al., 2010).

Gen RNF145 nim trén ving nhidm sic thé duoc phat hién 1a bt thuong & cac
bénh nhan méc bénh bach ciu tiy bao cap tinh (Mehrotra et al., 2014).

RNF180 duong nhu c6 tdc dung lam gen tc ché khéi u dé tc ché su di cin
hach bach huyét trong bénh ung thu da day nho tac dung nhu E3 ubiquitin ligaza
(Deng et al., 2014; Udali et al., 2015; Deng et al., 2016). RNF180 la dAu 4n sinh hoc
tiém ning trong 14m sang ciia bénh ung thu da day (Cheung et al., 2012).

SEMAA4C da dugc phat hién la dich cua miR-125b va miR-138 va ¢6 thé ding
lam liéu phép hoa tri nguoc lién quan dén dich méi khang lai bénh ung thu v va bénh
ung thu phdi té bao khong nho (Yang et al., 2015b; Li et al., 2015). SEMA4C lai ¢4
thé gén két voi Plexin-B2 giy ra dong luc hoc bo khung té bao trén co s actin, su di
tra xam 14n va su di can bach huyét trong u nguyén bao xbp, bénh ung thu thuc quén,
bénh ung thu da day va bénh ung thu truc trang (Ye et al., 2012; Malik et al., 2014; Le
et al., 2015). D4 chimg minh dwoc ring dang hoa tan cia SEMA4C dugc biéu hién
qué muc & cac bénh nhan méc bénh ung thu v va bénh ung thu cb tir cung kich thich
su tao mach bach huyét, su tang sinh va su di tr cua cac té bao khéi u béng cach hoat
hoa su truyén tin hiéu PlexinB2-MET (Gao et al., 2016). Phat hién dugc cac dot bién
trong protein lién két mang & bénh ung thu két-truc trang (Donnard et al., 2014).

SLC25A36 da duoc phat hién 1a biéu hién qua muc trong bénh ung thu cb tir
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cung (Wilting et al., 2008).

SLC35E1 d3 dugc ching minh 1a ¢6 lién quan véi su dép Uing ctia caxinom truc
trang véi liu phap hoa hoc-xa tri bd tro méi (Rimkus et al., 2008).

SVIL dugc didu hoa giam déang ké trong mo ung thu tuyén tién liét cha yéu
bang cach metyl hoa gen khoi diu (Vanaja et al., 2006). SVIL diéu hoa su séng cta té
bao bang cach kidm soat ndng do p53. Su biéu hién SVIL la can thiét cho méi lién
quan gifta con dudng truyén tin hidu sw séng va con duong tinh linh dong cta té bao
(Fang and Luna, 2013).

TRIMS5 duoc metyl hoa khéc biét trong caxinom té bao vay & ludi-miéng va c6
thé duoc st dung dé du dodn mot sé thong s6 (Krishnan et al., 2016). TRIMS lién
quan dén con duong truyén tin hiéu WNT/Ca2+/NFAT bang cach @c ché NFATI
(Scholz et al., 2016). TRIMS lién quan dén su tu tiéu va han ché bénh nhiém virut
HIV bang cich diéu hoa ting chirc ning khang virut ctia té bao T CD4+ (Richardson
et al., 2014; Mandell et al., 2014a; Pawlica et al., 2015; Mandell et al., 2014b; Jain et
al., 2015). JMJD3, histon demetylaza, didu hoa sy bidu hién cia TRIMS va su lam
giam hoat tinh gen cua JMJD3 diéu hoa ting dang ké sy biéu hién TRIMS trong cic té
bao THP-1. ¢FLIP diéu hoa tang su biéu hién cta TRIMS5 (Tan et al., 2013; Das et al.,
2013). TRIMS5 lién quan dén bénh ung thu v (Srihari and Ragan, 2013). TRIMS ¢6
hoat tinh khang virut nhung virut gdy bénh bach cau & chudt di hudng lién quan dén
bénh ung thu tuyén tién liét khéng lai su giéi han ctia n6. TRIMS gi6i han virut gdy
bénh bach ciu & chudt huéng N ma khong phai virut gy bénh bach cdu & chudt
huéng B. Thé dot bién TRIMS c6 thé gigi han B-MLV (Diaz-Griffero et al., 2008;
Metzger et al., 2010).

Su kich thich dap tmg mién dich phu thudc vao sy c6 mit cua cac khéng
nguyén dugc nhan biét 1a khang nguyén ngoai lai bdi he mién dich cta vat chi. Viée
phét hién ra sy ton tai clia cic khédng nguyén lién quan dén khéi u lam gia ting kha
nang st dung hé mién dich cta vat chu dé can thiép vao su phat trién cua khéi u.
Nhiéu co ché khéc nhau khai théc ca nhanh thé dich va nhanh té bao cta hé mién dich
hién dang dugc khai thac cho liéu phép mién dich diéu tri bénh ung thu.

- Céac yéu t6 dic hiéu cta dap tng mién dich té bao c6 kha nang nhan biét dic
hiéu va phéd hily céc t& bao khéi u. Su phén 1ap t& bao T ra khoi quan thé t& bao tham

nhiém khoi u hodc ra khoi mau ngoai vi goi y rang céc t€ bao nay dong vai trd quan
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trong trong hang rao mién dich tu nhién d6i véi bénh ung thu. Cu thé, cac té bao T
duong tinh v6i CD8, nhan biét cdc phan tir nhém I clia phitc hop tuong thich mé
chinh (MHC)-mang c4c peptit thuong c¢6 tir 8 dén 10 gdc axit amin c6 ngudn gdc tir
protein hodc san phim khiém khuyét ribosom (defect ribosomal product: DRIP) nam
& phin bao tan, déng vai trd quan trong trong dép ng nay. Céc phén tt MHC cua
nguoi con duge goi la khang nguyén bach ciu & ngudi (HLA).

Thuat nglt “dap ung cta té bao T” c6 nghia 1a sy ting sinh va hoat héa dic hiéu
cta chc nang hiéu img dugce tao boi peptit i vitro hodc in vivo. Pbi véi cc té bao T
gay doc té bao duogc giéi han boi MHC nhém I, chitc nang hiéu tng c6 thé 1a su phan
giai t& bao dich dugc tao xung peptit, té bao dich dugc tao xung tién chat peptit hoic
té bao dich trinh dién peptit trong tw nhién, su tiét ra xytokin, tdt hon néu 1a
interferon-gama, TNF-alpha, hodc IL-2 dugc cam Ung b1 peptit, su tiét ra cac phan tir
tac dong, t6t hon néu 1a granzym hodc perforin dugc cam ung boi peptit, hodc sy mét
hat.

Thuét ngit “peptit” duoc st dung & day dé chi diy cic gbc axit amin, thuong
duoc lién két v6i nhau bang cac lién két peptit gitta cdc nhém alpha-amino va nhém
cacbonyl ctia cac axit amin lién k&. T6t hon, néu peptit ndy ¢6 9 axit amin trong chiéu
dai mach, nhung c6 thé chi 1a peptit mach ngén c6 8 axit amin trong chiéu dai mach,
va c6 thé c6 mach dai dén 10 hodc 11 axit amin trong chiéu dai mach hodc nhiéu hon
va trong truong hop céc peptit cia MHC nhém IT (cac bién thé kéo dai clia peptit theo
séng ché), chung ¢6 thé c¢6 mach dai téi 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 hoic 20 axit
amin trong chidu dai mach hozc nhiéu hon.

Ngoai ra, thuat ngit “peptit” s& bao gém cic mudi ctia ddy céc gdc axit amin,
thuong duoc lién két voi nhau bing cac lién két peptit gitta nhom alpha-amino va
nhom cacbonyl cua cédc axit amin lién k&. T8t hon, néu cac mudi nay la mudi duge
dung cua peptit, vi du nhu céc mudi clorua hodc axetat (trifloaxetat). Can luu ¥ rang
cac mudi cua peptit theo sang ché khéc biét dang ké véi peptit néu trén vé (cc) trang
théi ctia chung in vivo, do cac peptit nay khong la mubi in vivo.

Thuat ngir “peptit” con bao gdm “oligopeptit”. Thuit ngit “oligopeptit” dugc
stir dung & ddy dé chi day cac gdc axit amin, thuong duoc lién két v6i nhau bing céc
lién két peptit gitta nhém alpha-amino va nhém cacbonyl ctia axit amin lién ké. Khong

c6 gidi han vé chiéu dai cua oligopeptit theo sang ché, mién 1a mét hodc nhiéu epitop
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ding dugc gilt nguyén ¢ day. Céc oligopeptit thuong chira it hon 30 gbe axit amin
trong chiéu dai mach, va chta nhiéu hon 15 axit amin trong chiéu dai mach.

Thuat ngft “polypeptit” dé chi diy céc gbc axit amin, thuong dugce lién két véi
nhau bang céc lién két peptit gitta nhém alpha-amino va nhém cacbonyl cta céc axit
amin lién k&. Khong c6 gioi han vé chiéu dai cia polypeptit theo séng ché mién 1a cac
epitop ding duoc gitt nguyén. Trai véi cdc thudt ngit peptit hodc oligopeptit, thudt ngit
polypeptit d& chi cac phén tit chira nhiéu hon khoang 30 gdc axit amin.

Peptit, oligopeptit, protein hodc polynucleotit ma héa phan tir nay c6 tinh “sinh
mi&n dich” (va do d6 1a “chét sinh mi&n dich” trong pham vi ctia séng ché), néu 1a
chét c¢6 kha nang gy dap tmg mién dich. Trong trudng hop clia séng ché, tinh sinh
mién dich duoc xac dinh cu thé hon 1a c6 kha ning gay ra dap tng ctia té bao T. Do
d6, thuat ngit “chét sinh mién dich” s& 1a phan tir c6 kha ning gy ra dap tmg mién
dich, va trong trudng hop cua sang ché, phan tir c6 kha ning giy ra dap tmg ctia té bao
T. Theo khia canh khac, chit sinh mién dich c6 thé 14 peptit, phitc hop cia peptit véi
MHC, oligopeptit, va’hodc protein dugc str dung dé tao ra khang thé d3c hiéu hoic cac
thu thé TCR khang lai n6.

Thuat ngit “epitop” ciia té bao T nhém I can peptit mach ngin duoc gan két véi
thu th8 MHC nhém I, tao ra phic hop bac ba (chudi alpha ctia MHC nhém I, beta-2-
microglobulin, va peptit) ma cé th8 duoc nhan biét béi t& bao T mang thu thé t& bao T
tuong Ung gén két voi phitc hop MHC/peptit c6 & luc thich hop. Cac peptit gin két
v6i cac phan tr cia MHC nhém I thuong c6 tir 8 dén 14 axit amin trong chidu dai
mach, va thong thudong nhit 14 c¢6 9 axit amin trong chiéu dai mach.

O nguoi, ¢6 ba locus di truyén khac nhau ma héa cdc phan t¢ MHC nhém I
(cac phan tt MHC ctia nguoi con duoc ky hiéu 1a cdc khang nguyén bach cdu clia
nguoi (HLA)): HLA-A, HLA-B, va HLA-C. HLA-A*01, HLA-A*02, va HLA-B*07
1a céc vi du vé cac alen ctia MHC nhém I khac nhau c6 thé duoc biéu hién tir cac
locus nay.

~ Bang 5: Tén suét biéu hién F cia HLA-A*02 va HLA-A*24 va cac kiéu huyét
thanh HLA-DR phd bién nhét. Tan sudt duoc xac dinh tir tan suét kiéu don Gf trong
quin thé dan s6 M§ dugc lam thich tng theo tai liéu ctia Mori va céc dong tac gia
(Mori et al., 1997) st dung cdng thirc Hardy-Weinberg F=1-(1-Gf)%. T6 hop ctia A*02

hodc A*24 v&i mot sb alen HLA-DR nhét dinh ¢6 thé duoc lam giau hodc véi tn sut
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it hon tan suat du kién tir cac tan so riéng 1€ ctia chung do sy mat can bang lién két. Bé

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

Alen Quan thé Kiéu hinh tinh duoc tir tan
suat alen
A*02 Nguoi da tring (Bic M) 49,1%
A*02 Ngudi M§ gbe Phi (Bic My) 34,1%
A*02 Nguoi My gbe A (Bic M) 43.2%
A*02 Ngudi M§ La-tinh (Bic M) 48,3%
DR1 Nguoi da trang (Bic M) 19,4%
DR2 Ngudi da tring (Bic M¥) 28,2%
DR3 Nguoi da tring (Bic M) 20,6%
DR4 Nguoi da tring (Bic M¥) 30,7%
DRS Nguoi da tring (Bic M5) 23.3%
DR6 Nguoi da tring (Bic My) 26,7%
DR7 Nguoi da trdng (Bic M) 24,8%
DRS$ Ngudi da tring (Bic M¥) 5,7%
DR9 Nguoi da tring (Bic M¥) 2,1%
DRI Nguoi (Bic) My gbe Phi 13,20%
DR2 Nguoi (Bic) My gbe Phi 29,80%
DR3 Nguoi (Bic) M§ gbe Phi 24,80%
DR4 Nguoi (Béc) My gbe Phi 11,10%
DR5 Nguoi (Béc) My gbe Phi 31,10%
DR6 Nguoi (Bic) My gbe Phi 33,70%
DR7 Nguoi (Bic) My gbe Phi 19,20%
DRS$ Nguoi (Bic) My gde Phi 12,10%
DRY Ngudi (Bic) My gbc Phi 5,80%
DR1 Nguoi (Bic) My gbe A 6,80%
DR2 Nguoi (Bic) My gbc A 33,80%
DR3 Ngudi (Bic) My gbe A 9,20%
DR4 Nguoi (Bic) My gbe A 28,60%
DR5 Ngudi (Bic) My gbc A 30,00%
DR6 Ngudi (Béc) My gbe A 25,10%
DR7 Nguoi (Bic) My gbe A 13,40%
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DRS Ngudi (Bic) My gbe A 12,70%
DRY Nguoi (Béc) My gbc A 18,60%
DR1 Nguoi (Bic) My La-tinh 15,30%
DR2 Ngudi (Bic) M La-tinh 21,20%
DR3 Nguoi (Bic) My La-tinh 15,20%
DR4 Ngudi (Bic) My La-tinh 36,80%
DR5 Nguoi (Bic) My La-tinh 20,00%
DR6 Ngudi (Bic) M La-tinh 31,10%
DR7 Nguoi (Bic) My La-tinh 20,20%
DRS Ngudi (Bic) My La-tinh 18,60%
DR9 Ngudi (Bic) My La-tinh 2,10%
A*24 Nguoi Philippin 65%
A*24 Nguoi Nenets & Nga 61%
A*24:02 Nguoi Nhat Ban 59%
A*24 Nguoi Malaysia 58%
A*24:02 Nguoi Philippin 54%
A*24 Nguoi An Do 47%
A*24 Ngudi Han Qudc 40%
A*24 Nguoi Sri Lanka 37%
A*24 Ngudi Trung Qubc 32%
A*24:02 Nguoi An Do 29%
A*24 Nguoi Tay Uc 22%
A*24 Ngudi M§ 22%
A*24 Nguoi Samara & Nga 20%
A*24 Nguoi Nam My 20%
A*24 Nguoi chau Au 18%

Tét hon, néu khi duge dua vao vacxin theo sang ché, cac peptit theo séng ché
nhu duge md ta & day gin két v6i alen A*02. Vacxin cling ¢6 thé chita cac peptit clia
MHC nhém II gén két-pan. Do d6, vacxin theo sang ché c6 thé dugc st dung dé diéu

tri bénh ung thu & cac bénh nhan c6 A*02 duong tinh, trong khi khong can lua chon

d6i véi alotyp cia MHC nhém II do tinh chét lién két—pan cta cac peptit nay.

Néu céc peptit A*02 theo sdng ché dugc két hop vdi cac peptit gan két véi alen
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khéc, vi du A*24, ty 16 % quin thé bénh nhén bit ky c6 thé dugc diéu trj 1a cao hon so
v6i viée chi st dung alen cia MHC nhom I. Trong khi & phan 16n cdc nhém bénh
nhan, ¢6 it hon 50% bénh nhin c6 thé dugce didu tri bang chi mot alen, vacxin chira
cac epitop HLA-A*24 va HLA-A*02 c6 thé diéu tri cho it nhat 60% bénh nhan trong
quin thé lién quan bat ky. Cu thé, ty 18 % bénh nhén sau day s& duong tinh véi it nhat
mdt trong sb cac alen nay & cac ving khac nhau: ngudi M§ 61%, ngudi Tay Au 62%,
ngudi Trung Qude 75%, ngudi Han Qudc 77%, ngudi Nhat Ban 86% (tinh theo trang
web www.allelefrequencies.net).

Theo mdt phuong an dugc wu tién, thudt nglt “trinh ty nucleotit” dé chi di
polyme cua deoxyribonucleotit.

Trinh tu nucleotit ma héa peptit, oligopeptit, hodc polypeptit cu thé c6 thé co
trong tw nhién hodc ching c6 thé duge tao chu triic bang phuong phap téng hop. N6i
chung, cac doan ADN ma héa peptit, polypeptit, va protein theo sing ché nay duoc
ghép tir cdc doan ADN bd tro va nhém lién két oligonucleotit ngén, hodc tir chudi cac
oligonucleotit, d tao ra gen téng hop c6 kha ning duoc biéu hién & don vi phién ma
tai td hop chira cac yéu t6 didu hoa c6 ngudn gdc tir operon clia vi sinh vét hogc virut.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “nucleotit ma hoa (hodc giai
ma hoa) peptit” dé chi trinh tw nucleotit ma hda peptit bao gdm céc codon khdi dau va
két thuc khong tu nhién (nhan tao) twong hop dugc véi hé sinh hoc, trinh tu can dugc
biéu hién béi, vi du, t& bao dudi gai hodc hé té bao khic hitu ich cho viéc tao ra thy thé
TCR.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, su vién din dén trinh tu axit nucleic
bao gém ca axit nucleic soi don va soi kép. Do do, trir khi ngit canh chi rd theo cidch
khac, trinh tu cu thé, vi du d6i véi ADN, dé chi ADN soi don ctia trinh tur ndy, bo d6i
cta trinh ty nay cung véi trinh tw bd tro ctia n6 (ADN soi kép) va trinh tur bd tro cua
trinh ty nay.

Thuat ngit “ving ma héa” d& chi phan gen mi héa ty nhién hodc binh thuong
d6i v6i san phdm biéu hién cua gen nay trong moi truong hé gen ty nhién clia né,
nghia 1a ving mi héa in vivo ciia san pham biéu hién nguyén thé clia gen nay.

Ving mé héa c6 thé ¢6 ngudn gdc tir gen khong dot bién (“gén binh thuong”),
gen dugc dot bién hoic gen dugc bién ddi, hodc tham chi c6 thé co nguén géc tr trinh

tu ADN, hodc gen, dugc tong hop hoan toan trong phong thi nghiém bing céach st
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dung cac phuong phép ma nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc téng hop ADN
da biét.

Thuat ngtt “san phdm biéu hién” dé chi polypeptit hodc protein 1a san phim
dich ma tu nhién ctia gen va trinh tw axit nucleic bat ky ma héa cac dang twong duong
do hién tugng thodi hoa ma di truyén gay ra va do d6 ma héa chinh (c4c) axit amin.

Thuat nglt “doan”, khi dé chi trinh ty ma héa, c6 nghia Ia phén ADN chtra
vung mi hda hoan toan it hon trong do san phim biéu hién gin nhu giit lai duge chirc
nang hoac hoat tinh sinh hoc gibng nhu san pham biéu hién cta ving ma héa hoan
toan.

Thuéat nglt “doan ADN” dé chi polyme ADN, & dang doan riéng biét hodc lam
thanh phin ctia c4u tric ADN 16n hon, ¢6 ngudn gbc tir ADN phan 1ap duoce it nhét
mot 1an & dang gén nhu tinh khiét, nghia la khong chtra cac chét ndi sinh va véi luong
hoéc né)ng d6 cho phép xéac dinh, thao tac, va thu hoi doan mach va cac trinh tu
nucleotit thanh phén ctia né bang phwong phip héa sinh chudn, vi du, bang cach st
dung vecto tdch dong. Céc doan mach nay duoc tao ra & dang khung doc mé khdng bi
dirt quing béi céc trinh tu khéng dich ma bén trong, hodc intron thudng c6 mét trong
c4c gen c6 nhan dién hinh. Trinh tu cia ADN khéng dich ma ¢6 thé c6 mat & phia sau
khung doc m& nay, trong d6 né khoéng can thiép vao viéc thao tic hodc su biéu hién
cua cac vung ma hoa.

Thuat nglt “doan mdi” dé chi trinh tu axit nucleic ngén 6 thé duoc ghép cdp
v61 mot soi ADN va tao ra dau 3'-OH tu dQ ma & d6 ADN polymeraza b4t dau qua
trinh téng hop chudi deoxyribonucleotit.

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

Thuat ngft “duoc phan 1ap” d& chi chat dugc tich ra khéi méi trudng ban dau
ctia n6 (vi du, moéi truong tu nhién, néu né co trong tw nhién). Vi du, khong phan lap
duge polynucleotit hodc polypeptit ¢é trong tu nhién c6 mit & dong vat séng nhung
phan 14p duoc chinh polynucleotit hodc polypeptit nay, duoc tach ra tir mot phan hoic
toan bd cac chét cung ton tai trong hé tu nhién. Céc polynucleotit nay cé thé 1a mot
phan ctia vecto va/hodc céc polynucleotit hodc polypeptit nay co thé 1a mot phan ctia
hdn hop, va van dugc phéan 1ap sao cho vecto hodc hdn hop nay khong 1a mot phan

cuia moi truong tu nhién cua no.
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Céc polynucleotit, va polypeptit tai t6 hop hodc polypeptit sinh mién dich,
duoc bde 16 theo sdng ché cling c6 thé & dang “dugc tinh ché”. Thuat ngit “duogc tinh
ché” khong cin phai 13 tinh khiét tuyét d6i; thay vao d6, thuat ngit nay duoc dy dinh
1a dinh nghia trong dbi, va c6 thé bao gdm ci cac ché pham duge tinh ché & muc cao
hodc ché phim chi duoc tinh ché mét phin, nhu cac thudt ngit duge hiéu béi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Vi du, cac dong v6 tinh riéng biét dugc phin
lap tir thu vién ADN bd trg di duoc tinh ché theo quy uéc dén do dong nhét dién di.
Viéc tinh ché nguyén liéu ban d4u hoidc nguyén liu tu nhién dén it nhit mot khoang
gia tri, t8t hon néu 14 hai hoic ba khoang, va t6t hon nita néu 14 bbn hodc nim khoang
gia tri dugce du dinh rd rang. Ngoai ra, t5t hon néu polypeptit theo sang ché c6 do tinh
khiét 99,999%, hodc it nhit 99,99% hodc 99,9%; va tham chi tot hon 1a bang 99%
trong luong hoac cao hon dugce du dinh rd rang.

Céac axit nucleic va san phém biéu hién polypeptit duoc boc 16 theo sang ché,
cling nhu céc vecto biéu hién chita céc axit nucleic va/hodc polypeptit ndy, c6 thé &
“dang dugc lam giau”. Khi duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat nglt “duoc lam
giau” c6 nghia 1a ndng do ciia chét nay it nhit gip khoang 2, 5, 10, 100, hodc 1000 lan
néng d6 tu nhién cta noé (vi du), cé lgi néu lugng chét nay béng 0,01% trong luong,
t6t hon néu it nhat bing khoang 0,1% trong lugng. Ché phim duogc lam gidu véi lugng
khoéang 0,5%, 1%, 5%, 10%, va 20% trong luong cling dugce dy dinh. C6 loi néu cac
trinh tu, cdu tric, vecto, dong vo tinh, va cac vat liéu khéc theo sang ché c6 thé & dang
duoc lam giau hodc duge phén 1ap. Thuat ngit “doan mach c6 hoat tinh” dé chi doan
mach, thudong 14 cla trinh tw peptit, polypeptit hogc axit nucleic, dé tao ra dp tmg
mién dich (nghia 13 ¢ hoat tinh sinh mién dich) khi dugc stt dung, mdt minh hodc tiy
y voi ta dugce thich hop hodc trong vecto, cho dong vat, nhu dong vat c6 vi, vi du, thé
hodc chudt, va con bao gdm ca ngudi, dép ing mién dich nay & dang kich thich dap
ung cua té bao T trong dong vat dugc diéu tri, nhu ngudi. Theo cich khac, "doan
mach c6 hoat tinh" ciing ¢6 thé duoc st dung dé gy ra dap tmg ciia té bao T in vitro.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, cac thuat nglt “phén”, “doan mach” va
“doan” khi duoc st dung lién quan dén polypeptit, d chi trinh tu lién tuc cia cac gbe,
nhu géc axit amin, trinh tu nay tao thanh phan nhém cua trinh tu 16n hon. Vi dy, néu
polypeptit dugc ding dé didu tri voi enzym bét ky trong sé cac enzym endopeptidaza
thong thuong, nhu trypsin hodc chymotrypsin, céc oligopeptit tao thanh tlr viéc diéu
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tri nay sé la cac phén, doan mach hoac doan cta polypeptit ban dau. Khi duoc st dung
lién quan dén polynucleotit, cac thuat ngit nay d& chi cac san phim dugc tao ra khi
diéu tri bing céac polynucleotit nay cing véi endonucleaza bat ky.

Theo séng ché, thuat nglt “ty 1€ % do d@)ng nhét” hodc “ty 1€ % muc do giéng”,
khi lién quan dén trinh tu, c6 nghia la trinh tu dugc so sanh voéi trinh tu yéu cau bao
hd hodc trinh tu dugc mo ta sau khi dong thing hang trinh tu can duoc so sanh (“trinh
tu dugce so sanh”) véi trinh tu dugc mo ta hodc trinh tu yéu ciu bao ho (“trinh tir tham

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

trong d6 C 1a s6 luong su khac biét gitta trinh tu tham chiéu va trinh tu so sanh
theo chidu dai dong thing hang giita trinh tw tham chiéu va trinh tu so sénh, trong d6

(i) mbi bazo hoic axit amin trong trinh tu tham chiéu khéng c6 bazo hodc axit
amin duoc dong thing hang tuong tng trong trinh tu so sanh va

(i) mdi khoang tréng trong trinh tu tham chiéu va

(iii) mdi bazo hodc axit amin dugc déng thing hang trong trinh tu tham chiéu
la khac véi bazo hoac axit amin dugc dong théng hang trong trinh tu so sanh, tao
thanh su khac biét va

(iiii) viéc dong thing hang cin bit dau & vi tri 1 clia céc trinh tu duge déng
thing hang;

va R 12 s6 luong bazo hodc axit amin trong trinh ty tham chiéu trong chiéu dai
khi dong thang hang véi trinh tu so séanh c6 khoang trbng bat ky duoc tao ra trong
trinh tu tham chiéu cling duoc tinh nhur baso hodc axit amin.

Néu c6 su déng thing hang gitta trinh tu so sanh va trinh tu tham chiéu ma ty 1¢
% d0 ddng nhét nhu tinh duoc trén ddy 13 bing hoic cao hon ty 1& % d6 dong nhét i
thiéu theo 1y thuyét thi trinh tu so sanh c6 ty 1& % d6 dong nhét i thiéu theo ly thuyét
v6i trinh ty tham chiéu, mac du c6 thé c6 su déng thing hang trong do6 ty 1& % do
ddng nhét tinh dugc nhu trén day 1a nho hon ty 16 % d6 dong nhat theo 1y thuyét.

Do d6, nhu da néu trén déy, sang ché dé cap dén peptit chira trinh twr dugc chon
tir nhém bao gdm céc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54 hoic bién thé cia
n6 c6 muc do tuong ddng 88% véi cac trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54,
hodc bién thé ctia n6 ma s& giy ra phan tmg chéo cta t& bao T véi peptit ndy. Cac

peptit theo sang ché c6 kha ning gan két v6i phén tir ctia phitc hop twong thich mo
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chinh (MHC) nhém -I & ngudi hoac phién ban kéo dai cua céc peptit nay véi nhom I1.

Theo sang ché, thuat ngit “d6 tuong déng™ dé chi mirc do dong nhét (xem ty 1
% d6 ddng nhét trén day) gifta c4c trinh tur clia hai trinh tu axit amin, nghia 1a trinh tu
peptit hodc trinh tuy polypeptit. Thudt ngt “do tuong d6ng” néu trén duge x4c dinh
bang cach so sanh hai trinh ty duge dong thing hang trong didu kién t6i wu so véi cac
trinh tu can duoc so sanh. Do tuong d@)ng v& trinh tu nay cé thé dugce tinh toan béng
cach tao ra su déng théng hang, vi du, béng cach st dung thuat toan ClustalW.
Chuong trinh phin mém phan tich trinh tu ¢6 ban trén thi trudng, cu thé hon 1a Vector
NTI, GENETYX hodc cic cong cu phén tich khac duoc cung cép theo co s¢ dit liéu
da cong bo.

Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& c6 thé danh gia xem céc té
bao T duge tao boi bién thé cta peptit ddc hiéu s€ co thé phan tmg chéo véi chinh
peptit nay hay khong (Appay et al., 2006; Colombetti et al., 2006; Fong et al., 2001;
Zaremba et al., 1997).

Thuat ngft "bién thé" ctia trinh tw axit amin nhat dinh theo séng ché c6 nghia 1a
cac mach bén cua, vi du, mot hoac hai géc axit amin dugc thay dbdi (vi dy, béng cach
thay thé ching bang mach bén cta gbc axit amin c6 trong tw nhién khéc hodc mot sb
mach bén khac) sao cho peptit nay sé& c6 kha ning gan két v6i phan tit HLA theo cach
gan giéng nhu peptit gdm céc trinh ty axit amin nhit dinh bao gdm céc trinh tu tir
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54. Vi du, peptit c6 thé dugc ci bién sao cho né it
nhét 1a duy tri, néu khong cai thién, kha ning twong tac v6i va gan két v6i ranh gin
két cua phéan t&t MHC thich hgp, nhu HLA-A*02 hodc -DR, va theo céch sao cho no it
nhét 1a duy tri, néu khong cai thién, kha nang gin két v6i thu thé TCR ciia cac t& bao
T hoat hoa.

Sau do, cac té bao T nay c6 thé phan tmg chéo véi té bao va ticu diét t& bao
biéu hién polypeptit chira trinh tu axit amin tu nhién cta peptit cting ngudn géc nhu
dugce xac dinh theo cac khia canh cua séng ché. Nhu c6 thé thu duogc tir tai liéu khoa
hoc va céc co s¢ dit liéu (Rammensee et al., 1999; Godkin et al., 1997), mét sb vi tri
nhét dinh cta cac peptit gin két HLA thuong 1a gc dang neo tao ra trinh tu ctia nhan
khép véi motif gén két cta thu thé HLA, duoc xac dinh béng déc tinh phan cyc, tinh
chat dién vat 1y, ky nudc va cdu hinh khong gian ctia cac chudi polypeptit tao thanh

rAnh gin két. Do d6, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ndy s& c6 thé cai
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bién trinh tu axit amin néu trong cac trinh tw tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54,
bing cach gift nguyén cac gbc dang neo da biét, va s& c6 thé xac dinh xem cac bién
thé nay c6 duy tri kha ning gin két véi cac phan tt MHC nhém I hodc II hay khong.
Céc bién thé theo sang ché van duy tri khi ning gén két voi thu thé TCR cua cac té
bao T hoat héa, ma sau d6 chung c6 thé phan tng chéo véi t& bao va tiéu diét t bao
biéu hién polypeptit chira trinh trr axit amin tw nhién ctia peptit cing ngudn gbc nhu
duoc xac dinh theo céac khia canh ctia sang ché.

