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Linh vire ki thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén cac peptit, protein, axit nucleic va té bao hitu ich trong lidu
phép mién dich, cu thé 1a liéu phap mién dich dbi v6i bénh ung thu. Sang ché con dé
cap dén epitop peptit ciia té bao T lién quan dén khdi u, mét minh hozc két hop véi cac
peptit lién quan dén khdi u khac dé c6 thé ding 1am, vi du, thanh phan dugc chét co
hoat tinh cia ché phdm vacxin dé kich thich cac dap tmg mién dich khang u, hoic kich
thich cac té bao T ex vivo va cdy vao bénh nhan. Cac peptit gan két v&i phan tir clia
phttc hgp tuong thich mé chinh (major histocompatibility complex: MHC), hodc céc
peptit nay ciing c6 thé 13 dich ctia khang thé, thu thé té bao T hoa tan, va cac phan tir
gin két khac.

Sang ché d& cap dén mot sb trinh tu peptit méi va cic bién thé cua ching co
ngudn gbe tir cac phan tir khang nguyén bach cau ¢ ngudi (Human Leukocyte Antigen:
HLA) nhém I cta cac té bao khdi u ciia nguoi c6 thé duge sir dung trong cac ché pham
vacxin dé tao ra dap tmg mién dich khang u hodc lam dich dé phat trién cac hop chit va
té bao ¢6 hoat tinh dugc hoc/mién dich hoc.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Ung thu thuc quéan 12 bénh ung thu phd bién thtr tim trén thé gidi, nam 2012, sd
luong bénh nhan méc bénh niy trong nam nim 1a 464.063 nguoi. Ty 1é tir vong gin
bang ty 18 méc bénh (400.169 ca tir vong so véi 455.784 ca mac bénh trong nam 2012),
didu nay chi ra ring ty 1é tr vong do bénh ung thu thuc quan cao (World Cancer Report,
2014; Ferlay et al., 2013; Bray et al., 2013).

Bénh caxinom té bao vay va caxinom tuyén 1a hai kiéu phu phd bién nhét cta
bénh ung thu thuc quan. Ca hai kiéu phu nay déu phd bién & nam gidi hon so vé6i & nit
giéi nhung ching c¢6 su phan b theo dia 1y khac biét. Ty 1& mic bénh caxinom té bao
vay & cac ving tai nguyén thap phd bién hon véi ty 1& méc bénh rit cao & Cong hoa Hbi
gi4o Iran, cac ving ctia Trung Qudc va Zimbabwe. Caxinom tuyén 1a loai bénh ung thur
thuc quan phd bién nhét trong sé nhiing ngudi da tring va cic quin thé ¢ diéu kién
kinh té-xa héi cao, ding dau 1a Vuong Quéc Anh, Uc, Ha Lan va My. Céc yéu td ¢co

nguy co cao nhat doi v6i su phét trién cia caxinom té bao vdy & thuc quan bao gom
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ubng ruou va hut thudc 14, trong khi caxinom tuyén thure quan c6 lién quan chi yéu véi
bénh béo phi va bénh trao nguoc da day-thuc quan. Ty 1& mic bénh caxinom tuyén
thuc quan gia ting déu dan & cac nude c6 thu nhap cao, diéu nay c6 thé 1a do ty 18 méc
bénh béo phi va bénh trao ngugc da day-thuc quan gia ting cling nhu su thay dbi vé
cach phan loai khéi u & dudong ndi tiép da day-thuc quan. Caxinom than kinh-ndi tiét,
caxinom dang tuyén kén, caxinom tuyén vay, caxinom u ni€ém mac- biéu bi, caxinom
tuyén than kinh-ndi tiét hdn hop, céc bénh sacom khac va u melanin 14 kiéu phu hiém
gap hon ctia bénh ung thu thue quan (World Cancer Report, 2014).

Chién lugc diéu tri chu yéu dbi v4i bénh ung thu thuc quan phu thudc vao giai
doan khdi bu va vi tri, loai m6 hoc va tinh trang bénh ctia bénh nhan. Chi s dung
phuong phap phiu thuét 1a khong du, ngoai trir nhém phu nho cua cac bénh nhan mac
caxinom té bao vay. Noi chung, can két hgp phau thuat véi liéu phap héa hoc trude khi
phau thuat va tham chi sau khi phiu thuat hoic liéu phdp hoa-xa tri trude khi phﬁu
thudt, trong khi phuong phap xa tri riéng trude sau khi phﬁu thuat da dugc chirng minh
14 khong tao ra loi ich séng con. Phac dd héa tri liéu bao gdm oxaliplatin két hop véi
flouraxil, carboplatin két hop vai paclitaxel, cisplatin két hop véi flouraxil, FOLFOX
va cisplatin két hop irinotecan. Cac bénh nhén c6 khdi u duong tinh voi HER2 can duoc
didu tri theo huéng din déi v6i bénh ung thu da day bing cach st dung két hop
cisplatin, flouraxil va trastuzumab, do dit liéu ngau nhién dbi véi lidu phap huéng dich
& bénh ung thu thuc quan rét han ché (Stahl et al., 2013; Leitlinie Magenkarzinom,
2012).

Noéi chung, phﬁn 16n cac loai bénh ung thu thuc quan déu co thé kiém soat tdt,
néu bénh nhan c6 khéi u giai doan sém, trong khi su thanh cong diéu trj trong cac giai
doan sau 1a rat han ché. Do d6, su phat trién cia phuong phap sang loc méi c6 thé rit co
hiéu qua trong viéc lam giam ty 1¢ t& vong lién quan dén bénh ung thu thuc quan
(World Cancer Report, 2014).

Liéu phap mién dich c6 thé 1a phwong phap méi hira hen dé diéu tri bénh ung thu
thuc quan tién trién. Mot sé gen lién quan dén bénh ung thu va cac khang nguyén tinh
hoan lién quan dén bénh ung thu di dugc chirmg minh 1a duoc biéu hién qua muc trong
bénh ung thu thuc quan, bao gbm cac gen MAGE khac nhau 1a NY-ESO-1 va EpCAM
(Kimura et al., 2007; Liang et al., 2005b; Inoue et al., 1995; Bujas et al., 2011; Tanaka

et al., 1997; Quillien et al., 1997). C4c gen nay la dich rat quan tAm cua liéu phap mién
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dich va phdn 16n trong sb chung dwoc danh gia dé didu tri cac bénh 4c tinh khéc
(ClinicalTrials.gov, 2015). Hon nita, sy diéu hoa ting ciia PD-L1 va PD-L2 dwgc mo ta
trong bénh ung thu thuc quan, cé twong quan véi tién luong x4u di. Do d6, bénh nhan
ung thu thuc quan c6 khéi u duong tinh vi PD-L1 ¢6 thé c6 loi tir liéu phap mién dich
khéang PD-L1 (Ohigashi et al., 2005).

Hién nay, dir liéu 1am sang d6i voi phuong phap diéu tri mién dich trong bénh
ung thu thue quéan van twong ddi hiém, do chi ¢6 sb lugng rt han ché cac thtr nghiém
1am sang giai doan sém dd dugc hoan thanh (Toomey et al., 2013). Vacxin gbm ba
peptit ¢6 ngudn gde tir ba khang nguyén tinh hoan lién quan dén bénh ung thu khac
nhau (protein kinaza TTK, locus K cta phttc hgp khang nguyén té bao lympho 6 va
protein 3 gan két ARN thong tin cua yéu tb sinh truong gidng nhu insulin (insulin-like
growth factor: IGF)-II) dugc st dung cho bénh nhén méc bénh ung thu thyc quan tién
trién trong thir nghiém pha I ¢6 két qua nhat dinh (Kono et al., 2009). Phuong phép tiém
té bao T hoat hoa qua dudng trong khdi u sau khi thir nghiém in vitro véi cac té bao ac
tinh tu than va intolokin 2 tao ra sy dap ung mot phén hodc hoan toan vdi khdi u ¢ 4
trong s6 11 bénh nhén trong thtr nghiém pha I/II (Toh et al., 2000; Toh et al., 2002).
Cac thtr nghiém 1am sang khac hién dang dugc thuc hién dé danh gia su anh huong cia
cac liéu phap mién dich khac nhau déi véi bénh ung thu thuc quan, bao gdm ca li¢u
phap té bao thich ing (NCT01691625, NCT01691664, NCT01795976, NCT02096614,
NCT02457650), chién luge tiém ching vacxin (NCT01143545, NCT01522820) va liéu
phap khang PD-L1 (NCT02340975) (ClinicalTrials.gov, 2015).

Khi tinh dén céc tic dung phu nghiém trong va chi phi lién quan dén viéc diéu tri
bénh ung thu, can xac dinh cac yéu t6 co thé dugc sir dung trong viéc diéu tri bénh ung
thu néi chung va bénh ung thu thuc quan noi riéng. Ciing can xé4c dinh cac yéu td thé
hién ddu 4n sinh hoc ctia bénh ung thu néi chung va bénh ung thu thuc quéan néi riéng,
dé chian doan bénh ung thu, danh gia tién luong, va du doéan su thanh cong cua viéc
diéu tri tét hon

Liéu phép mién dich diéu tri bénh ung thu 1a lya chon hudng dich dac hiéu cua
cac té bao ung thu trong khi lam giam dén murc ti thiéu cac tac dung phu. Liéu phap
mién dich diéu tri bénh ung thu st dung su ton tai clia cac khang nguyén lién quan dén
khoi u.

Su phéan loai hién nay cua cac khang nguyén lién quan dén khoéi u (tumor
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associated antigen: TAA) bao gdm cac nhém chinh sau:

a) Céac khang nguyén tinh hoan li€n quan dén bénh ung thu: cac khang nguyén
TAA du tién timg duge xdc dinh 1a c6 thé dugc nhan biét béi té bao T thudc vé nhom
ndy, lic ddu cac khang nguyén nay dugc goi la khang nguyén tinh hoan lién quan dén
bénh ung thu (cancer-testis: CT) do su biéu hién cua cac thanh vién ctia n6 trong cic khéi
u cta nguoi khac nhau vé& mo hoc va trong sb cic mo binh thudng, chung chi biéu hién
trong té bio tinh/nguyén bao tinh cia tinh hoan va doi khi trong nhau thai. Do cac té bao
tinh hoan khong biéu hién phén tt ctia HLA nhém I va II, céc khang nguyén nay khong
thé duoc nhan biét bdi té bao T trong céc md binh thudng va do d6 c6 thé duge cho 1a
d%c hiéu khéi u v& mit midn dich hoc. Vi du da biét rd vé khang nguyén CT la thanh vién
thudoc ho MAGE hodc NY-ESO-1.

b) Cac khang nguyén biét hoa: cac khang nguyén TAA nay c6 mat trong ca khdiu
va md binh thuong ma tu do khéi u xut hién. Phan 16n cac khéng nguyén biét hoa da
biét dugc phat hién trong u melanin va t& bao melanin binh thudong. Nhiéu protein trong
sb céc protein lién quan dén dong té bao melanin ndy tham gia vao qua trinh sinh tbng
hop melanin va do d6 khong dic hiéu khdi u nhung dugce st dung rong rai d6i véi lieu
phap mién dich diéu tri bénh ung thu. Vi du vé ching bao gbm, nhung khdng chi gii han
&, tyrosinaza va Melan-A/MART-1 ddi v6i u melanin hodc PSA ddi voi bénh ung thu
tuyén tién liét.

¢) Cac khang nguyén TAA dugc biéu hién qui murc: cadc gen ma hod TAA duge
biéu hién rong rai di dugc phat hién trong céc loai khéi u khac nhau vé& mit md hoc cling
nhu trong nhidu md binh thudng, thuong la cé mic do bidu hién thap hon. Nhidu epitop
duogc xir Iy va c6 thé duge biéu hién bdi mo6 binh thuong co thé & muc thap hon muc
ngudng dbi véi sy nhan biét cua té bao T, trong khi su biéu hién qué muc cia ching
trong té bao khéi u c6 thé gay ra dap tmg khang ung thu bang cach pha v& sy dung nap
da duogc thiét lap truge d6. Cac vi du ndi bat vé loai TAA nay la Her-2/neu, survivin,
telomeraza hoac WT1.

d) Cac khang nguyén dic hiéu khdi u: cac khang nguyén TAA dic biét nay la do
sy dot bién cua cac gen binh thuong (nhu B-catenin, CDK4, v.v.). Mot s6 thay ddi phan
tr nay co lién quan dén sy bién dbi va/hoic tién trién cua khdi u. Khang nguyén dic hiéu
khéi u c6 thd thuong gy ra dap tng mién dich manh ma khong mang nguy co phan ing

tu mién chdng lai mo6 binh thudng. Mt khéc, trong hau hét cac trudng hop, cac TAA nay
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chi lién quan dén khdi u chinh x4c ma trén d6 chung dugc xac dinh va thudng khong co
mat trong nhidu khéi u riéng biét. Dy dic hiéu khéi u (hodic -mirc do lién quan) cia peptit
ciing ¢6 thé xuét hién néu peptit ndy c6 ngudn gbc tir exon cla khéi u (-c6 lién quan)
trong truong hop cac protein ¢6 cac ddng dang dic hiéu khéi u (-c6 lién quan).

e) Cac khang nguyén TAA do céc cai bién bat thuong sau dich ma: cac TAA nay
6 thé xuét hién do protein khong dic hiéu va khong dugc biéu hién qué mirc trong khéi
u nhung trd thanh cé lién quan dén khéi u do cac qua trinh sau dich ma c6 hoat tinh chi
yéu trong céc khéi u. Vi du vé loai khang nguyén nay xuét hién do kiéu glycosyl hoa bién
dbi dan tdi cac epitop méi trong khéi u nhw dbi véi MUC1 hoic céc sy kién nhu ghép ndi
protein trong qud trinh phin huy, ching ¢ thé dic hiéu khdi u hodc c6 thé khong dic
higu khéi u.

f) Céc protein ctia virut gdy ung thu: cac TAA nay la cac protein clia virut ¢6 thé
déng vai tro quyét dinh trong qu4 trinh gdy bénh ung thu va do ching la protein ngoai lai
(khong c6 ngudn gbc tir nguoi), ching ¢o thé gy ra dap Gng cia té bao T. Vi du vé
protein ndy la protein E6 va E7 cuia virut gy u nhu ngudi typ 16, chung dugc biéu hién
trong caxinom cd tir cung.

Liéu phap mién dich trén co s té bao T hudng dich 1a cac epitop peptit c6 ngudn
gbc tir cac protein lién quan dén khdi u hogic dic hiéu khéi u, dugc biéu hién béi cac phan
tir ctia phtrc hop twong thich md chinh (MHC). Céc khang nguyén dugc nhan biét boi cac
té bao lympho T dic hiéu khéi u, nghia 14 c4c epitop cua ching, c6 thé 14 cac phan tr c6
nguén géc tir tit ca cac nhom protein, nhu cac enzym, thu thé, yéu td phién ma, v.v. dugc
biéu hién va so sanh vdi cac té bao khong bi thay dbi c6 ciing ngudn gbc, thuong 1a dugce
didu hoa ting & cc té bao cua khdi u twong tGng.

C6 hai nhém phan tir cia MHC 1a MHC nhém I va MHC nhém II. Céc phén tir
ctia MHC nhém I gdm chudi ning alpha va beta-2-microglobulin, cic phén tir cia MHC
nhém IT gdm chudi alpha va chudi beta. Ciu dang ba chidu ctia ching tao thanh ranh gin
két, rainh nay duoc st dung dé twong tac khong cong hoa tri vdi cic peptit.

Céc phan tir cia MHC nhém I ¢6 thé duge tim thdy chii yéu trén cdc t€ bao co
nhan. Chiing 1a céc peptit dugc tao ra tir sw phan cit phan giai protein cua phan 16n céc
protein ndi sinh, cdc san pham ribosom khiém khuyét (defective ribosomal product:
DRIP) va cac peptit c6 phan tir 16n. Tuy nhién, cac peptit co ngudn gbc tlr cdc ngin thé

nhan hodic ngudn ngoai sinh cling thudng dugc tim thy trén céc phan tir cia MHC nhom
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I. Cach trinh dién khong cb dién nay ctia nhém I con dugc goi 1a trinh dién chéo trong tai
liéu chuyén nganh (Brossart and Bevan, 1997; Rock et al., 1990). Cac phan t& cia MHC
nhém II ¢6 thé dugc tim thdy cha yéu trén cac té bao trinh dién khang nguyén (antigen
presenting cell: APC) chuyén nghi€p, va chi yéu 1 céc peptit ciia cic protein ngoai sinh
hodc protein xuyén mang dugc hép thu bédi cac té bao APC, vi duy, trong qua trinh nhép
ndi bao, va dugce xit ly sau do.

Céc phirc hop cia peptit va MHC nhém I dwgc nhén biét boi cac té bao T duong
tinh v&i CD8 mang thy thé t& bao T (T-cell receptor: TCR) thich hop, trong khi cac phie
hop cua peptit va phan tr MHC nhém II duge nhan biét boi cac t& bao T hd trg duong
tinh v6i CD4 mang thu thé TCR thich hop. P4 biét rd ring thy thé TCR, peptit va MHC
c6 mit voi lugng theo hé sb ty luong bang 1:1:1.

Céc té bao T hd trg duwong tinh voi CD4 dong vai tro quan trong trong viéc tao ra
va duy tri cac dap tmg hiru hiéu nho té bao gay doc té bao duong tinh véi CD8. Viéce xéac
dinh céc epitop cua té bao T duong tinh voi CD4 ¢6 ngudn gde tir cac khang nguyén lién
quan dén khéi u (TAA) la didu quan trong nhit @& phat trién cac san pham dugc dé kich
thich d4p ung mién dich khang u (Gnjatic et al., 2003). $ vi tri khéi u, cac té bao T hd trg
kich thich xytokin thén thién véi té bao T gy ddc té bao (cytotoxic T cell: CTL)
(Mortara et al., 2006) va thu hut cac té bao hiéu tng, vi du, t& bao CTL, té bao giét tu
nhién (NK), dai thuc bao, té bao hat (Hwang et al., 2007).

Khi khong c6 hién tugng vi€m, sy biéu hién cua céc phan tr MHC nhém II chu
yéu bi gi6i han & cic té bao cia hé mién dich, ddc biét 1a cac té bao trinh dién khang
nguyén (APC) chuyén nghiép, vi du, cdc bach cAu don nhan to, cac té bao co ngudn goc
tr bach ciu don nhan to, dai thuc bao, té bao dudi gai. G céac bénh nhan mic bénh ung
thur, c4c t& bao khdi u da phat hién dugc 12 biéu hién cac phan tir MHC nhém II (Dengjel
et al., 20006).

Céac peptit kéo dai (dai hon) theo sang ché c6 thé c6 tac dung lam cac epitop co
hoat tinh cia MHC nhom II.

Cac té bao T hd trg, dugc hoat héa béi epitop cia MHC nhém II, dong vai tro
quan trong trong viéc phéi hop chirc nang hiéu tng ctia CTL trong su mién dich khang u.
Cac epitop cua té bao T hd tro kich thich dap Gmg clia té bao T hd trg vé chirc ning hiéu
rng kich thich loai THI1 cta té bao T tiéu diét duong tinh vi CD8, cac chirc ndng nay

bao gdm chirc ning gy ddc t€ bao chong lai cac t€ bao khoi u biéu hién cac phuc hop
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peptit/MHC lién quan dén khéi u trén bé mat t& bao ciia ching. Theo cach ndy, cac epitop
peptit cia té bao T hd trg lién quan dén khdi u, mot minh hoic két hop véi cac peptit lién
quan dén khdi u khac, co6 thé dung lam thanh phén duoc chét c6 hoat tinh cla ché phém
vacxin d& kich thich cac dap tmg mién dich khang u.

Nhu duoc thé hién trong cadc mo hinh dong vat c6 vu, vi dy, chudt, ngay ca khi
khong c6 mdt cac t€ bao lympho T dwong tinh v6i CD8, céac té bao T duong tinh v§i CD4
van da @ e ché su biéu hién cla khéi u bing cach tic ché su tao mach nho sy tiét ra
interferon-gama (interferon-gamma: IFNy) (Beatty and Paterson, 2001; Mumberg et al.,
1999). C6 bing ching v& viéc t& bao T CD4 lam t& bao hiéu ung khang u truc tiép
(Braumuller et al., 2013; Tran et al., 2014).

Do su bidu hién c4u tric ctia cdc phan tt HLA nhém II thudng bi gidi han & cac té
bao mién dich, kha ning phan 1ap céc peptit nhom II tryc tiép tir khdi u nguyén phat duoc
cho 12 khong thé thuc hién. Tuy nhién, Dengjel va cac dong tac gia da thanh cong trong
viéc nhan biét nhiéu epitop cia MHC nhém II tryc tiép tir khdi u (Cong b6 don qubc té sb
WO 2007/028574, Bing ddc quyén sang ché chau Ausé EP 1760 088 B1).

Do c4 hai loai dap tng phy thudc CD8 va CD4 cung gop phin va c6 tac dung hiép
dong véi hidu quéa khéang u, viéc nhan biét va xac dinh cac khang nguyén lién quan dén
khéi u duoc nhan biét béi cac t& bao T CD8+ (phdi tir: phan tir MHC nhém I + epitop
peptit) hodc béi cac té bao T hd trg T duong tinh voi CD4 (phdi tt: phan t¢ MHC nhom
IT + epitop peptit) 1a quan trong trong viéc phat trién cac vacxin khéi u.

Pé mot peptit cia MHC nhom I gdy ra (tao ra) dap ung mién dich té bao, n6 ciing
phai gin két voi phan tt MHC. Quaé trinh ndy phu thudc vao alen cua phéan tr MHC va
hién twong da hinh dic hiéu cia trinh tu axit amin cia peptit. Cac peptit gan két véi
MHC nhom I thuong chira tir 8 dén 12 gbc axit amin trong chiéu dai mach va thuong
chira hai gbc bao toan ("dang neo") trong trinh tu cla ching dé tuong tac véi ranh gin
két twong tmg cta phan tt MHC. Theo céch nay, mdi alen ctia MHC c6 mdt “motif gin
két” @& quyét dinh viéc cac peptit co thé gén két dic hiéu v6i ranh gin két nay.

Trong phan tng mién dich phu thugc MHC nhém I, céc peptit khong chi cin phai
¢6 kha niang gén két v6i mot sb phan tir MHC nhém I nhét dinh duoc biéu hién béi céc té
bao khdi u, ma sau d6 chung con phai dugc nhan biét boi céc té bao T mang cic thy thé
té bao T (TCR) dic hiéu.

Déi vai cac protein can duge nhén biét béi cac te bao lympho T duéi dang cac
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khéng nguyén dic hidu khdi u hoic khang nguyén lién quan dén khéi u, va cin dugc st
dung trong li€u phép, cac didu kién tién quyét cu thé phai dugc dép ing. Khang nguyén
nay cin dugc biéu hién chu yéu béi té bao khdi u va khong duogc biéu hién bdi cac mo
khoée manh binh thuong, hodc dugc bidu hién véi lugng trong dbi nhé. Theo phuong an
duoc wu tién, peptit can dugc biéu hién qua mirc bdi cac té bao khdi u so véi cac mo khoe
manh binh thuong. Ngoai ra, tdt hon néu khang nguyén twong tng khong chi c6 mit &
mot loai khéi u, ma con c6 mit véi nﬁ”)ng dd cao (nghia 1a sb lurong ban sao cia peptit
tuong tmg trong mdi té bao). Khang nguyén dic hiéu khdi u va khang nguyén lién quan
dén khdi u thudng co ngudn gdc tir cac protein tham gia truec tiép vao qud trinh bién dbi
cta té bao binh thuong thanh té bao khdi u do chitc ning cua ching, vi dy, trong viéc
kiém sodt hoic e ché chu trinh té bao ctia qua trinh chét t& bao theo chuong trinh. Ngoai
ra, cac dich xudi dong cua protein 1a nguyén nhéan truc tiép cta su bién ddi c6 thé duoc
diéu hoa ting va do d6 c6 thé lién quan gian tiép v6i khdi u. Céc khang nguyén lién quan
gian tiép voi khdi u nay ciing ¢ thé dich ctia phuong phép tiém ching (Singh-Jasuja et
al., 2004). Pidu quan trong la cic epitop c6 mit trong trinh ty axit amin cua khéang
nguyén dé dam bao ring peptit ndy ("peptit sinh mién dich"), c6 ngudn gbc tir khang
nguyén lién quan v6i khéi u, didu nay din dén d4p Gmg cla té bao T in vitro hodc in vivo.

V& co ban, peptit bat ky c6 kha nang gin két v6i phan tr MHC c6 thé ¢6 chic
ning lam epitop cua té bao T. Diéu kién tién quyét dé gay ra dép tng cla té bao T in vitro
ho#c in vivo 1a su c6 mdt cia té bao T c¢6 thu thé TCR twong Gng va khong ¢ su dung
nap mién dich dbi véi epitop cu thé nay.

Do d6, cac khang nguyén TAA la diém xuét phat cia sy phat trién liéu phép trén
co so té bao T bao gdbm, nhung khong chi gidi han &, cdc vacxin khéi u. Cac phuong
phap dé nhan biét va xé4c dinh khang nguyén TAA thudng dya trén viéc sit dung cac té
bao T ¢6 thé dugc phan 1ap ra khoi bénh nhan hodc d6i tugng khoe manh, hodc céc
phuong phép nay dua trén su tao ra cic profin phién ma khac nhau hodc céc kiéu biéu
hién peptit khac nhau giita mo khéi u va md binh thuong. Tuy nhién, viéc x4c dinh cac
gen duoc biéu hién qua murc trong md khéi u hoic dong té bao khéi u & ngudi, hodc dugc
biéu hién chon loc & cdc mod hodc dong t€ bao nay, khdng cung cép thong tin chinh x4c dé
str dung cac khang nguyén can dugc phién ma tir cac gen nay trong liéu phép mién dich.
Diéu nay 1a do chi céc tidu quén thé riéng biét cua cac epitop clia cac khang nguyén nay

13 thich hgp cho tng dung nay do cac té bao T cung v6i thu thé TCR tuong (mg can c6
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mit va khong duge c6 su dung nap mién dich dbi véi epitop cu thé nay hogc su dung nap
nay & mrc rit nho. Do d6, theo phuong an rét dugc wu tién cia sang ché, didu quan trong
1a chi chon loc cac peptit dugc biéu hién qua mic hoic dugc biéu hién chon loc d6i véi té
bao T chirc ning va/hodc ting sinh can dugc phét hién. Té bao T chirc ning nay dugc
dinh nghia 13 té bao T ma khi kich thich bang khing nguyén dic hiéu, n6 c6 thé dugc mé
rong vé dong vo tinh va c6 thé thyc hién chirc ning hiéu Gmg (“t€ bao T hiéu tmg”).
Trong trudng hgp hudéng dich peptit-MHC bang cac thu thé TCR dic hiéu (vi du,
cac thu thé TCR hoa tan) va khang thé hogc céc phan tir gfn két khac (khung) theo sang
ché, tinh sinh mién dich cua cac peptit co s& 1a thir yéu. Trong céc trudng hop nay, su

biu hién 1a yéu t6 quyét dinh.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé xuit peptit chita trinh ty axit amin dugc chon
tir nhém bao gdm cac trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93 hoc trinh tyr bién
thé ctia n6 ¢6 mirc d6 tuong ddng it nhat 77%, tét hon 1a it nhat 88% (t6t hon 1a c6 mic
do gibng it nhit 77% hodc it nhit 88%) véi céc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 93, trong d6 bién thé nay gin két véi MHC va/hodc gdy ra phan tmg chéo cia cac té
bao T véi peptit néu trén, hodc mubi dugc dung cta nd, trong d6 peptit nay khong 1a
polypeptit co chidu dai diy di co ban.

Séng ché con dé xuit peptit chtra trinh ty duge chon tir nhom bao gém céc trinh tu
tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93 hoiic bién thé ctia n6, c6 mirc do tuong dong it
nhit 77%, tdt hon 13 it nhét 88% (tét hon 1a c6 mirc do gibng it nht 77% hodc it nhat
88%) vo6i cac trinh ty tr SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93, trong d6 peptit nay hodc
bién thé cia n6 c6 tir 8 dén 100 axit amin, tét hon 1a c6 tir 8 dén 30 axit amin, va dugc vu
tién nhét 12 c6 tir 8 dén 14 axit amin trong toan bd chiéu dai mach.

Céc bang sau ddy thé hién c4c peptit theo sang ché, céc sb trinh ty nhan biét twong Gng
cua chuing, va gen ngudn (co &) trién vong clia cic peptit nay. T4t ca cac peptit trong
Bang 1 va Bang 2 déu gin két véi HLA-A*02. Cac peptit trong Bang 2 da dugc boc 10
trude d6 trong danh muc 16n theo két qua ctia cong nghé cho phép sang loc thong lugong
cao véi ty 1€ sai s6 cao hodc dugc tinh toén bang cach st dung cac thuat toan, nhung
khong hé lién quan dén bénh ung thu trude d6. Céc peptit trong Bang 3 1a céc peptit bd

sung c6 thé hiru ich khi két hop voi cac peptit clia sang ché. Ngoai ra, cac peptit trong
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Bang 4 hitu ich trong viéc chin doan va/hodc di€u tri cac bénh 4c tinh khac nhau lién

quan dén su bi€u hién qua mirc hodc trinh dién qua mirc cua cac polypeptit co s& tuong

ung.
Bang 1: cac peptit theo sang ché.
SEQID Trinh ty (cac) GenlD (cac) ky hiéu gen chinh
No thue
1 STYGGGLSV 3861, 3868 KRT14, KRT16
2 SLYNLGGSKRISI 3852 KRTS5
3 TASAITPSV 3852 KRTS5
4 ALFGTILEL 2769 GNA15
5 NLMASQPQL 5317 PKP1
6 LLSGDLIFL 2709 GJBS
7 SIFEGLLSGV 2709 GJB5
8 ALLDGGSEAYWRYV | 84985 FAMS83A
9 HLIAEIHTA 5744 PTHLH
10 SLDENSDQQV 6273 S100A2
11 ALWLPTDSATV 3914 LAMB3
12 GLASRILDA 3914 LAMB3
13 SLSPVILGV 26525 IL36RN
14 RLPNAGTQV 3655 ITGA6
15 LLANGVYAA 55107 ANOI1
16 VLAEGGEGV 10630 PDPN
2155, 28396, 3500, |F7,1GHV4-31, IGHGI,
3501, 3502, 3503, |IGHG2, IGHG3, IGHG4,
17 MISRTPEV 3507 IGHM
18 FLLDQVQLGL 83882 TSPAN10
101060689, 154761,
19 GLAPFLLNAV 285966 FAM115C
100505503, 402057, |RPS17L, RPS17P16,
20 INEVDPDTKEML 442216, 6218 RPS17P5, RPS17
21 IVREFLTAL 27297 CRCP
22 KLNDTYVNV 23306 TMEM194A
23 KLSDSATYL No associated gene
24 LLFAGTMTV 29785 CYP2S1
25 LLPPPPPPA 9509 ADAMTS2
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SEQ ID Trinh tu (cac) GenlD (cac) ky hiéu gen chinh
No thirc
26 MLAEKLLQA 2195 FATI1
27 NLREGDQLL 113146 AHNAK?2
28 SLDGFTIQV 4939 OAS2
29 SLDGTELQL 284114 TMEM102
30 SLNGNQVTV 79832 QSERI1
100996747, 441502,
6231, 643003, RPS26P11, RPS26,
644928, 728937, RPS26P28, RPS26P15,
31 VLPKLYVKL 729188 RPS26P25, RPS26P58
32 YMLDIFHEV 3038 HAS3
33 GLDVTSLRPFDL 2316 FLNA
34 SLVSEQLEPA 11187 PKP3
35 LLRFSQDNA 51056 LAP3
36 FLLRFSQDNA 51056 LAP3
37 YTQPFSHYGQAL 6051 RNPEP
38 IAAIRGFLV 83451 ABHD11
39 LVRDTQSGSL 871 SERPINH1
40 GLAFSLYQA 871 SERPINH1
41 GLESEELEPEEL 8106 PABPN1
42 TQTAVITRI 81610 FAM&3D
43 KVVGKDYLL 832 CAPZB
44 ATGNDRKEAAENSL |7531 YWHAE
45 MLTELEKAL 6279 S100A8
46 YTAQIGADIAL 64499, 7177 TPSB2, TPSAB1
47 VLASGFLTV 79183 TTPAL
48 SMHQMLDQTL 7168 TPM1
49 GLMKDIVGA 8942 KYNU
50 GMNPHQTPAQL 471 ATIC
51 KLFGHLTSA 57157 PHTEF2
52 VAIGGVDGNVRL 9948 WDR1
53 VVVTGLTLV 396 ARHGDIA
1674, 4741, 4744, |DES, NEFM, NEFH,
54 YQDLLNVKM 4747, 7431, 9118 NEFL, VIM, INA
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SEQ ID Trinh ty (cac) GenlD (cac) ky hiéu gen chinh
No thue
55 GAIDLLHNV 115362 GBP5
56 ALVEVTEHV 54972 TMEM132A
57 GLAPNTPGKA 9055 PRC1
58 LILESIPVV 5597 MAPK6
59 SLLDTLREV 9989 PPP4R1
60 VVMEELLKV 23191 CYFIP1
61 TQTTHELTI 5093 PCBP1
62 ALYEYQPLQI 4331 MNATI1
EEF1A1PS, EEF1Al,
63 LAYTLGVKQL 158078, 1915, 1917 |EEF1A2
64 GLTDVIRDV 80028 FBXL18
65 YVVGGFLYQRL 4074 M6PR
66 LLDEKVQSV 57616 TSHZ3
67 SMNGGVFAV 23657 SLC7A11
IGHV4-31, IGHGI,
28396, 3500, 3501, |IGHG2, IGHG3, IGHG4,
68 PAVLQSSGLYSL 3502, 3503, 3507 IGHM
KRT14, KRT16,
69 GLLVGSEKVTM 3861, 3868, 644945 |KRT16P3
70 FVLDTSESV 1291, 1292 COL6A1, COL6A2
71 ASDPILYRPVAV 5315 PKM
72 FLPPAQVTV 65083 NOL6
73 KITEAIQYV 6095 RORA
74 ILASLATSV 10844 TUBGCP2
75 GLMDDVDFKA 10525 HYOU1
76 KVADYIPQL 2744 GLS

Bang 2: Céac peptit bd sung theo sang ché khong lién quan dén bénh ung thu da

biét trude do

SEQID Trinh ty (cac) GenlD (cac) ky hiéu gen chinh
No. thirc
77 VLVPYEPPQV 8626 TP63
78 KVANIIAEV 5910 RAP1GDSI
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SEQ ID Trinh ty (cac) GenID (c4c) ky hiéu gen chinh
No. thire
79 GQDVGRYQV 6748 SSR4
80 ALQEALENA 9631 NUP155
81 AVLPHVDQV 23379 KIAA0947
82 HLLGHLEQA 63977 PRDM15
&3 ALADGVVSQA 27238 GPKOW
84 SLAESLDQA 22894 DIS3
85 NIIELVHQV 6850 SYK
86 GLLTEIRAV 9263 STK17A
87 FLDNGPKTI 1982 EIF4G2
88 GLWEQENHL 79768 KATNBLI1
&9 SLADSLYNL 23271 CAMSAP2
90 SIYEYYHAL 3091 HIF1A
91 KLIDDVHRL 6734 SRPR
92 SILRHVAEV 1965 EIF2S1
93 VLINTSVTL 23036 ZNF292

Bang 3: Céc peptit hitu ich, vi du, dbi véi liéu phap ung thu dugc ca nhan héa

SEQ ID Trinh tu (cac) GenlD (cac) ky hiéu gen chinh
No thirc
286887, 3852, 3853, |KRT6C, KRTS5, KRT6A,
94 TLLQEQGTKTV 3854 KRT6B
95 LIQDRVAEV 3914 LAMB3
96 GAAVRIGSVL 9150 CTDP1
97 ELDRTPPEV 23450 SF3B3
98 VLFPNLKTV 646 BNC1
POTEKP, ACTB,
440915, 60, 641455, |POTEM, ACTGI,
99 RVAPEEHPVL 71, 728378 POTEF
100 |GLYPDAFAPV 1991 ELANE
101 |AMTQLLAGV 3371 TNC

N6i chung, sang ché con d& cip dén cac peptit theo sang ché @ st dung trong

viéc diéu tri cac bénh tang sinh, vi du nhur bénh ung thu phdi, bénh ung thu bang quang,
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bénh ung thu budng trimg, u melanin, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu t& bao gan,
bénh ung thu t€ bao than, bénh ung thu ndo, bénh ung thu két-tryc trang, bénh ung thu
v, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tii mét, bénh ung thu 6ng mat
chti, bénh ung thu tuyén tién liét va bénh bach cau.

Pugc dic biét vu tién 1a cac peptit — mot minh hodc két hop - theo sang ché duoc
chon tir nhém bao gdm cac trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93. Pugc uu tién
hon 14 c4c peptit — mot minh hodc két hop - duge chon tir nhém bao gém céc trinh tu tur
SEQ ID NO: 1 d¢én SEQ ID NO: 76 (xem bang 1), va sit dung chiing trong liéu phap mién
dich diéu tri bénh ung thu thyc quéan, bénh ung thu phdi, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu budng trimg, u melanin, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu t& bao gan, bénh
ung thu té bao than, bénh ung thu ndo, bénh ung thu két-truc trang, bénh ung thu v,
bénh ung thu da day, bénh ung thu tuy, bénh ung thu ti mat, bénh ung thu 6ng mat chu,
bénh ung thu tuyén tién 1iét va bénh bach cAu, va tot hon néu 12 bénh ung thu thyc quan.

Puoc dic biét vu tién 1 cdc peptit — mot minh hodc két hop - theo sang ché dugc
chon tir nhém bao gém céc trinh tw SEQ ID No. 1, 2, 3, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15,
16, 17, 18, 19, 25, 26, 30, 32, 34, 37, 40, 51, 55, 57, 58, 59, 62, 81, va 82, va st dung
chung trong li€éu phap mién dich diéu tri bénh ung thu thyc quan, bénh ung thu phéi,
bénh ung thu bang quang, bénh ung thu budng trimg, u melanin, bénh ung thu tir cung,
bénh ung thu té bao gan, bénh ung thu té bao thin, bénh ung thu ndo, bénh ung thu két-
truc trang, bénh ung thu vi, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuy, bénh ung thu t4i mat,
bénh ung thu 6ng mét chi, bénh ung thu tuyén tién liét va bénh bach clu, va t6t hon néu
12 bénh ung thu thuc quan. Pugc dic biét wu tién hon la peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 9.

Nhu duogc thé hién trong Bang 4A sau déy, nhiéu peptit theo sang ché ciing duoc
tim thiy trén céc loai khéi u khac va do dé, cling c6 thé dugce st dung trong liéu phép

mién dich diéu tri cac triéu ching khac. Xem thém trén Fig.1 va vi dul.

Bang 4A: cac peptit theo sang ché va tng dung dic hiéu cua ching & cdc bénh
tang sinh khac, dic biét 1a & cac bénh ung thu khac. Bang nay cho thiy ring dbi véi cac
peptit duge chon ma trén céc loai khéi u bd sung chung dugc phat hién va co sy biéu hién
qua muc dbi voi trén it nhat 5% cac mau khéi u dugce x4c dinh, hodc cb su bidu hién dbi
v6i trén 5% cac miu khdi u dugc x4c dinh véi ty 16 ctia khéi u theo so trung binh nhan
vGi cac mo binh thuong 1a 16n hon 3. Su biéu hién qua muc dugce xac dinh 1a sy biéu hién

cao hon & miu khéi u so voi miu binh thudng c¢6 sy bi€u hién cao nhat. Cac md binh
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thuong khang lai su biéu hién qua mic duge thir nghiém 1a: mé md, tuyén thuong than,
dong mach, ty xwong, ndo, day than kinh trung wong, rudt Két, ta trang, thuc quan, ti
mat, tim, than, gan, phéi, hach bach huyét, té bao bach ciu don nhén, tuy, day than kinh
ngoai vi, mang bung, tuyén yén, mang phéi, tryc trang, tuyén nudc bot, co xuong, da,

rudt non, lach, da day, tuyén tc, tuyén giap, khi quan, niéu quéan, bang quang, tinh mach.

SEQ ID No. Trinh tu Céac bénh/co quan lién quan khac
2 SLYNLGGSKRISI NSCLC
3 TASAITPSV NSCLC, bénh ung thu bang quang
4 ALFGTILEL NSCLC
7 SIFEGLLSGV Bénh ung thu bang quang
8 ALLDGGSEAYWRYV | NSCLC, OC
9 HLIAEIHTA NSCLC
11 ALWLPTDSATV NSCLC, u melanin
12 GLASRILDA Bénh ung thu bang quang
13 SLSPVILGV Bénh ung thu tir cung
15 LLANGVYAA HCC
17 MISRTPEV NSCLC, RCC, HCC
22 KLNDTYVNV SCLC, bénh ung thu ndo, HCC
26 MLAEKLLQA CRC
29 SLDGTELQL BRCA
31 VLPKLYVKL GC
32 YMLDIFHEV Bénh ung thu bang quang
33 GLDVTSLRPFDL GC
34 SLVSEQLEPA CRC, bénh ung thu bang quang
35 LLRFSQDNA GC, HCC
36 FLLRFSQDNA GC
37 YTQPFSHYGQAL GC, PC
38 IAAIRGFLV GC
39 LVRDTQSGSL GC
40 GLAFSLYOA NSCLC, PC, BRCA, bénh ung thu bang
quang
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SEQ ID No. Trinh tu Céc bénh/co quan lién quan khac

41 GLESEELEPEEL GC

42 TQTAVITRI GC

45 MLTELEKAL GC

46 YTAQIGADIAL GC

47 VLASGFLTV Bénh ung thu bang quang

49 GLMKDIVGA HCC

50 GMNPHQTPAQL GC

51 KT FGHLTSA Bénh ung thu tii mat, bénh ung thu 6ng
mat chu

52 VAIGGVDGNVRL | GC

54 YQDLLNVKM RCC, GC

55 GAIDLLHNV GC

56 ALVEVTEHV BRCA

57 GLAPNTPGKA NSCLC, SCLC, BRCA, u melanin

58 LILESIPVV NSCLC, u melanin

61 TQTTHELTI SCLC, bénh bach cau

62 ALYEYQPLQI | NSCLC, HCC, bénh ung thu bang quang

63 LAYTLGVKQL GC

66 LLDEKVQSV Bénh ung thu ndo, u melanin

67 SMNGGVFAV Bénh ung thu ndo, HCC

68 PAVLQSSGLYSL GC, PC

69 GLLVGSEKVTM PC

70 FVLDTSESV GC, HCC, u melanin, OC

71 ASDPILYRPVAV GC, PC

. FLPPAQVTV NSCLC, GC, HCC, bénh bach cau, u
melanin

73 KITEAIQYV BRCA

74 ILASLATSV CRC, HCC, bénh ung thu bang quang

7 GI MDDVDFKA BRCA, u melanin, bénh ung thu bang

quang
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SEQ ID No. Trinh tu Céc bénh/co quan lién quan khéc
76 KVADYIPQL NSCLC, SCLC
77 VLVPYEPPQV NSCLC, bénh ung thu bang quang
78 KVANIIAEV PC, bénh bach cau, OC
NSCLC, SCLC, bénh ung thu ndo, CRC,
80 ALQEALENA .
HCC, bénh bach ciau, BRCA, OC
81 AVLPHVDQV Bénh ung thu ndo
82 HLLGHLEQA NSCLC, HCC, bénh bach cau, BRCA
Bénh ung thu ndo, GC, u melanin, bénh
83 ALADGVVSQA
ung thu bang quang
85 NIIELVHQV Bénh bach cau
Bénh ung thu ndo, bénh ung thu bang
86 GLLTEIRAV
quang
87 FLDNGPKTI Bénh ung thu ndo, PC, OC
88 GLWEQENHL NSCLC, BRCA
Bénh ung thu ndo, BRCA, bénh ung thu
89 SLADSLYNL bang quang, bénh ung thu tGi mat, bénh ung
thu dng mat chu
91 KLIDDVHRL PC, PrC
NSCLC, CRC, HCC, bénh ung thu tui mat,
92 SILRHVAEV ,
bénh ung thu 6ng mat chi
94 TLLQEQGTKTV NSCLC
NSCLC (non-small cell lung cancer) = bénh ung thu phéi té bao khong nhd, SCLC
(small cell lung cancer) = bénh ung thu phdi té bao nho, RCC (kidney cancer) = bénh
ung thu thin, CRC (colon or rectal cancer) = bénh ung thu rudt két hodc tryc 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 cAu, BrCa (breast cancer) =bénh ung thu vi

Bang 4B: céc peptit theo sang ché va tmg dung dic hiéu cta chung & cac bénh
tang sinh khac, dic biét 1a & cac bénh ung thu khac (phan sira dbi cuia Bang 4). Bang ndy

cho thdy ring, gidng nhu Bang 4A, dbi vé6i peptit duge chon ma trén cic loai khéi u bd
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sung chung dugc phat hién la co su biéu hién qua muc (bao gém ca su biéu hién dic
hi¢u) d6i véi trén 5% cac mau khdi u dugc x4c dinh, hodc su biéu hién dbi vé6i trén 5%
cac mau khéi u duge xac dinh véi ty 1€ cia khéi u theo sb trung binh nhan voi cac md
binh thuong 1 16n hon 3. Sy biéu hién qua mirc duge x4c dinh 1a sy biéu hién cao hon &
mAu khéi u so v6i mau binh thuong c6 su biéu hién cao nhét. Cac mo binh thudng khang
lai su biéu hién qua mtrc dugce thir nghiém la: m6é md, tuyén thugng than, dong mach, tuy
xuong, ndo, day than kinh trung wong, rut két, ta trang, thuc quan, mat, tai mat, tim,
thén, gan, phéi, hach bach huyét, t& bao bach cau don nhan, tuy, tuyén can giap, day than
kinh ngoai vi, mang bung, tuyén yén, mang phéi, truc trang, tuyén nudc bot, co xuong,

da, rudt non, lach, da day, tuyén giap, khi quan, niéu quéan, bang quang, tinh mach.

SEQ ID No Trinh tu Céc thuc thé bo sung
1 STYGGGLSV NSCLC, u melanin, HNSCC
2 SLYNLGGSKRISI Bénh ung thu bang quang, HNSCC
3 TASAITPSV HNSCC
Bénh ung thu bang quang, bénh ung thu thi mét,
4 ALFGTILEL bénh ung thu 6ng mét chu, AML, HNSCC
5 NLMASQPQL HNSCC
6 LLSGDLIFL HNSCC
NSCLC, bénh ung thu tai mét, bénh ung thu
7 SIFEGLLSGV éng mat chi, HNSCC
8 ALLDGGVSEAYWRV Bénh ung thu bang quang, HNSCC
10 SLDENSDQQV Bénh ung thu bang quang, HNSCC
Bénh ung thu tui mat, bénh ung thu 6ng mat
11 ALWLPTDSATV chu
NSCLC, u melanin, bénh ung thu bang quang,
13 SLSPVILGV HNSCC
14 RLPNAGTQV U melanin

Bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tur
cung, bénh ung thu tai mat, bénh ung thu ong

15 LLANGVYAA mat chu

16 VLAEGGEGV Bénh ung thur ndo, u melanin, bénh ung thu tai
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SEQ ID No Trinh ti Céc thuc thé bd sung
mat, bénh ung thu 6ng mat chu, HNSCC
17 MISRTPEV Bénh ung thu bang quang
18 FLLDQVQLGL U melanin, NHL, HNSCC
19 GLAPFLLNAV U melanin, NHL, HNSCC
20 INEVDPDTKEML HNSCC
22 KLNDTYVNV BRCA
23 KLSDSATYL U melanin

Bénh ung thu tai mét, bénh ung thu 6ng mat

25 LLPPPPPPA chu, NHL, HNSCC
28 SLDGFTIQV BRCA, u melanin, AML
29 SLDGTELQL Bénh ung thu tir cung, NHL

BRCA, u melanin, bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu tir cung, bénh ung thu tii mét,

30 SLNGNQVTV bénh ung thu éng mat chi, HNSCC

Bénh ung thu tai mét, bénh ung thu 6ng mat
32 YMLDIFHEV cha, HNSCC
34 SLVSEQLEPA HNSCC

CRC, u melanin, bénh ung thu tir cung, bénh

ung thu tGi mét, bénh ung thu 6ng mét chu,

40 GLAFSLYQA HNSCC
42 TQTAVITRI HNSCC
48 SMHQMLDQTL GC
Bénh ung thu t4i méat, bénh ung thu dng mat
51 KLFGHLTSA chu
53 VVVTGLTLV GC, bénh ung thu bang quang
55 GAIDLLHNV SCLC, u melanin, NHL
RCC, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu ti
56 ALVEVTEHV mat, bénh ung thu ng mat chu

Bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tir
57 GLAPNTPGKA cung, HNSCC
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SEQ ID No Trinh tu Céc thuc thé bb sung

SCLC, CLL, bénh ung thu bang quang, bénh
58 LILESIPVV ung thu t& cung, NHL, HNSCC
59 SLLDTLREV HNSCC

SCLC, BRCA, u melanin, OC, bénh ung thu tui
62 ALYEYQPLQI mat, bénh ung thu dng mat chi, NHL
66 LLDEKVQSV Bénh ung thu bang quang, HNSCC

NSCLC, bénh ung thu tii mét, bénh ung thu
67 SMNGGVFAV bng mat chi, HNSCC
68 PAVLQSSGLYSL NHL
69 GLLVGSEKVTM HNSCC

CLL, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
72 FLPPAQVTV tai mat, bénh ung thu 6ng mét chi, HNSCC
74 ILASLATSV BRCA, HNSCC

GC, HCC, bénh ung thu tGi mat, bénh ung thu
75 GLMDDVDFKA dng mét cha, NHL, HNSCC

RCC, BRCA, u melanin, bénh ung thu tii mét,
76 KVADYIPQL bénh ung thu éng mat chii, NHL
77 VLVPYEPPQV NHL, HNSCC
78 KVANIIAEV Bénh ung thu bang quang, HNSCC

SCLC, PC, PrC, CLL, BRCA, OC, bénh ung
79 GQDVGRYQV thu bang quang, AML, NHL

U melanin, bénh ung thu t cung, bénh ung thu
80 ALQEALENA tui mat, bénh ung thu 6ng mat chi, HNSCC
81 AVLPHVDQV Bénh ung thu t&r cung, NHL
82 HLLGHLEQA RCC
83 ALADGVVSQA Bénh ung thu tir cung

U melanin, bénh ung thu tr cung, AML, NHL,
84 SLAESLDQA HNSCC
85 NIIELVHQV CLL
86 GLLTEIRAV U melanin, bénh ung thu t4i méat, bénh ung thu
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SEQ ID No Trinh tu Céc thuc thé bo sung
dng mét chii, AML, NHL, HNSCC
87 FLDNGPKTI Bénh ung thu bang quang, HNSCC
88 GLWEQENHL CRC, bénh ung thu t& cung, AML, HNSCC
89 SLADSLYNL U melanin
90 SIYEYYHAL NHL, HNSCC
92 SILRHVAEV BRCA, u melanin, AML, NHL

NSCLC= bénh ung thu phdi t bao khong nhé, SCLC= bénh ung thu phéi t& bao
nhé, RCC= bénh ung thu thin, CRC= bénh ung thu rudt két hoic truc trang, GC= bénh
ung thu da day, HCC= bénh ung thu gan, PC= bénh ung thu tuy, PrC= bénh ung thu
tuyén tién liét, BRCA=bénh ung thu vii, OC (ovarian cancer) = bénh ung thu budng
trimg, NHL (non-Hodgkin lymphoma) = u lympho khong Hodgkin, AML (acute myeloid
leukemia) = bénh bach cAu tily bao cp tinh, CLL (chronic lymphocytic leukemia) = bénh
bach ciu dang lympho man tinh, HNSCC (head and neck squamous cell carcinoma) =
caxinom té bao vay ving dAu va cb.

Do @6, theo khia canh khac, sang ché md ta viéc st dung it nhéit mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bat ky trong sb cac trinh ty SEQ ID No. 1, 2,3,4,7, 8,9, 11, 13,
17, 40, 57, 58, 62, 67, 72, 76, 77, 80, 82, 88, 92 va 94 dé — theo mot phuong an duge vu
ién két hop - didu tri bénh ung thu phdi té bao khong nho.

Do @6, theo khia canh khéac, sang ché md ta viéc st dung it nhit mot peptit theo
sang ché theo trinh tw bat ky trong sé c4c trinh tw SEQ ID No. 18, 19, 25, 29, 55, 58, 62,
68,75, 76, 77, 79, 81, 84, 86, 90, va 92 & — theo mdt phuong dn duge uu tién két hop -
diéu tri u lympho.

Do do6, theo khia canh khac, sang ché md ta viéc st dung it nhit mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bét ky trong sb cac trinh ty SEQ ID No. 22, 55, 58, 62, 57, 61, 76,
79 va 80 dé — theo mdt phuong an duge wu tién két hop - diéu tri bénh ung thu phéi té
bao nhd.

Do do, theo khia canh khac, sang ché mo ta viéc st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh ty bét ky trong sb céc trinh tuw SEQ ID No. 17, 56, 76, 82, va 54 dé —
theo mot phuong an dugce uu tién két hop - diéu tri bénh ung thu té bao than.

Do do, theo khia canh khéac, sang ché mo ta viéc st dung it nhét mot peptit theo
séng ché theo trinh tur bat ky trong sb c4c trinh tw SEQ ID No. 16, 22, 66, 67, 80, 81, 83,
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86, 87 va 89 d& — theo mot phuong 4n dugc wu tién két hop - didu tri bénh ung thu ndo.

Do do, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viéc st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh t bt ky trong sb c4c trinh tw SEQ ID No. 31, 33, 35, 36, 37, 38, 39,
41, 42, 45, 46, 48, 50, 52, 53, 54, 55, 63, 68, 70, 75 va 71 dé — theo mot phuong an duge
wu tién két hop - diéu tri bénh ung thu da day.

Do d06, theo khia canh khéc, sang ché mo ta viéc st dung it nhat mot peptit theo
sang ché theo trinh tw bét k¥ trong s6 c4c trinh tw SEQ ID No. 26, 34, 40, 74, 80, 88, va
92 dé — theo mot phuong an dugce uu tién két hop - diéu tri bénh ung thu két-tryc trang.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché mb ta viéc st dung it nhit mot peptit theo
sang ché theo trinh tr bit ky trong sb céc trinh tw SEQ ID No. 15, 17, 22, 35, 49, 62, 67,
70, 72, 74, 75, 80, 82 va 92 dé — theo mot phuong an duge wu tién két hop - didu tri bénh
ung thu té bao gan.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché mo ta viéc st dung it nhit mot peptit theo
sang ché theo trinh tur bit ky trong sb c4c trinh tw SEQ ID No. 37, 40, 68, 69, 71, 78, 79,
87 va 91 dé — theo mdt phuong an duge uu tién két hop - didu tri bénh ung thu tuy.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché mo ta viéc st dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bat ky trong s cac trinh tu SEQ ID No. 79, va 91 dé — theo mot
phuong an dugc uu tién két hop - diéu tri bénh ung thu tuyén tién liét.

Do d6, theo khia canh khéic, sang ché mo ta viéc st dung it nhat mot peptit theo
sang ché theo trinh tur bit ky trong sé céc trinh tw SEQ ID No. 4, 28, 58, 61, 72, 78, 79,
80, 82, 84, 86, 88, 92, va 85 d& — theo mdt phuong an duge wu tién két hop - diéu trj bénh
bach ciu.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché mo ta viéc str dung it nhit mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bit ky trong s6 céc trinh tw SEQ ID No. 22, 28, 29, 30, 40, 56, 57,
62,73, 74,75, 76,79, 80, 82, 88, 92 va 89 dé — theo mot phuong an dugc vu tién két hop
- didu tri bénh ung thu v,

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché mo ta viée st dung it nhat mot peptit theo
sang ché theo trinh tu bit ky trong s céc trinh ty SEQ ID No. 1, 13, 14, 11, 16, 18, 19,
23, 28, 30, 40, 55, 57, 58, 62, 66, 70, 72, 75, 76, 80, 84, 86, 89, 92, va 83 dé — theo mot
phuong an dugc uu ti€n két hop - diéu tri u melanin.

