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(57) Sang ché dé cap dén peptit va két hop cua peptit c6 ngudn gbc khong chinh tic,
phuong phéap tao ta peptit va két hop cua peptit c6 ngudn gbc khong chinh tic va ché
phdm dugc phdm dé st dung trong liéu phap mién dich chéng lai cic loai ung thu khac
nhau. Cu thé, sang ché d& cap dén liéu phéap mién dich ung thu. Sang ché con d& cap dén
cac quyét dinh khang nguyén (epitope) peptit té bao T lién quan dén khdi u, mot minh
hoic két hop véi cac peptit lién quan dén khéi u khac, vi du nhu c6 thé déng vai tro 1a
thanh phan duoc phdm c¢6 hoat tinh ctia cic ché phim vécxin kich thich dap ‘mg mién
dich chéng khéi u hodc kich thich té bao T bén ngoai co thé sdng (ex-vivo) va chuyén vao
bénh nhan. Céc peptit lién két v6i cac phan ti cia phirc hop twong hop md chinh (major
histocompatibility complex-MHC), hodc peptit nay, cling c6 thé 12 dich cua khang thé, thu

thé té bao T hoa tan duoc va cac phan tir lién két khéc.
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Linh vie ki thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén peptit, protein, axit nucleic va té bao dé sir dung trong cac
phwong phap tri liéu mién dich. Cu thé, sang ché d& cap dén liéu phap mién dich ung thu.
Sang ché con dé cap dén cac quyét dinh khang nguyén (epitope) peptit té bao T lién quan
dén khéi u, mot minh hodc két hop vé6i cac peptit lién quan dén khdi u khac, vi du nhu ¢6
thé déng vai tro 13 thanh phin dwoc phim hoat dong ciia cac ché pham vacxin kich thich
d4ap ung mién dich chdng khdi u hoic kich thich té bao T bén ngoai co thé séng (ex-vivo)
va chuyén vao bénh nhan. C4c peptit lién két voi cac phan tir ciia phirc hop twong hop md
chinh (major histocompatibility complex-MHC), hodc peptit ndy, ciing c¢6 thé 1a dich cia

khang thé, thy thé t& bao T hoa tan dwoc va cac phan tir lién két khac.

Sang ché dé cap dén mét s trinh tu peptit méi va cac bién thé ciia chiung c6 ngudn
gdc tir cac phan tir khang nguyén bach cau ngudi (human leukocyte-antigens — HLA) 16p
I cua té bao khdi u cia ngudi cb thé duge st dung trong cac ché pham vicxin dé khoi goi
d4ap Gtng mién dich chéng khéi u, hodc 13 muc tiéu @ phat trién cic hop chit hoat dong

mién dich/dugc pham va té bao.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Theo Té chirc Y té Thé giéi (WHO), ung thu ndm trong s6 bon cin bénh chét ngudi
khong 14y nhidm chinh trén toan thé gidi vao nam 2012. Trong cing nim d6, ung thu dai
truc trang, ung thu vi va ung thu duong ho hdp d3 duoc liét ké trong s6 10 nguyén nhan

gdy tir vong hang dau & cac nudc thu nhap cao.

GBM 14 bénh 4c tinh hé thin kinh trung wong phd bién nhat véi ty 16 mic bénh dwoc
didu chinh theo tudi 12 3,19 trén 100.000 dan & Hoa Ky. GBM c6 tién lugng rat xau véi ty
16 séng sau 1 nam 13 35% va ty 1& séng 5 nam thip hon 5%. Gidi tinh nam, tudi gia va sic

toc dudng nhu 1a nhirng yéu t6 rui ro déi v6i GBM (Thakkar va cong su, 2014).



43156 2/202

CLL 12 bénh bach ciu phd bién nhét trong thé giéi phuong Tay, noi chiém khoang
mot phan ba tdng sé bénh bach cu. Ty 1& mic bénh twong ty & M§ va chau Au, va uée
tinh c4c truong hop méi 1a khoang 16000 mdi nam. CLL phé bién hon & ngudi da tring
50 v6i ngudi chau Phi, hiém hon & ngudi gbe Tay Ban Nha va ngudi My ban dia va hiém
khi & ngudi chau A. O nhitng ngudi gbe chau A, ty 1& mac CLL thap hon 3 lan so véi
ngudi da tring (Gunawardana va cong sy, 2008). Ty 1& sdng sét sau nam nam dbi véi

bénh nhan mic CLL 13 khoang 79%.

Bénh bach ciu dong tiy cép tinh (acute myeloid leukemia-AML) 12 loai bénh bach
cau phé bién thtr hai dwgc chan doan & ca ngudi 16n va tré em. Udc tinh cac truong hop
méi & Hoa Ky 1a khoang 21000 mbi nam. Ty 18 sbéng sét sau nim nim cia nhitng ngudi

méc AML 12 khoang 25%.

Ung thu phdi 12 loai ung thu phd bién nhit trén toan thé giéi va 1a nguyén nhan hang
dAu gay tir vong do ung thu & nhiéu quéc gia. Ung thu phéi dugc phéan chia thinh ung thu
phdi t& bao nhé va ung thu phdi khong phai té bao nhd. NSCLC bao gdm céc loai ung thu
biéu md tuyén, ung thu biéu mo t& bao vay va ung thu biéu mé té bao 16n va chiém 85%
trong tit ca cac loai ung thu phdi & Hoa Ky. Ty 1& mac NSCLC c6 lién quan chit ché véi
ty 1& hut thuéc, bao gdm ca nhitng ngudi hit thudc hién tai va timg hut thude va ty 1 séng

s6t sau nadm ndm dugc bo céo 1a 15% (World Cancer Report, 2014; Molina et al., 2008).

Xem xét cac tac dung phu nghiém trong va chi phi lién quan dén diéu tri ung thu,
can x4c dinh cac yéu té ¢ thé dwoc sir dung trong diéu tri ung thu no6i chung va cu thé 13
bénh bach ciu dong tiy cdp tinh (acute myeloid leukemia-AML), ung thu vua (breast
cancer-BRCA), ung thu biéu mo té bao duong mat (cholangiocellular carcinoma-CCC),
bénh bach cau lympho bao man tinh (chronic lymphocytic leukemia-CLL), ung thu dai
truc trang (colorectal cancer-CRC), ung thu tui mat (gallbladder cancer-GBC), ung thu da
day (gastric cancer-GC), ung thy da day thuc quan (gastro-esothuc khuan théal junction
cancer-GEJC), ung thu biéu md té bao gan (hepatocellular carcinoma-HCC),
ung thu biéu mo té bao vay ving dau cb6 (head and neck squamous cell carcinoma-

HNSCC), MEL (khdi u 4c tinh), ung thu hach khong Hodgkin (non-Hodgkin lymphoma-
2
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NHL), ung thu phdi khong phai té bio nho (non-small cell lung cancer-NSCLC), ung thu
budng tring (ovarian cancer-OC), ung thu thuc quan (esothuc khuin théal cancer-
OSCAR), ung thu tuyén tuy), ung thu tuyén tién liét tuyét (prostate cancer-PRCA), ung
thu biéu mo té bao than (renal cell carcinoma-RCC), ung thu phéi té bao nhé (small cell
lung cancer-SCLC), ung thu biéu md bang quang (urinary bladder carcinoma-UBC) va
ung thu ndi mac tir cung (uterine endometrial cancer-UEC). Ngoai ra con can xac dinh
cac yéu t5 nhan dién dai dién cho déu 4n sinh hoc cho bénh ung thu néi chung va bénh
bach ciu dong tity cAp tinh, ung thu v, ung thu bidu mo té bao dudng mat, bénh bach cau
lympho bao man tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tii mat, u nguyén bao dém, ung thu
da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu md t& bao gan, ung thu bidu mo té bao vay
ving ddu cd, khéi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao
nho, ung thu buff)ng trimg, ung thu thyc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét,
ung thu biéu m6 té bao than, ung thu phdi té bao nho, ung thu biéu mo bang quang va ung
thu ndi mac tr cung, dan dén chan doan ung thu t6t hon, danh gia tién lwong va du doan

thanh cong diéu tri.

Liéu phap mién dich ung thu dai dién cho lya chon tring dich cu thé cua céac té bao
ung thu trong khi giam thiéu tac dung phy. Liéu phap mién dich ung thu sir dung su tén

tai ciia cac khang nguyén lién quan dén khoi u.

Phan loai hién tai cua cac khang nguyén lién quan dén khoi u (tumor associated

antigens-TAA) bao gdbm c4c nhém chinh sau:

a) khang nguyén ung thu-tinh hoan: cac TAA dAu tién timg duoc xac dinh ¢ thé
dwoc nhan ra béi cac t& bao T thudc nhém nay, ban dau dugce goi 1a khang nguyén ung
thu tinh hoan (cancer-testis-CT) do su biéu hién ctia cac thanh phin cia nd trong cac khéi
u & ngudi khac nhau vé mo hoc va, trong cic md binh thudng, chi trong céc tinh nguyén
bao/tinh bao ctia tinh hoan va, d6i khi, trong nhau thai. Do céc té bao ctia tinh hoan khong
biéu hién c4c phan tr HLA 16p I va II, c4c khang nguyén ndy khong thé dugc cac té bao T

nhan ra trong cac mo binh thudng va do d6 cé the dugc coi la dac hig¢u khoi u mién dich.
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Céc vi du d3 biét v& cac khang nguyén CT 14 cac thanh vién gia dinh MAGE va NY-ESO-
1.

b) cac khang nguyén phan biét: cac TAA nay dugc chia sé giita cac khdi u va mo
binh thuong tir d6 khdi u phat sinh. Hiu hét c4c khang nguyén biét héa da biét dén duoc
tim thdy trong cac khdi u 4c tinh va cic té bao héc t6 binh thuong. Nhidu trong sb cac
protein lién quan dé&n dong té bao hic t& tham gia vao sinh téng hop sdc td den (melanin)
va do d6 khong déac hiéu khéi u nhung tuy nhién dugc sit dung rong rii cho liu phap
mién dich ung thu. Cac vi du bao gdm, nhung khéng giéi han, tyrosinase va Melan-
A/MART-1 cho khéi u 4c tinh hogc PSA cho ung thu tuyén tién liét.

¢) cac TAA biéu hién qué muc: cac gen ma hoa cac TAA di duoc biéu hién rong rai
d3 dugc phat hién trong cac loai khéi u khac nhau vé mit mé hoc ciing nhu trong nhiéu
md binh thudong, néi chung véi mire d6 biéu hién thip hon. C6 thé nhidu epitope dugc xt
1y va ¢6 kha nang dugc trinh hién bdi cdc m6 binh thudng nim dudi ngudng nhan ra cua
té bao T, trong khi sy biéu hién qua méc cua ching trong cac t& bao khdi u 6 thé kich
hoat dép tng chéng ung thu bang cich pha v& sy dung nap dd dugc thiét 1ap trude d6.

Céc vi du ndi bat cho cac 16p TAA nay 1a Her-2/neu, survivin, telomerase hodc WT1.

d) khang nguyén dic hidu ciia khdi u: nhitng TAA doc nhat ndy phét sinh tir dot bién
gen binh thuong (nhu p-catenin, CDK4, v.v.). Mot s6 thay d6i phan tir ndy c6 lién quan
dén chuyén dbi va/hoac tién trién cua khdi u. Cac khang nguyén dic hidu khéi u néi
chung c6 thé tao ra cac dap tng mién dich manh mé& ma khong c6 nguy co phan tng tu
mién chdng lai cac md binh thudong. Mit khac, cAc TAA nay trong hau hét cac truong hop
chi lién quan dén khéi u chinh x4c ma ching duge xac dinh va thudng khong duoc chia sé
gitta nhidu khéi u riéng 1¢. Tinh dic hidu khéi u (hogc -lién quan) cia peptit ciing c6 thé
phat sinh néu peptit c6 ngudn gdc tir exon (c6 lién quan) khéi u trong truong hop protein

c6 céc isoform (co lién quan) dac hiéu khoi u.

e) cdc TAA phat sinh tir cac bién di sau dich ma bat thuong: cac TAA nhu vay 6

thé phét sinh tir cdc protein khong dic hidu hodc khong biu hién qué mirc trong céc khéi
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u nhung tuy nhién try thanh khéi u lién quan dén cac qua trinh sau dich ma chu yéu hoat
dong trong cac khdi u. Cac vi du cho 16p ndy phét sinh tir cac kiéu glycosyl héa bi thay
dbi din dén céc epitope mdi trong cac khéi u nhu d6i v6i MUCI hodc céac su kién nhu

tach protein trong qua trinh thoai hda cé thé hoac khong thé 1a khéi u cu thé.

f) cac protein virut khdi u: cac TAA nay 14 céc protein virut c6 thé dong vai trd quan
trong trong qua trinh gy ung thu va, vi chung co6 ngudn gbc bén ngodi (khong phai ngudn
gbc ciia con ngudi), chiing ¢ thé gy 1én dap tmg cua té bao T. Vi du vé cac protein nhur
vay 1a protein virut gy u nhtl & nguoi loai 16 , E6 va E7, dugc biéu hién trong ung thu
biéu mo cb tir cung.

Phén 16n trong hé protein ngudi ¢ ngudn gde tlr cic ngudn khong chinh tic, chang
han nhu c4c khung doc mé thay thé (altORF (Vanderperre et al., 2013)), cac yéu t6
retrovirus ndi sinh hodc lién quan dén viéc sau phién ma bd sung (ndi cac ARN thay thé
(Nilsen and Graveley, 2010)) hodc cac budc xur ly sau dich ma (bién d6i sau dich ma
(Khoury et al., 2011), ghép ndi proteasomal (Liepe et al., 2016)). Phin proteome nay thé
hién mét ngudn phong pha cho cac TAA vi nhiéu qué trinh t& bao lién quan dén viéc tao
ra cac protein va peptit khong chinh tdc ndy thuong xuyén bi thay d6i trong cac té bao ung

thu (Laumont and Perreault, 2018).

Nhiéu ARN thong tin (mARN) chira, ngoai khung doc m& tham chiéu (open reading
frame-ORF), cac khung doc mé thay thé khong theo thong thudng (altORF, (de Klerk and
't Hoen, 2015)). C4c trinh tw mi héa bd sung nay cé thé thay doi kich thude tir vai, thuong
duéi 100 (cac khung doc mé nho; sORF (Olexiouk et al., 2016)), dén hang tram bo ba ma
hoéa (codon) va ¢ thé nam phia trudc, phia sau hodc tham chi chdng 1én ORF tham chiéu.
Viéc dich ma cta cac altORF nay xay ra tir c4c vi tri bit ddu dich ma khac nhau va c6 thé
xdy ra trong khung doc khac nhau dudi dang ORF tham chiéu. Sy hién dién cua céc
khung doc m& nho khong bi han ché d6i v6i mARN nhung ciing dugc md ta cho céc
ARN diéu tiét khac ma trude day duge cho 12 khong ma héa (ncARN, (Nam et al., 2016)).
Mot s6 ARN c6 ma khong dai (IncARN) va microARN (miARN) d4 duoc thé hién dé ma
hoa va dich ma rong rdi cac peptit nho. (Anderson et al., 2015; Aspden et al., 2014).

5
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Céc retrovirus ndi sinh & ngudi (HERV) chiém mot phin dang ké (~ 8%) trong bd
gen clia con ngudi. Nhitng yéu t6 virus nay duoc tich hop trong bd gen hang triéu nam
truéc va ké tir d6 duoc truyén doc qua cac thé hé. Phan 16n cac HERV d3 mét hoat dong
chirc nang thong qua dot bién hodc cét ngfm, nhuﬁg mdt sd retrovirus ndi sinh, chéng han
nhu cc thanh vién cua dong HERV-K, vin m3 héa céc gen chitc ning va dd dugc ching
minh tao thanh cac hat kiéu retrovirus (Subramanian et al., 2011). Viéc phién ma cta cac
provirus HERV duoc kidm soat v& mat di truyén va giit im ling trong didu kién sinh 1y
binh thudng. Tuy nhién, viéc kich hoat lai va biéu hién qui mtc din dén dich ma protein
tich cuc da dugc mo ta trong mot s6 bénh va dic biét d6i v6i cac loai ung thu khac nhau
(Gonzalez-Cao et al., 2016; Kassiotis and Stoye, 2017). Biéu hién dic hiéu khéi u cua
protein c6 ngudn gdc HERV ndy c6 thé dwoc khai thac cho cac loai liéu phap mién dich

ung thu khac nhau (Krishnamurthy et al., 2015; Schiavetti et al., 2002).

Liéu phap mién dich trén co s& té bao T nhdm vao cac epitope peptit c6 ngudn gdc
tir cac protein lién quan dén khéi u hodc dic hiéu cua khdi u, duoc trinh dién boi cac phan
tr ciia phitc hop twong hgp md chinh (major histocompatibility complex - MHC). Céc
khéng nguyén dugc nhén ra boi cac té bao lympho T dic hidu cia khdi u, nghia 13 cac
epitope ciia chiing, c6 thé 13 cac phan ti ¢6 ngudn gbc tir tat ca cac 16p protein, ching han
nhu enzyme, thu thé, cac yéu t6 phién ma, v.v. dugc biéu hién va, so véi cac té bao chua
duoc stra dbi cung mot ngudn gdc, thudng dugc diéu chinh tang trong cac t& bao cta khdi

u tuong Ung.

C6 hai 16p phan tt MHC, MHC 16p I va MHC 16p II. Cac phan tit MHC 16p I bao
gdm chudi ning alpha va céc phan tir beta-2-microglobulin, MHC 16p II cua chudi alpha
va chudi beta. C4u triic ba chidu cua ching thu dwoc mét rénh lién két, duoc st dung cho

tuong tac khong cong hda tri véi céc peptit.

Céc phén tor MHC 16p I c¢6 thé duge tim thdy trén hau hét cac té bao c6 nhan. Cac
phén tir nay trinh dién céc peptit do su phén cét protein cia protein cht yéu 13 noi sinh,
c4c san pham ribosome bi 16i (defective ribosomal products-DRIPs) va c4c peptit 16n hon.

Tuy nhién, cac peptit cO ngudn gdc tir khoang noi sinh hodc ngudn ngoai sinh ciing
6
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thuong duge tim thiy trén cac phan tir MHC 16p L. Bang cach khong phan 16p céch trinh
dién 16p 1 duoc dé cap nhu céc trinh dién chéo trong tai liéu (Brossart and Bevan, 1997,
Rock et al., 1990). Cac phan tit MHC 16p II c6 thé dwoc tim thay cha yéu trén cac té bao
trinh dién khing nguyén chuyén nghiép (antigen presenting cells-APCs) va chu yéu trinh
dién céc peptit cia protein ngoai sinh hodc protein mang té bao dugc APCs lay ra, vi du

trong qua trinh nhap bao va sau d6 dugc xur ly.

Céc phtre hop peptit va MHC 16p I dugc nhan ra bai cac té bao T dwong tinh CD8
mang thy thé t& bao T thich hop (T-cell receptor-TCR), trong khi céc phitc hgp cua cac
phan t& peptit va MHC 16p II dwoc nhan ra béi cac té bao T-trg gitip-dwong tinh CD4
mang TCR thich hop. Ngudi ta biét rang TCR, peptit va MHC do d6 c6 mit véi lugng

can bang theo hé t ti lugng 1 1: 1: 1.

Céac té bao T trg gitip duong tinh CD4 déng vai trd quan trong trong viéc gy ra va
duy tri cac dap g hiéu qua béi cac té bao T gy doc té bao duong tinh CD8. Viéc xé4c
dinh cac epitope té bao T duong tinh CD4 c6 ngudn gdc tir cac khang nguyén lién quan
dén khéi u (tumor associated antigens-TAA) c6 tdm quan trong 16n d6i vdi viéc phat trién
c4c san phdm dugc phdm dé kich hoat dap ng mién dich chéng khéi u (Gnjatic et al.,
2003). Tai vi trf khéi u, céc t& bao tro gitip T, hd trg mdi trudng cytokine than thién té bao
T gy doc té bao (cytotoxic T cell-CTL) (Mortara et al., 2006) va thu hiit cac t& bao chip
hanh, vi du: CTL, té bao diét tu nhién (natural killer-NK), dai thuc bao va bach cau hat
(Hwang et al., 2007).