Cac peptit gbe (khong duoc cai bién) nhu duge boc 16 & day c6 the duge cai
bién béng cach thay thé mot hodc nhiéu géc & cac vi tri khac nhau, cé thé chon loc,
trong chudi peptit, néu khong duoc chi 18 theo cach khac. Tét hon, néu su thay thé cac
gbc nay nam & dau cua chudi axit amin. Sy thay thé nay c6 thé c6 tinh chét bao toan,
vi du, khi mot axit amin dugc thay thé béng axit amin c6 ciu truc va dic tinh tuong tu,
nhu khi axit amin ky nuéc duge thay thé bing axit amin ky nudc khac. Tham chi su
thay thé axit amin c6 kich thu6c hogc tinh chit héa hoc va kich thudc gidng nhau hodc
tuong tu s& dugc bao toan hon, nhu khi leuxin dugc thay thé bang isoleuxin. Trong
c4c nghién ctu vé su thay d6i trinh tu & ho céc protein ddng dang c6 trong tu nhién,
su thay thé axit amin nhét dinh thuong dugc dung nap hon so véi céc loai khac, va su
thay thé nay thuong c6 twong quan véi tinh twong tu vé kich thude, dién tich, tinh
phén cuc, tinh ky nudc gifta axit amin gbc va sy thay thé ctia né va day 1a co s& cho
viéc xéc dinh “sy thay thé bao toan”.

Su thay thé bao toan & ddy dugc xic dinh 1a su trao dbi trong mot trong nam
nhém sau: Nhém 1-cac gbe nho, béo, khéng phan cuc hodc phan cuc khong dang ké
(Ala, Ser, Thr, Pro, Gly); Nhom 2-c4c géc phén cuc, ¢ dién tich am va cac amit cua
ching (Asp, Asn, Glu, Gln); Nhém 3-céc gbc phan cuc, c6 dién tich duong (His, Arg,
Lys); Nhom 4-cac gdc 16m, béo, khong phan cuc (Met, Leu, Ile, Val, Cys); va Nhém
5-cac gbc 16n, thom (Phe, Tyr, Trp).

Su thay thé it bao toan c6 thé lién quan dén su thay thé clia mot axit amin bang
axit amin khéc c6 cdc tinh chat twong tu nhung c6 khac biét nhét dinh vé kich thuée,
nhu su thay thé alanin bang gdc isoleuxin. Su thay thé khong bao toan & murc cao cb
thé lién quan dén sy thay thé axit amin c6 tinh axit bing axit amin phan cuc, hodc
tham chi bang axit amin c6 tinh bazo. Tuy nhién, sy thay thé “gbc” nay khong thé bi

loai bo khi c¢6 thé khong hiéu qua do cac hiéu qua héa hoc khong hoan toan du doan
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duoc va su thay thé géc cling c6 thé 1am tang hiéu qua may mén khong du doén dugc
tlr cac nguyén ly héa hoc don gian.

TAt nhién 12 su thay thé nay c6 thé lién quan dén ciu trac chtr khong phai L-
axit amin théng thuong. Do d6, D-axit amin c6 thé duoc thay thé cho L-axit amin
thuong duge tim thiy trong cc peptit ciia khang nguyén theo sang ché va ciling van
duoc bao gém trong ban mo ta sang ché nay. Ngoai ra, cac axit amin khong chuén
(nghia 12 khong phai cic axit amin tao thanh protein c6 trong ty nhién thong thudng)
cling co thé duoc st dung cho muc dich thay thé dé tao ra chat sinh mién dich va
polypeptit gdy mién dich theo séng ché.

Néu su thay thé & nhiéu hon mét vi tri duoc phat hién 12 tao ra peptit cé hoat
tinh khang nguyén 16n hon hodc gan nhu tuong dwong nhu duoc xac dinh dudi day, tb
hop cta céc thay thé nay s& dugc thir nghiém d8 xac dinh xem su thay thé két hop c6
tao ra tac dung bd sung hoic tac dung hiép déng dbi véi tinh khang nguyén clia peptit
hay khong. Téi da c6 khong qué 4 vi tri trong peptit s& duge thay thé dong thoi.

Peptit chil yéu bao gdm trinh tw axit amin nhu duge x4c dinh trén day c6 thé co
mdt hodc hai axit amin dang khong neo (xem phan duéi day lién quan dén motif dang
neo) duoc trao d6i ma khéng c6 kha niang gin két véi phan tr cta phitc hop tuong
thich md chinh (MHC) nhém-I hodc nhém-II & ngudi bi thay déi dang ké hodc bi anh
hudng tiéu cuc, so véi peptit khong duge cai bién. Theo phuong 4n khéc, & peptit chu
yéu bao gém trinh tu axit amin nhu dugc xac dinh ¢ day, mot hodc hai axit amin c6
thé duoc trao ddi voi cac dbi tac trao ddi bao toan clia ching (xem phan dudi ddy) ma
khong c6 kha ning gin két véi phan tir clia phitc hop tuong thich mé chinh (MHC)
nhém-1 hodc nhém—1II & ngudi bi thay dbi dang ké, hoic bi anh hudng tiéu cuc, khi so
sénh v6i peptit khong duoc cai bién.

Cac gbc axit amin khong gép phan déng ké vao su tuong tic véi thy thé té bao
T ¢6 thé duge cai bién bing cach thay thé bing cac axit amin khac ma sy két hop nay
khong lam anh hudng dang ké dén kha ning phan ting ctia t& bao T va khong lam mat
su gan két véi MHC thich hop. Do d6, ngoai céc diu kién da dua ra, peptit theo séng
ché c6 thé 1a peptit bat ky (theo thuat ngft bao gdm oligopeptit hozc polypeptit), bao

gdm cac trinh ty axit amin hodc phan hodc bien thé ctia n6é nhu da néu.

Béng 6: Cac bién thé va motif ctia peptit theo c4c trinh tw SEQ ID NO: 1, 3, va
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Vi tri 2 3|45 67 8109
SEQ ID NO. 1 LIL|D|N|L | H|D|L
Bién thé \Y%
I
A
M \Y%
M I
M
M A
A \Y%
A I
A
A A
\Y% \Y%
\Y% I
v
\Y% A
T \Y%
T I
T
T A
Q \Y%
Q I
Q
Q A
Vi tri 213|456 7|89
SEQ ID NO. 3 LID|G|A|T|Y|T]|V
Bién thé I
L
A
M
M I
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Bién thé
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Céc peptit dai hon (dugc kéo dai) cling c6 thé thich hop. Cac epitop ctia MHC
nhém I, mic du thudng c6 tir 8 dén 11 axit amin trong chidu dai mach, ciing c6 thé
dugc tao ra bing cach xur Iy peptit tir cac peptit hodc protein dai hon bao gdm epitop
thuc t&. Tt hon, néu céc gbc ndm ria epitop thuc té 1a cac gbc gan nhu khong anh
huéng dén sy phan giai protein cn thiét dé tiép xuc véi epitop trong khi xtt ly.

Céc peptit theo sang ché c6 thé dugc kéo dai t61 da 4 axit amin, nghia 13 1, 2, 3
hodc 4 axit amin ¢6 thé dugc bd sung vao mot trong hai dau theo t6 hop bat ky nim
trong khoang tir 4:0 dén 0:4. T6 hop bét ky ctia viée kéo dai theo sang ché c6 thé duoc
tim thiy trong Bang 7.

Bang 7: T6 hop ctia vide kéo dai peptit theo sang ché

Dau tan ciing C Pau tin cing N

4 0

3 0 hoac 1

2 0 hodac 1 hoac 2

1 0 hodc 1 hoac 2 hoac 3

0 0 hoac 1 hoac 2 hoac 3 hoac 4
Pau tn cuing N Pau tan cung C

4 0

3 0 hodc 1

2 0 hodc 1 hoac 2
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Dau tan cling C Dau tan cling N
1 0 hodc 1 hoac 2 hoac 3
0 0 hoac 1 hodc 2 hoac 3 hoac 4

Céc axit amin dé kéo dai/mé rong c6 thé 13 peptit c6 trinh tw gdc cia protein
hodc (c4c) axit amin khéc bit ky. Su kéo dai c6 thé duoc st dung dé 1am gia ting do
6n dinh hosc d6 tan clia peptit.

Do d6, céc epitop theo sang ché c¢6 thé gidng véi cac epitop c6 trong tu nhién
lién quan dén khdi u hodc dic hidu véi khdi u hodc cé thé bao gdm cac epitop khic
biét khong qua bdn gbe so voi peptit tham chiéu, mién 1a chiung c6 hoat tinh khéng
nguyén gan nhu giéng nhau.

Theo phuong an khac, peptit dugc kéo dai trén mot hodc cd hai phia bdi nhiéu
hon 4 axit amin, t6t hon 1 ¢6 téng chidu dai 1én dén 30 axit amin. Peptit nay c6 thé
tao ra cac peptit gin két v6i MHC nhém II. Sy gin két véi MHC nhém II c6 thé dugc
thir nghiém bang céc phuong phap di biét trong linh vuc nay.

Theo d6, sang ché dé cap dén cac peptit va bién thé cia epitop ciia MHC nhém
I, trong d6 peptit hodc bién thé nay c6 tir 8 dén 100 axit amin, tot hon 13 c6 tir 8 dén
30 axit amin, va duoc wu tién nhét 12 ¢6 tir 8 dén 14 axit amin, cu thé 1a ¢6 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 axit amin trong toan bd chiéu dai mach, trong trudong hop cac peptit gan
két v6i nhom IT duoc kéo dai, né cling ¢6 thé c6 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 hodc 22 axit
amin trong chidu dai mach.

T4t nhién 13 peptit hodc bién thé theo sang ché s& c6 kha niang gin két v6i phan
tir ctia phtre hop tuong thich mé chinh (MHC) nhém I hodc II & nguoi. Su gan két ctia
peptit hodic bién thé véi phirc hop MHC c6 thé dugc thir nghiém bing cic phuong
phép da biét trong linh vuc nay.

Tét hon, néu khi céc t& bao T dic hiéu véi peptit theo sang ché dugc thir
nghiém dbi vi peptit dugc thé, ndng do peptit ma khi d6 céc peptit da thé dat mot nira
mire ting t6i da trong qué trinh phan giai so v6i ndng d6 tic thoi 1a khong nhidu hon
khoang 1mM, t6t hon 14 khong nhiéu hon khoang 1uM, tt hon nita 1a khong nhiéu
hon khoang 1nM, va van t&t hon nita 12 khéng nhiéu hon khoang 100pM, va t6t nhét
1a khong nhiéu hon khoang 10pM. Ciing duoc uu tién néu peptit di thé dugc nhan biét

boi cée té bao T tir nhiéu hon mét dbi tuong, it nhat 1a hai, va tot hon nita 1a ba déi
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tuong.

Theo mdt phuong 4n duoc dic biét wu tién cla sdng ché, peptit bao gém hoic
cht yéu bao gbdm trinh tur axit amin theo trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
54.

Thuat ngir “cht yéu bao gdm” sé& c6 nghia 13, ngoai trinh tu theo trinh tu bat ky
trong sb cac trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54 hoic bién thé ctia no,
peptit theo sang ché chita cic doan axit amin nim & dau tan cling N- va/hoic C bd
sung 1a cac doan khong nhit thiét tao thinh mot phan ciia peptit c6 chirc ning lam
epitop dbi véi epitop ciia phan tir MHC.

Tuy nhién, cic doan nay c6 thé 1a quan trong d dua hiru hidu peptit theo sang
ché vao té bao. Theo mét phuong 4n clia sang ché, peptit 1a mot phan cta protein dung
hop bao gbém, vi du, 80 axit amin & dAu tan cing N ctia chudi bit bién lién quan dén
khang nguyén HLA-DR (p33, trong phan “Ii” sau dy) khi c6 ngudn gbc tir NCBI, ma
s truy cap ngan hang gen 1a X00497. Trong céc san phdm dung hop khac, peptit theo
sang ché c6 thé dugce dung hop véi khang thé nhu duge mé ta & day, hoic phan chtc
nang cta nd, cu thé 13 vao trinh tu cta khang thé, dé duoc hudng dich dic hidu béng
khéng thé nay, hodc vi du, dung hop véi hodc vao khéng thé dic hiéu voi t& bao dudi
gai nhu duge mo ta ¢ day.

Ngoai ra, peptit hodc bién thé c6 thé duoc cai bién thém dé cai thién d6 6n dinh
va/hoac su gén két véi cac phéan tt MHC dé tao ra mirc d6 dap tmg mién dich manh
hon. Céc phuong phap dé tdi wu héa trinh tu peptit nay la da duoc biét 16 trong linh
vuc nay va bao g@)m, vi du, viéc dua lién két peptit nguoc hodc lién két khoéng phai
peptit vao.

Trong lién két peptit nguoc, cac gdc axit amin khong duge lién két bang céc
lién két peptit (-CO-NH-) ma lién két peptit ndy bi ddo nguoc. Cac chit bat chude
peptit nguoc-ddo nguoc nay co thé duoc tao ra bang cach st dung cc phuong phép da
biét trong linh vuc nay, vi du nhu cac chét dugc mb ta trong tai liéu ctia Meziere va
céc dong tac gia (1997) (Meziere et al., 1997), tai liéu nay dugc dua vao day bang
céch vién din. Phuong phép nay lién quan dén viéc tao ra chat gia peptit c6 su thay
dbi lién quan dén khung chinh, va khong c6 sy dinh hudéng ciia mach bén. Tai liéu ctua
Meziere va cac dong tac gia (Meziere et al., 1997) cho thdy ring su gin két véi MHC

va cac dap tmg cia té bao T hd trg, cac chat gid peptit nay 1a hitu ich. Cac peptit
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nguoc-dao nguoc, chira céc lién két NH-CO thay cho lién két peptit CO-NH, c¢6 do
bén v6i su phan giai protein tot hon.

Cac lien két khong phai peptit 1a, vi du, -CH,-NH, -CH,S-, -CH,CH,-,
-CH=CH-, -COCH,-, -CH(OH)CH,-, va -CH,SO-. Bing doc quyén sang ché My sb
US 4.897.445 @ xuit phuong phap téng hop pha ran cta cac lién két khong phai
peptit (-CH,-NH) trong chudi polypeptit, phuong phap nay lién quan dén viéc cac
polypeptit duoc tdng hop bing phuong phap chuin va céc lién két khong phai peptit
nay duogc tong hop bing cach cho aldehyt amin phan ting véi axit amin véi su c6 mit
cia NaCNBH;.

Céc peptit chtra trinh tu dwoc mo ta trén day ¢ thé duoc tong hop bang cac
nhém héa hoc bd sung cé mat & dau tan cung amino va/hodc carboxy cua chiing, dé
lam tang d6 dn dinh, do sinh kha dung, va/hodc ai luc cda céc peptit. Vi du, cdc nhdm
ky nuéc nhu nhém carbobenzoxyl, dansyl, hodc t-butyloxycacbonyl c6 thé duge bd
sung vao diu tin clng amino ciia peptit. Twong tu, nhém axetyl hoic nhém 9-
florenylmetoxy-cacbonyl ¢ thé duoc thay thé & du tin cling amino ctia peptit. Ngoai
ra, nhém ky nudce, nhém t-butyloxycacbonyl, hosic nhém amido c¢é thé duge bé sung
vao dau tan cling carboxy clia peptit.

Ngoai ra, céc peptit theo sang ché ciing c6 thé duogc téng hop dé 1am thay déi
cAu hinh khong gian ctia chiing. Vi dy, chit ddng phan D ctia mot hodc nhiéu gbe axit
amin ctia peptit c6 thé dugc sir dung, chir khong phai chat ddng phan L. Hon nita, it
nhit mot trong s& cac gdc axit amin cua peptit theo sang ché c6 thé dugc thay thé
bing mot trong sb cac gbe axit amin khong co trong tu nhién da biét 5. Cac thay dbi
nhu néu trén c6 thé ding dé l1am gia ting d6 6n dinh, d6 sinh kha dung va/hodc tac
dung gan két ciia cac peptit theo sang ché. _

Tuong tu, peptit hodc bién thé theo sang ché c6 thé dwoc cai bién bing phuong
phép héa hoc biang cach cho céc axit amin dic hidu phan tng trudce hodc sau khi téng
hop peptit. Vi du v& cac cai bién nay 1a d duoc biét 15 trong linh vuc nay va duge
tom tit, vi du trong tai liéu: R. Lundblad, Chemical Reagents for Protein
Modification, 3rd ed. CRC Press, 2004 (Lundblad, 2004), tai liéu nay dugc dua vao
day béng cach vién dan. Su cai bién hoa hoc cua axit amin bao g@)m, nhung khéng chi
gi6i han &, cai bién bang cach axyl héa, amit héa, pyridoxyl héa lysin, alkyl héa khtr,

trinitrobenzyl hoa cdc nhém amin bang axit 2,4,6-trinitrobenzen sulphonic (TNBS), su
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cai bién amit cua cac nhém cacboxyl va cai bién sulphydryl bing cich oxy héa
xystein béng axit thanh axit xysteic, su tao ra cac din xuét co6 thuy ngén, sy tao ra
disulfua hdn hop bing céc hop chat thiol khic, sw phin tng véi maleimit,
carboxymetyl hoa bing axit iodoaxetic hodc iodoaxetamit va carbamoyl héa bang
xyanat véi do pH c6 tinh kiém, tuy nhién khong chi giéi han & cac cai bién nay. Vé
mat nay, ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay cé thé tham khao tai lidu:
Chapter 15 of Current Protocols In Protein Science, Eds. Coligan et al. (John Wiley
and Sons NY 1995-2000) (Coligan et al., 1995) vé phuong phép c6 pham vi rong hon
lién quan dén su cai bién héa hoc cua cac protein.

Tém lai, su cai bién, vi du, cua cac géc arginyl trong protein thuong dua trén
phéan Ung cia cac hop chét vixinal dicacbonyl nhu phenylglyoxal, 2,3-butanedion, va
1,2-xyclohexandion d& tao ra san phim cong. Vi du khic 1a phin Ung cla
metylglyoxal v6i cac gbc arginin. Xystein c6 thé duoc cai bién ma khong cai bién
d6ng thoi cac vi tri 4i nhan khac nhu lysin va histidin. Két qua 1a luong 16n céc chat
phan tmg c6 thé st dung dé cai bién xystein. Website clia cac cong ty nhu Sigma-
Aldrich (http://www.sigma-aldrich.com) cung cép thong tin vé cac chat phan tmg dic
hiéu.

Viéc khit chon loc lién két disulfua trong protein cling la viéc phé bién. Cac
lién két disulfua c6 thé duoc tao ra va oxy héa trong qua trinh xir 1y nhiét ddi véi duge
phim sinh hoc. Chét phan tmg K ciia Woodward ¢6 thé duoc sir dung dé cai bién cac
gbc axit glutamic dac hiéu. Hop chét N-(3-(dimetylamino)propyl)-N’-etylcarbodiimit
¢6 thé duoc st dung dé tao ra cc lién két ngang ndi phan tir gitra gbc lysin va gdc axit
glutamic. Vi duy, dietylpyrocacbonat 1a chat phan tGng dé cai bién céc gbe histidyl
trong protein. Histidin cing c6 thé dwoc cai bién bing cich st dung 4-hydroxy-2-
nonenal. Phan tmg cta cac gdc lysin va cac gbc a-amin khac chang han 13 hitu ich
trong su gin két cia peptit v6i bé mat hodc su lién két ngang ctia cdc protein/peptit.
Lysin 1a vi trf lién két cia poly(etylen)glycol va vi tri cai bién chinh trong qu4 trinh
glycosyl hda cta céc protein. Cac gbc methionin trong protein c6 thé dugc cai bién
béng, vi du, iodoaxetamit, bromoetylamin, va cloamin T.

Tetranitrometan va N-axetylimidazol ¢ thé dugc str dung dé cai bién céc gbc
tyrosyl. Su tao lién Kkét ngang béng cach tao ra dityrosin co thé duoc thue hién voi cac

ion hydro peroxit/dong.

-49-



34981

Cac nghién ctru gin day déi voi sw cai bién tryptophan di st dung N-
bromosucxinimit, 2-hydroxy-5-nitrobenzyl bromua hodc 3-bromo-3-metyl-2-(2-
nitrophenylmercapto)-3H-indol (BPNS-skatol).

Su céi bién thanh cong céc protein va peptit didu tri bénh bang PEG thudng 6
lién quan dén sy kéo dai thoi gian ban hity tudn hoan trong khi tao lién két ngang cua
protein bang glutaraldehyt, polyetylen glycol diacrylat va formaldehyt duoc sit dung
dé tao ra hydrogel. Su cai bién héa hoc cua cac di nguyén ddi véi litu phap mién dich
thuong dat duoc bang cach carbamyl héa bang kali xyanat.

Peptit hodc bién thé, trong d6 peptit niy dugc cai bién hodc bao gém céc lién
két khong peptit 1a phuong an duge wu tién clia sang ché.

Theo phuong an khac, séng ché @ cap dén peptit khong c6 trong tw nhién,
trong d6 peptit nay bao gdm hoic chil yéu bao gbm trinh tu axit amin theo trinh tur tir
SEQ ID No: 1 dén SEQ ID No: 54 va dugc san xudt bang phuong phép téng hop (vi
du, duoc tdng hop) dusi dang mudi duge dung. Cac phuong phép san xuat peptit tong
hop 1a da dugc biét 16 trong linh vuc nay. Céc mubi cia peptit theo sang ché khac biét
vé co ban vai peptit & (cic) trang thai in vivo clia chiing, nhu peptit dugc tao ra in vivo
khéng 12 mubi. Dang mudi khéng cé trong tw nhién cuia peptit diéu chinh do tan cta
peptit nay, cu thé 14 trong trudng hop céc dugce pham chira peptit, vi du, vacxin peptit
nhu duoc boc 16 & day. D6 tan d va it nhat 1a dang k& ctia (cac) peptit 1a can thiét dé
cung cép peptit hitu hiéu cho db6i tuong cAn diéu tri. T8t hon, néu cac mubi nay la
mudi duge dung cta peptit. Cac mudi theo sang ché nay bao gom cac mudi kim loai
kidm va kim loai kiém thé nhu c4c mudi cia diy Hofmeister bao gdm céc anion PO,
SO4*, CH;COO', CI', Br, NOy', ClO,, I, SCN" va cdc cation NH, ", Rb*, K, Na', Cs”,
Li*, Zn*", Mg*, Ca®*, Mn*", Cu*" va Ba>". Cac mudi cu thé dugce chon tir (NH,);POy,
(NHy),HPO,, (NH)H,PO4, (NH4),SO4 NH,CH;COO, NH,CI, NH,Br, NH4NOs;,
NH,CIO4, NH4I, NH;SCN, Rb;PO,, Rb,HPO,;, RbH,PO4 Rb,SOs RbsCH;COO,
Rb,Cl, RbsBr, Rb;NO3, RbsCIO,, Rbyl, Rb;SCN, K;PO,, K;HPO4, KHyPO,, K,SOy,
KCH;COO, KCIl, KBr, KNO3;, KClO4, KI, KSCN, Na;PO,, Na,HPO,4, NaH,POy,
Na,SO4, NaCH;COO, NaCl, NaBr, NaNO;, NaCIO,, Nal, NaSCN, ZnCI, Cs3POs,
Cs,HPO,, CsH,PO,, Cs,S0,, CsCH3COO, CsCl, CsBr, CsNO3, CsCIOy4, CsI, CsSCN,
LisPO,, Li,HPO,4, LiH,PO,, LiSO, LiCH;COO, LiCl, LiBr, LiNOs;, LiClO,, Lil,
LiSCN, Cu,SO, Mgs(POy),, MgoHPO,, Mg(HyPOy4),, MgySO4, Mg(CH3COO),,
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MgCl,, MgBr;, Mg(NOs),, Mg(ClOy4),, Mgl,, Mg(SCN),, MnCly, Caz(POy),,
Ca,HPO4, Ca(H,P0O,),, CaSO,, Ca(CH;COO0),, CaCl,, CaBr,, Ca(NOs),, Ca(ClOy),,
Cal,, Ca(SCN),, Ba3(POy),, Ba,HPO,, Ba(H,PO,),, BaSO4, Ba(CH;COO),, BaCl,,
BaBr,, Ba(NOs),, Ba(ClOy,),, Bal,, va Ba(SCN),. Puogc dac biét uu tién la cac mudi
NH axetat, MgCl,, KH,PO,, Na,SO,, KCl, NaCl, va CaCl,, vi du nhu mudi clorua
hodc axetat (trifloaxetat).

N6i chung, cac peptit va bién thé (it nhét cac chét nay chua lién két peptit giita
céc gbe axit amin) c6 thé duge tong hop bang ché do Fmoc-polyamit ctia phuong
phap tdng hop peptit pha rin nhu duge boc 1§ trong tai liéu ctia Lukas va céc dong tac
gia (Lukas et al., 1981) va céc tai liéu vién dan duoc néu & ddy. Su bao vé tam thoi
nhém N-amin duge thuc hién boi nhém 9-florenylmetyloxycacbonyl (Fmoc). Su phan
cét 14p lai ctia nhém bao vé bazo khong bén & mirc cao nay duoc tién hanh bang cach
str dung piperidin 20% trong N, N-dimetylformamit. Cdc nhém chirc & mach bén c6
thé duoc bao vé nhu cic ete butyl ctia ching (trong trudong hop serin threonin va
tyrosin), cac este butyl (trong trudng hop axit glutamic va axit aspartic), dan xuét
butyloxycacbonyl (trong truong hop lysin va histidin), dan xudt trityl (trong trudng
hop xystein) va dén xudt 4-metoxy-2,3,6-trimetylbenzensulphonyl (trong trudng hop
arginin). Khi glutamin hosc asparagin 14 cac gbc & dAu tan cting C, can sir dung nhém
4,4'-dimetoxybenzhydryl dé bao vé cac nhém chirc amido & mach bén. Nén pha rin
trén co s& polyme polydimetyl-acrylamit dugc tao thanh tor ba monome
dimetylacrylamit (monome khung chinh), bisacryloyletylen diamin (nhém lién két
ngang) va este acryloylsarcosin metyl (chit tao nhém chirc). Chat lién két ¢6 thé phan
gidl peptit-voi nhwa dugc st dung 1a din xudt axit khong bén véi axit 4-
hydroxymetyl-phenoxyaxetic. T4t ca cac din xuit axit amin dugc bd sung thém vao
duéi dang din xuét anhydrit d8i xtimg duoc diéu ché tir trude cla ching, ngoai trir
asparagin va glutamin dugc bd sung bing cach st dung phuong phép lién két qua
trung gian N, N-dixyclohexyl-carbodiimit/1hydroxybenzotriazol nguoc. T4t ca cac
phan ung lién két va khtr bao vé duoc theo doi béng cach st dung ninhydrin, axit
trinitrobenzen sulphonic hodc phuong phap thir nghiém isotin. Khi qué trinh tdng hop
két thiic, cac peptit duge phan giai ra khoi nén nhya va déng thoi loai bd cac nhém
bao vé& mach bén bing cach xir Iy bing axit trifloaxetic 95% chira hn hop chat tay tap

50%. Cac chét tiy tap thuong duoc sir dung bao gom etandithiol, phenol, anisol va
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nude, su lya chon chinh xac tiy thudc vao axit amin thanh phén cua peptit duoc téng
hop. Ciing c6 thé str dung t6 hop phuong phap pha rén va pha dung dich dé téng hop
peptit (vi du, xem tai liéu: Bruckdorfer et al., 2004, va c4c tai liéu vién din dugc néu &
day).

Axit trifloaxetic duoc loai bo bang cach lam bay hoi trong chan khong, sau d6
nghién thanh bt véi ete dietyl dé tao ra peptit thd. Céc chit thy tap bét ky c6 mit
duoc loai bo bang phuong phép chiét mét 1an trong d6 su dong kho nhanh pha nude
tao ra peptit thé khong chira chat tAy tap. Cac chat phan tng dé tong hop peptit thuong
duoc mua tur, vi du, cong ty Calbiochem-Novabiochem (Nottingham, Vuong Qudc
Anh).

Viéc tinh ché c6 thé duoc thuc hién bang k¥ thuat bat ky, hodc t6 hop céc k¥
thuat nhu tai két tinh, sic ky loai trir theo kich thudce, sic ky trao di ion, séc ky tuong
tac ky nudc va (thuong 1a) sic ky 1ong c6 hidu ning cao pha ngugc bang cach st
dung, vi dy, k¥ thuét tich gradien axetonitril/nude.

Viéc phan tich peptit c6 thé dugc tién hanh bang cach s dung phuong phép
sic ky 16p méng, phuong phap dién di, cu thé 1a phuong phap dién di mao dan,
phuong phap chiét pha rin (CSPE), phuong phap sic ky 16ng c6 hidu ning cao pha
nguoc, phuong phéap phén tich axit amin sau khi thity phan bang axit va bing phuong
phap phéi khdi lugng ban pha nguyén tir nhanh (fast atom bombardment: FAB), ciing
nhu phuong phép phén tich phdi khéi MALDI va ESI-Q-TOF.

Pé chon loc céc peptit dugc trinh dién qua mre, profin trinh dién tinh dugc cho
thdy sy trinh dién clia mau trung binh ciing nhu sy bién d6i lap lai. bé profin cda céac
mau thue thé khdi u quan tm va dudng gdc clia cdc mau mod binh thuong canh nhau.
Sau d6, mdi profin nay c6 thé duge hop nhét thanh diém sb cta sy biéu hién qua mirc
bang cach tinh gid tri p ciia md hinh hiéu qua hdn hop tuyén tinh (Pinheiro et al.,
2015) diu chinh cho nhiéu thir nghiém bing ty 18 phat hién sai (Benjamini and
Hochberg, 1995) (xem Vidu 1, Fig.1).

P& x4c dinh va dinh luong tuong dbi cac phdi tir cia HLA bang phuong phap
phé khéi luong, cac phan tt HLA tu mau md duge ddng lanh sbc duoce tinh ché va céac
peptit lién quan dén HLA dugc phan 1ap. Céc peptit phan 1dp duoc duge tach ra va
trinh ty dugc x4c dinh bing céc thir nghiém sic ky léng-phd khéi lugng (liquid

chromatography-mass spectrometry: LC-MS) ion héa phun dién tr nano (nano-
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electrospray-ionization: nanoESI) truc tuyén. Céc trinh tu peptit tao thanh dugc kiém
tra bang cach so sanh miu phan méanh cia cac peptit lién quan dén khdi u (TUMAP)
tu nhién ghi duoc tir cac mau bénh ung thu tir cung (N = 15 mau duong tinh véi
A*02) v6i cac mAu phan manh cua céc peptit tham chiéu tong hop twong ng ctia cic
trinh tu giéng nhau. Do cic peptit duoc xac dinh truc tiép dudi dang phdi tir cia cac
phan tir HLA cta khdi u nguyén phat, cac két qua nay cung cp bang chung truc tiép
vé viée xtr Iy va trinh dién tu nhién cia cic peptit duoc xac dinh trén md ung thu
nguyén phat thu dugc tir 15 bénh nhan ung thu tir cung.