Do do, theo khia canh khac, sang ché md ta viéc st dung it nhat mot peptit theo
sang ché theo trinh tw bt ky trong s6 céc trinh ty SEQ ID No. 8, 62, 70, 78, 79, 80 va 87
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dé — theo mot phwong 4n dugc uu tién két hop - diéu tri bénh ung thu budng tring.

Do d4, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viéc st dung it nhét mot peptit theo
séng ché theo trinh tr bit k¥ trong s6 céc trinh ty SEQ ID No. 2, 3, 4,7, 8, 10, 12, 13, 15,
17, 30, 32, 34, 40, 47, 53, 57, 58, 62, 66, 72, 74, 75, 71, 18, 719, 83, 86, 87, va 89 dé —
theo mot phuong an dugce uu tién két hop - diéu tri bénh ung thu bang quang.

Do do, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viéc st dung it nhat mot peptit theo
séng ché theo trinh tu bit ky trong sé céc trinh tw SEQ ID No. 13, 15, 29, 30, 40, 56, 57,
58, 80, 81, 83, 84, v 88 dé — theo mot phuong an duoc wu tién két hop - diéu tri bénh
ung thu tr cung.

Do d06, theo khia canh khéc, sang ché mo ta viéc str dung it nhét mot peptit theo
sang ché theo trinh tw bit ky trong s6 cac trinh t SEQ ID No. 4, 7, 11, 15, 16, 25, 30, 32,
40, 51, 56, 62, 67, 72, 75, 76, 80, 86, 89 va 92 dé — theo mot phuong an duge uvu tién két
hop - diéu tri bénh ung thu tii mt va dng mét chi.

Do @6, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viéc st dung it nhit mot peptit theo
sang ché theo trinh tw bat k¥ trong sb céc trinh tw SEQ ID No. SEQ IDNo 1,2, 3,4, 5, 6,
7,8, 10, 13, 16, 18, 19, 20, 25, 30, 32, 34, 40, 42, 57, 58, 59, 66, 67, 69, 72, 74, 75, 77,
78, 80, 84, 86, 87, 88, v 90 d& — theo mdt phuong 4n dugc wu tién két hop - didu tri
caxinom té bao vay ving déu va cd (HNSCO).

Do do, theo khia canh khac, sang ché mo ta viéc st dung cac peptit theo sang ché
d& - t4t hon 1a duoc két hop - didu tri bénh tang sinh duoc chon tir nhém bao gbm bénh
ung thu thyc quan, bénh ung thu phdi, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu budng
treng, u melanin, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu té bao gan, bénh ung thu té bao
than, bénh ung thu nfo, bénh ung thu két-truc trang, bénh ung thu vi, bénh ung thu da
day, bénh ung thu tuy, bénh ung thu thi mat, bénh ung thu 6ng mat chd, bénh ung thu
tuyén tién 1iét va bénh bach cau.

Sang ché con d& cap dén céc peptit theo sang ché ¢6 kha ning gin két véi phan t
ctia phirc hop twong thich mé chinh (MHC) nhém -I & nguoi hoic - & dang kéo dai, nhu
bién thé theo chidu dai- MHC nhém -II.

Séhg ché con dé cap dén céac peptit theo sang ché trong d6 (mdi) peptit nay gdm
hoac chu yéu bao gém trinh tu axit amin theo cac trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 93.

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

Sang ché con d& cap dén cac peptit theo sang ché, trong d6 peptit nay 1a mot phan
cua protein dung hop, cu thé 13 dugc dung hgp voi cac axit amin & du tan cing N cta
chudi bt bién lién quan dén khang nguyén HLA-DR (Ii), hogc dugc dung hop vdi (hodc
vao trinh tw cta) khang thé, vi du nhu khang thé dic hiéu voi té bao dudi gai.

Sang ché con dé cap dén axit nucleic ma hoa cac peptit theo séng ché. Sang ché
con dé xuét axit nucleic theo sang ché 1a ADN, ADN bd trg, APN, ARN hoic hdn hop
ctia chung.

Séng ché con d& cip dén vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién va/hoge biéu hién
axit nucleic theo sang ché.

Sang ché con d& cap dén peptit theo séng ché, axit nucleic theo sang ché hoic
vecto biéu hién theo séng ché dé st dung trong viéc diéu tri bénh va dung lam thude, cu
thé 13 trong viéc diéu tri bénh ung thu.

Sang ché con d& cap dén cac khang thé dic higu véi cac peptit theo sang ché hoic
phtrc hop ciia cdc peptit nay theo sang ché v6i MHC, va phuong phép tao ra chung.

Sang ché con dé cap dén cac thu thé té bao T (TCR), cu thé 13 thu thé TCR hoa tan
(sSTCR) va céc thu thd TCR tich dong duge thiét ké vao t€ bao T ty than hogc khic alen
ciing loai, va cdc phuong phép tao ra ching, cling nhu cac té bao NK hoic té bao khac
mang thy thé TCR néu trén hogc phan tng chéo vdi cac thu thé TCR nay.

Khéng thé va cic thu thé TCR 1a c4c phuong 4n khac cta viéc sir dung liéu phap
mién dich cua peptit theo sang ché sau day.

Sang ché con d2 cap dén té bao chi chua axit nucleic theo sdng ché hoic vecto
biéu hién nhu dugc mo ta trén ddy. Sang ché con d& xuét té bao chu theo sang ché 1a té
bao trinh dién khang nguyén, va t6t hon néu 1a t& bao dudi gai.

Sang ché con dé cap dén phuong phap tao ra peptit theo séng ché, phuong phap
nay bao gdm budc nudi cdy té bao chu theo sang ché, va phan 1ap peptit ra khoi té bao
chi ndy hodc moi truong nudi ciy cua noé.

Sang ché con @& cap dén phuong phép theo sang ché néu trén, trong d6 khang
nguyén duoc tai 1én cac phéan tir cia MHC nhom I hodc II dugce biéu hién trén bé miit cia
té bao trinh dién khang nguyén thich hop hodc té bao trinh dién khang nguyén nhan tao
bang cach cho khang nguyén v6i lugng du tiép xtic véi té bao trinh dién khang nguyén.

Sang ché con dé cap dén phuong phap theo sing ché trong do6 té bao trinh dién
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khang nguyén chura vecto bidu hién c6 kha ning biéu hién hogc biéu hién peptit néu trén
¢6 céc trinh ty tir SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No.: 93, t6t hon 1a ¢6 cac trinh t tir SEQ ID
No. 1 dén SEQ ID No. 76, hodc trinh ty axit amin cia bién thé.

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

Sang ché con mo ta phuong phép tiéu diét té bao dich & bénh nhan c6 t€ bao dich
bidu hién bat thudong polypeptit chira trinh tu axit amin bét ky theo séng ché, phuong
phap nay bao gbdbm budc cho bénh nhan sir dung lugng hitu hiéu cia cac té bao T nhu
duoc tao ra theo sang ché.

Sang ché con md ta viéc sir dung peptit bt ky nhu dugc mo ta, axit nucleic theo
sang ché, vecto bidu hién theo sang ché, té bao theo sang ché, t€ bao lymphd T hoat hoa,
thu thé t& bao T hodc khang thé hodc cac phan t gin két v6i peptit-MHC va/hodc peptit
khéc theo sang ché 1am thuéc hogic dé san xuét thude. Tét hon néu thudc nay c6 hoat tinh
khang ung thu.

Tét hon néu thude nay dung cho liéu phép té bao, vacxin hoic protein hoidc trén co
s& thy thé TCR hoa tan hodc khang thé.

Sang ché con mo ta viéc st dung theo sang ché, trong d6 cac té bao ung thu néu
trén 12 t& bao ung thu thuc quan, ung thu phdi, ung thu bang quang, ung thu budng tring,
umndanﬁgungthut&cung,ungthutébéogan,ungthutébéothan,ungﬂnrnﬁo,ungthu
két-truc trang, ung thu v, ung thu da day, ung thu tuy, ung thu tui mét, ung thu 6ng mat
chi, ung thu tuyén tién liét va bénh bach cAu, va tét hon néu 1a céc té bao ung thu thuc
quan.

Sang ché con d& cap dén cac du 4n sinh hoc trén co s& peptit theo sang ché, duoc
goi 0 day la “dich” co thé duogc st dung trong chin dodn bénh ung thu, t6t hon néu 1a
bénh ung thu thuc quan. Déu 4n nay c6 thé 13 sy biéu hién qua mirc cta chinh (céc)
peptit, hodc sy biéu hién qua mtc cua (cic) gen tuong tng. Céc déu 4n nay cling c6 thé
dugc sit dung dé du doén xéc suat thanh cong cla viéc diéu tri, tbt hon néu 12 lidu phap
mian dich, va dugc uu tién nhét 13 liéu phdp mién dich huéng cing dich dugc xéc dinh
bing ddu 4n sinh hoc nay. Vi du, khang thé hodc thu thé TCR hoa tan c6 thé duogc st
dung d& nhudm cac mau khéi u dé phat hién sy c6 mat ciia peptit quan tdm trong phirc

hop véi MHC.
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Tuy v, khang thé mang chtrc ning hiéu tmg khac nhu chira mién kich thich mién
dich hotic doc t6. |

Sang ché con mb ta viéc st dung viée st dung cac dich méi nay trong ngit canh
diéu tri bénh ung thu.

ARN 1 dbi nghia cia ABHD11 (ABHD11-AS1) dugc md ta 1a ARN khéng ma
hoéa mach dai da dugc ching minh la dugc diéu hoa ting trong bénh ung thu da day va c6
lién quan véi su biét hoa va su phan loai md hoc Lauren. Do d6, ABHD11-AS1 ¢6 thé 1a
diu 4n sinh hoc tiém ning d& chan doan bénh ung thu da day (Lin et al., 2014). Hoat tinh
ctia ABHD11 d3 duge ching minh 13 c6 lién quan v6i su phat trién tinh trang di cin xa
trong caxinom tuyén phdi va do d6 c6 thé 13 d4u 4n sinh hoc tiém ning méi (Wiedl et al.,
2011).

ADAMTS2 di dwoc chimg minh 1 bi réi loan diéu hoa & bénh nhan méic bénh
bach cdu cAp tinh kiéu hinh hdn hgp té bao T/tiy bao (Tota et al., 2014). ADAMTS2
duge mo ta 14 c6 lién quan voi con dudng JNK khi diéu hoa ting thong qua IL-6 trong
céc té bao sacom xuong (Alper and Kockar, 2014). ADAMTS2 c6 thé 14 d4u 4n chén
doan tiém ning cta bénh ung thu tuyén gidgp dang nang (Fontaine et al., 2009).
ADAMTS?2 dugc md ta la ddu 4n tiém ning cta su di can trong caxinom t€ bao vay &
ludi (Carinci et al., 2005). ADAMTS2 dd dugc chimg minh 12 dugc diéu hoa ting trong
caxinom té bao than va c6 lién quan véi su séng cua bénh nhan ngén hon (Roemer et al.,
2004). ADAMTS? di dugc ching minh 13 dugc diéu hoa béi su ting sinh cia té bao lién
quan dén yéu tb phat trién bién d6i - beta 1 (Wang et al., 2003).

AHNAK?2 mi hoa nucleoprotein 2 ciia protein khung AHNAK (Marg et al., 2010).
AHNAK2 14 thanh phan quan trong cta con duong tiét ra yéu t6 phat trién nguyén bao
soi 1 (fibroblast growth factor 1: FGF1) khong kinh dién, yéu td lién quan dén sy phat
tridn va xam 14n cua khéi u (Kirov et al., 2015).

ANO1 m3 héa anoctamin 1, kénh clorua hoat héa canxi c6 lién quan véi sacom
rudt non va bénh ung thu miéng (RefSeq, 2002). ANO1 dugc khuéch dai trong bénh ung
thu t& bao vay thuc quan (esophageal squamous cell cancer: ESCC), khéi u md @& da
day-rudt (gastrointestinal stromal tumor: GIST), caxinom té bao vay vung diu va cb
(HNSCC), bénh ung thu tuy va bénh ung thu vii (Qu et al., 2014).

ARHGDIA da dugc chirng minh la dugc didu hoa gidm trong caxinom té bao gan
va khi phét trién bénh ung thu va (Liang et al., 2014; Bozza et al., 2015). ARHGDIA da
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dugce ching minh 13 c6 lién quan v6i sy xam 14n cua khéi u, su di cén, thoi gian séng
thém toan bd va thoi gian dén khi tai phat bénh trong caxinom t& bao gan. Do do,
ARHGDIA c6 thé tao ra dich diu tri tiém ning cho caxinom té bao gan (Liang et al.,
2014). ARHGDIA d3 dugc ching minh la dugc diéu hoa gidm trong dong té bao ung thu
phdi A549 khi diu tri bang periplocin. Do d6, sy phét trién ctia cac t& bao ung thu phdi
bi e ché béi periplocin ¢ thé c6 lién quan véi ARHGDIA (Lu et al., 2014). Sy Gc ché
ARHGDIA d3 dugc chimg minh 13 ¢6 lién quan v6i muc do chét té bao theo chuong
trinh tdng 1én trong cac t€ bao binh thudng cb ngudn gde tir phdi va cac té bao khdi u
dugc nudi céy. Do d6, ARHGDIA dugc mo ta la chét didu hoa Am tinh coa su chét té bao
theo chuong trinh, qué trinh nay co thé 1a dich dilu tri tiém ning (Gordon et al., 2011).
ARHGDIA dugc md ta 1a c6 lién quan v6i t€ bao sang & budng trimg va sy phat trién giai
doan cua caxinom thé thanh dich muc d6 cao (Canet et al., 2011). ARHGDIA dugc mo ta
la gen lién quan dén con dudng giy chét té bao theo chuong trinh d3 dugc ching minh 1a
dugc diéu hoa giam trong céc t& bao sacom soi HT1080 khi c6 su chét t& bao theo
chuong trinh qua trung gian TRAIL (Daigeler et al, 2008). ARHGDIA d3 duogc ching
minh 14 dwoc didu hoa ting trong dong té bio ung thu rudt két THC8307/L-OHP khéng
oxaliplatin va dugc md ta 1a gen li€n quan dén su khang lai qua trinh gy chét té bao theo
chuong trinh. Do d6, ARHGDIA c¢6 thé 13 d4u 4n tiém nang c6 lién quan véi tinh man
cam oxaliplatin (Tang et al., 2007). Su biéu hién qua mic ARHGDIA di dugc ching
minh 14 dugc didu hoa boi gen e ché khéi u gia dinh ACVR2, thanh vién cla ho
TGFBR2 lién quan dén bénh ung thu, trong kiéu dai ACVR2 duogc chuyén nhiém bang
dong té bao ung thu rudt két MSI-H mang sy dot bién x6 dich khung ACVR2 (Deacu et
al., 2004). ARHGDIA dugc mo ta 1a chét diéu hoa quan trong cua enzym Rho GTPaza.
Viéc 1am can kiét ARHGDIA da dugc chimg minh 13 gay ra su hoat héa co dinh ciia Rho
GTPaza va con duong COX-2 lién quan voi su tién trién bénh ung thu va trong md hinh
dong vét c6 mo ghép khac loai cta bénh ung thu vi (Bozza et al., 2015). Su truyén tin
hiéu ARHGDIA da dugc chiing minh la dugc diéu hoa giam trong bénh ung thu két-truc
trang (Sethi et al., 2015). ARHGDIA da dugc chimg minh 1a huéng dich MEK1/2-Erk
khi SUMOyI héa, qué trinh nay c6 lién quan dén su e ché C-Jun/AP-1, sy phién mi
cyclin d1, va su tién tridn ctia chu trinh té bao. Do d6, ARHGDIA c6 lién quan dén sy e
ché qua trinh phat tridn ctia té bao ung thu (Cao et al., 2014). ARHGDIA dugc mo ta la

gen (rc ché méi trong bénh ung thu tuyén tién liét, chét nay c6 thé déng vai trd quan trong
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trong viéc diéu hoa su truyén tin hiéu cua thu thé androgen va sy phat trién va tién trién
bénh ung thu tuyén tién liét (Zhu et al., 2013b).

ATIC duge mo ta 1a dbi tac dung hop gen tiém nang cua kinaza trong u lympho
thé thoai bién lién quan dén ‘bénh ung thu trong u lymphd té bao lén thé thodi bién
(Cheuk and Chan, 2001). ATIC da dugc ching minh 13 dugc biéu hién khi dung hop thé
kham véi ALK trong khdi u nguyén bao soi co viém clia bang quang (Debiec-Rychter et
al., 2003). Su e ché hoat tinh aminoimidazol carboxyamit ribonucleotit transformylaza
(aminoimidazole carboxyamide ribonucleotide transformylase: AICAR) cua ATIC trong
dong té bao ung thu vi theo m6 hinh da dugce chimg minh la d4n dén su giam phu thudc
lidu ctia sb luong té bao va téc d6 phan chia té bao. Do d6, ATIC c6 thé 14 dich tiém ning
trong li€u phap diéu tri bénh ung thu (Spurr et al., 2012).

CAPZB da dugc thdng bdo 1a biéu hién qua muc trong caxinom té bao vay &
miéng duong tinh véi virut u nhi & ngudi typ 18 va duoc x4c dinh 1am locus tinh min
cam cua bénh ung thu tuyén tién liét (Lo et al., 2007; Nwosu et al., 2001).

COLG6A1 dugc diéu hoa ting trong mod dF c6 hoat tinh cia bénh ung thu tuyén tién
liét khang phiu thudt cit bd va kich thich sw pht trién ctia khéi u (Zhu et al., 2015).
COL6AI duoc bidu hién qua mitc & céc t& bao ung thu tuy CD166 cho thay hoat tinh
xam 14n va di trd manh hon céc hoat tinh nay cta cac té bao ung thu CD166+ (Fujiwara
et al., 2014). COL6A1 dugc biéu hién & mirc cao trong bénh di can xuong (Blanco et al,
2012). COL6A1 dugc phét hién 1a dugc diéu hoa ting & bénh ung thu ¢6 tir cung va bénh
ung thu budng trimg (Zhao et al., 2011; Parker et al., 2009). COL6A1 duoc biéu hién
khac biét & u té bao hinh sao va u nguyén bao xbp (Fujita et al., 2008).

COL6A2 ¢6 lién quan dén bénh ung thu c¢d ti cung, thoi gian séng thém toan b
ngin trong bénh ung thu budng tring thé thanh dich muc dd cao, bénh bach cau dang
lymphd cép tinh tidn t& bao B, caxinom té bao gan, cac khdi u ndio nguyén phat va di can,
caxinom té bao vay ctia phdi, caxinom té bao vay vung dAu va ¢b va duge mo ta 1a qua
trinh metyl héa ADN ti¥m ning d6i véi bénh ung thu ¢b tir cung (Cheon et al., 2014;
Chen et al., 2014d; Vachani et al., 2007; Liu et al., 2010; Seong et al., 2012; Hogan et al.,
2011).

CYFIP1 di dugc chiing minh la dugc diéu hoa giam trong qué trinh xam 14n cla
khéi u biéu mé (Silva et al., 2009). Sy diéu hoa giam CYFIP1 c6 lién quan dén tién luong

xAu trong khéi u biéu mo (Silva et al., 2009).
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CYP2S1 da dugc ching minh 1a didu hoa sy phét trién cia bénh ung thu két-truc
trang trong dong té bao HCT116 thong qua sy lién quan véi qua trinh hoat héa qua trung
gian PGE2 cua su truyén tin hiéu B-catenin (Yang et al., 2015b). CYP2S1 dugc mo ta la
duge diéu hoa ting trong cac bénh ung thu c6 ngudn gbc tir da bidu mo va trong céc té
bao khédi u c6 su giam oxy khong khi hit vao (Nishida et al., 2010; Madanayake et al.,
2013). Viéc 1am can kiét CYP2SI1 trong céc dong té bao biéu md phé quan da dugc
ching minh 13 dan dén su didu hoa dugc thay dbi trong céc con dudng quan trong lién
quan dén sy ting sinh va su di trd cla t6 bao nhu con dudng truyén tin hiéu mTOR
(Madanayake et al., 2013). Viéc lam can kiét CYP2S1 da dugc chirng minh 13 c6 lién
quan véi tinh man cam dugc chét trong bénh ung thu két-truc trang va bénh ung thu va
(Tan et al., 2011). CYP2S1 da duoc ching minh 1a ¢6 twong quan v6i su sdng trong bénh
ung thu va va c6 lién quan dén tién lugng x4u trong bénh ung thu két-tryc trang (Murray
et al., 2010; Kumarakulasingham et al., 2005). CYP2S1 da dugc chimng minh 12 chuyén
héa BaP-7,8-diol thanh hgp chét benzo[a]pyren-r-7,t-8-dihydrodiol-t-9,10-epoxit gy dot
bién va gy ung thu & mirc cao va do d6 c6 thé dong vai trd quan trong trong sw gay ung
thu do benzo[a]pyren gy ra (Bui et al., 2009). CYP2S1 da duogc chiing minh 1a dugc
diéu hoa ting dang ké trong su di cin bénh ung thu budng trimg so voi bénh ung thu
budng tring nguyén phat (Downie et al., 2005).

Su biéu hién DES trong md d& bénh ung thu két-truc trang di dugc ching minh 1a
c6 twong quan voi bénh coé giai doan tién trién (Arentz et al., 2011). DES da dugc ching
minh 13 dugc didu hoa ting trong bénh ung thu két-tryc trang (Ma et al., 2009). DES da
duoc chimng minh 13 ¢6 lién quan véi mic 4o nang clia bénh va su biét héa ctia bénh ung
thu két-truc trang va ty 18 song giam (Ma et al., 2009). DES dugc md ta la dAu 4n khéi u
tiém ning trong huyét thanh ctia bao thai ung thu ctia bg¢nh ung thu két-truc trang (Ma et
al., 2009). DES d3 dugc ching minh Ia diu 4n dic hiéu cua sacom co van
(Altmannsberger et al., 1985). DES dugc mé ta la mdt trong ba thanh phin ctia nhém
protein c6 thé c6 kha nang hiru ich dbi véi viée xac dinh giai doan cla caxinom bang
quang bang céch st dung phuong phap mién dich md héa hoc (Council and Hameed,
2009).

DIS3 d& dugc chimg minh 1a thuong dugc dot bién trong bénh da u tiy va dugc
dot bién theo chu ky trong bénh bach cau tiy bao cAp tinh (Ding et al., 2012; Lohr et al.,
2014). Cac dot bién DIS3 trong bénh da u tiy da dugce chimg minh 1a c6 lién quan voi
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thoi gian sdng thém toan bd trung binh ngén hon. Cac dot bién trong dong phu nhé da
dugc chirng minh 14 ¢6 lién quan dén su dap tng véi liéu phap kém hon so véi bénh nhén
¢6 cac dot bién DIS3 trong dong chinh (Weissbach et al., 2015). DIS3 da& dugc ching
minh 12 dugc didu hoa ting trong caxinom két-truc trang thong qua doan 13q. Su lam bat
hoat DIS3 d3 duoc chiing minh la &nh hudng dén céac dic tinh tao khéi u quan trong nhu
kha ning sdng, sy di trd va sy xam 14n. Do d6, DIS3 ¢6 thé 1 gen giy ung thw Umg vién
m&i gop phan vio sy tién trién ctia bénh ung thu két-truc trang (de Groen et al., 2014).
DIS3 dugc mod ta 12 moét phin ciia nhém gen c6 thé dugc st dung két hop véi d4u 4n sinh
hoc trén co s& ndng do protein trong huyét twong dé cho phép chin doan sém hon bénh
ung thu budng trimg biéu mé (Pils et al., 2013). DIS3 ¢6 thé 13 gen Ung vién tiém ning
cua tinh man cam véi bénh ung thu vi do phét hién dugc nhiéu hién tuong da hinh khi
sang loc dot bién & ho bénh ung thu v (Rozenblum et al., 2002).

EEF1A1 da duoc chirng minh 1a duoc diéu hoa ting trong cac thyuc thé bénh ung
thu khac nhau, bao gdm bénh ung thu két-truc trang, bénh ung thu budng trimg, bénh ung
thu da day, bénh ung thu tuyén tién liét, u nguyén bao xbp va caxinom té bao vay va
duge mo ta 13 déu 4n sinh hoc tidm ning trong huyét thanh dbi vé6i bénh ung thu tuyén
tién liét (Lim et al., 2011; Qi et al., 2005; Matassa et al., 2013; Vui-Kee et al., 2012;
Kuramitsu et al., 2010; Kido et al., 2010; Scrideli et al., 2008; Rehman et al., 2012). Vé
mat co ché, EEF1AL1 tc ché su chét té bao theo chuong trinh thong qua sy tuong tac voi
p53 va p73, kich thich sy ting sinh nho sy uc ché phién mi cta chit e ché chu trinh té
bao p21 va tham gia vao viéc diéu hoa sy chuyén tiép biéu m6-mo gitta (Blanch et al.,
2013; Choi et al., 2009; Hussey et al., 2011).

EEF1A2 dugc md ta 1a dugce diéu hoa ting trong bénh ung thu vi, bénh ung thu
budng tring, bénh ung thu phdi, bénh ung thu tuy, bénh ung thu da day, bénh ung thu
tuyén tién liét va caxinom té bao than chuyén dich TFE3 (Pflueger et al., 2013; Sun et al,
2014; Yang et al., 2015¢; Zang et al., 2015; Abbas et al., 2015). EEF1A2 d3 dugc ching
minh 13 ¢6 lién quan voi tién lugng x4u & bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu da
day, caxinom tuyén 6ng tuy va caxinom tuyén phéi (Duanmin et al., 2013; Yang et al,,
2015¢; Li et al., 2006; Lee and Surh, 2009). EEF1A2 dugc mo ta la ¢6 lién quan véi gen
gy ung thu do n¢ kich thich su truyén tin hiéu phospholipit va hoat hoa sy di tri cia té
bao phu thudc Akt va sy tdi md hinh hoa actin ma sau do cac qua trinh nay s€ kich thich

su tao khéi u (Abbas et al., 2015). EEF1A2 dugc md ta 1a wc ché chic ning cta p53
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trong caxinom té bao gan bing cach 1am 6n dinh MDM4 phu thudc PI3K/AKT/mTOR.
Su hoat héa manh con dudng truyén tin hiéu EEF1A2/PI3K/AKT/mTOR/MDM4 da
duogc chirng minh 1 ¢6 lién quan véi thoi gian sbng ngén trong caxinom t€ bao gan va do
d6 c6 thé 13 dich cua liéu phép ding cho tép hgp nhé bénh nhan (Longerich, 2014).
EEF1A2 di dugc ching mihh 12 ¢ lién quan véi giai doan TNM, tinh xam 14n va su
séng & bénh nhan ung thu tuy. Do d6, EEF1A2 c6 thé 13 dich tiém ning dé diu tri bénh
ung thu tuy (Zang et al., 2015). EEF1A2 da dugc chimg minh 13 ¢6 lién quan véi sy phat
trién bénh ung thu tuyén tién liét thong qua su kich thich mirc do tang sinh va trc ché su
chét té bao theo chuong trinh va do d6 c6 thé dung 1am dich diu tri tiém ning trong bénh
ung thu tuyén tién liét (Sun et al., 2014). EEF1A2 di dugc chimg minh 1a twong tic véi
protein p16 cta gen Uc ché khéi u, diéu nay din dén su diéu hoa giam EEF1A2 va ¢ lién
quan dén su trc ché qua trinh phat trién cta té bao ung thu (Lee et al., 2013). EEF1A2 da
duogc chimg minh 13 ¢6 lién quan véi su di cn hach va sy xam 14n quanh than kinh trong
caxinom tuyén 6ng tuy (Duanmin et al., 2013). EEF1A2 da duge ching minh 13 ¢6 lién
quan vé&i su séng trong bénh ung thu v (Kulkarni et al., 2007). EEF1A2 dugc mo ta 1a
gen gy ung thu gia dinh va gen trc ché khéi u trong dong té bao caxinom tuyén phdi va
trong bénh ung thu budng trimg (Lee, 2003; Zhu et al., 2007a).

EIF2S1 dugc mb ta 13 gen khoi ddu cta sy tién trién cta khdi u va sy khang liéu
phap khi phosphoryl héa. Tuy nhién, EIF2S1 cling dugc mé ta 1a c6 lién quan dén hiéu
qué tc ché su tao khdi u (Zheng et al., 2014). EIF2S1 duge mé ta 1 chét tac dong xudi
dong cia mTOR dé 1am giam sy sdng ciia cac té bao ung thu khi phosphoryl héa mirc va
do d6 ¢6 thé dung 1am dich cho sy phat trién dugc chét (Tuval-Kochen et al., 2013).

EIF4G2 dugc md ta 13 mot trong s6 cac gen 16i dd dugc chimg minh 1a c6 lién
quan v6i viée loai bo sy hinh thanh khéi u cia cac té bao u than kinh dém CD133+ & tré
em (Baxter et al., 2014). EIF4G2 d4 dugc ching minh la ¢6 lién quan vé1i sy e ché muc
do phat trién ctia u lympho té bao B 16n lan toa khi ¢6 su didu hoa gidm thong qua miR-
520¢-3p (Mazan-Mamczarz et al., 2014). EIF4G2 da duoc ching minh 1a tao diéu kién
thuén loi cho sy tdng hop protein va sy ting sinh clia té bao bing cach diéu bién sy tong
hop protein cuia chu trinh té bao (Lee and McCormick, 2006). EIF4G2 da dugc chung
minh 13 dugc diéu hoa gidm trong khéi u bang quang va su diéu hoa giam c6 lién quan
v6i cac khéi u xam 14n (Buim et al., 2005). EIF4G2 dugc mo ta la lién quan dén su chét

té bao theo chuong trinh do MycN/IFNgama gy ra va ca kha nang sdng va chét ctia cac
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té bao u nguyén bao than kinh (Wittke et al., 2001).

F7 trong phirc hop véi yéu t6 mo6 duge md ta 13 duoc biéu hién bét thuong trén bé
mit cia cac t& bao ung thu, bao gdm ca bénh ung thu budng trimg. Phic hop nay con
dugc mo ta 1a ¢6 lién quan vdi sy tao ra cac kiéu hinh 4c tinh trong bénh ung thu budng
trimg (Koizume and Miyagi, 2015). Con duong cua phtrc hop yéu té md F7 dugc mo ta
la yéu td trung gian cua sy tién trién bénh ung thu vi d8 co thé kich thich su biéu hién
ctia nhidu kidu hinh 4c tinh trong céc té bao ung thu vi. Do d6, con dudng cia yéu té mbd
F7 1a dich hip din tiém ning cho viéc diéu tri bénh ung thu vi (Koizume and Miyagi,
2014). F7 da dugc chirng minh 1a dugc didu hoa bai thu thé androgen trong bénh ung thu
va (Naderi, 2015). F7 da dugc ching minh la ¢6 lién quan v6i viée didu hoa su tu tiéu
qua su truyén tin hiéu mTOR trong dong té bao caxinom té bao gan (Chen et al., 2014a).
F7 da dugc chirg minh 14 c6 lién quan véi sy xam 14n ctia khéi u va sy di cin trong bénh
ung thu két-tryc trang va bénh ung thu budng trimg (Tang et al., 2010; Koizume et al.,
2006). F7 da dugc chimg minh 1a dugc diéu hoa tang léch vi tri trong bénh ung thu két-
truc trang (Tang et al., 2009). F7 trong phic hop véi yéu t6 md da duoc chimg minh 1a c6
lién quan véi su khang liéu phap hoéa hoc trong u nguyén bao than kinh (Fang et al.,
2008a).

FAM115C dugc diéu hoa ting khi c6 sy giam oxy-huyét trong bénh ung thu phdi
té bao khong nho (Leithner et al., 2014).

FAMS3A duoc mo ta la d4u 4n sinh hoc tiém ning cta bénh ung thu phéi (Liet
al., 2005). FAM83A dugc mb ta 1a gen danh déu c6 thé dugc sk dung trong nhém vdi
NPY1R va KRT19 dé phat hién sy luu thong cta cac té bao ung thu & cac bénh nhan ung
thu va (Liu et al., 2014d). Su taich FAM83A ra khoi cac t€ bao ung thu v da dugce chimg
minh 13 gdy ra sy giam muc do truyén tin hiéu MAPK v6i sy tc ché dang ké mirc do phat
trién in vitro va kha ning tao u in vivo (Cipriano et al., 2014). Hon nifa, ho protein
FAMS3 duoc md ta 1a ho gen giy ung thu méi didu hoa sy truyén tin hiéu MAPK trong
bénh ung thu va do d6 thich hop cho su phét trién liéu phép diéu tri bénh ung thu nhim
tic ché sy truyén tin hiéu MAPK (Cipriano et al., 2014). FAM83A da dugc chimg minh
1a ¢co lién quan voi sy khang trastuzumab trong dong té bao ung thu va duong tinh véi
HER2 (Boyer et al., 2013). N6i chung, FAM83A da dugc ching minh la gen ung vién c6
lién quan véi sy khang chét e ché EGFR-tyrosin kinaza trong bénh ung thu vi (Lee et

al., 2012). FAM83A dugc md ta la c6 lién quan vdi tién luong x4u trong bénh ung thu vi
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(Lee et al., 2012). FAM83A d3 dugc chimg minh 13 dugc didu hoa ting trong bénh ung
thw phdi t& bao khong nhé (Qu et al., 2010). FAMS3A da dugc chimg minh 12 dau 4n
min cam va dic hiéu tiém nang dé phat hién sy luu thong cua té bao khdi u trong mau
ngoai vi ctia bénh nhan ung thu phdi té bao khong nhé (Qu et al., 2010).

Su diéu hoa ting ctia FAMS83D anh huong dén su ting sinh va sy x4m 14n cua cac
t& bao caxinom té bao gan (Wang et al., 2015a; Liao et al., 2015b). FAMB83D dugc ting
1én dang ké trong dong té bao ung thu vii va trong bénh ung thu vii & ngudi nguyén phat
(Wang et al., 2013b).

FAT1 dugc md ta 1a dugc dot bién dang ké trong bénh ung thu té bao vay cua
ving diu va cb, thuong duge dot bién trong caxinom tuyén cd tir cung, bénh ung thu
bang quang, bénh bach cau dang lympho cép tinh tién té bao T giai doan sdm, bénh bach
cAu dang nguyén bao lympho man tinh khang fludarabine, u nguyén bao x6p va bénh ung
thu két-tryc trang va duge dot bién trong caxinom té bao vay & thuc quéan (Gao et al.,
2014; Neumann et al., 2013; Morris et al., 2013; Messina et al., 2014; Mountzios et al.,
2014; Cazier et al., 2014; Chung et al., 2015). FAT1 dugc mb ta 1a dugc e ché trong
bénh ung thu miéng va t6t hon 1a duoc diéu hoa giadm trong bénh ung thu vi xam 14n
(Katoh, 2012). FAT1 dugc mo ta 1a dugc diéu hoa ting trong bénh bach ciu ¢6 lién quan
dén su tién lwong x4u trong bénh bach cdu dang nguyén bao lympho cp tinh tién té bao
B (Katoh, 2012). FAT1 da dugc chiing minh la dugc diéu hoa ting trong caxinom tuyén
tuy va caxinom té bao gan (Valletta et al., 2014; Wojtalewicz et al., 2014). FAT1 dugc
mo ta 13 (e ché sy phat trién cia khéi u bang cach hoat hoa su truyén tin hiéu Hippo va
kich thich su di tri cua khéi u bing cich gy ra sy polyme hoa actin (Katoh, 2012).
FAT1 di dugc chimg minh 13 gen din hudng bénh ung thu Umg vién trong caxinom té
bao vay & da (Pickering et al., 2014). FAT1 dugc md ta la gen trc ché khéi u c6 lién quan
dén su truyén tin hi€éu Wnt va su tao khéi u (Morris et al., 2013).

Tuy thudc vao sy khu tri dudi té bao cta no, filamin A dong vai trd kép trong
bénh ung thu: Trong bao chét, filamin A c6 tic dung trong nhiéu con dudng truyén tin
hiéu sinh truéng khac nhau, ngoai viéc tham gia vao con dudng di tri t€ bao va bam dinh
té bao. Do d6, su biéu hién qua muc cla nd cb tac dung kich thich khéi u. Trai lai, voi
filamin A c6 chidu dai ddy du, doan & d4u tan cung C, dugc giai phong khi phén giai
protein, khu tra dén nhén, & d6 né twong tac vai cac yéu t6 phién ma va nho d6 ché sy

phat trién va di cin cta khéi u (Savoy and Ghosh, 2013).
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Su cét cut ddu tan cing C dic hiu mé cia GBP5 duge md 4 1a c6 thé gy ra su
rdi loan diéu hoa ciia GBP5 trong cic t€ bao u lymphd (Wehner and Herrmann, 2010).
GBP5 duoc mo ta 1a c6 thé c6 chirc ning lién quan dén bénh ung thu do kiéu biéu hién c6
gigi han cia ba bién thé ghép GBPS5 trong cac md khéi u va dong té bao ciia u lympho té
bao T & da ciing nhu trong dong té bao u melanin (Fellenberg et al., 2004).

GJB5 da duoc chiing minh 1a dugce diéu hoa giam trong dong té bao ung thu phdi
té bao khéng nhé, bénh ung thu thanh quan va caxinom té bao vay ving diu va cd
(Zhang et al., 2012; Broghammer et al., 2004; Al Moustafa et al., 2002). GIB5 dugc mo6
ta 1a ¢6 tac dung lam gen wrc ché khéi u trong dong té bao clia bénh ung thu phéi t& bao
khong nhé thong qua su Gc ché mirc do tang sinh va di cén cua té bao (Zhang et al.,
2012). GIB5 da dugc chung minh 1a duge diéu hoa ting trong u tuyén/polip c6 ring cua
khong cubn, cac tdn thuong tién 4c tinh c6 thé chiém tir 20 dén 30% trong bénh ung thu
rudt két (Delker et al., 2014). Sy biéu hién GIB5 duge md t& 1a duge thay ddi dang ké
trong qua trinh kich thich khéi u & da va su tién trién trong mo hinh & chudt (Slaga et al.,
1996).

GLS duge mé ta 1a duge didu hoa gian tiép boi gen gy ung thu MYC dé 1am gia
tdng su chuyén héa glutamin trong cac té bao ung thu (Dang et al., 2009). GLS d& dugc
chimg minh 13 dugc tc ché bdi gen tre ché khdi u NDRG2 trong bénh ung thu két-truc
trang (Xu et al., 2015). GLS dugc mo ta la dugc diéu hoa ting trong caxinom tuyén éng
tuy, bénh ung thu vi bd ba 4m tinh, caxinom té bao gan, caxinom té bao vay & miéng,
bénh ung thu két-truc trang va cac khéi u c6 ngudn gbe tir u than kinh dém 4c tinh (van
Geldermalsen et al., 2015; Szeliga et al., 2014; Huang et al., 2014a; Cetindis et al., 2015;
Yu et al., 2015a; Chakrabarti et al., 2015). GLS d4 dugc chiing minh 1a c6 lién quan voi
su séng trong caxinom t€ bao gan va cling dugc md ta 1a d4u 4n sinh hoc mén cam va dic
hiéu dbi voi sy chin dodn bénh 1y va sy tién lugng caxinom té bao gan (Yu et al., 2015a).
Su méat mot ban sao cia GLS d3 dugc ching minh 1a 1am cham su tién trién cua khéi u
trong mo hinh chudt méc bénh caxinom té bao gan qua trung gian MYC c6 kha nang hinh
thanh midn dich (Xiang et al., 2015). GLS d dugc chimg minh 1 thanh phin can thiét
cho sy tao khdi u va sy Grc ché GLS dac hiéu mo6 da duge mo ta 12 phuong phap tiém
nang cua li¢u phép didu tri bénh ung thu (Xiang et al., 2015). GLS da dugc ching minh
1a ¢6 lién quan véi sy khang Taxol trong bénh ung thu va (Fu et al., 2015a). Sy biéu hién

qua mirc GLS da dugc chimg minh 14 c6 twong quan 6 muc cao véi giai doan khoi u va
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su tién trién & cac bénh nhan méc bénh ung thu tuyén tién liét (Pan et al., 2015). Sy biéu
hién GLS d3 duoc ching minh 1a ¢6 lién quan véi sy tham nhiém khdi u sdu hon va céc
kiéu bénh 1y clia caxinom tuyén tiéu quan trong sy tao khéi u ctia bénh ung thu rudt két.
GLS ¢6 thé dung lam dich cda liéu phép didu tri bénh ung thu két-tryc trang (Huang et
al., 2014a). Su 1am bét hoat isoenzym KGA ctia GLS da dugc ching minh 1a 1am cho ty
16 séng trong cac dong t& bao u than kinh dém SFxL va LN229 thap hon (Martin-Rufian
et al, 2014). Su 1am bét hoat GLS trong cic dong té bao u than kinh dém SFxL va
LN229 ciing dugc chiing minh 1a gy ra su chét té bao theo chuong trinh bang cach kich
thich su biéu hién c-myc va bcl-2 thz‘ip hon, ciing nhu sy biéu hién ctia qua trinh tién chét
t& bao theo chuong trinh hai 1in mot ngdy cao hon (Martin-Rufian et al., 2014). Su hoat
hoa ErbB2 di dugc chimg minh 13 1am diéu hoa ting mutrc 4o biéu hién ctia GLS qua con
dudong NF-kB, didu nay kich thich sy ting sinh té bao clia bénh ung thu vii (Qie et al,
2014). Viéc lam giam hodc e ché GLS trong céc té bao ung thu va ¢6 ndéng dd GLS cao
da dugce ching minh 13 1am giam dang ké su tiang sinh (Qie et al., 2014).

GNA15 d3 duge chimg minh 1a dugc diéu hoa ting trong sy tao khéi u than kinh
ndi tiét & ru(f)t non nguyén phét va su tao khdi u than kinh ndi tiét & rudt non di cin
(Zanini et al., 2015). Su bidu hién cia GNA15 ting 1én da dugc ching minh 1a c6 lién
quan v6i kha nang sdng thap hon, didu nay goi y raing GNA15 ¢ thé c6 vai trd bénh ly
trong su tao khéi u than kinh ndi tiét & rudt non va do d6 co thé 1a dich diéu tri tiém ning
(Zanini et al., 2015). GNA15 dugc md ta 1a dugc didu hoa gidm trong nhidu dong té bao
bénh ung thu phdi té bao khong nhé (Avasarala et al., 2013). Su biéu hién & mirc cao cua
GNAL1S5 trong bénh bach cAu tiy bao cép tinh cé kiéu nhan binh thudng dé dugc chimg
minh 13 ¢6 lién quan v6i thoi gian song thém toan bd ngin hon dang ké (de Jonge et al.,
2011). GNA15 da dugc ching minh la chét tac dong xudi dong quan trong clia sy truyén
tin hiéu Wnt khong kinh dién va cht didu hoa sy ting sinh t€ bao ciia bénh ung thu phdi
té bao khong nho va sy phat trién cta té bao khong phu thudc vao yéu t6 c¢b dinh. Do do,
GNAIS 1a dich didu tri tidm nang dé didu tri bénh ung thu phdi té bao khong nhé
(Avasarala et al., 2013). GNA15 d4 dugc ching minh 1a co lién quan véi sy truyén tin
hiéu tao khéi u trong caxinom tuy (Giovinazzo et al., 2013). GNA15 d3 dugc chirng minh
12 kich thich STAT3 qua co ché phu thudc c-Src/JAK- va ERK khi hoat héa co dinh
trong céc té bao than 293 ciia phoi ngudi (Lo et al., 2003).

Sy biéu hién giam ctia HAS3 dd dugc chiing minh 1a ¢6 lién quan véi giai doan
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khdi u tién tién, su di can hach, sy xAm 14n mach va thoi gian séng dic hiéu voi bénh va
thoi gian séng khong c6 sy di cin bénh ngén trong caxinom té bao chuyén tiép ctia dudng
tiét niéu trén va bang quang (Chang et al., 2015). Do d6, HAS3 c6 thé dung 1am dau 4n
sinh hoc chén doén trong twong lai va dich diéu tri méi trong caxinom té bao chuyén tiép
bang quang (Chang et al., 2015). HAS3 da dugc ching minh la kich thich su phat trién
bénh ung thu tuy bang cach tich lily hyaluronan (Kultti et al., 2014). Su &rc ché HAS3 da
duge chirng minh 13 lam gidm kha néng song trong dong té bao SW620 cia caxinom
tuyén két-truc trang (Heffler et al., 2013). Sy e ché HAS3 da dugc ching minh 12 ¢6
lién quan véi su biéu hién khac thudng cia mot sb gen lién quan dén sy diéu hoa su séng
ciia t& bao khéi u két-truc trang SW620 (Heffler et al., 2013). HAS3 da dugc ching minh
13 ¢6 lién quan v6i sy trung gian cua su phat trién bénh ung thu rudt két bang cach tc ché
su chét t& bao theo chuong trinh (Teng et al., 2011). HAS3 da duge ching minh 13 dugce
didu hoa ting trong caxinom t€ bao vay & thuc quan, caxinom tuyén va caxinom té bao
vay & phdi va caxinom té bao day c6 hach (Tzellos et al., 2011; Twarock et al., 2011; de
Sa et al., 2013). HAS3 dugc mo ta 12 yéu t chin doan doc 14p trong bénh ung thw vi do
su biéu hién HAS3 trong céac té bao day ctia bénh nhén ung thu vi da dugc chimg minh
1a c6 twong quan véi ty 1€ tai phét cao va thoi gian séng thém toan bd ngin (Auvinen et
al., 2014). HAS3 di dugc chung minh 1a c6 lién quan v&i caxinom budng trimg thé thanh
dich, caxinom té bao than té bao sang, caxinom mang trong t cung va sacom xuong
OﬂykoppetaL,20lO;VVeBsetaL,2012;CaietaL,2011;T0ﬁﬂqletaL,2006)

HIF1A da duge ching minh 13 ¢6 lién quan v6i su hoai tur khdi u trong bénh ung
thu mang trong tr cung xam 14n. HIF1A con duge mo ta 1a dich tiém nang dé didu tri
bénh nay (Bredholt et al., 2015). HIF1A da dugc ching minh 13 ¢6 lién quan v6i su gay
ung thu gan, su di cin sacom va caxinom mili-hong (Chen et al., 2014c; El-Naggar et al.,
2015; Li et al., 2015b). Hién tugng da hinh nucleotit don trong HIF1A d3 duge chung
minh 13 ¢6 lién quan dang ké v6i hiéu qua 14m sang cla cic bénh nhan mic bénh
caxinom té bao gan xdm 14n sau khi phau thuét (Guo et al., 2015). Hoat tinh bét thudng
cia HIF1A cung vdi hoat tinh bét thudong ctia STAT3 da duge chirng minh 1a 1am thay
dbi su tién trién cta khéi u trong cdc dong té bao khdi u vo6 than kinh ngoai vi 4c tinh. Do
do, su uc ché truc truyén tin hiéu STAT3/HIF1A/VEGF-A dugc md ta la chién lugc didu
tri kha thi (Rad et al., 2015). HIF1A dugc mo ta 1a dich quan trong cua su khang thube
duoc didu khién bing su giam oxy-huyét & bénh da u tuy (Maiso et al., 2015). HIF1A da
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duoc chirng minh 1a dugc biéu hién khong ddi xting trong ba dong t€ bao khac nhau
tuong tmg v6i giai doan sinh bénh hoc ctia bénh da u tuy, diéu nay goi y ring HIF1A lién
quan dén su tao khdi u va su di cin ctia bénh da u tay (Zhao et al., 2014b). ARN-2 dbi
ma cia HIF1A khong ma hoa mach dai duge mo ta 1a duge diéu hoa tang trong caxinom
té bao than-té bao sang khong phai thé nhu va bénh ung thu da day va co lién quan dén su
tang sinh cta té bao khéi u va tién luong x4u trong bénh ung thu da day (Chen et al,
2015b). Su didu hoa giam con duong PIBK/AKT/mTOR thong qua HIF1A duge mod ta la
yéu t6 quan trong dbi v6i sy bt dong, su duy tri va su song ctia cac té bao gbc cia bénh
ung thu tuyén tidn liét (Marhold et al., 2015). HIF1A dugc mo td 1a mét gen trong nhom
gbm 4 gen 13 gen chin doén cla caxinom tuyén phéi giai doan I (Okayama et al., 2014).
Hién tugng da hinh ctia HIF1A da dugc chimg minh 1a ¢6 lién quan v6i tinh min cam gia
ting v6i bénh ung thu duong ti€u hoa & quin thé ngudi chiu A (Xu et al,, 2014). HIF1A
duoc md ta 1a diu hiéu chén doan trong bénh ung thu vii don phéat & nam gi6i (Deb et al.,
2014).

Hoat tinh cua protein HYOUI trong té bao di dugc ching minh 13 tao ra l¢i ich
sdng con trong cic té bao ung thu trong qué trinh tién tridn hodc di cin cta khdi u.
Protein HYOU1 ngoai t€ bao déng vai trd quan trong trong sy tao ra dap ing mién dich
khang khéi u bang cach tao diéu kién thuan l¢i cho su cung cip cic khang nguyén khdi u
cho su trinh dién chéo cia ching (Fu and Lee, 2006; Wang et al., 2014a). Protein
HYOUT1 duoc dua vio liéu phap midn dich chéng ung thu va c6 hiéu qué diéu bién mién
dich duong tinh (Yu et al.,, 2013; Chen et al, 2013a; Yuan et al., 2012; Wang and
Subjeck, 2013).

Mot nghién ctu dd chimg minh rang IGHG1 dugc biéu hién qui mirc trong cac
md ung thu tuy & ngudi so v6i cdc md khong ung thu lién k&. Trai lai, protein IGHG1
dugce diéu hoa gidm trong sy tham nhidm céc md caxinom ong (Kabbage et al., 2008; Li
et al., 2011). Viéc 1am bét hoat IGHG1 huéng dich siARN c6 thé e ché kha ning sdng
clia té bao va kich thich su chét té bao theo chuong trinh (Pan et al., 2013).

C4c nha nghién ctru da quan sét dugc sy biéu hién ciia IGHG3 & phu nit A Rap Xé
Ut méc bénh ung thu vi. Tuong ty, phat hién dugc s6 luong ban sao cling nhu nbéng do
IGHG3 ting I1én & nam gi6i la ngudi My gbc Phi mic bénh ung thu tuyén tién liét. Bdo
cdo khac da cho thy ring phét hién dugc su bidu hién IGHG3 trong bénh ung thu phoi té

bao khong nho c¢é vay, u trung bi€u md 4c tinh ciing nhu trén cdc t€ bao khoi u 1a céc té
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bao khong thudng xuyén quan st dugc trong cac u lymphé MALT va c6 xu hudng bict
héa thanh twong bao (Remmelink et al., 2005; Bin Amer et al., 2008; Ledet et al., 2013;
Zhang et al., 2013; Sugimoto et al., 2014).

IGHG4 ma héa ving hing dinh chudi ning gama 4 clia globulin mién dich (gen
d4nh d4u G4m) va ndim trén nhidm séc thé 14932.33 (RefSeq, 2002). Nghién ciru gan day
da phat hién dugc su sip xép lai lién quan dén IGHG4 trong u lymphd t€ bao B 16n lan
téa & tinh hoan nguyén phat (Twa et al., 2015). IGHM ma hoa ving hang dinh chudi
ning mu cda globulin mién dich (RefSeq, 2002). Cac nghién ctru da quan sat dugc su
diéu hoa gidm IGHM & cic bénh nhén Trung Quéc méc sacom co van. Céc nghién ctiu
khac d4 phat hién dugc sy biéu hién cia IGHM trong bénh u lymphd té bao B 16n lan téa.
Nhém khac da phat hién duoc rang trong bénh u lymphd té bao B 16n lan téa, gen IGHM
chi dugc bao toan trén trén alen IGH c6 kha nang phat trién trong phan 16n khéi u IgM+.
Ngoai ra, cAc mau u md-co trén mach méu dang biéu mo khong c6 kha nidng phan ung
bat ky @i véi yéu t6 phién ma gin két v6i gen tang cuong 3 cia IGHM hodc yéu td
phién mi EB (Kato et al., 2009; Blenk et al.,, 2007; Ruminy et al., 2011; Liu et al,,
2014b).

IL36RN dugc md ta 1a gen danh dAu c6 thé phan biét 13 rang giai doan III v6i giai
doan I va giai doan II trong caxinom tuyén phdi (Liang et al., 2015).

Su biéu hién cia INA gidm da dugc ching minh la c6 lién quan voi sy di can, su
tai phat va thoi gian séng thém toan b ngén trong c4c khéi u than kinh ndi tiét & tuy. Do
do, INA c¢6 thé 1a diu 4n sinh hoc chin doén hiru ich dbi véi su xAm 14n cta khéi u than
Kinh noi tiét & tuy (Liu et al., 2014a). INA dugc md ta 1 dugc diéu hoa ting trong u thin
kinh dém c6 kiéu hinh cta té bao thin kinh dém it gai va su bicu hién INA da duoc
chting minh 1a c6 twong quan véi thoi gian sdng khong c6 su tién tridn cta bénh cla u té
bao thin kinh dém it gai va u nguyén bao xp (Suh et al., 2013). INA dugc md ta 1a déu
4n ctia u nguyén bao than kinh hitu ich cho viéc chin dodn phén biét khéi u té bao hinh
tron nho & tré em (Willoughby et al., 2008).

Su biéu hién ITGA6 dugc diéu hoa ting trong cac thuc thé bénh ung thu khac
nhau bao gém bénh ung thu vi, bénh ung thu tuyén tién 1iét, bénh ung thu rudt két va
bénh ung thu da day va co lién quan dén sy tién trién cta khdi u va sy xAm 14n cua té bao
(Mimori et al., 1997; Lo et al., 2012; Haraguchi et al., 2013; Rabinovitz et al., 1995;
Rabinovitz and Mercurio, 1996). Hiéu qua ting sinh cla bién thé Abeta4 cia ITGA6
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duong nhu dugc trung gian bdi con dudng Wnt/beta-catenin (Groulx et al., 2014). Bién
thd Abetad ciua ITGA6 din dén sy hoat hoa phu thuoc VEGF cua con dudng
PI3K/Akt/mTOR. Con dudng nay dong vai tro quan trong trong su sdng cua cac té bio
caxinom di cin (Chung et al., 2002).

KRT14 dugc biéu hién & mic cao trong nhiéu bénh caxinom té bao vay khac nhau
nhu caxinom té bao vay & thuc quan, phdi, thanh quén, ¢b tir cung ciing nhu trong khéiu
tao men dang u tuyén. Tuy nhién, thanh phén nay khong c6 mit trong caxinom t& bao nho
cua bang quang va c6 mat ¢ mirc thdp trong caxinom tuyén phdi, caxinom tuyén da day,
caxinom tuyén két-tryc trang, caxinom té bao gan, caxinom tuyén bng tuy, caxinom
tuyén 6ng thAm nhidm vii, caxinom tuyén gidp dang nhu va caxinom tuyén mang trong tir
cung (Xue et al., 2010; Terada, 2012; Vasca et al., 2014; Hammam et al., 2014; Shruthi et
al., 2014). Trong bénh ung thu bang quang, su biéu hién KRT14 ¢6 lién quan manh véi
thoi gian séng thém ngén (Volkmer et al., 2012).

D3 phat hién dugc su biéu hién qua mirc cia KRT16 trong dong t€ bao ung thu va
gidng nhur té bao ddy cling nhu trong caxinom tai chd. Cac nghién ctru khac khong phat
hién thiy su khac biét déng ké v& sy biéu hién héa md mién dich cia KRT16 gitta u
nguyén bao tao men khong tai phat va u nguyén bao tao men tai phat (Joosse et al., 2012;
Ida-Yonemochi et al., 2012; Safadi et al., 2016). Ngoai ra, cac phéan tich dugc thuc hién
trén may tinh cho thiy mdi twong quan gifta sy biéu hién KRT16 va thoi gian séng thém
khong c6 su tai phat bénh 1a ngin hon trong bénh ung thur va di cén (Joosse et al., 2012).