Trong trudng hop khong bi viém, biéu hién ciia cac phan tt MHC 16p II chu yéu bi
han ché & cac t& bao cia hé théng mién dich, dic biét 13 cac té bao trinh dién khang
nguyén chuyén nghiép (antigen-presenting cells-APC), vi du, cac té bao don nhan, té bao
co ngu@)n géc don nhan, dai thuc bao, té bao dudi gai. O bénh nhéan ung thu, cac té bao
ctia khéi u dd dugc tim thdy dé biéu hién cac phan tir MHC 16p II (Dengjel et al., 2006).
(Dengjel et al., 2006).
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Cac peptit kéo dai (dai hon) theo sang ché c6 thé hoat déng nhu cac epitope hoat
dong MHC 1é6p 11

Céc té bao T-tro giup, duoc kich hoat bai cac epitope MHC 16p II, dong vai trd quan
trong trong viéc diéu phdi chirc ning chép hanh cua cac CTL trong kha ning mién dich
chdng khéi u. Cac epitope té bao T-trg gitip kich hoat dap ting té bao T-trg gitip clia cac
chitc nang chap hanh hd trg loai TH1 cia cac té bao T diét dwong tinh CD8, bao gdm céc
chitc ning gay doc t& bao c6 huéng chéng lai cac t& bao khdi u hién thi phirc hop
peptit/MHC lién quan dén khéi u trén bé mit té bao cua ching. Theo cach ndy, céc
epitope peptit té bao T-helper lién quan dén khéi u, mot minh hogc két hop v6i cac peptit
lien quan dén khéi u khéc, c6 thé déng vai tro 13 thanh phan dwgc pham tich cuc clia cc

ché phim vécxin kich thich dap (g mién dich chdng khdi u.

D3 duoc ching minh trén cdc mo hinh dong vat c6 vu, vi du, chudt, ngay ca khi
khong c6 t& bao lympho T duong tinh CDS, té bao T duong tinh CD4 13 du d tc ché sy
xuét hién cta khéi u thong qua viéc e ché sy hinh thanh mach bing cich tiét ra protein
{rc ché sy tang trudng cia virut (interferon-gamma (IFNy)) (Beatty and Paterson, 2001;
Mumberg et al., 1999). C6 bang chimg cho cac té bao T CD4 13 tic nhan chéng khéi u
tryc tiép (Braumuller et al., 2013; Tran et al., 2014).

Do su biéu hién céu thanh ctia cac phan tor HLA 16p II thuong chi giéi han & cac té
bao mién dich, nén kha ning phan lap peptit 16p II truc tiép tir cac khdi u nguyén phat
truGe day khong duoc coi 1a c6 thé. Tuy nhién, Dengjel va cong sy da thanh cong trong
viée xac dinh mot s6 epitope MHC 16p 1I truc tiép tir cac khdi u (WO 2007/028574, EP 1
760 088 B1).

Do ca hai loai dap Gng, phu thuéc CD8 va CD4, déng goép chung va hiép ddng vao
tac dung chdng khéi u, viéc xac dinh va md ta cac khang nguyén lién quan dén khéi u
duoc nhan ra boi cac té bao T CD8 + (phdi tir: phan tir MHC 16p I + epitope peptit) hodc
boi céc té bao T-tro gitip dwong tinh CD4 (phdi tir: phan tt MHC 16p II + epitope peptit)

rat quan trong trong vi€c phat trién vacxin khoi u.
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Déi véi peptit MHC 16p I kich hoat (khoi ggi) d4p tng mién dich t€ bao, no ciing
phai lién két v6i phan tir MHC. Qua trinh ndy phy thudc vao alen cia phan tt MHC va
tinh da hinh cu thé cla trinh ty axit amin cua peptit. Cac peptit lién két MHC-16p-I
thudong c6 d6 dai 8-12 phan du axit amin va thudng chira hai axit amin dugc bao toan
("neo") trong chudi cua ching ma twong tic v6i ranh lién két twong Ung cia phan tir
MHC. Theo cach nay, mdi alen MHC c6 mt "kiu lién két", xac dinh cc peptit ndo cé
thé lién két cu thé véi ranh lién két

Trong phan tng mién dich phu thuéc MHC 16p 1, peptit khong chi phai c6 kha ning
lién két v6i mot s6 phan it MHC 16p I nhat dinh duoc biéu hién boi céc t€ bao khdi u, sau
d6 chung con phai duoc nhan ra boi cac t& bao T mang thu thé té bao T cu thé (T cell

receptors - TCR).

Dé cac protein duoc té bao lympho T nhan ra 1a khang nguyén dic hiéu hozc lién
quan dén khéi u va dugc sir dung trong tri lidu, cac didu kién tién quyét cu thé phai duoc
dap tng. Khang nguyén can duoc bidu hién chu yéu béi cc té bao khdi u va khong, hodc
v6i lugng twong dbi nho, boi cac mo khoe manh binh thudng. Trong mét phwong an wu
tién, peptit nén duoc bidu hién qua mirc boi cac té bao khdi u so véi cac md khoe manh
binh thudng. Ngoai ra, mong mudn rang khang nguyén tuong tmg khong chi ¢6 mit trong
mdot loai khdi u, ma con & ndng do cao (nghia 12 s6 lugng ban sao clia peptit twong ung
trén mdi t& bao). Khang nguyén dic hidu khéi u va lién quan dén khdi u thudong c6 ngudn
gdc tir cac protein tham gia truc tiép vao viéc bién ddi t& bao binh thudong thanh té bio
khdi u do chirc ning cua ching, vi du: trong kiém soét chu ky té bao hodc chin co ché
gdy chét té bao theo chwong trinh (apoptosis). Ngoai ra, cac dich phia sau cta protein truc
tiép gy ra su bién dbi c6 thé dugc didu chinh ting do d6 c6 thé lién quan dén khdi u mot
cich gian tiép. Cac khang nguyén lién quan dén khi u gian tiép nhu vay ciing c6 thé 1a
muc tiéu cia phuong phap vicxin (Singh-Jasuja et al., 2004). Diéu can thiét 13 cic
epitope c6 mat trong trinh ty axit amin cua khang nguyén, dé dam bao rang peptit d6
("peptit mién dich"), c6 ngudn gdc tir khang nguyén lién quan dén khdi u, dén dén dap
tmg té bao T trong 6ng nghiém (in-vitro) hodc trong co thé (in-vivo).
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V& co ban, bét ky peptit ndo c6 thé lién két phan tir MHC déu c6 thé hoat dong nhu
mot epitope ciia t& bao T. Pidu kién tién quyét dé tao ra dap tng té bao T in-vitro hogc in-
vivo 13 su hién dién cua t& bao T c6 TCR twong tng va khong c6 sy dung nap mién dich

d6i véi epitope cu thé nay.

Do d6, cac TAA 13 diém khéi dAu cho sy phat trién cua lidu phap trén co sé té bao T
bao gdm nhung khong giéi han & vécxin khdi u. Cac phuong phap x4c dinh va mo ta
TAA thuong dua trén viéc st dung cac t& bao T ma c6 thé phéan 1dp duoc tr bénh nhén
hodc d6i tuwong khoe manh, hodc dya trén viéc tao ra cac cAu tric phién ma khac biét hoic
m6 hinh biéu hién peptit khac biét giita cac khéi u va cac mo binh thuong. Tuy nhién,
viéc x4c dinh cac gen bidu hién qua mirc trong cac mé khéi u hodc cac dong té bao khéi u
& nguoi, hoac dugce biéu hién c6 chon loc trong cdc md hodc cac dong té bao do, khong
cung cAp thong tin chinh x4c vé viéc sir dung cac khang nguyén dugc sao chép tir cac gen
ndy trong lidu phap mién dich. DPidu ndy 12 do chi c6 mot quan thé don 1é c4c epitope clia
cac khang nguyén nay phu hop cho tng dung do vi té bao T ¢6 TCR twong g phai c6
mat va dung nap mién dich d6i véi epitope cu thé nay can phai vang mit hoic & mirc tdi
thiéu. Do d6, trong phuong an rat dugc wu tién cla sang ché, diéu quan trong 13 chi chon
nhitng peptit dugc trinh dién qué mtc hoac c6 chon loc dya vao do6 co thé tim théy té bao
T chitc ndng va/hodc tang sinh. Té bao T chic ning ndy dwgc dinh nghia 13 té bao T, ngay
khi duge kich thich bang khang nguyén cu thé c6 thé dugc md rong theo cach tach dong

va c6 thé thuc hién cac chitc nang chip hanh (t& bao T chép hanh).

Trong trudng hop nhim dich peptit-MHC bang cac TCR cu thé (vi du: TCR hoa tan)
vA c4c khang thé hodc cac phan tir lién két khac (khung) theo sang ché, kha ning mién
dich clia cc peptit co ban 13 thir yéu. Trong nhiing trudng hop ndy, viéc trinh dién 1a yéu
t6 quyét dinh.

Ban chét k§ thuét ciia sang ché

Theo khia canh thir nhit cua séng ché, sang ché @& cap dén peptit chira trinh tw axit

amin dugc chon tir nhém bao gdm nhan dang trinh ty (ID SEQ) s6 1 dén ID SEQ sé 101
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hoic trinh tu bién thé ciia né ma twong ddng it nhat 77%, t6t hon 1a it nhat 88% (t5t hon 1a
gibng hét it nhdt 77% hodc it nhat 88%) vdi ID SEQ s6 1 dén ID SEQ sé 101, trong d6
bién thé @ néu lién két vé6i MHC va/hoic khién cho cac té bao T phan tmg chéo véi
peptit di néu, hoic mudi dwoc dung cia né, trong d6 peptit d3 néu khong phai la

polypeptit c6 chidu dai co ban diy du.

Sang ché con dé cap dén peptit theo séng ché chira trinh ty dugc chon tir nhém bao
gdm ID SEQ s6 1 dén ID SEQ sb 101 hoic bién thé clia n6 ma tuwong ddng it nhét 77%,
t6t hon 13 it nhit 88% (ot hon 1a gidng hét it nhét 77% hodc it nhit 88%) véi ID SEQ s6 1
dén ID SEQ s6 101, trong d6 peptit dd néu hoic bién thé cua né c6 tdng chidu dai tir 8 dén

100, tét hon 13 tr 8 dén 30, va t&t nhét 13 tir 8 dén 14 axit amin.

Céc bang sau diy cho thiy céc peptit theo sang ché, cac s6 ID SEQ twong tng ciia
ching va cac gen (do cac peptit quy dinh) ngudn sap tdi cho cac peptit ndy. Cac peptit
trong bang 3 1a cac peptit co ngudn goc tir cai goi 1a khung doc m¢& "thay thé" hoic
"ngan". D6i v6i mdi chudi peptit, ID phién ma ngudn vi du (Ensemble (Aken et al., 2016)
or RefSeq (O'Leary et al., 2016) annotation) dwoc thé hién. C4c peptit c6 thé bat ngudn tir

c4c ban phién ma b6 sung hoic thay thé khac khong duoc liét ké & day.

Trong bang 3, cac peptit v6i ID SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 71 lién két véi khang
nguyén bach cau ngudi (human leukocyte-antigens — HLA) HLA-A*02. Céac peptit trong
bang 4 13 cac peptit c6 ngudn gdc tlr retrovirut ndi sinh & ngudi. Déi voi mdi peptit, mot
vi trf nhidm séc thé 1am vi du duoc trinh bay. Céc peptit c6 thé con dnh xa téi cac vi tri
nhiém séc thé bd sung hoic thay thé khong dugc liét ké & ddy. Trong bang 4, cic peptit
véi ID SEQ s6 72 dén ID SEQ s 74 lién két véi HLA-A*02, céc peptit v6i ID SEQ s6 75
dén ID SEQ sb 95 lién két v6i HLC 16p I khac (xem alen HLA). C4c peptit trong bang 5
14 cac peptit khong ¢ tham chiéu truc tiép trong bd gen ciia con ngudi. Trong bang 5, cac

peptit v6i ID SEQ s6 96 dén ID SEQ s6 101 lién két véi HLA-A*02.
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Bang 3: Cac peptit theo sang ché tir cac khung doc mé thay thé hodc ngan.
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ID SEQ s6 | Trinh tur M3 peptit ID ban phién m3 ngudn 1am vi du
1 KLLDFSTRI NUDCD2-001 | ENST00000521797
2 ALLDVLVKL COLPDG-001 | ENST00000225964
3 FLLVPSPIWQL |altORF-001 |ENST00000430553
4 YLGDSHVLL altORF-002 |ENST00000356971
5 LVWEVVESV  |altORF-003 |ENST00000425076
6 ALHDSPVYL altORF-004 |ENST00000584912
7 ALWEEVKATSL |altORF-005 |ENST00000361298
8 ILQSLVPAA altORF-006 | ENST00000595125
9 FLQEGDLISV  |altORF-007 |ENST00000463488
10  |SLLDKLSGI altORF-008 | ENST00000374472
11  |ALLPHAPEAV |altORF-009 |ENST00000621654
12 |HLDSMNVSI altORF-010 | ENST00000558088
13 |FLDEGSLLRL  |altORF-011 |ENST00000484411
14  |LLIEVSEEL altORF-012  |ENST00000561317
15  |NLVMPLLHI altORF-013 | ENST00000326799
16  |ALLDAEQSPVAL |altORF-014 |ENST00000559705

12
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ID SEQ s6 | Trinh tur M3 peptit ID ban phién m3 ngudn 1am vi du
17 |VLWDLRPSSLI |altORF-015 |ENST00000503454
18 |KMMTFFQGL  |altORF-016 |ENST00000559195
19 |MLLPWLPKL altORF-017 | ENST00000568176
20 | VLISLPGKV altORF-018 | ENST00000342308
21 FVFISPSFL altORF-019  |ENST00000579991
22 |SLYDVPVGA altORF-020  |ENST00000540839
23 GLEVLDALL altORF-021  |ENST00000344922
24  |TLTSLNILL altORF-022  |ENST00000451303
25  |ISVLNLSAI altORF-023 | ENST00000490069
26 |KLWTSLVNL altORF-024 |ENST00000513284
27  |IAAGVPNTDA  |altORF-025 |ENST00000447802
28 SQLEKPETA altORF-026 | ENST00000412585
29  |LLWEFPSMA altORF-027  |ENST00000465527
30  |LLRLTLLPL altORF-028 | XM 005265671
31 VVLPIVITL altORF-029  |ENST00000335507
32 |VLSVSAVLGA |altORF-030 |ENST00000414310
33  |FASERPPSV altORF-031  |ENST00000617924

13
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ID SEQ s6 | Trinh tur M3 peptit ID ban phién ma ngudn 1am vi du
34  |LLNVEPAGA altORF-032 | ENST00000525179
35  |VLLNSNYPV altORF-033  |ENST00000433310
36  |FQVIRTTGV altORF-034  |ENST00000406361
37  |KILDEFYNV altORF-035 | ENST00000464456
38 SLSAWLPSL altORF-036  |ENST00000430083
39  |YIYEDEVRL altORF-037 |ENST00000603198
40  |FTLPFLVNL altORF-038  |ENST00000522371
41 LMASEGIWESSL |altORF-039  |ENST00000233242
42 |WITPVIPAL altORF-040  |ENST00000421212
43 | AIWSTILIA altORF-041  |ENST00000420453
44  |WLIPRQLAAA |altORF-042 |ENST00000367145
45  |ALYHQSPLL altORF-043  |ENST00000555447
46 | AMVEIIPKV altORF-044 | ENST00000425544
47  |ALLPGVPGL altORF-045  |ENST00000434646
48  |MLAEIHPKA altORF-046  |ENST00000558952
49  |FLWDPRDVVL |altORF-047 |ENST00000491641
50 |GLASYLDRV altORF-048 | ENST00000411618

14
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ID SEQ s6 | Trinh tu M3 peptit ID ban phién mi ngudn 1am vi du
51 GLLTQVHIL altORF-049 | ENST00000521282
52 |LAFVSHVLI altORF-050  |ENST00000361835
53 | TISISLSSV altORF-051 | ENST00000254627
54  |GLSPDQVFL altORF-052 | ENST00000394904
55 |MVQQEKLFV  |altORF-053 |ENST00000611855
56  |IITNLIVNI altORF-054 | ENST00000263321
57 | YVLMTSLLL altORF-055 |ENST00000414195
58  |MIISHRALEL altORF-056 | ENST00000452840
59  |LAASTTFLGV  |altORF-057 |ENST00000605962
60  |LLLATLENL altORF-058 | ENST00000484275
61 | VLPWQPLLL altORF-059 | ENST00000492470
62  |SLLGKPGLTI altORF-060 | ENST00000359318
63  |LSFKRSLSI altORF-061 | ENST00000469017
64  |LLLALRLSL altORF-062 | ENST00000375105
65  |IAISQLTFV altORF-063 | ENST00000473984
66  |ILNELLNSI altORF-064 | ENST00000505646
67 |ALKELMGPA  |altORF-065 |ENST00000308370

15
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ID SEQ s M3 peptit ID ban phién mé ngudn 1am vi du
68  |KLLADAFKV altORF-066 | ENST00000569593
69 |LLCPVVLQL altORF-067 |ENST00000497492
70  |LLLQIEPAA altORF-068  |ENST00000624543
71 WLMPVMPAL | altORF-069 |ENST00000473202

Bang 4: Céc peptit bd sung theo sang ché tir retrovirut ndi sinh & nguoi.

16/202

D
SE
Q M3
s6 |Trinh tu peptit | Céc alen HLA | Vi tri nhidm sic thé 1am vi du
HERVK Vi trf GRCh38:3:1:198295559:1 :
2 |YLSFIKILL -001 A*(2 75551556-75551582
HERVK Vi tri GRCh38:22:1:50818468:1 :
3 |STTIINLIL -002 A*(2 18946733-18946759
HERVK Vi tri GRCh38:19:1:58617616:1 :
4 |TLLSYSIPL -003 A*02 58312367-58312399
TTQEAEKLLE |HERVK Vi trf GRCh38:19:1:58617616:1 :
5 |[R -004 A*68 /A*03  |58312301-58312330
TEQGPTGVTM | gpRpyK |B*40/B*44/B* | Vi tri GRCh38:3:1:198295559:1 :
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ID
SE
Q M
s6 |Trinh tu peptit | Céc alen HLA | Vi tri nhidm sic thé 1am vi du
6 -005 49 101694496-101694528
VPAGVDVITE |HERVK |A*29/B*35/B* | Vi tri GRCh38:19:1:58617616:1 :

7 Y 006 |07 58312250-58312276

HERVK Vi trf GRCh38:22:1:50818468:1:
8 |GLLPPVRAM |-007 B*15 23540302-23540328

HERVK Vi trf GRCh38:8:1:145138636:1:
9 |KIQDPGTAF  |-008 A*03 42918854-42918828

HERVK Vi tri GRCh38:7:1:159345973:1:
0 |RDQIVIVSV |-009 B*41/B*44  |4587989-4587954

SLLGAATVEPP | HERVK Vi tri GRCh38:6:1:170805979:1:

1 |K -010 A*03 28690343-28690369

HERVK Vi tri GRCh38:7:1:159345973:1:
2 |LAPQMIIAL  |-011 B*15/B*51 141755441-141755418

HERVK Vi tri GRCh38:20:1:64444167:1:
3 |KPRGPTPL 012 B*08 32723848-32723877

HERVK Vi tri GRCh38:20:1:64444167:1:
4 |RLCPAAPSEK |-013 A*03 32717605-32717631
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ID
SE
Q M3
s6 |Trinh tu peptit | Cac alen HLA | Vi tri nhidm sic thé 1am vi du
UNKN- Vi trf GRCh38:10:1:133797422:1:
5 |VYLLTFPPL |007 A*24 6825699-6825676
HERVK Vi trf GRCh38:4:1:190214555:1:
6 |LMIGKRIL 014 B*08 9130103-9130138 |
LNLVSETEAM |HERVK Vi trf GRCh38:1:1:248956422:1:
7 | VK 015 A*11 (A*03) |150635421-150635392
HERVK Vi trf GRCh38:6:1:170805979:1:
8 |DEQETDAFLL |[-016 B*18/B*44  |77721912-77721889
HERVK Vi trf GRCh38:4:1:190214555:1:
9 |MIFYVLQK -017 A*03 190112774-190112748
HERVK Vi trf GRCh38:4:1:190214555:1:
0 |YLRDFKIKR |-018 A*31 (A*03) |190107560-190107534
HERVK Vi trf GRCh38:3:1:198295559:1:
1 |SSHFILVTF -019 A*24 75556001-75556027
HERVK Vi trf GRCh38:8:1:145138636:1:
2 |ELVAVTSVL |-020 B*13 145025405-145025379
HERVK Vi trf GRCh38:20:1:64444167:1:
3 |WQKNSMRL |[-021 B*15 34135051-34135074
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ID
SE
Q Ma
s6 |Trinh tu peptit  |Céc alen HLA | Vi tri nhidm sic thé 1am vi du
HERVK Vi trf GRCh38:4:1:190214555:1:
4 |MGRRRNLY [-022 B*15 165000827-165000850
HERVK Vi trf GRCh38:12:1:133275309:1
5 |QVKIVTLL -023 B*52 34627138-34627115

Béng 5: CAc peptit bd sung theo sang ché khong tham chiéu tryc tiép trong bd gen nguoi

theo sang ché.