Thiét bj phat hién XPRESIDENT® v2.1 (vi du, xem cong bd don séng ché My
s6 US 2013-0096016, tai liéu nay duoc dua vao day dé tham khao toan bd ndi dung
cta no) cho phép xac dinh va chon loc céc tmg vién vacxin peptit duoc trinh dién qua
muc lién quan trén co s& dinh lwong twong dbi truc tiép lugng peptit gidi han boi
HLA trén cac mo ung thu so véi mét vai md va co quan khong ung thu khac nhau.
Didu nay dat duoc bing cach phat trién phuong phap dinh lugng khac nhau khéng
danh diu bang céach sir dung dit lidu LC-MS thu dugce duge xir Iy bang chuong trinh
phén tich dit liéu doc quyén, két hop céc thudt todn dé x4c dinh trinh tu, phan cum
phé, dém ion, déng thang hang thoi gian duy tri, giai phong trang thai tich dién va
chuén hoa.

Mirc d6 trinh dién bao gdm ca sai s6 wdc tinh d6i v6i mdi eptit va mau duge
thiét 1ap. Céc peptit chi duoc trinh dién trén mo khéi u va céc peptit duoc trinh dién
qua muc trong khéi u so v6i cac co quan va md khong ung thu d duoc x4c dinh.

Céc phiic hop HLA-peptit Iy tir cic mau m6 bénh ung thu tir cung duoc tinh
ché va cac peptit lién quan dén HLA dugc phén lap va phan tich bang phuong phép
LC-MS (xem cic vi du). Tt ca cac peptit TUMAP theo séng ché duge x4c dinh bing
phuong phép nay trén cic mAu bénh ung thu tr cung nguyén phét déu khang dinh sy
trinh dién ctia ching trén bénh ung thu tr cung nguyén phat.

Céc peptit TUMAP dugc x4c dinh trén nhiéu mo6 bénh ung thu tir cung va mo
binh thuong duoc dinh lugng bang cach sir dung phuong phap dém ion theo céc dit
lieu LC-MS khéng danh d4u. Phuong phép nay gia dinh ring cic ving tin higu LC-
MS ctia peptit ¢6 twong quan voi sy ¢6 mit qué nhiéu ctia chiing trong mau. T4t ca cac
tin hiéu dinh lugng cta peptit trong cac tht nghiém LC-MS khic nhau déu duogc

chuén héa trén co s& xu hudng trung tdm, duogc tinh trung binh theo mdi mau va duge

-53-



34981

hop nhét thanh biéu d cot, duoc goi 14 profin trinh dién. Profin trinh dién nay hop
nhit cac phuong phap phan tich khdc nhau nhu tim kiém co s& dit liéu protein, phan
cum phd, giai phéng trang théi tich dién (khir tich dién) va dong thing hang thoi gian
duy tri va chuén héa.

Bén canh sy trinh dién qua mtc cua peptit, su biéu hién mARN cia gen co sO
dugc thir nghiém. Thu duge dit liéu mARN bang cach phan thich RNASeq mé binh
thuong va mé ung thu (xem Vi du 2, Fig.2). Nguén bd sung cua dit liéu vé md binh
thuong 13 co so dir liéu dua trén dit liéu vé su biéu hién ARN c6 sin cong khai cia
khoang 3000 miu mo binh thudng (Lonsdale, 2013). Tét hon, néu cac peptit c6 ngudn
gbc tir protein ¢6 sy md héa mARN duge biéu hién & mic cao trong md ung thu,
nhung biéu hién & mirc thép hodc khéng biéu hién trong mo binh thudng quan trong,
duoc dua vao theo sang ché.

Sang ché dé cap dén peptit hitu ich trong viée diéu tri cac bénh ung thu/khéi u,
t5t hon néu 12 bénh ung thu tir cung duoc biéu hién qua muc hodc chi biéu hién céc
peptit theo séng ché. C4c peptit niy duoc chimg minh bing phuong phéap khd khdi
lwong 14 duge biéu hién trong tu nhién béi cac phan tir HLA trén cac mAu bénh ung
thu t&r cung nguyén phat & nguoi.

Nhiéu gen/protein ngudn (con duge goi 1a “protein c6 chidu dai day da” hodc
“protein co s6™) ma céc peptit cd ngudn gbc tir d6 da duge chimg minh 13 biéu hién &
murc qué cao & bénh ung thu so voi cdc mo binh thudng — thudt ngit “mo binh thuong”
lién quan dén sang ché nay s& c6 nghia 1a céc té bao tir cung khée manh hoic céc té
bao clia md binh thuong khac, ching minh su lién quan dén khdi u & mic cao ctia cac
gen ngudn (xem Vi du 2). Ngoai ra, chinh céc peptit dugc biéu hién qua muc trén mo
khéi u — thut ngit “mo6 khdi u” lién quan dén sang ché niy s& c6 nghia 1 mu lay tir
bénh nhan méic bénh ung thu tir cung ma khong biéu hién trén cdc mé binh thudng
(xem Vidu 1).

Céc peptit gin két voi HLA c6 thé duoc nhan biét boi hé mién dich, cu thé 1a
cac té bao lymphd T. Céc t& bao T c6 thé pha hily cic t& bao biéu hién phirc hop
HLA/peptit d& duoc nhan biét, vi du, cac té bao ung thu tir cung biéu hién peptit c6
ngudn goe tir do. |

Cac peptit theo sdng ché di dugc chimg minh 1 c6 kha ning kich thich dép

Umg cla t€ bao T va/hodc dugc biéu hién qua mutrc va do d6 cé theé duge stir dung dé tao
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ra khang thé va/hoic cac thu thé TCR, nhu thu thé TCR hoa tan theo sang ché (xem
Vidu 3, Vi du 4). Hon nita, khi cac peptit dugc tao phirc véi MHC tuong ung cling ¢
thé duoc str dung dé tao ra khéng thé va/hodc thu thé TCR, cu thé 13 c4c thu thé hoa
tan sTCR theo sang ché. Cac phuong phap tuong ung 1a da duoc biét 15 voi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, va cling ¢6 thé duoc tim théy trong céc tai liéu
chuyén nganh tuong ung. Do do, cac peptit theo sang ché hitu ich dé tao ra dap tGng
mi2n dich & bénh nhan ma nhd d6 céc té bao khéi u ¢6 thé bi pha hity. Dap tng mién
dich & bénh nhan cé thé duoc tao ra bé‘mg cach st dung truc tiép cac peptit d@ mo ta
hodc tién chit thich hop (vi du, peptit dugc kéo dai, protein, hodc axit nucleic ma hoa
céc peptit nay) cho bénh nhan, ly tudng la két hop véi chit 1am gia tang tinh sinh mién
dich (nghia 14 t& dugc). Pap tmg mién dich c6 ngudn gbe tlr viéc tiém ching vacxin
diéu tri bénh nay c6 thé duoc du kién 13 c6 d6 dic hidu cao véi cac té bao khdi u do
cac peptit dich cta sang ché khong duoc biéu hién trén mé binh thuong véi s6 luong
ban sao tuong duong, diéu niy ngin ngira nguy co cla cdc phan Gmg tu mién khong
mong mudn dbi véi té bao binh thuong & bénh nhan.

Sang ché con dé cap dén cac thu thé té bao T (T-cell receptor: TCR) chita chudi
alpha va chudi beta (“thu thé TCR alpha/beta”). Sang ché con dé cap dén cac peptit c6
kha nang gin két véi céc thu thd TCR va khang thé khi dugc biéu hién béi phan tir
MHC. Séng ché con dé cap dén axit nucleic, vecto va t& bao chu dé& biéu hién thy thé
TCR va peptit theo sang ché; va phuong phap st dung ching.

Thuét ngit “thy thé t& bao T~ (viét tit 1a TCR) d chi phan tir heterodime chira
chudi polypeptit alpha (chudi alpha) va chudi polypeptit beta (chudi beta), trong d6
thu thé heterodime nay c6 kha ning gan két voi khang nguyén cla peptit dugc trinh
dién bai phan td HLA. Thuét ngit ndy con bao gém thuét ngitr con dugce goi 1a thu thé
TCR gama/delta.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuit phuong phép tao ra thu thé TCR nhu
duoc mo ta & day, phuong phap nay bao gdm buéc nudi cdy té bao chu c6 kha ning
biéu hién thu thé TCR trong céc diéu kién thich hgp dé kich thich su biéu hién cta thu
thé TCR nay.

Theo khia canh khac, sang ché dé& xuat phudng phéap trong d6 khang nguyén
duoc tai 1én cic phan tir cia MHC nhém I hodc II duge bidu hién trén bé mat clia té

bao trinh dién khang nguyén thich hop hodc té bao trinh dién khang nguyén nhan tao
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bang cach cho khang nguyén véi luong du tiép xtc véi té bao trinh dién khang nguyén
hodc khéng nguyén nay duoc tai 1én cia MHC nhém I hozc II bang cach tetrame héa
cac monome phurc hop khang nguyén/MHC nhém I hodc II nay.

M&i chudi alpha va beta ctia thu thé TCR alpha/beta, va chudi gama va delta
cua thu th8 TCR gama/delta, thuong duoc cho 1a c6 hai "ving", cu thé 1a ving bién
dbi va ving én dinh. Ving bién dbi gdm su két chudi ctia ving bién dbi (V), va ving
néi (J). Ving bién dbi cling c¢6 thé bao gdm ving dan dau (L). Cac chudi beta va delta
cling ¢6 thé bao gdbm ving da dang (D). Cac ving 6n dinh alpha va beta cling c¢6 thé
bao gdm cac ving xuyén mang (TM) & dau tan cing C dé neo cac chudi alpha va beta
v6i mang té bao.

Lién quan dén thu thé TCR gama/delta, thuat ngt "ving bién ddi cua thu thé
TCR gama", khi duoc sir dung & ddy, dé chi su két chudi ctia ving thu thé TCR gama
V (TRGV) ma khéng c¢6 ving din du (L), va ving thu thé TCR gama J (TRGJ), va
thuat nglt ving dn dinh cta thu thé TCR gama dé chi ving TRGC ngoai bao, hoic
trinh tu TRGC bj cét cut & dau tan cung C. Tuong tu, thuit ngt "ving bién ddi ctua thu
thé TCR delta" d& chi su két chudi ctia ving thu thé TCR delta V (TRDV) ma khéng
¢6 ving dan dau (L) va vung thu thé TCR delta D/J (TRDD/TRDJ), va thuit ngit
“yung dn dinh cta thu thé TCR delta” dé chi vung TRDC ngoai bao, hodc trinh tu
TRDC bi cét cut & dau tin cung C.

T6t hon, néu cac thu thé TCR theo sang ché gin két v6i phirc hop peptit - phan
tr HLA véi 4i luc gan két (KD) khoang 100uM hozc nhé hon, khoang 50uM hoic
nhé hon, khoang 25uM hodc nhé hon, hodc khoang 10uM hodc nhé hon. Puoc vu
tién hon 1a c4c thu thé TCR 4i luc cao c6 i luc gin két khoang 1pM hodc nho hon,
khoang 100nM hodc nho hon, khoang 50nM hodc nho hon, khoang 25nM hodc nhd
hon. Vi du khong 1am gi6i han v& khoang 4i luc gén két dugc wu tién ciia cac thu thé
TCR theo sang ché bao gdm ndm trong khoang tir InM dén 10nM; tir 10nM dén
20nM; tir 20nM dén 30nM; tir 30nM dén 40nM; tir 40nM dén 50nM; tir 50nM dén
60nM; tir 60nM dén 70nM; tir 70nM dén 80nM; tir 80nM dén 90nM; va tir 90nM dén
100nM.

Khi dugce st dung & day lién quan dén céc thu thé TCR theo sang ché, thuat
ngit “su gan két dic hidu” va cac bién thé ngfr phap cia ching dugc sit dung dé chi

thu thé TCR ¢6 4i luc gin két (KD) ddi v6i phic hop peptit - phan tir HLA béng
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100puM hodc nho hon.

Céc thu thé heterodime TCR alpha/beta theo sang ché c6 thé c6 lin két
disulfua dugc dua vao gifta cidc vung dn dinh. Cac thu thé TCR duoc uu tién thude
loai nay bao gém cac thu thé ¢6 trinh tu ving 4n dinh TRAC va trinh ty ving 4n dinh
TRBC1 hoac TRBC2 ngoai trir viéc céac géc Thr 48 cia TRAC va Ser 57 cia TRBC1
hoac TRBC2 duoc thay thé bing cac gdc xystein, cac gbc xystein nay tao thanh lién
két disulfua gitra trinh tw ving én dinh TRAC va trinh tw viing 6n dinh TRBC1 hogc
TRBC2 ctia thu thé TCR.

BAt ké c6 hodc khong c6 lién Kkét gifta cac chudi duge dua vao néu trén, cac thu
thé heterodime TCR alpha/beta theo sang ché c6 thé c6 trinh tu ving 6n dinh TRAC
va trinh tw ving én dinh TRBC1 hodc TRBC2, v trinh ty ving 6n dinh TRAC va
trinh tu ving én dinh TRBC1 hodic TRBC2 ctia thy thé TCR c6 thé dugc lién két bang
lién két disulfua tu nhién gitra gbc Cys4 ctia exon 2 ctia TRAC va gbc Cys2 clia exon
2 ctia TRBC1 hodc TRBC2.

Cac thu thd TCR theo sang ché c¢6 thé chita chit danh déu c6 thé phat hién
duoc chon tir nhém bao gém d@)ng vi phéng xa, nhém huynh quang va biotin. C4c thu
thé TCR theo sang ché ¢6 thé duoc lién hop véi chét ¢6 hoat tinh diéu tri, nhu déng vi
phong xa, chét hoa tri liéu, hoic doc to.

Theo mot phuong éan, thu thé TCR theo sang ché c6 it nhat mot dot bién trong
chudi alpha va/hodc c6 it nhat mot dot bién trong chudi beta duge cai bién glycosyl
héa so v6i thu thé TCR khong duoc dot bién.

Theo mdt phuong an, thu thé TCR chtra it nhit mot dot bién trong chudi alpha
ctia thu thé TCR va/hodc chudi beta ctia thu thé TCR ¢6 ai luc gén két v6i, vashoic
chu ky ban hily ctia sy gan két vé6i, phiic hop peptit - phan tr HLA, it nhét 14 gap d6i
so v6i thu thé TCR chtra chudi alpha ctia thu thé TCR khong duge dot bién va/hoic
chudi beta cua thu thé TCR khéng duge dot bién. Viéc lam ting 4i luc clia c4c thu thé
TCR dac hiéu khéi u, va sy khai thac né, dua vao su ton tai ctia khung 4i luc ctia TCR
t61 wu. Su ton tai cua khung nay dua trén viéc quan sat dugc rﬁmg céc thu thé TCR dic
hiéu véi tdc nhan gdy bénh gi¢i han bdi HLA-A2 c6 gia tri KD thuong thép hon
khoang 10 14n so véi cac thu thé TCR dic hiéu v6i khang nguyén ban than lién quan
dén khéi u duoc gidi han béi HLA-A2. Hién nay, da biét rang mic du cac khing

nguyén khoi u c6 kha ning gy mién dich, do cac khoi u sinh ra céc t€ bao cua chinh
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dbi tuong chi dot bién mot hodc nhidu protein bing cach xir Iy dich ma bién dbi s&
duoc hé mién dich coi 12 khang nguyén ngoai lai. Cac khang nguyén dugc didu hoa
tang hoic duoc biéu hién qua mirc (con duge goi la khang nguyén ban thin) s& khong
nhat thiét gay ra dap Gmg mién dich chirc ning khang u: cac té bao T biéu hién thu thé
TCR ¢6 kha ning phan ung & muc cao voi cdc khang nguyén nay sé khong dugc chon
trong tuyén trc trong qué trinh duge goi 1a dung nap trung tAm, nghia 1 chi con lai cac
té bao T voi thu thé TCR ¢6 4i luc thdp ddi véi khang nguyén ban than. Do d6, 4i luc
ctia cée thu thé TCR hodc cac bién thé clia phin mo ta niy véi peptit co thé duoc ting
1én bang céc phuong phap di biét rd trong linh vie nay.

Séng ché con d& cap dén phuong phap nhan biét va phan 1ap thu thé TCR theo
sang ché, phuong phép nay bao gdm budc 0 céc té bao PBMC, duoc 1ay tir ngudi cho
khée manh 4m tinh v6i HLA-A*02, v&i monome A2/peptit, 0 cac t& bao PBMC niy
véi tetrame-phycoerythrin (PE) va phan 1ap céc té bao T c6 ai luc cao bang phuong
phép phéan tich Calibur- phan loai té bao dugc hoat héa huynh quang (fluorescence
activated cell sorting: FACS).

Sang ché con dé cip dén phuong phap nhan biét va phan lap thu thé TCR theo
sang ché, phuong phép nay bao gém budc thu duoc chudt chuyén gen c6 toan bd
locus gen TCRaf ctia ngudi (1,1 va 0,7Mb), c6 céac té bao T biéu hién danh muc thu
thé TCR da dang cua nguoi dé bu lai su thiéu hut thu thé TCR cta chudt, gy mién
dich cho chudt nay bing peptit, i cc té bao PBMC thu duge tlr chudt chuyén gen véi
tetrame-phycoerythrin (PE), va phén 14p cac té bao T c6 4i luc cao bang phwong phép
phén tich Calibur- phan loai t& bao dugc hoat héa huynh quang (FACS).

Theo mdt khia canh, dé thu dugc té bao T biéu hién thu thé TCR theo sang ché,
axit nucleic ma hoéa chudi alpha-TCR va/hodc chudi beta-TCR theo sang ché duoc
tach dong vao cac vecto biéu hién, nhu gama retrovirut hoic lentivirut. Cac virut tai t6
hgp dugc tao ra va sau d6 dugc thir nghiém vé mit chirc nang, nhu d6 dic hiéu khang
nguyén va 4i lyc chic nang. Sau d6, phan phan udc ctia san phdm cubi duge sir dung
d8 tai nap quan thé té bao T dich (thuong dugc tinh ché tir cac t& bao PBMC clia bénh
nhan), quin thé nay duoc ma rong trude khi tiém truyén vao bénh nhan.

Theo khia canh khéc, d thu duogc cac té bao T biéu hién thu thé TCR theo sdng
ché, ARN cua thu thé TCR dugc phéan tich bﬁng cac k¥ thuat da biét trong linh vuc
nay, vi du, cac hé phién mi in vitro. Sau d6, ARN ciia thu thé TCR téng hop duoc in
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vitro ndy duoc dua vao cac té bao T CD8+ so cap duoc lay tir ngudi cho khée manh
béng cach gay xung dién dé biéu hién lai chudi alpha-TCR va/hoic chubi beta-TCR
dac hiéu khéi u.

Dé lam gia ting mic do biéu hién, t&t hon néu axit nucleic ma hoéa cac thu thé
TCR theo sang ché c6 thé dugc lién két hoat dong véi cdc gen khéi diu manh nhu
doan lap & dau tan cung dai (long terminal repeat: LTR) cla retrovirut, virut cu bao
(cytomegalovirus: CMV), virut té bao gbc ciia chudt (murine stem cell virus: MSCV)
U3, phosphoglyxerat kinaza (phosphoglycerate kinase: PGK), B-actin, ubiquitin, va
gen khéi dau phtrc hop virut cta khi 40 (simian virus 40: 40SV40)/CD43, yéu té kéo
dai (elongation factor: EF)-la va gen khoi ddu tao 6 bénh & lach (spleen focus-
forming virus: SFFV). Theo phuong an duogc uu tién, gen khoi dau nay khéc loai véi
axit nucleic dugc biéu hién.

Ngoai gen khoi dAu manh, cat xet biéu hién thu thé TCR theo séng ché c6 thé
chira cac thanh phin bd sung dé c6 thé 1am gia ting mic d6 biéu hién chuyén gen, bao
gdm ca dudong da purin trung tAm (central polypurine tract: cPPT), dé kich thich su
chuyén doan nhan cua cu triic ctia lentivirut (Follenzi et al., 2000), va yéu t6 diéu hoa
sau phién mi cta virut viém gan ¢ chudt chiii (woodchuck hepatitis virus
posttranscriptional regulatory element: wPRE), yéu t6 nay lam ting mic do biéu hién
chuyén gen bang cach lam ting tinh 4n dinh ctia ARN (Zufferey et al., 1999).

Céc chudi alpha va beta ctia thu thé TCR theo sang ché c6 thé dugc mi hoa
bing axit nucleic ndm trén cic vecto riéng biét, hodc c6 thé dwoc mi héa bing
polynucleotit ndm trén chinh vecto nay.

Cin dat dugc sy biéu hién trén b& mit clia thu thé TCR & miic cao dé cho ca
chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR ctia thu thé TCR dugc phién ma & mic cao.
Nhim muc dich nay, ca chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR theo sang ché c6 thé
duoc tach dong vao cau tric bi-xistronic trong mot vecto, vecto ndy da duge chimg
minh 12 ¢6 kha ning khic phuc dugc yéu ciu néu trén. Viée st dung vi tri di vao trong
ribosom (intraribosomal entry site: IRES) ctia virut & giita chudi alpha-TCR va chudi
beta-TCR tao ra su biéu hién két hop cta ca hai chudi nay, do chudi alpha-TCR va
chudi beta-TCR dugc tao ra tir mot san phém phién ma bi pha v& thanh hai protein
trong khi dich m, diéu nay dam bao rang tao ra ty 1é mol twong duong cta cac chudi

alpha-TCR va beta-TCR (Schmitt et al., 2009).
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Axit nucleic ma héa céac thu thé TCR theo sang ché ¢6 thé 1a codon duoc t6i vu
hoa dé 1am ting su biéu hién tir t& bao chu. Sy lap lai trong ma di truyén cho phép mot
sb axit amin dugc ma hoa bfmg nhidu hon mot codon, nhung mdt s6 codon “it t61 uwu”
hon céc codon khac do d6 kha dung twong ddi phi hop cia cac ARN van chuyén
(tRNA) ciing nhu cac yéu t khac (Gustafsson et al., 2004). Viéc cai bién céc trinh tu
gen ctia TCR-alpha va TCR-beta sao cho mdi axit amin dugc mi héa bang codon t61
wu d6i véi su biéu hién gen cta dong vat c6 vi, ciing nhu loai bé motif khéng 6n dinh
ctia ARN thong tin hodc cac vi tri ghép an, d duge chimg minh 13 lam ting déng ké
muc d6 biéu hién gen clia TCR-alpha va TCR-beta (Scholten et al., 2006).

Ngoai ra, sy bat cap sai gifta chudi TCR dugc dua vao va chudi TCR ndi sinh
c6 thé 1am cho tinh dic hiéu thu dugc c6 nguy co dang ké vé tinh tw mién dich. Vi du,
su tao ra cac dime TCR hdn hop c6 thé 1am giam sb lugng phan tir CD3 c6 thé tao ra
phirc hop TCR dugc bit cip thich hop, va do d6 c6 thé 1am giam dang ké 4i luc chic
nang cua cac t€ bao hiéu hién thu thé TCR dugc dua vao (Kuball et al., 2007).

Pé 1am giam mirc d6 bét cap sai, ving dau tin cling C ctia céc chudi TCR theo
séng ché dugc dua vao c6 thé duoc cai bién dé kich thich 4i luc gitta cac chudi, trong
khi 1am giam kha ning bét cap v6i TCR noi sinh clia cdc chudi duge dua vao. Chién
luge nay c6 thé tao ra su thay thé cac ving & d4u tan cung C cua chudi TCR-alpha va
TCR-beta ciia ngudi bang cac ving tuong tmg ctia chudt ciia chiing (ving & dAu tan
cung C cda chudt); tao ra lién két disulfua thi hai gifta cdc chudi trong viing & dau tan
cing C bing cach dua gbc xystein thir hai vao ca chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR
cta thu thé TCR duogc dwa vao (su cai bién xystein); trao dbi cac gbc tuong tic trong
céc ving & diu tan cing C cta chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR (phuong phép
“chd phinh vao chd 16m” “knob-in-hole”’); va dung hop céc ving bién dbi ctia chudi
alpha-TCR va chudi beta-TCR truc tiép v6i CD3( (thé dung hop CD3() (Schmitt et
al., 2009).

Theo mot phuong 4n, té bao chi dugc thiét ké dé biéu hién thu thé TCR theo
séng ché. Theo céc phuong an dugc uu tién, té bao chu 1a té bao T hodc td tién cua té
bao T cta ngudi. Theo mot ) phuong én, té bao T hodc td tién cta t& bao T thu dugc
tir bénh nhan ung thu. Theo cac phuong 4n khéc, té bao T hodc t6 tién cta té bao T thu
dugc tir nguoi cho khoe manh. Té bao chil theo sang ché c6 thé 1a t€ bao khéc loai

hodc té bao tu than dbi v6i bénh nhan can diéu tri. Theo mdt phuong 4n, vat chii 1a té

-60-



34981

bao T gama/delta dugc bién nap dé biéu hién thu thé TCR alpha/beta.

“Duoc phdm” 13 ché phim thich hop dé st dung cho ngudi trong linh vuc y té.
Tét hon, néu duoc phdm nay vo khuan va duge bao ché theo huéng dan thuc hanh san
xuét t6t (Good Manufacturing Pratice: GMP).

Cac duge phim chira peptit & dang tw do hoic & dang mudi duge dung (ciing
xem phan trén ddy). Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngft "mudi duogc
dung" d& chi dan xuat clia peptit duge bdc 16 trong d6 peptit nay dugc cai bién bing
céch tao mubi axit hodc mudi bazo cta né. Vi du, cac mubi axit duoc diéu ché tir bazo
tu do (trong d6 thudng 1 dang trung tinh ctia duge chét c6 nhém —NH2 trung tinh)
lién quan dén phan ng véi axit thich hgp. Céc axit thich hop @& diéu ché cac mudi
axit bao gém ca cac axit hitu co, vi du, axit axetic, axit propionic, axit glycolic, axit
pyruvic, axit oxalic, axit malic, axit malonic, axit sucxinic, axit maleic, axit fumaric,
axit tartaric, axit xitric, axit benzoic, axit xinamic, axit mandelic, axit metan sulfonic,
axit etan sulfonic, axit p-toluensulfonic, axit salixylic, va axit tuong tu, cling nhu cac
axit vO co, vi du, axit clohydric, axit brbmhydric, axit sulfuric, axit nitric, axit
phosphoric va axit tuong tu. Nguoc lai, viéc diéu ché cac mudi bazo cua géc axit co
thé c6 mit trén peptit dugc diéu ché bang cach sit dung bazo dugc dung nhu natri
hydroxit, kali hydroxit, amoni hydroxit, canxi hydroxit, trimetylamin hodc bazo tuong
tu.

Theo phuong an dugc ddc biét uu tién, dugc pham chira peptit dudi dang mubi
cla axit axetic (axetat), triflo axetat hodc axit clohydric (clorua).

Tét hon, néu thudc theo sang ché 13 liéu phap mién dich nhur vacxin. Vacxin
nay co thé duoc st dung truc tiép cho bénh nhén, vao co quan bi bénh hodc st dung
qua dudng toan than nhu i.d., im., s.c., i.p. va 1.v., hodc duoc st dung ex vivo cho céc
té bao c6 ngudn gde tir bénh nhan hoic dong té bao clia ngudi ma sau d6 dugce st
dung cho bénh nhéan nay, hodc dugc su dung in vitro dé chon loc tiéu quﬁn thé cta céac
té bao mién dich c6 ngudn gdc tir bénh nhan ma sau d6 duogc st dung lai cho bénh
nhén ndy. Néu axit nucleic duoc sir dung cho cac té bao in vitro, né ¢b thé hitu ich cho
céc t& bao cAn duoc chuyén nhiém dé ddng biéu hién cac xytokin kich thich mién
dich, nhu intolokin-2. Peptit ¢6 thé gin nhu tinh khiét, hosc duoc két hop vai ta duge
kich thich mién dich (xem phéan duéi day) hoic duoc st dung két hop véi cac xytokin

kich thich mién dich, hoic duoc str dung vé6i hé giai phong thich hop, vi du, liposom.
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Peptit cling c6 thé dugc lién hop v6i chit mang thich hop nhu hemoxyanin ha
(keyhole limpet haemocyanin: KLLH) hodc manan (vi du, xem cong bb don qudc té sb
WO 95/18145 va tai liéu: Longenecker et al., 1993). Peptit cling c6 thé dugc hudng
dich, c6 thé 1a protein dung hop, hodc ¢6 thé 1a phan tir lai. Céc peptit c6 trinh tu duge
néu trong sang ché dugc du kién 1a kich thich céc t€ bao T CD4 hoic CDS8. Tuy nhién,
su kich thich céc té bao T CD8 c¢6 hiéu qua hon khi ¢6 sy trg gitp ciia té bao T hd trg
CD4. Do d6, déi vé6i cac epitop cia MHC nhém I kich thich t€ bao T CDS, d6i tac
dung hop hoic céc phan phan tir lai 13 thich hop & tao ra cac epitop kich thich t& bao
T duong tinh v6i CD4. Céc epitop kich thich CD4- va CD8- 1a di duoc biét 13 trong
linh vuc nay va bao gdm céc epitop da duoc x4c dinh theo séng ché.

Theo mot khia canh, vacxin chira it nhit mot peptit c6 trinh ty axit amin dugc
néu trong cac trinh ty tir SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No. 54, va it nh4t mét peptit bd
sung, t6t hon 1 chtra tir 2 dén 50, t5t hon nita 1a chtra tir 2 dén 25, tham chi t6t hon
nita la chira tir 2 dén 20 va tét nhat 1a cha 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17 hoac 18 peptit. (Cac) peptit nay cod thé c6 ngudn gdc tir mot hodc nhiéu TAA
dac hiéu va co thé gin két v6i cac phan tir cia MHC nhém 1.

Theo khia canh khéac, sang ché dé cap dén axit nucleic (vi dy, polynucleotit) ma
hoa peptit hodc bién thé cua peptit theo sang ché. Polynucleotit nay c¢6 thé 13, vi du,
ADN, ADN bb trg, APN, ARN hosc hdn hop ciia ching, & dang soi don va/hodc soi
kép, hodc dang nguyén thé hoic dang on dinh cua céc polynucleotit, vi du nhu céc
polynucleotit ¢c6 khung chinh phosphorothioat va né cé thé chira hoic khong chira
intron mifn 13 n6 mé hoa peptit. T4t nhién 14 chi cic peptit chia cc gdc axit amin c6
trong twr nhién dugc lién két bing cac lién két peptit c6 trong tu nhién 1 c6 thé ma héa
bang polynucleotit. Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén vecto biéu hién c6 kha
ning biéu hién polypeptit theo sang ché.

Nhiéu phwong phap khac nhau da dugc phét trién dé lién két cac polynucleotit,
dac biét 1a ADN, vdi cac vecto, vi du, béng cac dau két dinh bd tro. Chéng han, cac
ving polyme ddng nhat bé trg c6 thé dugc bd sung thém viao doan ADN can dugce
chén vao ADN cla vecto. Sau d6, vecto va doan ADN duoc ndi béng su lién két
hydro gifta c4c dudi polyme ddng nhit bd trg d tao ra cac phan tir ADN tai t6 hop.

Céac nhém lién két tong hop chtra mt hodc nhiéu vi tri gi61 han tao ra phuong

phap thay thé dé néi doan ADN véi cac vecto. Cac nhém lién két tong hop chira nhiéu
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vi tri endonucleaza gidi han dugce ban trén thi trudng tur nhiéu nguén bao gém ca tur
cbng ty International Biotechnologies Inc. New Haven, CN, M¥.