KRTS5 d3 dugce ching minh 1a duogc diéu hoa ting trong bénh ung thu va & phu nit
tré (Johnson et al., 2015). KRT5 da dugc chung minh 13 c6 lién quan véi thoi gian song
thém khong bénh ngén hon trong bénh ung thu va & phy nit tré va v6i két qua 1am sang
khong tdt & cac bénh nhan tién mén kinh méic bénh ung thu va duong tinh véi thy thé
hormon (Johnson et al., 2015; Sato et al., 2014). KRT5 dd duoc chirng minh 1a dugc didu
hoa boi gen tre ché khdi u BRCAL1 trong cdc dong té bao ung thu va HCC1937 va T47D
(Gorski et al., 2010). KRT5 da dugce ching minh la duoc diéu hoa gidm trong u trung
bidu md mang phdi 4c tinh (Melaiu et al., 2015). KRTS dugc mo ta la gen danh déu trung
bidu md chin doan cta u trung biéu md 4c tinh (Arif and Husain, 2015). KRT5 da duoc
chirng minh 1 cé twong quan vOi sy tién trién ctia bénh ung thu mang trong tir cung
(Zhao et al.,, 2013). KRT5 da dugc chimg minh la dugc dot bién va duge didu hoa gidm

trong cac khu vuc khoi u xdm lan & bénh nhin méic bénh caxinom c6 mun co6C
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(Schumann et al., 2012). KRT5 dd dugc ching minh la mot phén ciia nhém bbn protein
duge bidu hién khac thuong trong cac m3u sinh thiét cia bénh ung thu két-tryc tring so
v6i cac mAu mo binh thuong (Yang et al., 2012). KRTS5 va ba protein con lai trong nhém
bbn protein ndy dugc mo ta 1a dAu 4n mai va dich tiém ning dé didu tri bénh ung thu két-
truc trang (Yang et al., 2012). KRT5 duge md ta 1a ¢6 lién quan v6i caxinom té bao day
(Depianto et al., 2010). KRTS duge md ta 1a émg vién dé nhan biét cac té bao gbc cia
caxinom té bao chuyén tiép (Hatina and Schulz, 2012).

Sy hoat héa con dudng kynurenin, trong d6 KYNU co lién quan, d3 dugc ching
minh 14 cao hon dang ké trong u nguyén bao x6p va diéu nay goi y su lién quan cia con
duong kynurenin trong sinh ly bénh hoc cua u than kinh dém (Adams et al., 2014).
KYNU duogc mo ta 1a gen lién quan dén bénh ung thu c6 sy bidu hién thay dbi khi trc ché
thy thé aryl hydrocacbon trong dong té bao ung thu vii MDA-MB-231 (Goode et al,
2014). KNYU da duoc chimg minh la dwgc biéu hién khac thuong trong dong té bao
sacom xuong mirc d§ cao va khong xam 14n, didu ndy goi ¥ ring né cé thé c6 vai trd
quan trong trong qua trinh tao khéi u cia sacom xuong. Do d6, KYNU ciing ¢ thé 1a
g vién cho céc dich diéu tri trong twong lai (Lauvrak et al., 2013). KYNU da dugc
chimg minh 14 c6 lién quan véi sy biéu hién lai ctia kha ning tao u trong té bao lai cia
nguyén bao soi HeLa khong tao khdi u va té bao lai cia nguyén bao soi & da nguoi. Do
d6, KYNU c6 thé 13 (g vién quan tim dé didu hoa mirc do biéu hién cta tao khéi u
(Tsujimoto et al., 1999).

Phép phan tich phién ma cuia LAMB3 két hop vé6i hai gen khac da dugc ching
minh 14 hitu ich trong viéc chin doan caxinom tuyén giap dang nhu va dy doén nguy co
di can hach bach huyét (Barros-Filho et al., 2015). LAMB3 da dugc ching minh 1a ¢o6
lién quan v6i céac thuc thé bénh ung thu cua caxinom t€ bao vay & miéng, bénh ung thu
tuyén tién liét, bénh ung thu da day, bénh ung thu két-truc trang, khdi u ho ewing,
caxinom phéi, caxinom vu va caxinom buéng trimg (Volpi et al., 2011; Ii et al.,, 2011;
Reis et al., 2013; Stull et al., 2005; Irifune et al., 2005; Tanis et al., 2014). LAMB3 da
dugc chirng minh 1a dugc diéu hoa ting trong caxinom té bao vay & cd tir cung, bénh ung
thu phoi, bénh ung thu da day, caxinom mii-hong va caxinom t& bao vay & thuc quan
(Kwon et al., 2011; Wang et al., 2013a; Yamamoto et al., 2013; Kita et al., 2009; Fang et
al., 2008b). LAMB3 duge md ta Ia protein d biét 1a anh huéng dén sy biét héa, sy di trd,

su dinh bam, sy ting sinh va sy song cia t€ bao va c6 chirc nang lam gen gdy ung thu
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trong caxinom té bao vay & cd tir cung (Yamamoto et al., 2013). Su uc ché LAMB3 da
dugc chirng minh 1a e ché su xam l4n cta té bao ung thu phéi va su di cin in vitro va in
vivo. Do d6, LAMB3 la gen quyét dinh dong vai trd quan trong trong sy xuét hién va su
di cin ctia bénh ung thu phbi (Wang et al., 2013a). LAMB3 d& dugc chimg minh 13 dugc
didu hoa béi gen uc ché khdi u miR-218 trong caxinom té bao vay vung dau va cb
(Kinoshita et al., 2012). Sy lam bat hoat LAMB3 trong caxinom té bao vay ving dau va
¢b d3 duogc ching minh 1a lam e ché mirc do di trii va xAm lén cla té bao (Kinoshita et
al., 2012). Su biéu hién LAMB3 d3 dugc chiimg minh 1a ¢6 tuong quan v6i muc d0 xam
14n sau va su xam l4n tinh mach trong caxinom t€ bao vay & thuc quan (Kita et al., 2009).
Sy metyl h6a LAMB3 dé duogc ching minh la ¢6 tuong quan v6i mot sb thong sb cla su
tién lugng x4u trong bénh ung thu bang quang (Sathyanarayana et al., 2004).

Su trc ché LAP3 di dugc chimg minh la dan dén e ché sy x4m l4n trong dong té
bao ung thu budng trimg ES-2 thong qua su didu hoa gidm fascin va MMP-2/9. Do do,
LAP3 c6 thé c6 tac dung lam dich didu tri tiém ning chdng lai su di can (Wang et al.,
2015d). Su biéu hién LAP3 & mitc cao dd dugc ching minh la ¢ tuong quan vGi muic do
4c tinh va tién luong x4u cta bénh nhan u thin kinh dém (He et al., 2015). LAP3 da dugc
ching minh 1a kich thich sy tién tridn cta u thin kinh dém bang cach diéu hoa su phat
trién, sy di trd va sy xam 14n coa té bao va do d6 c6 thé 1a yéu td chin doan méi (He et
al., 2015). Cac dot bién x6 dich khung trong cac gen lién quan dén su chuyén hoa axit
amin bao gdm ca LAP3 dugc phat hién trong bénh ung thu két-truc trang va bénh ung
thu da day c6 tinh bat dn dinh vi vé tinh & mic cao (Oh et al., 2014). LAP3 da duoc
chirng minh 1a duoc diéu hoa ting trong caxinom té bao gan, caxinom t€ bao vay & thuc
quan va bénh ung thu tuyén tién liét (Zhang et al., 2014; Tian et al., 2014; Lexander et
al., 2005). LAP3 d4 dugc chimg minh 1a kich thich sy ting sinh cuia cac t& bao caxinom
té bao gan bang cach diéu hoa su kiém soét pha G1/S trong chu trinh t€ bao va su di trd
ctia cac t& bao tién trién (Tian et al., 2014). Su biéu hién ctia LAP3 con dugc chimg minh
1 c6 tuong quan véi tién lugng va su phat tridn 4c tinh cta caxinom té bao gan (Tian et
al., 2014). Su lam bat hoat LAP3 trong dong té bao caxinom té bao vay & thuc quan
ECA109 da dugc ching minh 13 1am giam sy ting sinh cla té bao va su tao khuén lac
trong khi sy gidm ndng do LAP3 dén dén 1am ngimg chu trinh t& bao (Zhang et al.,
2014). Su biéu hién qua mirc ciia LAP3 trong dong té bao caxinom té bao vay & thuc

quan TE1 d3 duge chitng minh 1 kich thich sy téng sinh va xdm 14n cta té bao (Zhang et
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al., 2014). Do d6, LAP3 da dugc chimg minh la dong vai tro trong sy phat trién 4c tinh
ctia caxinom té bao vay & thuc quan (Zhang et al., 2014).

Céac nha nghién ciru da thong bao su biéu hién ctia M6PR trong dong té bao
caxinom rudt két cling nhu trong céac té bao caxinom biéu mo rau (Braulke et al., 1992;
O'Gorman et al., 2002). Trong bénh ung thu vi, mic do biéu hién cia M6PR thép co lién
quan v6i su tién lugng xAu & bénh nhan (Esseghir et al., 2006). Hon nita, sw biéu hién
qué mirc cia M6PR dan dén tdc do phat trién cla t€ bao in vitro gidm di va su phat trién
ctia khdi u giam di & chuot khong 1ong (O'Gorman et al., 2002).

MAPKG6 d3 dugc ching minh 13 dong vai tro trong viée diéu hoa hinh thai hoc va
sur di trt ciia té bao trong dong té bio ung thw vi MDA-MB-231 (Al-Mahdi et al., 2015).
MAPK6 dugc md ta 1a mot phan ciia con dudng truyén tin hiéu MAPK lién quan dén
bénh ung thu, c6 lién quan véi su truyén tin hiéu BRAF va MEK1/2 trong u melanin (Lei
et al., 2014; Hoeflich et al., 2006). MAPK6 da dugc chimg minh 1a dugc diéu hoa ting
trong caxinom phbi, bénh ung thu da day va bénh ung thu miéng (Long et al., 2012; Rai
et al., 2004; Liang et al., 2005a). MAPK6 da dugc chirng minh 12 kich thich sy xam 14n
cla té bao ung thu phdi bang cach phosphoryl héa gen gy ung thu SRC-3. Do do,
MAPKS ¢6 thé 12 dich hép din cho viéc didu trj bénh ung thu phdi xAm I4n (Long et al.,
2012). MAPK6 dugc md ta la dich tiém ning cho su phat trién dugc chét tri bénh ung thu
chéng lai cac té bao ung thu vi khang thubc (Yang et al., 2010). Su biéu hién qua mic
ctia MAPKG6 trong caxinom da day di dugc ching minh la ¢ twong quan vGi sy phan
giai doan TNM, sy xam 14n mang thanh dich va sy lién quan cia hach bach huyét (Liang
et al., 2005a). MAPK6 da dugc ching minh 1a dbi tac gin két ciia thanh phan may trong
chu trinh té bao nhan cyclin D3, didu nay goi y raing MAPK6 c6 hoat tinh tiém nang
trong sy tang sinh cua té bao (Sun et al., 2006).

MNAT]1 da dugc chimg minh 13 ¢6 lién quan vé6i ti€n lugng x4u trong bénh ung
thu va duong tinh vé&i thu thé estrogen/am tinh v6i HER2 (Santarpia et al., 2013). Su mét
phan méanh ndi tai cia MNAT]1 trong qué trinh tao bach céu hat d3 duogc chimg minh 1a
kich thich su phét trién va di cin cua nguyén tiy bao bénh bach cau (Lou et al., 2013).
MNAT!1 da dugc ching minh 1a bi rdi loan diéu hoa trong dong t€ bao ung thu budng
tring OAW42 khi trc ché gen giy ung thu gia dinh ADRM1 (Fejzo et al, 2013). Viéc
Jam bét hoat gen MNAT]1 qua trung gian siARN da dugc chimg minh 1a e ché su phat

trién té bao cua dong t€ bao ung thu tuy BxPC3 in vitro, va dat dugce hiéu qua khang u

-43-



35241

déng k& dbi v6i khéi u tuy dugc ghép dudi da in vivo (Liu et al., 2007a). Céc bién thé di
truyén trong MNAT1 dugc md ta 1a c6 lién quan véi tinh mAn cam cta bénh ung thu phdi
(Li et al., 2007). Sy nhiém khudn ctia dong té bao ung thu tuy BxPC3 bing MNAT!1 d6i
mi ma héa adenovirut tai té hop dd duge ching minh 13 lam gidm mirc do biéu hién cia
MNATI va lam tang ty 1€ cua cac té bao pha G0/G1. Do d6, MNAT1 dugc goi y 1a dong
vai trd quan trong trong su diéu hoa qua trinh chuyén tiép chu trinh t€ bao tir G1 thanh S
trong dong té bio ung thu tuy BXPC3 (Zhang et al., 2005). MNAT1 diéu bién kinaza phu
thudc cyclin — 1am hoat hoa hoat tinh kinaza d& dugc chirng minh 1a diéu hoa chéo su 1am
ngung chu trinh G1 cua t€ bao ctia u nguyén bao thin kinh va 13 thanh phan quan trong
dé chuyén tir su ting sinh thanh sy biét hoa trong cic t€ bao ciia u nguyén bao than kinh
(Zhang et al., 2004).

Su metyl héa ADN lién quan dén sy 1am bit hoat NEFH trong bénh ung thu v da
duoc chimg minh 13 thudong xuyén, dic hiéu vdi bénh ung thu, va cb twong quan voi cac
dAu hiéu 1am sang cua su tién trién bénh (Calmon et al., 2015). NEFH con dugc md ta la
dwoc bét hoat thong qua sy metyl hoa ADN & bénh ung thu tuy, bénh ung thu da day va
bénh ung thu rudt két va do d6 ciing co thé gop phan vao su tién trién ciia cac bénh 4c
tinh nay (Calmon et al., 2015). Su metyl héa ddo CpG cia NEFH da dugce chimg minh 1a
¢6 lién quan véi bénh tién trién, sy di cin xa va tién lugng trong caxinom té bao than
(Dubrowinskaja et al., 2014). Do d6, su metyl hoa NEFH c6 thé 1a dAu hidu di truyén hoc
biéu sinh tng vién dé tién lugng caxinom té bao than (Dubrowinskaja et al., 2014).
NEFH da dugc chimng minh 1a duoc diéu hoa ting trong sacom sun dang niém dich ngoai
bd xwong ctia 4m ho (Dotlic et al., 2014). Sw biéu hién qua mic cia NEFH trong dong té
bao caxinom té bao gan da dugc ching minh 13 1dm gidm sy téng sinh cia té bao trong
khi 1am giam sw xam 14n va di tr cla té bao dugc kich thich béi NEFH in vitro, va lam
gia tdng kha nang tao ra khéi u & chudt. Do @6, NEFH c¢6 tac dung lam gen e ché khéi u
trong caxinom té bao gan (Revill et al., 2013). NEFH d4 dugc ching minh la thuong
dugc metyl hoa trong sacom Ewing va do d6 co thé c6 lién quan véi sy tao khéi u
(Alholle et al., 2013).

Su metyl héa ADN lam trung gian cho su lam bat hoat NEFL d4 dugc chimg minh
1a su kién thuong xay ra trong bénh ung thu va va co thé gop phan vao su tién trién cta
bénh ung thu vi va cac bénh 4c tinh khéc ¢ thé c6 nhu bénh ung thu tuy, bénh ung thu

da day va bénh ung thu rudt Kkét (Calmon et al., 2015). NEFL duoc md ta 1a gen e ché
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khéi u tiém ning c6 lién quan dén bénh ung thu ciia mot s6 co quan (Huang et al.,
2014¢). NEFL dugc mo ta 1a co thé dong vai trd trong sy chét t& bao theo chuong trinh
cta té bao ung thu va sy xam l4n trong dong t& bao caxinom té bao vay ving diu va ch
(Huang et al., 2014c). Sy metyl héa NEFL dugc mé ta 13 co ché méi tao ra su khang héa
chét cisplatin trong dong t€ bao bénh ung thu ving dAu va cb thong qua su tuong tac véi
con dudng truyén tin hiéu mTOR (Chen et al., 2012). NEFL dugc mo ta 12 ddu 4n sinh
hoc tng vién dy doéan su dép ung voi chét hoa tri liéu va su séng & bénh nhan méc bénh
ung thu viing dAu va ¢b (Chen et al., 2012). Sy biéu hién NEFL & mtc cao dugc mo ta 1a
c6 twong quan voi hiéu qua 1am sang t5t hon trong u té bao mang trén 1éu (Hagel et al.,
2013). NEFL da dugc ching minh 1a dugc biu hién lac chd trong bénh ung thu va va
duoc biéu hién trong bénh ung thu vii nguyén phat c6 su di can hach bach huyét giam di
so v6i bénh ung thu hach bach huyét 4m tinh (Li et al., 2012). Su biéu hién NEFL & mitc
thip da duoc chimg minh 13 ddu hiéu thé hién thoi gian song thém khong bénh ngin
trong ndm nam dbi v&i bénh nhan ung thu va giai doan sém va do do6 c6 thé 1a yéu t6
chén doén tiém ning cia cic bénh nhin ung thu vu giai doan s6m (Li et al., 2012). NEFL
did dugc ching minh 1a dugce diéu hoa giam trong u nguyén bao xbp da dang (Khalil,
2007). Sy mét doan alen & nhidm séc thé 8p21-23 ma NEFL ndm ¢ do, duge md té 1a su
kién sém va thudng xuyén trong sy gdy ung thu va sy phat trién cua bénh ung thu phdi
va ciing dugc mod ta 1a c6 lién quan v6i bénh ung thu vi, bénh ung thu tuyén tién liét va
caxinom té bao gan duong tinh véi virut viém gan B (Seitz et al., 2000; Becker et al.,
1996; Haggman et al., 1997; Kurimoto et al., 2001).

NEFM dugc mé ta 1a gen li€n quan dén sy tién trién ctia khdi u va két hop v6i quy
trinh lién quan dn su di can (Singh et al., 2015). NEFM da dugc chirng minh 1a dugc
metyl hoa gidm va dugc didu hoa tang trong bénh ung thu thyc quan (Singh et al., 2015).
NEFM duge mé ta 1a gen trc ché khéi u tng vién thuong dugc diéu hoa gidm trong u
nguyén bao x6p (Lee et al., 2015a). Su metyl héa ADN lién quan dén su lam bat hoat
NEFM & bénh ung thu vii di duge chimg minh 1a thuong xuyén, dac hiéu v6i bénh ung
thu, va ¢6 twong quan voi cac diu hiéu 1am sang cua sy tién trién bénh (Calmon et al.,
2015). NEFM con duge mo ta la duge bt hoat théng qua su metyl hoéa ADN trong bénh
ung thu tuy, bénh ung thu da day va bénh ung thu rudt két va do do ciing c6 thé gop phan
vao sy tién trién clia cac bénh éc tinh nay (Calmon et al., 2015). NEFM da dugc chung

minh 13 ¢6 lién quan v&i bénh ung thu tuyén tién liét va u té bao hinh sao (Wu et al.,
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2010; Penney et al., 2015). NEFM dugc mo ta 1a gen e ché khéi u tmg vién méi da duge
chimg minh 1a dugc metyl hoa trong caxinom té bao than (Ricketts et al., 2013). Sy metyl
héa NEFM d3 duogc chimg minh 13 c6 lién quan v6i tién lwgng trong caxinom té bao than
(Ricketts et al., 2013). NEFM dugc md ta 1a ddu 4n chdn dodn tiém ning da dugc chimg
minh 13 duoc biéu hién khdc thudng trong dong t& bao khdi u than kinh ndi tiét so véi
dong té bao khong phai khdi u than kinh (Hofsli et al., 2008).

NUP155 dugc mo ta 1a dAu 4n sinh hoc di truyén hoc biéu sinh tiém nang cua
ADN ctia bach cau c6 lién quan dén su tién dinh vi bénh ung thu va (Khakpour et al.,
2015). NUP155 dugc md ta la thanh phan rat cAn thiét cho su ting sinh va sy sbéng ctia
céc t& bao bénh bach ciu dang lymphd cép tinh t& bao T dwong tinh véi NUP214-ABL1
va do d6 13 dich dugc chét tiém nang trong bénh nay (De et al., 2014).

OAS2 da dugce chimg minh 13 c6 lién quan véi sy giam mic dd biéu hién cia
chudi CD3-zeta thong qua su hoat hoa caspaza-3. Su thiéu hut chudi CD3-zeta dugc mo
ta la thudng quan sat dugc trong bénh ung thu miéng (Dar et al., 2015). OAS2 dugc mo
ta 1a c6 lién quan véi con dudng nhanh ciia con dudng viém va mién dich bdm sinh lién
quan dén nguy co bénh ung thu tuyén tién liét tién trién (Kazma et al., 2012). Viéc phan
tich con duong nhanh cho thiy ring OAS2 c6 lién quan vé mat ly thuyét véi nguy co
bénh ung thu tuyén tién liét tién trién (Kazma et al., 2012).

Su bidu hién PABPN1 & mirc thép trong bénh ung thu phoi té bao khong nho da
dugc ching minh 13 ¢6 tuwong quan voéi tién lugng x4u (Ichinose et al., 2014). Su mét
PABPN1 dugc md ta 1a c6 kha ning kich thich sy xam 14n ctia khéi u bang cach giai
phong cac té bao ung thu ra khoéi qué trinh didu hoa gen qua trung gian microARN trong
bénh ung thu phdi té bao khong nho (Ichinose et al., 2014). Thé dot bién mé rong
polyalanin & dAu tan cung N ciia PABPN1 d4 dugc chimg minh 1a ¢6 lién quan voi su giy
chét té bao theo chuong trinh qua con dudng p53 trong cac dong té bao HeLa va HEK-
293 (Bhattacharjee et al., 2012).

PCBP1 dugc md ta 13 thanh phan chinh v6i sy 1am giau t& bao gbc clia bénh ung
thu va chirc ndng trong cac té bao ung thu tuyén tién liét (Chen et al., 2015a). PCBP1
dugc mo ta 1a chét e ché ctia qua trinh sinh bénh hoc trong bénh ung thu da day co su
diéu hoa giam lién quan dén kiéu hinh 4c tinh trong ca céac té bao ung thu da day duoc
nudi cdy va mo ghép khac loai (Zhang et al., 2015¢). Dya trén su biéu hién khéc biét

giita miu mo lanh tinh va mAu md trong huyét thanh 4c tinh twong Ung, & cac bénh nhén
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méc caxinom tuyén & budng trimg thé thanh dich, PCBP1 dugc goi y la dong vai tro
trong qué trinh sinh bénh hoc ctia bénh ung thu budng trimg (Wegdam et al., 2014).
PCBP1 da dugc ching minh 1a chét trung gian quan trong cla sy chuyén tiép biéu mo-
mo gitta do TGF-B gay fa, didu kién tién quyét cho su di cin cua khdi u, trong dong té
bao caxinom tui mat GBC-SD (Zhang and Dou, 2014). Mtrc do biéu hién cia PCBP1 da
dugc chiing minh 1a diu hoa kha ning di tri va xdm 14n cta dong té bao caxinom tii mat
GBC-SD in vitro (Zhang and Dou, 2014). Do d6, PCBP1 ¢4 thé 1a déu hi¢u chin doan
tidm nang cta su di cin caxinom thi mat (Zhang and Dou, 2014). Sy diéu hoa giam
PCBP1 duoc mé ta 12 c6 thé lién quan véi sinh bénh hoc cua bénh ung thu ¢d tir cung
(Pathak et al., 2014). PCBP1 dugc md t 1a chat diéu hoa cia yéu t6 phién ma p63 lién
quan dén sy tc ché khéi u (Cho et al., 2013). Su biéu hién cia PCBP1 ¢ muc cao trong
bénh chira trimg hoan toan da dugc chimg minh la c6 lién quan v6i nguy co tién trién
thip thanh khéi u 14 nudi phoi trong thoi ky thai nghén, trong khi sy biéu hién PCBP1
trong bénh chtra trimg bién dbi ac tinh 12 thdp hon déng k& (Shi et al., 2012). Do do,
PCBP1 dugc goi ¥ 1a déng vai trd quan trong trong sinh bénh hoc ctia khdi u 14 nudi phoi
trong thoi ky thai nghén (Shi et al., 2012). Su biéu hién qua muc cua PCBP1 da duge
chimg minh 1a e ché su dich mé cua protein PRL-3 lién quan dén sy di cin va sy bt
hoat AKT trong khi &rc ché PCBP1 da dugc ching minh 1a gy ra su hoat héa AKT va
kich thich su tao khdi u (Wang et al., 2010). PCBP1 da dugc md ta la dong vai tro ti€u
cuc trong su xdm 14n cia khdi u trong dong té bao u gan HepG2 (Zhang et al., 2010). Su
mit PCBP1 trong céc khéi u gan & ngudi duge md ta 1a gop phan vao sy hinh thanh kiéu
hinh di cin (Zhang et al., 2010).

PDPN dugc mé ta 13 duoc diéu hoa tang trong caxinom t& bao vay, u trung biéu
mo, u nguyén bao xbp va sacom xuong (Fujita and Takagi, 2012). PDPN dugc md ta la
chit diéu hoa sy xam 14n va di cin cta khéi u do PDPN c6 lién quan dén mét vai con
duong, cac con dudng nay tham gia vao su chuyén tiép biéu mo-md giita, sy di tri clia té
bao chung, sy hoat hoa tiéu cAu, su két tyu, va su tao mach bach huyét (Dang et al., 2014).
PDPN dugc md ta 1 ddu 4n trong sy gdy ung thu miéng va u trung bidu md dang biéu md
(Swain et al., 2014; Ordonez, 2005). Sy didu hoa ting PDPN dugc mo ta 13 c6 lién quan
v6i su di can hach bach huyét va tién lugng x4u trong caxinom té bao vay ciia duong tiéu
héa trén (Chuang et al., 2013). PDPN duoc md ta la duoc biéu hién trong khdi u mach, u

trung biéu mé 4c tinh, khoi u ciia hé than kinh trung wong, khoi u té bao mam, caxinom té
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bao vay va cac khéi u xam 14n c¢6 kha ning x4m l4n va di cin & mirc cao (Raica et al,
2008). Do d6, PDPN co6 thé dugc cho 1a dich diéu tri hép din ctia cac t& bao khéiu (Raica
et al., 2008).

PHTF2 di dugc ching minh 1a dugc diéu hoa gidm trong caxinom té bao vay &
ludi (Huang et al., 2007).

PKM2 d3 duogc ching minh 1a thanh phén quyét dinh dbi véi su ting sinh cua té
bao ung thu va sy phat trién ctia khoi u (Chen et al., 2014b; Li et al., 2014; DeLaBarre et
al., 2014). N-myc c6 tac dung lam chit diéu hoa phién ma cia PKM2 trong u nguyén tuy
bao (Tech et al., 2015). PKM2 duong nhu dong vai tro trong sy sinh caxinom gan, su
chuyén tiép biéu mo-mo gifra, va su tao mach (Nakao et al., 2014). PKM2 12 mot trong
hai yéu td quyét dinh cia hiéu ung Warburg trong ung thu hoc (Tamada et al., 2012;
Warner et al., 2014; Ng et al., 2015). Su biéu hién cia PKM2 dugc diéu hoa ting trong
cac té bao ung thu (Chaneton and Gottlieb, 2012; Luo and Semenza, 2012; Wu and Le,
2013). Trong céc té bao 4c tinh, PKM2 c¢6 tac dung trong sy phan hity duong, 1am chit
ddng hoat héa phién ma va lam protein kinaza. Trong tac dung tht hai, n6 dich chuyén
dén nhan va phosphoryl hoa histon 3 ma cudi cing 1am tién trién chu trinh t& bao trong u
nguyén bao xép (Semenza, 2011; Luo and Semenza, 2012; Tamada et al., 2012; Venneti
and Thompson, 2013; Yang and Lu, 2013; Gupta et al., 2014; Igbal et al., 2014; Chen et
al., 2014b; Warner et al., 2014). PKM2 dime c6 hoat tinh thép c6 thé dong vai trod trong
bénh ung thu thay vi dang tetrame c¢6 hoat tinh (Mazurek, 2011; Wong et al., 2015; Igbal
et al., 2014; Mazurek, 2007).

PKP1 da duoc ching minh 1a dugc diéu hoa gidm trong bénh ung thu tuyén tién
liét va caxinom tuyén thuc quan (Kaz et al., 2012; Yang et al., 2015a). Su uc ché PKP1
trong dong té bao tuyén tién liét BPH-1, khong thudc khéi u din dén su chét t& bao theo
chuong trinh gidm va su biéu hién khac biét cuia cac gen nhu gen SPOCKI lién quan dén
bénh ung thu tuyén tién liét (Yang et al., 2015a). N6i chung, su biéu hién cua PKP1 va
SPOCK1 thay ddi duong nhu 12 sy kién quan trong va thudng xuyén trong bénh ung thu
tuyén tidn ligt va PKP1 dugc goi ¥ 12 c6 chirc nang e ché khdi u (Yang et al., 2015a). Sy
biéu hién cia PKP1 gidm da duoc ching minh 1a c6 lién quan voi thoi gian ngén hon
dang ké vé6i sw khéi phat hién tuong di cén xa trong caxinom té bao vay & khoang miéng
(Harris et al., 2015). Su mét PKP1 thong qua sy metyl hoa gen khéi d4u dugc mo ta la co

lién quan véi su tién trién cia bénh thuc quan Barrett thanh caxinom tuyén thuc quan
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(Kaz et al., 2012). PKP1 d4 duoc ching minh la dugc diéu hoa ting trong bénh ung thu
phdi té bao khong nho va co thé 1a d4u 4n t6t dé phan biét cac mAu caxinom té bao vay
(Sanchez-Palencia et al., 2011). PKP1 d4 dugc ching minh la dugc diéu hoa ting trong
dong té bao sacom m& GOT3 duoc biét hoa tdt (Persson et al., 2008). Su biéu hién PKP1
giam duge md ta 12 kich thich tinh di dong téng lén trong cac té bao caxinom té bao vay
ving diu va c¢d (Sobolik-Delmaire et al., 2007). Su mét PKP1 d3 dugc ching minh 13 ¢6
lién quan véi sy gdy ung thu c¢b tir cung (Schmitt-Graeff et al., 2007). PKP1 d& dugc
chirng minh 14 c6 lién quan véi sy tai phat khu trd hogc sy di can ciing nhu kha ning sdng
thip & cac bénh nhén méc bénh caxinom té bao vay & miéng-hdu (Papagerakis et al.,
2003).

Nong d6 mARN ctia PKP3 ting Ién trong méau cla bénh nhin méc bénh ung thu
da day-rudt co thé dugc dung lam dAu 4n sinh hoc va dAu hiéu du doan két qua diéu tri
bénh (Valladares-Ayerbes et al., 2010). Su biu hién qua mirc cua PKP3 c6 twong quan
v6i két qua didu tri kém & bénh ung thu vi, bénh ung thu phoi va bénh ung thu tuyén tién
liét, trong khi su didu hoa giam & bénh ung thu bang quang c6 lién quan dén dic tinh xam
l4n (Furukawa et al., 2005; Breuninger et al., 2010; Demirag et al., 2012; Takahashi et
al., 2012). Sy giam ndng dd PKP3 dan dén ndng do protein cia MMP7 va PRL3 tang Ién,
1a diéu kién cin thiét cho su di tra cia té bao va su tao khdi u (Khapare et al., 2012; Basu
et al., 2015).

Sy rc ché PPP4R1 di duge chimg minh 1a tc ché sy ting sinh cua té bao trong
dong té bao ung thu vii ZR-75-30 (Qi et al., 2015). Do d6, PPP4R1 c¢6 thé kich thich sy
tang sinh cua té bao bénh ung thu v va c6 thé déng quan trong trong su xuét hién bénh
ung thu va (Qi et al., 2015). Sy ¢ ché PPP4R1 trong dong té bao caxinom té bao gan
HepG2 da duge chimg minh 13 lam giam sy tang sinh cia té bao, su tao khudn lac va lam
ngung chu trinh té bao & pha G2/M (Wu et al., 2015). Su tc ché PPP4R1 con dugc chimng
minh 12 dAn dén sy bt hoat c4c thac truyén tin hiéu p38 va c-Jun kinaza & d4u tan cing N
ctia cac té bao HepG2, diéu niy cho thdy ring PPP4R1 c6 thé kich thich sy ting sinh cta
té bao (Wu et al., 2015). Do do, PPP4R1 déng vai trd quan trong trong viéc kich thich su
phat trién té bao ciia caxinom té bao gan (Wu et al., 2015). PPP4R1 dugc md ta 1a chét
didu hoa am tinh cua chit trc ché hoat tinh NF-kB kinaza trong cic t€ bao lympho c6 sy
diéu hoa giam cta chét kich thich sy truyén tin hiéu NF-kB gdy ung thu trong nhém phu

cta cac u lymphd té bao T (Brechmann et al., 2012).
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PRC1 dugc md ta 13 c6 lién quan voi sy khang phong xa & bénh ung thu cb tir
cung do cac mo6 ung thu cd tir cung c6 su biéu hién cia PRC1 khac biét & mitc cao sau
khi chiéu phéng xa (Fu et al., 2015b). Locus di truyén & intron 14 cia PRC1 dugc mo ta
14 ¢6 lién quan v6i tinh man cam cua bénh ung thu vi (Cai et al., 2014). PRC1 dugc md
ta 12 mot gen trong diu hiéu nim gen ¢6 thé dugc d& xuét 1am diu hiéu chin doan ciia
thoi gian séng khong bénh cua bénh nhan ung thu va (Mustacchi et al., 2013). PRC1 d&
dugc chirng minh 1a duoc diéu hoa tang trong caxinom budng tring, bénh ung thu cb tir
cung va bénh ung thu bang quang (Espinosa et al., 2013; Ehrlichova et al., 2013;
Kanehira et al., 2007). PRC1 di dugc chimg minh la dugc diéu hoa ting trong qué trinh
bién nap 4c tinh qua trung gian 4-hydroxy-estradiol cua dong té bao biéu mo cta dong
vat c6 vii MCF-10A (Okoh et al., 2013). PRC1 dugc md ta la gen c6 y nghia sinh hoc
dang ké trong sinh bénh hoc khéi u dé co thé dugc st dung trong bd gen dé du doan tién
lwong ddi voi bénh nhan méc bénh ung thu phéi té bao khong nhé c6 thé phiu thudt khi
stt dung liéu phap héa hoc bd trg (Tang et al., 2013). PRC1 dugc goi y 1a duge didu hoa
4m tinh béi kinaza Plk1lién quan dén chu trinh té bao (Hu et al., 2012). Su trc ché PRC1
trong dong té bao ung thur bang quang NIH3T3 da dugc ching minh 13 lam tang dang ké
cac t6 bao da nhan va su chét té bao sau d6 (Kanehira et al., 2007). Hon nita, PRCI da
duoc chimg minh 14 tuong tac voi khang nguyén tinh hoan mdi lién quan dén bénh ung
thuy MPHOSPHI1 trong céc té bao ung thu bang quang va phirc hop MPHOSPH1/PRC1
dugc goi y 1a dong vai tro quyét dinh trong su gy ung thu bang quang va c6 thé 13 dich
didu tri méi (Kanehira et al., 2007). PRC1 dd duogc ching minh la dugc didu hoa boi p53
(Li et al., 2004).

Viéc 14p profin cla duoi trinh tu biéu hién da xac dinh PRDMI5 lam gen dugc
diu hoa tang trong cic u lymphd (Giallourakis et al., 2013). PRDMI5 duge mo ta 1a gen
trc ché khdi u tmg vién c6 thé goép phan vao su phat trién hodc su tién trién ctia bénh ung
thu tuy (Bashyam et al., 2005).

Hién twong da hinh khic biét trong PTHLH da dugc ching minh 1a ¢6 lién quan
v6i nguy co va tién lugng bénh ung thu phdi (Manenti et al., 2000). Su diéu hoa ting cla
PTHLH trong md hinh bénh ung thu & dong vat c6 vu di cén tu phat c6 ngudn gbe tir
chuot C57BL/6 duge md ta 1a c6 kha ning lién quan dén su phét tan di cin cla bénh ung
thu via (Johnstone et al., 2015). PTHLH d4 dugc chimg minh la dugc diéu hoa ting trong

caxinom té bao vay & miéng, md ung thu dang sun, bénh bach cAu/u lympho té bao T
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truong thanh va caxinom té bao than té bao sang (Bellon et al., 2013; Yang et al., 2013a;
Yao et al., 2014; Lv et al., 2014). Su didu hoa ting ciia PTHLH d3 dugc chimg minh la
c6 lién quan véi sy biét hoa gdy bénh kém va tién lugng x4u & bénh nhan méc caxinom té
bao vay ving dau va ¢ (Lv et al., 2014). PTHLH d4 dugc chimg minh la duge diéu hoa
tang thong qua sy truyén tin hiéu p38 MAPK, gop phén vao sy thoat mach té bao ung thu
rudt két cua phéi do sy chét khong phy thudc caspaza trong cac té bao ndi mo cta hé vi
mach cia phéi (Urosevic et al., 2014). PTHLH da dugc chirmg minh 13 dugc biéu hién
khac thuong dang ké trong caxinom té bao vay so vé6i da binh thuong (Prasad et al.,
2014). PTHLH dugc mé ta 12 mot phin cta dAu hi¢u bon gen c6 lién quan voi sw song
trong s cac bénh nhan méc bénh ung thu phoi t& bao khong nhé giai doan som (Chang et
al., 2012). Su ph4 v& chic ning khang tdng sinh bang su dot bién x0 dich khung cua
PTHLH dugc mo ta 1a gop phan vio sy phat trién cta bénh ung thu két-truc trang giai
doan sém & bénh nhéin méc bénh ung thu két-truc trang khong phai polip c6 tinh di
truyén (Yamaguchi et al., 2006). Su didu hoa taing PTHLH d3 dugc chimg minh 1a c6 1ién
quan véi két qua diéu tri kém ca vé thoi gian sdng thém toan b va thoi gian séng thém
khong bénh d6i v6i bénh nhan méic bénh caxinom té bao than té bao sang b cét bo than
(Yao et al., 2014). PTHLH da dugc chimg minh la diéu bién duong tinh su tién trién cua
chu trinh té bao va lam thay dbi su biéu hién cta cac protein lién quan dén su didu hoa
chu trinh té bao qua cac con dudng truyén tin hiéu ERK1/2, p38, MAPK, va PI3K trong
dong té bao caxinom tuyén két-truc trang Caco-2 (Calvo et al., 2014).

RAP1GDSI da dugc ching minh 12 kich thich sy ting sinh cta cac té bao ung thu
tuy (Schuld et al., 2014). Su mét déng thi hai bién thé ghép cia RAP1GDSI trong cac
md ghép khac loai ctia dong t& bio caxinom phdi té bao khong nho NCI-H1703 & chudt
da dugc chirng minh 1a lam giam sy tao khdiu (Schuld et al., 2014). RAP1GDS1 da duogc
chirng minh 1a kich thich su tién tridn cia chu trinh té bao trong nhiéu loai bénh ung thu,
lam cho no la dich quan trong dé diéu tri bénh ung thu (Schuld et al., 2014). RAP1GDS1
dad dugc ching minh 13 dugce diéu hoa ting trong bénh ung thu v, bénh ung thu tuyén
tién liét va caxinom phéi té bao khong nhd (Hauser et al., 2014; Tew et al., 2008; Zhi et
al., 2009). Bién thé ghép SmgGDS-558 cia RAP1GDS1 da dugc ching minh 1a gen khoi
dAu duy nhét cia RhoA va hoat tinh ctia NF-kB déng vai tro chirc ning trong sy ac tinh
ctia bénh ung thu v (Hauser et al., 2014). Su biéu hién RAP1GDS1 & mic cao di dugc

ching minh 12 ¢6 lién quan v6i hiéu qua 1am sang kém trong bénh ung thu vi (Hauser et
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al., 2014). RAP1GDSI da dwgc chimg minh 1a diéu hoa sy ting sinh, sy di trd clia té bao,
va hoat tinh phién ma cia NF-kapa B trong bénh ung thu phdi té bao khong nho, do dé
kich thich kidu hinh 4c tinh ctia bénh nay. Do d6, RAPIGDSI 1a dich diéu trj hép dan
trong bénh ung thu phéi té bao khong nho (Tew et al., 2008). RAP1GDS1 da dugc ching
minh 13 duge dung hgp vdi NUP98 trong bénh bach cAu dang nguyén bao lymphd chp
tinh té bao T (Romana et al., 2006).

Hoat tinh cia RNPEP d& dugc ching minh 13 dugc diéu hoa ting trong u tuyén
két-truc tring, caxinom tuyén giap dang nhu, bénh ung thu vi va caxinom té bao than té
bao sang (Ramirez-Exposito et al., 2012; Larrinaga et al.,, 2013; Perez et al., 2015;
Varona et al., 2007). RNPEP d3 dugc chimg minh 13 c6 lién quan v6i su phat trién cta
khéi u thin kinh dém C6 & chudt dugc ciy vao vung dudi da (Mayas et al., 2012).

RORA dugc md ta 1a gen gay ung thu tiém ning ctia bénh ung thu phéi (Wang et
al., 2015¢). RORA d& dugc ching minh 1a c6 lién quan v6i su biéu hién cla gen trc ché
khdi u tiém nang OPCML trong bénh ung thu rudt két (Li et al., 2015a). Hai hién tuong
da hinh nucleotit don trong RORA d3 dugc chimg minh 13 c6 lién quan v6i bénh ung thu
vii (Truong et al.,, 2014). RORA duge md ta Ia gen e ché khéi u va dich diéu trj tiém
nang ciia bénh ung thw va (Du and Xu, 2012). RORA da duoc ching minh 1a dugc diéu
hoa gidm trong caxinom tuyén két-truc trang va bénh ung thu va (Kottorou et al., 2012;
Du and Xu, 2012). Su biéu hién qua muc 4n dinh cia RORA trong dong té bao u gan
HepG2 da dugce chung minh 1a anh hudng dén su biéu hién cta cac gen lién quan dén su
chuyén hoa glucoza va su gy ung thu gan, diéu nay cho thiy méi lién quan cia RORA
vé4i sy gdy ung thu trong cac té bao c6 ngudn gbc tir gan (Chauvet et al., 2011). RORA da
dugc chimg minh 1a dugc metyl hoa khac biét trong bénh ung thu da day so voi ni€ém
mac da day binh thuong v(Watanabe et al., 2009). RORA dugc md ta 13 c¢6 lién quan véi
su kiém soat sy phat trién va sy biét hoa cla té bao, va véi su kiém soat tap tinh di cin
trong dong té bao ung thu tuyén tién lié¢t DU 145 khong phu thugc androgen (Moretti et
al., 2002).

RPS17 di dugc chung minh 1a duoc biéu hién khéc biét trong u melanin mang
mach nho di cdn trong mau toan phin va mo binh thudng d& bi di ciin bdi u melanin
mang mach nho, didu nay goi y ring RPS17 ¢6 thé déng vai trd trong sy hudng tinh cia
su di cin u melanin mang mach nho (Demirci et al., 2013). RPS17 da dugc ching minh

1a dugc diéu hoa ting trong caxinom t€ bao gan (Liu et al., 2007b).
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Su lam gidm néng do RPS26 da dugc chiung minh 1a tao ra sy 4n dinh va hoat hoa
p53, diéu nay dan dén sy rc ché mic do phat trién cta té bao phu thudc p53 (Cui et al,,
2014). RPS26 con duge chimg minh 12 dong vai tro trong dép tng lam tbn thuong ADN
bing céch tac dong truc tiép dén hoat tinh phién ma ctia p53 (Cui et al., 2014).

S100A2 da dugc ching minh 13 ¢6 lién quan véi bénh ung thu phéi té bao khong
nho va dugc mo ta 1a dau hiéu du doan cia thoi gian séng thém toan bd ngén & cac bénh
nhan méc bénh caxinom phdi c6 vay (Hountis et al., 2014; Zhang et al., 2015d). S100A2
duoc md ta 1a dich xudi dong cia gen gdy ung thu KRAS va gen khéi du caa sy tién
trién khéi u trong bénh ung thu phdi (Woo et al., 2015). S100A2 dwoc md ta la déu 4n
htta hen dé du doén thoi gian séng thém toan b trong caxinom tuyén 6ng tuy (Jamieson
et al., 2011). Sy biéu hién cua S100A2 thay d6i théng qua nitrosamin N-nitrosopyrolidon
dugc mo ta 1a nguyén nhén tiém tang cua sy tién trién khdi u cua caxinom té bio vay &
thuc quéan trong s6 nhimg ngudi Nam Phi da den (Pillay et al., 2015). S100A2 da dugc
chiing minh 1a dugc didu hoa ting trong giai doan sém ciia bénh ung thu phéi té bao
khong nho, trong huyét twong cua bénh nhén mic bénh caxinom miii-hong, bénh ung thu
thanh quén, bénh ung thu da day va khéi u biéu bi (Zhu et al., 2013a; Lin et al., 2013;
Zhang et al., 2015a; Zha et al., 2015; Wang et al., 2015¢). Su bat hoat S100A2 lién quan
dén sy metyl hoéa da dugc chimg minh 13 thudng xuyén trong bénh ung thu vung dau va
¢ va bénh ung thu bang quang, va do d6 ¢ thé 13 su kién quan trong trong su tao khéi u
clia cac bénh nay (Lee et al., 2015¢). Su biéu hién trong chit té bao caa S100A2 di dugc
chirng minh la dugc diéu hoa ting trong caxinom té bao vay & miéng, trong khi su biéu
hién trong nhén duogc diéu hoa giam (Kumar et al., 2015). Su diéu hoa ting S100A2 trong
chét t& bao da duoc ching minh 1a yéu t6 du doan tiém ning ctia nguy co tai phat & bénh
nhan méc bénh caxinom té bao vay & miéng (Kumar et al., 2015). S100A2 dugc mo td 1a
dong vai trd trong sy di can cla caxinom & dong vét c6 va (Naba et al., 2014). SI00A2
da duoc ching minh 13 gen rc ché khdi u duoc didu hoa ddng thoi cia BRCA1/p63, gen
nay déng vai tro trong su didu hoa tinh 6n dinh cta thé dot bién p53 bing cach didu bién
su ghn két ciia thé dot bién p53 véi HSP90 (Buckley et al., 2014). SI00A2 duge mo ta la
gen (rc ché khéi u tng vién duge diéu hoa giam trong bénh ung thu miii-hong ti phat, va
do d6 co6 thé dong vai trd quan trong trong su xuét hién bénh ung thu miii-hong tai phat
(Huang et al., 2014b). S100A2 da dugc ching minh la dugc didu hoa giam trong bénh

ung thu da day va sy diéu hoa gidm di dugc ching minh la ¢6 lién quan voi sy xam lan
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sdu tién trién, su cii can hach bach huyét, su giam kha ning khong tai phat, va sy giam
thosi gian sdng thém toan b (Liu et al., 2014e). Do d6, s diéu hoa giam S100A2 c6 thé
14 d4u 4n sinh hoc chin doan khong phuy thudc két qua 4m tinh cua bénh ung thu da day
(Liu et al., 2014e). S100A2 con dugc chitng minh 13 didu hoa 4m tinh con dudng truyén
tin hiéu MEK/ERK trong cac té bao ung thu MGC-803 (Liu et al., 2014e). Su biéu hién
qua mirc cia S100A2 da dugc ching minh la gay ra su chuyén tiép biéu mo-md giira
trong cac té bao ung thu phbi A549, sau d6 1 sy x4m 14n gia ting va sy phosphoryl hoéa
Akt ting lén va su phat trién cua khéi u ting 1én & chudt bi suy gidm mién dich (Naz et
al., 2014). T4c dung tao tién khéi u cia SI00A2 con dwge md ta 1a lién quan dén su didu
hoa qué trinh truyén tin hiéu PI3/Akt va twong tac chirc néng voi cach truyén tin hiéu
TGF beta cia protein Smad3 (Naz et al., 2014). Su biéu hién cta S100A2 d3 dugc ching
minh 13 ¢6 twong quan v6i sy phan 4o md hoc, su di cin hach bach huyét, giai doan lam
sang, va ty 1€ séng thap ctia bénh nhén méc bénh caxinom dudng mét quanh rén va ngoai
gan (Sato et al., 2013). Do d6, S100A2 c6 thé 6 tic dung lam du hiéu chan doén &
bénh nhan méc bénh caxinom dudng mét (Sato et al., 2013).

S100A8 dugc md ta 1a chét trung gian quan trong trong bénh viém cap tinh va
man tinh ¢ tuong tac véi cac t€ bao cla gen T ché c6 ngudn gbc tir tiry bao trong vong
lién hé ngugc duong tinh d8 kich thich su phat trién clia khdi u va su di cin (Zheng et al.,
2015). S100A8 duoc mé ta 1a déu 4n sinh hoc chén doén tiém nang, déu hiéu chi bao dy
doan va dich diéu tri trong bénh ung thu phé)i té bao khong nhé (Lim and Thomas, 2013).
Sy bidu hién qua mirc cia S100A8 da dwoc chimg minh la c6 lién quan v6i sy tién trién
giai doan, sy xdm l4n, su di can va ty 1& séng thép trong bénh ung thu bang quang (Yao et
al., 2007). S100A8 da dugc chimg minh la dAu 4n chin doan cuia caxinom bang quang
xam Iin (Ismail et al., 2015). S100A8 d& dugc ching minh I3 dugc diéu hoa ting trong
caxinom tuyén giap thé thoai bién, khéi u té bao khéng 16 ctia bénh ung thu xwong va
bénh ung thu két-truc trang (Reeb et al., 2015; Zhang et al., 2015b; Liao et al., 2015a).
Phan tich in vivo trén chudt bang cach sit dung cic té bao caxinom tuyén gidp thoai bién
¢6 sy e ché S100A8 cho thdy su phat trién ctia khdi u va su di cin phdi giam, cling nhu
su sdng clia dong vat dugc kéo dai dang ké (Reeb et al., 2015). S100A8 da dugc ching
minh 14 kich thich su ting sinh té bao cla caxinom tuyén gidp thoai bién thong qua su
tuong tac véi RAGE, qua trinh nay lam hoat héa con duong truyén tin hiéu p38, ERK1/2
va INK trong céc té bao khéi u (Reeb et al., 2015). Do d6, SI00A8 c6 thé 1a dich diéu tri
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thich hop trong caxinom tuyén giap thoai bién (Reeb et al., 2015). S100A8 di dugc
chimg minh 1a c6 lién quan véi bénh bach cau dang nguyén bao lymphd man tinh nguy
co cao (Alsagaby et al., 2014). S100A8 dd dugc ching minh 14 ¢6 lién quan v6i su tién
trién bénh ung thu than va duge mo ta la d4u 4n sinh hoc trién vong va dich diéu tri cta
bénh ung thu than (Mirza et al., 2014). S100A8 duoc mo ta 1a mot phﬁn cua calprotectin,
thanh phan nay 1a heterodime cAn thiét cho su tién trién cua khdi u gan duge dinh hudng
khong viém va cé thé 1a dich diéu trj ciia bénh caxinom té bao gan (De et al., 2015).
S100A8 da dugc chimg minh 13 didu hoa chu trinh té bao ciia bénh ung thu rudt két va sy
tang sinh do su biéu hién 1d3 gy ra trong khi tc ché p21 (Zhang et al., 2015b).
SERPINHI ma hoa chét ¢ ché serpin peptidaza, don vi huyét théng don t6 H
(protein sbc nhiét 47), thanh vién 1, (protein 1 gin két colagen 1), chét trc ché serin
proteinaza. SERPINHI c¢6 tac dung lam phan tir chaperon dic hiéu véi colagen trong ludi
néi bao twong (RefSeq, 2002). SERPINH1 duge biéu hién qua mirc & nhiéu bénh ung thu
& nguoi, bao gdm bénh ung thu da day, bénh ung thu phdi, caxinom tuyén 6ng tuy, u than
kinh dém, va caxinom lién quan dén bénh viém loét dai trang (Zhao et al., 2014a).
SERPINH1 di dugc chiing minh 1a dugc diéu hoa ting trong caxinom t€ bao gan,
caxinom té bao vay ¢ thyc quan, caxinom té bao 6ng din mat, bénh ung thu da day, bénh
ung thu phdi, caxinom tuyén 6ng tuy, caxinom lién quan dén bénh viém loét dai trang va
u than kinh dém (Zhao et al., 2014a; Padden et al., 2014; Lee et al., 2015b; Naboulsi et
al., 2015). Su biéu hién qua mirc cia SERPINHI da duge ching minh 13 ¢6 lién quan véi
tién lugng xau & bénh nhan méc bénh caxinom té bao vay & thuc quan va mirc d6 nhuém
mién dich cia SERPINHI va giai doan gdy bénh da dugc chimg minh 1a c6 twong quan
dang ké voi tong thoi gian song thém va thoi gian séng thém khong c6 su tai phat bénh
(Lee et al., 2015b). Do d6, SERPINHI ¢6 thé 13 dAu 4n sinh hoc chén doan tiém ning cua
caxinom té bao vay & thuc quan (Lee et al., 2015b). Sy lam giam nong d6 SERPINHI
trong céac té bao u than kinh dém d3 duogc chimg minh 13 Gc ché su phat trién ctia té bao u
than kinh dém, su di tra va sy xam l4n in vitro trong khi sy lam giam néng do
SERPINH1 in vivo da dugc chitng minh 1a rc ché su phat trién coa khéi u va giy ra sy
chét t& bao theo chuong trinh (Zhao et al., 2014a). Do d6, SERPINHI ¢6 thé 1a dich diéu
tri dé didu tri u than kinh dém (Zhao et al., 2014a). SERPINH1 dé dugc ching minh la
duoc didu hoa giam trong benh di cin so véi khéi u nguyén phét cia caxinom té bao vay

& miéng c6 nhidu hach bach huyét, diéu nay cho thdy ring SERPINHI c¢6 thé c6 lién
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quan véi kha ndng di cén cua céc khéi u nay (Nikitakis et al., 2003).

SLC7A11 da dugc chimg minh 13 dugc didu hoa giam trong cdc bién thé khang
thubc cta cac dong té bao ung thu budng tring W1 va do d6 c6 thé dong vai trd trong su
khang thudc ciia t& bao ung thu (Januchowski et al., 2013). SLC7A11 duge mo ta 1a didu
bién vi moi trudng khdi u, din dén c6 loi cho su phat trién cta bénh ung thu (Savaskan
and Eyupoglu, 2010). SLC7A11 duge md ta 1a c6 lién quan dén qué trinh thoai héa than
kinh trong u thin kinh dém, thiét 1ap SLC7A11 lam dich mdi tiém ning cla liéu phap
didu tri bénh ung thu (Savaskan et al., 2015). SLC7AI11 da dugc ching minh 13 bi trc ché
baoi p53 trong truong hop gay chét té bao phu thudc sét, va truc p53-SLC7A11 dugc mo
ta 1a dugc bao toan trong thé dot bién p53(3KR), va gbp phén vio kha ning wc ché cia
n6 déi véi su tao khéi u khi khong c6 mit co ché dc ché khéi u ¢b dién (Jiang et al.,
2015). SLC7A11 dugc mo ta la cAu tric dudi phan ti chirc nang ctia hé Xc- ¢6 chire nang
tang l1én trong cac té bao ung thu va xam l4n (Linher-Melville et al., 2015). Muac d6
nhudm mang cao ddi v6i SLC7A11 trong bénh ung thu bang quang khang cisplatin da
dugc chimg minh 14 c6 lién quan v6i hiéu qua 1am sang kém hon va su trc ché SLC7A11
duoc mé ta la phuong phéap didu tri hira hen dé didu tri bénh ndy (Drayton et al., 2014).
SLC7A11 dd duoc chimg minh 1a duoc biéu hién khac thudng trong dong € bao bénh
bach cdu tién tiy bao & ngudi HL-60 da dugc cho tiép xic v6i benzen va cac chit chuyén
héa ctia né va do d6 1am ndi bat mdi lién quan tiém niang ctia SLC7A11 v6i sy gdy bénh
bach ciu (Sarma et al., 2011). Su phd v& SLC7A11 duge md ta 1a gy trc ché sy phat
trién cta nhidu bénh caxinom, bao gdm u lymphd, u than kinh dém, bénh ung thu tuyén
tién liét va bénh ung thu v (Chen et al., 2009). Sy (e ché SLC7A11 d3 dugc chirmg minh
1a trc ché su xam l4n cta té bao trong dong té bao ung thu thuc quan KYSE150 in vitro
va su di can trong thir nghiém cta n6 trong chudt khong 16ng va do dé thiét 14p vai trd
cta SLC7AL11 trong su di cdn cua khdi u (Chen et al., 2009).