ID SEQ s6 | Trinh tu M3 peptid
96  |KIIEDLANTV KRT18-001
97  |GLIDDKGTIKL CD(C2-006
98 SLMEVTHDL LARS-001
99 | ALMDGSESRFFV |BSG-001
100 |SLGPPPVGV CIZ1-001
101  |KLPEGHLPEV AHNAK?2-003

Bang 6: Cac peptit theo sang ché hitu ich cho vi dy, cc liéu phap diéu tri ung thu c4

nhan.
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ID SEQ s6 | Trinh tu M3 peptit
102 |GLDPTQFRV POLA1-003
103 |SLVSYLDKV KRT16P-001

Didu ngac nhién dugc tim thiy trong bdi canh ctia séng ché rang cac khung doc mo
thay thé 12 ngudn khang nguyén lién quan dén khdi u hiéu qua. Cho dn nay, chi c6 rat it
bao cédo md ta cac khang nguyén nay, vi du co ngudn gbc tir gp75 (Wang et al., Utilization
of an alteARNtive open reading frame of a normal gene in generating a novel human
cancer antigen. J Exp Med. 1996 Mar 1;183(3):1131-40), and NY-ESO-1/LAGE-1 ORF2
(Mandic, et al., The alteARNtive open reading frame of LAGE-1 gives rise to multiple
promiscuous HLA-DR-restricted epitopes recognized by T-helper 1-type tumor-reactive
CD4+ T cells, Cancer Res. 2003 Oct 1;63(19):6506-15). Tuong tu, chi c6 mot vai bao céo
d3 thao luan v& trinh tu retrovirus noi sinh (HERV) la nguén thuc su cho cac khang
nguyén lién quan dén khdi u (Mullins CS and Linnebacher M. Endogenous retrovirus
sequences as a novel class of tumor-specific antigens: an example of HERV-H env
encoding strong CTL epitopes. Cancer Immunol Immunother. 2012 Jul;61(7):1093-100;
and Attermann AS, et al., Human endogenous retroviruses and their implication for
immunotherapeutics of cancer. Ann Oncol. 2018 Nov 1;29(11):2183-2191). Cac HERV
duge d& xuit nhu 'chét bd tro ndi tai', ¢6 thé 1am nhay cam céc té bao ung thu dé nhén biét
mi&n dich, hoic nhu cac chét tw khang c6 thé gay ra tw mién dich trong cc bénh 1y than
kinh, nhu bénh da xo ciing va bénh tam than phan 1iét (Tu X, et al., Human leukemia
antigen-A*0201-restricted epitopes of human endogenous retrovirus W family envelope
(HERV-W env) induce strong cytotoxic T lymphocyte responses. Virol Sin. 2017
Aug;32(4):280-289).

Sang ché no6i chung lién quan dén céc peptit theo sang ché dé sir dung trong didu tri
cac bénh ting sinh, vi du nhu bénh bach cu dong tiy cép tinh, ung thu vi, ung thu bicu
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mod té bao dudng mat, bénh bach cau té bao lympho man tinh, ung thu dai truc trang, ung
thu thi mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu
mo té bao gan, ung thu biéu mo té bao vay ving du va cd, khéi u 4c tinh, ung thu hach
khong Hodgkin, ung thu phéi khong phai té bao nho, ung thu budng trimg, ung thu tuyén
tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu bidu mo té bao than, ung thu phéi té bao nho, ung thu

biéu mo bang quang tiet ni€u va ung thu nd1 mac tir cung.

Dic biét tot hon 13 cac peptit - mdt minh hoic két hop - theo séng ché dugc chon tir
nhém bao gdm ID SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 101. Tét hon 14 c4c peptit - mot minh hodc
két hop - dwoc chon tir nhém bao gdm ID SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 14, ID SEQ s6 72 dén
ID SEQ s6 81, ID SEQ s6 96 dén ID SEQ s6 101 (xem bang 3, bang 4 va bang 5), va
cong dung cua ching trong lidu phap mién dich bénh bach cau dong tiy cép tinh, ung thu
vii, ung thu biéu mé t& bao dwong mat, bénh bach cau té bao lympho mén tinh, ung thu
dai tryc trang, ung thu tGi mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thw da day thuc
quén, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu bidu mo té bao vay ving dau va cd, khdi u 4c
tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thw phdi khong phai té bao nho, ung thu budng
tring, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té
bao than, ung thu phdi t& bao nhé, ung thu bang quang tiét niéu va ung thu ndi mac tir

cung.

Do d6, khia canh khéc cia sang ché @& cap dén cac viéc str dung céc peptit theo séng
ché @& t6t hon 1a dugc két hop trong diéu tri cic bénh ting sinh dwgc chon tr nhém bao
gdm bénh bach cau dong tiy cép tinh, ung thu vi, ung thu biéu mo té bao dudng mat,
bénh bach ciu té bao lympho man tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tui mét, u nguyén
bao dém, ung thu da day, ung thu dudng da day thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan,
ung thu biéu md té bao vay ving dau va cb, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin,
ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu
tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té bao than, ung thu phéi té bao nho,

ung thu biéu md bang quang tiét niéu va ung thu ndi mac tit cung.
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Sang ché con dé cap dén cac peptit theo sang ché c6 kha nang lién két v6i phan tir
cua phtrc hop twong thich mé chinh (major histocompatibility complex-MHC) & nguoi
16p I hoac - & dang kéo dai, nhu MHC bién thé dai 16p II.

Sang ché con dé cap dén céc peptit theo sang ché trong @6 (mdi) cic peptit d3 néu

bao gdm hodc chit yéu bao gdm trinh ty axit amin theo ID SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 101.

Sang ché con d& cap dén cic peptit theo sang ché, trong d6 peptit di néu dwoc bién

d6i va/hodc bao gdm céc lién két khong phai peptit.

Sang ché con dé cap dén céc peptit theo sang ché, trong d6 peptit d3 néu 1a mot phan
cta protein dung hop, cu thé duoc dung hop véi cic axit amin diu N cua chudi bat bién
lién quan dén khang nguyén HLA-DR (Ii) hodc dung hop véi (hodc vao trinh tw) khang
thé, nhu vay, vi du khang thé danh riéng cho céc té bao dudi gai.

Sang ché con d& cap dén axit nucleic, ma hoa cac peptit theo sang ché. Sang ché con
d& cap dén axit nucleic theo sang ché 13 ADN, cADN, ANP, ARN hoic cic két hop cua

chung.

Sang ché con dé cap deén vecto biu hién cd kha nang biéu hién va/hodc bi€u hién

axit nucleic theo sang ché.

Sang ché con dé cap dén peptit theo sang ché, axit nucleic theo sang ché hodc mot
vecto biéu hién theo sang ché @ str dung trong diéu tri bénh va trong y hoc, cu thé 13

trong diéu tri ung thur.

Séang ché con dé cap dén cac khang thé chdng lai dic hidu cc peptit theo sang ché
hodc phirc hgp cua céc peptit da néu theo sang ché v6i MHC va céc phuong phép tao ra
chung.

Sang ché @ cap dén cac thu thé t& bao T (T-cell receptors-TCR), dic biét 1a TCR
hoa tan (soluble TCR-sTCR) va cac TCR tach dong dugc thiét k& thanh céc té bao T tu
than hoac di sinh, va cac phuwong phap tao ra chung, cling nhu cac té bao NK hoic céc té

bao khac mang TCR d3 néu hoac phan ting chéo v6i cdc TCR da néu.
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Céc khang thé va TCR 14 phuong 4n bd sung cta viéc st dung céc peptit mién dich

tri liéu theo sang ché.

Sang ché con de cap dén té bao chu chira axit nucleic theo sang ché hodc vecto bi€u
hién nhu dugc md ta & trén. Sang ché con dé cip dén t€ bao chu theo sang che 1a té bao

trinh dién khang nguyén, va tét hon 13 t& bao dudi gai.

Sang ché con @& cap dén phwong phép san xuit peptit theo sang ché, phuong phap
ndy bao gdm nudi ciy té bao chu theo sang ché va phan 1ap peptit tir t€ bao chu da néu
hodic mdi trudng nudi cdy cua né.

Sang ché con dé cap dén phuong phép da néu theo sang ché, trong d6 khang nguyén
duoc tai 1én trén cac phan tt MHC 16p 1 hodc II dugc biéu hién trén bé mit cta té bao
trinh dién khéng nguyén phu hop hoic té bao trinh dién khédng nguyén nhan tao bang cach

cho tiép xtc lwong vira dit khdng nguyén véi té bao trinh dién khang nguyén.

Sang ché con d& cap dén phuong phap theo sang ché, trong d6 t& bao trinh dién
khang nguyén bao gdm vecto biéu hién ¢ kha ning biéu hién hodc biéu hién peptit da
néu c6 chira ID SEQ s6 1 dén ID SEQ sb: 101, tbt nhét 13 chira ID SEQ s6 1 dén ID SEQ
s6 14, ID SEQ sb 72 dén ID SEQ s6 81, ID SEQ s6 96 dén ID SEQ s6 101 hoc trinh tu

axit amin bién theé.

Sang ché con @ cap dén cac té bao T dugc hoat hda, duge san xuét theo phuwong
phap theo sang ché, trong do, t& bao T nhan ra c6 chon loc t& bao ma biéu hién polypeptit

chira trinh tu axit amin theo sang ché.

Sang ché con d& cap dén phuong phap diét té bao dich & bénh nhan ma céc té bao
dich bidu hién bét thuong polypeptit chira bt ky trinh ty axit amin ndo theo sdng ché,
phuong phéap bao gdm st dung cho bénh nhan mot s6 lugng té bao T hidu qua duoc tao ra

theo sang ché.

Sang ché dé cap dén viéc su dung bat ky peptit nao nhu dugc mo ta, axit nucleic
theo sang ché, vecto biéu hién theo sang ché, t& bao theo sang ché, té bao lympho T hoat

héa, thu thé té bao T hodc cac khang thé hodc cac peptit- vi/hodc phan tir lién két peptit-
23



43156 24/202

MHC khac theo sang ché nhu dugc phém hodc trong san xuét dugc phém. Tét hon 13,

duoc phim d3 néu c6 hoat tinh chdng ung thu.

Tét hon 13, dugc phdm d3 néu 13 lidu phap té bio, vicxin hoic protein dya trén TCR

hoa tan hoic khang thé.

Sang ché con dé cap dén viéc str dung theo sang ché, trong d6 cac té bao ung thu di
néu 13 bénh bach ciu dong tiry cAp tinh, ung thu va, ung thu biéu mé té bao dudng mat,
bénh bach cau té bao lympho man tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tui mét, u nguyén
bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu
bidu mo t& bao vay ving dau va cb, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu
phdi khong phai t& bao nho, ung thu budng tring, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy,
ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té bao than, ung thu phdi té€ bao nhé, ung thu
bang quang tiét niéu, ung thu ndi mac tir cung, va tot hon 13 céc té bao ung thu bach ciu
dong tity cAp tinh, ung thu vi, ung thu biéu moé té bao duong mat, ung thu bach cau té bao
lympho min tinh, ung thu dai tryc trang, ung thu tii mat, u nguyén bao dém, ung thu da
day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu md té bao gan, ung thu biéu md té bao vay
ving du va cd, khdi u 4c tinh, ung thw hach khong Hodgkin, ung thw phéi khong phai té
bao nhé, ung thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién
ligt, ung thu biéu mo té bao than, ung thu phéi t& bao nho, ung thu bang quang tiét niéu,

ung thu ndi mac tir cung.

Sang ché con dé cdp dén cac ddu 4n sinh hoc dua trén peptit theo sang ché, sau day
dugc goi 1a "dich" ma cé thé st dung trong chan doan ung thu, t6t hon 12 bénh bach ciu
dong tiy cép tinh, ung thu vi, ung thu bidu mo té bao dudng mat, bénh bach cau té bao
lympho man tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tii mat, u nguyén bao dém, ung thu da
day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu biéu mo té bao vay
ving dau va cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phéi khong phai té
bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién
liét, ung thu bidu mo té bao than, ung thu phdi t& bao nho, ung thu biéu md bang quang

tiét niéu va ung thu ndi mac tr cung. Cac dau an sinh hoc c6 thé trinh dién qua muc chinh
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(c4c) peptit hodc biéu hién qua mirc (cic) gen twong tmg. Cac dau an sinh hoc cling c6 thé
duoc st dung @& du doan kha ning thanh cong trong diéu tri, t6t nhét 13 liéu phap mién
dich va tét nhét 1a liéu phap mién dich nhim vao cing dich dugc xac dinh boi dAu 4n sinh
hoc. Vi duy, khang thé hodc TCR hoa tan c6 thé duogc st dung dé nhudm céc phén cta khdi
u dé phét hién sy hién dién cla peptit quan tAm trong phitc hop véi MHC.

Tuy chon, khang thé mang chirc ning chip hanh khac nhu mién kich thich mién
dich hoac doc té.

Sang ché ciing dé cap dén viéc sir dung céac dich méi ndy trong bdi canh diéu tri ung
thu.
M3 ti vén tit cdc hinh vé

Fig. 1A dén Fig. 1F thé hién sy trinh dién qué mirc cua céc peptit khac nhau trong
cac mo ung thu khac nhau.

Fig. 2A dén 2F thé hién so dd biéu hién miu cua cic gen nguén theo sang ché duoc
biéu hién qua mirc trong cic mau ung thu khéc nhau.

Fig. 3 thé hién két qua vi du vé d4p Gng t& bao T CDS + (trong dng nghiém) in vitro
dac hiéu véi peptit cua nguoi cho HLA-A * 02 + khde manh.

Fig. 4 thé hién két qua vi du v& dap ung té bao T CDS + in vitro dic hidu véi peptit
cua nguoi cho HLA-A * 02 + khde manh.
MO ta chi tiét sang ché

Kich thich dap tmg mién dich phu thudc vao sy hién dién cta cac khang nguyén
duoc nhén ra 1a ngoai lai béi hé théng mién dich cua vat chi. Viéc phat hién ra su tdn tai
clia cac khang nguyén lién quan dén khdi u di 1am tang kha ning st dung hé thdng mién
dich cua vat chu dé can thiép vao su phat trién cua khéi u. Cac co ché khac nhau dé khai
thac ca céanh tay té bao va dich cua hé théng mién dich hién dang dugc kham pha cho liu

phép mién dich ung thu.
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Céc yéu t6 dac hiéu ciia dap mg mién dich té bao ¢ kha ning nhn ra va tiéu diét
dic hidu cac té bao khéi u. Viéc phan 1ap té bao T tir quin thé t& bao xam nhap khdi u
hodc tir méu ngoai vi cho thiy cic té bao ndy déng vai trd quan trong trong viéc bao vé
mién dich ty nhién chéng lai ung thu. Cac té bao T dwong tinh CD8, dic biét, nhan ra cac
phan tit 16p I cta phitc hgp twong hgp md chinh (MHC) mang céc peptit thuong ton tai 8
dén 10 axit amin c6 ngudn gdc tir protein hogic khiém khuyét c4c san pham ribosome
(DRIPS) ¢6 trong cytosol, dong vai trd quan trong trong dap tmg nay. Cac phén tt MHC
cua con nguodi ciing dugce chi dinh 13 khang nguyén bach cAu nguoi (human leukocyte-
antigens - HLA).

Nhu dugce st dung & day va ngoai trir nhu da luu ¥, tat ca cac thuat ngit duoc dinh

nghia nhu dugce dua ra dudi day.

Thuét ngit "dap tmg té bao T” ¢6 nghia 13 su tang sinh dic biét va kich hoat cac chirc
ning chép hanh gy ra béi peptit in vitro hodc in vivo. P&i véi MHC 16p I d4 han ché céc
t& bao T gy doc t& bao, cac chirc ning chap hanh c6 thé 1a su phéan giai cac peptit dwgc
tao xung, tién chét peptit duoc tao xung hodc cac t€ bao dich trinh dién peptit tw nhién,
tiét ra cac cytokine, t6t hon 13 interferon-gamma, TNF-alpha hoac IL-2 boi peptit, tiét ra
c4c phan tir chap hanh, t6t hon 1a granzyme hodc perforin giy ra boi peptit, hodc thoéi

hoa.

Thuat ngit "peptit" duoc st dung & day dé chi chudi phan du axit amin, dwgc ndi véi
nhau bing cac lién két peptit giita cac nhém alpha-amino va carbonyl cua cdc axit amin
lién k&. Céc peptit tot hon 1a dai 9 axit amin nhung c6 thé ngin bang 8 axit amin va dai
bing 10, 11 hodc 12 hodc dai hon va trong trudng hop peptit MHC 16p II (bién thé kéo
dai clia céc peptit cua sang ché) ching c6 thé dai bang 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 hodc 20

hodc nhiéu axit amin hon.

Hon nita, thuét ngft "peptit" s& bao gdm mudi ctia chudi phan du axit amin, dugc noi
v6i nhau bing cac lién két peptit gifra cAc nhom alpha-amino va carbonyl cua cac axit

amin lién ké. Tot hon 13, mu6i 1a muoi dugc dung cua cac peptit, vi du nhu muoi clorua

26



43156 271202

hoic axetat (trifluoroacetate). Can luu ¥ ring cac mudi clia cic peptit theo sang ché vé co
ban khic véi cic peptit & trang thai in vivo cua ching, vi cac peptit khong & dang mudi
hodc lién két vdi ion in vivo.

Thuét ngit "peptit" ciing s& gdm "oligopeptit" Thuat ngit "oligopeptit" dugc sit dung
& day dé chi chudi phin du axit amin, dugc ndi v6i nhau bang cac lién két peptit gitra cac
nhém alpha-amino va carbonyl ciia cac axit amin lién ké. D9 dai cla oligopeptit khong
quan trong d6i v6i sang ché, mién 1a epitope hodc céc epitope chinh xac dwgc duy tri
trong d6. Cac oligopeptit thuong co chidu dai it hon khoang 30 phan du axit amin va
chiéu dai 16n hon khoang 15 axit amin.

~

Thuét ngit "polypeptit" @& chi chudi phan du axit amin, dwgc néi véi nhau bang cac
lién két peptit gitta c4c nhém alpha-amino va carbonyl ctia cac axit amin lién ké&. Do dai
cua polypeptit khong quan trong ddi véi sang ché, mién 14 cac epitope chinh x4c dugc duy
tri trong d6. Trai nguoc vGi cic thudt ngit peptit hodc oligopeptit, thuat ngit polypeptit co

nghia 13 dé chi cac phén tir ¢6 chira hon 30 phan du axit amin.

Peptit, oligopeptit, protein hodc polynucleotit md héa cho phan tir nay 1a "gay mién
dich" (va do d6 1a "chat khang nguyén" trong séng ché), néu né c6 kha ning tao ra dép
‘g mién dich. Trong truong hop cua sing ché, tinh gdy mién dich duoc x4c dinh cu thé
hon 12 kha ning tao ra dap tmg té bao T. Do do, “chat khang nguyén” 13 phan tir c6 kha
ning tao ra dap tmg mién dich va trong trudng hop cla sang ché, phan tir c6 kha ning tao
ra dap Gmg té€ bao T. O khia canh khéc, chét khang nguyén c6 thé 13 peptit, phirc hop cua
peptit véi MHC, oligopeptit va/hodc protein duoc st dung dé tang khang thé hoic TCR

dac hiéu chong lai no.

"Epitope" ciia té bao T 16p I yéu cau peptit ngin gin véi thu thé MHC 16p I, tao
thanh phtrc hop ba cau tir (chudi alpha MHC 16p I, beta-2-microglobulin va peptit) c6 thé
dwoc nhan ra béi t€ bao T mang thu thé t& bao T phu hop lién két véi phic hop
MHC/peptit v6i 4i luc thich hop. Cac peptit lién két v6i cac phan te MHC 16p I thudng 6

chidu dai 8-14 axit amin va dién hinh nhAt 12 ¢4 chiéu dai 9 axit amin.
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O ngudi ¢b ba vi trf di truyén khac nhau ma héa cac phan tit MHC 16p I (cac phén tir
MHC cua nguoi ciing dugce chi dinh 1a khang nguyén bach cau & nguoi (HLA)): HLA-A,
HLA-B, va HLA-C. HLA-A*01, HLA-A*02, va HLA-B*07 13 nhiing vi du v& c4c alen
MHC 16p I khéac nhau c6 thé duoc biéu hién tir cac vi tri ndy.