Phuong phép cai bién mong mudn déi véi ADN ma héa polypeptit theo sang
ché st dung phan tmg chudi polymeraza nhu dugc bdc 16 trong tai liéu ctia Saiki RK
va céc ddng téc gia (Saiki et al., 1988). Phuong phap nay c6 thé duoc st dung dé dua
ADN vao vecto thich hop, vi du, bing ky thuat xir Iy vi trf gi6i han thich hop, hodc
phuong phép nay co thé duoc str dung dé cai bién ADN theo cach hitu ich khic nhu
da biét trong linh vuc nay. Néu céc vecto ctia virut duoc stir dung, vecto poxvirut hodc
vecto adenovirut dugc uvu tién.

Tiép d6, ADN (hoic trong truong hop vecto retrovirut, ARN) c6 thé duoc biéu
hién & vat chii thich hop dé tao ra polypeptit chira peptit hodc bién thé theo sang ché.
Do d6, ADN ma hoa peptit hoac bién thé theo séng ché c6 thé duoc st dung theo céc
k¥ thuat da biét, dugc cai bién thich hop theo ph?ln bdc 16 dugc néu ¢ day, dé tao ciu
triic cho vecto biéu hién, ma sau d6 vecto nay duge dung dé bién nap t€ bao chu thich
hop dé biéu hién va tao ra polypeptit theo sdng ché. Céc k¥ thuat nay bao gdbm cac k¥
thuat duoc bde 10, vi du, trong céc Béng doc quyén sang ché M¥§ sb US 4.440.859,
4.530.901, 4.582.800, 4.677.063, 4.678.751, 4.704.362, 4.710.463, 4.757.006,
4.766.075, va 4.810.648.

ADN (hodc trong truong hgp vecto retrovirut, ARN) méa hoéa polypeptit tao
thanh hop chat theo séng ché ¢6 thé dugc ndi véi nhiéu loai trinh tw ADN khac dé dua
vao vat chi thich hop. ADN keém sé& phu thudc vao tinh chit cta vat chi, cach dua
ADN vao vat cha ndy, va su duy tri hodc hop nhat episom ¢ duge mong mudn hay
khong.

Noi chung, ADN duoc chén vao vecto biéu hién, nhu plasmit, theo sy dinh
huéng thich hop va khung doc chinh xac d& biéu hién. Néu can, ADN c6 thé duoc lién
két v6i céc trinh tu nucleotit di chimg diéu hoa phién ma va dich ma thich hop dugc
nhan biét boi vat chi mong mudn, mic du cac ddi chimg nay thudng c6 mit trong
vecto biéu hién. Sau do6, vecto dugc dua vao vat chu bﬁng cac k¥ thuat chuan. No6i
chung, khong phai tat ca cac chu s& duge bién nap béi vecto. Do d6, s& can chon loc
cac té bao chu duge bién nap. Mot ky thuét chon loc bao gém budce dua trinh tv ADN
vao vecto biéu hién, v6i cac thanh phin dbi ching can thiét bit ky, d& ma héa tinh

trang cé thé chon loc & té bao duoc bién nap, nhu su khéng thube khéng sinh.
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Theo céch khac, gen dung cho tinh trang ¢6 thé chon loc nay c6 thé 1a gen trén
vecto khac, dugc ding dé ddng bién nap t& bao chi mong muén.

Sau do, cac té bao chu dd duoc bién nap bing ADN tai t6 hop theo séng ché
dugc nudi cdy trong khoang thoi gian dii va trong céc diéu kién thich hop ma ngudi co
hidu biét trung binh trong linh vuc nay da biét khi xem phan mb ta dugc boc 16 & day
d& cho phép su bidu hién ctia polypeptit ma c6 thé duoe thu héi sau d6.

Nhiéu hé biéu hién 14 d3 biét, bao gébm vi khuan (vi du, E. coli va Bacillus
subtilis), ndm men (vi du, Saccharomyces cerevisiae), ndm dang soi (vi du,
Aspergillus spec.), t bao thuc vat, t& bao dong vat va té bao con triing. Tét hon, néu
hé nay c6 thé 1a cac té bao cia dong vat c6 vi nhu té bao budng tring chudt ddng
Trung Qudc (Chinese hamster ovary: CHO), c¢6 thé mua duoc tir Bao tang ATCC Cell
Biology Collection.

Vecto plasmit cua t€ bao dong vat c6 va dién hinh @ biéu hién chu tric chua
gen khoi ddu CMV hodc SV40 ¢ dudi poly A thich hop va gen dénh diu su khang
thubc nhu neomyxin. M6t vi du 1a pSVL c6 thé mua dugc tir cong ty Pharmacia,
Piscataway, NJ, My. Mt vi du vé vecto biéu hién ctia dong vat c6 vi chiu cam tmg 1a
pMSG, ciing c6 thé mua duge tir Pharmacia. Céc vecto plasmit cua nidm men hiru ich
la pRS403-406 va pRS413-416 va thudong cé thé mua duoc tir cong ty Stratagene
Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, M§y. Céc plasmit pRS403, pRS404, pRS405 va
pRS406 14 plasmit hop nhét ctia nAm men (Yeast Integrating plasmid: YIp) va két hop
vao cac gen danh diu c6 thé chon loc ctia nAm men HIS3, TRP1, LEU2 va URA3.
Céc plasmit pRS413-416 la plasmit doan trung tdm cua ndm men (Yeast Centromere
plasmid: Yep). Cac vecto trén co s& gen khoi ddu CMV (vi dy, san pham ctia Sigma-
Aldrich) tao ra su biéu hién én dinh hodc chuyén tiép, su biéu hién hodc sy tiét trong
bao chét, su huéng dich & ddu tin ciing N hodc dau tin ciing C & cac hdn hop khac
nhau cta FLAG, 3xFLAG, c-myc hodc MAT. Céac protein dung hop nay cho phép
phat hién, tinh ché va phan tich protein tai t5 hop. Céc san pham dung hop huéng dich
kép tao ra tinh linh hoat khi phat hién.

Ving diéu hoa gen khdi ddu ciia virut cu bio & ngudi (human cytomegalovirus:
CMV) c6 hoat tinh manh diéu chinh mirc d6 biéu hién ctia protein co dinh cao t6i 1
mg/lit & cac t& bao COS. Pdi véi cic dong t& bao c6 hoat tinh kém hon, murc protein

thuong 14 ~0,1 mg/l. Sy c6 mat cua ngudn gbe sao chép SV40 s& 1am cho mirc do sao
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chép ADN cao & cac té bao COS cho phép sao chép SV40. Vi du, cac vects CMV ¢6
thé chtra ngudn gbc dé sao chép pMB1 (dan xuét ciia pBR322) & cac té bao vi khuan,
gen b-lactamaza dé chon su khéng ampixilin & vi khuén, polyA ctia hGH, va nguén
gbc fl. Céc vecto chira trinh tir dan du pre-pro-trypsin (PPT) c6 thé dinh hudéng su
tiét ra cia protein dung hop FLAG vao mdi trudong nudi chy dé tinh ché bang cach sir
dung khang th ANTI-FLAG, nhya va ban kinh. C4c vecto va hé biéu hién khac 1a da
duoc biét 1o trong linh vuc nay dé sir dung véi nhidu loai té bao chi khac nhau.

Theo phuong an khéc, hai hodc nhiéu peptit hodc céc bién thé ctia peptit theo
séng ché duoc ma héa va do d6 duge biéu hién theo thi tu 1an luot (twong tu véi chu
trac “chudi hat™). Theo cach nay, peptit hoic cac bién thé ciia peptit c6 thé duoc lién
két hoic duoc dung hop véi nhau biang cac doan axit amin ctia nhém lién két, vi du
nhu LLLLLL, hodc ¢6 thé dugc lién két ma khong c6 (cac) peptit bd sung bat ky gitta
ching. Cac cAu triic ndy cling ¢ thé duoc st dung cho ligu phap diéu tri bénh ung thu,
va c6 thé tao ra dép img mién dich lién quan dén ca MHC I va MHC 1L

Sang ché con dé cap dén té bao chi dugce bién nap véi cau tric cta vecto
polynucleotit theo sang ché. Té bao chu nay c6 thé 1a té bao khong nhan hoic ¢ nhan
dién hinh. Céc té bao vi khuln c6 thé 12 té bao chu khong nhan trong mét s6 truong
hop va thuong 1a ching E. coli, vi du nhu ching E. coli DHS c¢6 thé mua duoc tir
Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, M¥, va ching RR1 ¢6 thé mua
duoc tir Bao tang gidng chuln vi sinh vat M§ (American Type Culture Collection:
ATCC) cua Rockville, MD, M¥ (s6 ATCC 31343). Céc té bao chu ¢ nhén dién hinh
duoc uu tién bao gém t& bao ndm men, t& bao con tring va té bao dong vat co vu, tbt
hon néu 13 cac t€ bao clia dong vat cé xuong séng nhu cac té bao tir chudt nhét, chudt,
khi hoac nguoi va cac dong té bao nguyén bao soi va té bao rudt két. Céc té bao chu
ctia ndm men bao gdbm YPH499, YPHS500 va YPHS501, thudng c6 thé mua duge tir
cong ty Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, My. Cac té bao chi cua
dong vat ¢6 vii duoc wu tién bao gom té bao budng trimg chudt ddng Trung Quéc
(CHO) c¢6 thé mua duoc tir Bao tang ATCC duéi dang CCL61, té bao phoi chudt NIH
Swiss NIH/3T3 ¢6 thé mua dugc tir Bao tang ATCC dudi dang CRL 1658, cac té bao
COS-1 c6 ngudn gbe tlr than khi c6 thé mua duoc tir Béo tang ATCC duéi dang CRL
1650 va céc té bao 293 1a t& bao phoi than clia nguoi. Céc t& bao con tring dugc uu

tién 12 t€ bao S ma cé thé dugce chuyén nhiém vai vecto bicu hién baculovirut. Tong
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quan vé su Iua chon céc té bao chu thich hop dé biéu hién c6 thé duoc tim théy trong
cac tai liéu, vi du, the textbook of Paulina Balbas and Argelia Lorence “Methods in
Molecular Biology Recombinant Expression, Reviews and Protocols,” Part One,
Second Edition, ISBN 978-1-58829-262-9, va tai liéu khac ma nguoi ¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay da biét.

Su bién nap ctia cac té bao cha thich hop véi chu trac ADN ctia sang ché duge
thue hién bing cac phuong phap da duogc biét 15, cdc phuong phap niy thudng phu
thudc vao loai vecto dugc st dung. Lién quan dén su bién nap cua té bao chu khéng
nhén, vi du, xem tai liéu cia Cohen va céac déng tac gia (Cohen et al., 1972) va (Green
and Sambrook, 2012). Su bién nap cua cac té bao nAm men dugc mo ta trong tai liéu
ctia Sherman va céc dong tac gia (Sherman et al., 1986). C4c phuong phép trong tai
liéu cua Beggs (Beggs, 1978) ciing hitu ich. Lién quan dén céc té bao clia dong vat c6
xuong sdng, cac chit phan tng hitu ich trong viéc chuyén nhiém céc té bao nay, vi du,
san phim canxi phosphat va DEAE-dextran hoic liposom, ¢4 thé mua duogc tir cong ty
Stratagene Cloning Systems, hodc Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877,
M§. Phuong phéap xung dién cling hitu ich @& bién nap va/hodc chuyén nhiém cac té
bao va da duogc biét rd trong linh vuc nay dé bién nap té bao ndm men, t& bao vi
khuén, té bao con tring va té bao ctia dong vét c6 xuong song.

Té bao duoc bién nap thanh cong nghia 14 t& bao chira cAu tric ADN theo séng
ché, c6 thé dugc x4c dinh bang cac k¥ thuat di biét rd nhu PCR. Theo cich khéc, sy
cb mat cia protein trong dich ndi bé mit c6 thé duoc phét hién béng cach st dung
khang thé.

Cén hiéu ring mot sb t€ bao chil theo sang ché 14 hitu ich dé tao ra cac peptit
theo sang ché, vi du, céc té bao vi khuin, ndm men va c6n tring. Tuy nhién, cac té bao
chit khéc c6 thé hitu ich trong mét sé phuong phép diéu tri. Vi du, cac t€ bao trinh
dién khéng nguyén, nhu té bao duéi gai, c6 thé duge sir dung mét cach hitu ich dé
biéu hién céc peptit theo sang ché sao cho ching c6 thé duoc tai vao phan tr MHC
thich hop. Do dd, sang ché dé xuit té bao chu chua axit nucleic hodc vecto biéu hién
theo sang ché.

Theo mét phuong an dugc uu tién, t& bao chu la t& bao trinh dién khang
nguyén, cu thé 1a t& bao dudi gai hodc té bao trinh dién khéng nguyén. APC dugc tai
protein dung hop tai t6 hop chita phosphataza axit tuyén tién liét (prostatic acid
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phosphatase: PAP) di duoc Cuc quan ly thuc phim va dugc pham M§ (FDA) phé
chuén ngay 29 thang 4 nim 2010, dé didu tri HRPC di cin khong c6 triéu chig hogc
¢6 tridu chimg khong déng ké (Sipuleucel-T) (Rini et al., 2006; Small et al., 2006).

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén phuong phap tao ra peptit hodc bién
thé ctia n6, phuong phap nay bao gdm budc nudi chy t€ bao chu va phan lap peptit ra
khoi t& bao chi nay hodc méi truong nudi cay ctia no.

Theo phuong &n khéc, peptit, axit nucleic hodc vecto biéu hién theo sang ché
dugc st dung lam thude. Vi du, peptit hodc bién thé ctia nd c6 thé dugc bao ché dé
tiém qua duodng trong tinh mach (intravenous: i.v.), tiém dudi da (sub-cutaneous: s.c.),
tiém trong da (intradermal: i.d.), tiém qua dudng trong mang bung (intraperitoneal:
i.p.), tiém trong co (intramuscular: i.m.). Cdc phuong phép tiém peptit dugc uvu ti€n
bao gbém s.c., i.d., i.p., i.m., va i.v. Cac phuong phap tiém ADN dugc uu tién bao gbm
i.d., im., s.c., ip. va i.v. Lidu ding ca peptit hodc ADN nim trong khodng tir 50ug
dén 1,5mg, t6t hon 14 tir 125pg dén 500pg c6 thé dugce cho trude va sé phu thude vao
peptit hoic ADN tuong tmg. Céc lidu ding nam trong khodng niy da duogc st dung
thanh cong trong cac thtr nghi€ém trude d6 (Walter et al., 2012).

Polynucleotit ding dé tiém ching ¢ hiéu qua c thé gn nhu tinh khiét, hodc
duoc chura trong vecto hodc hé giai phong thich hop. Axit nucleic ¢6 thé 1a ADN,
ADN b tro, APN, ARN hoic hdn hop ciia ching. Cac phuong phap dé thiét ké va
dua axit nucleic nay vao 1a da duoc biét 16 trong linh vuc nay. Tong quan vé ndi dung
nay dugc dua ra, vi dy, trong tai liéu cia Teufel va cac ddng tac gia (Teufel et al.,
2005). Cac vacxin polynucleotit duwoc bao ché dé dang nhung co ché tac dung ctia cac
vecto ndy trong viée gdy d4p ung mién dich vin chua dugc hiéu 15 hoan toan. Cac
vecto va hé gidi phong thich hgp bao gém ADN va/hodc ARN cua virut, nhu cac he
trén co s& adenovirut, virut vacxinia, retrovirut, virut ecpet, virut lién quan dén
adenovirut hodc thé lai chua cc thanh phé‘m ctia nhiéu hon mot virut. Cac hé giai
phong khong chira virut bao gbm lipit cation va polyme cation va di duoc biét 16
trong Iinh vuc giai phong ADN. Su giai phéng bang phuong phép vt 1y, nhu bang
“sting ban gen” ciing ¢6 thé duoc s dung. Mdt hodc nhiéu peptit dugc mi héa bang
axit nucleic ¢6 thé 1a protein dung hop, vi du, véi epitop kich thich cac té bao T d6i
v6i ving CDR d6i 14p tuong tng nhur dugce luu v trén day.

Thubc theo séng ché ciing ¢6 thé bao gdm mdt hoic nhiéu chit phu trg. Céc
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chit phu tro 1a chit 1am gia ting hodc c6 kha ning gy ddp ung mién dich khong dac
hiéu (vi du, cic dép ung mién dich trung gian béi céc té bao T duong tinh v6i CD8 va
té bao T hd tro (TH) véi khang nguyén, va do d6 s& dugc cho 1a hitu ich trong thube
theo sang ché. Cac chat phu trg thich hop bao g6m, nhung khong chi giéi han &, 1018
ISS, c4c mudi nhém, AMPLIVAX®, AS15, BCG, CP-870,893, CpG7909, CyaA,
dSLIM, flagelin hodc c4c phdi tir TLR5 c6 ngudn gde tir flagelin, phéi tr FLT3, GM-
CSF, 1C30, IC31, Imiquimod (ALDARA®), resiquimod, ImuFact IMP321, cac
intolokin nhu IL-2, IL-13, IL-21, interferon-alpha hodc -beta, hodc cac dn xudt duoc
pegyl hoa cua chung, IS Patch, ISS, ISCOMATRIX, ISCOMs, Juvimmune®,
LipoVac, MALP2, MF59, monophosphoryl lipit A, Montanide IMS 1312, Montanide
ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, nhii tvong nudc trong dAu va nhii
tuong dau trong nude, OK-432, OM-174, OM-197-MP-EC, ONTAK, OspA, hé vecto
PepTel®, céc vi hat trén co s& poly(lactit co-glycolit) [PLG] va dextran, talactoferin
SRL172, Virosom va céc hat twong tu virut khac, YF-17D, VEGF trap, R848, beta-
glucan, Pam3Cys, Aquila's QS21 stimulon, sdn phdm nay c6 ngudn gdc tlr saponin,
chat chiét tir vi khudn mycobacterium va chét tuong tu thanh té bao cia vi khuén téng
hop, va cac chit phu tro déc quyén khac nhu Ribi's Detox, Quil, hodc Superfos. Céc
chét phu tro nhu ta duge Freund hodc GM-CSF 1a duoc uu tién. Mot vai chét phu tro
mién dich (vi du, MF59) dic hiéu vdi té bao dudi gai va phuong phép diéu ché chung
da duoc mo ta trude day (Allison and Krummel, 1995). Céc xytokin cling c6 thé duoc
str dung. Mot vai xytokin d& duoc lién két truc tiép dé tac dong dén sy di tra cua té
bao dudi gai dén cac md bach huyét (vi du, TNF-), thic ddy su truong thanh cua té
bao dudi gai thanh té bao trinh dién khang nguyén hitu hiéu dbi véi cac té bao lymphd
T (vi du, GM-CSF, IL-1 va IL-4) (Bing doc quyén sang ché M¥ s6 US 5.849.589, tai
lidu nay duoc vién dan cu thé & day toan bd ndi dung cia nd) va cé tac dung lam chét
phu tro mién dich (vi du, IL-12, IL-15, IL-23, IL-7, IFN-alpha. IFN-beta)
(Gabrilovich et al., 1996).

Céc oligonucleotit kich thich mién dich CpG cfing da dugc thong bo 1a lam
gia tang hi¢u cua chét phu trg trong linh vuc vacxin. Khong bi rang budc béi ly thuyét
bat ky, cac oligonucleotit CpG c6 tac dung bang cach hoat héa hé mién dich bim sinh
(khéng thich tmg) nhd cac thu thé gibng Toll (Toll-like receptor: TLR), chu yéu 1a
TLR9. Su hoat héa TLR9 dugc khoi mao bdi CpG lam gia téng mirc d6 dap tng thé
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dich va trong té bao dic hiéu khdng nguyén v&i khoang rong cac khang nguyén, bao
gdm cac khang nguyén peptit hodc protein, virut con sdng hodc da chét, vacxin chira
té bao dudi gai, vacxin chira té bao tu than va cac thé lién hop polysacarit trong ca
vacxin phong bénh va vacxin didu tri bénh. Quan trong hon 1a né 1am gia ting su
trudng thanh va biét héa cia té bao dudi gai, diéu nay din dén su hoat héa té bao THI
gia tdng va su tao ra té bao lymphé T (CTL) gay doc té bao manh, ngay ca khi khong
c6 mat t& bao T hd trg CD4. Khuynh huéng THI1 dugc tao béi su kich thich TLR9
dugc duy tri ngay ca khi c6 mdt cac chét phu trg cta vacxin nhu phen hodc t4 dugc
Freund khéng toan ven (incomplete Freund’s adjuvant: IFA) thuong kich thich
khuynh huéng TH2. Céc oligonucleotit CpG cé hoat tinh ctua chat phu trg 16n hon rat
nhiéu khi duoc bao ché hodc st dung ddng thdi v6i cac chat phu trg khic hoic trong
céc dang san pham nhu vi hat, hat nano, nhii tuong lipit hodc dang twong tu, chung
dac biét can thiét dé gdy dap tmg manh khi khang nguyén c6 hoat tinh tuong d6i yéu.
Chung con kich thich dap tng mién dich va cho phép céc liu khang nguyén dugc
giam di khoang hai 1an, véi mirc d6 dép tmg ctia khang thé tuong duong véi vacxin dua
lidu ma khéng chia CpG trong mot sé thir nghiém (Krieg, 2006). Bing doc quyén
sang ché M¥ s6 US 6.406.705 B1 mo ta viéc st dung két hop céc oligonucleotit CpG,
chét phu trg khong phai axit nucleic va khéng nguyén dé gay dap tmg mién dich dic
hiéu khéang nguyén. Chat d6i khang TLR ciia CpG 14 chit didu bién mién dich vong
thian kép (double Stem Loop Immunomodulator: dSLIM), san phim ctia Mologen
(Berlin, Dtic) 13 thanh phan duoc wu tién cia duge pham theo sang ché. Cac phan tur
gén két thy thé TLR khéc nhu TLR 7, TLR 8 va/hoic TLR 9 gin két v6i ARN cling
c6 thé duoc sir dung.

Vi du khac vé cac chit phu trg hitu ich bao gém, nhung khéng chi gidi han 6,
CpG duoc cai bién bang phuong phéap héa hoc (vi du, CpR, Idera), chat twong tu ARN
soi kép nhu Poly(I:C) va dan xudt ctia né (vi du AmpliGen®, Hiltonol®, poly-(ICLC),
poly(IC-R), poly(I:C12U), ADN hoac ARN cua vi khuén khong chtta CpG ciing nhu
céc phén tr nho va khang thé ¢6 hoat tinh mién dich nhu xyclophosphamit, sunitinib,
Bevacizumab®, celebrex, NCX-4016, sildenafil, tadalafil, vardenafil, sorafenib,
temozolomide, temsirolimus, XL.-999, CP-547632, pazopanib, VEGF Trap, ZD2171,
AZD2171, chit khang CTLA4, cac ciu triic quan trong huéng dich khéng thé khac
cta hé mién dich (vi du, thu thé khang CD40, khdng TGF beta, khang TNF alpha) va
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SC58175, chling ¢o thé c6 tac dung khi didu tri va/hodc lam chét phu trg. Lugng va
ndng d6 clia cac chit phu tro va chat phu gia hiru ich trong ngit canh clia sing ché co
thé duoc ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy x4c dinh dé dang ma khong
can thtr nghiém qué mic.

Cac chét phu tro dugc wu tién 1a chat khang CD40, imiquimod, resiquimod,
GM-CSF, xyclophosphamit, sunitinib, bevacizumab, interferon-alpha, oligonucleotit
CpG va dan xuét, poly-(I:C) va dan xuét, ARN, sildenafil, va cac san pham dang hat
v6i PLG hodc céc thé virut.

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

Theo mot phuong an duge uu tién cluia dugc phém theo sang ché, chit phu tro
duoc chon tir nhom bao gém cac yéu td kich thich tao cum, nhu yéu t kich thich tao
cum bach cdu hat-dai thuc bao (GM-CSF, sargramostim), xyclophosphamit,
imiquimod va resiquimod. Theo mét phuong 4n dugc uu tién cua duge phim theo
sang ché, chat phu tro 1a xyclophosphamide, imiquimod hodc resiquimod. Cac chat
phu trg dugc dic biét vu tién 12 Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206, Montanide
ISA 50V, Montanide ISA-51, poly-ICLC (Hiltonol®) va mAB khang CD40, hoéc hén
hop ctia chung.

Dugc phim nay dé st dung ngoai duong ti€u héa nhu sit dung dudi da, sir
dung trong da, st dung trong co hodc st dung qua duong miéng. Nhiam muc dich nay,
céc peptit va tiry v cac phan tir khic dugc hoa tan hoic tao hdn dich trong chit mang
duoc dung, t6t hon néu 12 chat mang trong nuéc. Ngoai ra, dugce phim c6 thé chira cac |
t4 duoc nhu chat dém, chit gén két, chit gdy nd, chét pha lodng, chét tao huong vi,
chét 1am tron, v.v.. C4c peptit cling c6 thé duoc sir dung cling véi cac chat kich thich
mién dich nhu xytokin. Danh sach nhiéu loai ta duge c6 thé duogc sir dung trong dugc
phém nay co thé dugc tim thﬁy trong tai liu, vi dy, A. Kibbe, Handbook of
Pharmaceutical Excipients (Kibbe, 2000). Dugc phdm nay c6 thé dugc st dung dé
ngan ngua, phong va/hoac diéu tri cac bénh u tuyén hodc bénh ung thu. Cac dang

duoc phém lam vi du c6 thé duoc tim théy, vi du, trong Béng doc quyén sang ché
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chau Au s EP2112253.

Diéu quan trong can thuc hién 1a dép ung mién dich duoc kich thich béng
vacxin theo sang ché tAn cong bénh ung thu & céc giai doan té bao khac nhau va cac
giai doan phat trién khac nhau. Ngoai ra, cac con duong truyén tin hiéu lién quan dén
bénh ung thu khéc nhau bi tAn cong. Pay 1a loi thé déi v6i cac vacxin chi huéng dén
mdt hodc vai dich, diéu nay c6 thé 1am cho khéi u dé dang thich tng véi su tan cong
(thoét khoi khéi u). Hon nira, khong phai tit ca cac khéi u riéng biét déu biéu hién
cung kidu khéng nguyén. Do d6, hdn Hop ctia vai peptit lién quan dén khdi u dam béao
réng mdi khdi u don 1é mang it nhét mot sb dich. Duge phém duoc thiét ké theo cach
sao cho mdi khéi u duoc cho 14 s& bidu hién mot vai khang nguyén va bao gdm mét s6
con duong doc 1ap can thiét cho su phat trién va duy tri khdi u. Do d6, vacxin “c6 san”
nay c6 thé dugc stir dung dé dang cho qudn thé 16n bénh nhan. Piéu nay c6 nghia 1a
viéc Iwa chon tir trude dbi véi cac bénh nhan can duoc diéu tri béng vacxin nay co thé
duoc gidi han véi loai HLA, khong can sy danh gia d4u 4n sinh hoc bd sung bét ky
dbi véi sy biéu hién khéng nguyén ma van dam bao dugc réng mot sb dich duoc tAn
cong déng thoi boi dap ting mién dich dugc tao ra, didu nay 1 quan trong d61 véi hiu
qua (Banchereau et al., 2001; Walter et al., 2012).

Khi duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit "khung" dé chi phan tr gin
két dac hiéu voi yéu té xac dinh (vi du, khang nguyén). Theo mot phuong 4n, khung
c6 thé dinh huéng thuc thé ma né duoc gin két véi (vi du, gbe gin két khang nguyén
(tht hai)) véi vi trf dich, vi du, véi loai té bao khdi u hodc hodc md d& khdi u dic hiéu
mang yéu t6 xac dinh khang nguyén (vi du, phtc hop cta peptit véi MHC, theo ung
dung nay). Theo phuong an khéac, khung c6 thé hoat hoa su truyén hiéu qua khéng
nguyén dich cta né, vi du, khang nguyén cta phirc hop thu thé té bao T. Khung bao
gdm, nhung khong chi gioi han &, khang thé va doan khéng thé, ving gan két khang
nguyén ctia khang thé, chira ving bién dbi chudi ning ctia khéng thé va ving bién d6i
chudi nhe ctia khang thé, gén két cac protein chia it nhét mot motif lap lai ankyrin va
céc phén tir gan két khang nguyén ving don (single domain antigen binding: SDAB),
aptame, thu th8 TCR (hoa tan) va céc té bao (duoc cai bién) nhu té bao T khac alen
cung loai hodc té bao T tu than. Pé ddnh gid xem phan tit ¢6 1a khung gan két véi dich
hay khong, cac thtr nghiém gén két duge thuc hién.

Thuat ngit gén két “dic hiéu” cé nghia 1a khung gin két v6i phitc hop peptit-
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MHC quan tam 14 t&t hon cac phitc hgp peptit-MHC c6 trong tu nhién khac dén mirc
sao cho khung duoc gin két voi phan tir c6 hoat tinh ¢6 thé tidu diét t€ bao mang dich
cu thé ma khong thé tidu diét té bao khac ma khéng c6 dich cu thé nhung trinh dién
(cac) phic hop peptit-MHC khéc. Su gan két véi cdc phiic hop peptit-MHC khac 1a
khong thich hop néu peptit cia peptit-MHC c6 kha ning phan tung chéo ndy la loai
khong c6 trong tu nhién, nghia 1a khéng c6 ngudn gbc tir HLA-peptit- hé gen cua
ngudi. Céc thi nghiém dé d4nh gia su tiéu diét té bao dich 1a da duoc biét 18 trong
linh vuc nay. Céc thtr nghiém nay can duoc thuc hién béng cach st dung cac té bao
dich (céc té bao so cip hoic dong té bao) véi su trinh dién peptit-MHC khong thay
d6i, hodc céc t& bao tai peptit sao cho muc peptit-MHC c¢6 trong tu nhién dat duoc.

M3i khung ¢6 thé ¢6 su danh ddu dé tao ra khung gén két c6 thé dugc phét hién
béng cach x4c dinh sy ¢6 mat hodc khong c6 mat cta tin hiéu dugc tao ra bdi nguyén
tr danh d4u. Vi du, khung nay c6 thé dugce dénh ddu bing thuéc nhuém huynh quang
hodc phan tir gen danh diu té bao thich hop khéc bét ky. Cac phén tir gen ddnh du
nay 1a duoc biét rd trong linh vuc nay. Vi du, nguyén tit danh dau huynh quang, vi du,
duoc tao ra boi thube nhudm phat huynh quang, 6 thé tao ra hinh anh ctia aptame d
gin két nho su phat huynh quang hogc phuong phép hién vi quét bang laze hodc dém
té bao theo dong chay.

Mbi khung c6 thé duoc lién hop véi phéan tr ¢ hoat tinh tht hai, vi du nhu
phén tr IL-21, phan t khang CD3, va phan tir khang CD28.

Théng tin thém vé cac khung polypeptit xem trong, vi du, phin mé ti clia cong
b don qubc t& s6 WO 2014/071978A1, va cac tai liéu tham khao duge néu & day.

Sang ché con d& cap dén aptame. Aptame (xem cong bd don qudc té s6 WO
2014/191359 va tai liéu duge néu ¢ day) la phan tr axit nucleic sgi don mach ngén, co
thé gap cudn thanh cAu tric ba chiu x4c dinh va nhén biét cdc ciu trac dich dic hiéu.
Chuing dudng nhu 13 thanh phan thay thé thich hgp dé phat trién liéu phap huéng dich.
Aptame di duoc chimg minh 13 gén két chon loc v6i nhidu loai dich phirc hop khac
nhau véi ai luc va d6 dac hiéu cao.