SRPR di duoc chirng minh 1a dugc khuéch dai trong trudng hop bénh bach ciu
tiy bao cap tinh c6 cac nhi®m séc thé nhé kép (Crossen et al., 1999).

Gen cung nguén SSR4 cia ngudi dd dugc ching minh la dugc biéu hién khac
thuong trong dong té bio u melanin cia giéng Tha c6 tii Opossum TD6b va TD15L2 va
dugc diéu hoa ting trong khéi u & giai doan tién trién, didu nay cho thiy SSR4 1a gen (mg
vién ¢ chirc nang tiém ning c6 thé c6 lién quan v6i su tao u melanin do tia tir ngoai gay

ra va su di cin (Wang and VandeBerg, 2004). Nong d6 mARN ctua SSR4 di dugc chimng

-56-



35241

minh 13 dugc lam gidu trong dong té bao sacom xuwong OHS, Sa0S-2 va KPDXM so v&i
cac té bao nguyén bao xufdng binh thuong (Olstad et al., 2003).

Muc 4o biéu hién cia STK17A dugc diéu hoa giam co6 lién quan dén céc loai bénh
ung thu khac nhau. Muc do biéu hién gidm trong bénh ung thu c¢b tr cung va bénh ung
thu két-truc tring c6 lién quan dén dic tinh tién chét té bao theo chuong trinh cia
STK17A lién quan dén su tién trién ctia khdi u. STK17A trong u nguyén bao x6p va bénh
ung thu vung dau va c¢d dugc biéu hién qua muc theo cach phu thude clp do, co thé dugc
tao ra thong qua su tdc dong ddi v&i cac con dudng lién quan dén khdi u khac nhu TGF-
beta (Mao et al., 2013a; Thomas et al., 2013; Park et al., 2015; Bandres et al., 2004).
STK17A 1a dich truc tiép ctia gen tc ché khéi u p53 va chét didu bién gbc oxy c6 kha
ning phan tng (reactive oxygen species: ROS) (Kerley-Hamilton et al., 2005; Mao et al.,
2011).

SYK dugc mo ta la chit didu bién cua su tao khéi u, chit nay co6 tdc dung lam gen
khoi dau ctia khdi u, bang cach tao ra chirc nang sdng, trong mot s6 té bao va 1am gen (rc
ché khéi u, bing céch giéi han su chuyén tiép biéu mo-md gifra va te ché sy di tra, theo
cach khac (Krisenko and Geahlen, 2015). SYK dugc mo6 ta 13 ¢6 lién quan v6i sy hoat
hoéa thu thé té bao (B-cell receptor: BCR) trong céc u lympho té bao B (Seda and Mraz,
2015). Sy uc ché cac kinaza quan trong cia con dudng BCR nhu SYK da dugc phat hién
trong cdc md hinh tién 14m sang dé lam giam kha ning sdng cia té bao trong bénh bach
cAu dang lymphd man tinh (Davids and Brown, 2012). SYK dd duoc chirmg minh 1a duoc
diéu hoa tang trong bénh bach cAu dang lymphd man tinh (Feng and Wang, 2014). SYK
dugc mb ta 13 co lién quan voi sinh bénh hoc cia bénh bach clu dang lymphd man tinh
va c6 thé c6 gié tri trong viéc danh gid hiéu qua cua liéu phap va su tién luong cua bénh
nay (Feng and Wang, 2014). SYK dugc md ta 1a gen {rc ché khdi u tiém ning trong bénh
ung thu v ma khong co6 cac khéi u va nguyén phat c6 trong quan véi hiéu qua diéu tri
kém (Navara, 2004). SYK d& dugc chiig minh 1a déng vai tro quan trong trong su khéng
paclitaxel trong bénh ung thu budng trimg (Yu et al., 2015b). Sy didu hoa giam SYK
duge md ta 1a c6 lién quan véi sy phat trién ctia nhiéu loai bénh ung thu khac nhau, bao
gém ca bénh ung thu két-truc trang (Peng et al., 2015). Hién tuong da hinh khac biét
trong gen khéi dau SYK d3 dugc ching minh 1a yéu t6 nguy co doc 1ap d6i véi su phat
trién ctia bénh ung thu két-truc trang trong quéan thé ngudi Han ¢ nam Trung Quéc (Peng

et al., 2015). SYK da dugc chimg minh 1a thuong dugc metyl hoa trong caxinom té bao

-57-



35241

gan va sy metyl héa SYK da duogc chiung minh 1a x4c dinh nhém phu ciia cac truong hop
caxinom té bao gan c6 tién lugng x4u (Shin et al., 2014).

Su chuyén dich TP63 dugc md ta 1a sy kién trong nhém phu clia cac u lymphé té
bao 16n thé thoai bién duong tinh véi u lymphd kinaza thé tho4i bién c6 lién quan dén
qua trinh xam 1An ctia bénh nay (Hapgood and Savage, 2015). TP63 dugc md ta la dong
vai trd phuc hop trong bénh ung thu do sy lién quan cua no trong su biét hoa biéu mo, su
ngung chu trinh té bao va su chét té bao theo chuong trinh (Lin et al., 2015). Thé dong
dang TAp63 ctia TP63 dugc mo ta 1a dugce biéu hién qui muc trong cac bénh 4c tinh tao
mau trong khi sy dot bién sai nghia ciia TP63 da dugc thong béo trong bénh ung thu ¢co
vay va su chuyén dich TP63 trong cac u lymphd va mot s6 caxinom tuyén phbi (Orzol et
al.,, 2015). Su ghép bét thuong dan dén su biéu hién qud mirc cia thé ddng dang
DeltaNp63 ctia TP63 dugc mo ta 1a thuong dugce tim thdy trong cac bénh ung thu & nguoi
nhu caxinom té bao vay & da, ma & d6 n6 c6 kha nang tao ra sy khoi mao va sy tién trién
cua khéi u (Missero and Antonini, 2014; Inoue and Fry, 2014).

TPMI1 di dugc chirng minh 1a duoc didu hoa giam trong caxinom té bao than,
caxinom té bao vay cua dong té bao thyc quan, caxinom & dong vét c6 vi thudce vé cho di
cin va dong t& bao u nguyén bao thin kinh (Klopfleisch et al., 2010; Yager et al., 2003;
Zare et al., 2012; Wang et al., 2015b). Su biéu hién TPM1 d4 dugc chimg minh 1a ¢6 lién
quan véi kich thudce khéi u, giai doan Fuhrman va su tién luong cua cac bénh nhéan méc
bénh caxinom té bao than. Su chuyén nhiédm TPM1 cta dong té bao caxinom té bao than
OSRC-2 va 786-0 da dugc chimg minh 13 1am giam kha nang di tra va xam 14n, trong khi
lam ting su chét té bao theo chuong trinh (Wang et al., 2015b). Do d6, TPM1 duoc mo ta
1a ¢6 dac tinh cua gen uc ché khéi u trong khi dugc biéu hién qua mic trong céc té bao
caxinom té biao thin (Wang et al., 2015b). Cac con duong truyén tin hiéu
RAS/PI3K/AKT va RAS/MEK/ERK duge md ta 1a 6 lién quan voi sy diéu hoa va trc
ché TPM1 trong dong té bao caxinom duong mét trong gan HuCCT]1, cling nhu trong
dong té bao caxinom c6 vay ¢ thuc quan (Zare et al., 2012; Yang et al., 2013b). TPM1
dugc mo ta 1a gen rc ché khéi u c6 su biéu hién qud mic trong dong té bao ung thu vi
MCF-7 wc ché sy phat trién cla té bao khong phu thudc yéu t6 c¢b dinh (Zhu et al,
2007b). Sy tc ché TPM1 v& di truyén hoc biéu sinh duge mo ta 13 ¢6 lién quan v6i chirc
nang clia gen uc ché khéi u TGF-beta duoc thay ddi va c6 thé gop phan vao dic tinh di
cin cua cac té bao khéi u (Varga et al., 2005).

-58-



35241

Tryptaza da dugc chung minh 1a dugc diéu hoa tang trong mot sé bénh nhin méc
bénh bach ciu tity bao cap tinh (Jin et al., 2014). Su biéu hién cta tryptaza dugc md ta 1a
dugc diu hoa boi sy truyén tin hiéu SCF/C-KIT qua céc con dudng ERK1/2 va
p38MAPK (Jin et al., 2014). Tryptaza cua t& bao bon dugc mo ta 13 ¢6 lién quan dén su
tao mach cta bénh ung thu két-truc trang va da dugc ching minh 1a dugc biéu hién trong
huyét thanh ctia bénh nhan ung thu két-truc trang trudce khi phau thuat cit bo hoan toan 1a
cao hon so vé6i sau khi phiu thuat cét bé hoan toan (Ammendola et al., 2014).

TSHZ3 d3 duoc chiing minh 1a duoc diéu hoa giam trong dong té bao caxinom té
bao viy & miéng SCC-9 so v6i dong t& bao khong tao khdi u OKF6-TERTIR
(Marcinkiewicz and Gudas, 2014). TSHZ3 dugc mo6 ta 12 gen diéu hoa phién ma di phat
hién dugc tai sip xép lai trong mot s6 trudong hop bénh ung thu budng trimg thé thanh
dich muc d6 cao (McBride et al., 2012). TSHZ3 dugc m6 ta l1a gen Uc ché khéi u tng
vién ¢6 su bidu hién dugc didu hoa giam trong bénh ung thu v va bénh ung thu tuyén
tién liét (Yamamoto et al., 2011).

TSPAN10 da dugc chirng minh 1a gen dugc bidu hién khéc thudng gitta cdc mau u
melanin di cin va mau da binh thuong co6 thé 12 ddu 4n sinh hoc tiém ning cta liéu phap
diéu tri u melanin di can (Liu et al., 2014c). Ngoai céc gen khac, TSPANI10 da dugc
chiing minh 1a duoc didu hoa ting trong sy di cdn cla sacom co tron tir cung so voi
sacom co tron nguyén phat va do do, gen nay gop phén vao sy biét hoa cla cac tinh trang
bénh nay va co thé trg gitp cho viéc tim hidu sy tién trién ctia khdi u trong bénh ung thu
nay (Davidson et al., 2014).

TTPAL dugc md ta 13 gen gdy ung thu ing vién c6 cac dot bién trong bénh ung
thu két-truc trang c6 tinh bat 8n dinh vi vé tinh (Tuupanen et al., 2014).

TUBGCP2 d3 duoc ching minh 1a dugc diéu hoa ting trong dong té bao ung thu
budng trimg khang taxol va dugc mo ta 1a ¢ lién quan v6i su gdy min cam cua dong té
bao caxinom phdi té bao khong nho NCI-H1155 v6i taxol (Huang and Chao, 2015).
TUBGCP2 di dugc chirng minh la duoc diéu hoa ting trong u nguyén bao xbp, & @6 su
biéu hién qua mirc ctia né lam trung hoa hiéu qua e ché cua protein 3 clia gen Uc ché
khéi u lién quan dén cdu tric dudi phan tir diéu hoa ciia CDKS dbi véi hoat tinh kiém
soat pha G2/M cua sy tdn thuong ADN (Draberova et al., 2015).

VIM duge md ta 1a dich xudi dong cia STAT3 ¢6 lién quan dén sy tién trién coa

khdi u v khi c6 su didu hoa giam thong qua STAT3 (Banerjee and Resat, 2015). VIM

-5O-



35241

dugc mo ta la protein lién quan dén caxinom mii-hong tiém ning (Chen et al., 2015c).
Trang thai metyl hoa 4m tinh cla vimentin da dugc ching minh 13 dy doén su ti€n lugng
duoc cai thién & bénh nhan ung thu tuy (Zhou et al., 2014). VIM da dugc chimg minh la
dugc didu hoa ting thong qua C60rf106 trong bénh ung thu phéi té bao khong nho va
dugc md ta 1a ¢6 lién quan sau d6 v6i sy xam 14n cta t& bao ung thu gia ting (Zhang et
al., 2015¢). VIM dugc md ta 1a yéu t& du doan doc 1ap vé thoi gian sdng thém toan bd
ciia céc bénh nhan mic bénh caxinom phdi dang té bao vay (Che et al., 2015). VIM dugc
mo ta 14 d4u 4n sinh hoc c¢6 thé c6 kha ning phan biét cac kiéu phu ctia u melanin va ¢
thé du doan su xam l4n cta u melanin trong cdc nhém phu khic nhau cia u melanin
(Qendro et al., 2014). VIM d3 dugc chimg minh 13 dugc diéu hoa ting trong caxinom té
bao than té bao sang (Shi et al., 2015). Su biéu hién VIM & mirc cao duge md ta la déu
hidu chin doan ddc lap clia caxinom t& bao than té bao sang (Shi et al., 2015). VIM da
dugc chimg minh 1a c6 tac dung lam khung dé huy dong Slug dén ERK va dé kich thich
su phosphoryl hoa Slug, qué trinh da dugc mo ta 1a didu kién cin thiét cho su khéi mao
qué trinh chuyén tiép biéu md-mo giita, qua trinh phét trién dugc chon trong khi tao khi
u dé kich thich kha nang di cin (Virtakoivu et al., 2015).

WDRI1 di duoc ching minh 1a dugc diéu hoa tang trong dich k& mo tlr caxinom
budng tring va cac khéi u té bao bon & da ch6 mirc do cao cé tién luong xAu so v6i khbi
u té bao bén muc do thép co tién lugng 1t (Schlieben et al., 2012; Haslene-Hox et al.,
2013). WDR1 da duoc ching minh la duge diéu hoa gidm trong caxinom budng tring
bidu mo thé thanh dich tién trién khang héa chét (Kim et al., 2011). Sy diéu hoa gidm
WDRI1 trong caxinom budng tring bidu mo thé thanh dich tién trién khang hoa chét da
dugc chimg minh 13 c6 twong quan véi thoi gian song thém toan bd ngin (Kim et al.,
2011). WDRI1 d& dugc ching minh 13 dugc didu hoa ting trong vang gitta trudc khi khdi
u xam l4n va mé binh thudng (ving bé mit phan cach) trong bénh ung thu va va do d6 c6
thé lién quan dén su tién trién va su di can cia caxinom vi (Kang et al., 2010).

Su dung hop YWHAE véi NUTM2B/NUTM2E dugc mo ta la su kién quan sat
duoc trong sb it sacom té bao sang cia than (Karlsson et al., 2015). Sy dung hop
YWHAE-NUTM2 dugc md ta 1a sy kién thuong xuyén trong sacom md d& mang trong
t&r cung muirc d6 cao (Ali et al., 2014). Sacom md dF mang trong tir cung mirc do cao ¢
su dung hop YWHAE-NUTM2 dugc md td 1a nhom phy cta sacom mo d& mang trong ti

cung co tap tinh xam 14n trong 14m sang va tién lugng x4u (Kruse et al., 2014). Sy pha v&
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& ba locus bao gdm ca YWHAE dugc mo ta 1a yéu t6 gop phin dang ké vao sy phat trién
ctia sacom mach tir cung (Suzuki et al., 2014). YWHAE di dugc chimg minh la duoc
diéu hoa giam trong bénh ung thu da day va néng d0 YWHAE giam c6 lién quan véi
bénh ung thu da day kiéu lan téa va su khéi phat sém cia bénh Iy nay, didu nay cho thiy
rang YWHAE c6 thé c6 vai trd trong qua trinh gdy ung thu da day (Leal et al., 2012).
YWHAE da dugc chiing minh 1a dugc biéu hién khac thuong trong cac md cua bénh
nhan ung thu v c6 va khong c6 su tai phat va da dugc ching minh 14 c¢6 lién quan véi ca
thoi gian sdng thém toan bd va thoi gian sdng thém khong bénh (Cimino et al., 2008). Do
d6, YWHAE c6 thé dugc sir dung lam ddu hiéu chin doan doc 1ap va dich dugc chét tiém
ning ctia bénh ung thu v (Cimino et al., 2008).

Su thay dbi v& ZNF292 dugc mé ta la sy thay ddi yéu t6 dinh huéng cla bénh
bach ciu dang nguyén bao lymphd man tinh (Puente et al., 2015). ZNF292 dugc mo ta 1a
gen uc ché khéi u trong bénh ung thu két-truc trang (Takeda et al., 2015). ZNF292 duoc
md ta 1a khang nguyén sinh mién dich c6 lién quan vé& mit 14m sang trong caxinom té bao

vay ving du va cb (Heubeck et al., 2013).

MO ta vin tit cac hinh vé

Céc hinh vé tir Fig.1A dén Fig.1V thé hién su biéu hién qua mirc cua cac peptit
khac nhau trong mo binh thudng (cdt mau tring) va bénh ung thu thuc quin (cot mau
den). Fig.1A) Ky hiéu gen: KRT14/KRT16, Peptit: STYGGGLSV (SEQ ID NO: 1) Cac
md tir trai sang phai: 1 mé md, 3 tuyén thuong than, 8 dong mach, 5 tiry xuwong, 7 ndo, 5
va, 2 sun, 1 day than kinh trung wong, 13 rudt két, 1 ta trang, 2 tai mat, 5 tim, 14 than, 21
gan, 44 phéi, 4 hach bach huyét, 4 mAu bach ciu, 3 buﬁ‘)ng trimg, 8 tuy, 5 day than kinh
ngoai vi, 1 mang bung, 3 tuyén yén, 4 nhau thai, 3 mang phéi, 3 tuyén tién liét, 6 truc
trang, 7 tuyén nude bot, 4 co xuwong, 6 da, 2 ruft non, 4 lach, 5 da day, 6 tinh hoan, 3
tuyén tc, 3 tuyén giap, 7 khi quan, 2 niéu quan, 6 bang quang, 2 tr cung, 2 tinh mach, 6
thuc quéan, 16 mau bénh ung thu thuc quan. Peptit duge phat hién bd sung trén 4/91 mau
bénh ung thu phdi. Fig.1B) Ky hiéu gen: GIBS, Peptit: SIFEGLLSGV (SEQ ID NO: 7).
Cac md tur trai sang phai: 1 mdé md, 3 tuyén thuwong thin, 8 dong mach, 5 tiy xuwong, 7
ndo, 5 va, 2 sun, 1 ddy thin kinh trung vong, 13 rut két, 1 ta trang, 2 tGi mét, 5 tim, 14
than, 21 gan, 44 phoi, 4 hach bach huyét, 4 miu bach cAu, 3 budng tring, 8 tuy, 5 day

than kinh ngoai vi, | mang bung, 3 tuyén yén, 4 nhau thai, 3 mang phéi, 3 tuyén tién liét,

-61-



35241

6 truc trang, 7 tuyén nudce bot, 4 co xuwong, 6 da, 2 rudt non, 4 lach, 5 da day, 6 tinh hoan,
3 tuyén tc, 3 tuyén giap, 7 khi quan, 2 niéu quan, 6 bang quang, 2 tir cung, 2 tinh mach, 6
thyc quan, 16 mAu bénh ung thu thuc quan. Peptit dugc phat hién b sung trén 1/43 miu
bénh ung thu tuyén tién 1iét, 1/3 mAu bénh ung thu t4i mét, 1/20 mAu bénh ung thu budng
tring, 5/91 mau bénh ung thu phdi va 1/4 miu bénh ung thu bang quang. Fig.1C) Ky
hidu gen: PKP3, Peptit: SLVSEQLEPA (SEQ ID NO: 34). Cac mo tir trai sang phai: 1
md mdg, 3 tuyén thuong than, 8 ddng mach, 5 tuy xuong, 7 ndo, 5 vi, 2 sun, 1 day than
kinh trung wong, 13 rudt két, 1 t4 trang, 2 tai mét, 5 tim, 14 thén, 21 gan, 44 phdi, 4 hach
bach huyét, 4 mau bach cAu, 3 budng tring, 8 tuy, 5 day than kinh ngoai vi, 1 mang bung,
3 tuyén yén, 4 nhau thai, 3 mang phéi, 3 tuyén tién liét, 6 truc trang, 7 tuyén nudce bot, 4
co xuong, 6 da, 2 ruft non, 4 lach, 5 da day, 6 tinh hoan, 3 tuyén ac, 3 tuyén giap, 7 khi
quan, 2 niéu quan, 6 bang quang, 2 tir cung, 2 tinh mach, 6 thuc quan, 16 mau bénh ung
thu thuc quén. Peptit dugc phat hién bd sung trén 8/24 mau bénh ung thu két-truc trang,
1/20 méu bénh ung thu budng trimg, 1/46 mau bénh ung thu da day, 5/91 mau bénh ung
thu phbi va 2/4 miu bénh ung thu bang quang. Fig.1D) Ky hiéu gen: RNPEP, Peptit:
YTQPFSHYGQAL (SEQ ID NO: 37). Cic md tur trai sang phai: 1 m6 md, 3 tuyén
thuong than, 8 ddng mach, 5 tily xuong, 7 néo, 5 vu, 2 sun, 1 day than kinh trung wong,
13 rudt két, 1 ta trang, 2 tai mat, 5 tim, 14 than, 21 gan, 44 phéi, 4 hach bach huyét, 4
mAu bach ciu, 3 budng trimg, 8 tuy, 5 ddy than kinh ngoai vi, 1 mang bung, 3 tuyén yén,
4 nhau thai, 3 mang phéi, 3 tuyén tién liét, 6 truc trang, 7 tuyén nudc bot, 4 co xuong, 6
da, 2 rudt non, 4 lach, 5 da day, 6 tinh hoan, 3 tuyén uc, 3 tuyén giap, 7 khi quan, 2 ni€u
quan, 6 bang quang, 2 tir cung, 2 tinh mach, 6 thyc quan, 16 mau bénh ung thu thuc quan.
Peptit dugc phat hién bd sung trén 1/19 miu bénh ung thu tuy, 7/46 mau bénh ung thu da
day va 1/91 miu bénh ung thu phdi. Fig.1E) Ky hiéu gen: NUPI1SS5, Peptit:
ALQEALENA (SEQ ID NO: 80). Cac mau tir trai sang phai: 4 dong té bao (1 than, 1 tuy,
1 tuyén tién liét, 1 bénh bach cAu tiy bao), 3 mo binh thuong (1 phodi, 1 tuyén tién liét, 1
rudt non), 47 mod ung thu (5 bénh ung thu no, 2 bénh ung thu vi, 1 bénh ung thu rudt
két, 2 bénh ung thu thuc quan, 1 bénh bach ciu man tinh, 2 bénh ung thu gan, 22 bénh
ung thu phdi, 7 bénh ung thu budng tring, 4 bénh ung thu tuyén tién liét, 1 bénh ung thu
tryc trang). Fig.1F) Ky hiéu gen: KRTS, Peptit: SLYNLGGSKRISI (SEQ ID NO: 2). Cac
mb tir tri sang phai: 20 md ung thu (9 bénh ung thu ving dau va cd, 2 bénh ung thu thue

quéan, 1 bénh ung thu thyc quan va da day, 7 bénh ung thu phdi, 1 bénh ung thu bang

-62-



35241

quang). Fig.1G) Ky hiéu gen: KRTS5, Peptit: TASAITPSV (SEQ ID NO: 3). Cac mo tir
trai sang phai: 17 mé ung thu (2 bénh ung thu thuc quén, 6 bénh ung thu ving diu va cd,
7 bénh ung thu phdi, 2 bénh ung thu bang quang). Fig.1H) Ky hiéu gen: S100A2, Peptit:
SLDENSDQQV (SEQ ID NO: 10). Cdc md tir trai sang phai: 7 md ung thu (3 bénh ung
thu ving d4u va cd, 2 bénh ung thu thuc quan, 1 bénh ung thu phdi, 1 bénh ung thu bang
quang). Fig.1T) Ky hiéu gen: LAMB3, Peptit: ALWLPTDSATV (SEQ ID NO: 11). Cac
md tir trai sang phai: 12 mo ung thu (2 bénh ung thu thyc quan, 1 bénh ung thu tai mét, 8
‘bénh ung thu phdi, 1 bénh ung thu da). Fig.1J) Ky hiéu gen: IL36RN, Peptit:
SLSPVILGV (SEQ ID NO: 13). Cac m0 tir trai sang phai: 26 m6 ung thu (8 bénh ung thu
viing dAu va cb, 3 bénh ung thu thyc quan, 10 bénh ung thu phdi, 3 bénh ung thu da, 1
bénh ung thu bang quang, 1 bénh ung thu tir cung). Fig.1K) Ky hiéu gen: ANO1, Peptit:
LLANGVYAA (SEQ ID NO: 15). Cac md tir trai sang phai: § md ung thu (2 bénh ung
thu thue quan, 1 bénh ung thu thi mét, 1 bénh ung thu gan, 1 bénh ung thu phéi, 1 bénh
ung thu da day, 1 bénh ung thu bang quang, 1 bénh ung thu t cung). Fig.1L) Ky hi¢u
gen: F7, IGHV4-31, IGHG1, IGHG2, IGHG3, IGHG4, IGHM, Peptit: MISRTPEV (SEQ
ID NO: 17). Cac md tir trai sang phai: 19 md ung thu (2 bénh ung thu thuc quan, 2 bénh
ung thu than, 2 bénh ung thu gan, 9 bénh ung thu phdi, 1 bénh ung thu hach bach huyét,
1 bénh ung thu tinh hoan, 2 bénh ung thu bang quang). Fig.1M) Ky hiéu gen: QSERI,
Peptit: SLNGNQVTV (SEQ ID NO: 30). Cac m6 tir trai sang phai: 1 dong té bao (1 tuy),
14 m6 ung thu (1 bénh ung thu vung diu va cd, 1 bénh ung thu dng méat chu, 1 bénh ung
thu ndo, 1 bénh ung thu via, 1 bénh ung thu thuc quan, 1 bénh ung thu than, 1 bénh ung
thu phdi, 2 bénh ung thu da, 3 bénh ung thu bang quang, 2 bénh ung thu tir cung).
Fig.1N) Ky hiéu gen: HAS3, Peptit: YMLDIFHEV (SEQ ID NO: 32). Cac md tir tréi
sang phai: 1 md binh thuong (1 tir cung), 15 md ung thu (1 bénh ung thu ndo, 2 bénh ung
thr thue quan, 1 bénh ung thu thi mAt, 3 bénh ung thu ving dau va cb, 4 bénh ung thu
phdi, 4 bénh ung thu bang quang). Fig.10) Ky hiéu gen: PKP3, Peptit: SLVSEQLEPA
(SEQ ID NO: 34). Cac md tur trdi sang phai: 1 dong té bao (1 tuy), 1 md binh thuong (1
rudt két), 28 mod ung thu (6 bénh ung thu ving dAu va cb, 1 bénh ung thu v, 1 bénh ung
thu manh trang, 3 bénh ung thu rudt két, 1 bénh ung thu két-truc trang, 3 bénh ung thu
thuc quan, 6 bénh ung thu phéi, 1 bénh ung thu budng trimg, 3 bénh ung thu tryc trang, 3
bénh ung thuw bang quang). Fig.1P) Ky hi¢u gen: SERPINHI, Peptit: GLAFSLYQA
(SEQ ID NO: 40). Cac md tir trai sang phai: 3 dong té bao (1 than, 2 tuy), 4 md binh
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thuong (1 tuyén thuong than, 1 phdi, 2 nhau thai), 41 md ung thu (3 bénh ung thw ving
dAu va cb, 3 bénh ung thu vi, 2 bénh ung thu rudt két, 2 bénh ung thu thyc quén, 1 bénh
ung thu t4i mat, 1 bénh ung thu gan, 15 bénh ung thu phdi, 1 bénh ung thu budng tring,
1 bénh ung thu tuy, 3 bénh ung thu truc trang, 2 bénh ung thu da, 1 bénh ung thu da day,
4 bénh ung thu bang quang, 2 bénh ung thu t& cung). Fig.1Q) Ky hiéu gen: TMEM132A,
Peptit: ALVEVTEHV (SEQ ID NO: 56). Cac md tir trai sang phai: 7 m6 binh thuong (5
phoi, 1 tuyén giap, 1 khi quan), 64 mo ung thu (6 bénh ung thu ving du va ¢b, 12 bénh
ung thu nfo, 4 bénh ung thu v, 3 bénh ung thu thyc quan, 1 bénh ung thu tai mat, 5
bénh ung thu thin, 21 bénh ung thu phéi, 1 bénh ung thu hach bach huyét, 7 bénh ung
thu budng tring, 1 bénh ung thu tuy, 1 bénh ung thu da, 2 bénh ung thu tr cung). Fig.2R)
Ky hiéu gen: PRC1, Peptit: GLAPNTPGKA (SEQ ID NO: 57). Cac md tir trai sang phai:
14 md ung thu (1 bénh ung thu ving dau va c6, 1 bénh ung thu vi, 2 bénh ung thu thye
quan, 6 bénh ung thu phéi, 1 bénh ung thu budng trimg, 1 bénh ung thu da, 1 bénh ung
the bang quang, 1 bénh ung thu tr cung). Fig.3S) Ky hiéu gen: MAPK6, Peptit:
LILESIPVV (SEQ ID NO: 58). Cac mo tir trdi sang phai: 2 dong té bao (1 té bao mau, 1
da), 25 md ung thu (5 bénh ung thu ving dhu va cb, 1 bénh ung thu rudt két, 2 bénh ung
thu thue quan, 1 bénh ung thu dang bach cau, 8 bénh ung thu phéi, 2 bénh ung thu hach
bach huyét, 3 bénh ung thu da, 2 bénh ung thu bang quang, 1 bénh ung thu t cung).
Fig.1T) Ky hiéu gen: PPP4R1, Peptit: SLLDTLREV (SEQ ID NO: 59). Cac md tir trai
sang phai: 1 m6 binh thuong (1 rudt non), 8 mé ung thu (1 bénh ung thu ving d4u va cd,
2 bénh ung thu thuc quan, 4 bénh ung thu phdi, 1 bénh ung thu budng trimg). Fig.4U) Ky
hidu gen: TP63, Peptit: VLVPYEPPQV (SEQ ID NO: 77). Cac md tir trdi sang phai: 2
mb binh thudong (1 thuc quan, 1 khi quéan), 47 md ung thu (8 bénh ung thu ving diu va
c¢d, 4 bénh ung thu thuc quan, 1 bénh ung thu tai mat, 14 bénh ung thu phéi, 7 bénh ung
thw hach bach huyét, 2 bénh ung thu tuyén tién liét, 1 bénh ung thu da, 8 bénh ung thu
bang quang). Fig.1V) Ky hiéu gen: KIAA0947, Peptit: AVLPHVDQV (SEQ ID NO: 81).
Céc mo tir trai sang phai: 3 dong té bao (1 té bao mau, 1 tuy), 12 mo6 ung thu (5 bénh ung
thu ndo, 2 bénh ung thu thyc quan, 1 bénh ung thu phéi, 3 bénh ung thu hach bach huyét,
1 bénh ung thu ti cung).

Céc hinh vé tir Fig.2A dén Fig.2D thé hién céac profin biéu hién 1am vi du cta cac
gen nguén theo sang ché dugc biéu hién & mic qua cao hodc chi dugc biéu hién & bénh

ung thu thyc quan trong nhom mAau md binh thuong (cét mau tring) va 11 mau bénh ung
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thu thue quan (cot mau den). Cdc md tir trai sang phai: 7 dong mach, 1 ndo, 1 tim, 2 gan,
2 phéi, 2 tinh mach, 1 m6 md, 1 tuyén thugng than, 4 tiy xuong, 1 rudt két, 2 thuc quan,
2 tai méit, 1 than, 6 hach bach huyét, 1 tuy, 1 tuyén yén, 1 truc trang, 1 co xuong, 1 da, 1
rudt non, 1 lach, 1 da day, 1 tuyén e, 1 tuyén giap, 5 khi quan, 1 bang quang, 1 v, 3
budng tring, 3 nhau thai, 1 tuyén tién liét, 1 tinh hoan, 1 tir cung, 11 mAu bénh ung thu
thuc quan. Fig.2A) Ky hiéu gen: PTHLH; Fig.2B) Ky hiéu gen: KRT14; Fig.2C) Ky hi¢u
gen: FAM83A; Fig.2D) Ky hi¢u gen: PDPN.

Cac hinh vé tir Fig.3A dén Fig.3E thé hién két qua lam vi du cita sy dép mg cta té
bao T CD8+ dic hidu peptit in vitro cla ngudi cho khée manh duong tinh véi HLA-
A*02+ nghia 1a s6 liéu vé tinh sinh mién dich lam vi du: két qua dém té bao theo dong
sau khi nhudm multime dic hiéu peptit. Fig.3A) Ky hiéu gen: SF3B3, Peptit:
ELDRTPPEV (SEQ ID NO: 97); Fig.3B) Ky hiéu gen: TNC, Peptit: AMTQLLAGV
(SEQ ID NO: 101). Ngodi ra, cc té bao T CD8+ dugc tao mdi bang cach sir dung céc té
bao APC nhéan tao dugc pht khing thé don dong mAb khang CD28 va HLA-A*02 trong
phtrc hop véi peptit c6 trinh tu SEQ ID NO: 5 (hinh C, 6 bén trai), peptit c6 trinh tw SEQ
ID NO: 2 (hinh D, 6 bén trai) va peptit c6 trinh tw SEQ ID NO: 77 (hinh E, 6 bén tréi),
trong Ung. Sau ba chu trinh kich thich, phat hién cac té bao c6 kha ning phan tng véi
peptit bang cach nhudm multime 2D bang A*02/SeqID No. 5 (hinh C), A*02/SeqID No.
2 (hinh D) hoic A*02/SeqID No. 77 (hinh E). Céac 6 bén phai (hinh C, D va E) thé hién
két qua nhudm dbi chimg cta céc té bao duoc kich thich bang phirc hop A*02/peptit
khong lién quan. Céc té bao don 1& con séng dugc tao cdng cho céac té bao lymphd CD8+.
Céc cbng Boolean gitip loai trlr cac su kién duong tinh gid dugc phat hién v6i multime
dac hi€u dbi véi cac peptit khac nhau. TAn suit cia cac té bao multime+ dic hiéu trong sb

cac té bao lymphd CD8+ dugc thé hién.

M6 ta chi tiét sang ché

Su kich thich dap img mién dich phy thudc vao sw c6 méat cia cac khang nguyén
duoc nhan biét 1a khang nguyén ngoai lai bdi hé mién dich ctia vat chd. Viéc phét hién ra
su ton tai clia cac khang nguyén lién quan dén khéi u 1am gia ting kha ning st dung hé
mién dich ctia vat chu dé can thiép vao su phat trién ctia khéi u. Nhiéu co ché khic nhau
khai théc ca nhanh thé dich va nhanh té bao cua hé mién dich hién dang dugc khai thac

cho lidu phap mién dich diéu trj bénh ung thur.
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Céc yéu tb dic hiéu cua déap Gng mién dich t& bao c6 kha ning nhan biét ddc hidu
va ph4 hity cdc té bao khéi u. Su phan 13p té bao T ra khéi quan thé té bao thim nhiém
khdi u hodic ra khéi mau ngoai vi goi ¥ rang cAc té bao ndy dong vai trd quan trong trong
hang rao mién dich ty nhién dbi v&i bénh ung thu. Cu thé, cac té bao T duong tinh voi
CD8, nhan biét cac phén tir nhém I ciia phire hop tuong thich m6 chinh (MHC)-mang cac
peptit thuong co tir 8 dén 10 gdc axit amin c6 ngudn gdc tlr protein hodc san phim khiém
khuyét ribosom (defect ribosomal product: DRIP) nim & phan bao tan, déng vai trd quan
trong trong dap ng nay. Cac phan tir MHC cua ngudi con duoc goi la khang nguyén
bach ciu & ngudi (HLA).

Khi dugc st dung & ddy va ngoai trir khi dugce luu y theo cach khéc, tit ca cac
thuat ngir dugc dinh nghia nhu dugc dwa ra dudi day.

Thuéat ngit “dap ung cua té bao T” c6 nghia 14 su ting sinh va hoat héa dac hi¢u
ctia chire nang hiéu ung dugce tao boi peptit in vitro hodc in vivo. Déi voi cac té bao T gay
doc té bao duge gidi han béi MHC nhom I, chirc ndng hi¢u ing c6 thé 1a sy phan giai té
bao dich duoc tao xung peptit, t& bao dich dugc tao xung tién chét peptit hodc té bao dich
trinh dién peptit trong tu nhién, su tiét ra xytokin, t5t hon néu 13 interferon-gama, TNF-
alpha, hogc IL-2 dugc cam g bdi peptit, su tiét ra cac phan tir tic dong, t5t hon néu 1a
granzym hodc perforin dugc cam ting boi peptit, hodc su mét hat.

Thuét ngit “peptit” duge st dung ¢ day dé chi loai cac gbe axit amin, thudng dugc
lién két v6i nhau bang cac lién két peptit gifta cdc nhém alpha-amino va nhém cacbonyl
clia céc axit amin lidn k&. T8t hon, néu peptit ndy c6 9 axit amin trong chiéu dai mach,
nhung c6 thé chi 13 peptit mach ngin c6 8§ axit amin trong chidu dai mach, va c6 thé c6
mach dai dén 10, 11, 12, 13 hodc 14 axit amin hodc nhiéu hon trong chiéu dai mach va
trong trudng hop cac peptit cia MHC nhém II (cac bién thé kéo dai ctia peptit theo sang
ché), ching c6 thé c6 mach dai téi 15, 16, 17, 18, 19 hodc 20 axit amin hodc nhiéu hon
trong chidu dai mach.

Ngoai ra, thuét ngit “peptit” s€ bao gdm cac mudi cta loat gbc axit amin, thudng
duoc lién két v6i nhau bang cac lién két peptit gitta nhom alpha-amino va nhém cacbonyl
clia cc axit amin lién k&. Tét hon, néu cac mudi nay 1a mubi dugc dung cta peptit, vi du
nhu céc mudi clorua hoic axetat (trifloaxetat). Cén lvu y ring cac mubi ciia peptit theo
sang ché khéac biét dang ké véi peptit néu trén vé (cé4c) trang thai cla ching in vivo, do

céc peptit nay khong 1a mudi in vivo.
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Thuét ngit “peptit” con bao gdm “oligopeptit”. Thuat ngir “oligopeptit™ dugc sir
dung & day dé chi loat céc gdc axit amin, thudng dugc lién két v6i nhau bing céc lién két
peptit gitta nhom alpha-amino va nhém cacbonyl cia axit amin 1ién ké. Khong c6 gidi
han vé chiéu dai ciia oligopeptit theo sang ché, mién 13 mot hodc nhiéu epitop ding dugc
gitt nguyén & ddy. Céc oligopeptit thuong chura it hon 30 gbc axit amin trong chiéu dai
mach, va chira nhiéu hon 15 axit amin trong chiéu dai mach.

Thuat ngit “polypeptit” dé chi loat cac gbc axit amin, thudng dugc li€n két véi
nhau bang céc lién két peptit gifta nhém alpha-amino va nhom cacbonyl cua céc axit
amin lién ké. Khong c6 gidi han v& chiéu dai ciia polypeptit theo sang ché mién 14 céac
epitop ding duge gitt nguyén. Tréi v6i cac thuat ngir peptit hodc oligopeptit, thuat ngt
polypeptit dé chi cac phan tr chira nhiéu hon khoang 30 gbc axit amin.

Peptit, oligopeptit, protein hodc polynucleotit ma héa phan tir ndy c6 tinh “sinh
midn dich” (va do d6 13 “chat sinh mién dich” trong pham vi ctia sang ché), nu 1a chit c6
kha ning gdy dap tng mién dich. Trong trudng hop cia sang ché, tinh sinh mién dich
dugce xac dinh cu thé hon 1a c6 kha ning giy ra dap Ung cua té bao T. Do @6, thuét ngit
“chit sinh mién dich” s& 1a phan tir c6 kha ning gdy ra dap ung mién dich, va trong
truong hgp cua sang ché, phan tir c6 kha nang gay ra dap ung cua té bao T. Theo khia
canh khac, chdt sinh mién dich ¢6 thé 1a peptit, phttc hop cia peptit véi MHC,
oligopeptit, va/hodc protein dugc sit dung dé tao ra khang thé dic hidu hoic cac thy thé
TCR khang lai no.

Thuét nglt “epitop” cua té bao T nhom I can peptit mach ngén dugc gin két véi
thu thé MHC nhém I, tao ra phirc hop béc ba (chudi alpha cia MHC nhom I, beta-2-
microglobulin, va peptit) ma co thé dugc nhan biét boi té bao T mang thu thé té bao T
tuong ung gin két voi phitc hgp MHC/peptit 6 4i luc thich hop. Céc peptit ghn két véi
c4c phan tir cia MHC nhom I thuong c6 tir 8 dén 14 axit amin trong chidu dai mach, va
thong thudng nhét 13 c6 9 axit amin trong chiéu dai mach.

0 ngudi, c6 ba locus di truyén khac nhau ma hoa cac phan tt MHC nhom I (cac
phan t¢ MHC cta nguoi con duge ky hiéu la cac khang nguyén bach ciu clia ngudi
(HLA)): HLA-A, HLA-B, va HLA-C. HLA-A*01, HLA-A*02, va HLA-B*07 1a cac vi

du vé cac alen cia MHC nhom I khéc nhau ¢6 thé dugc biéu hién tir cac locus nay.

Bang 5: Tén sudt bidu hién F cia HLA-A*02 va HLA-A*24 va céc kiéu huyét
thanh HLA-DR phd bién nhét. TAn suit dugc x4c dinh tir tin suét kiéu don Gf trong quén
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thé dan s My duoc lam thich tng theo tai liéu ciia Mori va cc ddng tac gia (Mori et al.,
1997) st dung cdng thitc Hardy-Weinberg F=1-(1-Gf)* T hop ciia A*02 hodc A*24 véi
mot sb alen HLA-DR nhét dinh c6 thé dugc 1am giau hodc vai tAn sudt it hon tAn sut du

kién tir c4c tAn sb riéng 1& cua ching do sy mat can bang lién két. D€ hicu chi tiét hon,

35241

xem tii lidu ctia Chanock va céc ddng tac gia (Chanock et al., 2004).

Alen Quén thé Kiéu hinh tinh dugc tir tin suét alen
A*02 | Nguoida tring (Bic M¥) 49,1%
A*02 | Ngudi My gbe Phi (Bic My) 34,1%
A*02 | Nguodi My gbe A (Bic My) 43,2%
A*02 | Nguoi M§ La-tinh (Bic M) 48,3%
DR1 Ngudi da tring (Bic M¥) 19,4%
DR2 Nguoi da tring (Bic M¥) 28,2%
DR3 Nguoi da tring (Bic M¥) 20,6%
DR4 Ngudi da tring (Bic M§) 30,7%
DR5 Ngudi da tring (Bic My) 23,3%
DR6 Ngudi da trang (Bic M§) 26,7%
DR7 Ngudi da tring (Bic M§) 24.8%
DR8 Nguoi da tring (Bic M¥) 5,7%
DR9 Nguoi da tring (Bic M¥) 2,1%
DRI Nguoi (Béc) My gdc Phi 13,20%
DR2 Ngudi (Béc) My gbe Phi 29,80%
DR3 Ngudi (Bic) My goc Phi 24.80%
DR4 Ngudi (Bic) My gbc Phi 11,10%
DR5 Ngudi (Bic) My gbc Phi 31,10%
DR6 Nguoi (Béc) My gbe Phi 33,70%
DR7 Nguoi (Béc) My gbe Phi 19,20%
DR8 Nguoi (Béc) My gbe Phi 12,10%
DRY Nguoi (Bic) My gbc Phi 5,80%
DR1 Ngudi (Bic) My gbe A 6,80%
DR2 Ngudi (Bic) My gbc A 33,80%
DR3 Ngudi (Bic) My gbe A 9,20%
DR4 Ngudi (Bic) My gbe A 28,60%
DRS5 Ngudi (Béc) My gbe A 30,00%

-68-




35241

Alen Quén thé Kiéu hinh tinh dugc tir tAn suét alen
DR6 Ngudi (Béc) My gbc A 25,10%
DR7 Ngudi (Bic) My gbc A 13,40%
DR$ Nguoi (Bic) M§ gbe A 12,70%
DRY Ngudi (Bic) My gbc A 18,60%
DRI Nguoi (Bic) My La-tinh 15,30%
DR2 Ngudi (Bic) My La-tinh 21,20%
DR3 Ngudi (Bic) M§ La-tinh 15,20%
DR4 Nguoi (Bic) My La-tinh 36,80%
DRS Ngudi (Bic) M§ La-tinh 20,00%
DR6 Nguoi (Bic) My La-tinh 31,10%
DR7 Ngudi (Bic) My La-tinh 20,20%
DRS Ngudi (Bic) My La-tinh 18,60%
DRY Ngudi (Bic) M§ 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 Ngudi An Do 47%
A*24 Ngudi Han Quéc 40%
A*24 Nguoi Sri Lanka 37%
A*24 Nguoi Trung Québc 32%
A*24:02 Nguodi An Do 29%
A*24 Ngudi Tay Uc 22%
A*24 Ngudi My 22%
A*24 Nguoi Samara & Nga 20%
A*24 Nguoi Nam M§ 20%
A*24 Ngudi chau Au 18%

Tt hon, néu khi dugc dua vao vacxin theo sing ché, cac peptit theo sang ché nhu
dugc mo ta & ddy gin két v6i A*02. Vacxin ciing c6 thé chira cac peptit cia MHC nhém

11 gén két-pan. Do d6, vacxin theo sing ché ¢o thé duoc st dung dé diéu tri bénh ung thu
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& cic bénh nhan c6 A*02 duong tinh, trong khi khong can lya chon dbi voi alotyp cua
MHC nhém II do tinh chét lién két—pan cla cac peptit nay.

Néu cac peptit A*02 theo sang ché dugc két hop véi cac peptit gin két v6i alen
khéc, vi du A*24, ty 18 % quin thd bénh nhan bét ky c6 thé dugc diéu trj 12 cao hon so
véi viée chi stt dung alen cia MHC nhom I. Trong khi & phén 16n cac nhom bénh nhén,
¢6 it hon 50% bénh nhan c6 thé duge didu tri bang chi mot alen, vacxin chira cic epitop
HLA-A*24 vi HLA-A*02 c6 thé didu tri cho it nhit 60% bénh nhan trong quan thé lién
quan bat ky. Cu thé, ty 1é % bénh nhan sau dy s& duong tinh voi it nhét mot trong sb céc
alen nay & cic ving khac nhau: nguoi My 61%, nguoi Tay Au 62%, ngudi Trung Qudc
75%, ngudi Han Qubc 77%, ngudi Nhit Ban 86% (tinh theo trang web
www.allelefrequencies.net).

Theo mét phuong an duge wu tién, thuét nglt “trinh tur nucleotit” dé chi di polyme
cua deoxyribonucleotit.

Trinh tu nucleotit ma hoéa peptit, oligopeptit, hodc polypeptit cu thé c6 thé c6 trong
tu nhién hodc chung cé thd duoc tao cAu tric bing phuong phéap tbng hop. N6i chung,
cac doan ADN ma héa peptit, polypeptit, va protein theo sang ché nay duogc ghép tir cac
doan ADN bd trg va nhom lién két oligonucleotit ngén, hodc tir chudi cac oligonucleotit,
d8 tao ra gen tong hop c6 khé nang dugc biéu hién & don vi phién ma tai t5 hop chira cac
yéu td diéu hoa c6 ngudn gbc tlr operon cla vi sinh vét hodc virut.

Khi duge st dung trong ban mo ta ndy, thut ngit “nucleotit ma hoa (hodc gidi ma
hoa) peptit” dé chi trinh ty nucleotit ma héa peptit bao gdm céc codon khoi dau va két
thuc khong tw nhién (nhén tao) tuong hop dugc véi hé sinh hoc, trinh ty can dugc biéu
hién béi, vi du, té bao dudi gai hoic hé té bao khac hitu ich cho viéc tao ra thu thé TCR.

Khi dugce st dung trong ban mo ta nay, su vién din dén trinh ty axit nucleic bao
gdm c4 axit nucleic sgi don va s¢i kép. Do do, trir khi ngit canh chi rd theo cach khéc,
trinh tu cu thé, vi du déi v6i ADN, dé chi ADN soi don ciia trinh ty ndy, bo doi cia trinh
tu nay cung vdi trinh tu bd trg ctia né (ADN soi kép) va trinh tur bd tro cta trinh ty nay.

Thuét ngit “vung md hoa” d& chi phan gen ma hoa tw nhién hogc binh thudng d6i
v6i san pham biéu hién ctia gen ndy trong moi trudng hé gen ty nhién cla no, nghia la
vung ma héa in vivo cia san phim biéu hién nguyén thé ciia gen ndy.

Vung ma hoa co thé c6 ngudn gdc tir gen khong dot bién (“gen binh thudng”), gen

duoc dot bién hodc gen duge bién doi, hodc thdm chi c6 the co ngudn goc tur trinh tu
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ADN, hodc gen, dugc tbng hop hoan toan trong phong thi nghiém bang cach sir dung cac
phuong phap ma ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc tdng hop ADN da biét.

Thuat nglt “san phim biéu hién” @& chi polypeptit hodc protein la san pham dich
ma tu nhién ctia gen va trinh ty axit nucleic bt ky ma hoa cac dang twong duong do hién
tugng thoai héa ma di truyén gay ra va do d6 ma hoa chinh (céc) axit amin.

Thuét ngit “doan khang thé”, khi dé chi trinh ty ma hoa, c6 nghia la phan ADN
chtra viing mi héa hoan toan it hon trong dé san pham biu hién gin nhu gitt lai dugc
chirc ning hodc hoat tinh sinh hoc gidng nhu san phim biéu hién cta ving ma héa hoan
toan.

Thuit nglt “doan ADN” dé chi polyme ADN, ¢ dang doan ri€ng biét hodc lam
thanh phan ctia chu tric ADN 16n hon, c6 ngudn gbc tir ADN phan 14p duoc it nhét mot
1in & dang gAn nhu tinh khiét, nghfa 12 khong chira céc chat ndi sinh va véi luong hoge
néng d6 cho phép xac dinh, thao tac, va thu hdi doan mach va céc trinh tu nucleotit thanh
phan cia né bing phuong phap hoa sinh chudn, vi du, bang cich st dung vecto tach
dong. Cac doan mach nay dugc tao ra & dang khung doc m& khong bi dit quing bdi cac
trinh tu khong dich ma bén trong, hodc intron thuong c6 mat trong cac gen c6 nhan dién
hinh. Trinh tu cia ADN khong dich mi ¢6 thé c6 mit & phia sau khung doc mé nay,
trong d6 né khong can thiép vao viéc thao tac hodc su biéu hién ctia cac ving ma hoa.

Thuét ngit “doan mdi” dé chi trinh ty axit nucleic ngin co thé dugc ghép cip véi
mot sgi ADN va tao ra dau 3'-OH tu do ma & d6 ADN polymeraza bat ddu qua trinh tbng
hop chudi deoxyribonucleotit.

Thuét ngit “gen khadi dau” dé chi ving ADN tham gia vao su gén két cia ARN
polymeraza dé& khoi dau sy phién ma.

Thuét ngit “dugc phan 14p” dé chi chét dugc tach ra khoi méi truong ban dau cta
n6 (vi du, mdi truong ty nhién, néu n6 co trong tu nhién). Vi du, khong phén 1ap duoc
polynucleotit hodc polypeptit c6 trong tw nhién c6 mit & dong vat séng nhung phan 1ap
duoc chinh polynucleotit hodc polypeptit nay, dugc tach ra tir mdt phén hoic toan b cac
chit cing ton tai trong hé tw nhién. Cac polynucleotit nay c6 thé 12 mét phan cia vecto
va/hodc cac polynucleotit hodic polypeptit nay co thé 12 mot phan ctia hdn hop, va van
duoc phan 1dp sao cho vecto hodc hdn hop nay khong 1a mot phan ctia moi trudng tu
nhién cia no.

Céc polynucleotit, va polypeptit tai td hop hodc polypeptit sinh mién dich, duoc
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boc 16 theo sang ché ciing c6 thé & dang “dugc tinh ché”. Thuat ngit “dugc tinh ché”
khong cAn phai 1 tinh khiét tuyét déi; thay vao do, thuit nglr ndy dugc dy dinh 12 dinh
nghia trong dbi, va c6 thé bao gébm ca céc ché phdm dugc tinh ché & mirc cao hoic ché
phdm chi dugc tinh ché mot phdn, nhu cic thudt ngit duge hiéu béi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc ndy. Vi du, cic dong vo tinh riéng biét dugc phan lap tir thu
vién ADN b tro da dugc tinh ché theo quy uéc dén do dong nhét dién di. Viéc tinh ché
nguyén li€u ban d4u hodc nguyén liéu tw nhién dén it nhat mot khoang gia tri, t6t hon néu
12 hai hoic ba khoang, va 6t hon nita néu 12 bdn hodc nim khoang gia tri dugc dy dinh rd
rang. Ngoai ra, 8t hon néu polypeptit theo sang ché c6 do tinh khiét 99,999%, hodc it
nhit 99,99% hodc 99,9%; va tham chi t&t hon 1a bing 99% trong lugng hodic cao hon
duoc du dinh 6 rang.

Céc axit nucleic va san phdm biéu hién polypeptit dugc boc 16 theo sang ché, ciing
nhu cdc vecto bidu hién chira cac axit nucleic va/hodc polypeptit nay, co thé & “dang
duoc 1am giau”. Khi dugc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “dugc lam giau” co
nghia 1a néng dd cna chét nay it nhét gép khoang 2, 5, 10, 100, hodc 1000 lan néng do tu
nhién cua nd (vi du), c6 loi néu luong chét nay bing 0,01% trong lugng, tdt hon néu it
nhit bing khoang 0,1% trong luong. Ché phim dugc lam gidu v6i lugng khoang 0,5%,
1%, 5%, 10%, va 20% trong lugng ciing dugc du dinh. C6 lgi néu cac trinh tu, cAu tric,
vecto, dong vo tinh, va cac vt liéu khac theo sang ché co thé & dang duogc 1am giau hodc
dugc phan 14p. Thudt ngit “doan mach ¢6 hoat tinh” dé chi doan mach, thudng l1a cla
trinh tu peptit, polypeptit hodc axit nucleic, dé tao ra dap ing mién dich (nghia 1 c6 hoat
tinh sinh mién dich) khi dugc sit dung, mot minh hogc tuy y vdi ta dugc thich hgp hodc
trong vecto, cho dong vat, nhu dong vét co v, vi du, tho hodc chudt, va con bao gém ca
ngudi, dap tmg mién dich ndy & dang kich thich ddp Umg cua té bao T trong dong vat
duoc didu tri, nhu ngudi. Theo cach khac, "doan mach c¢6 hoat tinh" cling ¢6 thé dugc st
dung dé gay ra dap ung cua té bao T in vitro.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, cac thuat ngir “ph?m”, “doan mach” va
“doan” khi duogc st dung lién quan dén polypeptit, dé chi trinh ty lién tuc cua céc gbe,
nhu géc axit amin, trinh ty ndy tao thanh phan nhom cua trinh ty 16n hon. Vi du, néu
polypeptit dugc dung d8 didu tri voi enzym bt ky trong s6 cac enzym endopeptidaza
thong thuong, nhu trypsin hodc chymotrypsin, cac oligopeptit tao thanh tir viéc diéu tri

nay s€ la cac phén, doan mach ho#c doan cua polypeptit ban d4u. Khi duogc sir dung lién
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quan dén polynucleotit, cac thuat ngit nay d8 chi cac san phdm dugc tao ra khi diéu tri
bang cac polynucleotit ndy cung v6i endonucleaza bét ky.