Bang 7: Tan s6 bidu hién F cua cAc kiéu huyét thanh HLA-A * 02, HLA-A * 01,
HLA-A * 03, HLA-A * 24, HLA-B * 07, HLA-B * 08 va HLA-B * 44. Tan s6 kiéu gen
don boi (Haplotype) Gf ¢6 ngudn gbe tir nghién ctru sir dung dit liéu danh may HLA tir s6
ding ky cta hon 6,5 triéu tinh nguyén vién 6 Hoa Ky (Gragert et al., 2013). Tan sb
haplotype 12 tAn sb ctia alen riéng biét trén mét nhiém séc thé riéng 18. Do bd nhidm sic
thé ludng boi trong cac té bao dong vat c6 v, tan sb xudt hién kiéu gen ciia alen ndy cao

hon va c6 thé duoc tinh theo nguyén tac Hardy-Weinberg (F = 1 - (1-Gf) 2).

Kiéu hinh dugc tinh tir tAn s6

Alen |Dan cu alen (F)
Chau Phi (N=28557) 32,3%

Da tring chau Au (N =
1242890) 49,3%
A*02 |Nguoi Nhat (N=24582) 42, 7%

Tay Ban Nha, phia nam + trung

My (N=146714) 46,1%

DPong Nam A (N = 27978) 30,4%

Chau Phi (N=28557) 10,2%
A0l Da tring chiu Au (N =

1242890) 30,2%
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Nguoi Nhat (N=24582) 1,8%

Tay Ban Nha, phia nam + trung

My (N=146714) 14,0%

Dong Nam A (N =27978) 21,0%

Chau Phi (N=28557) 14,8%

Da tréng chau Au (N =

1242890) 26,4%
A*03 |Nguoi Nhat (N=24582) 1,8%

Tay Ban Nha, phia nam + trung

My (N=146714) 14,4%

DPong Nam A (N =27978) 10,6%

Chau Phi (N=28557) 2,0%

Da tréng chau Au (N =

1242890) 8,6%
A*24 | Nguoi Nhat (N=24582) 35,5%

Tay Ban Nha, phia nam + trung

My (N=146714) 13,6%

Dong Nam A (N = 27978) 16,9%
B*07 |Chau Phi (N=28557) 14,7%
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Da tréng chau Au (N =

1242890) 25,0%

Nguoi Nhat (N=24582) 11,4%

Tay Ban Nha, phia nam + trung

My (N=146714) 12,2%

Dong Nam A (N = 27978) 10,4%

Chau Phi (N=28557) 6,0%

Da tring chau Au (N =

1242890) 21,6%
B*08 |Nguoi Nhat (N=24582) 1,0%

Tay Ban Nha, phia nam + trung

M§ (N=146714) 7,6%

Pong Nam A (N = 27978) 6,2%

Chau Phi (N=28557) 10,6%

Da tring chiu Au (N =

1242890) 26,9%
B*44 |Nguoi Nhat (N=24582) 13,0%

Tay Ban Nha, phia nam + trung

M§ (N=146714) 18,2%

Pong Nam A (N =27978) 13,1%
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Céc peptit theo sang ché, tt hon 13 khi dugc dua vao vécxin theo sang ché nhu dugc
md t& & day lién két v6i A*02. Vécxin ciing ¢ thé bao gdm cac peptit MHC 16p II lién
Két pan. Do do, vécxin theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé diéu tri ung thu ¢ nhiing
bénh nhan dwong tinh véi A*02, trong khi khong c¢6 su lwa chon nao cho cac kiéu gen

MHC 16p II 13 can thiét do lién két pan tur nhién ctia cac peptit nay.

Néu cac peptit A*02 theo sang ché dwoc két hop véi cac peptit lién két v6i alen
khac, vi du A*24, thi ty 1& cao hon clia bat ky nhém dan cu bénh nhan nao c¢6 thé dwoc
didu tri so véi chi giai quyét alen MHC 16p I mot minh. Mic du trong hau hét cac quan
thé, it hon 50% bénh nhan c6 thé duoc giai quyét chi bing alen, vicxin bao gém cic
epitope HLA-A*24 va HLA-A*02 c6 thé didu tri cho it nhit 60% bénh nhan trong bat ky
dan cu nao c6 lién quan. Cu thé, ty 1é phan trim bénh nhan sau dy s& duong tinh véi it
nhét mot trong sé cac alen ndy & cac khu vuc khac nhau: Hoa Ky 61%, Tay Au 62%,
Trung Qubc 75%, Han Qudc 77%, Nhat Ban 86% (tinh tir www.allelefrequencies.net).

Bang 8: D9 bao phu cta cac alen HLA trong dan cu nguoi da tréng chau Au (duoc
tinh boi (Gragert et al., 2013)).

dd bao
phu (it két hop

nhdt mot |kéthop |kéthop |v6iB *07
alen A) |v6iB*07|v6iB*44 | vaB * 44

A*02/A*01 70% 78% 78% 84%
A*02/A*03 68% 76% 76% 83%
A*02/A*24 61% 1% 1% 80%
A*'01/A*03 52% 64% 65% 75%
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do bao

phu (it két hop

nhat mot |kéthop |kéthop |véiB *07

alen A) v6iB *07|v6iB *44|vaB * 44
A*01/A*24 44% 58% 59% 71%
A*03/A*24 40% 55% 56% 69%
A*02/A*01/A*03 84% 88% 88% 91%
A*02/A*01/A*24 79% 84% - |84% 89%
A*02/A*03/A*24 77% 82% 83% 88%
A*01/A*03/A*24 63% 72% 73% 81%
A*02/A*01/A*03/A*2
4 90% 92% 93% 95%

32/202

Theo phwong an wu tién, thuat nglt "trinh tu nucleotit" c6 nghia 1a deé cap dén mot

loai di nguyén cta deoxyribonucleotit.

Trinh tu nucleotit m3 hoa cho peptit, oligopeptit hodc polypeptit cu thé ¢é thé xay ra

tu nhién hoac chung c6 thé duogc tao dung theo cach téng hop. N6i chung, cac phan doan

ADN m3 héa cac peptit, polypeptit va protein ctia sang ché nay duoc tap hop tir cac doan

cADN va cac lién két oligonucleotit ngén, hodc tir mot loat cac oligonucleotit, aé cung

cip gen tdng hop c6 kha ning bidu hién trong don vi phién mi tai t6 hop bao gdm cac yéu

to diéu tieét c6 nguon goc tir operon cua vi khuan hodc virus.

Nhu dwoc sir dung & day thuat ngir "nucleotit ma héa cho (hodc ma héa) peptit", dé

cap dén chudi nucleotit m3 hoa peptit bao gdbm céc bd ba ma hoa bt dau va két thuc nhan

32



43156 33/202

tao (con ngudi tao) twong thich véi hé théng sinh hoc, trinh tu nay s€ duogc biéu hién

bang, vi du, t& bao dudi gai hodc hé théng t& bao khac hitu ich cho viéc san xuit cdc TCR.

Nhu dwoc sit dung & ddy, tham chiéu dén trinh tu axit nucleic bao gdm ca axit
nucleic chudi don va chudi kép. Do d6, vi du dbi véi ADN, trinh tur cu thé, trir khi béi
canh chi ra khac, dé cap dén chudi ADN don cua trinh tu d6, chudi d6i cta trinh tu d6 véi

phan bd sung ctia n6 (ADN chudi kép) va phan bd sung cua trinh ty d6.

Thuit nglt "viung ma hoa", dé cdp dén phan gen ma ma hda theo cach tu nhién hodc
thong thuong cho san pham biéu hién cua gen d6 trong moi treong gen tu nhién cua no,

tirc 1a ving m3 hoa in vivo cho san pham bieu hién tu nhién cua gen.

Ving m3 héa c6 thé c6 ngudn gdc tir gen khong bi dot bién (gen binh thuong), gen
bi ddt bién hodc bi thay ddi hodc tham chi c6 thé dugc lay tir trinh ty ADN hodc gen,
duoc téng hop hoan toan trong phong thi nghiém bing cic phuong phap da biét dén véi
ngudi ¢6 hiu biét trong linh vuc tong hop ADN.

A

Thuét ngit "san pham biéu hién" cé nghia 13 polypeptit hodc protein 12 san pham
dich m3 tu nhién cta gen va bét ky tvong duong ma héa trinh ty axit nucleic ndo do sy

thoai hoa ma di truyén va do d6 mi héa cho cling (c4c) axit amin.

Thuat ngit "phan doan", khi d& cap dén trinh tw m3 héa, c6 nghia 1 mot phan ADN
bao gdm it hon ving m3 hoa hoan chinh, san phdm biéu hién ciia né van giit nguyén chrc
nang sinh hoc thiét yéu hodc hoat dong nhu san pham biéu hién cua ving mi héa hoan
chinh.

Thuét ngit "doan ADN", @& cap dén polymer ADN, duéi dang phan doan riéng biét
hodc 12 thanh phin cua céu trac ADN 16n hon, c6 ngudn gbc tir ADN dugc phan lap it
nh4t mot 1an & dang vé co ban 13 tinh khiét, ttc 13 khong giy tap nhiém vat liéu ndi sinh
va véi sb luong hoic nf“mg do6 cho phép xac dinh, thao tac va phuc hdi doan va cac chudi
nucleotit thanh phan ciia n6 bang cac phwong phép sinh hoa tiéu chuan, vi du, bang cach
sir dung vecto tach dong. Cac doan nhu vady dugc cung ca‘ip dudi dang khung doc ma
khong bi gian doan boi cac trinh ty khong dich ma ndi bd hodc cac intron, thuong Xuét
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hién trong cac gen ciia sinh vét nhan chuin. Céc trinh tw ADN khéng dugc dich ma c6 thé
xuét hién phia sau khung doc mo, trong d6 cac chudi ADN khong dwoc dich md khong

can thiép vao thao tac hodc biéu hién cua cic vung ma hoa.

Thuét ngir "mdi" cb nghia 13 trinh tu axit nucleic ngén c6 thé duoc bit cap véi mot
soi ADN va cung cép dau 3'-OH tu do, tai d6 ADN polymerase bat dau téng hop chudi

deoxyribonucleotit.

Thuét ngir "trinh ty khoi ddu" c¢6 nghia 12 ving ADN tham gia vao lién két ARN

polymerase dé bit dau phién m3.

Thuét nglt "dugc phéan 14p", c¢d nghia 1a vat liéu bi loai bé khoi mdi truong ban dau
cua nd (vi du: mdi truong tu nhién, néu nd xay ra tu nhién). Vi du, polynucleotit hodc
polypeptit tu nhién cé trong dong vat sdng khong bi phan 1ap, nhung polynucleotit hodc
polypeptit nay, dugc tach ra tir mot s6 hodc tit ca cac vat liéu cung ton tai trong hé théng
tu nhién, dugc phan 14p. Cac polynucleotit nhu vay cé thé 13 mot phan cua vecto va/hodc
céc polynucleotit hodc polypeptit d6 c6 thé 1a mot phan cta ché pham, va van bi phan 1ap

trong d6 vecto hodc thanh phan d6 khong phai 1a mét phan ciia méi trudng tw nhién.

Cac polynucleotit, va polypeptit tai t6 hop hodc gdy mién dich, duge bdc 16 theo
sang ché ciing c6 thé & dang "dd tinh sach”. Thuét ngit "dd tinh sach" khong yéu cau do
tinh khiét tuyét d6i; dung hon, thuat ngit ndy dugc ding nhu mét dinh nghia twong dbi, va
¢6 thé bao gém cac ché phém duoc tinh sach cao hoac céac ché phém chi duoc tinh sach
mot phin, vi nhitng thuat ngit d6 dugc hidu boi nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trong linh vuc
k¥ thuat lién quan. Vi duy, cac dong vo tinh riéng 1¢ dugc phan lap tir thu vién cADN da
dugc tinh sach theo quy uée d@)ng nhét dién di. Viéc tinh sach vat liéu ban dau hodc vat
lidu ty nhién thanh it nhét mét bac do 16n, tét nhat 1a hai hodc ba bac, va tot nhat 1a bon
hodc nim bac d6 16n dugce du tinh rd rang. Hon nita, polypeptit dugc yéu cau bao hd co
d6 tinh sach t&t hon 13 99,999%, hoic it nhét 99,99% hoadc 99,9%; va tham chi dang mong

doi 99% theo trong lwong hodc 16n hon duge bao gdm rd rang.
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Céc axit nucleic va cac san phdm biéu hién polypeptit dwgc boc 1§ theo sang ché,
cling nhu cac vecto biéu hién cé chira axit nucleic va/hodc cac polypeptit ndy, cé thé &
"dang dugc 1am giau". Nhu dugc st dung trong tai liéu nay, thuat ngit "duoc lam giau" c6
nghia 13 c6 ndng do vat liéu it nhat gép khoang 2, 5, 10, 100 hozc 1000 lan ndng & tu
nhién cua né (vi du), thuln lgi 13 0,01%, tinh theo trong lugng, t6t hon 14 khoang 0,1%
theo trong lugng. Cac ché pham duoc 1am giau khoang 0,5%, 1%, 5%, 10% va 20% theo
trong lugng ciing dugc du tinh. Céc trinh tu, cAu tric, vecto, dong, va cac vat lidu khac
theo sang ché ¢6 thé theo cach c6 loi & dang dugc 1am giau hodc dugc phan 1ap. Thuét
ngit "phin doan hoat tinh" c6 nghia 1a phan doan, thudng peptit, polypeptit hodc trinh tu
axit nucleic, tao ra dép ng mién dich (nghia 13 c6 hoat tinh gdy mién dich) khi dwoc st
dung, mot minh hodc tuy y véi ta chét phu hop hodc trong vecto, trén dong vat, chéng han
nhu dong vat ¢ vi, vi du nhu tho hodc chudt, va bao gém ca con ngudi, dap tng mién
dich nay c6 dang kich thich dap Ung té bao T trong dong vat nhan, chéng han nhu con
nguoi. Ngoai ra, "phan doan hoat tinh" cling ¢6 th duoc sir dung dé tao ra dap tmg té bao

T in vitro.

Nhu dugc st dung trong tai liéu nay, cac thuat ngir "phan", "doan" va "phan doan",
khi duogc st dung lién quan dén cac polypeptit, d& cap dén trinh tu phan du lién tuc, ching
han nhu phﬁn du axit amin, ma trinh tu tao thanh tip hop con cua trinh tw 16n hon. Vi duy,
néu polypeptit da trai qua xir 1y biang bat ky endopeptidase thong thudng nao, chang han
nhu trypsin hodc chymotrypsin, thi oligopeptit thu dugc tir qué trinh xir 1y nay s€ dai di¢n
cho céc phan, doan hodc phan doan clia polypeptit bat dau. Khi dugc sir dung lién quan
dén polynucleotit, cac thuat ngit ndy d@ cap dén cac san pham dugc san xuit bang cach xir

1y cac polynucleotit dd néu véi bat ky endonuclease nao.

Theo sang ché, thut ngit "dong nhat phan trim" hosc "phin trim ddng nhét", khi d&
cap dén trinh tu, ¢6 nghia 1 trinh tw dwgc so sanh véi trinh ty duge yéu cau hodc md ta
sau khi sdp thing hang trinh tw s& dwgc so sanh ("trinh ty so sdnh") véi trinh tu dwoc mo
ta hodc dugc yéu cu (trinh ty tham chiéu). Phan trim dong nhét sau d6 dugce xac dinh
theo cong thic sau:
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Phén trim dong nhat = 100 [1 -(C/R)]

trong do C l1a sb luong khac biét gitta trinh tu tham chiéu va trinh tu so sanh theo d6

dai sép thing hang gitra trinh tu tham chiéu va trinh tw so sanh, trong d6

(i) mdi bazo hodc axit amin trong trinh ty tham chiéu khong ¢ gbc bazo hodc axit

amin duogc sap thing hang twong ting trong trinh tur so sanh va
(ii) mdi khoang tréng trong trinh ty tham chiéu va

(i) mbi bazo hoic axit amin dwoc sap thing hang trong trinh tu tham chiéu ma khac
v6i bazo hodc axit amin dugc sép théng hang trong trinh tu so sanh, tao thanh mot su
khac biét va

(iiii) su sip thing hang phai bat dAu tai vi trf 1 ctia cac trinh tr dugc sip thing hang;

va R 12 s lugng bazo hodc axit amin trong trinh trr tham chiéu theo chiéu dai sap
thing hang véi trinh ty so sanh véi bat ky khoang cach nao dugce tao trong trinh tu tham

chiéu cling dugc tinh 1a mdt bazo hodc axit amin.

Néu su sip thing hang ton tai giita trinh tw so sdnh va trinh ty tham chiéu ma phan
trim ddng nh4t nhu dwgc tinh & trén bing hodc 16n hon phan trim dong nhét t6i thiéu
dwoc chi dinh thi trinh tu so sanh ¢ phén traim dong nhat téi thiéu duoc chi dinh véi trinh
tu tham chiéu mic du viéc sép thing hang c6 thé ton tai trong d6 phan trim dong nhét

dugc tinh & trén nho hon phan tram ddng nhit duoc chi dinh.

Nhu d3 @ cap 6O trén, sang ché @& xuit peptit bao gém trinh tu dwgc chon tir nhom
bao gdm ID SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 101 hoic bién thé ciia n6 ma twong dong 88% véi
ID SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 101, hoac bién thé cta ching s& tao ra cic té bao T phan tng
chéo v6i peptit n6i trén. Cac peptit theo sang ché c6 kha ning lién két v6i phan tir ciia
phttc hop twong hgp mé chinh ngudi (MHC) 16p I hodc cac ban kéo dai cia cac peptit da
néu dén 16p I1.

Theo sang ché, thut ngit "twong ddng" d& cap dén muic do ddng nhit (xem phan

tram dong nhét & trén) gitta cac trinh tu cua hai trinh tu axit amin, tirc 1a cAc trinh ty peptit
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hodc polypeptit. "Su twong ddng" nhu néu trén di dugc xac dinh bang cach so sanh hai
trinh ty dugc sap thang hang duéi cac diéu kién t6i wu so véi cac trinh tu s& dugc so sanh.
Su twong ddng trinh tu ndy c6 thé dugc tinh bing cich tao su sip thing hang sir dung, vi
du, thuét toan ClustalW. Phan mém phén tich trinh tu phé bién c6 sén, cu thé hon, Vecto

NTI, GENETYX hoic cic cdng cu khac duge cung cp boi co so dit liéu cong cong.

Ngudi ¢6 hiéu biét trong linh vuc k¥ thuat s& c6 thé danh gia, lidu cac té bao T gay
ra boi bién thé cia peptit cu thé s& ¢ thé phan ting chéo v&i chinh peptit (Appay et al.,
2006; Colombetti et al., 2006; Fong et al., 2001; Zaremba et al., 1997).

Biang "bién thé" cua trinh ty axit amin di cho c6 nghia 1 cac chudi bén cua, vi du,
mdt hodc hai phan du axit amin bi thay ddi (vi du bang cich thay thé ching bang chudi
bén cua phin du axit amin x4y ra tu nhién khic hosic mot s6 chudi bén khac) sao cho
peptit van c6 thé lién két véi phan tr HLA vé co ban gidng nhu peptit chira trinh tu axit
amin d3 cho bao gdm ID SEQ sb 1 dén ID SEQ s6 101. Vi du, peptit c6 thé dugc stra doi
8 it nhat n6 duy tri, néu khong cai thién, kha ning twong tic va lién két v6i rinh lién két
cta phan tt MHC pht hop, ching han nhu HLA-A * 02 hoic -DR, va trong d6 cach nay,
it nhat 12 duy tri, néu khong cai thién, kha ning lién két véi TCR cua céc té bao T dugc
kich hoat.

Céc té bao T nay sau d6 ¢ thé phan Gmg chéo v6i cac t& bao va tidu diét cac té bio
biéu hién polypeptit cé chira trinh tr axit amin tw nhién ctia peptit twong tw nhu dugc dinh
nghia trong cac khia canh cta sang ché. Nhu c6 thé dwoc suy ra tir céc tai liéu khoa hoc
va co s¢ dir liéu (Rammensee et al., 1999; Godkin et al., 1997), mot s6 vi tri nhét dinh cua
peptit lién két HLA thuong 12 phan du neo tao thanh trinh tw 18i phtt hop véi kiéu lién két
cta thu thé HLA, ma dugc xac dinh béi cac tinh chét vé cuc, dién vat 1y, tinh ky nuéc va
khong gian cta chudi polypeptit cu thanh ranh lién két. Do d6, ngudi c6 hiéu biét trong
linh vuc k¥ thuét s& c6 thé sira dbi cac trinh tw axit amin dugc néu trong ID SEQ s6 1 dén
ID SEQ s6 101, bang cach duy tri phan du neo di biét va c6 thé xac dinh liéu cAc bién thé
d6 ¢6 duy tri kha nang lién két cac phan tir MHC 16p I hodc II hay khong. Cac bién thé

cua sang ché giit kha nang lién két v6i TCR cia cac té bao T dugc kich hoat, sau d6 c6
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thé phan tng chéo véi va tiéu diét cac té bao biéu hién polypeptit chita trinh ty axit amin

tu nhién cua peptit twong tu nhu duge dinh nghia trong cac khia canh cua sang ché.