Aptame nhan biét cac phén tr ndm & bé mit té bao da duoc x4c dinh trong thap
ky trude va tao ra phuong tién dé phat trién phuong phép chdn doan va diéu tri. Do
aptame da dugc chimg minh la gén nhu khoéng cé tinh doc va tinh sinh mién dich,

chiing 1a céc tng vién trién vong cho céc ung dung y sinh. Thuc vay, cac aptame, vi
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du, aptame nhan biét khang nguyén mang dac hiéu tuyén tién liét, da duoc st dung
thanh cong cho céac liéu phap hudng dich va da duge chimg minh 1a ¢6 chirc ning
trong cac mo6 hinh md ghép khac loai in vivo. Ngoai ra, aptame nhan biét cac dong té
bao khdi u déc hiéu da duoc xéc dinh.

Aptame ciia ADN c6 thé duoc chon loc dé cho théy dic tinh nhén biét phé rong
d8i v6i céc t€ bao ung thu khac nhau, va cu thé 1a cac t& bio c6 ngudn gde tir khdi u
rén, trong khi cac té bao khéng tao khdi u va t& bao so cip khoe manh khéng dugc
nh4n biét. Néu aptame da x4c dinh khong chi nhan biét kidu phu ctia khéi u dic hiéu
ma con tuong tac véi loat khdi u, didu nay lam cho aptame thich hop lam chat con
dugc goi la chét chin doan va chit diéu tri phé rong.

Hon nita, viéc danh gia dic tinh gin két t& bao bang phuong phap dém té bao
theo dong cho thiy rang aptame c6 4i luc rd rang rat 5t trong khoang nanomol.

Aptame httu ich cho muc dich chin doan va diéu tri. Ngoai ra, c6 thé ching
minh duoc ring mot sé aptame dugc hip thu boi t bao khéi u va do d6 c6 thé c6 tac
dung lam thé mang phan tr dé cung cép chét khang ung thu huéng dich nhu ARN can
thiép c6 kich thuéc nho (small interfering RNA: siRNA) vao cac t& bao khdi u.

Aptame c6 thé dugc lya chon d6i v6i cac dich phirc hop nhu céc té bao va md
va phitc hop peptit chira, t5t hon 14 bao gdm, trinh tu theo trinh tu bat ky trong s6 céc
trinh ty tt SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54, theo séng ché sau day v&i phan tir
MHC, béng cach st dung k¥ thuat tién héa theo hé théng cua phéi tr béng cach lam
gidu lily tién (Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment: SELEX)-
té bao.

Cac peptit theo sang ché co thé duoc st dung d tao ra va phat trién khang thé
ddc hiéu v6i phirc hop MHC/peptit. Chiing c6 thé duoc sir dung cho liéu phép, huéng
dich ddc t6 hodc cac chit phong xa dén mo bi bénh. Ung dung khéc ctia cdc khang thé
nay ¢6 thé 1a hudng dich céc chit dong vi phéng xa dén md bi bénh cho muc dich
chup hinh nhu phuong phap chup xa hinh cét 16p positron (Positron Emission
Tomograpgy: PET). Ung dung niy c6 gitp phét hién su di can nho hodc dé xac dinh
vi tri chinh xac va kich thude cia mo bi bénh.

Do doé, theo khia canh khéc, sang ché d& xuit phuong phép tao ra khang thé tai
t6 hop gan két ddc hiéu véi phiic hop twong thich md chinh (MHC) nhém I hodc II

cua ngudi duge tao phuc vai khang nguyén duge gidi han béi HLA, phuong phap nay
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bao gbém cac bude: tao mién dich cho dong vat ¢ vi khong phai ngudi duoc thiét ké
di truyén c6 céc té bao biéu hién phitc hop twong thich mé chinh (MHC) nhém I hodc
IT ctia ngudi néu trén bing dang hoa tan ctia phan tr MHC nhém I hodc 1T dugce tao
phirc véi khang nguyén dugce gidi han boi HLA néu trén; phan lap cdc phan tr ARN
thong tin tir c4c té bao tao ra khang thé ctia dong vét c6 vii khong phai ngudi néu trén;
tao ra thu vién biéu hién thé thuc khudn biéu hién cac phan tr protein dugc ma hoa
bdi cdc phan tr ARN thong tin néu trén; va phan lap it nhit mot thé thuc khudn ra
khoi thu vién biéu hién thé thuc khudn néu trén, it nhét mot thé thue khudn néu trén
biéu hién khang thé gin két dac hidu véi phac hop tuong thich mé chinh (MHC)
nhém I hodc nhom II cua ngudi néu trén duge tao phtrc véi khang nguyén gidi han boi
HLA néu trén.

Theo khia canh khéc, sdng ché dé cap dén khéng thé gén két dac hidu véi phtic
hop twong thich mé chinh (MHC) nhém I hodc II ctia ngudi duoc tao phirc voi khang
nguyén gi¢i han HLA, trong d6 t6t hon néu khang thé nay 1a khang thé da dong,
khéng thé don dong, khang thé dic hiéu kép va/hozc khang thé thé kham.

Céc phuong phép twong ung dé tao ra khang thé nay va céc phirc hop tuong
thich mé chinh nhom I chudi don, ciing nhur cac cong cu khac dé tao ra cdc khang thé
nay duoc boc 16 trong cc cong bd don qudc té s6 WO 03/068201, WO 2004/084798,
WO 01/72768, WO 03/070752, va tai liéu cong bd (Cohen et al., 2003a; Cohen et al.,
2003b; Denkberg et al., 2003), nhim muc dich cua séng ché, toan bo cac tai lidu nay
duoc dua vao ddy dé tham khao toan bd ndi dung ctia ching.

Tét hon, néu khang thé nay gén két véi phtrc hop, véi 4i luc gan két nhé hon 20
nanomol, t6t hon 13 nho hon 10 nanomol, duoc cho 13 “dic hidu” trong ngit canh clia
sang ché.

Sang ché d& cap dén peptit chira trinh tur dugc chon tir nhém bao gdm céc trinh
tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54, hodc bién thé ciia n6 ¢ do twong ddng (t6t
hon 1a mtc d6 giéng) vé trinh ty it nhit 12 88% v&i cac trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 54 hoic bién thé ciia né gdy ra phan tmg chéo ciia cac té bao T véi peptit
néu trén, trong dé peptit nay khong 1a polypeptit co s& co chiéu dai day du.

Sang ché con dé cap dén peptit chira trinh tu dugce chon tir nhém bao g@)m cac
trinh tw tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54 hoic bién thé ctia né c6 do twong dong
(t6t hon 1a muc d6 giéng) vé trinh tu it nhat 1a 88% véi cac trinh tw tr SEQ ID NO: 1
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dén SEQ ID NO: 54, trong d6 peptit hodc bién thé nay c6 tir 8 dén 100 axit amin, tot
hon 14 tr 8 dén 30 axit amin, va tot nhat 13 tir 8 dén 14 axit amin trong toan bd chiéu
dai mach.

Sang ché con dé cap dén cac peptit theo sang ché c6 kha ning gin két v6i phan
tur ctia phic hop tuong thich mé chinh (MHC) nhém-I hodc nhom —II ciia nguoi.

Sang ché con dé cap dén céc peptit theo sang ché trong d6 peptit nay bao gdm
hodc chu yéu bao gém trinh tu axit amin theo cac trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 54.

Sang ché con d& cip dén cac peptit theo sang ché, trong d6 peptit nay duoc cai
bién (bang phuong phap héa hoc) vi/hodc bao gdm cac lién két khong peptit.

Séang ché con dé cap dén céc peptit theo sang ché, trong d6 peptit nay 1a mot
phdn cua protein dung hop, cu thé 1 cha axit amin & du tan cting N ctia chudi bét
bién lién quan dén khang nguyén HLA-DR (Ii), hodc trong d6 peptit nay duoc dung
hop v6i (hodc vao) khang thé, vi du nhu khang thé dic hiéu véi té bao dudi gai.

Sang ché con d& cip dén axit nucleic ma hoa cac peptit theo sang ché, véi diéu
kién 1a peptit nay khong la protein hoan toan (d4y du) ctia nguoi.

Sang ché con d& cip dén axit nucleic theo sang ché, axit nay 1a ADN, ADN bb
tro, APN, ARN hoic hon hop ctia ching.

Sang ché con dé cép dén vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién axit nucleic
theo sang ché.

Sang ché con dé cap dén peptit theo sang ché, axit nucleic theo séng ché hoic
vecto biéu hién theo sang ché dé dung lam thudc, cu thé 14 dé diéu tri bénh ung thu tr
cung.

Sang ché con @& cap dén té bao chu chira axit nucleic theo sang ché hoic vecto
biéu hién theo sang ché.

Sang ché con dé cip dén té bao chu theo sang ché 1a té bao trinh dién khéng
nguyén, va t6t hon néu 1a t€ bao dudi gai.

Sang ché con dé cap dén phuong phép tao ra peptit theo sang ché, phwong phéap
nay bao gdbm budc nudi ciy té bao chu theo sang ché, va phan lap peptit ra khéi t& bao
chi nay hodc méi trudng nudi ciy cia no.

Sang ché con d& cap dén phuong phép theo sang ché, trong d6 khang nguyén

duoc tai 1én cac phan tir MHC nhém I hodc II dwoc biéu hién trén bé mit cua té bao
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trinh dién khang nguyén thich hop bang cach cho khang nguyén véi luong du tiép xuc
v6i té bao trinh dién khang nguyén.

Sang ché con dé cap dén phuong phép theo sang ché, trong d6 té béo trinh dién
khang nguyén chira vecto biéu hién cé kha ning biéu hién peptit néu trén, peptit nay
chtra cac trinh tuy tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54 hoic trinh tu axit amin cla
bién thé ctia né.

Séang ché con dé cap dén té bao T hoat hoa, dugce tao ra bang phuong phép theo
séng ché, trong do céac té bao T nay nhan biét chon loc té bao ¢ biéu hién bét thudong
polypeptit chira trinh tu axit amin theo sang ché.

Sang ché con mé ta phuong phép tiéu diét té bao dich & bénh nhan c6 té bao
dich biéu hién bit thudong polypeptit chira trinh tu axit amin bt ky theo sdng ché,
phuong phap nay bao gdm budc cho bénh nhan sir dung lwong hitu hidu ctia té bao T
theo sang ché.

Sang ché con mé ta viée st dung peptit bt ky d& mé ta, axit nucleic theo sang
ché, vecto biéu hién theo séng ché, t& bao theo séng ché, hoic té bao lympho T hoat
tinh gy doc té bao theo sang ché lam thude hodc dé san xuét thude. Sang ché con mé
ta viée str dung theo sang ché, trong d6 thudc nay c6 hoat tinh chéng ung thu.

Sang ché con md ta viéc st dung theo sang ché, trong d6 thudc nay 13 vacxin.
Sang ché con mé ta viée st dung theo sang ché, trong d6 thude nay ¢6 hoat tinh chéng
ung thu.

Sang ché con mo ta viée st dung theo séng ché, trong d6 cac té bao ung thu néu
trén 14 cac t& bao ung thu tir cung hodc céc té bao khéi u huyét hoc hoic té bao khdiu
dang rén khac nhu céc t& bao bach ciu dong tiy cap tinh (AML), té bao ung thu vii,
ung thu 6ng mat chu, ung thu ndo, bach cau lymph6 bao man tinh (CLL), caxinom
két-truc trang, ung thu thuc quan, ung thu tui mat, ung thu da day, ung thu té bao gan
(HCC), caxinom té bao Merkel, u melanin, u lymph6 khong Hodgkin, ung thu phoi té
bao khéng nhé (NSCLC), ung thu budng trimg, ung thu tuy, ung thu tuyén tién liét,
ung thu té bao than, ung thu phdi té bao nho (SCLC) va bénh ung thu bang quang.

Sang ché con dé cap dén cac protein cua gen danh ddu va du 4n sinh hoc cu
thé trén co s cac peptit theo sang ché, dugc goi & day la “dich” c6 thé duge st dung
trong chin doan va/hoc tién lwong bénh ung thu tir cung. Séng ché con mo ta viée sur

dung céc dich méi nay dé diéu tri bénh ung thu.
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Thuat ngit “khang thé” hodc “cic khang thé“ dugc sir dung & day theo nghia
rong va bao gdm ca khang thé da dong va khang thé don dong. Ngoai cac phan tir
globulin mién dich nguyén ven hodc “déy du”, cac doan khang thé (vi du, céc ving
quyét dinh tinh bd tro (CDR), doan Fv, doan Fab va doan Fc) hodc cac polyme cua
céc phan tir globulin mién dich nay va cac dang dugc lam cho gidng khang thé cua
ngudi cua phan tir globulin mién dich ciing duge bao gdm trong thuét ngit “khang
thé”, mién 1a chung c6 dac tinh bét ky trong sb cac dic tinh mong mudn (viduy, su gén
két dac hiéu ciia (poly)peptit ciia gen danh diu bénh ung thu tir cung, cung cép doc tb
dén té bao ung thu tir cung biéu hién gen danh diu bénh ung thu & mic cao, va/hoic
trc ché hoat tinh ctia polypeptit ctia gen danh dau bénh ung thu tir cung) theo sang ché.

Khéng thé theo sdng ché c6 thé dwoc mua tir cac ngudn thuong mai bét cr khi
nao. Khang thé theo sang ché ciing c6 thé dugc tao ra bang céch sir dung cic phuong
phép da biét r3. Nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé hiéu rang céc
polypeptit clia gen danh ddu bénh ung thu bang quang c6 chidu dai dy da hoic céc
doan cua né ¢6 thé duoc st dung dé tao ra khéng thé theo sang ché. Polypeptit dugc
st dung dé tao ra khang thé theo sang ché ¢6 thé duoc tinh ché mot phﬁn hodc hoan
toan ra khoi nguén tu nhién, hoic c6 thé duoc tao ra béng k¥ thuat ADN tai td hop.

Vi du, peptit ma héa ADN b tro theo sang ché, nhu peptit theo céc trinh tu tur
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54, polypeptit, hodc bién thé hozc doan cua né, c6
thé duoc biéu hién & cac té bao khong nhan (vi du, vi khuan) hodc cac té bao c6 nhan
dién hinh (vi du, céc té bao ndm men, con trung, hodc ddng vat c6 vi), ma sau do
protein tai t& hop ¢6 thé dugc tinh ché va str dung d tao ra khang thé don dong hodc
khang thé da dong dé gén két dic hidu véi polypeptit clia gen dénh dau bénh ung thu
tir cung duoc st dung dé tao ra khéng thé theo séng ché.

Ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc niy s& hiéu rang sy tao ra hai hoic
nhidu tp hop khac nhau ctia khéng thé don dong hoic khéng thé don dong lam tang
t81 da kha ning thu dugc khang thé ¢6 do dic hiéu va 4i luc cin thiét cho muc dich du
dinh ctia n6 (vi du, thir nghiém ELISA, héa m6 mién dich, chup anh in vivo, liéu phap
khéng doc t6). Cac khang thé dugc thir nghiém v& hoat tinh mong mudn ctia chiing
bang cac phuong phép da biét, theo muc dich ma khéng thé nay cn duoc sir dung (vi
duy, thtr nghiém ELISA, hoa mo mién dich, liéu phép mién dich, v.v.; dé biét thém

huéng dan vé viéc tao ra va thir nghiém khéng the, vi du, xem tai liéu: Greenfield,
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2014 (Greenfield, 2014)). Vi du, cic khéng thé c6 thé duoc thir nghiém trong thir
nghiém ELISA hodc, phép thAm tach Western, nhuém héa mé mién dich bénh ung thu
duoc c¢b dinh trong formalin hodc phén mé déng lanh. Sau khi xé4c dinh tinh chit ban
dau cta chung in vitro, khang thé duoc du dinh cho muc dich diéu trj hoic chin doan
in vivo dugce st dung theo céc phuong phap thir nghiém trong 1am sang d biét.

Khi duoc st dung trong ban md ta nay, thuit ngir "khang thé don dong" d chi
khang thé thu dugc tir quan thé khéng thé gin nhu ddng nhat, nghia 1a cac khéng thé
riéng bict chua quén thé 1a giéng nhau ngoai trur sy dot bién c6 thé ¢ trong tu nhién
nhung ¢6 thé ¢6 mat v6i luong rét nho. Cac khang thé don dong & déy cu thé bao gdm
cac khang thé “thé kham” trong d6 phan chudi ning va/hodc chudi nhe 1a gibng véi
hodc tuong ddng voi céc trinh tir tuong tng trong khéng thé c6 ngudn gbe tir lodi cu
thé hodc thudc vé& nhém hoic phén nhém khang thé cu thé, trong khi phﬁn coOn lai cua
(c4c) chudi nay 1a gidng vé6i hodc tuong ddng v6i céc trinh tir trong tmg trong khang
thé ¢6 ngudn gde tir cac loai khac hodc thudc vé& nhém hodc phin nhém khéng thé,
cling nhu cdc doan cia khang thé nay, mién 1a ching c6 hoat tinh d6i khang mong
mubn (Bing doc quyén sang ché M¥ s6 US 4.816.567, tai liéu nay dugc dua vao day
dé tham khao toan bo noi dung cua nd).

Céc khang thé don dong theo sang ché c6 thé duogc tao ra bing cach st dung
phuong phéap lai. Trong phuong phap lai, chudt hodc dong vat chu thich hop khac
thudong duoc tao mién dich bing chét giy mién dich dé tao ra cac té bao lymphd dé
tao ra hodc c6 kha nang tao ra khang thé ma sé& gén két dic hiéu véi chat gay mién
dich. Theo cach khac, cac t& bao lymphé c6 thé duoc tao mién dich in vitro.

Cac khang thé don dong ciing c6 thé duoc tao ra bang phuong phép ADN téi t6
hop, nhu cdc phuong phip dugc md ta trong Béing doc quyén sang ché My s6 US
4.816.567. ADN ma hoa cac khang thé don dong theo sang ché c6 thé dugc phan 1ap
d& dang va giai trinh ty bang cich sir dung cc quy trinh thong thudong (vi du, bang
cach st dung doan do oligonucleotit ¢6 kha ning gin két dic hidu véi cac gen ma héa
chudi ning va chudi nhe cua khang thé ctia chudt).

Céc phuong phép in vitro cling thich hop 8 tao ra tao ra khang thé hoa tri mot.
Su phén giai khang thé d tao ra cac doan khang thé cta no, cu thé 1a cac doan Fab, c6
thé duoc thuc hién béng cach st dung cac k¥ thudt thong thuong da biét trong linh

vuc nay. Chéng han, sy phan giai ¢6 thé duogc thuc hién bang cach st dung papain.
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Céc vi du v& su phén giai papain dugc md ta trong cong b6 don qudc t& sb WO
94/29348 va Bing doc quyén sang ché My s6 US 4.342.566. Su phan giai papain clia
khang thé thuong tao ra hai doan gin két khang nguyén gidng nhau, dugc goi 1a doan
Fab, mdi doan nay cé mét vi tri gén két khéng nguyén, va doan Fc con lai. Viéc diéu
tri bang pepsin tao ra doan F(ab')2 va doan pFc'.

Céc doan khang thé, bt ké dugc gin két véi céc trinh tu khac hay khong, cling
¢6 thé bao g@)m su xen doan, sy khuyét doan, su thay thé doan, hodc céc cai bién duoc
chon khéc cua vung cu thé hodc cac géc axit amin cu thé, voi didu kién 1a hoat tinh
cta doan nay khong bi thay ddi hoiic anh huéng déng ké so vé6i khang thé hoic doan
khéng thé khéng dugc cai bién. C4c cai bién nay cé thé tao ra mot sb dic tinh bd sung
nhu loai bo/bd sung thém axit amin c6 kha ning lién két disulfua, dé lam gia ting tudi
tho sinh hoc ctia né, dé lam thay dbi dic tinh tiét ra ctia nd, v.v.. Trong trudng hop bét
ky, doan khéng thé phai c6 ddc tinh vé hoat tinh sinh hoc, nhu hoat tinh gén két, su
diéu hoa gén két & ving gin két, v.v.. Cac ving chirc ning hodc ¢ hoat tinh cta
khéng thé nay co thé duoc xac dinh béng cach gay dot bién vung ddc hi¢u cta protein,
sau d6 bidu hién va thir nghiém polypeptit dugc biéu hién. Cac phuong phép nay da
duoc ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vure nay hidu 5 va c6 thé bao goém cé su
gy dot bién dac hiéu vi tri ctia axit nucleic md héa doan khang thé.

Khang thé theo séang ché c6 thé con bao gdm khéng thé clia nguoi hodc khang
thé duoc 1am cho giéng khang thé ctia ngudi. Céc dang khéng thé khong phai ctia
nguoi (vi dy, cia chudt) dugce lam cho gidng khang thé ctia ngudi 14 céc globulin mién
dich thé kham, chudi globulin mién dich hodc céc doan cta né (nhu doan Fv, Fab,
Fab' hodc c4c trinh tw nho gin két khang nguyén khéc ctia khang thé) chira trinh tu tdi
thiéu c6 ngudn gbe tir globulin mién dich khong phai cua nguoi. Cac khang thé duoc
lam cho gibéng khang thé ctia ngudi bao gdm globulin mién dich ctia ngudi (khang thé
thé nhan) trong dé cac gbe tir ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) ctia khang thé thé
nhan dugc thay thé bang cac gdc tir vimg CDR cua loai khong phai ngudi (khéng thé
thé cho) nhu chudt nhét, chudt hodc thd c¢6 d6 dic hiéu, & luc va kha ning mong
mudn. Trong mot s§ trudong hop, cac gbc ctia khung Fv (Fv framework: FR) cla
globulin mién dich ctia ngudi duge thay thé bang cac gbc khong phai ciia nguoi tuong
tng. Khang thé dugc 1am cho giéng khang thé ctia ngudi cling 6 thé chira cac gbc

khong dugc tim thay trong trinh tu khang thé thé nhan hodc trong cic trinh tu duge
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nhap khéu CDR hoic trinh tur khung. N6i chung, khang thé dwoc lam cho gidng khang
thé ctia nguoi sé chi yéu bao gdm toan b it nhit mot, va thuong 12 hai, ving bién ddi,
trong d6 toan bd hodc gin nhu toan by cic ving CDR tuong tng véi cdc ving clia
globulin mién dich khong phai ctia ngudi va toan bd hodc gin nhu toan by cac ving
FR la c4c ving cta trinh tu lién tng cta globulin mién dich ctia ngudi. Khang thé
duge lam cho giéng khang thé cua ngudi t6i wu ciing s& bao gdm it nhit mot phan cta
ving hing dinh (Fc) cua globulin mién dich, thuong 14 cac ving clia globulin mién
dich cta nguoi.

Cac phuong phép 1am cho khang thé khong phai cia nguoi giéng v6i khang thé
ctia ngudi 1 da duoc biét 18 trong linh vue nay. Néi chung, khang thé dugc 1am cho
gidng khang thé cia ngudi c6 mot hodc nhidu gbe axit amin dugc dua vao né tir
ngudn khong phai ctia ngudi. Cac gbc axit amin khong phai ctia ngudi nay thuong
duoc goi 1a gbc "nhap khau", cac gbc nay thudong dugc 1y tir ving bién d6i "nhap
khau". Viéc lam cho giéng v6i khang thé cua ngudi c6 thé duoc thuc hién chu yéu
béng cach thay thé cac ving CDR hoic trinh tw CDR cuia dong vat gam nhim cho cac
trinh ty twong Ung ctua khang thé cia nguodi. Do d6, cac khang thé "dugc 1am cho
gidng khang thé ctia ngudi" nay 1a khéng thé thé kham (Bang doc quyén sang ché My
s6 US 4.816.567), trong d6 vimg bién d6i nguyén ven ctia ngudi dugce thay thé it hon
dang ké bang trinh tu twong tmg tir cac loai khong phai nguoi. Trén thuc té, khang thé
duoc 1am cho giéng khang thé ctia nguoi thuong 14 khang thé clia nguoi trong d6 mot
s6 gbc CDR va c6 thé 1a mot sb gbc FR duge thay thé bang cac gde tir cc vi tri twong
tu & khang thé ctia dong vat gam nham.

Cac dong vat chuyén gen (vi duy, chudt nhit), khi duoc tao mién dich, ¢ kha
ning tao ra kho dy du ciia khéng thé cia nguoi khi khong c6 su tao ra globulin mién
dich ndi sinh ¢6 thé duoc st dung. Vi du, su can kiét clia gen x4c dinh tinh trang &
ving ghép ndi ctia chudi ning ctia khang thé & chudt nhat dot bién thé kham va dong
phdi dd duoc mo ta 1a tao ra sy Grc ché hoan toan qué trinh san sinh khang thé ndi sinh.
Su chuyén méang gen globulin mién dich & chudt nhit dot bién dong phéi nay s& dan
dén su tao ra khang thé ctia ngudi khi thach thirc khang nguyén. Khang thé ctia nguoi
cling co thé duoc tao ra trong thu vién biéu hién trén thé thuc khudn.

Tét hon, néu khang thé theo sang ché dugc sir dung cho d6i twong trong chét

mang dugc dung. Théng thuong, luong thich hop cta mudi duge dung duoc sir dung
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trong san phdm dé tao ra san phim ding truong. Vi du vé cac chat mang dugc dung
bao gé)m nude mudi, dung dich Ringer va dung dich dextroza. Tt hon, néu do pH cua
dung dich nim trong khoang tir 5 dén 8, va t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 7 dén
7,5. Céc chit mang khac bao gdm céc thanh phén giai phéng duy tri nhu nén ban thAm
ctia polyme ky nuéc dang ran chira khéng thé, céc nén da dugc tao hinh tir trude, vi
du, mang, liposom hodc vi hat. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s&
hiéu ring mot s6 chit mang nhit dinh c6 thé dugc uvu tién hon, tiy theo, vi dy, dudng
st dung va ndng do khang thé duoc st dung.

Céc khang thé c¢6 thé duoc sir dung cho dbi tuong, bénh nhéan, hoic té bao bing
cach tiém (vi dy, tiém qua duong trong tinh mach, trong mang bung, dudi da, trong
co), hodc bing cac phuong phap khac nhu tiém truyén dé dam bao ring su cung cip
clia n6 vao dong méu & dang hitu hidu. Khang thé ciing c6 thé duge st dung qua
duodng trong khdi u hodc quanh khdi u, d& c6 hidu qua diéu tri khu trti cling nhu hiéu
quéa diéu tri toan than. Phuong phap tiém tai chd hodc qua dudng trong tinh mach 1a
duoc uu tién.

Liéu dung hitu hiéu va ché d6 st dung khang thé c6 thé duoc xac dinh theo
kinh nghiém, va nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& biét cach xac dinh
nay. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc niy sé& hiéu ring liéu ding cta
khang thé can dugc st dung s€ thay dbi tuy theo, vi du, dbi tuong s€ nhan khang thé,
duong st dung, loai khang thé cu thé dugc st dung va cac dugc chét khac dugc st
dung. Liéu ding hang ngay théng thuong cua khang thé dugc st dung mot minh c6
thé ndm trong khoang tir 1 pg/kg dén téi da 100 mg/kg thé trong hodc cao hon mdi
ngay, tiy theo céc yéu t6 néu trén. Khi sir dung khang thé, t6t hon 1a d& diéu tri bénh
ung thu tir cung, hiéu qué cta khang thé didu tri c6 thé duoc dénh gid theo nhidu cach
khac nhau ma nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay da biét r5. Chéng han,
kich thude, sb luong va/hodc sy phan bb bénh ung thu & dbi tugng duge didu tri ¢6 thé
duoc theo ddi bang cach st dung k¥ thuat hinh anh khdi u chuén. Khang thé dugc str
dung dé didu tri bénh lam ngimg su phat trién cta khdi u, 1am cho khdi u nho lai,
va/hodc ngdn nglra su phat trién cta khéi u méi, so v6i su dién bién clia bénh s& xuét
hién khi khong str dung khang thé, 1a khang thé c6 hiéu qua dé diéu tri bénh ung thu.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phap tao ra thu thé té bao T hoa
tan (sTCR) nhéan biét (theo cach dic hiéu) phirc hop peptit-MHC dic hiéu. C4c thu thé
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té bao T hoa tan nay c6 thé duoc tao ra tir cac dong vo tinh cua té bao T dic hiéu, va ai
luc ctia ching c6 thé duoc ting 1én bang cach gay dot bién hudng dich 1 cac ving
quyét dinh tinh b6 tro. Nhim muc dich chon loc thu thé t& bao T, su biéu hién trén thé
thuc khuén c6 thé duoc st dung (US 2010/0113300, (Liddy et al., 2012)). Nham muc
dich 1am &n dinh cé4c thu thé t& bao T trong khi biéu hién trén thé thuc khuan va trong
truong hop st dung trén thuc té 1am dugc chat, chudi alpha va beta 6 thé duge lién
két, vi du, bing céc lién két disulfua khong tur nhién, céc lién két cong hoa tri khéc
(thu thé t& bao T chudi don), hoic bang cac ving dime héa (Boulter et al., 2003; Card
et al., 2004; Willcox et al., 1999). Thu thé t& bao T c6 thé duogc lién két vai doc 16,
duogc chit, xytokin (vi du, xem cong bd don sang ché M¥ s6 US 2013/0115191), va
cac vung tap hop céc té bao hiéu ung nhu vung khang CD3, v.v., dé thuc hién chuc
ning cu thé trén cac t& bao dich. Ngoai ra, né ¢ thé duoc bidu hién & cac té bao T
dimg dé chuyén muon. Thong tin thém c6 thé duoc tim thdy trong cac cong bd don
quéc t& s WO 2004/033685A1 va WO 2004/074322A1. T6 hop ctia cac thu thé TCR
hoa tan duoc mé ta trong céng bd don quéc té s6 WO 2012/056407A1. Cac phuong
phap tao ra khac dugc boc 10 trong cong bd don quéc té s6 WO 2013/057586A1.

Ngoai ra, cac peptit va/hodc thu thé TCR hosc khang thé hodc cac phén tu gén
két khac theo sang ché c6 thé dugce str dung dé kiém tra su chin doan bénh ung thu
cua chuyén gia bénh hoc trén co s& mau sinh thiét.

Cac khang thé hodc thu thé TCR cling co thé duoc st dung cho cac thir nghiém
chin doan in vivo. N6i chung, khang thé duoc danh dau bang nucleotit phéng xa (nhu
iy P71, ¥c, B, °H, *P hoic 35S) sao cho khdi u ¢ thé duoc c¢b dinh béng cach st
dung phuong phép chup hinh mién dich nhip nhay. Theo mot phuong 4n, khang thé
hodc doan khéng thé gin két véi ving ngoai bao cua hai hodc nhiéu dich cta protein
duoc chon tir nhém bao gdm cic protein néu trén, va gid tri i luc (Kd) nho hon 1 x
10uM. .