Theo sang ché, thudt ngit “ty 18 % 4o ddng nhét” hoge “ty 18 % mirc d6 giong”, khi
lién quan dén trinh tu, c6 nghia 1a trinh ty dugc so sanh véi trinh tyu yéu ciu bao ho hoidc
trinh tw dugc mo ta sau khi dong théng hang trinh tu can dugc so sanh (“trinh ty dugc so
sanh™) véi trinh ty duge mé ta hodc trinh ty yéu cAu bao hod (“trinh ty tham chiéu”). Sau

do, ty 1€ % do d?)ng nhét dugce xac dinh theo cong thire sau:
Ty 18 % do ddng nhat = 100 [1 -(C/R)]

trong d6 C la sb luong su khac biét gitta trinh ty tham chiéu va trinh tu so sanh
theo chiéu dai déng thang hang giita trinh ty tham chiéu va trinh tu so sanh, trong do6

(i) mbi bazo hodc axit amin trong trinh tu tham chiéu khong c6 bazo hodc axit
amin dugc déng thing hang twong ing trong trinh ty so sanh va

(ii) mdi khoang trdng trong trinh ty tham chiéu va

(iii) mdi bazo hodc axit amin dugc dong thing hang trong trinh tu tham chiéu 13
khac vé6i bazo hodc axit amin dugc dong théng hang trong trinh ty so sénh, tao thanh su
khac biét va

(iiii) viéc dong thing hang cAn bt d4u & vi tri 1 cua cac trinh tu dugc dong thang
hang;

va R 12 sb luong bazo hoic axit amin trong trinh ty tham chiéu trong chidu dai khi
dong thing hang vé6i trinh tu so sanh c6 khoang trbng bét ky dugc tao ra trong trinh tu
tham chiéu cling dugc tinh nhu baso hodc axit amin.

Néu c6 su dong thing hang gifta trinh tu so sanh va trinh tu tham chiéu ma ty 1& %
d6 ddng nhét nhu tinh dwoc trén ddy 1a bing hodc cao hon ty 18 % do ddng nhét tdi thiéu
theo Iy thuyét thi trinh ty so sanh c6 tj 18 % do ddng nhat t6i thiéu theo 1y thuyét v6i trinh
ty tham chiéu, mic du c6 thé ¢6 su dong thing hang trong d6 ty 1& % dd ddng nhét tinh
dugc nhu trén day 1a nho hon ty 1€ % do ddng nhét theo Iy thuyét.

Do d6, nhu da néu trén day, sang ché @& cap dén peptit chira trinh ty dugc chon tir
nhém bao gdm céc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93 hoiic bién thé cia n6
¢ mitc do tuong ddng 88% véi cc trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93, hoge

bién thé cia n6 ma s& gy ra phan ting chéo cla té bao T v&i peptit nay. Céc peptit theo
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sang ché c¢6 kha ning gin két v6i phan tir cia phic hop twong thich mé chinh (MHC)
nhém -I & ngudi hodc phién ban kéo dai cia cac peptit ndy véi nhom II.

Theo sang ché, thuat ngit “do twong dbng” dé chi mtrc do ddng nhét (xem ty 1& %
d6 ddng nhét trén day) giita cac trinh ty cua hai trinh tw axit amin, nghia 1a trinh tu peptit
hoic trinh tu polypeptit. Thuét ngit “do tuong ddng” néu trén dugc xéac dinh bing céach so
sanh hai trinh ty dugc déng thing hang trong diu kién t6i wu so véi cac trinh tu can dugc
so sanh. D9 twong dbng vé trinh ty nay c6 thé duoc tinh toan bing cich tao ra sy déng
thing hang, vi dy, bang cach str dung thuat toan Clustal W. Chwong trinh phin mém phan
tich trinh tu ¢6 ban trén thi trudng, cu thé hon 1a Vector NTI, GENETYX hodc cac cong
cu phén tich khéac dugc cung cAp theo co s& dit liéu da cong bb.

Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay s& c6 thé danh gia xem céc té bao
T dugc tao boi bién thé cia peptit cu thé s& c6 thé phan tmg chéo vdi chinh peptit nay
hay khong (Appay et al., 2006; Colombetti et al., 2006; Fong et al., 2001; Zaremba et al.,
1997).

Thuét ngit "bién thé" cla trinh ty axit amin nhét dinh theo sang ché c6 nghia 1 cac
mach bén cua, vi du, mot hodc hai géc axit amin dugc thay dbi (vi du, bang cach thay thé
ching b?mg mach bén cua géc axit amin c6 trong tu nhién khac hodc mot s6 mach bén
khac) sao cho peptit nay s& c6 kha nang gin két v6i phan t HLA theo cach gén gibng
nhu peptit gdm c4c trinh tu axit amin nhit dinh bao gém céc trinh ty tr SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 93. Vi du, peptit c6 thé dugc cai bién sao cho noé it nhét 13 duy tri, néu
khéng cai thién, kha nang tuong tac voi va gén két véi ranh gén két ctia phan tr MHC
thich hop, nhu HLA-A*02 hodc -DR, vi theo cach sao cho n it nhét la duy tri, néu
khong cai thién, kha ning gén két voi thu thé TCR ctia c4c té bao T hoat hoa.

Sau dé, céc € bao T nay c6 thé phan tmg chéo voi t& bao va tiéu diét t& bao biéu
hién polypeptit chita trinh tw axit amin ty nhién cua peptit cing ngudn gdc nhu dugce xac
dinh theo cac khia canh cua sang ché. Nhu c¢6 thé thu duoc tir tai liéu khoa hoc va cac co
s& dir liéu (Rammensee et al., 1999; Godkin et al., 1997), mot s6 i tri nhét dinh cta céc
peptit gin két HLA thuong 1 gbc dang neo tao ra trinh tur cia nhén khép véi motif gin
két cia thu thé HLA, dwoc x4c dinh bing dic tinh phan cuc, tinh chat dién vét 1y, ky
nude va cdu hinh khong gian cia cac chudi polypeptit tao thanh ranh gin két. Do do,
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé& c6 thé cai bién trinh tr axit amin néu

trong c4c trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93, bing cach giit nguyén céc gbc

-74-



35241

dang neo da biét, va s& c6 thé x4c dinh xem céc bién thé nay c6 duy tri kha ning gin két
v6i cac phan t¢ MHC nhom I hodc II hay khong. Cac bién thé theo sang ché van duy tri
kha nang gin két véi thu thé TCR cta cac té bao T hoat héa, ma sau d6 ching c6 thé
phan g chéo véi t& bao va tiéu diét té bao biéu hién polypeptit chita trinh tw axit amin
tu nhién cta peptit cung ngudn gbc nhu duge xac dinh theo cic khia canh cua sang ché.

Céc peptit gbc (khong dugc cai bién) nhu dugce bdc 10 & day co thé dugc cai bién
béng cach thay thé mot hoic nhiéu géc & cac vi tri khac nhau, co thé chon loc, trong
chudi peptit, néu khong duoc chi 18 theo cach khac. Tét hon, néu su thay thé cac gbc nay
ndm & diu cua chubi axit amin. Su thay thé nay co thé c6 tinh chét bao toan, vi du, khi
mot axit amin dugc thay thé be"mg axit amin c6 cAu truc va dic tinh twong tw, nhu khi axit
amin ky nudc dugc thay thé bang axit amin ky nudc khac. Tham chi sy thay thé axit
amin c6 kich thudc hodc tinh chét héa hoc va kich thude giéng nhau hodc tuong tu s€
dugc bao toan hon, nhu khi leuxin dugc thay thé bang isoleuxin. Trong cac nghién clru
vé su thay dbi trinh tu & ho cac protein déng dang c6 trong ty nhién, sy thay thé axit amin
nhét dinh thuong dugc dung nap hon so véi céc loai khéc, va su thay thé nay thudng c6
twong quan v6i tinh twong tu vé kich thuéc, dién tich, tinh phan cuc, tinh ky nudc gilta
axit amin gbc va su thay thé cta nd va day 1a co s& cho viée xac dinh “sy thay thé bao
toan”.

Su thay thé bao toan & day dugc xéac dinh 1a sy trao dbi trong mot trong ndm nhém
sau: Nhém 1-cac gbe nhd, béo, khong phén cuc hodc phan cyc khong dang ké (Ala, Ser,
Thr, Pro, Gly); Nhém 2-céac gbc phan cuc, ¢6 dién tich 4m va céc amit cua chung (Asp,
Asn, Glu, Gln); Nhém 3-céac géc phan cuc, ¢6 dién tich duong (His, Arg, Lys); Nhom 4-
cac géc 16n, béo, khong phan cuc (Met, Leu, Ile, Val, Cys); va Nhom 5-cac géc 16n,
thom (Phe, Tyr, Trp).

Su thay thé it bao toan c6 thé lién quan dén su thay thé ciia mot axit amin bing
axit amin khéc c6 cé4c tinh chat twong tw nhung c6 khac biét nhét dinh v& kich thudc, nhu
su thay thé alanin bing gbc isoleuxin. Sy thay thé khong bao toan & mirc cao c6 thé lién
quan dén su thay thé axit amin c6 tinh axit bang axit amin phan cuc, hodc thdm chi bang
axit amin c6 tinh bazo. Tuy nhién, sy thay thé “gbc” nay khong thé bi loai bo khi co thé
khong hiéu qua do cac hiéu qua hoa hoc khong hoan toan du doan duogc va su thay thé
gbe ciing c6 thé lam ting hiéu qua may mén khong du doan dugc tir cac nguyén ly hoa

hoc don gian.
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T4t nhién 12 su thay thé nay c6 thé lién quan dén cAu triac chtr khdng phai L-axit
amin thong thuong. Do d6, D-axit amin ¢ thé dugc thay thé cho L-axit amin thudng
duoc tim thiy trong cic peptit ciia khang nguyén theo sing ché va ciing van dugc bao
gbm trong ban mo ta sdng ché nay. Ngoai ra, c4c axit amin khong chuén (nghia 12 khong
phai céc axit amin tao thanh protein c6 trong tw nhién thong thuong) cling c6 thé dugc st
dung cho muc dich thay thé dé tao ra chét sinh mién dich va polypeptit sinh mién dich
theo sang ché.

Néu sy thay thé & nhidu hon mdt vi tri dugc phat hién 1a tao ra peptit co hoat tinh
khéang nguyén 16n hon hodc gin nhu tuong duong nhu dugc xac dinh dudi day, t6 hop
cta cac thay thé nay s& dugc thir nghiém d& xac dinh xem su thay thé két hop ¢6 tao ra
tac dung bb sung hoic tdc dung hiép dbng dbi véi tinh khang nguyén cia peptit hay
khong. Téi da c6 khong qua 4 vi tri trong peptit s&€ dugc thay thé ddng thoi.

Peptit chil yéu bao gbm trinh tu axit amin nhu dugc xac dinh trén déy c6 thé c6
m6t hodc hai axit amin dang khong neo (xem phin dudi day lién quan dén motif dang
neo) duoc trao d6i ma khong c6 kha nang gin két v6i phan tir cua phirc hop twong thich
mb chinh (MHC) nhém-I hodc nhém-II & ngudi bi thay dbi dang ké hodc bi anh hudng
tiéu cuc, so voi peptit khéng dugce cai bién. Theo phuwong 4n khéc, & peptit chu yéu bao
gém trinh ty axit amin nhu dugc xac dinh ¢ ddy, mot hodc hai axit amin c6 thé duoc trao
ddi véi cac dbi tac trao dbi bao toan ciia chung (xem phan duéi day) ma khong c6 kha
nang gin két v6i phan ti cua phie hop twong thich mé chinh (MHC) nhom-I hodc nhom—
II & nguoi bi thay dbi dang k&, hodc bi anh huéng tiéu cuc, khi so sanh v6i peptit khong
duoc cai bién.

Céc gbe axit amin khong gop phén dang ké vao su twong tac véi thy thé té bao T
¢6 thé duogc cai bién bing cach thay thé bang axit amin khic ma sy két hop nay khong
]am anh hudng dang ké dén kha ning phan ng cia té bao T va khong 1am mét sy ghn két
véi MHC thich hgp. Do d6, ngoai cac diéu kién da dua ra, peptit theo sang ché co thé 1a
peptit bat ky (theo thuat ngfr bao gbm oligopeptit hodc polypeptit), bao gbm céc trinh tu

axit amin hodc phan hodc bién thé ctia n6 nhu di néu.

Bang 6: c4c bién thé va motif cia peptit theo cac trinh ty SEQ ID NO: 4, 9, va 18

Vi tri 1121345 |6|7|8]9]10
SEQ ID No.: 4 AIL |F |G |T |T |[L |E |L
Céac bién thé \Y,
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9110

8

7

6

FILI|L|DQ|VIQ|L |G]|L

Vi tri

SEQ ID No.: 18
Céc bién thé
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Céac peptit dai hon (duoc kéo dai) ciling co thé thich hop. Céc epitop cia MHC
nhom I, mic du thuong cé tur 8 dén 11 axit amin trong chiéu dai mach, ciing c6 thé dugc
tao ra bang cach xir ly peptit tir cac peptit hodc protein dai hon bao gbém epitop thyc té.
Tét hon, néu céc gbc nim ria epitop thuc té 1a cac gbc gan nhu khong anh huéng dén su
phén giai protein cAn thiét dé tiép xuc véi epitop trong khi xit ly.

Cac peptit theo sang ché ¢6 thé dwoc kéo dai tdi da 4 axit amin, nghia 14 1, 2, 3
hodc 4 axit amin co thé dugc bd sung vao mdt trong hai dAu theo td hop bat ky nim trong
khoang tir 4:0 dén 0:4. T hop bét ky cla viée kéo dai theo sdng ché c6 thé dugc tim thiy
trong Bang 7.

Béang 7: T6 hop ctia viéc kéo dai peptit theo sang ché

Déu tan cing C Déu tan cung N

4 0

3 0 hogc 1

2 0 hodc 1 hodc 2

1 0 hodc 1 ho#c 2 hodc 3

0 0 hoic 1 hodc 2 hodc 3 hodc 4
Dau tin ciing N Péu tan cling C

4 0

3 0 hodc 1

2 0 hodc 1 hodc 2

1 0 ho#c 1 ho#c 2 hodc 3

0 0 hodc 1 hodc 2 hodc 3 hodc 4

Céc axit amin dé kéo dai/mé rong c6 thé 1a peptit ¢6 trinh tur gbc ctia protein hodc
(cac) axit amin khéc bét ky. Su kéo dai c6 thé dugc sir dung dé 1am gia ting do én dinh

hodc do tan cta peptit.
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Do do, céc epitop theo sang ché c6 thé gibng véi cac epitop co trong twr nhién lién
quan dén khdi u hodc dic hidu vdi khéi u hoic c6 thé bao gdm céc epitop khac biét
khong qué bbn gbc so voi peptit tham chiéu, mién 13 chung c6 hoat tinh khang nguyén
gan nhur gidng nhau.

Theo phwong 4n khac, peptit dugce kéo dai trén mot hodc ca hai phia b&i nhiéu hon
4 axit amin, t5t hon 12 c6 tdng chiéu dai 1én dén 30 axit amin. Peptit nay c6 thé tao ra cac
peptit gin két v6i MHC nhém I1. Sy gin két véi MHC nhém II c6 thé dugc thir nghiém
bing céc phuong phéap da biét trong linh vuc nay.

Theo d6, sang ché dé xuét cac peptit va bién thé cua epitop cia MHC nhém I,
trong d6 peptit hodc bién thé nay c6 tir 8 dén 100 axit amin, t5t hon 12 ¢6 tir 8 dén 30 axit
amin, va dugc wu tién nhét 1a c6 tir 8 dén 14 axit amin, cu thé1a ¢6 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14
axit amin trong toan bo chiéu dai mach, trong trudng hop céc peptit gén két v6i nhém 11
duoc kéo dai, né ciing 6 thé c6 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 hodc 22 axit amin trong chidu
dai mach.

T4t nhién 12 peptit hodc bién thé theo sang ché s& c6 kha ning gin két véi phan tir
ciia phirc hop tuong thich md chinh (MHC) nhom I hoge II & ngudi. Sw gén két cia peptit
hodc bién thé véi phirc hop MHC c6 thé duoc thir nghiém bang cac phuong phéap da biét
trong linh vuc nay.

Tét hon, néu khi céac té bao T dic hi€u véi peptit theo sang ché dugc thir nghiém
dbi véi peptit duge thé, ndng do peptit ma khi dé cac peptit da thé dat mot nira mirc ting
tdi da trong qua trinh phén giai so véi ndng do tirc thoi 1a khong nhiéu hon khoang 1mM,
tt hon 1a khong nhidu hon khoang 1uM, tét hon nita 1a khong nhiéu hon khoang 1nM,
va vin 5t hon nita 12 khong nhiéu hon khoang 100pM, va tét nhat 12 khong nhiéu hon
khoang 10pM. Ciing dugc uu tién néu peptit da thé dugc nhn biét béi cac té bao T tur
nhidu hon mot déi twong, it nht 1a hai, va tét hon nira 13 ba déi twgng.

Theo mot phuong an duge dic biét wu tién cla sang ché, peptit bao gdm hoic chu
yéu bao gdm trinh tyr axit amin theo trinh tw tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93.

Thuat ngit “chu yéu bao gdm” s& c6 nghia 13, ngoai trinh tu theo trinh ty bét ky
trong s céc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93 hodc bién thé clia né, peptit
theo sang ché chira cac doan axit amin ndm & dau tan cing N va/hodc C bd sung 14 céc
doan khong nhét thiét tao thanh mot phan cua peptit c6 chirc ning lam epitop dbi voi

epitop cua phan tot MHC.
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Tuy nhién, cac doan nay co thé 1 quan trong dé dua hiru hidu peptit theo sang ché
vao té bao. Theo mdt phuong 4n clia sang ché, peptit 14 mot phén cta protein dung hop
bao gdm, vi dy, 80 axit amin & dAu tan cing N cta chudi bét bién lién quan dén khang
nguyén HLA-DR (p33, trong phan “Ti” sau day) khi co ngudn gbc tir NCBI, ma sb truy
cap ngan hang gen la X00497. Trong céc san phim dung hop khéc, peptit theo sdng ché
6 thé dugc dung hop véi khang thé nhu duoc mod ta & diy, hodc phén chirc ndng cua no,
cu thé 13 vao trinh ty cia khéang thé, dé dugc huéng dich dic hiéu b%mg khang thé nay,
hoic vi du, dung hop véi hodc vao khang thé dic hiéu véi té bao dudi gai nhu duge mod ta
& day.

Ngoai ra, peptit hodc bién thé c6 thé dugc cai bién thém dé cai thién 40 4n dinh
va/hodc su gén két v6i cac phan tt MHC dé tao ra mirc do déap g mién dich manh hon.
Cac phuong phép dé t6i vu hoa trinh tu peptit nay 1a da duogc biét rd trong linh vyc nay
va bao gdm, vi dy, viéc dua lién két peptit ngugc hodc lién két khong phai peptit vao.

Trong lién két peptit ngugc, cac gbc axit amin khong duoc lién két bang cac lién
két peptit (-CO-NH-) ma lién két peptit nay bi dao ngugc. Céc chit bét chudc peptit
nguoc-dao ngugc nay co thé dugc tao ra bang cach st dung cic phuong phéap da biét
trong linh vuc ndy, vi du nhu cac chit dugc md ta trong tai liéu cia Meziere va cac d?)ng
tac gia (1997) (Meziere et al., 1997), tai liéu nay dugc dua vao day bang cach vién dan.
Phuong phap nay lién quan dén viéc tao ra chét gia peptit co sy thay dbi lién quan dén
khung chinh va khong c6 su dinh huéng ctia mach bén. Tai liéu cua Meziere va cac dong
tac gia (Meziere et al., 1997) cho thdy ring cac chét gia peptit nay 1a hitu ich dbi voi su
gin két véi MHC va céc dap ung cia té bao T hd trg. Céc peptit ngugce-dao nguoc, chira
cac lién két NH-CO thay cho lién két peptit CO-NH, c6 do bén vai su phan giai protein
t6t hon.

Cac lién két khong phai peptit 13, vi du, -CHp-NH, -CH,S-, -CH,CH,-,
_CH=CH-, -COCH,-, -CH(OH)CH,-, va -CH,SO-. Patent My s6 US 4.897.445 dé xuét
phuong phap tbng hop pha rin ctia cac lién két khong phai peptit (-CH,-NH) trong chudi
polypeptit, phuong phap nay li€n quan dén viéc cac polypeptit dugc téng hop bing
phuong phép chuin va cac lién két khong phai peptit nay dugc tdng hop bang cach cho
aldehyt amin phan tng v6i axit amin v6i sy c6 mat cua NaCNBH;.

Céc peptit chtra trinh ty dugc mo ta trén déy co thé dugc tdng hop bing cac nhém

héa hoc bo sung c¢6 mat & dau tan cung amino va/hodc carboxy cua chung, dé lam ting 40
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4n dinh, do sinh kha dung, va/hodc &i luc cla cac peptit. Vi dy, cdc nhém ky nude nhu
nhém carbobenzoxyl, dansyl, hodc t-butyloxycacbonyl co thé dugc bd sung vao d4u tan
cling amino cta peptit. Tuong tw, nhém axetyl hodc nhém 9-florenylmetoxy-cacbonyl ¢
thé dugc thay thé & ddu tin cing amino cla peptit. Ngoai ra, nhom ky nudc, nhom t-
butyloxycacbonyl, hodc nhém amido ¢6 thé dugc bd sung vao d4u tan cing carboxy cuia
peptit.

Ngoai ra, cic peptit theo sang ché ciing c6 thé dugc tdng hop dé lam thay dbi cau
hinh khong gian ciia chung. Vi du, chit déng phan D cta mot hodc nhiéu gbc axit amin
cua peptit co thé duogc st dung, chir khong phai chét dong phan L. Hon nita, it nhét mot
trong sd cic gbc axit amin cua peptit theo sang ché c6 thé dugc thay thé bang mot trong
sd cac gbe axit amin khong c6 trong tw nhién da biét 15. Cac thay doi nhu néu trén c6 thé
dung dé l1am gia ting do én dinh, do sinh kha dung va/hodc tac dung gin két clia cac
peptit theo sang ché.

Tuong tu, peptit hodc bién thé theo sang ché c6 thd dwoc cai bién bing phuong
phap héa hoc bang cach cho céc axit amin dc hiéu phan ing trude hodc sau khi tong hop
peptit. Vi du vé c4c cai bién nay 1a da duoc biét rd trong linh vuc nay va dugc tom tt, vi
du trong tai liéu: R. Lundblad, Chemical Reagents for Protein Modification, 3rd ed. CRC
Press, 2004 (Lundblad, 2004), tai li€u nay duge dua vao day béng cach vién dan. Su cai
bién hoa hoc ctia axit amin bao gdm, nhung khong chi gii han 0, su ci bién bing cach
axyl hoa, amit hoa, pyridoxyl hoa lysin, alkyl héa khu, trinitrobenzyl héa cac nhom amin
bing axit 2,4,6-trinitrobenzen sulphonic (TNB S), su cai bién amit cia cdc nhom cacboxyl
va céi bién sulphydryl bang cach oxy hoa xystein bing axit thanh axit xysteic, su tao ra
cac din xuét co thity ngén, sy tao ra disulfua hén hop bing céc hop chét thiol khac, su
phan tng v6i maleimit, carboxymetyl hoa bang axit iodoaxetic hodc iodoaxetamit va
carbamoyl héa bing xyanat & do pH c6 tinh kiém, tuy nhién khong chi giéi han & céc cai
bién nay. V& mit nay, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh virc nay ¢ thé tham khao
tai liéu: Chapter 15 of Current Protocols In Protein Science, Eds. Coligan et al. (John
Wiley and Sons NY 1995-2000) (Coligan et al., 1995) vé phwong phap c6 pham vi rong
hon lién quan dén su cai bién héa hoc clia cac protein.

Tém lai, sy cai bién, vi du, clia cac gdc arginyl trong protein thudng dya trén phan
Ung cua céc hop chit vixinal dicacbonyl nhu phenylglyoxal, 2,3-butanedion, va 1,2-

xyclohexandion d8 tao ra san pham cdng. Vi du khac 14 phan (mg cua metylglyoxal vé&i
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cac gbe arginin. Xystein cd thé duogc cai bién ma khong cai bién ddng thoi cac vi tri &i
nhan khéac nhu lysin va histidin. Két qua 1a lugng 16n céc chét phan g c6 thé str dung
dé cai bién xystein. Website ctia cdc cong ty nhu Sigma-Aldrich (http://www.sigma-
aldrich.com) cung cdp thong tin vé cac chét phan tmg dic hiéu.

Viéc khir chon lgc lién két disulfua trong protein cling 13 viéc phé bién. Cac lién
két disulfua c6 thé dugc tao ra va oxy hoa trong qué trinh xt¢ ly nhiét dbi voi duoge phém
sinh hoc. Chét phan g K ctia Woodward c6 thé dwoc sir dung dé cai bién cac gbe axit
glutamic dc hidu. Hop chit N-(3-(dimetylamino)propyl)-N’-etylcarbodiimit c6 thé dugc
st dung dé tao ra céc lién két ngang ndi phan tir gitta gbc lysin va gbe axit glutamic. Vi
dy, dietylpyrocacbonat la chit phan {mg dé cai bién cac gdc histidyl trong protein.
Histidin cing ¢6 thé dugc cai bién bing cach st dung 4-hydroxy-2-nonenal. Phan ung
clia cac gdc lysin va cac gbc a-amin khac ching han 1a hitu ich trong su gin két cla
peptit véi bé mit hodc sy lién két ngang cua céc protein/peptit. Lysin 1a vi tri lién két ciia
poly(etylen)glycol va vi tri cai bién chinh trong qua trinh glycosyl hoa clia cac protein.
Céac gbc methionin trong protein c6 thd dugc cai bién bing, vi dy, iodoaxetamit,
bromoetylamin, va cloamin T.

Tetranitrometan va N-axetylimidazol cé thé dugc st dung dé cai bién cac gbc
tyrosyl. Su tao lién két ngang bing céch tao ra dityrosin c6 thé dugc thuc hién v6i cc ion
hydro peroxit/ dong.

Cac nghién cuu gin day d6i v6i sy cai bién tryptophan d3 st dung N-
bromosucxinimit, 2-hydroxy-5-nitrobenzyl bromua hodc 3-bromo-3-metyl-2-(2-
nitrophenylmercapto)-3H-indol (BPNS-skatol).

Su cai bién thanh cng cc protein va peptit diéu trj bénh bang PEG thudng ¢ lién
quan dén su kéo dai thoi gian ban hiy tudn hoan trong khi tao lién két ngang ctia protein
bang glutaraldehyt, polyetylen glycol diacrylat va formaldehyt dugc st dung dé tao ra
hydrogel. Su cai bién héa hoc ciia cac di nguyén d6i v6i liéu phap mién dich thuong dat
dugc bang cach carbamyl hoa bang kali xyanat.

Peptit hodc bién thé, trong d6 peptit nay dugce cai bién hodc bao gdm céc lién két
khong peptit 1a phuong an duge wu tién cia sang ché. Noi chung, cac peptit va bién thé
(it nhat cac chét nay chira lién két peptit gifta cac gdc axit amin) c6 thé dugc tong hop
bing ché d6 Fmoc-polyamit ctia phuong phép tbng hop peptit pha ran nhu duge boc 1§

trong tai liéu cia Lukas va cac dong tac gia (Lukas et al., 1981) va cdc tai liéu vién dan
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dugc néu & day. Su bao vé tam thdi nhém N-amin dugc thuc hién bdi nhém 9-
florenylmetyloxycacbonyl (Fmoc). Sw phan cat 13p lai ctia nhom bao vé bazo khong bén
& muc cao nay duoc tién hanh bang cach st dung piperidin 20% trong N, N-
dimetylformamit. Cdc nhém chirc & mach bén co thé dugc bao vé nhu cac ete butyl cia
chiing (trong trudng hop serin threonin va tyfosin), céc este butyl (trong truong hop axit
glutamic va axit aspartic), din xuét butyloxycacbonyl (trong trudng hop lysin va
histidin), din xuét trityl (trong trudong hop xystein) va din xuft 4-metoxy-2,3,6-
trimetylbenzensulphonyl (trong trudong hop arginin). Khi glutamin ho3c asparagin 1a cac
gbe & dAu tan cung C, cin sir dung nhom 4 4'-dimetoxybenzhydryl dé bao vé& cac nhom
chirc amido & mach bén. Nén pha rén trén co s& polyme polydimetyl-acrylamit dugc tao
thanh tir ba monome dimetylacrylamit (monome khung chinh), bisacryloyletylen diamin
(nhom lién két ngang) va este acryloylsarcosin metyl (chét tao nhém chirc). Chét lién két
c6 thé phén giai peptit-voi nhya duge st dung 1a din xuét axit khong bén véi axit 4-
hydroxymetyl-phenoxyaxetic. T4t ca cac din xuét axit amin dugc bd sung thém vao dudi
dang din xuét anhydrit dbi xtimg dugc didu ché tir truéc cua ching, ngoai trir asparagin
va glutamin dugc bd sung bing cach st dung phuong phap lién két qua trung gian N, N-
dixyclohexyl-carbodiimit/ 1hydroxybenzotriazol ngugc. Tht ca cac phan ung lién két va
khir bao vé duoc theo d_6i béng cach st dung ninhydrin, axit trinitrobenzen sulphonic
hodc phwong phap thir nghiém isotin. Khi qué trinh téng hop két thuc, cac peptit dugc
phén gidi ra khoi nén nhya va dong thoi loai bé cac nhom bao vé mach bén bing cach xit
Iy bang axit trifloaxetic 95% chira hén hop chét tdy tap 50%. Céc chét tiy tap thuong
dugc st dung bao gém etandithiol, phenol, anisol va nuéc, sy lya chon chinh xéc tuy
thudc vao axit amin thanh phan cia peptit dugc tdng hop. Ciing c6 thé sir dung to hop
phuong phdp pha ran va pha dung dich dé téng hop peptit (vi du, xem tai liéu:
Bruckdorfer et al., 2004, va cac tai li¢u vién dan dugc néu ¢ day).

Axit trifloaxetic duge loai bo bing cach lam bay hoi trong chan khong, sau do
nghién thanh bot véi ete dietyl dé tao ra peptit tho. Cac chét tiy tap bét ky c6 mit dugce
loai bé bang phuong phap chiét mot 1an trong d6 sy dong khd nhanh pha nude tao ra
peptit thd khong chira chét tdy tap. Cac chét phan tng dé tdng hop peptit thudng duoc
mua tir, vi du, cong ty Calbiochem-Novabiochem (Nottingham, Vuong Quéc Anh).

Viéc tinh ché c6 thé dugc thuc hién bing k§ thuat bat ky, hodc t6 hop cac ky thudt

nhu tai két tinh, sic ky loai trir theo kich thuér, sdc ky trao ddi ion, séc ky twong tac ky,
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nuéce va (thudong 13) sic ky 1ong c6 hiéu nang cao pha ngugc bang cach st dung, vi du, k¥
thuat tdch gradien axetonitril/nuéc.

Viéc phan tich peptit co thé duoc tién hanh bing cich st dung phwong phap sic
ky 16p mong, phuong phép dién di, cu thé 13 phuong phap dién di mao dan, phuong phap
chiét pha rin (CSPE), phuong phap séc ky 1oéng c6 hiéu ndng cao pha nguge, phuong
phép phan tich axit amin sau khi thity phan bing axit va bang phuong phap phdi khéi
luong bén pha nguyén tt nhanh (fast atom bombardment: FAB), cling nhu phuong phép
phan tich phéi khéi MALDI va ESI-Q-TOF.

Dé chon loc céc peptit dugc trinh dién quéa miec, profin trinh dién tinh dugc cho
théy su trinh di€n clua mau trung binh ciing nhu su bién ddi 13p lai. DPé profin cua cac mau
thuc thé khdi u quan tAm va dudng gbc cta cac miu mo binh thuong canh nhau. Sau do,
mdi profin ndy c6 thé dugc hop nhit thanh didm sb cta su biéu hién qua muc bing cach
tinh gid tri p cia mo hinh hiéu qua hdn hop tuyén tinh (Pinheiro et al., 2015) diéu chinh
cho nhidu thir nghiém bing ty 1& phat hién sai (Benjamini and Hochberg, 1995) (xem vi
du 1).

Pé xac dinh va dinh lugng tuong dbi cac phdi tir cia HLA bang phuong phép phd
khéi lugng, cac phan tir HLA tur mAiu mo6 dugc dong lanh sbc dugce tinh ché va cac peptit
lién quan dén HLA dugc phan lap. Cac peptit phén 1ap dugc dugce tach ra va trinh tu
duoc xac dinh bang céac thit nghiém sdc ky 1ong-phd khéi lugng (liquid chromatography-
mass spectrometry: LC-MS) ion héa phun dién tir nano (nano-electrospray-ionization:
nanoESI) tryc tuyén. Céc trinh tw peptit tao thanh dugc kiém tra bang cach so sanh mau
phan manh cua céc peptit lién quan dén khdi u (TUMAP) ty nhién ghi duoc tir cic mau
bénh ung thu thuc quan (N = 16 mau duong tinh A*02) v6i cac mau phan manh cla cac
peptit tham chiéu tbng hop tuong tng cia cac trinh ty gidng nhau. Do céc peptit dugc
xéc dinh truc tiép dudi dang phdi tir ctia cac phan tir HLA cla khéi u nguyén phat, cac
két qua ndy cung cip biang chimg truc tiép vé viéc xir Iy va trinh dién tu nhién cla cac
peptit dugc xac dinh d6i v6i md ung thu nguyén phét thu duge tir 16 bénh nhén ung thu
thuc quan.

Thiét bi phat hién XPRESIDENT® v2.1 (vi dy, xem cOng 56 don y€u cau cép
patent My s6 US 2013-0096016, tai liéu nay dugc dua vao day bing cach vién dan toan
b6 ndi dung ctia n6) cho phép xac dinh va chon lgc cac ing vién vacxin peptit dugc trinh

dién qua mirc lién quan trén co s¢ dinh lugng tuong dbi truc tiép luong peptit gi¢i han
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boi HLA trén cic md ung thu so v6i mot vai md va co quan khong ung thu khac nhau.
Diéu nay dat dugc bang cach phat trién phuong phéap dinh luong khac nhau khong danh
du bang cach sir dung dit liéu LC-MS thu dugc duge xir ly bang chuong trinh phan tich
dir liéu doc quyén, két hop céc thuat toan dé x4c dinh trinh ty, phan cum phé, dém ion,
dong thing hang thoi gian duy tri, gidi phong trang thai tich dién va chuén hoa.

Mitrc d trinh dién bao gdm ca sai sb wée tinh d6i v6i mdi eptit va mau dugce thiét
1ap. Cac peptit chi dugc trinh dién trén mo khdi u va cac peptit dugc trinh dién qua mirc
trong khdi u so véi cdc co quan va md khong ung thu da dugc xac dinh.

Céc phirc hop HLA-peptit 14y tir cac mAu mo ung thu thue quan dugce tinh ché va
céc peptit lién quan dén HLA dugc phan 14p va phén tich bang phuong phép LC-MS
(xem cac vi du). Tét ca cac peptit TUMAP theo sing ché dugc xac dinh bing phuong
phap nay trén cac mau bénh ung thu thuc quan nguyén phat déu khing dinh sy trinh dién
clia ching trén bénh ung thu thuc quan nguyén phat.

Céc peptit TUMAP duge xac dinh trén nhiéu mé bénh ung thu thyc quan va mo
binh thuong dugc dinh lugng bing cach st dung phuong phap dém ion theo céc dit liéu
LC-MS khong danh déu. Phuong phép ndy gia dinh ring cac ving tin higu LC-MS cia
peptit co fuong quan v6i sy c6 mit qua nhiéu cia chung trong mau. Tét ca céc tin hiéu
dinh luong cta peptit trong cac thir nghiém LC-MS khac nhau du duoc chuin héa trén
co s& xu huéng trung tam, duoc tinh trung binh theo mdi mau va duoc hop nhét thanh
bidu db cot, duoc goi 14 profin trinh dién. Profin trinh dién nay hop nhat cic phuong phép
phan tich khac nhau nhu tim kiém co s¢ dit liéu protein, phdn cum phd, giai phong trang
thai tich dién (khu tich dién) va dong thing hang thoi gian duy tri va chuén hoa.

Ngoai su biéu hién qua muc cua peptit, su biéu hién mARN cua gen co s& cling
dugc thir nghiém. Cac s6 liéu mARN thu dugc A bang cach phan tich RNASeq cuia cac
m6 binh thudng va md ung thu (xem vi du 2). Ngudn bd sung cua s6 liéu vé& md binh
thuong 13 co s& dit liéu cta s6 liéu vé sy biéu hién cia ARN cong khai tir khoang 3000
mAau md binh thuong (Lonsdale, 2013). Tét hon, néu peptit c6 ngudn gdc tir protein o sy
ma héa mARN duge biéu hién & mirc cao trong moé ung thu nhung dugc biéu hién & muc
rat thip hodc khong c6 mit trong cac md binh thuong con séng, dugc dua vao sang ché.

Ngoai ra, thit bi phat hién XPRESIDENT® v2.x cho phép dinh lwong tuy¢t dbi
truc tiép MHC-, t6t hon 13 duoc gidi han boi HLA, mitc peptit trén cac mo ung thu hodc

mo bi bénh khac. Tom lai, téng sb luong té bao duge tinh tir ham lugng ADN téng sb cua
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mAu md dugc phéan tich. Téng lugng peptit clia peptit TUMAP trong mau mé dugc xac
dinh bing phuong phap nanoLC-MS/MS theo ty 1€ cua peptit TUMAP tu nhién va luong
d3 biét cua dang duoc danh diu bang dong vi phong xa cta peptit TUMAP, con dugc goi
14 chit chuin ndi. Hiéu qua cia sy phan 14p peptit TUMAP dugc xac dinh bing cach bd
sung phirc hop peptit:MHC cta tht ca céac peptit TUMAP dugc chon vao dich tan m6 ¢
thoi diém sém nhét c6 thé cta qua trinh phan 14p TUMAP va su phat hién ching bang
phuong phép nanoLC-MS/MS sau khi két thic qua trinh phan 14p peptit. Téng s6 luong
t& bao va luong peptit dugce tinh tir ba 13n x4c dinh d6i voi mdi miu md. Hiéu suét phan
1ap peptit ddc hiéu dugc tinh tir gid tri trung binh thu dugc tir 10 thir nghiém bd sung, mdi
thir nghiém dugc thuc hién ba 14n (xem vi du 6 va bang 12).

Sang ché dé cap dén céc peptit hitu ich trong vigc didu tri bénh ung thu/khéi u, tbt
hon néu 12 bénh ung thu thuc quan duogc biéu hién qua muc hodc chi biéu hién céc peptit
theo sang ché. Céc peptit nay dugc chimg minh bang phuong phép phd khéi lugng duge
biéu hién trong trr nhién boi cac phéan tr HLA trén mau bénh ung thu thuc quan nguyén
phat & nguoi.

Nhiéu gen/protein ngudn (con dugc goi 1a “protein co chidu dai day du” hodc
“protein co s¢”") ma cac peptit co ngudn gbe tir 46 duge chimg minh 13 biéu hién & muc
qua cao & bénh ung thu so vdi cac md binh thudng — thuét ngft “cac md binh thudng” lién
quan dén sing ché nay s& c6 nghia 13 té bao thuc quan khoe manh hodc céc té bao md
binh thuong khéac, chimg minh su li€n quan dén khéi u & mitc cao cua cac gen ngudn
(xem vi du 2). Ngoai ra, chinh cic peptit dugc biéu hién & mirc qua cao trén mo khéiu —
thuat ngt “mod khdi u” lién quan dén sang ché nay c6 nghia 12 mau 14y tir bénh nhan mic
bénh ung thu thuc quan ma khong phai trén cac mo binh thuong (xem Vi du 1).

Céc peptit gin két véi HLA c6 thé duge nhén biét boi hé mién dich, cu thé 1a cac
éb%WmméTC@éb%Tuﬂ%th@c@éb%bﬁﬂ%nﬂ@ﬂmﬂﬂA@wm
d duoc nhan biét, vi du, cac té bao ung thu thyc quan biéu hién peptit c6 ngudn goc tir
do.

Cac peptit theo sang ché d3 dugc ching minh 13 c6 kha nang kich thich dap tng
cua té bao T va/hoidc duge biéu hién qua muc va do do co thé duoc st dung dé tao ra
khéang thé va/hodc cac thu thé TCR, cu thé 1a thu thé TCR hoa tan theo sang ché (xem vi
du 3, vi du 4). Ngoai ra, khi cac peptit dugc tao phirc véi MHC tuong ung ciing co thé
duoc st dung dé tao ra khang thé va/hoic thu thé TCR, cu thé 1a cac thu thé hoa tan
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sTCR theo sang ché. Cac phuong phép twong ung la da duge biét 8 v6i ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vyc nay, va ciing c6 thé dugc tim thiy trong céc tai liéu chuyén
nganh twong tng. Do d6, céc peptit theo sang ché hitu ich dé tao ra dap ng mién dich &
bénh nhan ma nhdy d6 céc té bao khéi u c6 thé bi pha hiy. Dép tmg mién dich & bénh
nhan c6 thé dugc tao ra bang cich st dung truc tiép cac peptit d3 md ta hodc tién chét
thich hop (vi du, peptit dugc kéo dai, protein, hodc axit nucleic ma hoa céac peptit nay)
cho bénh nhén, 1y tuéng 13 két hop véi chit 1am gia ting tinh sinh mién dich (nghia 1a ta
dugc). Pap tmg mién dich ¢6 ngudn gbc tir viéc tiém chung vacxin diéu tri bénh nay c6
thé duoc du kién 13 c6 do dic hiéu cao vdi cac t& bao khéi u do céc peptit dich cua sang
ché khong duge biéu hién trén md binh thuong véi sb lugng ban sao twong duong, didu
ndy ngin nglra nguy co cia cac phan ng tu mién khong mong mubn ddi voi t€ bao binh
thuong ¢ bénh nhan.

Sang ché con dé cap dén thu thé cac thu thé té bao T (TCR) chua chudi alpha va
chudi beta (“thu thé TCR alpha/beta”). Sang ché con dé xuét cac peptit HAVCR1-001 c6
khé ning gin két vé6i cac thu thd TCR va khang thé khi dugc biéu hién bsi phan t¢ MHC.
Sang ché con & xuét axit nucleic, vecto va té bao chi d& biéu hién thu thé TCR va peptit
theo sang ché; va phuong phap sir dung chiing.

Thuét ngit « thy thé té bao T (viét tit 12 TCR) dé chi phén tir di dime chira chudi
polypeptit alpha (chudi alpha) va chudi polypeptit beta (chudi beta), trong d6 thu thé di
dime nay c6 kha niang gin két voi khang nguyén ciia peptit dugc trinh dién bdi phan tu
HLA. Thuét ngit nay con bao gdm thuit ngft con dugc goi la thy thé TCR gama/delta.

Theo mot phwong 4n, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra thu thé TCR nhu
dugc mo ta & day, phuong phap nay bao gdm budc nudi cAy té bao chli c6 kha ning bidu
hién thy thé TCR trong céc diéu kién thich hop dé kich thich sy biéu hién cia thu thé
TCR nay.

Theo khia canh khéac, sang ché d& cap dén phuong phép trong d6 khang nguyén
duoc tai 1én cac phan tr cia MHC nhém I hodc IT dugc biéu hién trén bé mit cia t€ bao
trinh dién khang nguyén thich hop hodc té bao trinh dién khang nguyén nhan tao bang
cach cho khang nguyén véi lugng du tiép xuc véi té bao trinh dién khang nguyén hodc
khéng nguyén nay dugc tai 1én cia tetrame cia MHC nhom I hodc II bing cach tetrame
hoa cac monome phirc hgp khang nguyén/MHC nhém I hodc II nay.

Mbi chudi alpha va beta cta thy thd TCR alpha/beta, va chudi gama va delta clia
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thu th TCR gama/delta, thudng dugc cho la c6 hai "vung", cu thé 13 ving bién dbi va
ving 6n dinh. Ving bién dbi gdm sur két chudi cia ving bién ddi (V), va ving ndi (7).
Ving bién ddi cling ¢6 thé bao gdm ving dn dau (L). Céc chudi beta va delta cing c6
thé bao gdm vung da dang (D). Céc ving 4n dinh alpha va beta ciing c6 thé bao gdm céc
ving xuyén mang (TM) & dAu tan cing C d& neo cac chudi alpha va beta véi mang té
bao.

Lién quan dén thu thé TCR gama/delta, thuat ngir "ving bién doi ciia thy thé TCR
gama", khi dugc sir dung & ddy, dé chi su két chudi cua ving thu thé TCR gama V
(TRGV) ma khong c6 ving dan dau (L), va ving thu thé TCR gama J (TRGJ), va thuft
ngit vung 4n dinh cua thu thé TCR gama dé chi ving TRGC ngoai bao, hodc trinh tu
TRGC bj cét cut & diu tan cing C. Tuong ty, thudt ngit "ving bién ddi cia thu thé TCR
delta” d& chi su két chudi cta ving thu thé TCR delta V (TRDV) ma khong c6 ving dan
ddu (L) va ving thy thé TCR delta D/J (TRDD/TRDYJ), va thuat nglt “ving 4n dinh cta
thu thé TCR delta” d& chi ving TRDC ngoai bao, hogc trinh ty TRDC bi cét cut & dau tan
cung C.

Tét hon, néu cac thy thé TCR theo sang ché gin két voi phtic hgp peptit
HAVCR1-001- phan tr HLA véi 4i lyc gén két (KD) khoang 100pM hodc nhé hon,
khoang 50pM hoidc nhé hon, khoang 25uM hodc nho hon, hodc khoang 10uM hodc nho
hon. Pugc wu tién hon 1a céc thu thé TCR ai luc cao co ai lyc gin két khoang 1uM hodc
nhéhon,khoéngIOOnhdhoécnhéhﬁn,khoéng50nh4hoécnh6hon,khoéngZthdhoac
nhoé hon. Vi du khong lam giéi han vé khoang 4i luc gin két dugc wu tién cla cac thy thé
TCR theo sang ché bao gdm céc khoang tir 1nM dén 10nM; tir 10nM dén 20nM; tir 20nM
dén 30nM: tir 30nM dén 40nM; tir 40nM dén 50nM; tir S0nM dén 60nM; tir 60nM dén
70nM; tir 70nM dén 80nM; tir 80nM dén 90nM; va tir 90nM dén 100nM.

Khi dugc st dung & day lién quan dén cac thy thé TCR theo sang ché, thuat ngit
“su gén két dic hidu” va cac bién thé vé ngit phap cta ching dugc sir dung @8 chi thu thé
TCR c¢6 & luc gén két (KD) dbi véi phirc hop peptit HAVCR1-001-phén tir HLA bang
100uM hoadc nhé hon.

Céc thu thé di dime TCR alpha/beta theo sang ché c6 thé c6 lién két disulfua dugc
dua vao gilta cac vung 4n dinh cta chung. Céc thu thé TCR thudc loai nay dugc wu tién
bao gém cac thu thé c6 trinh ty ving 4n dinh TRAC va trinh ty ving 4n dinh TRBC1
hosic TRBC2 ngoai trir viéc cac géc Thr 48 cia TRAC va Ser 57 cua TRBCI1 hodc
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TRBC2 dugc thay thé bing céc gbc xystein, cac gbc xystein nay tao thanh lién két
disulfua gitta trinh ty viung én dinh TRAC va trinh ty ving 4n dinh TRBC1 hoic TRBC2
ctia thy thé TCR.

Bét k& c6 hogc khong c6 lién két gifta cac chudi duge dua vao néu trén, cac thu thé
di dime TCR alpha/beta theo sang ché c6 thé c6 trinh ty ving 6n dinh TRAC va trinh ty
ving én dinh TRBC1 hoic TRBC2, va trinh ty ving 6n dinh TRAC va trinh tw ving 6n
dinh TRBC1 hoiic TRBC2 ciia thy thé TCR c6 thé dugc lién két bang lién két disulfua tu
nhién gitta gbc Cys4 cua exon 2 ciia TRAC va gbc Cys2 cua exon 2 ciia TRBCI hodc
TRBC2.

Céc thu thé TCR theo séng ché ¢6 thé chira chét danh du c6 thé phat hién duoc
chon tir nhom bao gdm dbng vi phéng xa, nhém huynh quang va biotin. Cac thu thé TCR
theo sang ché c6 thé duge lién hop véi chét c6 hoat tinh diéu tri, nhu ddng vi phéng xa,
chat hoa tri liéu, hodc doc td.

Theo mot phuong an, thu thé TCR theo sang ché co it nhat mot dot bién trong
chudi alpha va/hodc co it nhit mot dot bién trong chudi beta c6 su glycosyl hda dugce cai
bién so v6i thu thé TCR khong dugc dot bién.

Theo mot phuong an, thu thé TCR chta it nhit mot dot bién trong chudi alpha cua
thu thé TCR va/hoiic chudi beta ciia thu thé TCR c6 4i lyc gén két, va/hoge chu ky ban
hity ciia su gin két, v6i phire hop peptit HAVCR1-001- phén tir HLA, it nhét 13 gip doi
so véi thu thé TCR chira chudi alpha cta thu thé TCR khong duge dot bién va/hodic chudi
beta ctia thu thé TCR khong dugc dot bién. Viéc lam ting ai luc cla céc thu thé TCR dic
hiéu khdi u, va su khai thac cua né, dua vao sy tdn tai cua khung i lyc cua TCR tdi wu.
Su tOn tai ciia khung ndy dua trén viéc quan sat duge rang céc thu thé TCR dic hidu voi
tac nhan gy bénh dugc gidi han boi HLA-A2 c6 gia tri KD thuong thap hon khoang 10
1in so vi cac thu thé TCR dic hiéu véi khang nguyén ban than lién quan dén khoi u
duoc giéi han bdi HLA-A2. Hién nay, da biét rang mic du cac khang nguyén khéi u c6
kha nang sinh mién dich, do cac khéi u sinh ra tir cac t& bao cta chinh ddi tugng chi dot
bién mot hodic nhidu protein bing cach xit Iy dich mé bién ddi s& duoc h¢ mién dich coi 1a
khang nguyén ngoai lai. Cac khdng nguyén dugc diéu hoa ting hodc dugc biéu hién qua
murc (con dugc goi 1a khang nguyén ban than) s& khong nhét thiét gy ra déap ung mién
dich chirc niang khang u: cac té bao T biu hién thu thé TCR c6 kha ning phan ing & mic

cao v6i cac khang nguyén nay s& khong dugc chon trong tuyén tc trong qua trinh dugc
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goi 12 dung nap trung tdm, nghia la chi con lai cac té bao T véi thu thé TCR ¢6 4i luc thép
d6i voi khang nguyén ban than. Do d9, i luc cta céc thu thé TCR hoic cac bién thé ciia
peptit HAVCR1-001 theo sang ché c6 thé duge ting 1én bang cic phuong phép da biét ro
trong linh vuc nay.

Sang ché con dé Xuét phuong phap nhén biét va phan 1ap thu thé TCR theo sang
ché, phuong phép nay bao gbm buédc G cac té bao PBMC, duoc 13y tir ngudi cho khoe
manh am tinh véi HLA-A*02, v6i monome A2/HAVCRI1-001, G céc té bao PBMC nay
voi tetrame-phycoerythrin (PE) va phén lap cac té bao T ¢6 4i luc cao bang phuong phap
phan tich Calibur-phén loai t& bao dugc hoat héa huynh quang (florescence activated cell
sorting: FACS).

Sang ché con d& cap dén phuong phéap nhén biét va phan lap thu thé TCR theo
sang ché, phuong phép nay bao gdm budc thu duge chudt chuyén gen c6 toan bd locus
gen TCRap cia ngudi (1,1 va 0,7Mb), co6 cac t& bao T biéu hién danh muc thu thé TCR
da dang cta nguoi dé bu lai sy thiéu hut thu thé TCR cua chudt, sinh mién dich cho chudt
ndy bang HAVCR1-001, u cac t& bao PBMC thu dugc tir chudt chuyén gen véi tetrame-
phycoerythrin (PE), va phén 18p cac t bao T co 4i luc cao bang phwong phap phén tich
Calibur-phan loai té bao dugc hoat héa huynh quang (FACS).

Theo mot khia canh, dé thu dugc té bao T biéu hién thu thé TCR theo séng ché,
axit nucleic ma héa chudi alpha-TCR va/hodc chudi beta-TCR theo sang ché dugc tach
dong vao céac vecto biéu hién, nhu gama retrovirut hogc lentivirut. Cac virut tai t6 hop
dugc tao ra va sau d6 dugc thir nghiém vé& mit chtrc ning, nhu d§ dic hiéu khang nguyén
va 4i luc chirc ning. Tiép do, phan phan udc cua san phim cudi duoc st dung dé ti nap
quén thé té bao T dich (thuong dugc tinh ché tir cac té bio PBMC cua bénh nhén), quan
thé nay dugc mé rong trude khi tiém truyén vao bénh nhan.

Theo khia canh khéc, dé thu duoc céc té bao T biéu hién thu thé TCR theo séng
ché, ARN cua thu thé TCR dugc tdng hop bing céac k¥ thuét da biét trong linh vuc nay,
vi du, cac hé phién mi in vitro. Sau d6, ARN cua thy thé TCR téng hop dugc in vitro nay
dwoc dua vao cac té bao T CD8+ so cép duoc 14y tir ngudi cho khoe manh bang cach gay
xung dién dé biéu hién lai chudi alpha-TCR va/hodc chudi beta-TCR ddc hiéu khéi u.

Pé lam gia ting mirc 4o biéu hién, axit nucleic ma hoa cac thu thé TCR theo séng
ché c6 thé duoc lién két hoat dong voi cac gen khoi d4u manh nhu doan lip & du tan

cing dai (long terminal repeat: LTR) ctlia retrovirut, virut cu bao (cytomegalovirus:
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CMV), virut té bao gbc ciia chudt (murine stem cell virus: MSCV) U3, phosphoglyxerat
kinaza (phosphoglycerate kinaza: PGK), B-actin, ubiquitin, va gen khoi ddu phirc hop
virut cia khi 40 (simian virus 40: 40SV40)/CD43, yéu t6 kéo dai (yéu td kéo dai: EF)-1a
va gen khéi dAu tao & bénh & lach (spleen focus-forming virus: SFFV). Theo phuong an
duoc uu tién, gen khoi dau nay khéc loai voi axit nucleic dugc biéu hién.

Ngoai gen khoi dau manh, cat xet biéu hién thy thé TCR theo sang ché co thé
chira cac thanh phin b sung dé co6 thé 1am gia ting mac do bidu hién chuyén gen, bao
gdm ca duong da purin trung tdm (central polypurine tract: cPPT), dé kich thich su
chuyén doan nhén cta ciu tric cua lentivirut (Follenzi et al., 2000), va yéu t6 diéu hoa
sau phién mi ctéa virut viém gan & chudt chiii (woodchuck hepatitis virus
posttranscriptional regulatory element: wPRE), yéu t6 nay lam tang mirc do biéu hién
chuyén gen bang cach lam tang tinh 4n dinh ctia ARN (Zufferey et al., 1999).

Céac chudi alpha va beta cta thu thé TCR theo sang ché c6 thé duoc ma hoa bang
axit nucleic nim trén cic vecto riéng biét, hodc co thd duoc ma hoa bang polynucleotit
ndm trén chinh vecto nay.

Can dat dugc su biéu hién trén bé mit cia thu th& TCR & mitc cao d& cho ca chudi
alpha-TCR va chudi beta-TCR cta thu thé TCR dua vao dugc phién md ¢ mirc cao.
Nhim muc dich nay, ca chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR theo sang ché ¢6 thé duoc
tach dong vao ciu tric bi-xistronic trong mot vecto, vecto ndy da dugc chung minh 1a ¢
thé khic phuc dugc yéu cidu néu trén. Viéc st dung diém vao trong ribosom
(intraribosomal entry site: IRES) clia virut ¢ giita chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR
tao ra su biéu hién két hop ciia ca hai chudi ny, 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 ma, didu
ndy dam béo ring tao ra ty 1& mol trong duong cua cac chudi alpha-TCR va beta-TCR
(Schmitt et al. 2009).

Axit nucleic ma hoa cac thu thé TCR theo séng ché c6 thé 13 codon dugc t&i wu
hoa dé 1am ting su biéu hién tir t€ bao chu. Sy I3p lai trong ma di truyén cho phép mot s6
axit amin cin dugc ma héa bing nhiéu hon mot codon, nhung mot s& codon “it tbi wu”
hon cac codon khac do d9 kha dung tuong dbi cuia sy ghép cap ciia cac ARN van chuyén
(tRNA) cling nhu cac yéu td khac (Gustafsson et al., 2004). Viéc cai bién céc trinh tu gen
cia TCR-alpha va TCR-beta sao cho m&i axit amin dugc ma hoa bing codon toi vu abi

voi sy biéu hién gen cta dong vat c6 v, cling nhu loai bd motif khong on dinh cuia ARN
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thong tin hodc cac vi tri ghép 4n, da dugc chung minh 13 lam ting dang ké mirc do bidu
hién gen ctia TCR-alpha va TCR-beta (Scholten et al., 2006).