Céc peptit ban du (khong thay d6i) nhu dwoc boc 16 & ddy c6 thé duge stra doi bang
cach thay thé mot hodc nhiéu phén du tai cac vi tri khac nhau, c6 thé chon loc, trong chudi
peptit, néu khong c6 quy dinh khac. Tt nhat 13 nhitng thay thé nay duoc dat ¢ cudi chudi
axit amin. Su thay thé nhu vay co thé c6 tinh chét bao toan, vi du, trong d6 mot axit amin
duoc thay thé béng mot axit amin ¢ cu trac va dic diém tuong tu, chﬁng han nhu khi
axit amin ky nudc dwoc thay thé bang mét axit amin ky nudc khac. Tham chi bao toan
hon s& 13 thay thé céc axit amin c¢6 kich thuéc hoc tinh chét hoa hoc gidng hoic trong tu,
ching han nhu leucine dugc thay thé bang isoleucine. Trong cac nghién ciru vé cac bién
thé trinh tu trong cac ho protein tuong déng xuat hién trong ty nhién, mot sb thay thé axit
amin nhat dinh thuong dugc dung nap hon céc loai khac va chiing thudong cho thiy mbi
tuong quan véi sy twong dong vé kich thude, dién tich, do phan cuc va tinh ky nudc giita
axit amin ban du v axit amin thay thé cua n6, va d6 1 co s& dé xac dinh nhitng thay thé
bao toan".

Thay thé bao toan & ddy dugc dinh nghia 13 trao d6i trong mot trong nim nhém sau
day: nhom 1 - phﬁn du axit amin khdng cuc hodc ¢6 cuc nhe, béo nho (Ala, Ser, Thr, Pro,
Gly); nhém 2 - phan du axit amin tich dién am, c6 cuc va amit cua chung (Asp, Asn,
Glam, Gln); nhém 3 - ph?m du axit amin tich dién dwong, c6 cuc (His, Arg, Lys); nhom 4
- phin du axit amin khong cuc, béo 16n (Met, Leu, Ile, Val, Cys); va nhém 5 - phan du
axit amin 16n, thom (Phe, Tyr, Trp).

Trong mot khia canh, nhiing thay thé bao toan c6 thé bao gdm nhimng thay thé dugc
mo ta bdi Dayhoff trong tai liéu "The Atlas of Protein Sequence and Structure. Vol. 57,
Natl. Biomedical Research, cic ndi dung duoc két hop bang cach tham chiéu toan bo. Vi
du, trong mdt khia canh, cac axit amin, thugc mot trong cac nhoém sau, c6 thé dugc trao
ddi vé6i nhau, do d6, tao thanh trao ddi bao toan: nhém 1: alanine (A), proline (P), glycine
(G), asparagine (N), serine (S), threonine (T); nhom 2: cysteine (C), serine (S), tyrosine

(Y), threonine (T); nhém 3: valine (V), isoleucine (I), leucine (L), methionine (M),
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alanine (A), phenylalanine (F); nhom 4: lysine (K), arginine (R), histidine (H); nhém 5:
phenylalanine (F), tyrosine (Y), tryptophan (W), histidine (H); va nhém 6: aspartic acid
(D), glutamic acid (E). Trong mot khia canh, su thay thé axit amin bao toan c6 thé duoc
chonnhusauT —-A, G—>AA—>LT—->V,A->MT—-LA—-V,T—G,vahoacT

— S.

Trong khia canh, su thay thé axit amin bao toan c6 thé bao g?)m su thay thé mot axit
amin béng mot axit amin khéac cung 16p, vi du, (1) khong phéan cuc: Ala, Val, Leu, Ile,
Pro, Met, Phe, Trp; (2) phan cuc khong tich dién: Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gln; (3)
¢ tinh axit: Asp, Glu; va (4) c6 tinh bazo: Lys, Arg, His. Céc thay thé axit amin bao toan
khac ciing c6 thé dugc thuc hién nhu sau: (1) thom: Phe, Tyr, His; (2) phan tir cho proton:
Asn, Gln, Lys, Arg, His, Trp; va (3) phan tir nhan proton: Glu, Asp, Thr, Ser, Tyr, Asn,
Gln (see, vi du: bing sang ché Hoa Ky s6 10.106.805, ndi dung dugc két hop bang cach

tham chiéu toan bd).

Theo khia canh khac, su thay thé bao toan cé thé duge thuc hién theo bang A. Cac
phuong phap du doan kha nang dung nap cho thay d6i protein c6 thé dwgc tim thiy, vi du,
trong tai liéu Guo et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 101(25):9205-9210 (2004), cac ndi
dung duoc két hop bang cach tham chiéu toan bo.
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Bing A

Nhirng thay thé axit amin bao toan

Axit amin Nhiing thay thé (c4c thay thé khac d4 biét trong linh virc)

Ala Ser, Gly, Cys

Arg Lys, Gln, His

Asn Gln, His, Glu, Asp
Asp Glu, Asn, Gln

Cys Ser, Met, Thr

Gln Asn, Lys, Glu, Asp, Arg
Glu Asp, Asn, Gln

Gly Pro, Ala, Ser

His Asn, Gln, Lys

Ile ~ Leu, Val, Met, Ala
Leu Ile, Val, Met, Ala

Lys Arg, Gln, His

Met Leu, Ile, Val, Ala, Phe
Phe Met, Leu, Tyr, Trp, His
Ser Thr, Cys, Ala

Thr Ser, Val, Ala

Trp Tyr, Phe

Tyr Trp, Phe, His

Val Ile, Leu, Met, Ala, Thr

& mot khia canh khac, nhitng thay thé bao toan c6 thé 13 nhitng thay thé dugc thé
hién trong bang B duéi tiéu dé "nhiing thay thé bao toan". Néu nhing thay thé nhu vay
dAn dén thay ddi hoat tinh sinh hoc, thi nhiing thay d6i dang ké hon, "nhing thay thé"

duoc dit tén trong bang B, c6 thé dugce dua ra va sang loc cac san pham néu can.

40



Bang B:

43156

41/202

Nhiing thay thé axit amin bao toan

Phén du ban dau (axit Nhiing thay thé bao toan Nhitng thay thé vi du
amin xay ra trong ty
nhién

Ala (A) Val Val; Leu; Ile

Arg (R) Lys Lys; Gln; Asn

Asn (N) Gln Gln; His; Asp, Lys; Arg

Asp (D) Glu Glu; Asn

Cys (C) Ser Ser; Ala

Gln (Q) Asn Asn; Glu

Glu (E) Asp Asp; Gln

Gly (G) Ala Ala

His (H) Arg Asn; Gln; Lys; Arg

Ile (I) Leu Leu; Val; Met; Ala; Phe;
Norleucine

Leu (L) Ile Norleucine; Ile; Val; Met;
Ala; Phe

Lys (K) Arg Arg; Gln; Asn

Met (M) Leu Leu; Phe; Ile

Phe (F) Tyr Leu; Val; Ile; Ala; Tyr

Pro (P) Ala Ala

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser

Trp (W) Tyr Tyr; Phe

Tyr (Y) Phe Trp; Phe; Thr; Ser

Val (V) Leu Ile; Leu; Met; Phe; Ala;

Norleucine

Nhimng thay thé it bao toan hon c6 thé lién quan dén viéc thay thé mot axit amin nay

bang mot axit amin khac c6 dic diém twong tw nhung c6 kich thuée hoi khéc nhau, ching

han nhu thay thé alanine phan du isoleucine. Viéc thay thé khong bao toan cao c6 thé lién

quan dén viéc thay thé axit amin c6 tinh axit cho axit amin cé cuc, hodc tham chi cho axit

c6 tinh chét co ban. Tuy nhién, sy thay thé "gdc" nhu vay khong thé bi loai bo vi c6 thé
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khong hiéu qua vi cac tac dong hda hoc khong hoan toan co6 thé du doan dugc va su thay
thé gbc ciing c6 thé 1am phat sinh cc tic dung ngau nhién khong thé du doan duoc tir cac

nguyén tic héa hoc don gian.

T4t nhién, nhitng thay thé nhu vay c6 thé lién quan dén cac ciu triic khac ngoai cac
axit L-amino théng thuong. Do d6, cac axit D-amino ¢o thé duoc thay thé cho cac axit L-
amino thudng thiy trong cac peptit khang nguyén theo sang ché va van dugc bao gdm
trong ndi dung bdc 10 trong tai liéu nay. Ngoai ra, cic axit amin khong chuin (nghia 13,
ngoai cic axit amin tao protein xay ra trong tw nhién phé bién) ciing c6 thé dugc str dung
cho muc dich thay thé d& san xuét cac chit gdy mién dich va polypeptit mién dich theo

sang che.

Néu nhitng thay thé & nhiu hon mét vi tri dugc tim thdy dan dén peptit c6 hoat tinh
khéng nguyén twong duong hodc 16n hon ding ké nhu dwoc dinh nghia dudi dy, thi sy
két hop cua nhitng thay thé d6 s& dugc kiém tra dé x4c dinh xem sy thay thé két hop co
dan dén tac dung phu hay hiép ddng ddi véi tinh khang nguyén ciia peptit khong. Nhicu
nhét, khong qué 4 vi tri trong peptit s& dwoc thay thé dong thai.

Peptit bao gdm chu yéu trinh ty axit amin nhu dwoc chi ra & dy c6 thé c6 mét hogc
hai axit amin khong neo (xem bén dudi vé kiéu neo) dugc trao d6i ma khong c6 kha ning
lién két véi phan tir cia phirc hop twong hgp mé chinh ngudi (MHC) 16p I hodc 16p II bi
thay ddi dang k& hodc bi anh huong tiéu cuc, khi so sanh véi peptit khong bi bién dbi.
Theo phuong 4n khéc, trong peptit bao gdm chu yéu trinh ty axit amin nhu dwoc chi ra &
day, mot hodc hai axit amin cd thé dugc trao ddi voi cac ddi tac trao ddi bao toan cia
chiing (xem & du6i day) ma khong c6 kha ning lién két v6i phan tir phirc hop twong hop
md chinh nguoi (MHC) 16p I hoac 16p II bi thay d6i dang ké hodc bi anh hudng tiéu cuc,
khi so sanh v6i peptit khong bién doi
Phan du axit amin khong déng gép dang ké vao twong tac véi thu thé t€ bao T c6 thé duoc
sira d6i bang cach thay thé bang cic axit amin khdc ma sy két hop cua nd khong anh

huéng déng k& dén phan tng t& bao T va khong loai bo lién két véi MHC c6 lién quan.
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Do d6, ngoai diéu kién da cho, peptit theo sang ché c6 thé 14 bat ky peptit nao (véi gidi
han c4c tac gia sang ché bao gdm oligopeptit hoic polypeptit), bao gbm céc trinh tur axit

amin hoac mdt phan hodc bién the ctuia ching.

Béng 9: Cac bién thé va kidu ctia cac peptit theo ID SEQ s6: 4, 8, 72, 74, 96 va 97

Vi tri 1 2 3 4 5 6| 7 8 9
IDSEQs64|Y |L |G |D |[S H (v |L |L
Bién thé \Y%
I
A
M \Y%
M I
M
M A
A \Y%
A I
A
A A
\Y% \Y%
\Y% I
\Y%
\Y% A
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T \Y
T I
T
T A
Q A
Q I
Q
Q A
Vi tri 1 2 3 4 5 6 7 8 9
IDSEQS8 |I L |Q |s L |V [P |A |A
Bién thé \Y
I
L
M \Y%
M I
M L
M
A \Y%
A I
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A L
A
\Y% \Y%
\Y% I
\Y% L
v
T \Y%
T I
T L
T
Q \Y%
Q I
Q L
Q

Vi trd 1 2| 3| 4| 5 6| 7 8 9

ID SEQ sb

72 Y |[L |s |F |I K |1 L |L

Bién thé \Y%

I
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Q A
Vi trd 1 2 3| 4| 5 6| 7| 8 9
ID SEQ s6
74 T |L L |s |y |S |I P |L
Bién thé \Y%
I
A
M \Y%
M I
M
M A
A \Y%
A I
A
A A
\Y% \Y%
\Y% I
\Y%
\Y% A
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Vi tri 1 2 3 4 5 6 7 8 91 10

ID SEQ sb
96 K (I |1 |[E |D |[L |A [N |T |V

Bién thé L
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A
A I
A L
A A
\Y%
v I
\Y% L
\Y A
T
T I
T L
T A
Q
Q I
Q L
Q A
Vi trd 1 2 3 41 5 6| 7 8 9| 10| 11
ID SEQ sb
97 G |L |I D (D |K |G |T |I K |L
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Bién thé \Y%
I
A
M Y
M I
M
M A
A \%
A I
A
A A
\% \Y%
\% I
v
\Y% A
T \Y%
T I
T
T A
Q \%
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Peptit dai hon (kéo dai) ciing c6 thé phi hop. C6 thé cic epitope MHC 16p I, mic du

thudng dai tir 8 @én 11 axit amin, duoc tao ra béi qua trinh xir 1y peptit tir cAc peptit hodc

protein dai hon bao gdm cac epitope thuc. Tét hon 14 cic phan du bén canh céac epitope

thuc 13 cac phan du khong anh hudng dang ké dén su phén tach protein can thiét dé tiép

xuc cac epitope thuc té trong qua trinh xir 1y.

Céc peptit theo sang ché c6 thé dugc kéo dai boi téi da bdn axit amin, d6 13 1, 2, 3

hodc 4 axit amin c¢6 thé dugce thém vao mot trong hai két hop bat ky su Két hop nao gitra

4: 0 va 0: 4. Su két hop cua su kép dai theo sang ché c6 thé dugc tim thay trong Bang 10.

Bang 10: Su két hop cua su kéo dai ciia cic peptit clia sang ché

Pau cuoi C

Pau cuoi N

4 0

3 0 hodc 1.

2 0 hoic 1 hoac 2

1 0 hodc 1 hoac 2 hoac 3

0 0 hoac 1 hodc 2 hodc 3 hoic 4

Pau cuol N

Pau cuoi C
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Pau cubi C Pau cudi N

3 0 hodc 1.

2 0 ho#c 1 hoac 2

1 0 hoac 1 hoac 2 hoac 3

0 0 hodc 1 hoac 2 hoac 3 hoac 4

Céc axit amin cho su kéo dai/mé rong cé thé 13 cac peptit ciia trinh tw ban dau cta
protein hodc bat ky axit amin nao khac. Su kéo dai cd thé duoc st dung dé tang cuong

tinh 6n dinh hodc d6 hoa tan clia c4c peptit.

Do d6, céc epitope theo sang ché c6 thé gidng hét véi cac epitope lién quan dén khoi
u hoic dic hiéu cua khdi u xay ra trong tu nhién hodc c6 thé bao gom cac epitope khac
nhau khong qua bdn phdn du tir peptit tham chiéu, mién 14 ching c6 hoat tinh khang
nguyén gidng hét nhau.

Trong phuong 4n thay thé, peptit dugc kéo dai & mot hodc ca hai bén nhd 16n hon 4
axit amin, tt hon 12 v6i tdng chidu dai 1én t&i 30 axit amin. Didu ndy c6 thé dan dén cac
peptit lién két MHC 16p IL Lién két v6i MHC 16p II c6 thé dugc kiém tra bing céc
phuong phap dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat.

Theo d6, sang ché cung cip cac peptit va cac bién thé cna epitopes MHC 16p 1, trong
6 peptit hodc bién thé c6 chidu dai tdng thé tir 8 dén 100, t6t hon 1a tir 8 dén 30, va tbt
nhét tir 8 dén 14, cuthé 12 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 axit amin, trong trudng hop céc peptit
lién két 16p 11 dugc kéo dai, chidu dai cling c6 thé 13 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 hoic 22
axit amin.

T4t nhién, peptit hodc bién thé theo sang ché s& c6 kha nang lién két v6i phan tir cia

phttc hop twong hop mé chinh & ngudi (MHC) 16p I hodc I1. Lién két caa peptit hodc bién
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thé cta phtrc hop MHC c6 thé dugc kiém tra bang cac phwong phap dugc biét dén trong
linh vuc k¥ thuat.

Tét hon 13, khi c4c té bao T dic hidu cho peptit theo sang ché dugc thir nghiém dwa

vao cac peptit dugc thay thé, ndng do peptit ma tai d6 cac peptit dugc thay thé dat duoc

7
.....

mdt nira mirc ting phan gii t6i da so v6i nén 13 khong qua 1 mM, t6t hon 1a khong nhidu
hon khoang 1 pM, tét hon nira 12 khong qua 1 nM, va tét hon nita van 1 khong qua 100
pM, va tét nhéit 13 khong qua 10 pM. Tét hon 13 peptit dugc thay thé dwoc cac té bao T

nhén ra tir nhiéu hon mot c4 thé, it nhat 13 hai va t6t nhét 13 ba ca thé.

Trong phuong 4n duge wu tién cu thé theo sang ché, peptit bao gdm hoic vé co ban
bao gdm chudi axit amin theo ID SEQ s6 1 &én ID SEQ s6 101.

"V& co ban bao gdm", c6 nghia 13 peptit theo sang ché, ngoai trinh tu theo ID bét ky
trong 6 ID SEQ sé 1 dén ID SEQ s6 101 hozc bién thé cta ching ¢6 chira phan kéo dai
axit amin nim & cac dau cudi N- va/hodc C khong nhét thiét phai 13 phan cta peptit c6

chitc nang nhu epitope cho epitope phan tu MHC.

Tuy nhién, nhitng phin kéo dai ndy c6 thé rat quan trong dé cung cip viéc dwa higu
qua peptit theo sang ché vao cac té bao. Theo mot phwong 4n ciia sang ché, peptit 12 mot
phan cta protein dung hop, vi du, bao gdm c4c axit amin ddu cubi N 80 cia chudi bat
bién lién quan dén khang nguyén HLA-DR (trang 33, trong phin sau cta "Ti") c6 ngudn
gbc tir NCBI, GenBank Accession s6 X00497. Trong cac két hop khac, cac peptit theo
sang ché c6 thé dugc dung hop véi khing thé nhu dwgc mo ta trong tai lidu ndy, hodc mot
phﬁn chirc nang cua chung, dic biét thanh trinh tu cua khang thé, @& ma dugc nhim dich
cu thé boi khang thé noi trén, hodc, vi du, dén hodc vao khang thé danh riéng cho céac té
bao dudi gai nhu dugc mo ta trong tai liéu nay.

Ngoai ra, peptit hodc bién thé c6 thé dugc bién dbi thém dé cai thién tinh on dinh
va/hodc lién két v6i cac phan tt MHC dé tao ra dap ung mién dich manh hon. Céac
phuong phap t6i uu héa trinh tw peptit nhu vay da duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat

va bao gdm, vi du, dua ra cac lién két peptit nguoc hogc lién két khong peptit.
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Trong lién két peptit nguoc, phan du axit amin khong dugc nbi v6i nhau bang lién
két peptit (-CO-NH-) ma lién két peptit bi dao ngugc. Cac peptidomimetic dao 1ui lai phia
sau nhu vy c6 thé duoc thuc hién bang cach st dung cac phuong phéap d biét trong linh
vuc k¥ thuat, vi du nhu cdc phuong phap dugec mo ta trong Meziere va cong su (1997)
(Meziere et al., 1997), duoc két hop trong tai liéu ndy dé tham khao. Céch tiép can nay
lién quan dén viéc tao ra cac pseudopeptit c6 chira cac thay dbi lién quan dén xuong sdng
va khong phai 12 huéng dén chudi bén. Meziere et al. (Meziere et al., 1997) cho thiy déi
v6i cac dap ng cia té bao trg giap T va lién két MHC, céc pseudopeptit ndy rat hiru ich.
Céc peptit nghich dao v& sau, c6 chira cac lién két NH-CO thay vi céc lién két peptit CO-

NH, c6 kha ning chdng phan giai protein cao hon nhiéu.