Khéng thé ding dé chin dodn ¢6 thé duoc danh ddu bing doan do thich hop dé
phét hién bang cic phuong phap chup hinh anh khac nhau. Cac phuong phap dé phat
hién doan do bao gbém, nhung khéng chi gi6i han &, phwong phap huynh quang,
phuong phap chiéu 4nh sang, phuong phap hién vi electron va confocal; phuong phap
chup cong huong tir va phd; phuong phép noi soi huynh quang, phuong phép chup
anh cét 16p vi tinh va phuong phap chup anh cit 16p bang birc xa positron. Céc doan
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do thich hop bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, fluorescein, thodamin, eosin va
cdc nhém huynh quang khéc, déng vi phéng xa, vang, gadolini va cc hop chat
lanthanit khéc, sit thuan tir, flo-18 va chat dong vi phéng xa phat ra positron. Ngoai
ra, cac doan do c6 thé 1a doan do hai chtic ning hodc da chirc ning va c6 thé phét hién
duoc bang nhidu hon mot trong s6 cic phuong phap da liét ké. Cac khéng thé nay c6
thé duoc danh diu truc tiép hodc gian tiép bang céc doan do néu trén. Su lién két clia
doan do v6i khang thé bao gdm su lién két cong hoa tri voi doan do, su két hop doan
do vao khang thé, va su lién két cong hoa tri ctia hop chit chelat hoa dé gan két doan
do, ngoai cac lién két khac da duoc biét rd trong linh vuc ndy. DE st dung trong héa
m6 mién dich, mau md bénh c6 thé 14 miu mdi hoic duoc déng lanh hodc co thé duoc
gén trong parafin va ¢ dinh véi chit bao quan nhu formalin. Phan chira mau dugc cd
dinh hodc gin dugc cho tiép xuic véi khang thé so cAp va khang thé thu cap da duoc
dénh dau, trong do khang thé nay dugc st dung dé phét hién su biéu hién cua céc
protein tai chd.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cac té bao T hoat
hoa in vitro, phuong phap nay bao gdm budc cho céc té bao T tiép xtic in vitro véi
khang nguyén duoc tai cac phan tt MHC cta nguodi dugc biéu hién trén bé mat cua té
bao trinh dién khang nguyén thich hgp trong khoang thoi gian du & hoat héa té bao T
theo cach dic hiéu khang nguyén, trong d6 khang nguyén nay 1a peptit theo sang ché.
Tt hon, néu khang nguyén duoc st dung véi lugng du véi té bao trinh dién khang
nguyén.

Tét hon, néu té bao cua dong vat cé vua khoéng c6 hodc céd néng d6 hoac chuac
nang cla chit van chuyén peptit TAP giam. Céc té bao thich hop khong c¢6 chat van
chuyén peptit TAP bao gdm cac té bao T2, RMA-S va Drosophila. TAP la chat van
chuyén c6 lién quan dén viéc xir Iy khdng nguyén.

Dong té bao T2 thibu sy tai peptit ctia ngudi ¢6 thé mua duge tir Bao tang
gibng chuan vi sinh vit M§ (ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland
20852, M¥ theo Catalog s CRL 1992; dong Schneider 2 ctia dong té bao Drosophila
¢6 thé mua dugc tir Bao tang ATCC theo Catalog s6 CRL 19863; dong té bao RMA-S
cua chuodt dugc md ta trong tai liéu cua Karre va cic ddng tac gia (Ljunggren and
Karre, 1985).

To6t hon, néu truée khi chuyén nhiém, t€ bao chu khong bieéu hién cht yéu cac
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phan tr MHC nhém I. Ciing tot hon néu té bao kich thich biéu hién phan tir quan
trong dé tao ra tin hiéu ddng kich thich d6i véi € bao T nhu té bao bat ky trong s6
B7.1, B7.2, ICAM-1 va LFA 3. Trinh tu axit nucleic cua nhiéu phén trt MHC nhém I
va clia cac phan tir chat dong kich thich c¢6 thé mua dugc dé dang tir Ngan hang gen va
co s6 dit lieu EMBL.

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

Néu té bao trinh dién khang nguyén dugc chuyén nhiém dé biéu hién epitop
nay, t6t hon néu & bao nay chira vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién peptit chtra cac
trinh tu tt SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54, hoic trinh tur axit amin bién thé cta
no.

Nhiéu phuong phap khac ¢6 thé duoc st dung dé tao ra té bao T in vitro. Vi duy,
cac té bao lymphd tham nhiém khéi u tu than c6 thé duoc str dung dé tao ra CTL.
Plebanski va cac dong tac gia (Plebanski et al., 1995) str dung céc té bao lymphé trong
mau ngoai vi (peripheral blood t& bao lymphé: PLBs) tu than dé tao ra cac té bao T.
Ngoai ra, sy tao ra cac té bao T tur than bang cach giy Xung cho céc té bao dudi gai
bing peptit hodc polypeptit, hodc c6 thé bang cch tiém virut tai t6 hop. Cac té bao B
cling c6 thé duoc st dung d tao ra té bao T tu than. Ngoai ra, cac dai thyuc bao dugc
gdy xung bang peptit hodc polypeptit, hoic dwoc gay nhiém bang virut tai t& hop, c6
thé duoc st dung dé tao ra té bao T tu than. Tai liéu cua S. Walter va cac déng tac giad
(Walter et al., 2003) mé ta phuong phap tao mdi cta céc té bao T in vitro bang cach
stt dung té bao trinh dién khéng nguyén nhan tao (artificial antigen presenting cell:
aAPC), phuong phap nay ciing 1a cach thich hgp & tao ra c4c té bao T dbi v6i peptit
dugc chon. Theo sang ché, aAPCs duogc tao ra béng cach ghép cdp phuc hop
MHC:peptit da duoc tao ra tir trudc véi bé mit cua cac hat polystyren (vi hat) theo
hdn hop hoa sinh biotin:streptavidin. Hé nay cho phép kiém sodt chinh xac mat do
MHC trén aAPCs, diu nay cho phép tao ra theo cach chon loc cic dap tmg ctia té bao
T ddc hiéu v6i khang nguyén & muic cao hodc thip véi hiéu qua cao tir cdc mau mau.
Ngoai phtic hgp MHC:peptit, aAPC can mang céc protein khic c6 hoat tinh ddng kich
thich nhu cac khang thé khang CD28 duoc lién két véi bé mat ctia ching. Ngodi ra,
céc hé trén co s& aAPC nay thudng can bd sung thém cac yéu t6 hoa tan thich hop, vi

du, xytokin, nhu intolokin-12.
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Céc té bao khac alen cing loai ciing ¢6 thé duoc sir dung d tao ra t€ bao T va
phuong phap dugc md ta chi tiét trong cong bd don qude té s6 WO 97/26328, duge
dua vao day bang cach vién dan. Vi du, ngoai t& bao Drosophila va té bao T2, céc té
bao khac c6 thé duoc st dung dé trinh dién khang nguyén nhu t& bao CHO, té bao con
tring duoc gay nhiém bang baculovirut, t& bao vi khuén, t& bao ndm men, va té bao
dich dugc giy nhiém béng virut vacxinia. Ngoai ra, cac virut & thuc vat ¢ thé dugc
str dung (vi dy, xem tai liéu cua Porta va cac déng tac gia (Porta et al. 1994), tai liéu
ndy mb ta viéc phat trién virut thé kham & cdy ddu diia lam hé cho ning suét cao dé
trinh dién cac peptit ngoai lai.

Céc t& bao T hoat hoa hudng vao peptit theo sang ché 13 hiru ich trong liu
phap. Do d6, theo khia canh khac, sdng ché @ cap dén cac té bao T hoat héa co thé
thu duoc bing céc phuong phép theo sang ché néu trén.

Céc t€ bao T hoat héa, dugc tao ra béng phuong phap néu trén, s€ nhan biét
chon loc t& bao biéu hién bit thuong polypeptit chira trinh ty axit amin trong s6 cac
trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 54.

Tét hon, néu t& bao T nhén biét t& bao bing cach twong tac qua thu thé TCR
ctia n6 voi phire hop HLA/peptit (vi du, gan két). Cac té bao T hitu ich trong phuong
phap tidu diét t& bao dich & bénh nhdn c6 cic té bao dich biéu hién bat thudng
polypeptit chtra trinh tu axit amin theo sang ché trong d6 bénh nhan nay duoc cho st
dung Iuong hiru hiéu cua céac té bao T hoat hoa. Céc té bao T duoc st dung cho bénh
nhan c6 thé c6 ngudn gbc tir bénh nhan nay va dugc hoat héa nhu da mo ta trén day
(nghfa 12 chung 14 c4c té bao T tur than). Theo cach khic, cac té bao T khong ¢6 ngudn
gbe tir bénh nhan ma c6 ngudn gde tir ddi tugng khéc. T4t nhién 1 t6t hon néu dbi
tuong nay la dbi tuong khoe manh. Thuat ngtt “d6i tuong khoe manh” theo sang ché
& chi déi trong thuong 1a ¢6 stc khoe tét, t6t hon 1a ¢6 hé mién dich manh va tét hon
nita néu déi twong nay khong bi bénh bit ky c¢6 thé dugc thir nghiém va phat hién dé
dang.

Cac t& bao dich in vivo cta té bao T duong tinh véi CD8 theo séng ché c6 thé
14 céc té bao khdi u (cac té bao nay doi khi biéu hién MHC nhém IT) va/hodc té bao
nén bao quanh khéi u (cac té bao khdi u) (cac té bao nay doi khi ciing biéu hién MHC
nhom II; (Dengjel et al., 2006)).

Céc t& bao T theo sang ché c¢6 thé dugc st dung 1am hoat chit trong ché phim
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diéu tri bénh. Theo d6, sang ché ciing mo ta phuong phap tiéu diét té bao dich & bénh
nhan c6 céc té bao dich biéu hién bt thuong polypeptit chira trinh tir axit amin theo
sang ché, phuong phap nay bao gdm budc cho bénh nhan st dung lwong hitu hidu ctia
té bao T nhu duoc xac dinh trén day.

Thuat ngit “duoc biéu hién bit thuong” theo séng ché ciing c6 nghia 1a
polypeptit dugc biéu hién qua mic so véi mic biéu hién trong cdc mé binh thuong
hodc gen ndy 1a gen cAm trong mé duoc ldy tir khdi u nhung dugc biéu hién & khéi u.
Thuat ngit “duoc biéu hién qua mic* theo sang ché c6 nghia 1a polypeptit c6 mat voi
luong cao hon it nhat 1,2 14n luong ¢ mit trong md binh thudng; t6t hon néu cao hon
it nhét 2 1an, va t6t hon nita néu cao hon it nhét 5 14n hodc 10 14n so véi mtc c6 mit
trong m6 binh thuong.

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

Quy trinh cua phuong phap con dugc goi 1a su chuyén muon ciia té bao T 1 d
duoc biét 13 trong linh vuc nay. Dé biét thém chi tiét c6 thé xem cac tai lidu cua
Gattioni va cdc ddng tac gia va ctia Morgan va cic ddng tac gia (Gattinoni et al., 2006;
Morgan et al., 2006).

Khia canh khéc clia sdng ché mé ta viéc st dung peptit dugc tao phic véi
MHC dé tao ra thu thé té bao T c6 axit nucleic dugc tach dong va duoc dua vao té bao
chu, t6t hon néu 1a té bao T. Sau d6, té bao T thiét ké duoc c6 thé duge céy vao bénh
nhén ctia liéu phap diéu tri bénh ung thur.

Phan tir bt ky theo sang ché, nghia 1a peptit, axit nucleic, khang thé, vecto biéu
hién, té bao, t& bao T hoat hoa, thu thé té bao T hoic axit nucleic ma héa né 13 hitu ich
d8 didu tri cac réi loan, khac biét & chd, cac té bao tranh duge su d4p ing mién dich.
Do d6, phan tir bt k¥ theo sang ché c¢6 thé dugc dimg lam thudc hoic dé san xuat
thubc. Phan tir ndy c6 thé duoc sir dung mot minh hodc két hop véi (céc) phan tir khac
theo sang ché hoic (cac) phan tir da biét.

Sang ché con d cap dén kit bao gdm:

(a) dd chira dé dung dugc pham nhu di mo ta trén day, & dang dung dich hodc
dang déng kho nhanh;

(b) tiy ¥, db chira thi hai d& dung chat pha lodng hodc dung dich hoan nguyén
ding cho ché pham dang déng kho nhanh; va
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(c) tiy ¥, cac huéng dan dé (i) st dung dung dich hoic (ii) hoan nguyén
va/hodc st dung ché pham dang déng kho nhanh.

Kit con ¢6 thé chira mot hodc nhiéu thanh phan trong s6 (iii) chat dém, (iv) chat
pha loéng, (v) dung cu loc, (vi) kim tiém, hodc (v) bom tiém. Tét hon, néu dd chira 1a
chai, lo, bom tiém hoic dng thir nghiém; va c6 thé 1a dd chta da dung. Tét hon, néu
duoc phém ¢ dang dugc dong khd nhanh.

T6t hon, néu kit theo sang ché chira san phim dang dong kho nhanh cta sang
ché trong dd chira thich hop va huéng din dé hoan nguyén va/hoic str dung né. Céc
d6 chira thich hop bao gdm, vi du, chai, lo (vi du, lo ¢6 hai ngin), bom tiém (nhu bom
tiém c6 hai ngin) va cac dng thir nghiém. Db chira nay c6 thé duoc tao ra tir nhidu loai
vat liéu khac nhau nhu thuy tinh hoac chét déo. Tét hon, néu kit va/hodc dd chira c6
céc hudng dén dbi véi hodc c6 lién quan dén dd chira dé thé hién cac huéng din hoan
nguyén va/hodc st dung. Vi du, nhén co thé thé hién réng san phém dang dong kho
nay can dugc hoan nguyén véi ndng do peptit nhu da mo ta trén ddy. Nhan nay con 6
thé thé hién réng san phém nay la hiru ich hodc du dinh dé sir dung dudi da.

D) chira dé dung san phdm c6 thé 13 lo da dung dé cho phép lap lai viec st
dung (vi du, st dung tur 2 dén 6 1an) cta san phém dugc hoan nguyén. Kit con c6 thé
¢ dd chira tht hai chita chat pha logng thich hop (vi du, dung dich natri bicacbonat).

Khi tron chét pha lodng va san phdm dang dong khé nhanh, t6t hon néu néng
d6 peptit cubi trong san pham dugce hoan nguyén it nhét bang 0,15 mg/ml/peptit (=75
ng) va t6t hon 1a khong qua 3mg/ml/peptit (=1500ug). Kit ndy con cé thé cha cac
chit khac mong muén theo quan diém vé mit thuong mai va ngudi st dung, bao gém
céc chét dém, chét pha loédng, chét d6n, kim tiém, bom ti€ém khac, va bao gbi cé kem
theo hudng dan sir dung.

Kit theo sang ché ¢6 thé c6 mot dd chira d& dung dang san phém cua duoc
phdm theo sang ché cing vdi hodc khong cting véi cac thanh phan khac (vi du, cic
hop chét khac hoic dugc phdm chira cic hop chat khéc nay) hogc ¢6 d6 chira riéng
biét cho mdi thanh phan.

Tét hon, néu kit theo sang ché chtra san phim theo séng ché dugc bao goi dé str
dung két hop véi viée st dung d@)ng thoi hop chét tht hai (nhu céac chét phu trg (vi du,
GM-CSF), chét hoa tri liéu, san phém tw nhién, hormon hodc chat d6i khéang, chét

chéng tao mach hodc chét vc ché, chit gay chét té bao theo chuong trinh hoic chét tao
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chelat) hodc dugce pham chira ching. C4c thanh phan cta kit ¢6 thé dugc tao phic tir
truée hodc mdi thanh phin c6 thé & trong d6 chta riéng biét trude khi st dung cho
bénh nhan. Cac thanh phﬁn cua kit nay c6 thé duoc tao ra & dang mot hoic nhiéu dung
dich long, t6t hon néu 1a dung dich nudc, t8t hon nira néu 1a dung dich nuéc vo khuén.
Céc thanh phﬁn cua kit cling cé thé duoc tao ra dudi dang chét rén, chét nay co thé
duoc chuyén héa thanh chit 1ong bing cach cho thém cdc dung mdi thich hop, t6t hon
néu cac dung modi nay duge dung trong d6 chira riéng biét khac.

Db chira cua kit didu tri ¢6 thé 13 lo, dng thir nghiém, binh, chai, bom tiém,
hodc phuong tién khac bit ky ¢ dung chat ran hogc chat 1éng. Thong thudng, khi ¢6
nhiéu hon m6t thanh phan, kit nay sé chia lo thtr hai hodc d6 chtra khéc dé cho phép
tach lidu dung. Kit cling c6 thé chira dd chira khac dé dung chat 1ong duoc dung. Tt
hon, néu kit diéu tri s& chita dung cu (vi du, mot hodc nhiéu kim tiém, bom tiém, binh
nhé giot thudc mit, pipet, v.v.), d cho phép sir dung céc chét theo sang ché 1a céc
thanh phan cta kit theo séng ché.

Dang ctia dugc phdm theo sang ché 13 dang thich hop dé sir dung céc peptit qua
dudng c6 thé chip nhan bit ky nhu dudng miéng (trong rugt), dudong mili, dudng mét,
dudi da, trong da, trong co, trong tinh mach hodc qua da. Tt hon, néu viée str dung la
qua duong dudi da (s.c.), va t5t nhat néu viéce str dung qua dudng i.d. c6 thé bang cach
bom truyeén.

Do céc peptit theo sang ché duogc phan 14p tir bénh ung thu tir cung, t6t hon néu
thudc theo sang ché duoc st dung dé diéu tri bénh ung thu tir cung.

Sang ché con dé cap dén phuong phap bio ché duge phim duogc ca nhan héa
cho timg bénh nhan bao gdm budc san xut dugc phdm chua it nhat mot peptit duge
chon tir kho chita céc peptit TUMAP da sang loc so b, trong do it nhét mot peptit
duge st dung trong dugc phém dugc chon vé tinh thich hop & ting d6i tuong. Theo
mdt phuong an, dugc phim la vacxin. Phuong phép ndy cfing ¢6 thé duoc lam thich
ung dé tao ra cac dong v tinh ctia té bao T dé str dung sau d6, nhu tich TCR, hodc
khang thé hoa tan va cac lua chon didu tri khéc.

Thuat nglt “dugc phém duogc ca nhan hoa” s& ¢ nghia 1a li€u phap dugce lam
thich Ung deftc hiéu cho mét dbi tuong bénh nhan ma sé& chi dudc stt dung cho ligu
phép & mdi dbi tuong nay, bao gé)m vacxin bénh ung thu dugc c4 nhan hoa vé mat

hoat tinh va céc phép tri liéu bang t€ bao muon st dung mo tur than ctia bénh nhén.
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Khi duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “kho chua™ s€ dé chi nhém
cac peptit dd duoc sang loc so bd vé tinh sinh mién dich va/ho#c trinh dién qua muirc &
mot loai md cu thé. Thuat ngit “kho chia” khong du dinh ngu y réng cac peptit cu thé
dugc dua vao vacxin da dugc san xuét tir trude va bao quan trong phuong tién vat 1y,
mic du kha nang nay duoc du dinh. Cé dy dinh 10 rang r@fmg cac peptit co thé duoc
san xuit de novo ddi véi mdi vacxin riéng biét dugc tao ra, hodc cb thé duoc san xuét
tlr trude va bao quan. Kho chira (vi du, ¢ dang co s¢ dit ligu) gdm céc peptit lién quan
dén khéi u duoc biéu hién qua mic & md khdi u clia bénh nhan ung thu tir cung véi
céac loai alen HLA-A HLA-B va HLA-C khac nhau. N6 c6 thé chira cic peptit cua
MHC nhém I va MHC nhém II hodc peptit cia MHC nhom I kéo dai. Ngoai céac peptit
lién quan dén khéi u duge liy tir vai m6 ung thu tir cung, kho chua c6 thé chira cac
peptit cia gen danh ddu HLA-A*02 va HLA-A*24. Céc peptit nay cho phép so sanh
muc d6 mién dich té bao T dugc gy ra bdi cac peptit TUMAP theo cach dinh luong
va do d6 cho phép rit ra két luin quan trong vé kha nang tao ra dap tmg khang khéi u
ctia vacxin. Diéu thir hai 1a chitc ning cta ching lam peptit d6i chimg duong tinh
quan trong co ngudn gde tir “khdng phai chinh” khang nguyén trong truong hop cic
d4p mg ctia t& bao T1 la dép Umg cua té bao do vacxin bat ky gy ra vé6i cac peptit
TUMAP c¢6 ngudn gdc tir “chinh” cdc khang nguyén & bénh nhan khong dugc quan
sat. Va diéu thu ba 12 né c6 thé cho phép rut ra két luan lién quan dén tinh trang kha
ning mién dich ctia bénh nhan.

Cac peptit TUMAP dung cho kho chira dugc xdc dinh bing cich st dung
phuong phap hé gen tich hop két hop phuong phap phan tich su biéu hién cia gen,
phuong phap phd khdi lugng, va phuong phdp mién dich t€ bao T (XPresident ®).
Phuong phép nay dam bao rang chi cac peptit TUMAP c6 mat that sy trén khéi u véi
£y 1¢ cao nhung khéng dugc biéu hién hodc chi dugc bidu hién & muc t6i thicu trén mé
binh thudng, dwoc chon dé phan tich thém. Déi v6i su lya chon peptit ban dau, cac
mau bénh ung thu tir cung duge liy tlr cic bénh nhan va mau dugce lay tir nguoi cho
khoe manh dugc phén tich theo phuong phép timg budc:

1. Céc phéi tr HLA tir vat liéu 4c tinh duoc x4c dinh béng phuong phap phd
khéi luong

2. Phuong phap phan tich su biéu hién cta axit ribonucleic thong tin (mRNA)

c6 hé gen rong duge dung dé x4c dinh cac gen dugc bieu hién qua mirc & m6 ac tinh
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(bénh ung thu tr cung) so v6i khoang clia mo va co quan binh thuong.

3. Céc phéi tr HLA d3 xé4c dinh duoc so sanh véi s6 liéu biéu hién gen. Céc
peptit duge trinh dién qua mic hodc duoc trinh dién chon loc trén mo khéi u, t6t hon
1a duoc m3 hoa bdi cac gen dugce biéu hién chon loc hodc biéu hién qué muc nhu dugc
phat hién trong budc 2 dugce cho 1a cac ung vién peptit TUMAP thich hop cho vacxin
da peptit.

4. Viéc tra ctu tai liéu dugc thuc hién dé x4c dinh béng chung bd sung chung
minh mbi lién quan ctia peptit dwgc xac dinh 1am peptit TUMAP

5. Méi lién quan cta su biéu hién qué muc véi mitc ARN thong tin dugce khing
dinh béng cach phat hién lai cac peptit TUMAP da chon tir bude 3 trén m6 khdi u va
khong (hodc hiém khi) phét hién thdy trén cidc mo khoe manh.

6. Dé danh gi4 xem viéc gy ra dap Umg clia té bao T in vivo bang céc peptit d&
chon ¢6 kha thi hay khong, cac thtr nghiém tinh sinh mién dich in vitro dugc thuc hién
bing cach str dung cac t& bao T duge liy tir ngudi cho khoe manh ciing nhu 14y tir cac
bénh nhan ung thu ti cung.

Theo mdot khia canh, cac peptit dugc sang loc so bo v& tinh sinh mién dich
trude khi duoc dua vao kho chira. Béng cach vi du va khong lam gidi han, tinh sinh
mién dich ctia céc peptit duge dua vao kho chira duge xac dinh bang phuong phap bao
gdm buéc gin mbi té bao T in vitro bang céach kich thich lip lai céc té bao T CD8+
duoc 14y tir ngudi cho khoe manh bang céc t€ bao trinh dién khang nguyén nhan tao
duoc tai 1én phuc hop peptit/MHC va khang thé khang CD28.

Phuong phép nay duoc uu tién voi mot s it bénh ung thu va cdc bénh nhan c6
profin bidu hién & mic hiém. Trai véi phic hop da peptit ¢6 thanh phan ¢6 dinh nhu
duoc phat trién hién nay, kho chtta cho phép su phit hop ¢ mirc cao hon déng ké cia
su biéu hién thuc té ctia cac khang nguyén trong khéi u véi vacxin. Mot hoidc t6 hop
clia vai peptit “c6 sin” da chon s& dugc sit dung cho mdi bénh nhén theo phuong phap
da dich. V& mit 1y thuyét, phuong phap dua trén su chon loc, vi du, 5 peptit cua khang
nguyén khéac nhau tir thu vién ctia 50 peptit s& dan dén c6 khoang 17 tridu thanh phan
clia san phdm duoc chét (drug product: DP).

Theo mot khia canh, céc peptit dugc chon d dua vao vacxin trén co s tinh 6n
dinh cua ching d6i véi mdi bénh nhan trén co s& phuong phép theo sang ché nhu

duoc mé ta ¢ day, hodc nhu dudi day.
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Kiéu hinh cua HLA, s6 liéu vé san pham bt chudc san pham phién ma va bat
chude peptit duge thu thép tir cac vat ligu khdi u cua bénh nhan, va cac miu mau dé
xé4c dinh cac peptit thich hop nhit cho mdi peptit TUMAP véi bénh nhan cé “kho
chtra” va bénh nhan dic biét (nghia 1a dugc dot bién). Céc peptit s€ dugc chon la
peptit duoc biéu hién chon loc hodc duge biéu hién qua muc & khéi u cia cac bénh
nhan va, néu c6 thé, c6 tinh sinh mién dich manh in vitro khi dugc thir nghiém véi cac
té€ bao PBMC riéng biét ciia bénh nhan.

Tét hon, néu céc peptit dua vao vacxin duge x4e.dinh bing phuong phap bao
gdm cac bude: (a) xac dinh cac peptit lién quan dén khéi u (TUMAP) duge biéu hién
bai mau khdi u duoc 14y tir bénh nhén riéng biét; (b) so sanh cac peptit xdc dinh duge
trong budce (a) vai kho chira (co s¢ dit liéu) cta cac peptit nhu duge mo ta trén day; va
(¢) chon loc it nhit mot peptit tir kho chita (co s& dit liéu) c6 twong quan véi peptit
lién quan dén khdi u duoc x4c dinh & bénh nhan. Vi dy, cac peptit TUMAP dugc biéu
hién béi mau khéi u duoc xé4c dinh béng cach: (al) so sanh dir liéu biéu hién tir mau
khéi u véi dit lidu biéu hién tir mdu md binh thudng twong tmg véi loai mé clia mau
khdi u d& xac dinh cac protein duoc biéu hién qui mic hodc biéu hién bit thuong &
mau khéi u; va (a2) tuong quan dit liéu biéu hién véi trinh tu cta cac phdi tr MHC
gén két v6i cac phan tir MHC nhém I va/hodc nhém 11 trong mau khéi u dé xac dinh
céc phdi tir MHC ¢6 ngudn gde tir protein dugce biéu hién qué muc hoic biéu hién bat
thudng boi khdi u nay. Tét hon, néu cac trinh tu ctia phéi tt MHC duoc x4c dinh bang
cach rira giai cac peptit da gan két ra khoi phan tt MHC duge phan 1ap ra khoi mau
khdi u, va gii trinh tu coa céc phdi tir duoc rira giai. T6t hon, néu miu khéi u va mé
binh thuong dugce 1y tir ciing bénh nhan.

Ngoai ra hoic theo cach khac, budc chon loc peptit bang cach sir dung mé hinh
lap kho chua (co s¢ dit lidu), peptit TUMAP c¢6 thé duoc x4c dinh & bénh nhén de
novo, va sau d6 duoc dua vao vacxin. Theo mét vi du, cac peptit TUMAP Ung vién c6
th8 dugc x4c dinh & bénh nhan theo céc budc (al) so sanh dit liéu biéu hién tir miu
khéi u véi dit lidu biéu hién tir mdu md binh thudng twong tng véi loai moé ciia mau
khdi u dé xac dinh cac protein dugc biéu hién qua muc hodc biéu hién bat thuong
trong mau khéi u; va (a2) tuong quan dit liéu biéu hién v6i trinh ty ctia phdi tir MHC
gén két voi cac phan tt MHC nhém I va/hogc nhém II trong mau khéi u dé x4c dinh

céac phdi tt MHC c6 ngudn gbc tlir cac protein duge biéu hién qua muic hodc bicu hién
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bat thuong boi khéi u nay. Theo vi du khac, cac protein c¢6 thé duoc xac dinh 14 ¢6 cac
d6t bién khéc biét véi mAu khdi u so v6i mé tuong Gng binh thuong duge 14y tir bénh
nhéan riéng biét, va céc peptit TUMAP cé thé dugc x4c dinh 1 dich dic hiéu cta su
dot bién. Vi du, hé gen ctia khéi u va ctia mb binh thuong tuong ting c6 thé duoc giai
trinh tw bing cach giai trinh tu todn bo hé gen: dé phat hién céc dot bién khong ciing
nghia & cic ving ma hoa protein ciia gen, ADN va ARN hé gen dugc chiét tir cdc mod
khéi u va ADN dong mam ctia hé gen binh thuong khong duoc dot bién duoc chiét ra
khoi céc té bao don nhin mau ngoai vi (peripheral blood mononuclear cell: PBMC).
Phuong phap NGS da ap dung bi gidi han véi viée xéc dinh lai trinh ty cia cic ving
ma hoa protein (xac dinh lai trinh tur exom). Nhim muc dich nay, ADN exon tur cac
mau ldy tir ngudi bi bét gitt bing cach str dung kit gidu dich dugc cung cap boi nha
cung cép, sau d6 giai trinh tu, vi du, béng HiSeq2000 (Illumina). Ngoai ra, ARN
thong tin cta khéi u duoc giai trinh tu dé dinh luong truc tiép su biéu hién gen va X4ac
nhén céc gen dot bién duoc biéu hién & khdi u ctia bénh nhan. Hang triéu Kkét qua trinh
tu thu duoc duoc xur ly béng cac thuat toan phﬁn mém. Danh sach két qua co6 su dot
bién va sy biéu hién gen. Su dot bién thuc thé diac hiéu khéi u duoc x4c dinh béng
céch so sanh véi céc thay dbi vé dong phdi c6 ngudn gbc tir PBMC va duge uu tién.
Sau do, cac peptit da xac dinh de novo c6 thé duoc thir nghiém vé tinh sinh mién dich
nhu d3 mé ta trén day ddi v6i kho chira, va cac peptit TUMAP tng vién c6 tinh sinh
mién dich thich hop duge chon dé dua vao vacxin.

Theo mot phuong an 1am vi du, cac peptit duoc dua vao vacxin duge x4c dinh
bing céc budce sau: (a) x4c dinh cac peptit lién quan dén khdi u (TUMAP) duge biéu
hién bdi mAu khéi u duoc 1y tir bénh nhén riéng biét bang phuong phap nhu da mo ta
trén day; (b) so sanh céac peptit d4 xac dinh trong budc a) véi kho chira peptit da duoc
sang loc so bd vé tinh sinh mién dich va su biéu hién qua mic & khéi u so v6i md binh
thuong twong Gng; (c) chon loc it nhat mot peptit tir kho chita ¢ tuong quan véi
peptit lién quan dén khéi u duge x4c dinh & bénh nhan; va (d) tiy ¥, chon loc it nhét
mot peptit duge xac dinh de novo trong budce (a) dé khang dinh tinh sinh mién dich
cua no.

Theo mét phuong 4n 1am vi du, cac peptit duoc dua vao vacxin duge xac dinh
bing c4c bude: (a) nhan biét cc peptit lién quan dén khéi u (TUMAP) duoc biéu hién
bdi mau khéi u duge 14y tir bénh nhén riéng biét; va (b) chon loc it nhat mét peptit da
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xéc dinh de novo trong budc (a) va khing dinh tinh sinh mién dich cua noé.

Khi céc peptit dung cho vacxin trén co s& peptit duoc cd nhan hoa duoc chon,
vacxin ndy duoc tao ra. T6t hon, néu vacxin ndy & dang 1éng gdm céc peptit riéng biét
dugce hoa tan trong DMSO 20-40%, t6t hon néu la DMSO khoang 30-35%, nhu
DMSO khoang 33%.