Ngoai ra, su bét cip sai gitta chudi TCR dugc dwa vao va chudi TCR ndi sinh ¢c6
thé 1am cho tinh dic hiéu thu dugc c6 nguy co déng k& v& tinh ty mién dich. Vi dy, su tao
ra céc dime TCR hdn hop c6 thé 1am giam sb lugng phan tir CD3 c6 thé tao ra phirc hop
TCR dugc bt cip thich hgp, va do d6 ¢6 thé lam giam déng ké 4i lyc chirc ning cla cic
t6 bao hidu hién thu thé TCR dugc dua vao (Kuball et al., 2007).

Pé lam giam mirc do bét cip sai, ving du tan cing C cua céc chudi TCR theo
sang ché dugc dua Véb ¢6 thé duge cai bién dé kich thich 4i luc gitta cac chudi, trong khi
lam giam kha ndng bat cip voi TCR noi sinh cua cac chudi dugc dua vao. Chién lugc nay
c6 thé tao ra su thay thé cac ving & diu tan cing C cta chudi TCR-alpha va TCR-beta
cla ngudi bing céc ving twong Ung ciia chudt cia ching (ving & dAu tin cing C cia
chuét); tao ra lién két disulfua thir hai giira céac chudi trong ving & dAu tan cing C bing
cach dua gbe xystein thi hai vao ca chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR cia thy thé
TCR dugc dua vao (su cai bién xystein); trao dbi cac gde tuong tac trong cac ving & dau
tan cing C ctia chudi alpha-TCR va chudi beta-TCR (phwong phap “chd phinh vao chd
16m” “knob-in-hole’’); va dung hop cic vung 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 an, té bao chu dugc thiét ké d8 bidu hién thu thé TCR theo séng
ché. Theo cac phuong 4n duge uu tién, t& bao chu 12 té bao T hoidc t4 tién coa té bao T
cta nguoi. Theo mot sb phuong an, té bao T hodc td tién cla té bao T thu duoc tir bénh
nhan ung thu. Theo céc phuong 4n khac, té bao T hodc td tién cia té bao T thu dugc tir
nguoi cho khdée manh. Té bao chu theo sang ché c6 thé 13 té bao khac loai hoic té bao tu
than ddi v6i bénh nhan can diéu tri. Theo mot phwong an, vat chi 1a t€ bao T gama/delta
duoc bién nap dé biéu hién thy thé TCR alpha/beta.

“Dugc pham” 14 ché phim thich hop dé sir dung cho ngudi trong linh vuc'y té. Tt
hon, néu dugc phdm nay vo khuén va duoc bao ché theo huéng din thuc hanh san Xuat
t6t (Good Manufacturing Pratice: GMP).

Céc dugc phdm chira peptit & dang tu do hodc & dang mudi duge dung (cling xem
phin trén ddy). Khi duge sir dung trong ban mé ta nay, thuat ngi "mubi dugc dung" dé
chi din xuét clia peptit dugc boc 10 trong do peptit nay dugc cai bién bing cach tao mubi

axit hoic mudi bazo ctia né. Vi du, cdc muoi axit dugc diéu ché tu bazo tu do (trong do
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thuong 1a dang trung tinh ctia dugc chét ¢c6 nhom —NH2 trung tinh) lién quan dén phan
g véi axit thich hgp. Céc axit thich hop @8 didu ché cac mubi axit bao gdm ca céc axit
hitu co, vi du, axit axetic, axit propionic, axit glycolic, axit pyruvic, axit oxalic, axit
malic, axit malonic, axit sucxinic, axit maleic, axit fumaric, axit tartaric, axit xitric, axit
benzoic, axit xinamic, axit mandelic, axit metan sulfonic, axit etan sulfonic, axit p-
toluensulfonic, axit salixylic, va axit twong tw, cling nhu cac axit vd co, vi dy, axit
clohydric, axit bromhydric, axit sulfuric, axit nitric, axit phosphoric va axit tuong tu.
Nguoc lai, viéc didu ché cac mubi bazo cla géc axit ¢6 thé c6 mit trén peptit dugc diéu
ché bing cach sir dung bazo duge dung nhu natri hydroxit, kali hydroxit, amoni hydroxit,
canxi hydroxit, trimetylamin hodc bazo twong tu.

Theo phuong 4n dugc dic biét vu tién, duge pham chtra peptit dudi dang mudi ciia
axit axetic (axetat), triflo axetat hodc axit clohydric (clorua).

Tét hon, néu thudc theo sang ché 13 liéu phap mién dich nhu vacxin. Vacxin nay
c6 thé dugc st dung truc tiép cho bénh nhan, vao co quan bi bénh hodc st dung qua
dudng toan than nhu i.d., im., s.c., i.p. va i.v., hodc dugc su dung ex vivo cho cac té bao
c6 ngudn gbc tir bénh nhan hodc dong té bao cta ngudi ma sau d6 duge sit dung cho
bénh nhan nay, hodc dugc sir dung in vitro dé chon loc tiéu quan thé cta cac té bao mién
dich c6 nguén géc tir bénh nhan ma sau d6 dugc str dung lai cho bénh nhan nay. Néu axit
nucleic dugce st dung cho cac té bao in vitro, n6 ¢ thé hitu ich cho céc té bao can dugc
chuyén nhidm d& ddng biéu hién cac xytokin kich thich mién dich, nhu intolokin-2. Peptit
6 thé gé‘m nhu tinh khiét, hodc dugc két hop v6i ta duge kich thich mién dich (xem phﬁn
dudi day) hodc dugc st dung két hop v6i cac xytokin kich thich mién dich, hodc dugc sir
dung vai hé gidi phong fhich hop, vi dy, liposom. Peptit cling c6 thé dugc lién hop voi
chit mang thich hgp nhu hemoxyanin ha (keyhole limpet haemocyanin: KLH) hodc
manan (vi dy, xem cong bd don quéc té s6 WO 95/18145 va tai liéu (Longenecker et al.,
1993)). Peptit cling co thé dugc huéng dich, co thé 1a protein dung hgp, hodc c6 thé 1a
phan tt lai. Céc peptit c6 trinh ty dugce néu trong sang ché dugc dy kién 14 kich thich cac
t& bao T CD4 hodic CDS. Tuy nhién, su kich thich cac t& bao T CD8 c6 hiéu qua hon khi
c6 su tro gitp cua té bao T hd trg CD4. Do d6, d6i véi céc epitop cia MHC nhém I kich
thich té bao T CD8, dbi tac dung hop hodc cic phan phan ti lai 1a thich hop dé tao ra céc
epitop kich thich té bao T duong tinh véi CD4. Céc epitop kich thich CD4- va CD8- la da

duge biét rd trong linh vuc ndy va bao gdm céc epitop dd dugc xac dinh theo sang ché.
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Theo mot khia canh, vacxin chira it nhét mét peptit c6 trinh tu axit amin dugc néu
trong céc trinh tw tir SEQ ID No. 1 dén SEQ ID No. 93, va it nhat mot peptit bd sung, tot
hon 14 chira tir 2 dén 50, t&t hon nita 1 chira tir 2 dén 25, thdm chi t6t hon ni¥a 1 chra tir
2 dén 20 va tét nhit 13 chtra 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 hodc 18
peptit. (Céc) peptit nay co thé c6 ngudn gbc tir mot hodc nhiéu TAA dic hiéu va c6 thé
gén két véi cac phan tir cia MHC nhom 1.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuét axit nucleic (vi du, polynucleotit) mi hoa
peptit hodc bién thé cua peptit theo sang ché. Polynucleotit nay c6 thé 13, vi du, ADN,
ADN bd trg, APN, ARN hodc hdn hop cta chung, & dang s¢i don va/hodc sgi kép, hodc
dang nguyén thé hoic dang dn dinh cua cac polynucleotit, vi du nhu cac polynucleotit ¢6
khung chinh phosphorothioat va n6 co6 thé chtra hodc khong chura intron mién 13 né ma
hoéa peptit. T4t nhién 1a chi céc peptit chira cac gdc axit amin c6 trong tw nhién dugce lién
két bang céc lién két peptit c6 trong ty nhién 1 c6 thé ma hoa bing polynucleotit. Theo
khia canh khdc, sang ché d2 xuét vecto bidu hién c6 kha niang biéu hién polypeptit theo
sang ché.

Nhidu phuong phap khéc nhau da duoc phat trién dé lién két cac polynucleotit, ddc
biét 1a ADN, véi cac vecto, vi du, béng cac diu két dinh bb tro. Chéng han, cac vung
polyme ddng nhat b tro c6 thd dugc bd sung thém vao doan ADN can duogc chén vao
ADN cua vecto. Sau do, vecto va doan ADN dugc ndi bang su lién két hydro giita cac
dudi polyme ddng nhét bd trg dé tao ra cac phan tit ADN tai t6 hop.

Céac nhom lién két tng hop chira mot hodc nhiéu vi tri giéi han tao ra phuong
phap thay thé dé ndi doan ADN véi cac vecto. Cac nhom lién két tong hop chira nhiéu vi
tri endonucleaza giéi han dugc béan trén thi truong tir nhidu ngudn bao gbm ca tlr cong ty
International Biotechnologies Inc. New Haven, CN, My.

Phuong phéap céi bién mong muébn dbi voi ADN ma hoa polypeptit theo sang ché
stt dung phan tmg chudi polymeraza nhu dugc boc 19 trong tai liéu cua Saiki RK va céac
ddng tac gia (Saiki et al., 1988). Phuong phép nay c6 thé dugc sir dung dé dua ADN vio
vecto thich hop, vi du, bang k§ thuat xt ly vi tri giéi han thich hop, hodc phuong phép
nay c6 thé dugc st dung @& cai bién ADN theo cach hitu ich khac nhu d biét trong linh
vuc nay. Néu cac vecto cta virut duge st dung, vecto poxvirut hodc vecto adenovirut
duoc uu tién.

Tiép d6, ADN (hodc trong trudng hop vecto retrovirut, ARN) co thé dugc bidu
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hién & vat chu thich hop dé tao ra polypeptit chira peptit hogdc bién thé theo sang ché. Do
d6, ADN ma héa peptit hodc bién thé theo sang ché co thé duoc st dung theo cac k§
thuat da biét, duoc cai bién thich hgp theo ph?ln bdc 10 dugc néu & day, dé tao céu tric
cho vecto biéu hién, ma sau d6 vecto nay dugc dung d2 bién nap té bao chit thich hgp dé
biéu hién va tao ra polypeptit theo sang ché. Céc k¥ thuat nay bao gbm céc k¥ thuét dugc
boc 10, vi du, trong céc patent My sd 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 4.8106438.

ADN (hoic trong trudng hop vecto retrovirut, ARN) ma hoa polypeptit tao thanh
hop chét theo sang ché c6 thé dugc nbi voi nhiéu loai trinh ty ADN khéc dé dua vao vat
chu thich hop. ADN kém s& phu thudc vao tinh chét cia vat chi, cach dua ADN vao vat
chu ndy, va sy duy tri hodc hop nhét episom c6 dugc mong mudn hay khong.

N6i chung, ADN dugc chén vao vecto biéu hién, nhu plasmit, theo sy dinh huéng
thich hop va khung doc chinh xac dé biéu hién. Néu cin, ADN c6 thé dugc lién két voi
céc trinh tu nucleotit @i chimg didu hoa phién mé va dich ma thich hgp dugc nhan biét
boi vat chi mong mudn, mic du céc d6i chimg nay thudng c6 mét trong vecto biéu hién.
Sau do, vecto dugc dua vao vét chu béng cac k¥ thuit chudn. Néi chung, khong phai tAt
ca cac chu sé& duogc bién nap bdi vecto. Do do, s€ can chon loc céc té bao chi dugc bién
nap. Mot k¥ thuét chon loc bao gém budc dua trinh tw ADN vao vecto biéu hién, voi céc
thanh phan déi chimg cAn thiét bt k, dé ma hoéa tinh trang c6 thé chon loc & té bao dugc
bién nap, nhu su khang thudc khang sinh.

Theo cach khac, gen dung cho tinh trang co6 thé chon loc ndy c6 thé 1a gen trén
vecto khac, dugc ding dé dong bién nap té bao chi mong mubn.

Sau do, cac té bao chu da duogc bién nap béng ADN tai tb hop theo sang ché dugc
nudi cdy trong khoang thoi gian du va trong cac diéu kién thich hop ma nguoi co hiéu
biét trung binh trong linh vyc nay da biét khi xem phan mé ta dugc boc 10 & day dé cho
phép su biéu hién cta polypeptit ma co thé dugc thu hoi sau do.

Nhidu hé bidu hién la da bidt, bao gdm vi khudn (vi du, E. coli va Bacillus
subtilis), nAm men (vi du, Saccharomyces cerevisiae), nim dang sgi (vi du, Aspergillus
spec.), té bao thuc vat, té bao dong vat va té bao con trung. Tt hon, néu hé nay co thé 1a
cac té bao ctia dong vat c6 vi nhu té bao budng tring chudt ddng Trung Quédc (Chinese
hamster ovary: CHO), c6 thé mua duogc tir Bao tang ATCC Cell Biology Collection.

Vecto plasmit ciia t& bao dong vat c6 vu dién hinh @€ biéu hién cau tric chira gen
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khéi ddu CMV hoidc SV40 c6 dudi poly A thich hgp va gen danh dAu sy khang thudc nhu
neomyxin. M6t vi du 1a pSVL ¢6 thé mua dugc tir cong ty Pharmacia, Piscataway, NJ,
My§. Mot vi du v& vecto bidu hién cua dong vét c6 vii chiu cam ng la pMSG, ciing ¢6 thé
mua duoc tir Pharmacia. Cac vecto plasmit cua nidm men hitu ich 13 pRS403-406 va
pRS413-416 va thuong c6 thé mua duogc tir cong ty Stratagene Cloning Systems, La
Jolla, CA 92037, M§. Céc plasmit pRS403, pRS404, pRS405 va pRS406 1a plasmit hop
nhét ctia nAm men (Yeast Integrating plasmid: YIp) va két hop vao cac gen danh déu c6
thé chon loc ciia ndm men HIS3, TRP1, LEU2 va URA3. Cac plasmit pRS413-416 la
plasmit doan trung tdm cua nim men (Yeast Centromere plasmid: Ycp). Céc vecto trén
co s& gen khéi diu CMV (vi du, san phém cua Sigma-Aldrich) tao ra sy biu hién 6n
dinh hodc chuyén tiép, su biéu hién hoic su tiét trong bao chét, sy huéng dich & dau tan
cung N hoac dau tan cung C & cac hén hop khéac nhau cia FLAG, 3xFLAG, c-myc hodc
MAT. Céc protein dung hop nay cho phép phét hién, tinh ché va phan tich protein tai t6
hgp. Céc san phdm dung hop hudng dich kép tao ra tinh linh hoat khi phat hién.

Ving diéu hoa gen khéi diu cia virut cu bao & nguoi (human cytomegalovirus:
CMV) ¢6 hoat tinh manh didu chinh mtc dd bidu hién cta protein co dinh cao t6i 1
mg/lit & cac t& bao COS. Péi v6i cac dong té bao c6 hoat tinh kém hon, mirc protein
thuong 1a ~0,1 mg/l. Sy c6 mat cua ngubn gbc sao chép SV40 s& lam cho mirc do sao
chép ADN cao & cac té bao COS cho phép sao chép SV40. Vi du, cac vecto CMV ¢o6 thé
chira ngudn gbc dé sao chép pMB1 (din xuét cia pBR322) & céc té bao vi khuén, gen b-
lactamaza dé chon su khang ampixilin & vi khuén, polyA ctia hGH, va ngudn gde f1. Céc
vecto chira trinh ty din dau pre-pro-trypsin (PPT) c6 thé dinh hudng su tiét ra clia protein
dung hop FLAG vao méi truong nudi chy d& tinh ché bang cach st dung khang thé
ANTI-FLAG, nhua va ban kinh. Cac vecto va hé biéu hién khac 1a da dugc biét rd trong
linh vuc nay dé sir dung véi nhiéu loai té bao chii khac nhau.

Theo phuong an khéc, hai hoéc nhiéu peptit hogc cac bién thé cuia peptit theo séng
ché dugc mi hoa va do do duogc biéu hién theo thit tu lan luogt (twong ty v6i cAu tric
“chudi hat”). Theo cach nay, peptit hodc cac bién thé cia peptit c6 thé duoc lién két hosic
duoc dung hop véi nhau bang céc doan axit amin ciia nhém li€n két, vi du nhu LLLLLL,
hoic c6 thé dugc lién két ma khong co (cc) peptit bd sung bt ky gilta ching. Cac chu
tric nay cling co thé duoc st dung cho liéu phép ung thu, va cé thé tao ra dap g mién

dich lién quan dén ca MHC I va MHC IL
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Sang ché con d% xudt t6 bao chi duoc bién nap voi cdu tric cia vecto
polynucleotit theo sang ché. Té bao chi nay c6 thé 12 té€ bao khong nhan hodc c6 nhan
dién hinh. Cac té bao vi khuln c6 thé 14 té bao chil khong nhan trong mot sb trudong hop
va thuong 1a ching E. coli, vi dy nhu chung E. coli DHS ¢6 thé mua dugc tir Bethesda
Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, My, va chung RR1 c6 thé mua dugc tir Bao
tang gidng chudn vi sinh vt M§ (American Type Culture Collection: ATCC) cia
Rockville, MD, M§ (s6 ATCC 31343). Céc té bao cht c6 nhan dién hinh dugc uu tién
bao gom té bao ndm men, t& bao con tring va t€ bao dong vat c6 vi, t6t hon néu 14 céc té
bao cua dong vat c6 xuwong séng nhu céc té bao tir chudt nhit, chudt, khi hodc ngudi va
cac dong té bao nguyén bao soi va té bao rudt két. Cac té bao chu cla n4m men bao gdm
YPH499, YPH500 va YPH501, thudong cé thé mua duogc tir cong ty Stratagene Cloning
Systems, La Jolla, CA 92037, My. Cac té bao chu ciia dong vat co6 vi duge uu tién bao
gbm té bao budng trimg chudt doéng Trung Quéc (CHO) c6 thé mua dugc tr Béo tang
ATCC duéi dang CCL61, té bao phoi chudt NIH Swiss NIH/3T3 c6 thé mua duge tlr Bao
tang ATCC duéi dang CRL 1658, cac té bao COS-1 ¢6 nguon gbe tir than khi ¢6 thé mua
duoo tir Bao tang ATCC duéi dang CRL 1650 va céc té bao 293 1a € bao phoi than cia
nguoi. Cac té bao con trung dugc vu tién 1a t& bao Sf9 ma c6 thé dugc chuyén nhiém véi
vecto biéu hién baculovirut. Tong quan v& su lva chon céc té bao chu thich hop dé bidu
hién c6 thé duge tim thdy trong céc tai liéu, vi du, the textbook of Paulina Balbés and
Argelia Lorence “Methods in Molecular Biology Recombinant Gene Expression,
Reviews and Protocols,” Part One, Second Edition, ISBN 078-1-58829-262-9, va tai li¢u
khéc ma ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay da biét.

Sy bién nap clia cic t€ bao chii thich hgp voi chu tric ADN cia séng ché dugc
thuc hién bang cac phuong phép da duge biét 5, cac phuong phéap nay thuong phu thude
vao loai vecto dugce st dung. Lién quan dén su bién nap cia té bao chi khong nhan, vi
du, xem tai liéu cua Cohen va cac déng tac gia (Cohen et al., 1972) va (Green and
Sambrook, 2012). Su bién nap cua cac t& bao nAm men dugc md ta trong tai liéu cua
Sherman va cac ddng tac gia (Sherman et al., 1986). Cac phuong phap trong tai liéu cua
Beggs (Beggs, 1978) ciing hitu ich. Lién quan dén céc té bao cia dong vat c6 xuong
sdng, cac chét phan tmg hitu ich trong viéc chuyén nhiém cac té bao nay, vi dy, san phim
canxi phosphat va DEAE-dextran hodc liposom, ¢0 thé mua dugc tir cong ty Stratagene

Cloning Systems, hogc Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877, Mg. Phuong
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phéap xung dién ciing hitu ich dé bién nap va/hoic chuyén nhiém céc t€ bao va dd duoc
biét rd trong linh virc nay dé bién nap té bao nAm men, té bao vi khudn, té bao con trung
va té bao cta dong vat c6 xuong sdng.

Té bao duge bién nap thanh cong nghia 13 té bao chira cdu tric ADN theo sang
ché, ¢ thé duge xac dinh béng cac k¥ thuat da biét 3 nhu PCR. Theo cach khéac, su co
mit cla protein trong dich ndi bé mat c6 thé dugc phat hién bang cach st dung khang
thé.

Cén hidu ring mét sd té bao chu theo sang ché 13 hitu ich dé tao ra cic peptit theo
sang ché, vi du, cic t& bao vi khudn, ndm men va con tring. Tuy nhién, céac t€ bao chit
khéc c6 thé hitu ich trong mot s& phwong phap didu tri. Vi du, cac té bao trinh dién khang
nguyén, nhu té bao dudi gai, co thé dugc st dung mdt cach hitu ich dé biéu hién cac
peptit theo sang ché sao cho chung c6 thé dugc tai vao phan tir MHC thich hop. Do d6,
sang ché dé xuét t& bao chi chira axit nucleic hodc vecto biéu hién theo sang ché.

Theo mdt phuong an dugc wu tién, t& bao chu 12 té bao trinh dién khang nguyén,
cu thé 13 té bao dudi gai hodc t& bao trinh dién khang nguyén. APC dugc tai protein dung
hop tai td hop chira phosphataza axit tuyén tién liét (prostatic acid phosphatase: PAP) da
dwgc Cuc quéan 1y thuc phdm va duge phim M§ (Food and Drug Administration: FDA)
phé chuén ngay 29 thang 4 nam 2010, dé diéu tri HRPC di cin khong c6 triéu chimg hodc
c6 triéu chirng khong dang ké (Sipuleucel-T) (Rini et al., 2006; Small et al., 2006).

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phdp tao ra peptit hodc bién thé
cua nd, phuong phap nay bao gbm budc nudi cdy té bao chu va phan 1ap peptit ra khéi té
bao chu nay hodc méi trudng nudi ciy ciia no.

Theo phuong 4n khac, peptit, axit nucleic hodc vecto bidu hién theo sang ché dugc
st dung lam thube. Vi du, peptit hodc bién thé cta n6 c6 thé dugc bao ché dé tiém qua
dudng trong tinh mach (intravenous: i.v.), tiém dudi da (sub-cutaneous: s.c.), ti€ém trong
da (intradermal: i.d.), tiém qua dudng trong mang bung (intramang bung: i.p.), tiém trong
co (intramuscular: i.m.). Cdc phuong phap tiém peptit dugc uvu tién 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., i.p. va
i.v. Liéu ding ciia peptit hodc ADN ndm trong khoang tr 50pug dén 1,5mg, t6t hon 1a tur
125ug dén 500ug c6 thé dugc cho trude va s& phy thudc vao peptit hodc ADN tuong
tng. Cac lidu dung nim trong khoang nay da dugc st dung thanh cong trong cac thir

nghiém truge d6 (Walter et al., 2012).
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Polynucleotit dung dé tiém chiing c6 hiéu qua c6 thé gin nhu tinh khiét, hoic dugc
chira trong vecto hodc hé giai phong thich hop. Axit nucleic c6 thé 13 ADN, ADN bd tro,
APN, ARN hoic hdn hop cia chung. Cac phuong phap dé thiét k& va dua axit nucleic
nay vao la da dugc biét 1 trong linh vuc nay. Téng quan vé n6i dung nay dugc dua ra, vi
dy, trong tai liéu cua Teufel va cac déng tac gia (Teufel et al., 2005). Cac vacxin
polynucleotit dugc bao ché d& dang nhung co ché tac dung clia cac vecto nay trong viéc
gy ddp tng mién dich vin chua dugc hiéu 16 hoan toan. Céc vecto va hé giai phong
thich hop bao gdbm ADN va/hogc ARN ciia virut, nhu cac hé trén co s& adenovirut, virut
vacxinia, retrovirut, virut ecpet, virut lién quan dén adenovirut hodc thé lai chwra céc
thanh phin cta nhiéu hon mdt virut. Cac hé giai phéng khong chira virut bao gbm lipit
cation va polyme cation va da dugc biét 15 trong linh vuc giai phong ADN. Su giai phong
bang phwong phap vét 1y, nhu bing “sting bin gen” ciing c6 thé dugc sir dung. Mot hodc
nhiéu peptit dugc ma hoa bang axit nucleic c¢6 thé 1a protein dung hop, vi du, v6i epitop
kich thich céc té bao T dbi v6i ving CDR ddi 1ap twong tmg nhu dugc luu y trén day.

Thubc theo sang ché ciing c6 thé bao gdbm mot hodc nhiéu chit phu trg. Céc chét
phu trg 12 chit 1am gia ting hodc c6 kha ning gay dap Gmg mién dich khong dic hiéu (vi
du, cac dap tng mién dich trung gian boi céc té bao T duong tinh v&i CD8 va té bao T hd
tro (TH) v6i khang nguyén, va do d6 s& dugc cho la hitu ich trong thube theo sang ché.
Céac chét phu trg thich hop bao gbm, nhung khong chi gi¢i han ¢, 1018 ISS, cac mudi
nhdm, AMPLIVAX®, AS15, BCG, CP-870,893, CpG7909, CyaA, dSLIM, flagelin hodc
cic phéi tir TLRS c6 ngudn gbe tir flagelin, phdi tr FLT3, GM-CSF, IC30, IC31,
Imiquimod (ALDARA®), resiquimod, ImuFact IMP321, cac intolokin nhu IL-2, IL-13,
IL-21, interferon-alpha hodc -beta, hodc cac din xuit dugc pegyl hoa cta 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, nhil twong nudc trong diu va nhil twong dau trong nuéc, OK-
432, OM-174, OM-197-MP-EC, ONTAK, OspA, h¢ vecto PepTel®, cac vi hat trén co s¢
poly(lactit co-glycolit) [PLG] va dextran, talactoferin SRL172, Virosom va céc hat twong
ty virut khac, YF-17D, VEGF trap, R848, beta-glucan, Pam3Cys, Aquila's QS21
stimulon, san phdm nay c6 ngudn gbc tir saponin, chét chiét tir vi khudn mycobacterium
va chét trong tu thanh té bao cua vi khudn tdng hop, va cac chét phu trg doc quyén khéc

nhu Ribi's Detox, Quil, hodc Superfos. Cac chét phu trg nhu ta4 dugc Freund hodc GM-
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CSF 14 duoc uu tién. Mot vai chit phu trg mién dich (vi du, MF59) ddc hiéu véi t€ bao
dubi gai va phuong phap didu ché chung di duge mo ta trude diy (Allison and Krummel,
1995). Céc xytokin cling cé thé dugc st dung. Mot vai xytokin di dugc lién két truc tiép
d8 tac dong dén su di tri cia té bao dudi gai dén cac md bach huyét (vi dy, TNF-), thic
ddy su truong thanh cia té bao dudi gai thanh té bao trinh dién khang nguyén hitu hi¢u
d6i v6i cac té bao lymphd T (vi du, GM-CSF, IL-1 va IL-4) (patent My s6 US 5.849.589,
tai liéu nay dugce vién dan cu thé & day toan bd ndi dung cla nd) va co tac dung lam chét
phu tro mién dich (vi dy, IL-12, IL-15, IL-23, IL-7, IFN-alpha. IFN-beta) (Gabrilovich et
al., 1996).

Céc oligonucleotit kich thich mién dich CpG ciing da dugc thong bdo la lam gia
ting hi¢u cua chit phu tro trong linh vyc vacxin. Khdng bi rang budc boi ly thuyét bat ky,
cac oligonucleotit CpG c6 tac dung bang cach hoat hoa hé mién dich bdm sinh (khong
thich tng) nh¢ céc thy thé gibng Toll (Toll-like receptor: TLR), chi yéu 1a TLRY. Su
hoat héa TLR9 dugc khoi mao béi CpG lam gia ting mirc 4§ dap ung thé dich va trong té
bao dic hiéu khang nguyén véi khoang rong céc khang nguyén, bao gdm cac khing
nguyén peptit hodc protein, virut con sdng hodc da chét, vacxin chtra t& bao dudi gai,
vacxin chira t& bao tu than va céac thé lién hop polysacarit trong ca vacxin phong bénh va
vacxin diéu tri bénh. Quan trong hon 1a n6 l1am gia ting sy trudng thanh va biét hoa cua
té bao dudi gai, diéu nay din dén su hoat hoa té bao THI gia ting va su tao ra té bao
lympho T (CTL) gay doc té bao manh, ngay ca khi khoéng c6 mit té bao T hd trg CD4.
Khuynh huéng TH1 duge tao bdi su kich thich TLR9 dugc duy tri ngay ca khi ¢6 mat
cac chét phu trg ciia vacxin nhu phén hodc ta dugc Freund khong toan ven (incomplete
Freund’s adjuvant: IFA) thudng kich thich khuynh huéng TH2. Cac oligonucleotit CpG
¢6 hoat tinh cua chét phu trg 16n hon rat nhiéu khi duogc bao ché hoic str dung dé)ng thoi
véi cac chit phu trg khéac hodc trong cic dang san phém nhu vi hat, hat nano, nhii tuong
lipit hodc dang tuong tu, chiing dac biét cAn thiét dé gay d4p tmg manh khi khdng nguyén
¢6 hoat tinh tuong déi yéu. Ching con kich thich dép tmg mién dich va cho phép céc lidu
khang nguyén dugc giam di khoang hai 14n, v6i mic 6 dap (mg cua khang thé tuong
duong véi vacxin du liéu ma khong chia CpG trong mot s6 thir nghiém (Krieg, 2006).
Patent My s6 US 6.406.705 B1 md ta viéc st dung két hop cac oligonucleotit CpG, chét
phu trg khong phai axit nucleic va khang nguyén dé gay dap tmg mién dich dic hiéu

khang nguyén. Chét d6i khang TLRY cua CpG la chét didu bién mién dich vong than kép
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(double Stem Loop Immunomodulator: dSLIM), san pham ciia Mologen (Berlin, Pirc) la
thanh phén duge wu tién cia dugce phim theo séng ché. Cac phén tir gin két thu thé TLR
khac nhu TLR 7, TLR 8 va/hosic TLR 9 gén két véi ARN ciing c6 thé dugc sir dung.

Vi du khac v& céc chit phu trg hitu ich bao gbm, nhung khong chi giéi han &, CpG
duogc cai bién béng phuong phap héa hoc (vi du, CpR, Idera), chit twong twr ARN sgi kép
nhu Poly(I:C) va dan xuét cia nd (vi du AmpliGen®, Hiltonol®, poly-(ICLC), poly(IC-
R), poly(I:C12U), ADN hodc ARN cua vi khuin khong chira CpG ciing nhu cac phén tir
nho va khang thé c6 hoat tinh mién dich nhu xyclophosphamit, sunitinib, Bevacizumab®,
celebrex, NCX-4016, sildenafil, tadalafil, vardenafil, sorafenib, temozolomide,
temsirolimus, XL-999, CP-547632, pazopanib, VEGF Trap, 7ZD2171, AZD2171, chét
khang CTLAA4, céac cAu tric quan trong hudéng dich khang thé khac ctia hé mién dich (vi
duy, thu thé khang CD40, khang TGF beta, khang TNF alpha) va SC58175, chung co6 thé
¢6 tac dung khi diéu tri vi/hodic lam chét phu trg. Lugng va ndng d6 clia cac chét phu tr¢
va chit phu gia hitu ich trong ngi canh cia sang ché c6 thé duge ngudi co hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay xéc dinh dé dang ma khong can thir nghiém qua muc.

Céac chét phu trg dugc uu tién la chét khang CD40, imiquimod, resiquimod, GM-
CSF, xyclophosphamit, sunitinib, bevacizumab, interferon-alpha, oligonucleotit CpG va
din xuét, poly-(I:C) va din xuit, ARN, sildenafil, va cac san phém dang hat v6i PLG
hodc cac thé virut.

Theo mot phuong an dugc uu tién cua duge phim theo sang ché, chét phu trg
dugce chon tir nhom bao gém cac yéu td kich thich tao cum, nhu yéu td kich thich tao cum
bach clu 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 cia dugce phém theo séng ché, chét phu trg
dugc chon tir nhém bao gém cac yéu td kich thich tao cum, nhu yéu td kich thich tao cum
bach cdu hat-dai thuc bao (GM-CSF, sargramostim), xyclophosphamit, imiquimod va
resiquimod. Theo mdt phuong an dugc uu tién cua duoc phim theo séng ché, chit phu
tro 1a xyclophosphamide, imiquimod hoéc resiquimod. Céc chét phu trg dugc dic bi€t uvu
tién 1a Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-
51, poly-ICLC (Hiltonol®) va mAB khang CD40, hodc hdn hop cta ching.

Dugc phdm nay dé sir dung ngoai dudng tiéu hoa nhu st dung dudi da, s dung

trong da, sit dung trong co hodc st dung qua duong miéng. Nham muc dich nay, céac
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peptit va tily ¥ cac phén tir khac dugc hoa tan hoic tao hdn dich trong chét mang dugc
dung, tot hon néu 1 chit mang trong nudc. Ngoai ra, dugc phim c6 thé chura cic t4 duge
nhu chit dém, chét gén Kkét, chét gay nd, chét pha lodng, chét tao huong vi, chét 1am tron,
v.v.. Céac peptit cling co thé duge st dung cing vdi céc chét kich thich mién dich nhu
xytokin. Danh sach nhidu loai t4 dwoc c6 thé duge st dung trong dugc pham nay c6 thé
dugc tim théy trong tai liéu, vi du, A. Kibbe, Handbook of Pharmaceutical Excipients
(Kibbe, 2000). Duoc pham nay c6 thé dugc st dung dé ngin ngira, phong va/hodc didu tri
c4c bénh u tuyén hoic bénh ung thu. Céc dang dugc phim 1am vi du c6 thé dugc tim
thdy, vi dy, trong patent chau Au s6 EP2112253.

Diéu quan trong can thyc hién 13 dap ung mién dich dugc kich thich bang vacxin
theo sang ché tdn cong bénh ung thu & cic giai doan té bao khac nhau va céac giai doan
phat trién khac nhau. Ngoai ra, cdc con dudong truyén tin hiéu lién quan dén bénh ung thu
khéc nhau bi tdn cong. Pay la lgi thé dbi vai cac vacxin chi huéng dén mot hodic vai dich,
diu nay c6 thé lam cho khdi u dé dang thich tng véi su tAn coéng (thoat khoi khéi u).
Hon nita, khong phai tht ca cac khdi u riéng biét déu biéu hién cung kiéu khang nguyén.
Do d6, hdn hop cta vai peptit lién quan dén khdi u dam bao ring mdi khéi u don 18 mang
it nhAt mot sb dich. Dugc phém duge thiét ké theo cach sao cho mdi khéi u dugc cho 1a
s& bidu hién mdt vai khang nguyén va bao gbm mot sb con dudong doc lap cn thiét cho
su phét trién va duy tri khéi u. Do d6, vacxin “c6 s&n” ndy co thé dugc sir dung dé dang
cho quin thé 16n bénh nhan. Diéu nay c6 nghia 1a viéc lua chon tir trude d6i v6i cc bénh
nhan cin dugc didu tri béng vacxin nay co thé duoc gi6i han v4i loai HLA, khong can su
danh gia ddu 4n sinh hoc bd sung bat ky dbi v6i sy bidu hién khang nguyén ma van dam
bao duoc r%mg mot sb dich dugc tAn cong déng thoi boi dap Ung mién dich duge tao ra,
diéu nay 13 quan trong dbi voi hiéu qua (Banchereau et al., 2001; Walter et al., 2012).

Khi dugc st dung trong ban mo ta ndy, thuat ngit "khung" dé chi phan tir gin két
dic hidu voi yéu td xac dinh (vi du, khang nguyén). Theo mdt phuong an, khung c6 thé
dinh huéng thuc thé ma né duge gén két véi (vi dy, gbe gin két khang nguyén (tht hai))
vé6i vi tri dich, vi dy, véi loai té bao khdi u hodc mo d khdi u dic hiéu mang yéu t6 xac
dinh khang nguyén (vi dy, phirc hop clia peptit véi MHC, theo ung dung nay). Theo
phuong an khéc, khung c6 thé hoat hoa sy truyén hiéu qua khang nguyén dich cta nd, vi
du, khang nguyén cta phic hop thu thé t& bao T. Khung bao gbm, nhung khong chi gidi
han &, khang thé va doan khang thé, ving gén két khang nguyén cta khang thé, chira
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ving bién déi chudi ning ctia khang thé va ving bién ddi chudi nhe cia khang thé, gin
két cac protein chua it nhat mdt motif 1ip lai ankyrin va céc phén tir gin két khang
nguyén ving don (single domain antigen binding: SDAB), aptame, thu thé TCR (hoa tan)
va cac té bao (dugc cai bién) nhu té bao T khac alen cung loai hozc té bao T tu than. Dé
danh gia xem phéan tir c6 1a khung gén két véi dich hay khong, cac thir nghiém gin két
duoc thuc hién.

Thuét ngit gin két “diic hiéu” c6 nghia 12 khung gén két véi phic hop peptit-MHC
quan tam la t8t hon céc phirc hop peptit-MHC c6 trong tu nhi€n khac dén mirc sao cho
khung duoc gén két v6i phén tir c6 hoat tinh c6 thé tiéu diét t& bao mang dich cu thé ma
khong thé tiéu diét té bao khac ma khong c6 dich cu thé nhung trinh dién (céc) phitc hop
peptit-MHC khéc. Su gén két véi cac phirc hop peptit-MHC khéc 1a khong thich hop néu
peptit ciia peptit-MHC c6 kha niang phan tng chéo nay 12 loai khong c6 trong tyr nhién,
nghia 1a khong c6 ngudn gdc tir HLA-peptit- hé gen clia ngudi. Céc thir nghiém dé danh
gia sy tiéu di€t té bao dich 1a da dugc biét 6 trong linh vuc nay. Cac thir nghiém nay can
duoc thue hién bing cach st dung céc té bao dich (cac té bao so cAp hoic dong té bao)
v6i su trinh dién peptit-MHC khong thay dbi, hodc cac té bao tai peptit sao cho mirc
peptit-MHC c6 trong tu nhién dat dugc.

M3i khung c6 thé c6 sy dénh d4u @8 tao ra khung gin két c6 thé dugc phat hién
bang cach x4c dinh sy c6 mit hodc khong c6 mat cua tin hiéu duoc tao ra bdi nguyén tir
danh diu. Vi du, khung nay c6 thd dwoc danh déu bing thuéc nhudém huynh quang hodc
phén tir gen danh dAu té bao thich hop khac bat ky. Cac phén tir gen danh du nay 1 duoc
biét 15 trong linh vyc ndy. Vi du, nguyén tir danh diu huynh quang, vi du, dugc tao ra boi
thubc nhudém phat huynh quang, c6 thé tao ra hinh anh ctia aptame da gin két nho sy phat
huynh quang hodc phuong phéap hién vi quét bang laze hodc dém té bao theo dong chay.

M&i khung c6 thé dugc lién hop véi phan tir ¢6 hoat tinh thit hai, vi du nhw phan
ttr IL-21, phan tr khang CD3, phén tir khang CD28.

Thong tin thém vé cac khung polypeptit xem trong, vi du, phan mo ta ciia cong b
don quéc té s6 WO 2014/071978A1, va céc tai ligu vién dan duge néu & day.

Sang ché con @& cap dén aptame. Aptame (xem cong b6 don qudc & s6 WO
2014/191359 va tai liéu dugc néu & diy) 1a phan tir axit nucleic s¢i don mach ngén, co
thé gap cudn thanh cAu tric ba chiéu xdc dinh va nhan biét cac céu trac dich dic hiéu.

Chtng dudng nhu 13 thanh phin thay thé thich hop dé phat trién liéu phdp huéng dich.
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Aptame di dugce ching minh 1a gin két chon loc véi nhiéu loai dich phirc hgp khac nhau
voi ai luc va dd dic hi€u cao.

Aptame nhén biét cac phan tir ndm & bé mat té bao di duoc x4c dinh trong thap ky
truege va tao ra phuong ti€n dé phat trién phwong phép chén doén va diéu tri. Do aptame
da dugc chiing minh 1a gin nhu khong c6 tinh doc va tinh sinh mién dich, ching 14 cac
rng vién trién vong cho cac umg dung y sinh. Thuc vay, cac aptame, vi du, aptame nhén
biét khang nguyén mang dic hiéu tuyén tién liét, dd dugc st dung thanh cong cho cac
lidu phap huéng dich va da dugc ching minh 1a c6 chitc néng trong cac mo hinh mé6 ghép
khéc loai in vivo. Ngodi ra, aptame nhin biét cac dong té bao khéi u dic hidu da dugc xac
dinh.

Aptame ciia ADN co thé duoc chon loc dé cho thy dic tinh nhan biét phé rong
dbi v&i cac té bao ung thu khac nhau, va cy thé 1a cac té bao c6 ngudn gdc tir khéi u rin,
trong khi céc té bao khong tao khéi u va t& bao so cip khée manh khong duge nhan biét.
Néu aptame di xac dinh khong chi nhén biét kidu phu cta khéi u dic hiéu ma con tuong
tac v6i loat khdi u, diéu nay lam cho aptame thich hop lam chét con dugc goi 1a chit chin
doan va chit didu tri phd rong.

Hon nira, viéc danh gid dic tinh gin két té bao bang phuong phap dém té bao theo
dong cho thdy ring aptame c6 4i lyc rd rang rat tot trong khoang nanomol.

Aptame hiru ich cho muc dich chin doan va diéu tri. Ngoai ra, c6 thé chtimg minh
dugc ring mot s aptame dugc hép thu béi té bao khdi u va do d6 c6 thé c6 tac dung lam
thé mang phén tir d cung cap chit khang ung thu huéng dich nhu ARN can thiép co kich
thude nho (small interfering RNA: siRNA) vao céc té bao khdi u.

Aptam c6 thé duge lya chon dbi véi cac dich phitc hop nhu céc t€ bao va mo va
phtre hop peptit chira, t5t hon 12 bao gdm, trinh tu theo trinh ty bét k¥ trong sb cac trinh
tur tir SEQ ID NO 1 dén SEQ ID NO: 93, theo sang ché véi phan tir MHC, bang cach sit
dung k¥ thuat tién hoa theo hé théng ctia phdi tir bang cach lam giau liy tién (Systematic
Evolution of Ligands by Exponential enrichment: SELEX)-té bao.

Céc peptit theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé tao ra va phét trién khang thé dic
hiéu véi phitc hgp MHC/peptit. Chung c6 thé dugc st dung cho liéu phap, hudng dich
doc t6 hodc cac chét phong xa dén md bi bénh. Ung dung khic cta cac khang thé nay c6
thé 1a huéng dich cac chit ddng vi phong xa dén md bi bénh cho muc dich chup hinh nhu
phuong phéap chup xa hinh cét 16p positron (Positron Emission Tomograpgy: PET). Ung
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dung nay c6 gitp phat hién sy di cdn nhé hodc dé xac dinh vi tri chinh x4c va kich thuéc
cua md bi bénh.

Do d6, theo khia canh khéc, sang ché d& xuit phuong phép tao ra khang thé tai td
hop gén két ddc hiéu véi phirc hop tuong thich mé chinh (MHC) nhoém I hogce IT cla
ngudi duge tao phic véi khang nguyén duge gidi han boi HLA, phuong phép nay bao
gdm céac budc: tao mién dich cho dong vat c6 va khong phai nguoi dugc thiét ké di
truyén c6 cac té bao biéu hién phurc hop tuong thich mo6 chinh (MHC) nhém I hodc II cua
ngudi néu trén bing dang hoa tan ciia phan tr MHC nhém I hoidc IT dugc tao phirc véi
khang nguyén dugc gi6i han boi HLA néu trén; phan 1dp cac phén tir ARN thong tin tur
céc té bao tao ra khang thé cua ddng vat c6 vi khong phai ngudi néu trén; tao ra thu vién
bidu hién thé thuc khuin bidu hién cac phén tir protein dugc ma hoa bdi cac phén tir ARN
thong tin néu trén; va phén 1ap it nhét mot thé thuc khudn ra khéi thu vién biéu hién thé
thuc khuan néu trén, it nhit mot thé thuc khuén néu trén biéu hién khang thé gén két dic
hiéu v6i phirc hop twong thich mé chinh (MHC) nhém I hodc nhom II ctia ngudi néu trén
duoc tao phirc v6i khang nguyén gi6i han HLA néu trén.

Theo khia canh khac, sang ché @& xut khang thé gin két dic hiéu v6i phirc hop
twong thich mé chinh (MHC) nhém I hodc II cua ngudi dugc tao phttc vdi khang nguyén
giéi han HLA, trong do t6t hon néu khang thé nay 13 khang thé da dong, khéng thé don
dong, khang thé dic hiéu kép va/hodc khing thé thé kham.

Céc phuong phép tuong ung dé tao ra khang thé nay va cac phtc hop twong thich
m6 chinh nhom I chudi don, cling nhu cac cdng cu khéc dé tao ra cac khang thé nay dugc
boc 16 trong céc cong bd don quéc t€ 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), nham muc dfch clia sang ché, toan bo cac tai liéu nay dugc dua
vao day bing cach vién dan toan b ndi dung clia ching.

Tét hon, néu khang thé nay gin két véi phirc hop, véi 4i luc gin két nhd hon 20
nanomol, t6t hon 14 nhd hon 10 nanomol, dugc cho 1a “dac hiéu” trong ngft canh cua
sang ché.

Sang ché dé cap dén peptit chira trinh tu dugc chon tir nhém bao gbm cAc trinh ty
tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93, hoic bién thé cita n6 c6 do twong dong (t5t hon 12
mirc 46 gibng) vé trinh tu it nhat 1a 88% véi céc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID

NO: 93 hodc bién thé ctia né giy ra phan tmg chéo cuia cac t€ bao T véi peptit néu trén,
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trong d6 peptit nay khong la polypeptit co s¢ co chidu dai day du.

Sang ché con dé cap dén peptit chira trinh ty dwoc chon tir nhém bao gdm cac
trinh tur tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93 hogc bién thé ctia n6 c6 dd twong ddng (tdt
hon 13 mirc do giéng) vé trinh tu it nhat 1a 88% voi céc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 93, trong d6 peptit hodc bién thé nay c6 tir 8 dén 100 axit amin, t6t hon 12 tix
8 dén 30 axit amin, va t6t nhét 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 tir
ctia phirc hop tuong thich mé chinh (MHC) nhom-I hodc nhom —II cuia nguoi.

Sang ché con dé cap dén céc peptit theo sang ché trong d6 peptit nay bao gbm
hoac chu yéu bao gém trinh tw axit amin theo céc trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 93.

Sang ché con dé cap dén céac peptit theo sang ché, trong @6 peptit nay dugc cai
bién (bing phuong phap hoa hoc) va/hodc bao gbm céc lién két khong peptit.

Sang ché con dé cap dén cac peptit theo sang ché, trong d6 peptit nay 1a mot phén
cua protein dung hop, cu thé 1a chira axit amin & diu tin cing N cla chudi bét bién lién
quan dén khang nguyén HLA-DR (li), hoic trong do peptit nay dugc dung hop véi (hodc
vao) khang thé, vi du nhu khang thé dic hiéu vai té bao dudi gai.

Theo phuong an khac, sang ché dé cap dén peptit khong c6 trong tw nhién, trong
do peptit nay bao gdm hoic chi yéu bao gdm trinh ty axit amin theo trinh ty trong sd céc
trinh ty tr SEQ ID No: 1 dén SEQ ID No: 48 va dugc san xuét bang phuong phap tbng
hop (vi du, duoc tdng hop) duéi dang mubi duge dung. Phuong phép san xuét peptit tong
hop 14 da duoc biét rd trong linh vuc nay. Céac mudi cta peptit theo sang ché khac biét vé
co ban v6i peptit & (cac) trang thai in vivo clia ching, nhu peptit dugce tao ra in vivo
khong 12 mudi. Dang mudi khong cé trong ty nhién cla peptit diéu chinh &0 tan cia
peptit nay, cu thé 1a trong trudng hop cac dugc phim chira peptit, vi dy, vacxin peptit nhu
dugce boc 10 ¢ day. Do tan du va it nhét 12 dang ké cla (c4c) peptit 1a cAn thiét dé cung
cép peptit hitu hiéu cho ddi trong can diéu tri. Tét hon, néu cac mudi nay 14 mudi dugc
dung cuta peptit. Cac mudi nay theo sang ché bao gdm cic mubi kim loai kiém va kim
loai kidm thd nhu céc mudi cua diy Hofmeister bao gém cac anion PO43', SO42',
CH,COO', CI, Br, NOy, ClOy, I', SCN" va cée cation NH,", Rb’, K, Na', Cs", Li,
7n*, Mg?*, Ca*, Mn*", Cu®* va Ba2*. Cac mudi cu thé duoc chon tir (NH4);PO,,

(NH,),HPO,, (NH,)H,PO,, (NH,),80;, NH,CH;COO, NH,Cl, NH,Br, NHNO;,
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NH,CIO,, NH,I, NH,SCN, RbsPO,, Rb,HPO4, RbH,PO4, Rb,SO4, Rb,CH;COO, Rb,Cl,
Rb,Br, Rb,NO;, Rb,CIO,, Rbyl, Rby;SCN, K3PO,, K,HPO,, KHyPO4, KoSOs, KCH;COO,
KCl, KBr, KNO;, KClO,, KI, KSCN, NasPO,;, Na,HPO,;, NaH,POs, Na,SOy,
NaCH;COO, NaCl, NaBr, NaNOs;, NaCIOy4, Nal, NaSCN, ZnCI, Cs3PO,, Cs;HPO,
CsH,P0,, Cs,S04, CsCH3COO, CsCl, CsBr, CsNOs, CsCIQy4, Csl, CsSCN, Li3POy,
Li,HPO,, LiH,PO,, Li,SO,4 LiCH;COO, LiCl, LiBr, LiNO;, LiClO,, Lil, LiSCN,
Cu,SO,, Mg;(POy),, MgHPO,, Mg(H,PO4),, Mg;804, Mg(CH;CO0),, MgCly, MgBr,
Mg(NO;s),, Mg(ClOy),, Mgl,, Mg(SCN),, MnCly, Ca3(POy),, CaHPO,, Ca(H,POy)»,
CaS0,, Ca(CH;CO0),, CaCl,, CaBr,, Ca(NO;),, Ca(ClOy),, Calp, Ca(SCN),, Baz(POy),,
Ba,HPO,, Ba(H,PO,),, BaSO,, Ba(CH3;COO),, BaCl,, BaBr,, Ba(NO;),, Ba(ClOy),, Baly,
va Ba(SCN),. Pugc dic biét vu tién la cac mubdi NH axetat, MgCl,, KHyPO4, Na;SO,,
KCl, NaCl, va CaCl,, vi du nhu mudi clorua hodc axetat (trifloaxetat).

No6i chung, cac peptit va bién thé (it nhit cac chét nay chira lién két peptit gitta cac
gbc axit amin) c6 thé duogc tong hop bing ché do Fmoc-polyamit ctia phuong phap tdng
hop peptit pha rin nhu dugc boc 19 trong tai liéu cua Lukas va cac ddng tac gia (Lukas et
al., 1981) va céc tai liéu vién din dugc néu & day. Su bao vé tam thoi nhém N-amin duge
thuc hién béi nhém 9-florenylmetyloxycacbonyl (Fmoc). Sy phéan cit lap lai ctia nhom
bao vé bazo khong bén & mitc cao ndy dugc tién hanh bing cich st dung piperidin 20%
trong N, N-dimetylformamit. Cac nhom chure & mach bén co thé dugc bao vé nhu céc ete
butyl clia chiing (trong truong hop serin threonin va tyrosin), cac este butyl (trong truong
hop axit glutamic va axit aspartic), dan xuit butyloxycacbonyl (trong truong hop lysin va
histidin), din xuét trityl (trong trudng hop Xystein) va din xuit 4-metoxy-2,3,6-
trimetylbenzensulphonyl (trong trudong hop arginin). Khi glutamin hodc asparagin la cac
gbc & dau tan cung C, can st dung nhém 4,4'-dimetoxybenzhydryl dé bao vé cdc nhom
chirc amido & mach bén. Nén pha rn trén co s& polyme polydimetyl-acrylamit dugc tao
thanh tir ba monome dimetylacrylamit (monome khung chinh), bisacryloyletylen diamin
(nhém lién két ngang) va este acryloylsarcosin metyl (chét tao nhém chirc). Chét lién két
c¢6 thé phan gidi peptit-v6i nhya duge st dung 12 din xuét axit khong bén véi axit 4-
hydroxymetyl-phenoxyaxetic. T4t ca cac dan xuét axit amin duoc bd sung thém vao dudi
dang din xuét anhydrit dbi xting duoc didu ché tir trude ctia chiing, ngoai trir asparagin
va glutamin dugc bd sung bang cach st dung phuong phap lién két qua trung gian N, N-

dixyclohexyl-carbodiimit/ 1hydroxybenzotriazol ngugc. T4t ca cac phan Ung lién két va
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khir bao vé dugc theo doi bing cach st dung ninhydrin, axit trinitrobenzen sulphonic
hodc phuong phép thir nghiém isotin. Khi qua trinh tdng hop két thic, cac peptit dugc
phén gidi ra khoi nén nhua va ddng thoi loai bd cac nhom bao vé mach bén bang cach xtt
Iy bing axit trifloaxetic 95% chia hén hop chét tiy tap 50%. Céc chét ty tap thuong
duge st dung bao gém etandithiol, phenol, anisol va nuéc, sw lua chon chinh xac tuy
thudc vao axit amin thanh phin cua peptit dugc tbng hop. Ciing c6 thé sir dung to hop
phuong phép pha rén va pha dung dich dé téng hop peptit (vi du, xem tai lidu:
Bruckdorfer et al., 2004, va céc tai liéu vién dan dugc néu & day).

Axit trifloaxetic duge loai b bing cach 1am bay hoi trong chan khong, sau d6
nghién thanh bdt vdi ete dietyl dé tao ra peptit thd. Cac chét tiy tap bat ky c6 mit dugc
loai bd bang phuong phap chiét mot 14n trong d6 sy dong khd nhanh pha nude tao ra
peptit tho khong chira chét tiy tap. Cac chét phan g dé tbng hop peptit thudng duoc
mua ttr, vi dy, cong ty Calbiochem-Novabiochem (Nottingham, Vuong Quéc Anh).

Viéc tinh ché c6 thé dugc thuc hién bing ky thudt bét k¥, hotic t6 hop cac k¥ thust
nhur t4i két tinh, sic ky loai trir theo kich thudc, sic ky trao ddi ion, sic ky tuong tc ky,
nude va (thuong 13) sic ky 16ng c6 hiéu ning cao pha ngugc bang cach st dung, vi du, k¥
thuat tach gradien axetonitril/nudc.

Sang ché con dé cap dén axit nucleic ma hoa céac peptit theo sang ché, vé6i didu
kién 1a peptit nay khong la protein hoan toan (ddy d) ctia ngudi.

Sang ché con dé cap dén axit nucleic theo sang ché, axit nay 1a ADN, ADN b tro,
APN, ARN hodc hdn hop cua ching.

Sang ché con dé cap dén vecto bidu hién c6 kha nang biéu hién axit nucleic theo
sang ché.

Sang ché con dé& cap dén peptit theo sang ché, axit nucleic theo sang ché hoic
vecto biéu hién theo séng ché dé dung l1am thudc, cu thé 13 dé diéu tri bénh ung thu thuc
quan.

Sang ché con dé cap dén té bao chu chtra axit nucleic theo sang ché hoic vecto
biéu hién theo sang ché.

Sang ché con @ cap dén té bao chu theo sang ché 1a té bao trinh dién khang
nguyén, va tbt hon néu 13 t& bao duoi gai.

Sang ché con dé cap dén phuong phép tao ra peptit theo sing ché, phuong phép

nay bao gdbm budc nudi cdy té bao chi theo sang ché, va phan 1ap peptit ra khoi té bao
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chu nay hodc méi trudng nuoi ciy cuia né.