Lién két khong peptit 13, vi du, -CH,-NH, -CH,S-, -CH2CH;-, -CH=CH-, -COCH-,
-CH(OH)CHa-, and -CH,SO-. Patent M§ s6 4.897.445 d& xuét phwong phap tong hop pha
rén cac lién két khong peptit (-CH2-NH) trong chudi polypeptit lién quan dén polypeptit
duoc tdng hop theo quy trinh chudn va lién két khong peptit dugc téng hop bang phan

ung amin aldehyd va axit amin véi sy c6 mat cia NaCNBH3.

Céc peptit bao gdm céc trinh tw dwgc mo ta & trén cd thé duoc tong hop véi cac
nhém héa hoc bd sung c6 trong amino va/hoic carboxy termini cuia chung, dé tang cuong
tinh 6n dinh, sinh kha dung va/hodc ai luc cla cac peptit. Vi du, cadc nhém ky nude nhu
carbobenzoxyl, dansyl hoac t-butyloxycarbonyl c thé dugc thém vao cac dau cubi amino
cua peptit. Tuong tu nhu vy, nhém acetyl hoac nhém 9-fluorenylmethoxy-carbonyl c6
thd dugc dat tai cac dau cudi amino ciia peptit. Ngoai ra, nhém ky nuéc, t-
butyloxycarbonyl hoic nhém amido c6 thé dugc thém vao céac dau cudi carboxy cta

peptit.

Hon nita, cic peptit theo sang ché co thd dugc tong hop dé thay dbi cau tric khong
gian cia chung. Vi du, ddng phan D ciia mot hodc nhiéu phan du axit amin cla peptit ¢6
thé dugc st dung, chit khong phai 1a ddng phéan L théng thuong. Hon nita, it nhat mot
trong cac phan du axit amin cta c4c peptit theo sang ché c6 thé duoc thay thé bang mot
trong nhitng phan du axit amin khong xdy ra trong ty nhién da biét. Nhitng thay d6i nhu
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thé nay c6 thé déng vai trd dé tang tinh 6n dinh, do sinh kha dung va/hoic hoat dong lién

két ctia cac peptit theo sang ché.

Tuong tu, peptit hoac bién thé theo sang ché c6 thé dugc thay ddi vé mat hoa hoc
bing cach phan g vé6i cic axit amin cu thé trude hodc sau khi tong hop peptit. Cac vi du
vé céac stra ddi nhu vay da biét trong tinh trang k¥ thuit va duogc tom tat, vi du trong tai
liéu R. Lundblad, Chemical Reagents for Protein Modification, 3rd ed. CRC Press, 2004
(Lundblad, 2004), dwoc két hop & ddy dé tham khao. Su thay ddi hoa hoc cac axit amin
bao gdbm nhung khong gi6i han &, thay d6i bang cach acyl hoa, amid héa, pyridoxyl hoa
lysine, kiém hoéa khu, trinitrobenzyl hda cidc nhém amino véi axit sulphonic2,4,6-
trinitrobenzene (TNBS), thay ddi amide ciia nhém carboxyl va thay dbi sulphydryl bang
cach thuc hién oxi hda axit cysteine thanh axit cysteic, hinh thanh céac dan xuét thuy ngan,
hinh thanh céc disulphide hdn hop véi cac hop chat thiol khac, phan Gng v6i maleimide,
carboxymethyl hoa véi axit iodoacetic hodc iodoacetamide va carbamoylation véi cyanate
tai pH kiém, mac du khong c6 gidi han ndo & ddy. Vé van dé nay, ngudi c6 hiéu biét trong
linh vuc k¥ thuat cé thé tham khao tai chuong 15 cia tai liéu Current Protocols In Protein
Science, Eds. Makarov va cong su. (John Wiley and Sons NY 1995-2000) (Coligan et al.,

1995) cho phuong phép sdu rong hon lién quan dén thay d6i hoa hoc ctia protein.

Tém lai, thay dbi vi du phan du arginyl trong cac protein thuong dwa trén phan ting
ciia cac hop chat dicarbonyl 1an cén nhu phenylglyoxal, 2,3-butanedione va 1,2-
cyclohexanedione dé tao thanh san pham cong. Vi du khic 14 phan tng ctia methylglyoxal
v6i phan du arginine. Cysteine c6 thé dugc sira ddi ma khong can stra d6i dong thoi cac vi
trf nucleophilic khac nhu lysine va histidine. Két qua 13, mét s6 lugng 16n chat phan tmg
c6 sin d& diu chinh cystein. Cac trang web cua cic cong ty nhu Sigma-Aldrich

(http://www.sigma-aldrich.com) cung cap thong tin vé cac chat phan Gng cu thé.

Khr chon loc lién két disulfide trong protein ciing phd bién. Cac lién két disulfide c6
thé dugc hinh thanh va oxy héa trong qué trinh xur 1y nhiét ciia dwoc phdm sinh hoc. Chat
phan mg Woodward K c6 thé dugc sir dung dé thay dbi phan du axit glutamic cu thé. N-

(3-(dimethylamino)propyl)-N’-ethylcarbodiimide c6 thé dugc sir dung dé hinh thanh cac
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lien két chéo trong phén tor phin du lysine va phin du axit glutamic. Vi du,
diethylpyrocarbonate 13 chit phan tmg dé diéu chinh phan du histidyl trong protein.
Histidine ciing c6 thé dugc bién ddi bang cach st dung 4-hydroxy-2-nonenal. Phan tng
cua ph?m du lysine va cac nhém a-amino khéc, vi du, rat hitu ich trong viéc lién két cac
peptit voi cac bé mit hodc lién két chéo cua protein/peptit. Lysine 12 vi tri gén glycol poly
(etylen) va 13 vi tri bién d6i chinh trong qué trinh glycosyl hoa protein. Cac phan du
methionine trong protein c6 thé dwoc bién doi véi vi du, iodoacetamide, bromoethylamine

va chloramine T.

Tetranitromethane va N-acetylimidazole c6 thé dugc st dung dé bién doi phan du
tyrosyl. Lién két chéo thong qua su hinh thanh cua dityrosine c6 thé duoc thuc hién bang

c4c ion hydro peroxide/ddng.

Cac nghién ctu gin day vé viéc bién ddi tryptophan d3 st dung N-
bromosuccinimide, 2-hydroxy-5-nitrobenzyl bromide hodc 3-bromo-3-methyl-2- (2-

nitrophenylmercapto) -3H-indole (BPNS-skatole).

Bién déi thanh cong lidu phap protein va peptit bing PEG thudng lién quan dén viéc
kéo dai chu ky ban hay trong khi lién két chéo ctia protein véi glutaraldehyd, polyethylen
glycol diacryit va formaldehyd dugc sir dung dé didu ché hydrogel. Bién d6i héa hoc cia
chét gay di tmg cho liéu phap mién dich thudng dat dugc bang cach carbamyl héa véi kali

cyanate.

Peptit hodc bién thé, trong d6 peptit dugc bién d6i hodc bao gdém céc lién két khong

peptit 1a phuong an dugce uu tién cua sang ché.

Phuong 4n khac theo sang ché lién quan dén peptit khong xay ra trong tu nhién
trong d6 peptit d3 néu bao gém hoic chu yéu bao gdm trinh ty axit amin theo ID SEQ 56
1 d&&n ID SEQ s6 101 va da dwoc san xuét theo cach tong hop (vi du: duoc téng hop) dudi
dang mudi duoc dung. Cac phuong phéap dé san xuét theo cach tdng hop céc peptit da biét
trong linh vuc ky thuat. Cac mudi ciia cic peptit theo sang ché vé co ban khic véi cac

peptit & trang thai in vivo cua ching, vi cac peptit khi dugc tao ra in vivo khong phai 1a
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mubi. Dang mudi khong tw nhién cua peptit 1am diéu hoa kha ning hoa tan clia peptit, cu
thé 13 trong pham vi ciia cac ché pham dwoc pham bao gdm cac peptit, vi du: cac vécxin
peptit nhu dugc boc 16 & day. Do hoa tan di va it nhat 1a dang ké cta (cAc) peptit 14 can
thiét & cung cAp hidu qua cac peptit cho ddi tgng can xtt 1y. Tét hon 13, cac mudi 13
mubi duoc dung cua cic peptit. Cac mudi niy theo sang ché bao gébm cac mudi kiém va
ki®m thé nhu mudi cia loat Hofmeister bao gdm céc anion PO4*>, SO4*, CH;COO, CI,
Br, NO3, ClO4, I, SCN" va cation nhu NH4*, Rb*, K*, Na*, Cs*, Li*, Zn?**, Mg?*, Ca*,
Mn?*, Cu?* va Ba%". Cac mudi cu thé dugc chon tir nhém gdm (NH4)3POs, (NHs),HPO4,
(NH4)H2PO4, (NH4)2SOs4, NH4CH3COO, NH4Cl, NH4Br, NH4sNO3, NH4CIO4, NH4l,
NH4SCN, Rb3PO4, RboHPOs, RbH2PO4, Rb2SO4, RbsaCH3COO, Rb4Cl, RbsBr, RbsNOs,
RbsCIO4, Rbyl, RbaSCN, K3PO4, KoHPOs4, KH>POs, K2SOs, KCH3COO, KCl, KBr,
KNO3;, KClO4, KI, KSCN, Na3POs, Na;HPO4, NaH2PO4, Na;SO4, NaCH3COO, NaCl,
NaBr, NaNO3;, NaCIO4, Nal, NaSCN, ZnCl» Cs3POs4, CsoHPOs, CsH2POs, Cs2SO0s,
CsCH3COO, CsCl, CsBr, CsNOs3, CsCIQs, Csl, CsSCN, LisPO4, Li2HPO4, LiH2POs,
Li»SO4, LiCH3COO, LiCl, LiBr, LiNOs, LiClO4, Lil, LiSCN, Cu2SO4, Mg3(POs).,
Mg,HPO4, Mg(H2PO4)2, MgrSOs, Mg(CH3COO)2, MgCl,, MgBr, Mg({NOs),,
Mg(ClOs4)2, Mgla, Mg(SCN)2, MnCl, Ca3(POs),, CaxHPOs4, Ca(H2POs)2, CaSOs,
Ca(CH3COOQ),, CaCly, CaBrz, Ca(NOs)2, Ca(ClOs)2, Caly, Ca(SCN)2, Bas(POa),
Ba;HPO4, Ba(H2PO4)2, BaSO4, Ba(CH3COO)2, BaCly, BaBra, Ba(NOs3)2, Ba(ClO4)2, Bala,
and Ba(SCN),. Cu thé tot hon 1a NH acetate, MgCl,, KH2PO4, Na2SO4, KCI, NaCl, va

CaCly, chéng han, vi du, cic mubi (trifluoroacetate) clorua hodc acetate.

Thong thudng, peptit va cac bién thé (it nhét 13 ching chira c4c lién két peptit giita
c4c phin du axit amin) ¢6 thé dwoc téng hop theo ché d6 Fmoc-polyamide ctia tong hop
peptit pha ran nhu duoc boc 1oc boi Lukas va cong su (Lukas et al., 1981) va béi cac tai
liéu tham khao nhu duoc trich din & day. Bao vé nhdm N-amino tam thoi duoc cép boi
nhém 9-fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc). Su phan huy 1ap di lap lai cua nhom béo vé
¢6 tinh bazo rit khong bén nay duoc thuc hién bang cach sir dung 20% piperidine trong

N, N-dimethylformamide. Céc chirc ning chudi bén c6 thé duoc bao vé nhu ete butyl clia
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chung (trong truong hgp serine threonine va tyrosine), cac butyl este (trong truong hop
axit glutamic va axit aspartic), din xuét butyloxycarbonyl (trong truong hop lysine va
histidine), trityl derivative (trong trudng hop cia cysteine) va din xuét 4-methoxy-2,3,6-
trimethylbenzenesulphonyl (trong truong hop arginine). Trong d6 glutamine hodc
asparagine la phén du dau cudi C, viéc st dung dugc tao ra tir nhém 4,4'-
dimethoxybenzhydryl d bao vé cac chirc ning amido chudi bén. Sy hd trg pha ran dua
trén polyme polydimethyl-acrylamide dugc cAu thanh tir ba monome dimethylacrylamide
(xuong séng-monome), bisacryloylethylene diamine (lién két chéo) va acryloylsarcosine
methyl ester ( tdc nhan chirc nang héa). Céc tac nhén lién két c6 thé phan tach peptit va
chit déo duoc st dung 13 din xuét axit 4-hydroxymethyl-phenoxyacetic ¢6 tinh axit
khong bén. Tét ca cac din xuét axit amin dugc thém vao nhu cic din xuit anhydrid dbi
xirng dugc tao hinh trude cia ching ngoai trir asparagine va glutamine, dugc thém vao
bang cach st dung quy trinh ghép ndi trung gian N-dicyclohexyl-
carbodiimide/1hydroxybenzotriazole, N nghich dao. Tt ca cac phan g ghép va khir bao
vé duoc theo dbi bang cach sir dung ninhydrin, axit trinitrobenzene sulphonic hodc quy
trinh thir nghiém isotin. Sau khi hoan thanh téng hop, cic peptit dugc tach ra khéi sy hd
tro ctia chit déo véi viée loai bé ddng thdi cic nhém bao vé chudi bén bing cach xir 1y
véi axit trifluoroacetic ndng d6 95% c6 chira hdn hop chat 1am sach ndng d6 50%. Chét
lam sach thuong dwgc st dung bao gém ethanedithiol, phenol, anisole va nudc, su lua
chon chinh xéc thy thudc vao cic axit amin ciu thanh ciia peptit duge tong hop. Ngoai ra,
c¢6 thé két hop cac phuong phép pha rin va pha long dé téng hop peptit (xem, vi du,
(Bruckdorfer et al., 2004), va céc ti liéu tham khao nhu dugc trich dan trong do).

Axit trifluoroacetic dugc loai bé bang cach bay hoi trong chan khong, v6i qué trinh
nghién sau d6 véi dietyl ete cung cap peptit tho. Bat ky chat 1am sach ndo c6 miat déu
duoc loai bo bing quy trinh chiét xuat don gian, trong qué trinh dong kho pha nuéc cung
cép peptit tho khong c6 chat 1am sach. Chét phan tng dé tong hop peptit thudng cé san tir
vi du Calbiochem-Novabiochem (Nottingham, Vwong qudc Anh).
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Viéc tinh sach c6 thd duge thyuc hién béi bat ky mot hoic két hop cac k¥ thuat nhu
tai két tinh, sic ky loai trir theo kich thudc, sic ky trao ddi ion, sic ky twong tac ky nudc
va (thuong) sic ky long hiéu ning cao pha ngugc s dung, vi du tach theo gradien

axetonitril/nude.

Phan tich c4c peptit c6 thé dugc thuc hién bang phuong phép sic ky 16p mong, dién
di, dic biét 1a dién di mao quan, chiét pha rin (CSPE), sic ky léng hiéu ning cao pha
nguoc, phan tich axit amin sau khi thity phan axit va phan tich khéi phd ban phé khéi
nguyén tir nhanh (fast atom bombardment-FAB) , cling nhu phéan tich khéi phé MALDI
va ESI-Q-TOF.

D& chon céc peptit duge trinh dién qua mtrc, cAu hinh trinh dién dugc tinh toan hién
thi trinh dién mAu trung binh cling nhu sao chép bién thé. Cac dudng bao lién ké cic miu
cta thuc thé khéi u quan tim dén dudng co s6 ciia cac miu md binh thuong. Mdi dudng
bao ndy sau d6 c6 thé dwogc hop nhét thanh vét cit trinh dién qua mic bang cach tinh gia
tri p cia md hinh hidu tng hdn hop tuyén tinh (Pinheiro et al., 2015) didu chinh cho
nhiéu thir nghiém theo ty 1& kham pha sai (Benjamini and Hochberg, 1995) (cf. vi du 1,
Fig. 1).

Dé x4c dinh va dinh lugng twong dbi cac phéi tir HLA bang khéi phd, cac phan tir
HLA tir cAc mau mo dong lanh d3 duoc tinh sach va céc peptit lién quan dén HLA duoc
phan 14p. Céc peptit dugc phan 1ap da dugc tach ra va cac trinh ty duoc xac dinh b?mg cac
thi nghiém sic ky 1ong khdi phd ion hoa dién tir nano (nanoESI) truc tuyén (LC-MS). Céc
trinh tu peptit thu dwoc di dwoc xac minh bang cich so sinh miu phan manh cua cic
peptit lién quan dén khéi u (tumor-associated peptit-TUMAP) trong tu nhién duogc ghi
nhan tir c4c mAu bénh bach ciu dong tiy cp tinh, ung thu v, ung thu biéu md té bao
duong mat, bénh bach cau lympho bao man tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tii mat, u
nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan,
ung thu biéu mé té bao vay ving dau cd, khéi u ac tinh, ung thu hach khong Hodgkin,
ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thyc quan, ung thu
tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té bao than, ung thu phdi té bao nho,
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ung thu bidu m6 bang quang va ung thu ndi mac tir cung (N=490 mau) véi cac mau phan
manh cua céc peptit tham chiéu tdng hop twong tmg clia cac trinh tu giéng hét nhau. Do
c4c peptit duoc xac dinh truc tiép 12 phdi tir ctia cac phan tir HLA caa khdi u nguyén phat,
nhitng két qua nidy cung cip bang chiing truc tiép cho qué trinh xir Iy tw nhién va trinh
dién céc peptit dugc xac dinh trén mo ung thu nguyén phat thu dugc tir cAc bénh nhén
bénh bach ciu dong tiy cAp tinh, ung thu v, ung thu biéu mo té bao dwong mat, bénh
bach cau té bao lympho man tinh, ung thu dai trye trang, ung thu tii mat, u nguyén bao
dém, ung thu da day, ung thu duong da day thuc quan, ung thu biéu md té bao gan, ung
thu biéu m6 t& bao vay vung dau va cd, khéi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung
thu phdi khong phai té bio nhé, ung thu budng trimg, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén
tidn liét, ung thu biéu mo té bao than, ung thu phdi t& bao nho, ung thu biéu md bang

quang tiet niéu va ung thr ndi mac tir cung.

Dudng dng kham phd XPRESIDENT® v2.1 (xem, vi dy, tai liéu US 2013-0096016,
dwoc két hop trong ban mé ta niy bang cach tham chiéu toan bo) cho phép xac dinh va
lua chon cac ng ctr vién vicxin peptit dwoc trinh dién qua mirc c6 lién quan dya trén
dinh luong twong dbi truc tiép clia cac mirc peptit bi gi¢i han HLC trén cac md ung thu so
v6i mot 6 mé va co quan khong ung thu khac nhau. Didu nay dat dwoc bang cach phat
trién dinh lwong vi sai khong danh dau bang cach sir dung dit liéu LC-MS thu duge duoc
xtt Iy bang dudng dng phan tich dir liéu doc quyén, két hop cac thuat toan dé nhan dang
trinh tw, phan cum phé, dém ion, cdn chinh thoi gian lwu, giai chap trang thai tich dién va

chuan hda

Théng tin trinh tu bd sung tir cic tai nguyén cong cong (Olexiouk et al., 2016;
Subramanian et al., 2011) d4 duoc tich hop vao dudng éng kham pha XPRESIDENT® dé
cho phép xac dinh TUMAP tir ngudn gdc khong chinh tic. Giai trinh tw De-novo dugc st
dung trong chién luoc tim kiém doc 1ap véi co so dit liéu truc giao dé xéac dinh trinh tu
peptit ctia cac cum phd dic trung cho khéi u, nhu duge xac dinh bsi XPRESIDENT®. Do
do, cac TUMAP md6i ma khong cAn tham chiéu truc tiép trong co s& dir liéu hé hoac hé
protein cua ngudi c6 thé duge xac dinh. Cac mic trinh dién bao gdém udce tinh 181 cho
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timg peptit v mAu da duoc thiét 1ap. Peptit dugc trinh dién danh riéng trén mod khéi u va
céc peptit duge trinh dién qua mirc trong khdi u so v6i cdc mo va co quan khong ung thu

da dugce xac dinh.