MBOi peptit can duoc dua vao sin phim duoc hoa tan trong DMSO. Néong d6
cua cac dung dich mét peptit can dugc chon phu thudc vao s6 luong peptit can duoc
dua vao san phdm. Céc dung dich DMSO-mdt peptit dwoc trdn 1an theo cac phan bing
nhau d& dat duoc dung dich chtra tAt ca cac peptit can dugc dua vao san phém voi
ndng d6 mdi peptit ~2,5 mg/ml. Sau d6, dung dich hdn hop duoc pha loding véi nude
dung dé tiém theo ty 18 1:3 dé thu duoc ndng d6 mdi peptit bang 0,826 mg/ml trong
DMSO 33%. Dung dich da pha lodng duoc loc qua bd loc vo khuén ¢& 0,22um dé thu
dugce dung dich dém cudi.

Dung dich dém cudi duge nap vao cac lo va bdo quan & nhiét do -20°C cho
dén khi st dung. Mot lo chtra 700ul dung dich, chira 0,578mg mdi peptit. Trong s6
nay, 500pl1 (khoang 400ug mdi peptit) s& dugc s dung dé tiém qua duong trong da.

Ngoai tac dung hiru ich dé diéu tri bénh ung thu, céc peptit theo séng ché ciing
hitu ich 1am chat chdn do4n. Do c4c peptit duoc tao ra tir cac té€ bao ung thu tir cung va
do da x4c dinh duoc ring céc peptit ndy khong c6 mit hodc ¢d mit & mirc thap trong
cac md binh thuong, céc peptit nay co thé dugc st dung dé chan do4n su c6 mit cta
bénh ung thu.

Su ¢ mit cia cac peptit theo sang ché khi sinh thiét mé trong cdc mau mau c6
thé trg giup chuyén gia bénh hoc trong viée chén doan bénh ung thu. Sy phat hién mot
sb peptit bing phuong phap khang thé, phuong phap phd khdi luong hodc cac phuong
phép khéc da biét trong linh vuc ndy c6 thé cung cap cho chuyén gia bénh hoc biét
réng mau mo nay 14 4c tinh hodc bi viém hodc thuong 1a bi bénh, hodc c6 thé duoc st
dung 1am déu 4n sinh hoc cho bénh ung thu tir cung. Su ¢6 mit cua cdc nhém peptit
c6 thé cho phép phan loai hoic phan nhém céc md bi bénh.

Su phat hién cc peptit trén miu mé bénh c6 thé cho phép quyét dinh vé loi ich
cua cac liéu phap lién quan dén hé mién dich, dic biét 1a khi céac té bao lymphd T 14 da
biét hodc duoc dy doan 14 c6 lién quan dén co ché tac dung. Su khong biéu hién MHC

1a co ché da duoc md ta rd ma nhd d6 cac té bao 4c tinh dd nhiém bénh thoat khoi su
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giam sat mién dich. Do d6, su c6 mat clia cac peptit cho thdy ring co ché nay khong
duoc khai théc bdi cac té bao phan tich.

Cac peptit theo sang ché ¢ thé duoc sit dung dé phan tich dép tmg cua té bao
lymph6 véi cac peptit nay nhu dap Umg cta té bao T hodc dap ung cua khang thé voi
peptit hodc peptit dugc tao phtrc voi cac phan tt MHC. Céac dép ung cua té bao
lymphé ndy c6 thé duge st dung lam ddu hidu tién luong dé quyét dinh cac budc tri
lidu tiép theo. Cac dép ting ndy ciling co thé dugc st dung lam déu 4n ciia dap tmg
thay thé trong phuong phép cua liéu phap mién dich nhim tao ra dap tGng clia té bao
lymphd bang cac bién phédp khac nhau, vi du, tiém phong vacxin chita protein, axit
nucleic, chat tu than, su chuyén muon cla cac t€ bao lymphd. Trong linh vuc liéu
phép gen, cac dép tmg cua t€ bao lympho véi peptit c6 thé duoc xem xét dé danh gia
céc tac dung phu. Viéc theo ddi cac ddp ung cua té bao lympho cling c6 thé 1a cong cu
c6 gid tri @ tidp tuc dénh gia cac liéu phap ghép, vi du, dé phat hién bénh mo ghép
chdng tac cht va bénh tic chu chéng lai mé ghép.

Sang ché s& dugc mo ta trong cac vi du sau ddy, cac vi du nay md ta céc
phuong an dugc uu tién clua sang ché clng v6i cac hinh v& kém theo nhung khéng
lam giéi han pham vi cla sang ché. Theo muc dich cta sang ché, tat ca cac tai lidu

vién dan duogc néu ¢ day duge dua vao day dé tham khao toan bd ndi dung ctia chiing.

Vi du thwe hién sang ché
Vidul

Xéc dinh va dinh luong peptit lién quan dén khdi u duge biéu hién trén bé mat 1€ bao

Céc mau md

Céc md khdi u ctia bénh nhan duoc lay tir: Asterand (Detroit, MI, My &
Royston, Herts, Vuong Quéc Anh); Geneticist Inc. (Glendale, CA, M); va Tissue
Solutions Ltd (Glasgow, Vuong Quéc Anh). Cic md binh thuong duge lay tir
Asterand (Detroit, MI, My & Royston, Herts, Vuong Qudc Anh); Bio-Options Inc.
(Brea, CA, M¥); BioServe (Beltsville, MD, M¥); Capital BioScience Inc. (Rockville,
MD, MY); Geneticist Inc. (Glendale, CA, M¥); Pai hoc y Kyoto Prefectural (Kyoto
Prefectural University of Medicine: KPUM) (Kyoto, Nhat Ban); ProteoGenex Inc.
(Culver City, CA, M¥); Tissue Solutions Ltd (Glasgow, Vuong Quéc Anh); Bénh vién
dai hoc Geneva (Geneva, Thuy ST); Bénh vién dai hoc Heidelberg (Heidelberg, Duc);

-94-



34981

Bénh vién dai hoc Munich (Munich, Ptrc); va Bénh vién dai hoc Tiibingen (Tiibingen,
buc).

Su ddng y tham gia bing vin ban cia tat ca cac bénh nhan duge cung chp trude
khi phiu thuat hoic m6. Cac md duoce dong lanh sbc ngay sau khi phiu thuat va duoc

bao quéan cho dén khi phan 1ap peptit TUMAP & nhiét d¢ -70°C hodc thip hon.

Phén 1ap céc peptit cia HLA ra khoi mau m6

Hn hop peptit cia HLA tir cic miu mo dong lanh sdc thu dugc bang cach két
tua mién dich ra khoi cdc mé rén theo quy trinh dwoc cai bién khong dang ké (Falk et
al., 1991; Seeger et al., 1999) bang cach sit dung khang thé BB7.2 dic hiéu HLA-
A*02, khang thé W6/32 dic hiéu HLA-A, -B, C, sepharoza dugc hoat héa béng

CNBr, xtrly bang axit, va siéu loc.

Phén tich phd khéi luong

Hén hop peptit cia HLA khi thu dugce duge tach theo do ky nude cta chung
bing phuong phép sic ky dao pha (hé sic ky nanoAcquity UPLC, Waters) va cic
peptit rira giai dugc phén tich trong phd khdi ké thé lai dung hop va LTQ-velos
(ThermoElectron) duogc trang bi ngudn ESI. Hén hop peptit dugc tai truc tiép 1én cot
vi mao dan silic oxit néng chay dé phén tich (75um i.d. x 250mm) dugc nap vat lidu
dao pha C18 1,7um (Waters) véi toe d6 dong bang 400nl/phit. Sau d6, cac peptit
duoc tach bing cach sir dung gradien hai thanh phan trong 180 phut theo hai buéc tir
thanh phin B ¢6 ndng do tir 10% dén 33% vai toe do dong bang 300nl/phit. Gradien
nay gém dung méi A (axit formic 0,1% trong nuéc) va dung moi B (axit formic 0,1%
trong axetonitril). Ong mao dan bang thiy tinh dwoc pht vang (PicoTip, New
Objective) duge sit dung dé dua ngudn nanoESI vao. Phd khdi ké LTQ-Orbitrap duoc
vén hanh theo ché d6 phu thudc dir liu béng cach st dung phuong phap TOPS. Tém
lai, chu trinh quét duoc bét dau v6i viée quét toan bo véi do chinh xic khéi luong cao
trong thiét bj orbitrap (R = 30000), sau d6, cac lan quét bang bang phuong phap
MS/MS cfing duge thuc hién trong thiét bi orbitrap (R = 7500) trén 5 tién chat ion du
thira nhit v6i su loai trir dong luc cta cac ion da chon trude do. Phd khdi nbi tiép
duoc giai thich bang thuat todan SEQUEST va su diéu chinh bing tay bb sung. Trinh
tu peptit xac dinh dugc duge dam bao béng cach so sanh mau phan manh peptit tu
nhién duoc tao ra v6i miu phdn manh cta peptit tham chiéu tong hop c6 trinh tu

gidng hét.
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Phwong phép dinh luong biang cach sic ky 16ng-phd khdi (LC-MS) tuong déi
khéng danh d4u duoc thuc hién bang cach dém ion nghia la bang cach chiét va phan
tich cac dic diém cta phd LC-MS (Mueller et al. 2007a). Phuong phép nay gia dinh
rang ving tin hiéu LC-MS cua peptit c6 tuong quan véi su ¢6 mit qua nhiéu cta né
trong mau. Céc dic diém khi chiét duogce xir ly thém bang céch giai phong trang thai
tich dién va déng thing hang thoi gian duy tri (Mueller et al. 2007b; Sturm et al.
2008). Cubi cung, tAt ca cac dic diém cua phé LC-MS duoc tham chiéu chéo voi két
qua xac dinh trinh tu dé két hop cac dit liéu dinh lwong ciia cic miu va md khéc nhau
voi profin trinh dién ctia peptit. Cac dit liéu dinh lugng duge chun héa theo kiéu hai
bac theo xu hudng trung tAm d& giai thich sy thay ddi trong cac ban sao vé mit k§
thuat va sinh hoc. Do d6, mdi peptit x4c dinh dugc c6 thé c¢6 lién quan dén dit lidu
dinh lwong dé cho phép dinh luong tuong dbi gitta cAc mau va mo. Ngoai ra, tht ca céc
dit liéu dinh luong thu duoc clia cac Gmg vién peptit duoc kiém tra bing tay dé dam
bao tinh nhét quan cta dit liéu va dé kiém tra d6 chinh xac ctia phuong phép phan tich
tu dong. Péi véi mdi peptit, profin trinh dién tinh duoc cho théy su biéu hién trung
binh ctia miu ciing nhu sy bién dbi lap lai. Pé cc profin ctia miu bénh ung thu tir
cung canh dudng gbc cta cac miu md binh thudng. Profin biéu hién clia cac peptit
biéu hién qua muc lam vi du dugc thé hién trén Fig.1. DPiém s6 biéu hién cua cac

peptit 1am vi du dugc thé hién trong Bang 8.

Bang 8: Diém sb biu hién. Bang nay liét ké cac peptit duoc biéu hién & muc
rAt cao trén khdi u so voi nhém cac mé binh thudng (+++), duge biéu hién & mirc qua
cao trén khdi u so voi nhém cac md binh thuong (++) hodc duoc biéu hién quéa muc
trén khdi u so voi nhém céc mé binh thudng (+). Nhém cac md binh thuomg duoc cho
14 ¢6 lién quan dé so sanh véi cac khdi u bao gdm mo mé, tuyén thuong than, dong
mach, tiy xuong, ndo, day than kinh trung uong, rudt két, thuc quan, mét, tai mat,
tim, than, gan, phéi, hach bach huyét, bach cau, tuy, myén can giap, day than kinh
ngoai bién, mang bung, tuyén yén, mang phdi, truc trang, tuyén nude bot, co van, da,
rudt non, lach, da day, tuyén tc, tuyén giap, khi quan, niéu quan, bang quang, tinh

mach.
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SEQ ID No.

Trinh tu

Sy biéu hién peptit

KLLDNLHDL

e

VLLDIFTGV

—e

GLDGATYTV

e

RLDIQGTGQLL

ot

SLFDEVRQI

et

SLLSELVEA

++

SILSLLIKL

-

SVMELLQGV

e

Vle|ld|la|u|lbs|w i
1

SLYPGTETM

+

—
(e

AILDVVVNL

+

—_
[\S]

ALAPSEGVQAA

1

p—
(98]

ALQNKVVAL

—t+

H
=~

FLVDSLISA

A

—_
(9]

GLLSVELRV

A

—
(@)

KLNSSIQYV

e

—_
~

KLWEESTAQV

e

—
[o<]

SLLRCPAKA

e

—
O

YLETMNITL

-+

[}
o

ALLGFVIDL

++

N
[\

VLVSSVLGV

e

[\
N

ILDAQTAFV

o
(V)]

ILLELFTHV

o

[}
(@)}

SVLAGVVGV

++

o
~J

VLNPETTVV

w
=~

ATAGRLLGV

et

W
()]

TLLPTLYEI

-

(O8]
(@)Y

SLLSDITAL

(98]
~J

VLLATVTEL

(8]
O

ALDGKIYEL

N
—

YIDDIFSGV

e

N
[\

FLSGYYVTL

N
(@)

NMDDVIYYV
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SEQ ID No. | Trinh tu Su biéu hién peptit
48 ILAETQPEL +
49 ALLELLHEL ++
50 TLSTVIATV
52 ALISEKLETL
53 VMHDSSFSV
54 TLSDVVVGL ++
Vidu?2

Lap thong s6 biéu hién cia cac gen mi hoa peptit theo sdng ché

Su biéu hién qua muc hodc biéu hién dac hiéu ctia peptit trén cac té bao khdi u
duoc so sanh v6i cac té bao binh thuong 14 du dbi véi tinh hitu ich ctia né trong liéu
phap mién dich, va mot ) peptit c6 do dac hiéu khéi u mic du protein ngué)n cua
ching cling xuét hién trong cac md binh thudng. Hon nita, viéc 1ap thong s6 biéu hién
cia ARN thong tin lam tdng thém d6 an toan khi chon céc dich peptit dung cho liéu
phép mién dich. Pic biét 1a dbi véi céc lua chon diéu tri bénh véi nguy co d6 an toan
cao, nhu cac thu thé TCR trudng thanh 4i luc, peptit dich ly tudng s& c6 ngudn gdc tir

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

Ngudn ARN va didu ché

Céc mAu md duoc tach ra khi phau thuat duoc cung cip theo phuong phap nhu
d3 néu trén day (xem Vi du 1) sau khi nhén dugc sy ddng y tham gia bang vin ban ctia
mdi bénh nhan. Cac mau mo khdi u dwoc dong lanh dot ngdt ngay sau khi phiu thuat
va duoc lam ddng nhét sau d6 bing cbi va chay trong nito long. ARN tong s dugce
didu ché tir cic mAu nay bing cach st dung chit phan ung TRI Reagent (Ambion,
Darmstadt, Puc), sau d6 1am sach bing RNeasy (QIAGEN, Hilden, Dic); ca hai
phuong phép déu duoc thuc hién theo huéng din cia nha san xuat.

ARN tong sb tlr cac m6 ciia ngudi khde manh dung cho thtr nghiém RNASeq
thu duoc tu:

Asterand (Detroit, MI, My & Royston, Herts, Vuong Quéc Anh); BioCat
GmbH (Heidelberg, Ptic); BioServe (Beltsville, MD, M¥); Capital BioScience Inc.
(Rockville, MD, M¥); Geneticist Inc. (Glendale, CA, M¥); Istituto Nazionale Tumori
"Pascale" (Naples, Y); ProteoGenex Inc. (Culver City, CA, M¥); va Bénh vién dai hoc
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Heidelberg (Heidelberg, Ptic). ARN tong s tir cac md khéi u ding cho thir nghiém
RNASeq thu dugc tu: Asterand (Detroit, MI, My & Royston, Herts, Vuong Quéc
Anh); Geneticist Inc. (Glendale, CA, M¥); va Tissue Solutions Ltd (Glasgow, Vuong
Qudc Anh). Luong va chit luong cua tht ca cic miu ARN duoc danh gid trén thiét bi
phén tich sinh hoc Agilent 2100 (Agilent, Waldbronn, Prrc) bang cach st dung kit
ARN 6000 Pico LabChip (Agilent).

Thtr nghiém ARNseq

Phép phan tich sy biéu hién gen ctia — cdc mdu ARN ctia mé khdi u va mé binh
thuong duoc thuc hién bing cach giai trinh tu thé hé méi (RNAseq) boi trung tim
CeGaT (Tiibingen, Buc). Tom lai, thu vién giai trinh tu dugc tao ra bang cach st dung
kit chit phan tmg Illumina HiSeq v4 theo huéng dan ctia nha cung cap (Illumina Inc.,
San Diego, CA, M¥), bao gdbm phan manh ARN, chuyén d6i ADN bd trg va bd sung
phan tir g4 lap giai trinh tu. Céc thu vién c6 ngudn gbc tir nhidu mau dugc trén 13n vé
mat déng mol va dugc gidi trinh ty trén thiét bi giai trinh ty Illumina HiSeq 2500 theo
huéng dan ctia nha san xuét, tao ra cac sb doc & mot dau ung voi 50 cdp bazo (base
pair: bp). Céc sb doc di xtr Iy duge v& ban dd v6i hé gen ciia ngudi (GRCh38) bang
cach st dung chuong trinh phian mém STAR. Dit liéu biéu hién duoc cung cap & cip
d6 phién ma dudi dang RPKM (sé doc cho mot kilo bazo cho mot triéu 1an doc da vé
ban dd), duoc tao ra bang chwong trinh phin mém Cufflinks) va & cép do exon (tong
s6 14n doc, duoc tao ra béng chuong trinh phén mém Bedtools), dua trén sy chu giai
clia co s& dit liéu trinh tu ensembl (Ensembl77).

Céc sb doc exon duoc chudn héa vé chiu dai exon va kich thuéc khi théng
hang dé thu duoc gia tri RPKM. Profin biéu hién lam vi du ctia cdc gen ngudn theo
sang ché duoc biéu hién cao qua muc hodc chi dugc biéu hién trong bénh ung thur tir
cung duogc thé hién trén Fig.2. Diém sb biéu hién cho céc gen lam vi du khac duge thé

hién trong Bang 9.

Bang 9: Piém sb biéu hién. Bang nay liét k& cac peptit tir gen duoc biéu hién &
muc rat cao trong khéi u so véi nhém cac mé binh thudng (+++), duoe biéu hién &
muc qua cao trong khéi u so v6i nhém cac mé binh thudng (++) hodc duge biéu hién
qué muc trong khéi u so v6i nhém cac md binh thuong (+). Gié tri ban dau ctia diém
s6 nay duoc tinh tir két qua thu duge tir cic md binh thudong lién quan sau day: md

ma, tuyén thugng than, dong mach, té bao mau, tly xuong, no, sun, rudt Kkét, thuc
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quan, mat, ti mat, tim, than, gan, phéi, hach bach huyét, tuy, day than kinh ngoai
bién, tuyén yén, tryc trang, tuyén nude bot, co van, da, rudt non, lach, da day, tuyén
gidp, khi quéan, bang quang, va tinh mach. Trong trudng hop s6 liéu biéu hién ctia mot
vai mAu ctia ciing loai m6 duge st dung, gié tri trung binh s6 hoc clia tat ca cac mau

dugc st dung dé tinh toan.

SEQ ID No | Trinh tu Su biéu hién gen
1 KLLDNLHDL -+
4 RLDIQGTGQLL | +++
5 SLFDEVRQI .

12 ALAPSEGVQAA | +++
13 ALQNKVVAL -+

14 FLVDSLISA ++
15 GLLSVELRV +
21 VLGPEGQLV ++
28 GLDEAIRKV +++
42 FLSGYYVTL ++
43 VIANEIEKV ++
48 ILAETQPEL ++
52 ALISEKLETL ++

Vidu3
Tinh sinh mién dich in vitro clia peptit trinh dién MHC nhém I

Pé thu duoc thoéng tin lién quan dén tinh sinh mién dich cta peptit TUMAP
theo sang ché, céc téc gia sang ché da tién hanh danh gia bang cich st dung thu
nghiém tao moi t& bao T in vitro trén co s& su kich thich lip lai cta céc té bao T
CD8+ bing c4c té bao trinh dién khang nguyén nhan tao (artificial antigen presenting
cell: aAPC) dugc tai phirc hop peptit/MHC va khang thé khang CD28. Theo cach nay,
tac gia sang ché c6 thé cho thy tinh sinh mién dich déi véi céc peptit TUMAP duge
gi6i han boi HLA-A*02:01 theo sdng ché, dé chimg minh ring c4c peptit ndy 1a epitop
ctia t& bao T khang tién t& bao T CD8+ ton tai & ngudi (Bang 10).
Tao mdi cac t& bao T CD8+ in vitro

Dé thuc hién viée kich thich in vitro bang cac té bao trinh dién khang nguyén

nhan tao dugc tai phttc hop peptit-MHC (peptide-MHC complex : pMHC) va khéang
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thé khang CD28, trudc tién, cAc tic gia sdng ché phan 1ap cac t€ bao T CD8+ ra khoi
c4c san phim gan tach bach cdu HLA-A*02 méi bang céch chon loc duong tinh bang
cach st dung cac vi hat CD8 (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Dirc) cua nguoi
cho khée manh thu duogc tir University clinics Mannheim, Ptic, sau khi déng ¥ tham
gia.

Céc t& bao PBMC va té bao lymphé CD8+ phén 13p duge dugc U trong mdi
truong té bao T (T-cell medium: TCM) cho dén khi st dung gdm RPMI-Glutamax
(Invitrogen, Karlsruhe, Diic) dugc bb sung thém huyét thanh AB ctia ngudi 10% dugce
bat hoat bing nhiét (PAN-Biotech, Aidenbach, Pirc), Penixilin 100U/ml/Streptomyxin
100pg/ml (Cambrex, Cologne, Durc), natri pyruvat ImM (CC Pro, Oberdorla, Dtrc),
Gentamycin 20pg/ml (Cambrex). IL-7 2,5 ng/ml (PromoCell, Heidelberg, Duc) va
IL-2 10 U/ml (Novartis Pharma, Niirnberg, Puc) cling duoc bd sung thém viao moi
truong TCM & budce nay.

Su tao ra cac hat dugc phi pMHC/khang thé khang CD28, su kich thich té bao
T va viéc doc két qua dugc thuc hién trong hé in vitro dugce x4c dinh & muc cao béng
cach st dung 4 phan tir pMHC khéc nhau cho mdi didu kién kich thich va 8 phan tir
pMHC khac nhau cho méi didu kién doc két qua.

IgG2a ctia chudt tinh khiét duoc ddng kich thich khang CD28 Ab 9.3 cua ngudi
(Jung et al., 1987) duoc biotinyl hoa bang phwong phap héa hoc bing cach st dung
Sulfo-N-hydroxysucxinimidobiotin theo khuyén cdo cta nha san xuét (Perbio, Bonn,
Durc). Céc hat duge st dung 1a hat polystyren duge phu streptavidin ¢6 dudng kinh
5,6um (Bangs Laboratories, Illinois, M¥).

pMHC duoc st dung dé kich thich d6i chimg dwong tinh va dbi ching 4m tinh
1a A*0201/MLA-001 (peptit ELAGIGILTV (SEQ ID NO. 72) tir Melan-A/MART-1
duoc cai bién) va A*0201/DDX5-001 (YLLPAIVHI tr DDXS5, SEQ ID NO. 73),
fuong ung.

800.000 hat/200p1 dugc phu trong dia c6 96 16 v6i su c6 mit clia 4 x 12,5ng
biotin-pMHC khac nhau, dugc rira va 600 ng biotin khang CD28 duoc cho thém sau
d6 véi thé tich 200ul. Su kich thich dugc khoi mao trong dia c6 96 15 bang cach 1
ddng thoi 1x10° té bao T CD8+ véi 2x10° hat duge phi d4 rira sach trong 200l TCM
duoc bd sung 5 ng/ml IL-12 (PromoCell) trong 3 ngay & nhiét do 37°C. Sau d6, mot

ntta moi trudong duge thay bang méi trudong TCM méi duge bd sung 80U/ml IL-2 va
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tiép tuc 0 trong 4 ngay & nhiét d 37°C. Chu trinh kich thich nay dugc thyc hién tong
cong ba 1an. Déi v6i két qua doc multime pMHC bing cach sir dung 8 phan tr pMHC
khéc nhau cho mdi didu kién, phuong phap ma héa két hop hai chidu duoc st dung
nhu duge mé ta (Andersen et al., 2012) v6i su cai bién nho bang cach lién két véi 5
chit gay huynh quang khac nhau. Cudi cling, cic bude phan tich multime dugc thuc
hién bang cach nhudm té bao bang thudc nhuém hdng ngoai gin vé ty 18 séng/chét
(Invitrogen, Karlsruhe, Ptic), dong khang thé CD8-FITC SK1 (BD, Heidelberg, Dirc)
va multime pMHC huynh quang. D& phén tich, thiét bi d&ém té bao BD LSRII SORP
duogc trang bi may phat lugng tr &nh sang va b loc thich hop dugc sir dung. Cac té
bao dic hidu peptit duoc tinh theo ty 16 % ctia cac té bao CD8+ tong sb. Viéc dénh gia
phép phan tich multime duoc thuc hién bing cach st dung chuong trinh phdn mém
FlowJo (Tree Star, Oregon, M¥). Su tao mdi in vitro clia cc té bao lymphd multime+
CD8+ dac hiéu duoc phat hién béng céch so sanh véi su kich thich dbi ching am tinh.
Tinh sinh mién dich d4i véi mot khang nguyén cho truée duoc phat hién néu it nhét
mot 16 duoc kich thich in vitro clia mot ngudi cho khée manh ¢ thé duge danh gia
dugc phat hién la chira dong té bao T CD8+ dic hiéu sau khi kich thich in vitro (nghia
14 16 nay chua it nhat 1% té bao T multime+ dic hiéu trong s6 cac t& T CD8+ va ty 1€
% t& bao multime+ dic hidu bing it nhat 10 1in gia tri trung binh cta két qua kich
thich d6i chting 4m tinh).

Tinh sinh mién dich in vitro clia cac peptit bénh ung thu tir cung

Déi véi peptit HLA nhém I dugc thir nghiém, tinh sinh mién dich in vitro c6
thé dugc chimg minh bing cach tao ra cic dong té bao T dic hidu peptit. Két qua dém
té bao theo dong lam vi du sau khi nhuém multime dic hiéu peptit TUMAP dbi voi
hai peptit theo sang ché duogc thé hién trén Fig.3 cing véi céc dbi chimg am tinh
twong ung. Két qua dém té bao theo dong 1am vi du bd sung sau khi nhuém multime
dic hiéu peptit TUMAP dbi v6i ba peptit theo séng ché duoc thé hién trén Fig.4 ciing
véi cée déi chimg am tinh twong Gng. Két qua cta 7 peptit theo sang ché duoc tom tit
trong Bang 10A. Két qua bo sung ctia 10 peptit theo sang ché dugc tom tit trong Bang
10B.

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

Két qua lam vi du cia cac thtr nghiém tinh sinh mién dich in vitro duoc tién
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hanh bdi tac gia sang ché ddi véi cac peptit theo sang ché. <20% = +; 20% - 49% =

41 50% - 69%= +H+; >= T0% = ++++

Seq ID-No Trinh tu Céac 16
57 ALADLTGTVV |+
64 ALYDSVILL +
58 GVLENIFGV +
56 LLLEILHEI +
59 QLLAGVFLA +
62 SLWGGDVVL ++
69 VLTEFTREV +

Bang 10B: Tinh sinh mién dich in vitro cua céc peptit HLA nhém I theo séng
ché

Két qua lam vi du cta thr nghiém tinh sinh mién dich in vitro duoc tién hanh
boi tac gia sang ché dbi véi cac peptit duoe gi6i han boi HLA-A*02 theo sang ché.
Két qua cta céc thir nghiém tinh sinh mién dich in vitro duoc thé hién. Ty 1& % cac 16
duong tinh va ngudi cho (trong sb cac miu co thé danh gid) dugc tém tit nhu duge

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

SEQ ID No | Trinh tu Céc 16 duong tinh [%]
1 KLLDNLHDL |+
2 VLLDIFTGV a—
3 GLDGATYTV | ++++
6 SLLSELVEA +
7 SILSLLIKL ++
9 SLYPGTETM
10 AILDVVVNL
14 FLVDSLISA +
20 ALLGFVTDL ++
23 GLGPNLVGV | ++++
Vi du 4
Tdéng hop peptit
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T4t ca cac peptit duoc tong hop bing cach sir dung phuong phap tong hop
peptit pha ran chuan va da biét 15 bing cach sir dung chién luge Fmoc. Tinh ddng nhat
vA d6 tinh khiét ciia mdi peptit riéng biét duoc xéc dinh bing phuong phap phd khdi
va phuong phap sic ky 1éng hiéu nang cao dao pha (RP-HPLC) phan tich. Céc peptit
thu duoc dudi dang san pham dong khd nhanh mau tring nga (mudi triflo axetat) véi
dd tinh khiét > 50%. Tét hon, néu tit ca céc peptit TUMAP duoc st dung duéi dang

muodi triflo-axetat hodc muoi axetat, cdc dang muoi khac cling c6 thé dugc s dung.

Vidus
Thir nghiém gén két MHC

Céc peptit ing vién dung cho liéu phép trén co s& té bao T theo sang ché duge
thir nghiém thém vé kha ning gin két véi MHC (4i lyc) ctia chung. Cac phirc hop
peptit-MHC riéng biét dugc tao ra bing cach trao dbi UV-phéi i, trong d6 peptit
nhay UV duoc phan giai khi chiéu UV, va duoc trao ddi véi peptit quan tAm khi phan
tich. Khi cac Gmg vién peptit ¢6 thé gin két hitu hidu va lam 6n dinh céc phan tr MHC
nhan peptit dé ngan nglra su phan ly cta céc phirc hop MHC. Pé x4c dinh hiéu suét
cua phan ung trao dbi, thur nghiém ELISA dugc thuc hién dua trén su phét hién chudi
nhe (B2m) ctia phirc hop MHC dugce lam 4n dinh. Néi chung, thir nghiém nay duoc
thuc hién nhu duge mo ta trong tai li¢éu cua Rodenko va cac déng tac gia (Rodenko et
al., 2006).