Séang ché con dé cap dén phuong phép theo sang ché, trong d6 khang nguyén dugc
tai 1én cac phan tt MHC nhém I hodc II duoc biéu hién trén bé mit ctia té bao trinh dién
khang nguyén thich hop bang cach cho khang nguyén véi lugng du tiép xuc véi té bao
trinh dién khang nguyén.

Sang ché con dé cap dén phuong phap theo sang ché, trong d6 té bao trinh dién
khang nguyén chura vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién peptit néu trén, peptit nay chira
céc trinh tu tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93, hoc trinh ty axit amin ciia bién thé
cua no.

Sang ché con d& cap dén té bao T hoat hoa, dugce tao ra bang phuong phép theo
sang ché, trong d6 céc t& bao T nay nhan biét chon loc té bao c6 bidu hién bat thuong
polypeptit chira trinh ti axit amin theo sang ché.

Sang ché con md ta phuong phép tiéu digt t& bao dich & bénh nhan c6 té bao dich
biéu hién bat thudng polypeptit chia trinh ty axit amin bt ky theo sang ché, phuong
phép nay bao gbm buéc cho bénh nhan sir dung lwong hitu hiéu cua t€ bao T theo sang
ché.

Sang ché con mé ta viée sir dung peptit bt ky di md &, axit nucleic theo sing ché,
vecto biéu hién theo sang ché, té bao theo sang ché, hoidc té€ bao lympho T hoat tinh gay
doc té bao theo sang ché 1am thudc hodc dé san xuat thubc. Sang ché con md ta viée st
dung theo sang ché, trong d6 thude nay c6 hoat tinh chéng ung thu.

Sang ché con mo ta viéc st dung theo sing ché, trong d6 thubc nay 13 vacxin.
Sang ché con mo ta viée st dung theo sing ché, trong @6 thudc nay c6 hoat tinh chéng
ung thu.

Sang ché con mo ta viée sit dung theo séng ché, trong d6 cac t€ bao ung thu néu
trén 12 t& bao ung thu thue quan hodc té bao khéi u huyét hoc hodc khéi u dang rin khéac
nhu bénh ung thu phdi, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu budng trimg, u melanin,
bénh ung thu t& cung, bénh ung thu t€ bao gan, bénh ung thu té bao than, bénh ung thu
nfo, bénh ung thu két-truc trang, bénh ung thu v, bénh ung thu da day, bénh ung thu
tuy, bénh ung thu tai mét, bénh ung thu éng mat chu, bénh ung thu tuyén tién liét va bénh
bach cau.

Sang ché con dé cap dén cac protein danh d4u va d4u 4n sinh hoc cu thé trén co s&

cac peptit theo sang ché, dugc goi & day 1a “dich” co thé duoc st dung trong chén doan
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va/hodc tién lugng bénh ung thu thyc quan. Sang ché con md ta viéc st dung céac dich
m&i ndy dé diéu tri bénh ung thu.

Thuat ngir “khéng th&” hotc “cac khang thé“ dugc st dung & ddy theo nghia rong
va bao gdm ca khéng thé da dong va khang thé don dong. Ngoai cac phén tir globulin
mién dich nguyén ven hodc “ddy du”, cac doan khang thé (vi du, cac ving quyét dinh
tinh bd trg (CDRs), doan Fv, doan Fab va doan Fc) hodc cac polyme cua cac phan tir
globulin mién dich nay va cac phién ban duge lam cho gidng khang thé cta ngudi cua
phén tir globulin mién dich ciing dugc bao gom trong thuat ngft “khang thé”, mién 1a
chiing c6 ddc tinh bét ky trong sb cac dic tinh mong mubn (vi dy, su gén két dic hiéu cla
(poly)peptit ciia gen danh 4n bénh ung thu thyc quan, sy cung chp doc td dén t€ bao ung
thu thuc quan biéu hién gen danh dau ung thu & mirc cao, va/hodc trc ché hoat tinh ctia
polypeptit ctia gen danh dAu bénh ung thu thuc quan) theo sang ché.

Khang thé theo sang ché ¢6 thé dugc mua tir céc ngudn thuong mai bét ctr khi ndo.
Khang thé theo sang ché ciing c6 thé dugc tao ra bang cach st dung cac phuong phap da
biét r5. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay s& hiéu ring céc polypeptit clia
gen danh d4u bénh ung thu thyc quan cé chidu dai ddy di hodc cac doan clia n6 c6 thé
duoc sir dung dé tao ra khang thé theo sang ché. Polypeptit dugc st dung dé tao ra khang
thé theo sang ché ¢6 thé dugce tinh ché mot phﬁn hoidc hoan toan ra khoi nguén tu nhién,
hodc c6 thé dugc tao ra béng k¥ thuat ADN tai td hop.

Vi du, peptit m& héa ADN bd tro theo sang ché, nhu peptit theo céac trinh ty tr
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93, polypeptit, hodc bién thé hoic doan cua no, cd thé
duoc biéu hién & céc té bao khong nhéan (vi dy, vi khuén) hodc cac té bao c6 nhan dién
hinh (vi du, cac té bao nAm men, con tring, hodc dong vét c6 vii), ma sau d6 protein t4i tb
hop ¢6 thé dugc tinh ché va st dung dé tao ra khang thé don dong hodc khang thé da
dong d& gin két dic hiéu véi polypeptit ctia gen déanh ddu bénh ung thu thyc quéan dugc
st dung dé tao ra khéng th& theo sang ché.

Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc ndy s& hiéu ring su tao ra hai hodc
nhiéu tip hop khic nhau cia khang thé don dong hoic khang thé don dong lam tang tbi
da kha nang thu dugc khang thé ¢6 do dic hiéu va ai luc cin thiét cho muc dich du dinh
ctia n6 (vi duy, thir nghiém ELISA, h6a mé mién dich, chup anh in vivo, liéu phéap khang
doc t6). Cac khang thé duoc thir nghiém v& hoat tinh mong mudn cta ching bing cic

phuong phap da biét, theo muc dich ma khang thé nay can dugc st dung (vi du, thir
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nghiém ELISA, héa md midn dich, li¢u phap mién dich, v.v.; dé biét thém huéng dan vé
viéc tao ra va thit nghiém khang thé, vi dy, xem tai liéu: Greenfield, 2014 (Greenfield,
2014)). Vi du, céc khang thé c6 thé dugc thir nghiém trong thtr nghiém ELISA, phép
thdm tach Western, nhudm héa mo mién dich bénh ung thu dugc ¢b dinh trong formalin
hodc phdn mo6 dong lanh. Sau khi xac dinh tinh chit ban ddu cua ching in vitro, khang
thé dugc du dinh cho muc dich diéu tri hodc chin doan in vivo dugc st dung theo cac
phuong phap thir nghiém trong lam sang da biét.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuét nglt "khang thé don dong" dé chi
khang thé thu dugc tir quin thé khéng thé gin nhu dbng nhit, nghia 1 cac khang thé
riéng biét chira quin thé 13 gidng nhau ngoai trir sy dot bién c6 thé c6 trong ty nhién
nhung c6 thé c6 mit véi lugng rit nhod. Cac khang thé don dong & day cu thé bao gbém
cac khang thé “thé kham” trong d6 phan chudi ning va/hodc chudi nhe 12 gidng v6i hodc
turong ddng v6i cdc trinh tu tuong Gng trong. khang thé c6 ngudn gbc tir lodi cu thé hodc
thudc v& nhom ho#ic phin nhom khéng thé cu thé, trong khi phén con lai cta (cac) chudi
nay 1a gibng v6i hodc tuong ddng véi cic trinh tu tuwong Gng trong khang thé c6 ngudn
gbc tir cac lodi khac hodc thudce vé nhom hoidc phan nhom khéng thé, cling nhu cac doan
cia khang thé nay, mién 1a chung c6 hoat tinh dbi khang mong mudn (patent M§ s6 US
4.816.567, tai liéu nay dugc dua vao day bang cach vién din toan bd ndi dung cia no).

Khang thé don dong theo sang ché ¢6 thé duoc tao ra bang cich st dung phuong
phép lai. Trong phuong phép lai, chut hogc dong vat chu thich hgp khac thudong duge
tao mién dich béng chét sinh mién dich dé tao ra cac té bao lympho dé tao ra hodc c6 kha
ning tao ra khang thé ma s& gin két dic hiéu voi chit sinh mién dich. Theo cach khéc,
cac té bao lympho cé thé dugc tao mién dich in vitro.

Céac khang thé don dong ciing c6 thé dugc tao ra bing phuong phap ADN tai tb
hop, nhu céc phuong phép duge mo ta trong patent My s6 US 4.816.567. ADN ma hoéa
céc khang thé don dong theo sang ché c6 thé duge phan 1ap dé dang va giai trinh tu bing
cach st dung céc quy trinh thong thuong (vi du, bang cach st dung doan do
oligonucleotit ¢6 kha ning gin két dc hiéu vi cic gen mé hoa chudi ning va chudi nhe
cta khang thé ctia chudt).

Céac phuong phép in vitro ciing thich hop dé tao ra tao ra khang thé hoa tri mot. Su
phan giai khang thé dé tao ra cac doan khéang thé ctia n6, cu thé 1 cac doan Fab, c6 thé

duoc thuc hién bang cach st dung céc k¥ thuat thong thuong da biét trong linh vuc nay.
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Chﬁng han, su phan gidi c6 thé duoc thuc hién béng céach sir dung papain. Cac vi du vé su
phén giai papain dugc mo ta trong cong bb don qudc té s6 WO 94/29348 va patent My s6
US 4.342.566. Su phén giai papain cua khang thé thuong tao ra hai doan gin két khang
nguyén giéng nhau, duoc goi la doan Fab, mdi doan ndy c¢6 mdt vi tri gén két khang
nguyén, va doan Fc con lai. Viéc diéu tri b%mg pepsin tao ra doan F(ab')2 va doan pFc'.

Céc doan khang thé, bt ké dwoc gén két véi cac trinh tu khac hay khong, cling c6
thé bao gE‘)m su xen doan, sy khuyét doan, su thay thé doan, hodc céc cai bién dugc chon
khac ctia vung cu thé hoic cac géc axit amin cu thé, véi diéu kién 12 hoat tinh ctia doan
nay khong bi thay ddi hoic anh huéng dang ké so v6i khang thé hoic doan khang thé
khong dugc cai bién. Cac cai bién nay co thé tao ra mot sb dic tinh bd sung nhu loai
bo/bd sung thém axit amin c6 kha ning lién két disulfua, dé 1am gia ting tudi tho sinh
hoc ctia n6, dé 1am thay dbi dac tinh tiét ra ctia né, v.v.. Trong truong hop bét ky, doan
khang thé phai c6 dic tinh vé hoat tinh sinh hoc, nhu hoat tinh gén Kkét, sy didu hoa gén
két & ving gin két, v.v.. Cac ving chirc ning hodc c¢6 hoat tinh ciia khang thé nay c6 thé
duoc x4c dinh bang cach gy dot bién ving dic hiéu cua protein, sau d6 biéu hién va thir
nghiém polypeptit dugc bidu hién. Céc phuong phap nay da dugc ngudi co hidu biét
trung binh trong linh vurc nay hidu 18 va c6 thé bao gdm ca sy gy dot bién dic hiéu vi tri
cua axit nucleic ma hoa doan khang thé.

Khang thé theo sang ché c6 thé con bao gdbm khang thé cua nguoi hodc khang thé
duoc 1am cho gidng khang thé ctia nguoi. Cac dang khang thé khong phai cia nguoi (vi
du, cua chudt) dugc lam cho gidng khang thé ctia ngudi 1a cac globulin mién dich thé
kham, chudi globulin mién dich hodc cac doan cia n6 (nhu doan Fv, Fab, Fab' hoac cac
trinh tu nho gin két khang nguyén khac ciia khing thé) chua trinh ty t6i thidu c6 ngudn
gbc tr globulin mién dich khong phai cta ngudi. Cac khang thé dwgc lam cho gidng
khang thé ctia ngudi bao gdm globulin mién dich cua nguodi (khang thé thé nhan) trong
d6 céc gbe tir vimg quyét dinh tinh b trg (CDR) cilia khang thé thé nhan dugc thay thé
bang cac gbc tir ving CDR cua loai khong phai nguoi (khang thé thé cho) nhu chudt
nhét, chudt hodc thd c6 dd dic hiéu, ai luc va kha nang mong mudn. Trong mot sb trudng
hop, céc gbc ciia khung Fv (Fv framework: FR) cua globulin mién dich cta nguoi dugc
thay thé bang cac gbc khong phai clia ngudi tuong tmg. Khing thé duoc lam cho gidng
khang thé ciia ngudi cling c6 thé chtra cac gbc khong duge tim thdy trong trinh ty khang

thé thé nhén hodc trong c4c trinh ty dugc nhip khau CDR hogc trinh tu khung. Noi
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chung, khang thé dugc 1am cho gidng khéng thé ctia ngudi s& chi yéu bao gbm toan bo it
nhit mot, va thudong 13 hai, ving bién ddi, trong d6 toan bd hodc gén nhu toan by céc
ving CDR tuong (ng véi cac ving clia globulin mién dich khong phai cia ngudi va toan
b6 hodc gin nhu toan bd cc ving FR 1a cic ving cua trinh ty lién tng cua globulin mién
dich ctia nguoi. Khang thé dwoc lam cho gidng khéng thé cua ngudi tdi wu ciing s& bao
gbm it nhit mot phén cta ving hang dinh (Fc) cia globulin mién dich, thudong 1a céc
ving cta globulin mién dich cia ngudi.

Céc phuong phap lam cho khang thé khong phai cta ngudi gidng vé6i khang thé
cia nguoi 1a da duoc biét & trong linh vyc ndy. N6i chung, khang thé duoc 1am cho
gidng khang thé cia nguoi c6 mot hodc nhiéu gdc axit amin dugc dwa vao né tir ngudn
khong phai cia nguoi. Cac gbc axit amin khong phai ctia nguoi ndy thuong duoc goi la
gbc "nhap khau", cac gbc nay thudng duge 14y tir viing bién ddi "nhap khau". Viéc lam
cho gidng v6i khang thé ctia ngudi c6 thé dugc thyc hién chu yéu bing céach thay thé cac
ving CDR hogc trinh ty CDR cua dong vét gam nhdm cho céc trinh tu twong Gng cla
khang thé ctia ngudi. Do do, cac khang thd "duge 1am cho giéng khang thé cua nguoi”
nay la khang thé thé kham (patent My s6 US 4.816.567), trong d6 ving bién dbi nguyén
ven cua nguoi dugce thay thé it hon dang ké bang trinh ty twong tmg tir cac loai khong
phai nguoi. Trén thuc té, khang thé duoc 1am cho gidng khang thé cta ngudi thuong 13
khéng thé cta ngudi trong d6 mot s6 gbc CDR va c6 thé 12 mot s6 gbc FR dugc thay thé
bang cac gbe tir cac vi tri twong ty & khang thé cua dong vat gim nhim.

Cac dong vat chuyén gen (vi dy, chudt nhét), khi dugc tao mién dich, c6 kha nang
tao ra kho diy du ctia khéng thé ctia ngudi khi khong c6 su tao ra globulin mién dich noi
sinh ¢6 thé dwoc st dung. Vi du, su can kiét ctia gen xac dinh tinh trang ¢ vung ghép ndi
ctia chudi ning ctia khang thé & chudt nhét dot bién thé kham va dong phoi da dugc mo ta
14 tao ra sy tc ché hoan toan qua trinh san sinh khang thé ndi sinh. Su chuyén mang gen
globulin mién dich & chudt nhét dot bién dong phoi nay s& din dén su tao ra khang thé
cia ngudi khi thach thirc khang nguyén. Khang thé cua nguoi ciing ¢6 thé dugc tao ra
trong thu vién bidu hién trén thé thyc khuén.

Tét hon, néu khang thé theo séng ché dugc st dung cho d6i tugng trong chit
mang duoc dung. Thong thuong, lugng thich hop cua mudi duge dung dugc sit dung
trong san phdm @2 tao ra san phim ding truong. Vi du vé cac chit mang dugc dung bao

gbém nuée mudi, dung dich Ringer va dung dich dextroza. T&t hon, néu @6 pH cta dung
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dich nim trong khoang tir 5 dén 8, va tét hon nita 1a nam trong khoéng tir 7 dén 7,5. Céc
chit mang khac bao gbm céc thanh phan giai phong duy tri nhu nén ban thdm ciia polyme
ky nuéc dang rén chira khang thé, cac nén di dugc tao hinh tir trude, vi dy, mang,
liposom hodc vi hat. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay s& hiéu rang mot s6
chét mang nhét dinh c6 thé dugc wu tién hon, tuy theo, vi du, duong st dung va nong do
khang thé dugc sir dung.

Cac khang thé c6 thé dugc sir dung cho dbi trong, bénh nhén, hodc té bao bing
cach tiém (vi dy, tiém qua duong trong tinh mach, trong mang bung, dudi da, trong co),
hoic bang cac phuong phap khac nhu tiém truyén dé dam bao ring su cung clp ctia nd
vao dong mau & dang hiru hi¢u. Khang thé ciing c6 thé dugc st dung qua dudng trong
khdi u hodc quanh khéi u, dé c6 hidu qua didu tri khu tri cling nhu hiéu qua diéu tri toan
than. Phuong phép tiém tai chd hoic qua dudng trong tinh mach 13 dugc vu tién.

Liéu dung hitu hiéu va ché d6 st dung khang thé c6 thé dugc xac dinh theo kinh
nghiém, va ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc nay s€ biét cach x4c dinh nay.
Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hidu rang liéu dung ctia khang thé
can duge st dung sé& thay dbi tuy theo, vi du, dbi twong s& nhan khing thé, duong st
dung, loai khang thé cu thé dugc sir dung va cac duge chit khac dugc sur dung. Liéu ding
hang ngay thong thuong cua khang thé dugc str dung mot minh c6 thé nim trong khoang
tir 1 pg/kg dén tbi da 100 mg/kg thé trong hodc cao hon mdi ngay, tuy theo céc yéu tb
néu trén. Khi stir dung khang thé, tbt hon 12 dé didu tri bénh ung thu thyc quéan, hidu qua
cia khang thé didu tri c6 thé dugc dénh gia theo nhiéu cich khac nhau ma ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay da biét 15. Chéng han, kich thudc, s6 luong va/hodc sy
phéan bd bénh ung thu & d6i tuong dugc didu tri c6 thé dugc theo doi bang cach st dung
k§ thuat hinh anh khéi u chudn. Khéng thé duge sit dung dé diéu tri bénh 1am ngimg su
phat trién cta khdi u, 1am cho khéi u nhé lai, vi/hodc ngin ngira sy phat tridn ctia khdi u
mai, so voi su didn bién cia bénh sé& xuét hién khi khong st dung khéng thé, 1a khang thé
c6 hiéu qua dé diéu tri bénh ung thu.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét phuong phép tao ra thy thé t& bao T hoa tan
(sTCR) nhén biét phirc hop peptit-MHC dc hiéu. Céc thy thé t& bao T hoa tan nay c6 thé
duoc tao ra tir cac dong vo tinh cua té bao T dic hiéu, va i lyc cla ching co thé dugc
tang lén bang cach gy dot bién hudng dich 1a cac vung quyét dinh tinh bd trg. Nhim

muc dich chon loc thy thé té bao T, sy biéu hién trén thé thuc khuén c6 thé duogc st dung
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(US 2010/0113300, (Liddy et al., 2012)). Nham muc dich 1am 4n dinh céc thy thé & bao
T trong khi biéu hién trén thé thuc khuén va trong trudng hop sir dung trén thuc té 1am
duoc chét, chudi alpha va beta c6 thé dugc lién két, vi du, bang céc lién két disulfua
khong ty nhién, cc lién két cong hoa tri khéc (thu thé t& bao T chudi don), hodc bang céc
ving dime héa (Boulter et al., 2003; Card et al., 2004; Willcox et al., 1999). Thu thé té
bao T c6 thé duge lién két v6i doc t6, duge chit, xytokin (vi dy, xem cong bd don yéu
cAu cép patent M§ s6 US 2013/0115191), cac vung tép hop céc té bao hiéu Urng nhu vung
khang CD3, v.v.,, dé thuc hién chirc ning cu thé trén céac té bao dich. Ngoai ra, n6 co thé
dwoc bidu hién & céac té bao T dung dé chuyén muon. Thong tin thém co6 thé dugc tim
thdy trong cac cong bb don qudc té s6 WO 2004/033685A1 va WO 2004/074322A1. T
hop cua céc thu thé TCR hoa tan dugc md ta trong cdng b6 don qubc té s6 WO
2012/056407A1. Cac phuong phép tao ra khéc duoc boc 16 trong cong b6 don qudc té sb
WO 2013/057586A1

Ngoai ra, cac peptit va/hodc thu th& TCR hoic khéang thé hodc cac phan tlr gén két
khéc theo sang ché c6 thé dugc st dung d8 kidm tra su chin dodn bénh ung thu ctia
chuyén gia bénh hoc trén co s& mAu sinh thiét.

Céc khang thé hoac thu thé TCR ciing c6 thé duge st dung cho cac thir nghiém
chan doén in vivo. N6i chung, khang thé dugc danh diu bang nucleotit phong xa (nhu
iy, T, e, By *H, 32p hoic 33 S) sao cho khéi u c6 thé duoc cb dinh bé‘mg cach st
dung phuong phéap chup hinh mién dich nhép nhdy. Theo mdt phuong an, khang thé hoc
doan khang thé gin két v&i ving ngoai bao cua hai hodc nhiéu dich cta protein dugc
chon tir nhém bao gdm céc protein néu trén, va gid tri 4i lyc (Kd) nho6 hon 1 x 10uM.

Khéng thé dimg d& chén doan c6 thé duge danh déu bing doan do thich hop dé
phat hién bing cac phuong phap chup hinh anh khéc nhau. Cac phuong phap dé phat hién
doan do bao gdm, nhung khong chi gidi han o, phwong phép huynh quang, phuong phép
chiéu anh sang, phuong phap hidn vi electron va confocal; phuong phap chup cong
huong tir va phd; phuong phép ndi soi huynh quang, phuong phap chup anh cit 16p vi
tinh va phwong phap chup éanh cét 16p bang biic xa positron. Cac doan do thich hgp bao
g0m, nhung khong chi gi6i han &, fluorescein, thodamin, eosin va cac nhom huynh quang
khac, dong vi phong xa, vang, gadolini va cac hop chét lanthanit khéc, sit thuan tir, flo-
18 va chét ddng vi phong xa phat ra positron. Ngoai ra, cac doan do ¢o thé 1a doan do hai

chirc ning hoic da chic ning va co thé phat hién dugc bang nhiéu hon mdt trong so cac
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phuong phép da liét ké. Cac khang thé nay c6 thé duge danh déu truc tiép hodc gian tiép
bing cac doan do néu trén. Sy lién két cta doan do véi khang thé bao gdm su lién két
cdng hoa tri véi doan do, su két hop doan do vao khang thé, va su lién Két cong hoa tri
ctia hop chét chelat hoa dé gin két doan do, ngoai cac lién két khac da duogc biét rd trong
[inh vuc ndy. Dé st dung trong héa md mién dich, miu mé bénh c6 thé 1a miu méi hodc
dugc dong lanh hodc c6 thé dugc gan trong parafin va c¢b dinh v6i chat bio quan nhu
formalin. Phin chira miu dugc c¢b dinh hodc gin dugc cho tiép xtic v6i khang thé so cp
va khang thé tht cip da dugc danh dAu, trong d6 khang thé nay dugc st dung dé phat
hién su biéu hién ctia cac protein tai chd.

Theo khia canh khéac, sang ché @ xuit phuong phap tao ra cac té bao T hoat hoa
in vitro, phuong phap nay bao gdm budc cho cac té bao T tiép xuc in vitro v6i khang
nguyén dugc tai cac phan tt MHC cua ngudi dugc bidu hién trén bé mit cia té bao trinh
dién khang nguyén thich hop trong khoang thoi gian du d8 hoat hoa té bao T theo cach
dic hiéu khang nguyén, trong d6 khang nguyén nay la peptit theo sang ché. Tét hon, néu
khéng nguyén dugc sit dung voi luong di voi té bao trinh dién khang nguyén.

Tét hon, néu té bao ciia dong vat c6 vi khong c6 hodc co ndéng d6 hodc chirc ndng
ctia chét van chuyén peptit TAP giam. Cac té bao thich hop khong c6 chit van chuyén
peptit TAP bao gbm céc té bao T2, RMA-S va Drosophila. TAP la chit van chuyén c6
lién quan dén viéc xir Iy khang nguyén.

Dong té bao T2 thiéu su tai peptit clia nguoi co thé mua dugc tir Bao tang gibng
chuan vi sinh vit My (ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, My
theo Catalog s6 CRL 1992; dong Schneider 2 cta dong té bao Drosophila c6 thé mua
duoc tir Bao tang ATCC theo Catalog s6 CRL 19863; dong té bao RMA-S ctia chudt
duoc md ta trong tai liéu ctia Karre va cac ddng tac gia (Ljunggren and Karre, 1985).

Tét hon, néu trude Khi chuyén nhiém, té bao cht khong biéu hién chu yéu cac
phan t¢ MHC nhém I. Cling t5t hon néu té bao kich thich biéu hién phan tir quan trong dé
ta0 ra tin hiéu ddng kich thich déi v6i t€ bao T nhu t& bao bét ky trong s6 B7.1, B7.2,
ICAM-1 va LFA 3. Trinh ty axit nucleic cia nhiéu phan t&¢ MHC nhém I va clia cac phan
tir chat dong kich thich co6 thé mua duoc d& dang tir Ngan hang gen va co s¢ dir liéu
EMBL. |

Trong truong hop epitop cia MHC nhém I duge sir dung 1am khang nguyén, cac
té bao T 1a té bao T duong tinh véi CDS.
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Néu té bao trinh dién khang nguyén dugc chuyén nhiém dé& biéu hién epitop nay,
t6t hon néu té bao nay chira vecto biéu hién c6 kha nang biéu hién peptit chira cac trinh tu
tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93, hogc trinh tu axit amin bién thé cta no.

Nhiéu phwong phép khac c6 thé duge st dung dé tao ra té bao T in vitro. Vi du,
cac té bao lymphd tham nhidm khéi u ty than c6 thé dugc st dung dé tao ra CTL.
Plebanski va cac ddng tac gia (Plebanski et al., 1995) str dung cac té bao lympho trong
méu ngoai vi (mdu ngoai vi lymphocytes: PLBs) tu than 8 tao ra cac té bao T. Ngoai ra,
su tao ra cac té bao T tu than bing cach gdy xung cho cac t€ bao dudi gai bang peptit
hodc polypeptit, hodc co thé bang cach tiém virut tai td hop. Céc té bao B ciing co thé
dugc st dung 8 tao ra té bao T tu thin. Ngoai ra, cac dai thuc bao duogc giy xung bing
peptit hodc polypeptit, hodc duoc gay nhiém bang virut tai td hop, ¢o thé dugc st dung
dé tao ra t& bao T tu than. Tai ligu cta S. Walter va cac dong tac gia (Walter et al., 2003)
md ta phuong phép tao mdi ciia cac té bao T in vitro bang cach sir dung té bao trinh dién
khéng nguyén nhan tao (artificial antigen presenting cells: aAPCs), phuong phap nay
cling 1a cach thich hop @8 tao ra céc té bao T dbi vai peptit dugc chon. Theo sang ché,
aAPCs duoc tao ra bang cach ghép cdp phuc hop MHC:peptit d& dugc tao ra tir trude véi
bé mit cua cac hat polystyren (vi hat) theo hén hop hoéa sinh biotin:streptavidin. H¢ nay
cho phép kiém soat chinh xac mat 4 MHC trén aAPCs, diéu nay cho phép tao ra theo
cach chon loc cac dap tmg cia té bao T dic hiéu véi khang nguyén & muc cao hoac thip
v6i hiéu qua cao tr cac mAu mau. Ngoai phirc hop MHC:peptit, aAPCs cin mang cac
protein khac c¢6 hoat tinh dbng kich thich nhu cac khang thé khang CD28 dugc lién két
v6i bé mit coa chiing. Ngoai ra, cac h¢ trén co s& aAPC nay thuong cAn bd sung thém
cac yéu t6 hoa tan thich hop, vi dy, xytokin, nhu intolokin-12.

Céac té bao khac alen cung loai cling co thé duogc st dung @8 tao ra té bao T va
phuong phap duge md ta chi tiét trong cong b6 don qudc t& s6 WO 97/26328, duge dua
vao dy bang cach vién dan. Vi dy, ngoai té bao Drosophila va té bao T2, céac té bao khac
6 thé dugc st dung d8 trinh dién khang nguyén nhu t& bao CHO, té bao con trung dugc
gay nhiém bang baculovirut, t& bao vi khudn, té bao nim men, té bao dich dugc gay
nhiém bang virut vacxinia. Ngoai ra, cac virut ¢ thuc vat co thé dugc str dung (vi du, xem
tai liéu cua Porta va cac ddng tac gia (Porta et al. 1994), tai liéu nay mo ta viéc phat trién
virut thé kham & ciy du diia 1am h¢ cho ndng sudt cao dé trinh dién céc peptit ngoai lai.

Céc té bao T hoat hoa dinh hudng peptit theo sang ché 13 hitu ich trong liéu phap.
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Do d6, theo khia canh khéc, sang ché dé xuét cac té bao T hoat hoa c6 thé thu dugc bang
cac phuong phéap theo sang ché néu trén.

Céc té bao T hoat hoa, dugc tao ra bing phwong phap néu trén, s& nhén biét chon
loc té bao biéu hién bat thuong polypeptit chira trinh tw axit amin trong sb cac trinh ty tir
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 93.

Tét hon, néu té bao T nhan biét té bao bing cach twong tac qua thu thé TCR cua
n6 v6i phirc hop HLA/peptit (vi du, gin két). Céc t& bao T hitu ich trong phuong phap
tidu diét té bao dich & bénh nhén c6 cac té bao dich bidu hién bt thuong polypeptit chia
trinh tu axit amin theo sang ché trong d6 bénh nhan nay dugc cho sir dung lugng hiru
hiéu ciia cdc té bao T hoat héa. Céc t€ bao T dugc si dung cho bénh nhan c6 thé c6
ngudn gbc tir bénh nhén nay va dugc hoat héa nhu di mo ta trén ddy (nghia 1a chung la
cac té bao T tu than). Theo cach khac, cac té bao T khong co ngudn gbc tir bénh nhén ma
¢6 ngudn gbe tir d6i tugng khéc. TAt nhién 13 t6t hon néu di tuong nay 1a dbi tugng khoe
manh. Thuét ngir “ddi twong khoe manh” theo sang ché @& chi dbi tugng thudng 1a c6 suc
khoe t6t, tdt hon 13 c6 hé mién dich manh va t6t hon nita néu @i tugng ndy khong bi
bénh bét ky c6 thé duge thir nghiém va phat hién d& dang.

Cic té bao dich in vivo cta té bao T duong tinh véi CD8 theo sing ché co thé 1a
céc té bao khdi u (céc té bao nay doi khi biéu hign MHC nhém II) va/hodc té bao nén bao
quanh khéi u (cac té bao khdi u) (cac té bao nay doi khi cling biéu hién MHC nhém II;
(Dengjel et al., 2006)).

Céc té bao T theo sang ché ¢6 thé dugc sir dung lam hoat chét trong ché phim didu
tri bénh. Theo do, sang ché ciing mo ta phuong phép tiéu diét té bao dich & bénh nhén c6 -
cic té bao dich bidu hién bat thuong polypeptit chira trinh ty axit amin theo sang ché,
phuong phép nay bao gbm budc cho bénh nhén sir dung luong hiru hiéu cta té bao T nhu
dugc x4c dinh trén day.

Thuét ngtt “duoc bidu hién bt thuong” theo sang ché ciing c6 nghia 1a polypeptit
duoc biéu hién qua mic so véi mirc do bidu hién trong cic md (khde manh) binh thuong
hodc gen nay khong biéu hién trong mo dugc 14y tir khéi u ma biéu hién trong chinh khdi
u nay. Thuét ngit “dugc biéu hién qua mirc* theo sang ché c6 nghia 1a polypeptit c6 mat
vé&i lugng cao hon it nhit 1,2 14n luong c6 mat trong md binh thuong; t6t hon néu cao
hon it nhat 2 14n, va t6t hon nita néu cao hon it nhét 5 14n hoic 10 14n so voi mirc ¢ mat

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

Quy trinh cta phwong phap con dugc goi 1a sy chuyén muon cia té bao T l1a da
dugce biét rd trong linh vuc nay. DA biét thém chi tiét co thé xem céc tai liéu cta Gattioni
va céc dong tac gia va clia Morgan va cac ddng tac gia (Gattinoni et al., 2006; Morgan et
al., 2006).

Khia canh khéc ctia sang ché mo ta viée st dung peptit duge tao phirc véi MHC dé
tao ra thu thé t& bao T c6 axit nucleic duge tich dong va dugce dua vao té bao chu, tdt hon
néu 12 t bao T. Sau d6, t& bao T thiét ké dugc ¢ thé dugc cdy vao bénh nhan ciia lidu
phép diéu tri bénh ung thu.

Phan tir bat ky theo sang ché, nghia 13 peptit, axit nucleic, khang thé, vecto biéu
hién, té bao, t& bao T hoat hoa, thu thé té bao T hodc axit nucleic mi héa no 1a hitu ich dé
didu tri cac rdi loan, khac biét & chd, cac té bao tranh dugc sy dap ung mién dich. Do do,
phan tir bét ky theo sang ché c6 thé dugc dung lam thudc hodc dé san xuét thudc. Phén tr
nay co thé duogc sit dung mdt minh hodc két hop v6i (cac) phan ti khéc theo sang ché
hoic (cac) phéan tir da biét.

Sang ché con 2 xuét kit bao gdm:

(a) dd chira dé dung duoc phim nhu d3 mo ta trén day, O dang dung dich hodc
dang dong kho nhanh;

(b) tuy y, dd chira thir hai @& dung chit pha lodng hodc dung dich hoan nguyén
dung cho san phdm dang dong kho nhanh; va

(c) tuy y, cac hudng dan dé (i) str dung dung dich hogc (ii) hoan nguyén va/hodc
str dung san phim dang dong kho nhanh.

Kit con c6 thé chira mot hodc nhiéu thanh phén trong s6 (iii) chat dém, (iv) chét
pha loing, (v) dung cu loc, (vi) kim tiém, hodc (v) bom tiém. Tét hon, néu dd chira 1a
chai, 1o, bom tiém hodc 6ng thir nghiém; va c6 thé 1a dd chira da dung. Tét hon, néu duoc
phdm & dang duoc dong khod nhanh.

Tét hon, néu kit theo sang ché chira san phim dang dong khd nhanh cia sang ché
trong do chira thich hop va hudéng dan @ hoan nguyén va/hodc st dung no. Cac d6 chira
thich hop bao gém vi du, chai, lo (vi dy, lo c6 hai ngin), bom tiém (nhu bom tiém c6 hai
ngdn) va cac 6ng thir nghiém. Db chira ndy ¢ thé duoc tao ra tir nhiéu loai vat liéu khac

nhau nhu thuy tinh hodc chét déo. Tt hon, néu kit va/hodc dd chira c6 cac huéng dan a6i
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vé1 hodc c6 lién quan dén dd chia dé thé hién cac hudng din hoan nguyén va/hodc sur
dung. Vi dy, nhén co thé thé hién ring sin phim dang dong kho nay can dugc hoan
nguyén véi ndng dd peptit nhu d4 mo ta trén day. Nhén nay con co thé thé hién ring sén
phim nay 14 hitu ich hodc du dinh dé sir dung dudi da.

Pb chira dé dung san phim c6 thé 1a lo da dung dé cho phép 13p lai viéc st dung
(vi dy, st dyng tir 2 dén 6 14n) cua san phim dugc hoan nguyén. Kit con c6 thé c6 dd
chira tht hai chira chat pha loang thich hop (vi du, dung dich natri bicacbonat).

Khi tron chit pha lodng va san phdm dang dong kho nhanh, t6t hon néu ndng do
peptit cudi trong san phim dugc hoan nguyén it nhit bang 0,15 mg/ml/peptit (=75 pg) va
t6t hon 12 khong qua 3mg/ml/peptit (= 1500pg). Kit nay con co thé chira cac chit khac
mong mudn theo quan diém v& mit thvong mai va nguoi sit dung, bao gdm céc chét dém,
chét pha lodng, chit don, kim tiém, bom tiém khac, va bao g6i co kem theo huong dan st
dung.

Kit theo sang ché c6 thé c6 mot dd chira dé dung dang san phim cua dugc phim
theo sang ché ciing v6i hodc khong cung v6i cac thanh phan khac (vi du, céc hop chét
khéac hodc dugc phim chta cac hop chét khac nay) hodc c6 dd chira riéng biét cho mdi
thanh phan.

Tét hon, néu kit theo sang ché chira san phdm theo sang ché dugc bao goi dé sir
dung két hop véi viéc s dung ddng thoi hop chét thir hai (nhu cac chét phu tro (vi du,
GM-CSF), chét héa tri liéu, san pham ty nhién, hormon hodc chét ddi khang, chit chong
tao mach hodc chét trc ché, chat gy chét té bao theo chuong trinh hodc chét tao chelat)
hodc dugc phim chira chiing. Céc thanh phan cua kit ¢6 thé duoc tao phirc tir trudc hodc
mdi thanh phan c6 thé & trong dd chira riéng biét trude khi st dung cho bénh nhén. Cac
thanh phan cta kit nay c6 thé dugc tao ra & dang mot hoac nhiéu dung dich 16ng, t6t hon
néu 13 dung dich nuéc, tdt hon nita néu 13 dung dich nudc vo khuan. Cac thanh phé‘m cua
kit cling co thé duoc tao ra dudi dang chit rn, chit nay co thé dwoc chuyén hoa thanh
chét 1éng bing cach cho thém cic dung mbi thich hop, t6t hon néu cac dung mdi nay
dugc dung trong dd chira riéng biét khac.

Db chira cia kit diéu tri ¢6 thé 1a lo, 6ng thtr nghiém, binh, chai, bom tiém, hodc
phuo*ng tién khac bét ky dé dung chat rin hogc chét long. Thong thuong, khi c6 nhiéu
hon mot thanh phan, kit nay s& chira lo thir hai hodc dd chira khac dé cho phép tach lidu
dung. Kit ciing co thé chira dd chira khac dé dung chét 1ong dugc dung. Tét hon, néu kit
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didu tri s& chira dung cu (vi du, mot hodc nhidu kim tiém, bom tiém, binh nhé giot thube
mit, pipet, v.v.), dé cho phép st dung céc chit theo sang ché 14 cac thanh phin ciia kit
theo sang ché.

Dang cta dugc phim theo sang ché 13 dang thich hop dé st dung céc peptit qua
duong co thé chdp nhan b4t ky nhu dudong miéng (trong rudt), duong mili, duong mit,
dudi da, trong da, trong co, trong tinh mach hoic qua da. Tét hon, néu viéc st dung 1a
qua duong dudi da (s.c.), va t8t nhit néu viéc st dung qua dudng i.d. co thé bang cach
bom truyén.

Do céc peptit theo sang ché duge phan 14p tr bénh ung thu thuc quan, t6t hon néu
thubc theo sang ché dugc st dung dé diéu tri bénh ung thu thuc quan.

Sang ché con dé xuét phwong phap bao ché dugc phdm duge cd nhan héa cho ting
bénh nhan bao g6m budc san xuét dugc phém chua it nhit mot peptit dugc chon tir kho
chira cac peptit TUMAP da sang loc so b0, trong do it nhit mot peptit dugc st dung trong
duoc phdm duge chon vé tinh thich hgp & timg dbi twong. Theo mdt phuong an, duge
phém 1a vacxin. Phuong phap nay ciing ¢ thé dugc 1am thich Umg dé tao ra cac dong vo
tinh cta té bao T dé si dung sau do, nhu tach TCR, hodc khang thé hoa tan va cac lya
chon diéu tri khéac.

Thuét ngit “duoc phdm dugc cé nhan héa” s& co nghia 12 liéu phap duge lam thich
tmg ddc hiéu cho mot d6i twong bénh nhan ma s& chi dugc st dung cho liéu phap & mdi
d6i tugng nay, bao gém vacxin bénh ung thu dugc cd nhan hoéa vé mit hoat tinh va cac
phép trj lidu bing té bao muon st dung md tw thin clia bénh nhan.

Khi duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngl “kho chtra” s& dé chi nhom céc
peptit da dugc sang loc so bd vé tinh sinh mién dich vd/hodc trinh dién qua mic & mot
loai md cu thé. Thuét ngir “kho chtra” khong du dinh ngu y ring céc peptit cu thé dugc
dua vio vacxin di duoc san xuét tir truge va bdo quén trong phuong tién vat 1y, mdc du
kha ning nay dugce dy dinh. Co du dinh 0 rang ring c4c peptit co thé duogc san xuét de
novo dbi voi mdi vacxin riéng biét dugc tao ra, hoac ¢6 thé duogc san xuit tir truéc va bao
quan. Kho chira (vi dy, ¢ dang co s¢ dit liéu) gdm céc peptit lién quan dén khéi u duge
biéu hién qua méic ¢ mo khéi u cta bénh nhén méc bénh ung thu thyc quan vdi cac loai
alen HLA-A HLA-B va HLA-C khac nhau. N6 ¢o thé chira cac peptit cia MHC nhém I
va MHC nhém II hodc peptit cia MHC nhom I kéo dai. Ngoai cac peptit li€n quan dén

khéi u duoc 14y tir mot vai md ung thu thuc quan, kho chura co thé chira cac peptit cla
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gen danh diu HLA-A*02 va HLA-A*24. Cac peptit nay cho phép so sanh mirc do mién
dich té bao T dugc gdy ra boi cac peptit TUMAP theo cach dinh luong va do d6 cho phép
rat ra két luan quan trong vé kha ning tao ra dap tng khang u cua vacxin. Diéu thir hai 1a
chtrc ning cua chung lam peptit d6i chung duong tinh quan trong co ngudn gbe tir
“khong phai chinh” khang nguyén trong truong hop cac dap ung cia té bao T1 1a dap ung
ciia té bao do vacxin bit ky gy ra voi cac peptit TUMAP c6 ngudn gbc tir “chinh” cac
khang nguyén & bénh nhan khong dugc quan sat. Va didu thr ba 12 n6 c6 thé cho phép rat
ra két luan lién quan dén tinh trang kha ning mién dich cia bénh nhén.

Céc peptit TUMAP ctia kho chira dugc xé4c dinh bing cich st dung phuong phap
hé gen tich hop két hop phuong phap phén tich sy bidu hién cia gen, phuong phap phd
khéi luong, va phuong phap mién dich té bao T (XPresident ®). Phuong phéap nay dam
bao ring chi cac peptit TUMAP co mat thét su trén khdi u véi ty 1& cao nhung khong
duoc biéu hién hodc chi dugc biéu hién & mirc t4i thiéu trén md binh thuong, dugc chon
dé phan tich thém. DPbi v6i su Iva chon peptit ban dAu, cac mau bénh ung thu thyc quan
duoc ldy tir bénh nhan va mau dugc léy tir ngudi cho khoe manh duoc phén tich theo
phuong phép timg bude:

1. Cac phéi tir HLA tir vét liéu 4c tinh dugc xac dinh bing phuong phap phd khéi
luong

2. Phuong phép phan tich sy biéu hién cua axit ribonucleic thong tin (mRNA) co
hé gen rong duogc dung dé xac dinh cac gen duoc bidu hién qua mic & md &c tinh (bénh
ung thu thyc quan) so véi khoang mo va co quan binh thuong.

3. C4c phéi tir HLA di xéc dinh dugc so sanh voi s liéu biéu hién gen. Céc peptit
duogc trinh dién qua muc hodc dugc trinh dién chon loc trén mo khdi u, t&t hon 13 dugc
m3 hoa bdi cac gen dugce biéu hién chon loc hodc biéu hién qui mirc nhu dugc phat hién
trong buée 2 duge cho 1a cdc ing vién peptit TUMAP thich hop cho vacxin da peptit.

4. Viéc tra ciru tai liéu duge thuc hién dé xdc dinh bing ching bd sung ching
minh méi lién quan cta peptit dugc xac dinh lam peptit TUMAP

5. Méi lién quan cta sy bidu hién qud mirc v6i mirc ARN thong tin duge khing
dinh bing cach phat hién lai cdc peptit TUMAP da chon tir bude 3 trén md khéi u va
khong (hodc hiém khi) phat hién thy trén cac md khoe manh.

6. D& danh gi4 xem viéc gdy ra dap Umg cua té bao T in vivo bing cac peptit di

chon c6 kha thi hay khong, cac thr nghiém tinh sinh mién dich in vitro duge thuc hién
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bing cach st dung cc té bao T dugc ldy tir nguoi cho khée manh ciing nhu 14y tir cac
bénh nhan méc bénh ung thu thuc quan.

Theo mdt khia canh, cdc peptit dugc sang loc so bd vé tinh sinh mién dich trudc
khi dugc dua vao kho chtra. Theo mot vi du va khong lam gidi han, tinh sinh mién dich
cia cac peptit dugc dua vao kho chira duge x4c dinh bing phuong phép bao gdm bude
gin mdi té bao T in vitro bing cach kich thich 13p lai cac té bao T CD8+ duge 14y tir
nguoi cho khoe manh bang céc té bao trinh dién khang nguyén nhén tao dugc tai 1én
phirc hop peptit/MHC va khang thé khang CD28.

Phuong phap ndy dugc wu tién voi mot s6 it bénh ung thu va cac bénh nhén c6
profin biéu hién & mirc hiém. Trai v6i phitc hop da peptit c6 thanh phén c¢d dinh nhu
dugc phat tridn hién nay, kho chira cho phép sy phu hop & mitc cao hon dang ké cua sy
bidu hién thuc té cia cdc khang nguyén trong Kkhéi u voi vacxin. Mot hodc t hop cua vai
peptit “c6 sin” da chon s& dugc sir dung cho mdi bénh nhén theo phuong phap da dich.
Vé mit ly thuyét, phuong phép dua trén su chon loc, vi du, 5 peptit cia khang nguyén
khéc nhau tir thu vién ctia 50 peptit s& din dén c6 khoang 17 triéu thanh phan ciia san
phim dugc chét (drug product: DP).

Theo mdt khia canh, cac peptit dugc chon dé dua vao vacxin trén co sé tinh on
dinh cta ching d4i v6i mdi bénh nhén trén co s& phuong phap theo sang ché nhu dugc
md ta & day, hodc nhu dudi day.

Kidu hinh ciia HLA, sé liéu v& san phim bét chuéc san phim phién mé va bét
chudc peptit dugc thu thap tir cac vat lidu khéi u ctia bénh nhén, va cac mAu méau dé xac
dinh cac peptit thich hop nhét cho mdi peptit TUMAP véi bénh nhén c6 “kho chira” va
bénh nhan dic biét (nghia 1a dugc dot bién). Céc peptit s& dugc chon 1a peptit dugc biéu
hién chon loc hodc dugc biéu hién qua muc & khéi u cia bénh nhan va, néu c6 thé, co
tinh sinh mién dich manh in vitro khi dugc thu nghiém véi cac PBMC riéng biét cua
bénh nhan.

Tét hon, néu cac peptit dua vao vacxin dugc xac dinh bing phuong phép bao gdm
c4c bude: (a) xac dinh céc peptit li€n quan dén khdi u (TUMAP) duoc bidu hién boi mau
khéi u dugc 14y tir bénh nhan riéng biét; (b) so sanh céc peptit xéc dinh dugc trong bude
(a) v6i kho chira (co s dit liéu) clia céc peptit nhu duge mo ta trén day; va (¢) chon loc it
nhét mdt peptit tir kho chira (co s¢ dir liéu) co twong quan vGi peptit lién quan dén khéi u

duoc xéc dinh & bénh nhan. Vi du, cac peptit TUMAP duge bidu hién bsi mau khéi u
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duge xac dinh bang cach: (al) so sanh dit liéu biu hién tir mau khéi u véi dit liéu biéu
hién tr mAu md binh thuong twong ng véi loai md cua mau khéi u dé xac dinh cac
protein dugc biéu hién qua mirc hodc biéu hién bét thuong & mau khéi u; va (a2) tuong
quan dif liéu bidu hién véi trinh tw cta céc phéi t& MHC gén két voi cdc phan tr MHC
nhém I va/hodc nhém II trong mAu khéi u d& x4c dinh céc phdi tt MHC c6 ngudn gde tir
protein duoc biéu hién qu mitc hogc biéu hién bét thuong béi khéi u nay. Tét hon, néu
céc trinh tw cta phdi tir MHC dugc xac dinh bang cach rira giai cac peptit da gén két ra
khoi phan t¢t MHC duoc phén 1dp ra khéi mAu khdi u, va giéi trinh tu cla cac phéi tix
duoc rira giai. Tét hon, néu mau khdi u va mo binh thudng duoc 14y tir cung bénh nhén.
Ngoai ra hogc theo cach khac, budc chon loc peptit bang cach st dung md hinh
1ap kho chtra (co s¢ dit liéu), peptit TUMAP c6 thé dugc xac dinh & bénh nhén de novo,
va sau d6 dugc dua vao vacxin. Theo mot vi du, cac peptit TUMAP tng vién c6 thé duoc
xéac dinh & bénh nhén theo cac budce (al) so sanh dit liéu biéu hién tir mAu khéi u véi dit
liéu biéu hién tir mau mo binh thudng twong g véi loai mo cua mAu khdi u dé xac dinh
céc protein dugc biéu hién qua mirc hodc bidu hién bét thudng trong mAu khéi u; va (a2)
twong quan dit liéu biéu hién v6i trinh ty clia phdi tir MHC gén két v6i cdc phan tf MHC
nhém I va/hodc nhém II trong m3u khéi u dé x4c dinh cac phdi tt MHC c6 ngudn gbe tir
céc protein dugc biéu hién qua mirc hodc biéu hién bat thuong boi khdi u nay. Theo vi du
khac, cac protein ¢ thé dugc xac dinh 1a c6 cac dot bién khac biét véi mau khdi u so véi
md tuong Ung binh thuong dugc liy tir bénh nhan riéng biét, va cac peptit TUMAP c¢6
thé dwoc xéc dinh 1a dich ddc hiéu cla sy dot bién. Vi dy, hé gen cia khéi u va ctia mod
binh thuong tuong tmg co thé duogc giai trinh tu bang cach giai trinh tw toan bd hé gen: aé
phat hién cac dot bién khong ciing nghia & cac ving méd hoa protein cua gen, ADN va
ARN hé gen dugc chiét tir cac md khbi u va ADN dong mam cta hé gen binh thuong
khong duge dot bién dugc chiét ra khoi cac té bao don nhan méau ngoai vi (méau ngoai vi
mononuclear cell: PBMC). Phuong phap NGS di dp dung bi gi¢i han véi viéc xéac dinh
lai trinh ty cta cdc ving ma hoéa protein (x4c dinh lai trinh tu exom). Nhim muc dich
nay, ADN exon tlr cac mau l4y tir nguoi bi bt gitr bang cach st dung kit giau dich dugc
cung cip bdi nha cung cap, sau d6 giai trinh ty, vi dy, bang HiSeq2000 (Illumina). Ngoai
ra, ARN thong tin cia khdi u duoc giéi trinh tu dé dinh luong truc tiép su biéu hién gen
va xéc nhan cc gen dot bién dugc bidu hién & khdi u cla bénh nhin. Hang tri¢u két qua

trinh tu thu dugc duge xt ly bang céc thuét toan phan mém. Danh sach két qua c6 sy dot
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bién va sy bidu hién gen. Su dot bién thuc thé dic hiéu khéi u duge xéc dinh bang cich
so sanh véi cac thay dbi vé dong phoi ¢ ngudn gbc tir PBMC va duge vu tién. Sau do,
cac peptit dd xac dinh de novo ¢6 thé dugc thir nghiém vé tinh sinh mién dich nhu d3 mo
ta trén day ddi voi kho chira, va céc peptit TUMAP tng vién c6 tinh sinh mién dich thich
hop dugce chon dé dua vao vacxin.

Theo mot phuong an lam vi du, cac peptit dugc dua vao vacxin dugc xac dinh
bing cac bude sau: (a) xac dinh cac peptit lién quan dén khoi u (TUMAP) duge biéu hién
b&i miu khéi u duoc I4y tir bénh nhan riéng biét bing phuong phap nhu d mo ta trén
day; (b) so sanh cac peptit da xac dinh trong budc a) véi kho chira peptit da dugc sang
loc so bd vé tinh sinh mién dich va su biéu hién qua mirc & khdi u so v6i md binh thuong
twong tmg; (c) chon loc it nhét mot peptit tir kho chira c6 twong quan véi peptit lién quan
dén khéi u duogc xac dinh & bénh nhéan; va (d) tay v, chon loc it nhit mdt peptit duge xac
dinh de novo trong budc (a) dé khing dinh tinh sinh mién dich cia né.

Theo mot phuong 4n 1am vi dy, cac peptit dugc dua vao vacxin dugc xac dinh
bing céc bude: (a) nhan biét cac peptit lién quan dén khéi u (TUMAP) duge biéu hién
béi miu khéi u duge 14y tir bénh nhén riéng biét; va (b) chon loc it nhét mot peptit da xac
dinh de novo trong buéc (a) va khing dinh tinh sinh mién dich cta no.

Khi céc peptit dung cho vacxin trén co s& peptit dwgc cd nhan hoa duge chon,
vacxin nay dugc tao ra. Tét hon, néu vacxin ndy & dang 16ng gbm céc peptit riéng biét
duge hoa tan trong DMSO 20-40%, tdt hon néu 12 DMSO khoang 30-35%, nhu DMSO
khoang 33%.

MBbi peptit can duogc dua vao san phim dugc hoa tan trong DMSO. Nong do cta
cac dung dich mot peptit can duoc chon phu thudc vao s6 luong peptit can dugc dua vao
san pham. Cac dung dich DMSO-mot peptit dugc tron 1&n theo cac phan bang nhau dé
dat dugc dung dich chira tht ca cac peptit can dugc dua vao san pham véi ndng dd mdi
peptit ~2,5 mg/ml. Sau d6, dung dich hén hop dugc pha lodng v6i nude ding dé tiém
theo ty 16 1:3 d& thu dugc ndng do mdi peptit bang 0,826 mg/ml trong DMSO 33%. Dung
dich di pha lodng dugc loc qua bd loc v6 khuan c& 0,22um dé thu dugc dung dich dém
cudi.

Dung dich dém cudi dugc nap vao céc lo va bao quan & nhiét do -20°C cho dén
khi st dung. Mot lo chira 700ul dung dich, chira 0,578mg mdi peptit. Trong sb nay,
500ul (khoang 400ug mdi peptit) s& dugc sit dung dé tiém qua dudng trong da.
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Ngoai tac dung hitu ich d8 didu tri bénh ung thu, cac peptit theo sang ché ciing
hitu ich 1am chét chan doan. Do céc peptit dugc tao ra tir cac té bao ung thu thyc quan va
do d3 xac dinh dugc ring cac peptit ndy khong co mat hodc c¢6 mit & mirc thip & md binh
thudng, cac peptit nay co thé dugc st dung d8 chan doan sy c6 mit cuia bénh ung thu.

Su c6 mit ciia cac peptit theo sang ché khi sinh thiét mo trong cic miu mau c6 thé
trg giup chuyén gia bénh hoc trong viéc chin doan bénh ung thu. Su phat hién mot sd
peptit bang phuong phéap khang thé, phuwong phap phd khéi luong hodc cac phwong phap
khac d3 biét trong Iinh vuc ndy c6 thé cung cip cho chuyén gia bénh hoc biét ring miu
mé nay 14 4c tinh hodc bi viém hodc thudng 12 bi bénh, hodc c6 thé dugc st dung 1am diu
4n sinh hoc cho bénh ung thu thue quén. Sy ¢6 mdt cla cac nhom peptit O thé cho phép
phan loai hodc phin nhém céc mo bénh.

Su phat hién cac peptit trén mau mo bénh ¢ thé cho phép quyet dinh vé loi ich
cia cac liéu phap lién quan dén hé mién dich, dac biét 1a khi cac té bao lympho T 1a da
biét hoic duoc du doan 1a c6 li€n quan dén co ché tac dung. Su khong biéu hién MHC 1a
co ché d3 dugc mo ta rd ma nho do cac t& bao 4c tinh da nhiém bénh thoat khoi sy giam
sat mién dich. Do d6, sy c6 mit cua céc peptit cho thiy ring co ché nay khong dugc khai
thac boi cac té bao phén tich.