Céc phirc hop peptit HLA tir cic miu md bénh bach cau dong tiy cap tinh, ung thu
v, ung thu biéu md té bao dudng mat, bénh bach cau lympho bao man tinh, ung thu dai
truc trang, ung thu thi mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan,
ung thu biéu md té bao gan, ung thw biéu md té bao vay ving dau co, khéi u 4c tinh, ung
thu hach khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nhé, ung thu budng trimg, ung
thu thyc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién 1iét, ung thu biéu mé té bao than, ung
thu phéi t& bao nho, ung thu biéu md bang quang va ung thu ndi mac tir cung da dugc
tinh sach va cac peptit lién quan dén HLA dugc phan 1ap va phan tich bang LC-MS (xem
vi du 1). T4t ca cac TUMAP c6 trong sang ché di dugc xac dinh bang phwong phap nay
trén cac mAu bénh bach ciu dong tuy cAp tinh, ung thu v, ung thu biéu mo té bao duong
mat, bénh bach ciu té bao lympho man tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tii mét, u
nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu md té bao gan,
ung thu biéu mo t& bao vay ving dau va cd, khéi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin,
ung thu phdi khong phai t& bao nho, ung thu budng tring, ung thu thyc quan, ung thu
tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té bao than, ung thu phéi té bao nho,
ung thu bang quang tiét niéu, ung thw ndi mac tir cung xac nhan sy trinh dién cia ching
trén bénh bach ciu dong tuy cép tinh, ung thu vii, ung thu biéu mo té bao dudng mat, ung
thu bach cau t& bao lympho mén tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tii mit, u nguyén
bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mé té bao gan, ung thu
biéu md té bao vay vung d4u va cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu
phdi khong phai té bao nhd, ung thu budng trimg, ung thu thyc quan, ung thu tuyén tuy,
ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mé té bao than, ung thu phéi té bao nho, ung thu
bang quang tiét nidu, ung thu ndi mac tir cung.

TUMAP dugc x4c dinh trén nhidu bénh bach cau dong tiy cap tinh, ung thu v, ung
thu biéu mo té bao duong mat, bénh bach cau lympho bao man tinh, ung thu dai truc
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trang, ung thu tui mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung
thu bidu mo té bao gan, ung thu bidu mo té bao vay ving dau cd, khdi u 4c tinh, ung thu
hach khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai t& bio nho, ung thu budng tring, ung thu
thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té bao than, ung thu
phéi té bao nho, ung thu biéu md bang quang va ung thu ndi mac tir cung va cic md binh
thuong dugce dinh lwong bang cach sir dung dém ion dit lisu LC-MS khong danh dau.
Phuong phép gia dinh rdng cic ving tin hiéu LC-MS cta peptit twrong quan véi su doi
dao ctia nd trong mau. Tt ca cac tin hiéu dinh lwong cuia peptit trong cac thir nghiém LC-
MS khéc nhau d3 dwoc chuin hda dua trén xu hudng trung tam, tinh trung binh trén mdi
mau va duoc hop nhét vao mot bidu dd thanh, dugc goi 13 két cAu trinh dién. Két chu trinh
dién hop nhit cac phwong phap phén tich khac nhau nhu tim kiém co s& dit liéu protein,
phan cum phd, giai chap trang thai tich dién (giai tich dién) va cin chinh thoi gian luu va

chuan hoa.

Hon nita, dudng éng kham pha XPRESIDENT® cho phép dinh lwgng tuyét di truc
tiép MHC-, t&t nhat 12 mirc peptit bi giéi han HLA d6i v6i bénh ung thu hodc cac mo bi
nhiém bénh khac. Tém lai, viéc dém té bao téng sé dugc tinh tir tong ham lugng ADN
cta mAu mé dugc phan tich. Téng luong peptit cho TUMAP trong mau mé duge do bang
LC-MS/MS nano theo ty 1€ cia TUMAP tu nhién va luong ban TUMAP duoc danh dau
ddng vi d3 biét, duoc goi 13 tiéu chuan ndi bo. Hiéu qua cta phan 1ap TUMAP dugc x4c
dinh bang cach ting dot bién peptit: cac phirc hop MHC ciia tit ci cac TUMAP duge
chon vao phan giai mo tai diém sém nhét cé thé cia quy trinh phan lap TUMAP va phét
hién chiing bang nano LC-MS/MS sau khi hoan thanh quy trinh phan l4p peptit. Dém tng
s6 t& bao va luong tdng sé peptit dd dwoc tinh toan tir cic phép do ba lan trén mdi mau
md. Hiéu suét phan 1ap dic hiéu peptit dwgc tinh trung binh tir 9 thir nghiém ting dot
bién, mdi thi nghiém duoc do 12 ba lan (xem vi du 6 va Bang 15).

Bén canh viéc trinh dién qué muc cta peptit, biéu hién mARN cua gen co ban da
duoc thtr nghiém. Dt liéu mARN thu dugc thong qua céc phan tich ARNSeq cua cac md
binh thudng va cic mé ung thu (xem vi du 2, hinh 2). Mot ngudn bd sung cia dit ligu md
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binh thudng 13 co s& dit liéu vé dit lidu biéu hién ARN c6 sin cong khai tir khoang 3000
mAu md binh thudng (Lonsdale, 2013). Céc peptit c6 ngudn gdc tlr protein c6 mARN ma
héa duoc biéu hién cao trong mo ung thu, nhung rat thdp hodc khong c6 trong cac mo

binh thudng quan trong, tt nhit 1a dwoc dua vao sang ché.

Sang ché d& xuét cac peptit ma hitu ich trong didu tri ung thu/khdi u, t6t hon 1 bénh
bach cau dong tuy cép tinh, ung thu vi, ung thu biéu mo té bao duong mat, bénh bach cau
lympho bao man tinh, ung thu dai tryc trang, ung thu tii mat, u nguyén bao dém, ung thu
da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mé té bao gan, ung thu biéu mé té bao vay
ving dau ¢d, khdi u 4c tinh, ung thu hach khéng Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao
nho, ung thu buf“mg trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét,
ung thu biéu mb t& bao than, ung thw phdi té bao nhé, ung thu biéu md bang quang va ung
thu ndi mac tr cung ma trinh dién qua mirc hodc danh riéng cac peptit cua sang ché. Cac
peptit nay d3 duoc thé hién bing khéi phd s& dugce trinh dién theo cach tu nhién béi céc
phan ti HLA trén cac mau bénh bach ciu dong tiy cap tinh, ung thu vi, ung thu biéu mé
té bao dudng mat, bénh bach cau té bao lympho man tinh, ung thw dai truc trang, ung thu
ti mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo té
bao gan, ung thu biéu mo té bao vay ving dau va cb, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong
Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu budng trimg, ung thu tuyén tuy,
ung thu tuyén tién liét, ung thu bidu mo té bao than, ung thu phéi té bao nho, ung thu biéu

mo bang quang tiét niéu va ung thw ndi mac tir cung nguyén phat & nguoi.

Nhiéu gen/protein ngudn (ciing duge chi 1 protein c6 chiéu dai diy db, hodc protein
co ban), tir d6 cac peptit c6 ngudn gbc da thé hién 13 biéu hién qua mirc & mic cao trong
bénh ung thu so v4i cac mod binh thuong - "cac md binh thuong" cé lién quan dén sang
ché ¢ nghia 1a cac té bao mau, n3o, tim, gan, phéi, mo6 mda, tuyén thuong than, éng mat,
bang quang, tuy xuwong, thuc quan, mét, tai mat, ddu & co, rudt gia, rudt non, than, hach
bach huyét, day than kinh trung wong, diy than kinh ngoai vi, tuyén tuy, tuyén can giap,
phtic mac, tuyén yén, mang phdi, co xwong, da, tiy sdng, 14 1ach, da day, tuyén giap, khi
quan va niéu quan khde manh hoac cac t& bao mo binh thuong khac, cho théy muc do lién
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két khdi u cao cua cac gen ngudn (xem vi du 2). Hon nita, ban than cac peptit duge trinh
dién qué mirc mot cach manh ma trén mod khéi u - "mo khdi u" c6 lién quan dén sang ché
ndy c6 nghia 12 mAu tir bénh nhan bi c4c mAu bénh bach cau dong tiy cap tinh, ung thu
vii, ung thu bidu mo té bao dwdong mat, bénh bach cau té bao lympho man tinh, ung thu
dai tryc trang, ung thu tGi méat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc
quén, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu bidu mo té bao vay vung dau va cd, khéi u 4c
tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai t& bao nho, ung thu budng
trimg, ung thu thue quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té
bao than, ung thu phdi té bao nhé, ung thu biéu mo bang quang tiét niéu va ung thu ndi

mac ttr cung nhung khong phai trén cac mo binh thuong (xem vi du 1).

Céc peptit lién két HLA ¢ thé dwoc hé thdng mién dich, dic biét 1a cac t€ bao
lympho T nhan ra. Céc t& bao T c6 thé pha hily c4c té bao trinh dién phirc hop HLA/peptit
dwoc nhan ra, vi du cac t& bao bénh bach ciu dong tay cip tinh, ung thw vi, ung thu biu
md té bao dudng mat, bénh bach cau té bao lympho man tinh, ung thu dai truc trang, ung
thu tai mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu
md t& bao gan, ung thu biéu mo té bao vay ving dau va cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach
khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu budng trirng, ung thur thuc
quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo6 té bao than, ung thu phdi
té bao nho, ung thu biéu mo bang quang tiét niéu va ung thu ndi mac tir cung trinh dién

cac peptit dugc dan ra.

Céc peptit theo sang ché d3 duge ching minh 12 c6 kha ning kich thich dap tng cua
té bao T va/hodc duoc trinh dién qua muc va do d6 c6 thé duoc sir dung d tao ra khang
thé va/hoic TCR, nhu TCR hoa tan, theo sang ché ( xem vi du 3). Hon nita, c4c peptit khi
dugc tao phic v6i MHC tuong tng cling co thé dugc st dung @& san xudt khang thé
va/hodc TCR, dic biét 1a sTCR, theo sang ché. Cac phuong phép tuong ting dugc biét dén
v6i ngudi ¢6 hiéu biét va ciing c6 thé dwoc tim thay trong céc tai liéu tuong ng (xem
thém bén du6i). Do d6, cac peptit theo sang ché rat hitu ich dé tao ra dép tng mién dich &
bénh nhan nhd d6 céc t& bao khéi u cé thé bi pha hity. Pap tng mién dich & bénh nhén ¢
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thé dwoc gay ra bang cach st dung truc tiép cac peptit duge md ta hodc cac chét tién chat
phu hop (vi du nhu peptit duge kéo dai, protein hodc axit nucleic ma hoa céc peptit nay)
cho bénh nhan, 1y twdng 13 két hop véi tac nhan ting cudng kha ning gdy mién dich
(nghia 12 ta chat). Pap tng mién dich ¢6 ngudn gdc tlr viée tiém vécxin tri liéu nhu vay c6
thé dugc du kién 12 dac hidu cao dbi véi cac t& bao khdi u vi cac peptit dich theo sang ché
khong dugc trinh dién trén cac mo binh thudng véi s6 lugng ban sao tuong duong, ngin
ngira nguy co phan tng ty mién khong mong mudn chéng lai cac té bao binh thuong

trong bénh nhan.

Mo t& hién tai lién quan dén cac thu thé t& bao T (T-cell receptor-TCR) bao gdm
chudi alpha va chudi beta (TCRs alpha/beta). Ciing dugc cung cap 1a cc peptit theo sang
ché c6 kha nang lién két véi TCR va khang thé khi dugc trinh dién béi phan tit MHC.

Sang ché ciing lién quan dén cac phan doan TCR theo sing ché ¢6 kha ning lién két
v6i khang nguyén peptit theo sang ché khi dugc trinh dién béi phan tir HLA. Gi6i han nay
dac biét lién quan dén cac phan doan TCR hoa tan, vi du nhu cac TCR thiéu cac ph'?ln
xuyén mang va/hodc cac ving khong ddi, cac TCR chudi don va céc dung hop cua n6, vi

du nhu véi Ig.

Séang ché ciing lién quan dén axit nucleic, vecto va teé bao chu dé bi€u hién cac TCR

va peptit theo sang ché; va cac phuong phép st dung chung.

Thuat ngit "thy thé té bao T" (dugc viét tit 1a TCR) dé cap dén phan tir di thé bao
gdm chudi alpha polypeptit (chudi alpha) va chudi polypeptit beta (chudi beta), trong d6
thu thé di th c6 kha nang lién két v6i khang nguyén peptit dwgc trinh dién boi phan tir
HLA. Thuét ngit ndy ciing bao gdm céi goi 1a cac TCR gamma/delta.

Trong mdt phuong an, ndi dung mo ta cung cip phuong phép tao ra TCR nhu duge
md ta trong tai lidu nay, phuong phap bao gdm nudi cdy té bao chu c6 kha ning biéu hién
TCR trong céc didu kién pht hop dé thiic ddy biéu hién TCR.
Noi dung mo ta & khia canh khac lién quan dén cac phuong phép theo ndi dung md
ta, trong d6 khang nguyén dugc tai lén cac phan tot MHC 16p I hodc II dugc biéu hién trén
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bé mit cta t& bao trinh dién khang nguyén phi hop hozc té bao trinh dién khang nguyén
nhan tao bang cach tiép xtc véi mot lugng khang nguyén vira di véi té bao trinh dién
khéng nguyén hogc khang nguyén duoc tai 1én cc bén phan MHC 16p I hoic IT bang cach
chia 1am bdn cac monome phirc hgp MHC 16p I hodc II/khéng nguyén.

Chudi alpha va beta cia cac TCR alpha/beta, va chudi gamma va delta clia cac
gamma/delta TCR, thuong dugc coi 1a mdi chudi ¢ hai "mién", cu thé 12 mién bién thién
va mién bét bién. Mién bién thién bao gdm két hop ciia ving bién thién (V) va ving ndi
(7). Mién bién thién ciing c6 thé bao gdm ving chi huy (L). Chudi beta va delta ciing c6
thé bao gdm khu vuc da dang (D). Cac mién bat bién alpha va beta ciing c6 thé bao gém

céc mién xuyén mang dau cudi C (TM) neo chudi alpha va beta vao mang te bao.

Déi vé6i cac TCR gamma/delta, thut ngit "mién bién thién TCR gamma" nhu dugc
sit dung & day dung dé chi su két hop ctia ving TCR gamma V (TRGV) khong ¢6 ving
chi huy (L) va ving TCR gamma J (TRGJ) va thuét ngit mién bat bién gamma TCR dé
cap dén ving TRGC ngoai bao hoic trinh tu TRGC bi cat nga‘in dau cubi C. Twong tu nhu
vdy, thuat ngit "mién bién thién TCR delta" d& cap dén su két hop cua ving TCR delta V
(TRDV) khéng ¢6 vung chi huy (L) va ving TCR delta D/J (TRDD/TRDJ) va thuat ngit
"mién bat bién TCR delta" d& cap dén ving TRDC ngoai bao, hodc trinh ty TRDC bi cit

dau cuoi C.

Céac TCR theo sang ché t6t hon 1a lién két v6i phirc hop phan tir peptit-HLA ¢6 &i
luc lién két (KD) khoang nhé hon hodc bang 100 uM, nhé hon hoic bang khoang 50 uM,
nhé hon hodc bing khoang 25 puM, nhé hon hodc bing khoang 10 uM. Tét hon 14 cac
TCR ¢6 4i luc cao c6 4i luc lién két nhoé hon hodc bang 1 pM, nhé hon hoic bang 100
nM, nhé hon hodc bng 50 nM, nhé hon hodc bang 25 nM. Céc vi du khong gi6i han vé
khoang i luc lién két dugc wu tién cho cac TCR theo sang ché bao gdm khoang 1 nM dén
khoang 10 nM; khoang 10 nM dn khoang 20 nM; khoang 20 nM dén khoang 30 nM;
khoang 30 nM dén khoang 40 nM; khoang 40 nM dén khoang 50 nM; khoang 50 nM dén
khoang 60 nM; khoang 60 nM dén khoang 70 nM; khoang 70 nM dén khoang 80 nM;
khoang 80 nM dén khoang 90 nM; va khoang 90 nM dén khoang 100 nM.
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Nhu duge st dung trong tai liéu nay dé ndi véi cic TCR theo sang ché, "lién két dic
hiéu" va cac bién thé ngit phap ciia né duogc sir dung dé c6 nghia 13 TCR c6 4i luc lién két

(KD) d6i véi phirc hop phan tir peptit-HLA nho hon hodc bang 100 pM.

Céac TCR di vong alpha/beta theo sang ché c6 thé c6 lién két disulfide duge dua vao
gifta cic mién bat bién cua ching. Cac TCR dwoc wu tién thudc loai ndy bao gdm cac
TCR c6 trinh ty mién bit bién TRAC va trinh ty mién béat bién TRBC1 hoic TRBC2
ngoai trir Thr 48 cua TRAC va Ser 57 cua TRBC1 hodac TRBC2 duogc thay thé bang cac
phdn du cystein, cac cystein néi trén tao thanh lién két disulfide giita trinh tw mién bat

bién TRAC va trinh tw mién bat bién TRBC1 hoic TRBC2 ctia TCR.

C6 hodc khong c6 lién két lién chudi duoc dua ra & trén, cac TCR di hop alpha/beta
theo sang ché c6 thé c¢6 trinh tu mién bit bién TRAC va trinh ty mién bét bién TRBCI
hodc TRBC2 va trinh ty mién b4t bién TRAC v trinh tr mién bt bién TRBC1 hodc
TRBC2 ciia TCR c6 thé duoc lién két bang lién két disulfide tu nhién giita Cys4 ciia exon
2 cua TRAC va Cys2 cua exon 2 cia TRBC1 hodac TRBC2.

Cac TCR theo sang ché c6 thé bao gdm phén tir danh dau cé thé phét hién duoc
chon tir nhém bao gdm nuclit phong xa, fluorophore va biotin. TCR theo sang ché c6 thé
duoc cong hgp véi hoat chét tri liéu, chéng han nhu nuclit phong xa, tdc nhan hoa tri licu

hoac dgc to.

Trong phuwong 4n, TCR theo sang ché c6 it nhat mot dot bién trong chudi alpha
va/hodc ¢6 it nhit mot dot bién trong chudi beta dd bién doi glycosyl hoéa so véi TCR

khéng duoc dot bién.

Theo phuong an, TCR bao gdm it nhat mot dot bién trong chudi alpha TCR va/hoic
chudi beta TCR c6 4i luc lién két dbi v6i va/hodc thoi gian ban hiy lién két d6i véi phirc
hop phan tir peptit-HLA, it nhat gip d6i ctia TCR bao gdm chudi alpha TCR khong dot
bién va/hoic chudi beta TCR khong dot bién. Tang cuong ai lyc cua cac TCR dac hiéu
khédi u va khai thac cia né, phu thudc vao sy tdn tai cua cira sd cho cac 4i luc TCR t6i vu.

Su ton tai ctia clra sO nhu vay dua trén cac quan sat ma cac TCR cu thé cho vi du: céc tac
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nhan gy bénh bi han ché HLA-A2 ¢6 cac gi4 tri KD thuong thap hon khoang 10 14n khi
so sanh véi cac TCR cu thé, vi du: tu khang nguyén lién quan dén khoi u bi han ché HLA-
A2. Hién tai di biét ring, mic du cac khang nguyén khdi u c6 kha ning gdy mién dich,
boi vi cac khéi u phat sinh tir cac té bao riéng cua ca thé chi cac protein hodc protein bi
dot bién v6i qua trinh dich ma thay ddi s& bi hé thdng mién dich xem nhu 12 ngoai lai. Cac
khang nguyén dugc diéu hoa qua muc hodc biéu hién qua muc (dugc goi 1a tu khang
nguyén) s& khong nhat thiét gy ra dap tng mién dich chirc ning chéng lai khdi u: Cac té
bao T biéu hién cac TCR c6 kha ning phan tng cao véi cac khang nguyén ndy s& dugc
lua chon tiéu cuc trong tuyén G trong quy trinh duge goi 13 dung nap trung tim, nghia 1a
chi céc té bao T cb cac TCR c6 4i lyc thip @ tur khang nguyén. Do d6, 4i luc cia céac
TCR hodc cc bién thé ciia cic peptit theo sang ché co thé duge ting cudng biang cic

phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat.

Sang ché con @ cap dén phuwong phap x4c dinh va phan 1ap TCR theo sang ché,
phuong phép nay bao gdm budc @ PBMCs tir nhitng ngudi cho khoe manh 4m tinh HLA-
A * 02 v6i cac monome A2/peptit, i PBMC bang tetramer-phycoery (PE) va phan 13p cac
t€ bao T 4i luc cao bang cach phan tich Calibur phan loai té bdo duoc kich hoat béng

huynh quang (fluorescence activated cell sorting-FACS).

Sang ché con d& cap dén phwong phap x4c dinh va phan 1ap TCR theo sang ché,
phuong phép niy bao gdm budc 1iy mét con chudt bién dbi gen vdi toan bd vi tri gen
TCRoR cua con ngudi (1,1 va 0,7 Mb), té bao T ciia nd biéu hién danh muc TCR ctia con
ngudi da dang bu cho su thiéu hut TCR ciia chudt, gdy mién dich cho chudt bang peptit, 0
PBMC thu duogc tir chudt bién ddi gen bang tetramer-phycoerythrin (PE) va phan lap té
bao T ¢b & luc cao bing cach phén tich Calibur phan loai té bao dugc kich hoat bang

huynh quang (FACS).