Dia MAXISorp c6 96 16 (NUNC) dugc pht qua dém bang streptavidin 2ug/ml
trong PBS & nhiét do trong phong, dugc rira 4 1an va phong bé trong 1 gid & nhiét do
37°C trong dung dich dém phong bé chita BSA 2%. Cac monome HLA-
A*02:01/MLA-001 cudn gap lai duoc ding lam chit chudn, pht véi lrong nam trong
khoéang tir 15 dén 500 ng/ml. Cac monome peptit-MHC clia phan tng trao d6i UV-
duoc pha loang 100 lan trong dung dich dém phong bé. Cac mau dugc 1 trong 1 gid &
nhiét dd 37°C, rira 4 lan, 0 véi HRP 2ug/ml lién hop khang B2m trong 1 gidr ¢ nhiét do
37°C, rira lai va phét hién bang dung dich TMB, lam ngimg phan tng bang NH,SO,.
Mttc d6 hép thu duge xéc dinh & budce séng 450nm. Cac peptit tmg vién ¢ hiéu suét
trao ddi cao (tét hon 1a cao hon 50%, t6t nht 1a cao hon 75%) thuong duge wu tién dé
tao ra va san xudt khang thé hodc manh khang thé cta noé, va/hodc thu thé té bao T
hodc cac doan cta no, do chung cé du ai luc véi cac phan tt MHC va ngan ngua su

phén ly cta phttc hop MHC nay.
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Bang 11: Piém sé gin két voi MHC nhém 1. Su gan két clia cAc peptit duge
0i4i han boi HLA-nhém I véi HLA-A*02:01 dugc phan loai theo hiéu suét trao ddi

peptit: >10% = +; >20% = ++; >50 = +++; > 75% = ++++

SEQID No |Trinh tu Su trao d6i peptit
1 KLLDNLHDL -+
2 VLLDIFTGV -
3 GLDGATYTV +++
4 RLDIQGTGQLL -+
5 SLFDEVRQI -+
6 SLLSELVEA -
7 SILSLLIKL ++
8 SVMELLQGV ++++
9 SLYPGTETM -+
10 AILDVVVNL +
11 ALDPIIHGL -
12 ALAPSEGVQAA +++
13 ALQNKVVAL +++
14 FLVDSLISA -+
15 GLLSVELRV -+
16 KLNSSIQYV +++
17 KLWEESTAQV +++
19 YLETMNITL +++
20 ALLGFVTDL -+
21 VLGPEGQLV +++
22 VLVSSVLGV -+
23 GLGPNLVGV -
24 ILDAQTAFV ++
25 ILLELFTHV -+
26 SVLAGVVGV -+
27 VLNPETTVV +++
28 GLDEAIRKV +++
29 IGIGPVLNI +
30 TLLDRVAVI +++
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SEQ ID No

Trinh tu

Su trao ddi peptit

31

ALLTAVTNV

-

32

GLIENTYQL

o+

33

SMTTNLDLKV

-

34

ATAGRLLGV

———t

35

TLLPTLYEI

et

36

SLLSDITAL

—t

37

VLLATVTEL

e

38

RILDIDIPLSV

At

39

ALDGKIYEL

e

40

GLLGGVIMMV

et

41

YIDDIFSGV

e

42

FLSGYYVTL

e

43

VIANEIEKV

e

44

FLNGLEILL

e

45

VLLHVSVLL

-t

46

NMDDVIYYV

——

47

GLVEQLYDL

e

48

ILAETQPEL

e

49

ALLELLHEL

—t

50

TLSTVIATV

e

51

TVPPVFVSV

+++

52

ALISEKLETL

e

53

VMHDSSFSV

—

54

TLSDVVVGL

e

-106-




34981

Tai liéu tham khao
Accardi, L. et al., Int.J Cancer 134 (2014): 2742-2747
Allison, J. P. et al., Science 270 (1995): 932-933
American Cancer Society, (2015), www.cancer.org
An, Q. et al., Haematologica 94 (2009): 1164-1169
Andersen, R. S. et al., Nat.Protoc. 7 (2012): 891-902
Appay, V. et al., Eur.J Immunol. 36 (2006): 1805-1814
Aung, C. S. et al., Carcinogenesis 30 (2009): 1962-1969
Banchereau, J. et al., Cell 106 (2001): 271-274
Beatty, G. et al., J Immunol 166 (2001): 2276-2282
Beggs, J. D., Nature 275 (1978): 104-109

Benjamini, Y. et al., Journal of the Royal Statistical Society.Series B
(Methodological), Vol.57 (1995): 289-300

Boulter, J. M. et al., Protein Eng 16 (2003): 707-711

Braumuller, H. et al., Nature (2013)

Brossart, P. et al., Blood 90 (1997): 1594-1599

Bruckdorfer, T. et al., Curr.Pharm.Biotechnol. § (2004): 29-43
Burger, H. et al., Leukemia 8 (1994): 990-997

Card, K. F. et al., Cancer Immunol.Immunother. 53 (2004): 345-357
Chanock, S. J. et al., Hum.Immunol. 65 (2004): 1211-1223
Cheung, A. K. et al., Oncotarget. 6 (2015): 13434-13447

Cheung, K. F. et al., Cancer 118 (2012): 947-959

Cho, S. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 108 (2011): 20778-20783
Cohen, C. J. et al., J Mol.Recognit. 16 (2003a): 324-332

Cohen, C. J. etal., J Immunol. 170 (2003b): 4349-4361

-107-



34981

Cohen, S. N. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 69 (1972): 2110-2114
Cole, S. P. et al., Science 258 (1992): 1650-1654

Coligan, J. E. et al., Current Protocols in Protein Science (1995)
Colombetti, S. et al., J] Immunol. 176 (2006): 2730-2738
Coosemans, A. et al., Anticancer Res 33 (2013): 5495-5500
Corral, R. et al., PLoS.One. 8 (2013): 71211

Curry, M. C. et al., J Biol Chem 287 (2012): 28598-28608

Das, A. et al., Mol.Immunol. 56 (2013): 113-122

Dedes, K. J. et al., Sci.Transl.Med. 2 (2010): 53ra75

Della, Peruta M. et al., Cancer Res 70 (2010): 8896-8906
Deng, J. et al., Oncotarget. 5 (2014): 3173-3183

Deng, J. et al., Br.J Surg. 103 (2016): 407-416

Dengjel, J. et al., Clin Cancer Res 12 (2006): 4163-4170
Denkberg, G. et al., ] Immunol. 171 (2003): 2197-2207
Diaz-Griffero, F. et al., Virology 378 (2008): 233-242
Donnard, E. et al., Oncotarget. 5 (2014): 9199-9213

Falk, K. et al., Nature 351 ¢1991): 290-296

Fang, Z. et al., ] Biol Chem 288 (2013): 7918-7929

Follenzi, A. et al., Nat Genet. 25 (2000): 217-222

Fong, L. et al., Proc.Natl. Acad.Sci.U.S.A 98 (2001): 8809-8814
Fukushima, Y. et al., Eur.J Cancer 35 (1999): 935-938
Gabrilovic_:h, D. I etal., Nat.Med 2 (1996): 1096-1103

Gao, Q et al., Clin Cancer Res (2016)

Gattinoni, L. et al., Nat.Rev.Immunol. 6 (2006): 383-393

Gnjatic, S. et al., Proc Natl.Acad.Sci.U.S.A 100 (2003): 8862-8867

-108-



34981

Godkin, A. et al., Int.Immunol 9 (1997): 905-911

Green, J. et al., Cochrane.Database.Syst.Rev (2005): CD002225
Green, M. R. et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual 4th (2012)
Greenfield, E. A., Antibodies: A Laboratory Manual 2nd (2014)
Gustafsson, C. et al., Trends Biotechnol. 22 (2004): 346-353
Hao, B. et al., Cancer Res 64 (2004): 4378-4384

Heubach, J. et al., Mol.Cancer 14 (2015): 108

Hollander, L. et al., Cancer Res 76 (2016): 3884-3894

Hung, C. F. et al., Immunol.Rev 222 (2008): 43-69

Hwang, M. L. et al., ] Immunol. 179 (2007): 5829-5838

Jain, S. et al., J Virol. 89 (2015): 4449-4456

Jaiswal, A. S. et al., Bioorg.Med.Chem Lett. 24 (2014): 4850-4853
Janoueix-Lerosey, L. et al., Oncogene 23 (2004): 5912-5922
Jung, G. et al., Proc Natl Acad Sci U S A 84 (1987): 4611-4615
Kibbe, A. H., Handbook of Pharmaceutical Excipients rd (2000)
Kim, N. et al., Genomics Inform. 11 (2013): 239-244

Krieg, A. M., Nat.Rev.Drug Discov. 5 (2006): 471-484
Krishnan, N. M. et al., Mol.Cancer Res 14 (2016): 805-819
Kuball, J. et al., Blood 109 (2007): 2331-2338

Laczmanska, I. et al., Acta Biochim.Pol. 58 (2011): 467-470
Landi, S. et al., Cancer Res 66 (2006): 11062-11069

Le, A. P. et al., Oncotarget. 6 (2015): 7293-7304

Leitlinie Endometriumkarzinom, 032/034, (2008)

Li, D. et al., Clin Cancer Res 15 (2009): 740-746

Li, J. etal., J Cell Mol.Med 19 (2015): 2793-2805

-109-



34981

Li, Q. et al., J Gastroenterol.Hepatol. 29 (2014): 835-842

Liddy, N. et al., Nat.Med. 18 (2012): 980-987

Ljunggren, H. G. et al., ] Exp.Med 162 (1985): 1745-1759
Longenecker, B. M. et al., Ann N.Y.Acad.Sci. 690 (1993): 276-291
Lonsdale, J., Nat.Genet. 45 (2013): 580-585

Lu, Y. et al., J Biol Chem 287 (2012): 41014-41022

Lukas, T.J. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 78 (1981): 2791-2795
Lukka, H. et al., Clin Oncol (R Coll.Radiol.) 14 (2002): 203-212
Lundblad, R. L., Chemical Reagents for Protein Modification 3rd (2004)
Ma, Z. et al., Int.J Clin Exp.Pathol. 8 (2015): 5071-5079

Malik, M. F. et al., Histol. Histopathol. 29 (2014): 151-165

Mandell, M. A. et al., Dev.Cell 30 (2014a): 394-409

Mandell, M. A. et al., Autophagy. 10 (2014b): 2387-2388

Matsuo, M. et al., Biochem.Biophys.Res Commun. 420 (2012): 901-906
Mehrotra, M. et al., Leuk.Lymphoma 55 (2014): 2538-2548

Merry, C. et al., Cell Cycle 9 (2010): 279-283

Metzger, M. J. et al., J Virol. 84 (2010): 1874-1880

Meziere, C. et al., J Immunol 159 (1997): 3230-3237

Morgan, R. A. et al., Science 314 (2006): 126-129

Mori, M. et al., Transplantation 64 (1997): 1017-1027

Mortara, L. et al., Clin Cancer Res. 12 (2006): 3435-3443

Mueller, L. N. et al., J Proteome.Res. 7 (2008): 51-61

Mueller, L. N. et al., Proteomics. 7 (2007): 3470-3480

Mumberg, D. et al., Proc.Natl. Acad.Sci.U.S.A 96 (1999): 8633-8638

Muvarak, N. et al., Mol.Cancer Res 13 (2015): 699-712

-110-



34981

National Cancer Institute, (5-6-2015), www.cancer.gov
Nooter, K. et al., Br.J Cancer 76 (1997): 486-493

Norris, M. D. et al., N.Engl.J Med. 334 (1996): 231-238
Pawlica, P. et al., J Gen.Virol. 96 (2015): 874-886
Piasecka, D. et al., Postepy Biochem. 61 (2015): 198-206

Pinheiro, J. et al., nlme: Linear and Nonlinear Mixed Effects Models (http://CRAN.R-
project.org/packe=nlme) (2015)

Plebanski, M. et al., Eur.J Immunol 25 (1995): 1783-1787
Porta, C. et al., Virology 202 (1994): 949-955

Rahim, S. et al., PLoS.One. 9 (2014): 114260

Rammensee, H. G. et al., Inmunogenetics 50 (1999): 213-219

RefSeq, The  NCBI  handbook [Internet], Chapter 18, (2002),
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21091/

Ribiczey, P. et al., Biochem.Biophys.Res Commun. 464 (2015): 189-194
Ribiczey, P. et al., Cell Calcium 42 (2007): 590-605
Richardson, M. W. et al., Mol.Ther. 22 (2014): 1084-1095
Rimkus, C. et al., Clin Gastroenterol.Hepatol. 6 (2008): 53-61
Rini, B. L et al., Cancer 107 (2006): 67-74

Rock, K. L. et al., Science 249 (1990): 918-921

Rodenko, B. et al., Nat.Protoc. 1 (2006): 1120-1132
S3-Leitlinie Zervixkarzinom, 032/0330L, (2014)

Safarpour, D. et al., Arch.Pathol.Lab Med. 139 (2015): 612-617
Saiki, R. K. et al., Science 239 (1988): 487-491

Schmitt, T. M. et al., Hum.Gene Ther. 20 (2009): 1240-1248
Scholten, K. B. et al., Clin Immunol. 119 (2006): 135-145

Scholz, B. et al., Dev.Cell 36 (2016): 79-93

-111-



34981

Seeger, F. H. et al., Immunogenetics 49 (1999): 571-576
SEER Stat facts, (2014), http://seer.cancer.gov/

Sharpe, D. J. et al., Oncotarget. 5 (2014): 8803-8815
Sherman, F. et al., Laboratory Course Manual for Methods in Yeast Genetics (1986)
Shu, S. T. et al., Anticancer Res 30 (2010): 1937-1946
Singh-Jasuja, H. et al., Cancer Immunol.Immunother. 53 (2004): 187-195
Small, E. J. et al., J Clin Oncol. 24 (2006): 3089-3094
Srihari, S. et al., Bioinformatics. 29 (2013): 1553-1561
Stevanovic, S. et al., J Clin Oncol 33 (2015): 1543-1550
Sturm, M. et al., BMC.Bioinformatics. 9 (2008): 163
Sullivan, G. F. et al., J Clin Invest 105 (2000): 1261-1267
Tan, J. et al., J Cell Physiol 228 (2013): 2305-2313

Teufel, R. et al., Cell Mol.Life Sci. 62 (2005): 1755-1762
Tran, E. et al., Science 344 (2014): 641-645

Udali, S. et al., Clin Epigenetics. 7 (2015): 43

Vanaja, D. K. et al., Clin Cancer Res 12 (2006): 1128-1136
Vardhini, N. V. et al., Tumour.Biol 35 (2014): 10855-10860
Varga, K. et al., Cell Calcium 55 (2014): 78-92

Vici, P. et al., J Exp.Clin Cancer Res 33 (2014): 29

Walter, S. et al., J.Immunol. 171 (2003): 4974-4978

Walter, S. et al., Nat Med. 18 (2012): 1254-1261

Wang, N. et al., Arch.Gynecol.Obstet. 283 (2011): 103-108
Wang, Y. Y. et al.,, World J Surg.Oncol 13 (2015): 259
Willcox, B. E. et al., Protein Sci. 8 (1999): 2418-2423

Wilting, S. M. et al., Genes Chromosomes.Cancer 47 (2008): 890-905

-112-



34981

World Cancer Report, (2014)

Yang, H. et al., Oncol Rep. 34 (2015a): 1681-1691

Yang, Q. et al., Oncotarget. 6 (2015b): 3268-3279

Ye, S. M. et al., Zhonghua Yi.Xue.Za Zhi. 92 (2012): 1954-1958
Zaremba, S. et al., Cancer Res. 57 (1997): 4570-4577

Zhang, L. et al., J Exp.Clin Cancer Res 28 (2009a): 78

Zhang, Y. W. et al., Mol.Cell 35 (2009b): 442-453

Zufferey, R. et al., J Virol. 73-(1999): 2886-2892

-113-



34981

YEU CAU BAO HO

. Peptit dugc phén 13p chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No: 12, va céc trinh
tu bién thé cta né c6 muc dd twong ddng it nhit 88% véi trinh tw SEQ ID No: 12,
va trong d6 bién thé nay gin két v6i (cac) phan tir ctia phitc hop twong thich md
chinh (major histocompatibility complex: MHC); hodc mudi duoc dung ctia no,
trong d6 peptit nay hodc bién thé clia né c6 t6i da 12 axit amin trong toan b chiéu

dai mach.

. Peptit dugc phan 1ap theo diém 1, trong d6 peptit ndy c¢6 kha nang gan két v6i phan
tlr ctia phire hop twong thich mé chinh (MHC) nhém -I hodc nhém —II, va trong do
khi duoc gin két véi MHC, peptit ndy c6 kha ning dugc nhan biét boi cac té bao T
CD4 va/hodc CDS8.

. Peptit dugc phan 14p hodc bién thé ctia né theo diém 1 dén 2, trong d6 trinh tur axit

amin cta n6 chtra doan lién tuc cla c4c axit amin theo trinh tw SEQ ID No: 12.

. Peptit duogc phan lap theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 3, trong d6 peptit
nay bao gém trinh tu axit amin theo trinh tu SEQ ID No: 12.

. Peptit dugc phén 1ap hoic bién thé clia né theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1

dén 4, trong d6 peptit nay dugc cai bién va/hoic bao gdm céc lién két khong peptit.

. Peptit dugc phén 1ap hoic bién thé clia né theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir 1
dén 5, trong d6 peptit nay 1a mot phan ctia protein dung hop, cu thé 1a chtra cac axit
amin & ddu tan cing N cta chudi bit bién lién quan dén khang nguyén HLA-DR

(Ti).

. Khang thé duoc phéan 18p, cu thé 1a khang thé hoa tan hodc lién két mang, tot hon
néu 1a khang thé don dong hoic doan cua nd, trong d6 khang thé nay nhan biét dic
hiéu peptit hodc bién thé cta no theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 5, t6t

hon néu 1a peptit hodc bién thé ctia né theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén
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5 khi duoc gén két v6i phan tir cia MHC.

Thu thé t& bao T duoc phan Iap, tot hon néu 1a thu thé hoa tan hodc lién két mang,
hodc doan ctia no, ¢6 kha ning phan tmg véi phdi tt HLA, trong d6 phdi tir nay 1a
peptit hodc bién thé ciia n6 theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, t6t hon
néu 1a peptit hodc bién thé ctia n6 theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 5 khi

duoc gin két v6i phan tir cia MHC.

9. Thu thé t& bao T duoc phan lap theo diém 8, trong d6 trinh tu axit amin cua phdi tir

10

11.

12.

13.

14.

néu trén c6 muc do giéng it nhat 88% véi trinh tw SEQ ID No: 12, hodc trong d6
phdi tir néu trén 14 peptit 6 trinh ty axit amin gdém SEQ ID No: 12.

. Thu thé t& bao T duoc phén 1ap theo diém 8 hozc 9, trong d6 thu thé té bao T nay

dugc tao ra dudi dang phan tir hoa tan va tiy y mang chirc nang hiéu ung khéac

nhu mién kich thich min dich hodc ddc td.

Aptame nhén biét dic hiéu peptit hodc bién thé ciia n6 theo diém bét k¥ trong s6
cac diém tir 1 dén 5, tdt hon néu 1a peptit hoic bién thé ctia né theo diém bat ky

trong s6 cac diém tir 1 dén 5 duoc gin két v6i phéan tir cia MHC.

Axit nucleic ma héa peptit hoic bién thé ctia n6 theo diém bét ky trong sb cic
diém tir 1 dén 5, khang thé hodc doan ctia né theo didm 7, thu thé té bao T hoic
doan ctia n6 theo diém 8 hodc 9, trong d6 axit nucleic nay duge lién két v6i trinh

tu gen khoi dau khac loai.
Vecto biéu hién biéu hién axit nucleic theo diém 12.

Té bao chu tai td hop chira peptit theo diém bat ki trong s6 céc diém tir 1 dén 3,
khang thé hodc doan cua né theo diém 7, thu thé t€ bao T hoidc doan cia né theo
diém 8 hodc 9 hoic axit nucleic theo didm 12 hodc vecto biéu hién theo diém 13,
trong d6 t6t hon néu té bao chu nay dugc chon tir t bao trinh dién khang nguyén,

nhu t& bao dudi gai, té bao T hodc t& bao NK.
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15. Phuong phép tao ra cac té bao lymphd T hoat héa in vitro, phuong phép nay bao
gdm bude cho céc té bao T tiép xuc in vitro v6i khang nguyén dugc tai cdc phan
t¢ MHC nhém I hodc nhom II ciia nguoi dugce biéu hién trén bé mit cta € bao
trinh dién khéng nguyén thich hop hodc cdu tric nhan tao bit chudce té bao trinh
dién khang nguyén trong khoang thoi gian du d& hoat héa céc té bao T nay theo
cach dac hiéu khang nguyén, trong d6 khang nguyén nay la peptit theo diém bét
ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4.

16. Té bao lympho T hoat héa dugc tao ra bang phuong phap theo diém 15, trong d6
té bao nay nhan biét chon loc t& bao chira polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc

néu trong diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4.

17. Duogc phﬁm chtra it nhit mot hoat chit duge chon tir nhém bao gém peptit duoc
phén 14p theo diém bét ky trong 36 cac diém tir 1 dén 6, khang thé dugc phan 1ap
hodc doan cta né theo diém 7, thu thé t€ bao T duoc phan 14p hoic doan cta n6
theo diém 8 hodc 9, aptame theo didm 11, axit nucleic theo diém 12 hoic vecto
biéu hién theo diém 13, t& bao chi tai t6 hop theo diém 14, hoic té bao lympho T
hoat hoéa theo diém 16, va chit mang dugc dung, va tity ¥, t4 dugc va/hodc chat 6n

dinh dugc dung.

18. Phuong phép tao ra peptit hogc bién thé cta né theo diém bat ky trong sb cc diém
tir 1 dén 6, phuong phap nay bao gdm budc nudi ciy té bao chu tai t6 hop theo
diém 14, va phan lap peptit hodc bién thé ctia né ra khéi t& bao chi néu trén

va/hodc mdi truong nudi cay cua no.

19. Phuong phép tao ra khang thé hodc doan cia né theo diém 7, phuong phép nay
bao gébm budc nudi cy & bao chu tai to hop theo diém 14, va phan 1ap khang thé

hodc doan ctia né ra khoi té bao chu néu trén va/hodc moi truong nudi cay cua no.

20. Phuong phap tao ra thu thé t& bao T hoic doan cta né theo diém 8 hoic 9, phuong

phép nay bao gdm budc nuoi ciy té bao chu tai t6 hop theo diém 14, va phan lap
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thu thé t€ bao T hodc doan clia né ra khoi té bao chu néu trén va/hodc moi trudng

nuoi cay cua no.

21. Kit bao gdm:

a) db chua dé dung dugc phdm chira (cac) peptit hodc bién thé theo diém bét ky
trong s6 cac diém tr 1 dén 6, khang thé hodc doan ctia né theo diém 7, thu thé
té bao T hodc doan cta né theo diém 8 hodc 9, aptame theo diém 11, axit
nucleic theo diém 12 hogc vecto biéu hién theo diém 13, té bao chu tai to hop
theo diém 14, hoic té bao lymphd T hoat hoéa theo diém 16, & dang dung dich
hoac dang dong kho nhanh;

b) tiy ¥, dd chira thir hai dé dung chit pha lodng hodc dung dich hoan nguyén
ding cho ché phdm dang déng khé nhanh;

¢) tily ¥, it nhat mét peptit nita dwoc chon tir nhdém bao gdm céc trinh tu tir SEQ
ID No: 1 dén SEQ ID No. 71, va

d) tiy v, huéng dan dé (i) st dung dung dich hodc (ii) hoan nguyén va/hodc sir
dung ché pham dang déng khd nhanh.

22. Kit theo diém 21, trong d6 kit nay con chira mot hodc nhiéu mdt hodc nhiéu thanh

phan trong s (iii) chat dém, (iv) chat pha loang, (v) dung cu loc, (vi) kim tiém,

hoéc (vii) bom tiém.
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<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 1

Lys Leu Leu Asp Asn Leu His Asp Leu
1 5

<210> 2

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 2
Val Leu Leu Asp Ile Phe Thr Gly Val
1 5

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 3

Gly Leu Asp Gly Ala Thr Tyr Thr Val

1

<210>

5

4
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<211> 11
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 4

Arg Leu Asp Ile Gln Gly Thr Gly Gln Leu Leu
1 5 10

<210> 5

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 5

Ser Leu Phe Asp Glu Val Arg Gln Ile
1 5

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 6
Ser Leu Leu Ser Glu Leu Val Glu Ala
1 5

<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 7
Ser Ile Leu Ser Leu Leu Ile Lys Leu

1 5

<210> 8

<211> ©

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 8

Ser Val Met Glu Leu Leu Gln Gly Val
1 5
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<210> 9

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 9

Ser Leu Tyr Pro Gly Thr Glu Thr Met
1 5

<210> 10

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 10
Ala Ile Leu Asp Val Val Val Asn Leu
1 5

<210> 11

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 11
Ala Leu Asp Pro Ile Ile His Gly Leu
1 5

<210> 12
<211> 11
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 12
Ala Leu Ala Pro Ser Glu Gly Val Gln Ala Ala
1 5 10

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 13

Ala Leu Gln Asn Lys Val Val Ala Leu

-120-



<210>
<211>
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<213>

<400>

14

9

PRT

Nguoi hién dai

14
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Phe Leu Val Asp Ser Leu Ile Ser Ala

1

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

<400>

5

15

9

PRT

Nguoi hién dai

15

Gly Leu Leu Ser Val Glu Leu Arg Val

1

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

5

16

9

PRT

Ngudi hién dai

16

Lys Leu Asn Ser Ser Ile Gln Tyr Val

1

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

5

17
10
PRT
Nguoi hién dai

17

Lys Leu Trp Glu Glu Ser Thr Ala Gln Val

1

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

<400>

5

18

9

PRT

Nguoi hién dai

18

10
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Ser Leu Leu Arg Cys Pro Ala Lys Ala
1 5

<210> 19

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 19

Tyr Leu Glu Thr Met Asn Ile Thr Leu
1 5

<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 20

Ala Leu Leu Gly Phe Val Thr Asp Leu
1 5

<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 21

Val Leu Gly Pro Glu Gly Gln Leu Val
1 5

<210> 22

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 22
Val Leu Val Ser Ser Val Leu Gly Val
1 5

<210> 23

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
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<400> 23

Gly Leu Gly Pro Asn Leu Val Gly Val
1 5

<210> 24

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 24

Ile Leu Asp Ala Gln Thr Ala Phe Val
1 5

<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 25
Ile Leu Leu Glu Leu Phe Thr His Val
1 5

<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 26
Ser Val Leu Ala Gly Val Val Gly Val
1 5

<210> 27

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 27
Val Leu Asn Pro Glu Thr Thr Val Val
1 5

<210> 28
<211> 9
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<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 28

Gly Leu Asp Glu Ala Ile Arg Lys Val
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 29

Ile Gly Ile Gly Pro Val Leu Asn Ile
1 5

<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 30
Thr Leu Leu Asp Arg Val Ala Val Ile
1 5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 31
Ala Leu Leu Thr Ala Val Thr Asn Val
1 5

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 32

Gly Leu Ile Glu Asn Thr Tyr Gln Leu
1 5
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<210> 33

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 33

Ser Met Thr Thr Asn Leu Asp Leu Lys Val
1 5 10

<210> 34

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 34

Ala Ile Ala Gly Arg Leu Leu Gly Val
1 5

<210> 35

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 35
Thr Leu Leu Pro Thr Leu Tyr Glu Ile
1 5

<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 36
Ser Leu Leu Ser Asp Ile Ile Ala Leu

1 5

<210> 37

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 37

Val Leu Leu Ala Thr Val Thr Glu Leu
1 5
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<210> 38

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 38

Arg Ile Leu Asp Ile Asp Ile Pro Leu Ser Val
1 5 10

<210> 39

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 39

Ala Leu Asp Gly Lys Ile Tyr Glu Leu
1 5

<210> 40
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 40

Gly Leu Leu Gly Gly Val Ile Met Met Val
1 5 10

<210> 41

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 41
Tyr Ile Asp Asp Ile Phe Ser Gly Val
1 5

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 42
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Phe Leu Ser Gly Tyr Tyr Val Thr Leu
1 5

<210> 43

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 43

Val Ile Ala Asn Glu Ile Glu Lys Val
1 5

<210> 44

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 44

Phe Leu Asn Gly Leu Glu Ile Leu Leu
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 45

Val Leu Leu His Val Ser Val Leu Leu
1 5

<210> 46

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 46
Asn Met Asp Asp Val Ile Tyr Tyr Val
1 5

<210> 47

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
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<400> 47

Gly Leu Val Glu Gln Leu Tyr Asp Leu
1 5

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 48

Ile Leu Ala Glu Thr Gln Pro Glu Leu
1 5

<210> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 49

Ala Leu Leu Glu Leu Leu His Glu Leu
1 5

<210> 50

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 50

Thr Leu Ser Thr Val Ile Ala Thr Val
1 5

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 51
Thr Val Pro Pro Val Phe Val Ser Val
1 5

<210> 52
<211> 10
<212> PRT
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<213> Nguoi hién dai
<400> 52

Ala Leu Ile Ser Glu Lys Leu Glu Thr Leu
1 5 10

<210> 53

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 53
Val Met His Asp Ser Ser Phe Ser Val
1 5

<210> 54

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 54
Thr Leu Ser Asp Val Val Val Gly Leu
1 5

<210> 55

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 55
Lys Ile Asp Glu Lys Asn Phe Val Val
1 5

<210> 56

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 56

Leu Leu Leu Glu Ile Leu His Glu Ile
1 5

<210> 57

-129-



34981

<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 57

Ala Leu Ala Asp Leu Thr Gly Thr Val Val
1 5 10

<210> 58

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 58

Gly Val Leu Glu Asn Ile Phe Gly Val
1 5

<210> 59

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 59
Gln Leu Leu Ala Gly Val Phe Leu Ala
1 5

<210> 60

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 60
Lys Leu Phe Asn Glu Phe Ile Gln Leu
1 5

<210> 61

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 61

Ile Leu Ser Gly Ile Gly Val Ser Gln Val
1 5 10
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<210> 62

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 62

Ser Leu Trp Gly Gly Asp Val Val Leu
1 5

<210> 63

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 63
Arg Leu Leu Ser Ala Ala Glu Asn Phe Leu
1 5 10

<210> 64

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 64
Ala Leu Tyr Asp Ser Val Ile Leu Leu
1 5

<210> 65

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 65
Gly Leu Ala Pro Gly Gly Leu Ala Val Vval
1 5 10

<210> 66

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 66

Ser Leu Phe Ser Ser Pro Pro Glu Ile
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<210> 67

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 67

Ala Leu Gln Pro Leu Leu His Thr Val
1 5

<210> 68

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 68

Ser Leu Ala Glu Val Asn Thr Gln Leu
1 5

<210> 69

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 69
Val Leu Thr Glu Phe Thr Arg Glu Val
1 5

<210> 70

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 70
Lys Leu Gly Ala Val Phe Asn Gln Val
1 5

210> 71

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 71
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Ser Leu His Asn Gly Val Ile Gln Leu
1 5

<210> 72
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 72
Glu Leu Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
1 5 10

<210> 73

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 73

Tyr Leu Leu Pro Ala Ile Val His Ile
1 5
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Fig.3

>

Bv421: A*02/ 1P09-001

oo

BV421: A*02/ PCNXL3-001
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Kich thich bang Kich thich bang
HLA-A*02/ IP09-001 HLA-A*02/déi chirng &m tinh

>
APC: A*02/ 1P0S-001 (SEQ ID NO: 69)
Kich thich béng Kich thich bing
HLA-A*02/ PCNXL3-001 HLA-A*02/dbi chirng &am tinh
0,00%
>

APC: A*02/ PCNXL3-001 (SEQ ID NO: 58)
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Fig.4
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Kich thich bang Kich thich bang
HLA-A*Q2/SEQ ID NO: 2 HLA-A*02/d6i chirng am tinh

o T 0,00%

o

Z

=

o

0]
g

o~
£
<
i
0.
APC: A*02/SEQ ID NO: 2

B

~ HLA-A*02/SEQ ID NO: 7 HLA-A*02/doi chirng am tinh
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PE : A*02/SEQ ID NO: 7
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Fig.4 (tiép theo)
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Kich thich bang Kich thich béng
o« HLA-A"02/SeqlD No 23 HLA-A*02/dbi chirng am tinh
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PE: A*02/SeqID No 23
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