Céac peptit theo sang ché c6 thé dugc st dung dé phan tich dap umg cla té bao
lympho véi céc peptit nay nhu dap ing cua t& bao T hodc dap Gng cla khang thé véi
peptit hodc peptit dugc tao phirc v6i cac phan tit MHC. Céc dap ung cta té bao lymphd
nay co thé dugc st dung lam déu hiéu tién lugng d8 quyét dinh cac bude tri lidu tiép theo.
Cac dap ung nay cling co thé duogc st dung lam dAu 4n cua dap ung thay thé trong
phuong phap cua ligu phap mién dich nhim tao ra dap ung cla t€ bao lymphd bang céc
bién phap khéc nhau, vi dy, tiém phong vacxin chira protein, axit nucleic, chét tu than, su
chuyén muon cua céc té bao lympho. Trong linh vuc liéu phap gen, cac dap ung cua té
bao lympho véi peptit ¢o thé dugc xem xét dé danh gia cac tac dung phu. Viéc theo doi
cac dap ung cua té bao lymphd ciing cb thé 14 cong cu c6 gia tri d8 tiép tuc danh gia cac
liéu phap ghép, vi du, dé phat hién bénh mo ghép chéng tic chi va bénh tic chu chéng
lai mo ghép.

Sang ché s& duge mo ta trong céc i du sau day, cac vi du nay md ta cac phuong
an dugc uvu tién cua sang ché cung véi cac hinh v& kém theo nhung khong lam gidi han

pham vi cua sdng ché. Theo muc dich clia sing ché, tat ca cac tai lidu vién dan dugc néu
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& day dugc dua vao diy bang cach vién dan toan bd ndi dung cia chung.

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Xac dinh va dinh lugng cac peptit lién quan dén khdi u duoc biéu hién
trén bé mit té bao
Céc miu md

Cac md khdi u cia bénh nhan dugc 14y tir Asterand (Detroit, My va Royston,
Herts, Vuong quéc Anh); ProteoGenex Inc., (Culver City, CA, M¥); Tissue Solutions
Ltd. (Glasgow, Vuong quc Anh); Bénh vién dai hoc Tiibingen. Cac mo binh thuong
dugc 1y tir Asterand (Detroit, My va Royston, Herts, Vuong qudc Anh); Bio-Options
Inc. (CA, M¥); BioServe (Beltsville, MD, M¥); Capital BioScience Inc. (Rockville, MD,
My); Geneticist Inc. (Glendale, CA, MY); Bénh vién dai hoc Geneva; Bénh vién dai hoc
Heidelberg; Dai hoc y Kyoto Prefectural (Kyoto Prefectural University of Medicine:
KPUM); Bénh vién dai hoc Munich; ProteoGenex Inc. (Culver City, CA, My); Bénh vién
dai hoc Tiibingen; Tissue Solutions Ltd. (Glasgow, Vuong quéc Anh). Su ddng y tham
gia bing vin ban ctia tAt ca cac bénh nhan duogc cung cap trudc khi phau thuat hodc md.
Céac mo dugc dong lanh sbc ngay sau khi phau thuat va duogc béo quan cho dén khi phan

1ap peptit TUMAP & nhi¢t 40 -70°C hodc thip hon.

Phén 14p céc peptit cia HLA ra khoi mau mo

Hon hop peptit cia HLA tir cac mau md dong lanh séc thu dugc bang cach két tha
mién dich ra khoi cac md ran theo quy trinh dugc cai bién khong dang ké (Falk, K., 1991;
Seeger, F.H.T., 1999) bang cach st dung khing thd BB7.2 dic hiéu HLA-A*02, khang
thé W6/32 dic hiéu HLA-A, -B, -C, sepharoza dugc hoat hoa bing CNBr, xir Iy bang

axit, va si€u loc.

Phan tich ph khdi lugng

Hbn hop peptit cia HLA khi thu dugc duge tach theo @0 ky nudc cua ching bing
phuong phap sic ky ddo pha (hé sic ky nanoAcquity UPLC, Waters) va cac peptit rua
giai dugc phén tich trong phd khéi k& thé lai dung hop va LTQ-velos (ThermoElectron)
duoc trang bi ngudn ESI. Hon hop peptit duoc tai tryc tiép 1én cot vi mao dan silic oxit
noéng chay @& phan tich (75pm i.d. x 250mm) dugc nap vat liéu dao pha C18 1,7pm
(Waters) v6i téc @ dong bang 400nl/phut. Sau do, cac peptit dugc tach bing cach st
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dung gradien hai thanh phéan trong 180 phiit theo hai budc tir thanh phan B ¢6 ndng do tir
10% dén 33% véi tbe do dong bang 300nl/phut. Gradien nay gdm dung moi A (axit
formic 0,1% trong nuéc) va dung mdi B (axit formic 0,1% trong axetonitril). Ong mao
din bang thiy tinh dugc phi vang (PicoTip, New Objective) dugc st dung dé dua ngudn
nanoESI vao. Phd khéi ké LTQ-Orbitrap dugc vén hanh theo ché do phu thudc dit liéu
bang cach st dung phuong phap TOPS. To6m lai, chu trinh quét dugc b4t ddu véi viée
quét toan b v6i do chinh xac khéi luong cao trong thiét bi Orbitrap (R = 30000), sau do,
céc 1an quét bing bing phuong phdap MS/MS cling duoc thuc hién trong thiét bi Orbitrap
(R =7500) trén 5 tién chét ion du thira nhét vé6i su loai trir ddng lyc cla cdc ion da chon
truGe d6. Phé khdi ndi tiép dugc giai thich bang thudt toan SEQUEST va sy diéu chinh
bing tay bd sung. Trinh ty peptit xac dinh dugc dugc dam bao bang céch so sanh mau
phan manh peptit tu nhién dugc tao ra véi mau phan manh cta peptit tham chiéu tdng
hop c6 trinh tw gidng hét. |
Phuong phéap dinh lugng bing cach sic ky 16ng-phd khdi (LC-MS) tuong d6i
khong danh ddu duoc thyc hién bang cach dém ion nghia 1a bang cach chiét va phan tich
cac dic diém cla phd LC-MS (Mueller et al. 2007a). Phuong phéap nay gid dinh rang
ving tin hiéu LC-MS cta peptit co twong quan véi su ¢6 mat qua nhiéu cta né trong
mau. Céac dic diém khi chiét duogc xtt Iy thém bing cach 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
¢4 céc dic didm cia phd LC-MS duge tham chiéu chéo voi két qua x4c dinh trinh ty dé
két hop céc dit li€u dinh luong clia cdc mau va mo khac nhau véi profin trinh dién cua
peptit. Cac dit liéu dinh lugng dugc chuén hoa theo kiéu hai béc theo xu hudng trung tam
dé giai thich sy thay dbi trong cac ban sao v& mit k§ thuat va sinh hoc. Do do, mdi peptit
xac dinh dugc c6 thé c6 lién quan dén dit liéu dinh luong dé cho phép dinh luong twong
ddi gitta cac mau va mo. Ngoai ra, tht ca cac dit liéu dinh lwong thu duge cla cac Ung
vién peptit dugc kiém tra bing tay dé dam bao tinh nhit quan cta dit liéu va dé kiém tra
d6 chinh x4c ctia phuong phap phén tich tu dong. Pbi v6i mbi peptit, profin trinh dién
tinh dwoc cho thiy su biéu hién trung binh clia mAu cling nhu su bién dbi 13p lai. DE céc
profin cua mau bénh ung thu thuc quan canh duong gbe ciia cac mau mo binh thuodng.
Profin trinh dién cta céc peptit biéu hién qua mirc 1dm vi du duoc thé hién trén

Fig.1. Diém s6 biéu hién cia cac peptit 1am vi du duge thé hién trong Bang 8

Bang 8: Diém s6 biéu hién. Bang nay liét ké cac peptit dugc biéu hién & mirc rat
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cao trong khdi u so v6i nhom cac mo binh thuong (+++), duoc biéu hién & mirc qua cao
trong khéi u so v6i nhém cac md binh thuong (++) hodc dugc biéu hién qua mic trong
Kkhéi u so v6i nhém céc md binh thuong (+). Nhom cdc md binh thuong bao gbm: mo
md, tuyén thuong than, dong mach, tinh mach, tiy xuong, ndo, day than kinh trung wong
va day than kinh ngoai vi, rudt két, truc trang, rudt non bao gém ca ta trang, thuc quan,
tui mat, tim, thén, gan, phéi, hach bach huyét, té bao bach cau don nhan, tuy, mang bung,
tuyén yén, mang phdi, tuyén nudc bot, co xwong, da, lach, da day, tuyén tc, tuyén giap,

khi quan, niéu quén, bang quang.

SEQ ID No. Trinh tur Sy biéu hién peptit
1 STYGGGLSV 4+
2 SLYNLGGSKRISI SR
3 TASAITPSV 4+
4 ALFGTILEL ++
5 NLMASQPQL o+
6 LLSGDLIFL S
7 SIFEGLLSGV 4+
8 ALLDGGSEAYWRV | +++
9 HLIAEIHTA 4+
10 SLDENSDQQV 4+
11 ALWLPTDSATV -+
12 GLASRILDA 4+
13 SLSPVILGV +++
14 RLPNAGTQV +++
15 LLANGVYAA +++
16 VLAEGGEGV 4+
17 MISRTPEV 4+
18 FLLDQVQLGL 4+
19 GLAPFLLNAV 4+

20 [IEVDPDTKEML 4+
21 [VREFLTAL 4+
22 KLNDTYVNV 4+
23 KLSDSATYL -t
24 LLFAGTMTV -+
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SEQ ID No. Trinh tu Su bidu hién peptit
25 LLPPPPPPA +++
26 MLAEKLLQA et
27 NLREGDQLL +++
28 SLDGFTIQV +++
29 SLDGTELQL +++
30 SLNGNQVTV +++
32 YMLDIFHEV +++
33 GLDVTSLRPFDL +++
34 SLVSEQLEPA +
35 LLRFSQDNA s
36 FLLRFSQDNA +++
37 YTQPFSHYGQAL +++
38 IAAIRGFLV -+
39 LVRDTQSGSL +++
40 GLAFSLYQA +++
41 GLESEELEPEEL +
44 ATGNDRKEAAENSL | +++
45 MLTELEKAL +++
47 VLASGFLTV +++
48 SMHQMLDQTL +++
50 GMNPHQTPAQL +++
51 KLFGHLTSA +++
52 VAIGGVDGNVRL +++
55 GAIDLLHNV +++
57 GLAPNTPGKA +++
58 LILESIPVV -+
59 SLLDTLREV +++
61 TQTTHELTI -+
62 ALYEYQPLQI -+
63 LAYTLGVKQL +++
64 GLTDVIRDV ++
65 YVVGGFLYQRL +++
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SEQ ID No. Trinh ty Sy biéu hién peptit
66 LLDEKVQSV +
68 PAVLQSSGLYSL 4+
70 FVLDTSESV +
71 ASDPILYRPVAV +
72 FLPPAQVTV +
73 KITEAIQYV +
75 GLMDDVDFKA +
77 VLVPYEPPQV -+
78 KVANIIAEV +
80 ALQEALENA ++
81 AVLPHVDQV +
82 HLLGHLEQA 4+
84 SLAESLDQA +
86 GLLTEIRAV +
87 FLDNGPKTI +
88 GLWEQENHL +
89 SLADSLYNL +
91 KLIDDVHRL +
92 SILRHVAEV +
94 TLLQEQGTKTV +

Vi du 2

Lap thong sé bidu hién cta cac gen ma hoa peptit theo sang ché

Su biéu hién qua muc hodc biéu hién dic hiéu cua peptit trén cac t€ bao khdi u
dugc so sanh véi cac té bao binh thuong 1a di d6i véi tinh hitu ich ciia n6 trong liéu phap
midn dich, va mot sb peptit co do dic hiéu khéi u mic du protein ngudn ctia chung ciing
xuét hién trong cic md binh thuong. Viéc 1ap thong sb biéu hién cia ARN thong tin lam
tang thém d9 an toan khi chon céac dich peptit dung cho liéu phap mién dich. Dic biét 1a
dbi véi cac lua chon didu tri bénh v6i nguy co do an toan cao, nhu cic thu thé TCR

trudng thanh i luc, peptit dich 1y tuong s€ c6 ngudn gbc tir protein dic bigt voi khéiu va

khong dugc tim thdy trén cac mo binh thuong.

Ngudn ARN va diéu ché
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Céc mAu mo duoc tach ra khi phau thuét duoc chudn bj theo phuong phéap nhu da
néu trén day (xem vi dy 1) sau khi nhén dugc su dbng y tham gia bang vin ban cua mbi
bénh nhan. Cac mau mod khdi u dugc dong lanh dot ngdt ngay sau khi phéu thuét va duogc
lam ddng nhét sau do bing cbi va chay trong nito 16ng. ARN tdng sb dugc didu ché tir
céc mAu nay bang cach st dung chét phan tng TRI Reagent (Ambion, Darmstadt, Dirc),
sau d6 lam sach bing RNeasy (QIAGEN, Hilden, Pirc); ca hai phuong phap déu duoc
thuc hién theo huong dan ctia nha san xuat.

ARN tdng sb tir md khéi u ding cho cic thir nghiém RNASeq thu dugc tir:
ProteoGenex Inc. (Culver City, CA, My); Tissue Solutions Ltd. (Glasgow, Vuong qudc
Anh).

ARN tdng sb tir cdc md ciia ngudi khoe manh dung cho céc thir nghiém RNASeq
thu duogc tir Asterand (Detroit, M§ va Royston, Herts, Vuong quéc Anh); ProteoGenex
Inc. (Culver City, CA, M¥), Geneticist Inc. (Glendale, CA, MY); Istituto Nazionale
Tumori "Pascale", Molecular Biology and Viral Oncology Unit (IRCCS) (Naples, Y);
Bénh vién dai hoc Heidelberg (Duc); BioCat GmbH (Heidelberg, Dirc).

Luong va chét luong cua tat ca cac mau ARN dugc danh gia trén thiét bi phan tich
sinh hoc Agilent 2100 (Agilent, Waldbronn, Dirc) bing cach sir dung kit ARN 6000 Pico
LabChip (Agilent).

Thir nghiém RNAseq

Viéc phan tich su biéu hién gen cia maiu ARN ctia khdi u va md binh thudng dugc
thwe hién bang phuong phap giai trinh tur thé hé tiép theo (RNAseq) cua cong ty CeGaT
(Tiibingen, Puc). Tom lai, thu vién giai trinh tu dugc tao ra bang cach st dung kit chét
phén tmg Illumina HiSeq v4 theo giao thirc cla nha cung cip (Illumina Inc., San Diego,
CA, My), bao gém si phan manh ARN, su bién d6i cADN va cho thém chét thich ung dé
gi4i trinh tu. Thu vién thu duoc tir nhidu m3u dugc tron 14n theo ty 16 ding mol va duge
giai trinh ty trén thiét bi giai trinh ty [llumina HiSeq 2500 theo hudng din cua nha san
xuét, dé tao ra sb6 doc tir mot dAu theo 50 cip bazo (base pair: bp). Céc trinh tu doc da xu
1y dugc vé ban d6 v6i hé gen ciia nguoi (GRCh38) bang cich sir dung chuong trinh phﬁn
mdm STAR. Céc sé liéu bidu hién dugc thé hién & cap do phién ma dudi dang sb doc cho
mot kilobazo cho mét triéu 1an doc dugc vé ban dd ((Reads Per Kilobase per Million
mapped reads: RPKM), dugc tao ra bing chuong trinh phan mém Cufflinks) va & cap do

exon (tong s6 lan doc, dugc tao ra bang chuong trinh phan mém Bedtools), trén co s& cac
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chi giai cia tap hop co s& dit lidu trinh tur (Ensembl77). Cac s6 doc exon dugc chuén héa
theo chidu dai va kich thuéc théng hang dé thu dugc gia tri RPKM.

Céc profin biéu hién 1am vi du cua cac gen ngudn theo sang ché duoc biéu hién &
mic qua cao hodc chi dugc biéu hién & bénh ung thu thuc quan dugc thé hién trén Fig.2.

Piém sb bidu hién cua cac gen 1am vi du khac dugce thé hién trong Bang 9.

Bang 9: Diém sé bidu hién. Bang nay liét k& cac peptit tir gen dugc biéu hién &
mure rit cao trong khéi u so voi nhém cdc md binh thuong (+++), duge biéu hién & mitc
qua cao trong Kkhéi u so v6i nhom cac md binh thudng (++) hodc dugc biéu hién qua mirc
trong khdi u so v6i nhém céc md binh thudng (+). Gié tri ban dAu cia cac didm sb nay
duogc tinh tu Kkét qua xac dinh cua cac mo binh thuong sau: mé md, tuyén thuong thén,
dong mach, tiy xuong, nao, ruot két, thuc quan, tii mat, tim, thén, gan, phéi, hach bach
huyét, tuy, tuyén yén, truc trang, co xuong, da, rudt non, lach, da day, tuyén trc, tuyén

giap, khi quan, bang quang, tinh mach.

SEQ ID No. Trinh ty Su biéu hién gen
1 STYGGGLSV +++
2 SLYNLGGSKRISI 4+
3 TASAITPSV 4+
4 ALFGTILEL ++
5 NLMASQPQL +++
6 LLSGDLIFL +++
7 SIFEGLLSGV +++
8 ALLDGGSEAYWRYV | +++
9 HLIAEIHTA +++
10 SLDENSDQQV +++
11 ALWLPTDSATV +++
12 GLASRILDA +++
13 SLSPVILGV +++
14 RLPNAGTQV +++
15 LLANGVYAA +++
16 VLAEGGEGV +++
17 MISRTPEV +++
18 FLLDQVQLGL +++
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SEQ ID No. Trinh tur Su biéu hién gen

24 LLFAGTMTV +++
25 LLPPPPPPA +
26 MLAEKLLQA ++
27 NLREGDQLL o
32 YMLDIFHEV +H+
49 GLMKDIVGA +

55 GAIDLLHNV ++
57 GLAPNTPGKA +
67 SMNGGVFAV ++
69 GLLVGSEKVTM A+
71 ASDPILYRPVAV +
77 VLVPYEPPQV -+
80 ALQEALENA +
94 TLLQEQGTKTV +H

Vidu3

Tinh sinh min dich in vitro @i véi peptit trinh dién MHC nhom I

Pé thu dugc thong tin lién quan dén tinh sinh mién dich cua peptit TUMAP theo
sang ché, céc tac gia sing ché d3 tién hanh dénh gia bing cach st dung thir nghiém tao
modi té bao T in vitro trén co s& su kich thich ldp lai cia cac té bao T CD8+ b:%lng cac té
bao trinh dién khang nguyén nhan tao (artificial antigen presenting cell: aAPC) dugc tai
phtrc hop peptittMHC va khang th8 khang CD28. Theo cach ndy, tic gia sang ché c6 thé
cho théy tinh sinh mién dich déi véi céc peptit TUMAP duoc gi6i han bdi HLA-A*0201
theo sang ché, dé chimg minh rang céac peptit ndy 13 epitop cua té bao T khang tién té bao

T CD8+ tdn tai & ngudi (Bang 10).

Tao mdi cac té bao T CD8+ in vitro

Pé thuc hién viéc kich thich in vitro bang céc t& bao trinh dién khang nguyén nhéan
tao dugc tai phic hop peptit-MHC (peptide-MHC complex: pMHC) va khang thé khang
CD28, trudc tién, cic tac gia sing ché phan 14p cac € bao T CD8+ ra khoi cdc sdn phim
gan tach bach ciu HLA-A*02 m6i bﬁmg cach chon loc duong tinh béng cach str dung cac
vi hat CD8 (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Dtrc) cia ngudi cho khée manh thu

duogc tir University clinics Mannheim, Dirc, sau khi dong ¥ tham gia.
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PBMC va cac té bao lymphd CD8+ phén lap duge duge U trong mbi trudong té bao
T (T-cell medium : TCM) cho dén khi st dung gdbm RPMI-Glutamax (Invitrogen,
Karlsruhe, Dtic) dugc bd sung thém huyét thanh AB ciia ngudi 10% dugc bét hoat bang
nhiét (PAN-Biotech, Aidenbach, Ptic), Penixilin 100U/ml/ Streptomyxin 100pg/ml
(Cambrex, Cologne, Dic), natri pyruvat lmM (CC Pro, Oberdorla, Pirc), Gentamycin
20pg/ml (Cambrex). IL-7 2,5 ng/ml (PromoCell, Heidelberg, Durc) va IL-2 10 U/ml
(Novartis Pharma, Niirnberg, Dtrc) cling duoc bd sung thém vao méi truong TCM & budc
nay.

Su tao ra cac hat dugc phu pMHC/khang thé khang CD238, su kich thich t bao T
va viéc doc két qua dugc thuc hién trong hé in vitro dugc xac dinh ¢ muc cao bing cach
stt dung 4 phan t& pMHC khac nhau cho mdi didu kién kich thich va 8 phéan t&t pMHC
khac nhau cho mdi diéu kién doc két qua.

TgG2a clia chudt tinh khiét dugc dong kich thich khang CD28 Ab 9.3 clia ngudi
(Jung et al., 1987) dugc biotinyl hoa bing phuong phip hoa hoc bing cach sit dung
Sulfo-N-hydroxysucxinimidobiotin theo khuyén céo cia nha sin xuit (Perbio, Bonn,
Puc). Cac hat duge st dung 1a hat polystyren duogc phui streptavidin c¢6 duodng kinh
5,6pm (Bangs Laboratories, Illinois, M¥).

pMHC dugc st dung d8 kich thich dbi ching duong va dbi ching am 1a
A*0201/MLA-001 (peptit ELAGIGILTV (SEQ ID NO. 102) tir Melan-A/MART-1 duogc
cai bién) va A*0201/DDX5-001 (YLLPAIVHI tir DDX5 (SEQ ID No. 103)), twong Gng.

800.000 hat/200 pl dugc phu trong dia c6 96 15 v6i su ¢ mat cia 4 x 12,5 ng
biotin-pMHC khac nhau, dugc rira va 600 ng biotin khang CD28 dugc cho thém sau do
v6i thé tich 200ul. Sy kich thich duge khoi mao trong dia c6 96 15 bing cach 1t dong thoi
1x10° té bao T CD8+ v&i 2x10° hat dugc pht da rira sach trong 200pl TCM duge bd
sung 5 ng/ml IL-12 (PromoCell) trong 3 ngdy & nhiét d§ 37°C. Sau d6, mot nra moi
truong dugce thay bing mdi truong TCM m6i duge bd sung 80U/ml IL-2 va tiép tuc 4
trong 4 ngay & nhiét d6 37°C. Chu trinh kich thich nay dugc thuc hién tbng cong ba lan.
Déi voi két qua doc multime pMHC bang cach st dung 8 phan tir pMHC khac nhau cho
mdi didu kién, phuong phép ma héa két hop hai chiéu duge sir dung nhu duge md ta
(Andersen et al., 2012) v6i su cai bién nho bang céch lién két v6i 5 chit gy huynh quang
khac nhau. Cudi cung, cac budce phan tich multime dugce thuc hién bang cach nhudm té

bao béng thubc nhudm héng ngoai gﬁn vé ty 1€ séng/chét (Invitrogen, Karlsruhe, buc),
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dong khang thé CD8-FITC SK1 (BD, Heidelberg, Pirc) va multime pMHC huynh quang.
Pé phan tich, thiét bi dém té bao BD LSRII SORP duoc trang bi mdy phat lwong tir 4nh
sang va bd loc thich hop duge sir dung. Céc té bao dic hiéu peptit dugc tinh theo ty 1 %
clia chc té bao CD8+ tdng sb. Viéc danh gia phép phan tich multime dugc thye hién bang
cach st dung chuong trinh phén mém FlowJo (Tree Star, Oregon, My). Su tao mbi in
vitro cta cac té bao lymphd multime+ CD8+ ddc hiéu duoc phat hién bang cach so sanh
v6i su kich thich dbi chimg 4m tinh. Tinh sinh mién dich dbi véi mot khang nguyén cho
trude duge phat hién néu it nhat mot 16 duoc kich thich in vitro cia mot nguoi cho khoe
manh ¢6 thé dugc danh gia dugc phat hién 1a chira dong té bao T CD8+ dic hiéu sau khi
kich thich in vitro (nghia 12 16 nay chua it nhit 1% té bao T multime+ dic hiéu trong s6
céc t6 T CD8+ va ty 18 % té bao multime+ dic hiéu béng it nhit 10 14n gia tri trung binh
ctia két qua kich thich d6i chimg 4m tinh).
Tinh sinh mién dich in vitro clia peptit bénh ung thu thuc quan

Péi v6i peptit HLA nhém I duge thir nghiém, tinh sinh midn dich in vitro c6 thé
dugc chimg minh bang céch tao ra cic dong té bao T dic hiéu peptit. Két qua dém té bao
theo dong 1am vi du sau khi nhuom multime dic hiéu peptit TUMAP d6i véi hai peptit
(SEQ ID No. 97 va SEQ ID No. 101) theo sang ché duoc thé hién trén Fig.3 cling véi cac
dbi chung Am tuong Ung. Két qua cuia ndm peptit theo sang ché duoc tom tit trong Bang
10A.

Bang 10A: tinh sinh midn dich in vitro ciia cac peptit HLA nhom I theo sang ché.

Két qua lam vi du cta thit nghiém tinh sinh mién dich in vitro dugc tién hanh boi
tac gia sang ché dbi voi cac peptit theo sang ché. Gia tri <20% = +; 20% - 49% = ++;

50% - 69%=+++; >= 70 % = ++++

SEQ ID No Trinh ty Céac 16 Nguoi cho
94 TLLQEQGTKTV T i
95 LIQDRVAEV T -
97 ELDRTPPEV T .
98 VLFPNLKTV T et
101 AMTQLLAGV Tt o

Bang 10B: tinh sinh mién dich in vitro ctia cac peptit HLA nhom I theo sang ché.

Két qua 1am vi du cla thir nghiém tinh sinh mién dich in vitro duge tién hanh boi
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tac gid sang ché d6i voi céac peptit theo sang ché. Két qua cia céac thir nghiém tinh sinh
mién dich in vitro dugc thé hién. Ty 1& % céc 16 duong tinh va ngudi cho (trong sb cac
miu 6 thé dénh gid) duoc tém tht nhu duge thé hién, gid tri <20% = +; 20% - 49% =++;

50% - 69%= +++; >= 70 % = ++++

SEQ ID No Trinh ty Céc 16 duong tinh [%]
1 STYGGGLSV +
2 SLYNLGGSKRISI +
5 NLMASQPQL +++
6 LLSGDLIFL ++
12 GLASRILDA
19 GLAPFLLNAV
29 SLDGTELQL
47 VLASGFLTV +++
69 GLLVGSEKVTM +
77 VLVPYEPPQV +
Vidu4
Tbng hop peptit

T4t ca cac peptit dugc tbng hop bing cach st dung phuwong phap tbng hop peptit
pha rén chudn va da biét 5 bing cach st dung chién luge Fmoc. Tinh dong nhét va do
tinh khiét ciia m3i peptit riéng biét dugc xac dinh bang phuong phép phd khéi va phuong
phap sic ky long hiéu nang cao ddo pha (RP-HPLC) phén tich. C4c peptit thu dugc dudi
dang san phim dong khé nhanh mau tring nga (mubi triflo axetat) véi do tinh khiét >
50%. Tt hon, néu tit ca cac peptit TUMAP dugc sir dung dudi dang mudi triflo-axetat

hozic mubi axetat, cac dang muoi khac ciing ¢6 thé dugc st dung.

Vidu5
Thir nghiém gén két MHC

Céc peptit tmg vién ding cho liéu phap trén co s& té bao T theo sang ché duoc thir
nghiém thém vé kha ning gn két véi MHC (éi lyc) cla ching. Cac phtic hop peptit-
MHC riéng biét duoc tao ra bang cich trao @i UV-phdi tir, trong d6 peptit nhay UV
dugc phan giai khi chiéu UV, va dugc trao dbi v6i peptit quan tAm khi phan tich. Khi cac

g vién peptit ¢o thé gn két hitu hiéu va lam 6n dinh cac phén tt MHC nhan peptit dé
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ngdn nglra sy phan ly clia cac phic hop MHC. D8 xé4c dinh hiéu suit ciia phan Ung trao
dbi, thir nghiém ELISA duoc thuc hién dua trén sy phét hién chudi nhe (B2m) cua phic
hop MHC dugc lam 4n dinh. N6i chung, thir nghiém nay dugc thuc hién nhu duge mo ta
trong tai liéu ciia Rodenko va cac ddng tac gia (Rodenko et al., 2006).

Pia MAXISorp ¢6 96 10 (NUNC) dugc phu qua dém bang streptavidin 2ug/ml
trong PBS & nhiét do trong phong, dugc rira 4 1in va phong bé trong 1 gid & nhiét do
37°C trong dung dich dém phong bé chira BSA 2%. Cac monome HLA-A*02:01/MLA-
001 cudn gip lai dugc ding lam chét chuén, pha v6i luong nam trong khoang tir 15 dén
500 ng/ml. Cac monome peptit-MHC cua phan Ung trao ddi UV-duoc pha lodng 100 lan
trong dung dich dém phong bé. Céc mau duoc 0 trong 1 gid & nhiét d 37°C, rira 4 l4n, 0
v6i HRP 2ug/ml lién hop khéng f2m trong 1 gio ¢ nhiét do 37°C, ria lai va phat hién
bing dung dich TMB, lam ngling phéan tng bang NH,SO4. Mtic d0 hép thu dugc xac dinh
& bude séng 450nm. Céc peptit Gng vién c6 hiéu suit trao ddi cao (t6t hon 1a cao hon
50%, tbt nhit 1a cao hon 75%) thudong dugce uu tién dé tao ra va san xuét khang thé hoiic
manh khang thé ctia nd, va/hodc thu thé té bao T hodc cac doan cua nd, do ching co dua ai
luc voi cac phan tit MHC va ngan nglra sy phan ly cua phirc hgp MHC nay.

Bang 11: Piém sb gin két véi MHC nhom 1.

Su gén két clia cac peptit dugc gidi han béi HLA-nhém I véi HLA-A*02:01 dugc

phén loai theo hiu suat trao ddi peptit: >10% = +; >20% = ++; >50 = +++; > 75% =

-+
SEQ ID Trinh ty Su trao ddi peptit

1 STYGGGLSV +++
2 SLYNLGGSKRISI ++++
3 TASAITPSV -+
5 NLMASQPQL +++
6 LLSGDLIFL +++
7 SIFEGLLSGV ++

8 ALLDGGSEAYWRV +++
9 HLIAEIHTA -+
10 SLDENSDQQV -+
11 ALWLPTDSATV +++
12 GLASRILDA +++
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SEQID Trinh tu Su trao di peptit
13 |SLSPVILGV it
14 |RLPNAGTQV .
15 LLANGVYAA +
16 VLAEGGEGV +++
17 |MISRTPEV o
18 |FLLDQVQLGL T
19 |GLAPFLLNAV .
21  |IVREFLTAL T
22 KLNDTYVNV +++
23 |KLSDSATYL T
24 |LLFAGTMTV N
25  |LLPPPPPPA T
26 |MLAEKLLQA N
27 NLREGDQLL +++
28 |SLDGFTIQV T
29 |SLDGTELQL ot
30 SLNGNQVTV +
31 | VLPKLYVKL -
32 | YMLDIFHEV T
33 | GLDVTSLRPFDL i
34 |SLVSEQLEPA i
35 | LLRFSQDNA i
36 |FLLRFSQDNA i
37 | YTQPFSHYGQAL Tt
38 |IAAIRGFLV T
39 |LVRDTQSGSL -
40 GLAFSLYQA ++
41 GLESEELEPEEL ++
42 TQTAVITRI +
43 KVVGKDYLL +
44 |ATGNDRKEAAENSL T
45 |MLTELEKAL T
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SEQID Trinh tu Su trao dbi peptit
46 YTAQIGADIAL 4+
47 VLASGFLTV o+
48 SMHQMLDQTL ++
49 GLMKDIVGA +++
51 KLFGHLTSA ++
52 VAIGGVDGNVRL ++
53 VVVTGLTLV ++
54 YQDLLNVKM 4+
55 GAIDLLHNV ++
56 ALVEVTEHV ++
57 GLAPNTPGKA +++
58 LILESIPVV ++
59 SLLDTLREV +++
60 VVMEELLKV ++
61 TQTTHELTI +++
62 ALYEYQPLQI ++
63 LAYTLGVKQL 4+
64 GLTDVIRDV -+
65 YVVGGFLYQRL +++
66 LLDEKVQSV +++
67 SMNGGVFAV ++
68 PAVLQSSGLYSL ++
69 GLLVGSEKVTM 4+
70 FVLDTSESV -+
71 ASDPILYRPVAV +++
72 FLPPAQVTV ++
73 KITEAIQYV -+
74 ILASLATSV +++
76 KVADYIPQL -+
77 VLVPYEPPQV ++
78 KVANIAEV ++
79 GQDVGRYQV ++
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SEQ ID Trinh tu Su trao doi peptit
80 ALQEALENA ++
81 AVLPHVDQV +++
82 HLLGHLEQA +++
83 ALADGVVSQA +++
84 SLAESLDQA +++
85 NIIELVHQV ++++
87 FLDNGPKTI +++
89 SLADSLYNL ++
90 SIYEYYHAL +++
91 KLIDDVHRL ++++
92 SILRHVAEV ++
93 VLINTSVTL +++

Vidu6

DPinh luong tuyét dbi cac peptit lién quan dén khéi u duoc biéu hién trén bé mat té bao

Viéc didu ché céc chit gin két, nhu khang thé va/hodc thu thé TCR, 12 quy trinh
tdn kém nén quy trinh nay co thé chi duoc tién hanh d6i véi mot sé dich dugce chon.
Trong trudng hop cac peptit 1ién quan dén khdi u va dic hiéu khdi u, tiéu chi lya chon
bao gdm, nhung khong chi giéi han d, tinh dic hitu vé mirc d¢ trinh dién va mét do peptit
duoc bidu hién trén bé mit té bao. Viéc dinh luong sé ban sao peptit TUMAP cho mot té
bao trong cac miu khéi u rén cin phai dinh luong tuyét dbi peptit TUMAP phén lap
duoc, hidu qua phén l4p peptit TUMAP, s6 lugng té bao trong mAu dugce phén tich.

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

Dé dinh lugng chinh x4c peptit bing phuong phép phd khéi lugng, l4p dudng
cong hiéu chinh cua mdi peptit bang cich sit dung phuong phap chét chudn noi. Chit
chuén ndi 1a bién thé duge danh du biang ddng vi phong xa kép cua mdi peptit, nghia la
céc axit amin dugc danh diu bang hai ddng vi phong xa dugc dua vao qua trinh tong hop
peptit TUMAP. Chét nay chi khac véi peptit lién quan dén khéi u v& khdi lugng cua nd
ma khong c6 su khac bi€t v& céac tinh chit hoa ly khac (Anderson et al, 2012). Chét
chuan ndi niy dugc bd sung vao mdi mau MS va tAt c& c4c tin hiéu MS dugc chuan hoa

v6i tin hiéu MS ctia chat chuan noi dé bu lai sy bién thién do k¥ thudt co thé c6 gitra cac
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1an thir nghiém MS.

Céc duong cong hiéu chinh dugc 1ap theo it nhét ba ma tran khéac nhau, nghia 13
dich rira giai peptit HLA cta céac mau tu nhién giéng véi cac méau MS thong thuong, va
m&i ché phdm dugc xéc dinh theo hai 1an phén tich MS I3p lai. Pé d4nh gia, c4c tin hiéu
MS dugc chuén héa véi tin hiéu cua chét chudn noi va dudng cong hiéu chinh duoc tinh
bang phuong phép hdi quy logic.

Pé dinh luong cac peptit lién quan dén khéi u tir m3u md, cac miu twong Gng
dugc bd sung chat chuin noi, cac tin hiéu MS dugc chuin héa véi chét chudn ndi va duge

dinh luong bang cach sir dung dudng cong hiéu chinh peptit.

Hiéu qua phan lap peptit/MHC

Gidng nhu dbi v6i phuong phap tinh ché protein bét ky, viéc phan lap protein tr
cac miu méd di kém véi lugng ton hao nhét dinh cta protein can quan tAm. Pé xac dinh
hiéu qua phan 1ap TUMAP, phtrc hop peptitMHC dugc tao ra dbi voi tit ca cac peptit
TUMAP duoc chon dé dinh lugng tuyét dbi. DE co thé phan biét phirc hop bo sung véi
cac phirc hop pepti/MHC ty nhién, cac dang dugc danh diu bing ddng vi phong xa don

cta peptit TUMAP duge sit dung, tirc 1a axit amin dugc danh diu bang mot dbng vi
phong xa dugc dwa vao sit dung trong qué trinh téng hop peptit TUMAP. Céc phtrc hop
nay duoc b sung vao cac dich phan giai m6 méi didu ché, tirc 12 & thoi diém som nhét c6
thd cua qua trinh phan 1lap TUMAP, va sau d6 dugc bt gift gidng nhu phirc hop
peptitMHC tu nhién trong qua trinh tinh ché 4i luc sau d6. Do d6, viéc xac dinh luong
thu hdi cia TUMAP dugc danh diu don cho phép két luan hiéu qua phan 14p cla ting
TUMAP tu nhién.

Hiéu qué phan 1ap dugc phan tich véi s lugng it mAu va 1a tuong duong trong cac
mAu mo nay. Trai lai, hiéu qua phén 18p 1a khéc nhau giita cac peptit riéng biét. Diéu nay
goiy rang hiéu qua phén lap, méc du chi dugc xac dinh & mot s6 luong gidi han cac mau
md, c6 thé duge ngoai suy cho ché phim mo khéc bét ky. Tuy nhién, can phan tich mbi
peptit TUMAP riéng biét do hi¢u qua phén lap ¢ thé khong dugc ngoai suy tir peptit nay
sang céac peptit khac.

Xéac dinh $6 luong té bao trong md rén duge dong lanh

Pé xéc dinh sb lugng té bao trong mau md dugc dinh luong peptit tuyét dbi, tac

giad sang ché da 4p dung phuong phap phén tich ham lugng ADN. Phuong phép nay co

thé 4p dung cho mot pham vi rdng cac mAu c6 ngudn goc khac nhau va diéu quan trong
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nhét 13 cac mAu dong lanh (Alcoser et al., 2011; Forsey and Chaudhuri, 2009; Silva et al.,
2013). Trong qua trinh phan lap peptit, mau md dugc xt 1y thanh dich phén giai ddng
nh4t ma phan phéan wéc dich tan dugc 14y ra tir do. Phén phan udc nay dugc chia thanh ba
phdn ma ADN dugc phan 18p tir d6 (QiaAmp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, Puc).
Nong d6 ADN tdng sb tir mdi 1an phan 14p ADN duoc dinh lugng bang cach sir dung thit
nghiém dinh lugng ADN trén co s& huynh quang (Kit thir nghiém ADN soi kép Qubit
HS, Life Technologies, Darmstadt, Durc) véi it nhét hai 14n.

Pé tinh sé luong té bao, 14p dudong cong ADN chudn tir cac phin phan udc cia té
bao mau khoe manh doﬁ 1é, véi khoang sb luong té bao xac dinh, dugc tao ra. Dudng
cong chuin dugc sit dung 8 tinh tdng sb lugng té bao tir ndng do ADN tdng s tir mdi
1an phan 1ap ADN. Téng s6 lugng té bao trung binh cla miu mo dung dé phan 1ap peptit
duoc ngoai suy khi tinh dén thé tich da biét cta cac phin phan udc cia dich tan va téng
thé tich dich tan.

S6 ban sao peptit cho mot té bao

Véi s6 liéu cia cac thir nghiém néu trén, cac tac gia sang ché tinh dugc sb luong
ban sao TUMAP cho mét té bao bang cach chia tbng lwong peptit cho tdng sb luong té
bao ctia mdi mau, sau d6 chia cho hiéu suit phan 14p. Sé ban sao cho mdt té bao cua céc
peptit dugce chon dugc thé hién trong Bang 12.

Bang 12: sb ban sao tuyét d6i. Bang nay liét ké két qua dinh lugng peptit tuyét d6i
trong cic mau khéi u NSCLC. Sé ban sao trung binh cho mét té bao duoc thé hién dbi
véi mdi peptit: <100 = +; >=100 = ++; >=1000 +++; >=10000 = ++++. S6 luwong mau

trong d6 cac sb liéu MS c6 thé danh gid véi chét lugng cao dugc thé hién.

SEQ ID No. | Ky hiéu peptit S ban sao ctia mdi té bao (gia tri trung S6 lwong miu
binh)

9 PTHL-001 + 31
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YEU CAU BAO HO
1. Mubi duge dung cua peptit c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.
2. Mubi duogc dung theo diém 1, trong do mubi nay la mudi clorua hodc trifloaxetat.

3. Khéng thé duge phan lép, cu thé 1a khing thé hoa tan hodc lién két mang, hoac manh
clia né, trong d6 khang thé nay nhan biét dac hiéu peptit co trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 9, hoac mubi dugc dung ctia nd, hodc peptit co trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 9 hoic mudi duoc dung ciia nd, khi duoc gan két v6i phan tir cua phtc hop
twong thich moé chinh (MHC).

4. Khang thé hodc méanh cia né theo diém 3, trong d6 khang thé nay 1 khang thé don

dong, khang thé dic hiéu kép va/hodc khang thé thé kham, hodc manh cda no.

5. Thu thé té bao T (T-cell receptor: TCR) duoc phén lap, hodc manh cia nd, c6 kha
nang phan tmg véi phéi tir HLA, trong d6 phéi tir nay 1a peptit c6 trinh tw axit amin néu

trong SEQ ID NO: 9.

6. Thu thé té bao T hodc manh cta né theo diém 3, trong do thu thé nay la thu thé tai td

hop, hoa tan hoac lién két mang.

7. Thu thé té bao T hodc manh ctia né theo diém 5 hodc 6, trong d6 thu thé té bao T nay
hodc manh cua n6é dugc tao ra dudi dang phén tir hoa tan, va mang chtc nang hiéu tng

khac.

8. Thu thé t& bao T hodc manh cta n6 theo diém 7, trong d6 chirc nang hi¢u ing khac la

mién kich thich mién dich hodc doc té.

9. Axit nucleic ma hoa peptit ¢6 ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9, khang thé hoic
ménh ctia n6 dugc x4c dinh theo diém 3 hodc 4, hodc thu thé TCR hodc manh cta no
duoc x4c dinh theo diém bAt ky trong s6 cac diém tir 6 dén 8, duoc lién két véi trinh tu

gen khoi dau khac loai.
10. Vecto biéu hién chita axit nucleic theo diém 9.

11. Té bao chu tai td hop chita peptit c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9,
khang thé hoidc manh ciia né duge xéac dinh theo diém 3 hoic 4, hodc thu thé TCR hoac
manh ctia n6 dugc xac dinh theo diém bat ky trong sé cac diém tir 6 dén 8, axit nucleic

theo diém 9 hodc vecto biéu hién theo diém 10.
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12. Té bao chu tai td hop theo diém 11, trong do té bao chu nay dugc chon tir té bao

trinh dién khang nguyén, té bao T hoic té bao NK.

13. Té bao chu tai t6 hop theo diém 12, trong d6 té bao trinh dién khang nguyén la té
bao duoi gai.

14. Phuong phép tao ra peptit cé trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9, trong d6
phwong phéap nay bao gébm budc nudi cdy té bao chu tai t6 hop theo diém bét ky trong
s6 cac diém tir 11 dén 13 chira peptit co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9,
hodc biéu hién axit nucleic theo diém 9 hodc chira vecto biéu hién theo diém 10, va phan

14p peptit ra khoi t€ bao chi hodc moi trudng nudi cdy cua nd.

15. Phuong phap tao ra khang thé hozic manh cia né theo diém 3 hoic 4, trong d6
phuong phap nay bao gbm budc nudi ciy té bao chu tai td hop theo diém bat ky trong
s6 cac diém tir 11 dén 13 chira peptit co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9,
hodc biéu hién axit nucleic theo diém 9 hogc chira vecto biéu hién theo diém 10, va phan

lap khang thé hodc manh cia né ra khdi t€ bao chi hodc mdi truong nudi cay cia no.

16. Phuong phép tao ra hodc thu thé TCR hodc manh cua né theo diém 6 hoac 7, trong
do6 phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy té bao chu tai t6 hop theo diém bat ky trong
sb cac diém tir 11 dén 13 chira peptit c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9,
hodc biéu hién axit nucleic theo diém 9 hodc chira vecto biéu hién theo diém 10, va phan

lap thu thé TCR hodc manh cta nd ra khoi té bao chi hodc moi trudong nudi céy cua no.

17. Phuong phap tao ra céc té bao lympho T hoat héa in vitro, phuwong phap nay bao
gdm bude cho cac té bao T tiép xtic in vitro véi khang nguyén dugce tai cac phan tir
MHC nhém I hodc nhém II ctia ngudi dugc bidu hién trén bé mit cla té bao trinh dién
khang nguyén thich hop hodc cAu truc nhan tao bit chudc té bao trinh dién khang nguyén
trong khoang thoi gian du dé hoat hoa cac té bao T nay theo cach dic hiéu khang nguyén,

trong d6 khang nguyén nay la peptit cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

18. Té bao lympho T hoat hoa dugc tao ra bang phuong phap theo diém 17, trong do6 té
bao nay nhan biét chon loc té bao chira polypeptit cé trinh ty axit amin dugc néu trong

diém 1 hodc 2.
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Fig.3 (tiép theo)
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<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 1

Ser Thr Tyr Gly Gly Gly Leu Ser Val
1 5

<210> 2

<211> 13

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 2

Ser Leu Tyr Asn Leu Gly Gly Ser Lys Arg Ile Ser Ile
1 5 10

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 3

Thr Ala Ser Ala Ile Thr Pro Ser Val
1 5
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<210> 4

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 4

Ala Leu Phe Gly Thr Ile Leu Glu Leu
1 5

<210> 5

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 5

Asn Leu Met Ala Ser Gln Pro Gln Leu
1 5

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 6
Leu Leu Ser Gly Asp Leu Ile Phe Leu
1 5

<210> 7

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 7
Ser Ile Phe Glu Gly Leu Leu Ser Gly Val
1 5 10

<210> 8

211> 13

<212> PRT

<213> Nguvi hién dai

<400> 8

Ala Leu Leu Asp Gly Gly Ser Glu Ala Tyr Trp Arg Val
1 5 10
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<21e> 9

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 9

His Leu Ile Ala Glu Ile His Thr Ala
1 5

<210> 10

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 10

Ser Leu Asp Glu Asn Ser Asp Gln Gln Val
1 5 10

<216> 11

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 11
Ala Leu Trp Leu Pro Thr Asp Ser Ala Thr Val
1 5 10

<210> 12

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 12
Gly Leu Ala Ser Arg Ile Leu Asp Ala
1 5

<2106> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 13
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Ser Leu Ser Pro Val Ile Leu Gly Val
1 5

<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 14

Arg Leu Pro Asn Ala Gly Thr Gln Val
1 _ 5

<210> 15

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 15

Leu Leu Ala Asn Gly val Tyr Ala Ala
1 5

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 16

val Leu Ala Glu Gly Gly Glu Gly Val
1 5

<210> 17

<211> 8

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 17

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
1 5

<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
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<400> 18

Phe Leu Leu Asp Gln Val Gln Leu Gly Leu
1 5 10

<210> 19
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 19

Gly Leu Ala Pro Phe Leu Leu Asn Ala Val
1 5 10

<210> 20
<211> 12
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 20

Ile Ile Glu Val Asp Pro Asp Thr Lys Glu Met Leu
1 5 10

<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 21
Ile Val Arg Glu Phe Leu Thr Ala Leu
1 5

<210> 22

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 22
Lys Leu Asn Asp Thr Tyr Val Asn Val
1 5

<210> 23
<211> 9
<212> PRT
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<213> Ngudi hién dai
<400> 23

Lys Leu Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu
1 5

<210> 24

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 24

Leu Leu Phe Ala Gly Thr Met Thr Val
1 5

<21e> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 25
Leu Leu Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ala

1 5

<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 26
Met Leu Ala Glu Lys Leu Leu Gln Ala
1 5

210> 27

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 27

Asn Leu Arg Glu Gly Asp Gln Leu Leu
1 5

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

<400> 28

Ser Leu Asp Gly Phe Thr Ile Gln Val
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 29

Ser Leu Asp Gly Thr Glu Leu Gln Leu
1 5

<216> 30

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 30
Ser Leu Asn Gly Asn Gln Val Thr Val
1 5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 31
Val Leu Pro Lys Leu Tyr Val Lys Leu
1 5

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 32

Tyr Met Leu Asp Ile Phe His Glu Vval
1 5
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<210> 33

<211> 12

<212> PRT

<213> Nguodi hién dai

<400> 33

Gly Leu Asp Val Thr Ser Leu Arg Pro Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 34

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 34
Ser Leu Val Ser Glu Gln Leu Glu Pro Ala
1 5 10

<210> 35

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 35
Leu Leu Arg Phe Ser Gln Asp Asn Ala
1 5

<210> 36
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 36
Phe Leu Leu Arg Phe Ser Gln Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 37

<211> 12

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 37

Tyr Thr Gln Pro Phe Ser His Tyr Gly Gln Ala Leu
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<210> 38

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 38

Ile Ala Ala Ile Arg Gly Phe Leu Val
1 5

<210> 39

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 39

Leu Val Arg Asp Thr Gln Ser Gly Ser Leu
1 5 10

<210> 40

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 40
Gly Leu Ala Phe Ser Leu Tyr Gln Ala
1 5

<210> 41
<211> 12
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 41
Gly Leu Glu Ser Glu Glu Leu Glu Pro Glu Glu Leu
1 5 10

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<4008> 42
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Thr Gln Thr Ala Val Ile Thr Arg Ile
1 5

<210> 43

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngu&i hién dai

<400> 43

Lys Val Val Gly Lys Asp Tyr Leu Leu
1 5

<210> 44
<211> 14
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 44

Ala Thr Gly Asn Asp Arg Lys Glu Ala Ala Glu Asn Ser Leu
1 5 10

<210> 45

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 45

Met Leu Thr Glu Leu Glu Lys Ala Leu
1 5

<210> 46

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 46

Tyr Thr Ala Gln Ile Gly Ala Asp Ile Ala Leu
1 5 10

<210> 47

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
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<400> 47

val Leu Ala Ser Gly Phe Leu Thr Val
1 5

<210> 48
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 48

Ser Met His Gln Met Leu Asp Gln Thr Leu
1 5 10

<21e> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 49
Gly Leu Met Lys Asp Ile Val Gly Ala
1 5

<210> 50
<211> 11
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 50

Gly Met Asn Pro His Gln Thr Pro Ala Gln Leu
1 5 10

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 51
Lys Leu Phe Gly His Leu Thr Ser Ala
1 5

<210> 52
<211> 12
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<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 52

Val Ala Ile Gly Gly Val Asp Gly Asn Val Arg Leu
1 5 10

<210> 53

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 53

val Val Val Thr Gly Leu Thr Leu Val
1 5

<210> 54

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 54
Tyr Gln Asp Leu Leu Asn Val Lys Met
1 5

<210> 55

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 55
Gly Ala Ile Asp Leu Leu His Asn Val

1 5

<210> 56

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 56

Ala Leu Val Glu Val Thr Glu His Val
1 5
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<210> 57

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 57

Gly Leu Ala Pro Asn Thr Pro Gly Lys Ala
1 5 10

<210> 58

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 58

Leu Ile Leu Glu Ser Ile Pro Val Val
1 5

<210> 59

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 59
Ser Leu Leu Asp Thr Leu Arg Glu Val
1 5

<210> 60

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguvi hién dai

<400> 60
val Val Met Glu Glu Leu Leu Lys Val
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 61

Thr Gln Thr Thr His Glu Leu Thr Ile
1 5
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<216> 62

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 62

Ala Leu Tyr Glu Tyr Gln Pro Leu Gln Ile
1 5 10

<210> 63
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 63

Leu Ala Tyr Thr Leu Gly Val Lys Gln Leu
1 5 10

<210> 64

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 64
Gly Leu Thr Asp Val Ile Arg Asp Val
1 5

<210> 65

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 65

Tyr Val Val Gly Gly Phe Leu Tyr Gln Arg Leu
1 5 10

<210> 66

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 66
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Leu Leu Asp Glu Lys Val Gln Ser Val
1 5

<210> 67

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 67

Ser Met Asnh Gly Gly Val Phe Ala Val
1 5

<210> 68
<211> 12
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 68

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
1 5 10

<210> 69

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 69

Gly Leu Leu Val Gly Ser Glu Lys Val Thr Met
1 5 10

<210> 70

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 70
Phe Val Leu Asp Thr Ser Glu Ser Val
1 5

<210> 71

<211> 12

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
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<400> 71

Ala Ser Asp Pro Ile Leu Tyr Arg Pro val Ala Val
1 5 10

<210> 72

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 72

Phe Leu Pro Pro Ala Gln Val Thr Val
1 5

<210> 73

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 73

Lys Ile Thr Glu Ala Ile Gln Tyr Val
1 5

<210> 74

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 74
Ile Leu Ala Ser Leu Ala Thr Ser Val

1 5

<210> 75

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 75
Gly Leu Met Asp Asp Val Asp Phe Lys Ala
1 5 10

<210> 76
<211> 9
<212> PRT
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<213> Ngudi hién dai
<400> 76

Lys Val Ala Asp Tyr Ile Pro Gln Leu
1 5

<210> 77

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 77
val Leu Val Pro Tyr Glu Pro Pro Gln val
1 5 10

<210> 78

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 78
Lys Val Ala Asn Ile Ile Ala Glu Val
1 5

<210> 79

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 79
Gly Gln Asp Val Gly Arg Tyr Gln Val
1 5

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 80

Ala Leu Gln Glu Ala Leu Glu Asn Ala
1 5

<210> 81
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<211> 9
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 81

Ala Val Leu Pro His Val Asp Gln Val
1 5

<210> 82

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 82

His Leu Leu Gly His Leu Glu Gln Ala
1 5

<216> 83

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 83

Ala Leu Ala Asp Gly Val Val Ser Gln Ala
1 5 10

<210> 84

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 84

Ser Leu Ala Glu Ser Leu Asp Gln Ala
1 5

<210> 85

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 85

Asn Ile Ile Glu Leu Val His Gln Val
1 5
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<210> 86

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 86

Gly Leu Leu Thr Glu Ile Arg Ala val
1 5

<210> 87

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 87
Phe Leu Asp Asn Gly Pro Lys Thr Ile
1 5

<210> 88

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 88
Gly Leu Trp Glu Gln Glu Asn His Leu
1 5

<21e> 89

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 89
Ser Leu Ala Asp Ser Leu Tyr Asn Leu

1 5

<210> 90

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 90

Ser Ile Tyr Glu Tyr Tyr His Ala Leu
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<210> 91

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 91

Lys Leu Ile Asp Asp Val His Arg Leu
1 5

<210> 92

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 92

Ser Ile Leu Arg His Val Ala Glu Val
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 93
val Leu Ile Asn Thr Ser Val Thr Leu
1 5

<210> 94

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 94
Thr Leu Leu Gln Glu Gln Gly Thr Lys Thr Val
1 5 10

<21@> 95

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 95
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Leu Ile Gln Asp Arg Val Ala Glu Val
1 5

<210> 96
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 96

Gly Ala Ala Val Arg Ile Gly Ser Val Leu
1 5 10

<210> 97

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 97

Glu Leu Asp Arg Thr Pro Pro Glu Val
1 5

<210> 98

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 98

Val Leu Phe Pro Asn Leu Lys Thr Val
1 5

<210> 99
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 99

Arg Val Ala Pro Glu Glu His Pro Val Leu
1 5 10

<210> 100

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
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<400> 100

Gly Leu Tyr Pro Asp Ala Phe Ala Pro Val
1 5 10

<210> 101

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 101

Ala Met Thr Gln Leu Leu Ala Gly Val
1 5

<218> 102
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<400> 102
Glu Leu Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
1 5 10

<210> 103

<211> 9

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 103

Tyr Leu Leu Pro Ala Ile Val His Ile
1 5
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