Theo mdt khia canh, dé thu duoc cac té bao T biéu hién cac TCR theo sang ché, cac
axit nucleic m3 hoa cac chudi TCR-alpha va/hoic TCR-beta theo sang ché dugc tach
dong vao cac vecto biéu hién, nhw gamma retrovirus hoic lentivirus. C4c virus téi t6 hop

duogc tao ra va sau do dugc kiém tra chuc nang, chéng han nhu tinh dic hiéu khéang
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nguyén va ai lyc chirc nang. Udc sb ciia san phim cudi cung sau d6 dugc sir dung dé tai
nap quan thé t& bao T dich (thuong dwgc tinh sach tir cic PBMC cua bénh nhén), dugc

nhéan rong trude khi truyeén vao bénh nhan.

O mot khia canh khac, dé thu duoc cac té bao T biéu hién cac TCR theo sing ché,
cac ARN TCR dugc téng hop b::ing cac k¥ thuat da biét trong linh vuc k¥ thuat, vi du, cac
hé thdng phién m3 in vitro. Cac ARN TCR duoc tong hop in vitro sau d6 duge dua vao
céc té bao T CDS + co s& thu duoc tir nhitng ngudi cho khoe manh bang cach dién héa dé

biéu hién lai chudi TCR-alpha va/hosic TCR-beta dic hiéu khdi u.

bPé tang biéu hién, cic axit nucleic m3 héa cac TCR theo sang ché c6 thé duoc lién
két hoat dong véi trinh tw khoi dAu manh, ching han nhu doan lip lai dau cudi dai
retrovirus (LTR), cytomegalovirus (CMV), virus té bao gdc murine (MSCV) U3,
phosphoglycerate kinase (PGK) , B-actin, ubiquitin, va trinh tu khoi dau tong hop virus 40
(SV40)/CD43, yéu té kéo dai (EF) -1a va trinh tir khéi ddu virus hinh thanh tap trung 14
1ach (spleen focus-forming virus - SFFV). Theo phuong an duoc wu tién, trinh tw khéi dau

khong dong nhat véi axit nucleic dugce bicu hién.

Ngoai céc trinh tw khoi ddu manh, cic bang bidu hién TCR theo sang ché c6 thé
chira cac yéu t& bd sung ma c6 thé ting cudng biéu hién chuyén gen, bao gdm ca duong
polypurine trung tim (cPPT), thuc day chuyén vi hat nhin cta cic chu tric lentivirus
(Follenzi et al., 2000), va yéu t6 didu hoa sau phién md virus gdy bénh viém gan
Woodchuck (WPRE), lam ting mtc do biéu hién chuyén gen bang cach ting su 6n dinh
ARN (Zufferey et al., 1999).

Céc chudi alpha va beta cia TCR theo sang ché c6 thé dugc m3 hoa boi cac axit
nucleic ndm trong céc vecto riéng biét hodc cé thé dwgc ma héa béi céc polynucleotit nam
trong cung mat vecto.

Dé dat duoc bidu hién bé mat TCR & mirc cao doi hoi ca chudi TCR-alpha va TCR-
beta cua TCR dugc dua vao phai dugc phién mad ¢ muc cao. Dé 1am nhu vay, chudi TCR-

alpha va TCR-beta theo sang ché ¢ thé duoc tach dong vao cac ciu tric bi-cistronic
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trong mdt vecto duy nhit, dwoc chimg minh 13 ¢6 kha ning vugt qua tré ngai ndy. Viéc sir
dung vi trf xAm nhap ndi bao cia virus (IRES) gitta chudi TCR-alpha va TCR-beta dan
dén biéu hién phdi hop ciia ca hai chudi, boi vi chudi TCR-alpha va TCR-beta dugc tao ra
tir mot ban phién mi bi pha v thanh hai protein trong qud trinh dich ma, dam bao rang ty

16 mol bang nhau ctia chudi TCR-alpha va TCR-beta dugc tao ra (Schmitt et al., 2009).

Céc axit nucleic ma hoa cac TCR theo sang ché co thé 12 bd ba ma héa tdi wu hoa dé
ting bidu hién tir t& bao cha. Sy du thira trong ma di truyén cho phép mot s axit amin
dugc m3 héa bdi nhidu hon mot bd ba m3 hda, nhung mot s6 bo ba ma héa nhét dinh it
't8i uu' hon cac bd ba khéac vi tinh sin c6 twong d6i cia cac tARN phu hop cling nhu cac
yéu t6 khac (Gustafsson et al., 2004). Bién ddi trinh ty gen TCR-alpha va TCR-beta sao
cho mdi axit amin dwgc ma hoa boi bd ba ma hoa t6i wu dé biéu hién gen dong vat c6 vi,
cling nhu loai bd céc kiéu khong én dinh mARN hodc céc vi tri ndi ma, dd duge ching
minh 12 gitip ting cudng dang ké biéu hién gen TCR-alpha va TCR -beta (Scholten et al.,
2006).

Hon nita, viéc bt cap sai giira cac chudi TCR dugce dua vao va ndi sinh ¢ thé dan
dén viéc c6 duoc cac dic tinh gay nguy co tu mién dich dang ké. Vi du, su hinh thanh céc
dimer TCR h&n hop c6 thé 1am giam sb lrgng phén tir CD3 c6 san dé hinh thanh céc phirc
TCR dugc bét cp dung, va do d6 ¢ thé 1am giam dang ké 4i luc chirc ning ciia cac té
bao biéu hién TCR dugc dua vao (Kuball et al., 2007).

pé giam bot sy bét cap sai, mién dau cudi C cua chudi TCR duge dua vao theo sang
ché c6 thé duoc bién déi dé thic ddy 4i luc giita cac chudi, dong thoi 1am giam kha ning
cac chudi dugc dua vao bt cap v6i TCR noi sinh. Nhitng chién lugc nay co thé bao gém
viéc thay thé cic mién dau cudi C TCR-alpha v TCR-beta bang ban sao tir chudt cua
ching (mién dau cudi C tir chudt); tao ra mot lién két disulfide lién chudi thir hai trong
mién diu cubi C bang cach dua ra phan du cystein thir hai vao ca chudi TCR-alpha va
TCR-beta ctia TCR dugc dwa ra (bién ddi cystein); hoan dbi phan du tuong tac trong cac

mién d4u cudi C chudi TCR-alpha va TCR-beta (‘‘num trong 15"); va hop nhat cic mién
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bién thién cua chudi TCR-alpha va TCR-beta truc tiép vao CD3( (hop nhit CD3()
(Schmitt et al., 2009).

~ Trong phwong 4n, t& bao chu duoc thiét ké dé biéu hién TCR theo sang ché, Trong
céc phwong an dwoc wu tién, t& bao chii 13 té bao T clia con ngudi hodc té bio to tién cua
té bao T. Trong mat sb phuong an, té bao td tién cua t& bao T hoac té bao T duoc léy tur
bénh nhan ung thu Trong mat sb phuong an khac, t& bao t tién cua té bao T hoic té bao
T dugc ldy tir ngudi cho khoe manh. Céc té bao chu theo sang ché c6 thé 13 di sinh hodc
tu than ddi v6i bénh nhan duge didu tri. Theo phuong 4n, vat chu 13 té bao T gamma/delta
duoc bién dbi dé biéu hién TCR alpha/beta.

"Ché phidm dugc phdm 13 ché pham phi hop dé dung cho con ngudi trong moi
truong y té. Tt hon 13, ché phém dugc phdm duge vo tring va dugc san xuét theo huéng

dan ctia GMP.

Céc ché phim duoc phdm bao gdm cac peptit & dang tw do hoic & dang mudi duge
dung (xem thém ¢ trén). Nhu dugc st dung & day, "mudi duoc dung" deé cap dén cac dan
xuét clia cac peptit dugc boc 19, trong do cac peptit duge bién dbi bang cach tao ra cac
mudi axit hodc bazo cta chét. Vi du, cac mudi axit duge didu ché tir bazo tw do (dién hinh
trong d6 dang trung tinh cua thudc c6 nhom trung tinh NHy) lién quan dén phan tmg véi
axit thich hop. Cac axit thich hop dé diéu ché mudi axit bao gdm ca axit hitu co, vi du axit
axetic, axit propionic, axit glycolic, axit pyruvic, axit oxalic, axit malic, axit malonic, axit
succinic, axit maleic, axit fumaric, axit tartaric, axit citric, axit benzoic, axit cinnamic,
axit mandelic, axit metan sulfonic, axit ethane sulfonic, axit p-toluenesulfonic, axit
salicylic, va cac loai twong tu, cling nhu axit v0 co, vi duy, axit hydroclorua, axit
hydrobromic, axit sunfuric, axit nitric, axit phosphoric va céc loai twong tu. Nguoc lai,
viée didu ché cac mudi bazo clia cic mot nira axit co thé cé trén peptit duge didu ché bing
cach st dung bazo dugc dung nhu natri hydroxit, kali hydroxit, amoni hydroxit, canxi

hydroxit, trimethylamine hodc cac chat twong tu.
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Trong phuong 4n dugce dic biét wu tién, cac ché phdm dugc pham bao gdém cac

peptit 1a mudi cua axit axetic (acetate), trifluoro acetate hodc axit hydrochloric (clorua).

Tét hon 13, dwgc phim theo sang ché 12 liéu phap mién dich nhu vicxin. C6 thé dua
truc tiép vao bénh nhan, vao co quan bi anh hudéng hodc hé théng i.d., im., s.c., i.p. va
i.v., hodc &p dung ex vivo cho cac té bao c6 ngudn gbc tir bénh nhan hoic dong t& bao
nguoi sau d6 dugce dua vao bénh nhan hodc su dung trong in vitro dé chon quz‘?m thé t& bao
mién dich c6 ngudn géc tir bénh nhén, sau d6 dugc dwa lai cho bénh nhan. Néu axit
nucleic duoc st dung cho cac t& bao in vitro, c6 thé hitu ich cho céc té bao duoc tai nap
d8 tao ra cac cytokine kich thich mién dich dong thoi biéu hién, nhu interleukin-2. Peptit
c6 thé vé& co ban 14 tinh khiét hodc két hop véi té chét kich thich mién dich (xem bén
dudi) hodc duge st dung két hop véi cac cytokine kich thich mién dich, hoic duoc s
dung v6i hé thong phan phdi ph hop, vi du nhu liposome. Peptit ciing c6 thé duoc cong
hop v6i chat méng phu hgp nhu keyhole limem haemocyanin (KLH) hodc mannan (xem
tai lieu WO 95/18145 va (Longenecker et al., 1993)). Peptit cling c6 thé dugc gin nhén,
c6 thé 1a protein tdng hop hodc cé thé 13 phan tir lai. Cac peptit ma trinh ty cua ching
dugc dua ra trong sang ché du kién s& kich thich céc té bao T CD4 hoic CDS. Tuy nhién,
viéc kich thich t& bao T CD8 hiéu qua hon khi ¢ su tro gitp ciia cac té bao T trg gitp
CD4. Do d6, déi véi cac epitope MHC 16p I kich thich t& bao T CDS8, phan hodc ddi tac
dung hop ciia phan tir lai cung cip phtt hop céc epitope ma kich thich té bao T duong tinh
CD4. Céc epitope kich thich CD4 va CD8 di biét trong linh vuc k¥ thuit va bao gém

nhitng epitope duoc x4c dinh trong sang ché.

G mét khia canh, vicxin bao gém it nhat mot peptit c6 trinh tur axit amin duge dit tir
ID SEQ sé 1 dén ID SEQ s6 101, va it nhit mot peptit bo sung, t6t hon 13 tir hai dén 50,
t&t hon 12 hai dén 25, tham chi t5t hon nita 1a hai dn 20 va t6t nhét 1 hai, ba, bon, nim,
sau, bay, tam, chin, mudi, muoi mot, muoi hai, muoi ba, muoi bon, mudi lam, mudi sau,
mudi bay hodc muoi tdm peptit. Cac peptit co thé dugc léy tir mot hodic nhidu TAA cu thé

va ¢6 thé lién két v6i cac phan toe MHC 16p 1.
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Khia canh khac cia sang ché dé xuit axit nucleic (vi du nhu polynucleotit) ma hoa
bién thé peptit hodc peptit theo sang ché. Vi du, polynucleotit c6 thé 14 ADN, cADN,
ANP, ARN hoic cac td hop ctia chung, hodc 1a cac dang polynucleotit don va chudi ddi,
hodc tu nhién hodc 6n dinh, chfmg han nhu polynucleotit v&éi xuong séng
phosphorothioate va n6 c6 thé c6 hoic khong chira cac intron mién 12 né6 ma héa cho
peptit. TAt nhién, chi nhitng peptit c6 chira phan du axit amin tu nhién dugc nbi v6i nhau
bang lién két peptit x4y ra trong tu nhién méi dwge mai hoa béi polynucleotit. Van trong
khia canh khac ctua sang ché, sang ché d& xuit vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién

polypeptit theo sang ché.

Mot loat cac phuong phap dd dugc phat trién dé lién két cac polynucleotit, dac biét
13 ADN, vé6i cac vecto chang han th(“)ﬁg qua cac dau cudi gin két bd sung. Vi dy, cac ving
déng nhét bd sung c6 thé duoc thém vao doan ADN dé duoc chén vao ADN vecto. Poan
vecto va ADN sau d6 duoc ndi bang lién két hydro gitra cac dudi homopolymeric bd sung

@& tao thanh cac phan tir ADN tai t6 hop.

Céc trinh lién két tdng hop c6 chira mét hodc nhiéu vi trf giéi han cung cip phwong
phap khac dé nbi doan ADN vao cac vecto. C4c trinh lién két tong hop c6 chira mot loat
cac vi tri endonuclease gi¢i han c6 sin trén thi truong tir mot s6 ngudn bao gbm

InteARNtional Biotechnologists Inc. New Haven, CN, USA.

Phuong phép mong muén bién d6i ADN mi héa polypeptit theo sang ché st dung
phan g chudi polymerase dugc boc 16 bsi Saiki RK, va cong su. (Saiki et al., 1988).
Phuong phép nay c6 thé dugc sir dung dé dwa ADN vao vecto phi hop, vi du nhu bang k¥
thuat tai cac vi tri giéi han phu hop hodc cd thé dugc st dung dé bién d6i ADN theo
nhitng c4ch hitu ich khac nhu di biét trong linh vuc k¥ thut. Néu vecto virus dugc st

dung, vecto pox hodc adenovirus dugc wu tién.

ADN (hoic trong truong hgp vecto retrovirus, ARN) sau do ¢o thé duoc biéu thi
trong vat chu thich hop dé tao ra polypeptit bao gdm peptit hodc bién thé theo sang ché.
Do d6, ADN ma hoa peptit hodc bién thé theo sang ché c6 thé duoc sir dung theo cac k¥
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thuét d3 biét, dugc bién ddi mét cach thich hop theo quan diém dwgc huéng din theo sang
ché, @& dung vecto bidu hién, sau d6 dwoc sir dung dé bién d6i té bao chii thich hop cho
bidu hién va san xut polypeptit theo sang ché. Céac k§ thuat ndy bao gdm nhing k¥ thuat
duoc boc 10, vi du, & US 4.440.859, 4.530.901, 4.582.800, 4.677.063, 4.678.751,
4.704.362, 4.710.463, 4.357.006, 4.766.075 v 4.810.648.

ADN (hodc trong trudng hop vecto retrovirus, ARN) ma hda polypeptit ciu thanh
hop chit theo sang ché c¢6 thé dugc néi v6i nhidu trinh tw ADN khac dé dua vao vat chii
thich hop. ADN ddng hanh s& phu thudc vao ban chat caa vat chi, cach thirc dwa ADN

vao vat chi va liéu ¢6 can duy tri hodc tich hgp episomal hay khong.

No6i chung, ADN dugc chén vao vecto biéu hién, chéng han nhu plasmit, theo ding
huéng va khung doc chinh x4c dé bidu hién. Néu cin thiét, ADN c6 thé dugc lién két véi
trinh tw nucleotit kiém soét diéu khién phién ma va dich m3 thich hgp dugc nhan biét boi
vét chi mong mudn, mic di cac kiém soat nhu vay thudng co sin trong vecto biéu hién.
Céc vecto sau d6 duge dua vao vat cha thong qua cac k¥ thuét tiéu chuan. Néi chung,
khong phai tAt ca cac vat chii s& duoc bién ddi boi vecto. Do d6, s& can phai chon cho cac
t€ bao chu dwoc bién ddi. Mot k¥ thuét Iya chon lién quan dén viée két hop vao vecto bicu
hién trinh ty ADN, véi bat ky yéu t6 kiém soat can thiét nao, m3 héa cho dic diém c6 thé
lua chon trong t& bao bién ddi, ching han nhu khang khang sinh.

Ngoai ra, gen cho dac diém c6 thé lya chon nhu vy c6 thé nim trén mot vecto khac,
duoc sir dung dé ddng bién dbi té bao chit mong mudn.

Céc té bao chu d3 dugc bién dbi boi ADN tai tb hop theo sang ché sau d6 duoc nudi
cdy trong thoi gian di va trong nhitng diéu kién thich hop duoc biét d&n boi nhitng ngudi
c6 hiéu biét trong linh vyuc k¥ thuét theo quan diém huéng dan duoc boc 1 trong sang ché
d& cho phép biéu hién polypeptit, sau d6 c6 thé s& duoc thu hdi.

Nhidu hé théng biéu hién di biét, bao gdm vi khuan (vi du E. coli va Bacillus

subtilis), nam men (vi du: Saccharomyces cerevisiae), nam s¢i (vi du Aspergillus dudi
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loai.), t& bao thuc vat, t& bao dong vat va t& bao con tring. Tét hon 13, hé thong c6 thé 1a

cac té bao dong vat c¢6 vi nhu t€ bao CHO c¢6 sin trong bd suu tap sinh hoc té bao ATCC.

Plasmit vecto t& bao dong vat c6 va dién hinh cho biéu hién co ban bao gdm trinh tu
khéi dAu CMV hogic SV40 véi dudi poly A pht hop va chi thi sinh hoc khang thudc, nhu
neomycin. Mot vi du 1a pSVL ¢6 san tir Pharmacia, Piscataway, NJ, USA. Vi du vé vecto
bidu hién cta dong vat c6 via c6 thé cam tng 12 pMSG, ciing c6 sin tir Pharmacia. Cac
vecto plasmit nAm men hiru ich 12 pRS403-406 va pRS413-416 va thudng cé san tir hé
théng tach dong Stratagene, La Jolla, CA 92037, Hoa Ky. c4c plasmit pRS403, pRS404,
pRS405 va pRS406 1a cic plasmit tich hop ndm men (YIps) va két hop cac chi thi sinh
hoc ¢6 thé lya chon nAm men 1a HER3, TRP1, LEU2 va URA3. Céc plasmit pRS413-416
13 plasmit ndm men (Ycps). Céc vecto dya trén trinh tw khoi dau CMV (vi du tir Sigma-
Aldrich) cung cp biéu hién nhét thoi hodc 6n dinh, biéu hién hodc bai tiét té bao chat, va
danh diu dau cudi N hodc dau cudi C trong cac két hop khac nhau cia FLAG, 3xFLAG,
c-myc hoic MAT. Nhitng protein dung hgp nay cho phép phét hién, tinh sach va phéan
tich protein tai td hop. Cac dung hop dwoc danh du kép cung cap su linh hoat trong phat
hién.

Ving didu hoa trinh tu khéi diu cia cytomegalovirus (CMV) & ngudi khoe manh
thic ddy mic do bidu hién protein ciu thanh cao téi 1 mg/L trong céc té bao COS. Ddi
v6i cac dong té bao it manh hon, mirc protein thuong 1a ~ 0,1 mg/L. Sy hién dién cua
ngudn gdc sao chép SV40 s& din dén mtrc do sao chép ADN cao trong céc t& bao COS
cho phép sao chép SV40. Céc vecto CMV, vi du, ¢6 thé chira nguon goc pMBI (dén xuét
cia pBR322) dé sao chép trong té bao vi khudn, gen b-lactamase dé lya chon khang
ampicillin & vi khudn, hGH polyA va ngudn gdc F1. Céc vecto chura trinh tw pre-pro-
trypsin (PPT) ¢6 thé huéng sy tiét protein hop nhit FLAG vao méi trudng nudi cdy dé
tinh sach bing khang thé, chat déo va tim ANTI-FLAG. Cac vecto va hé thong biéu hién
khéc duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat dé sir dung v6i nhiéu loai té bao chu.

Trong phuong an khac, hai hozc nhidu bién thé peptit hodc peptit theo sang ché

duoc ma héa va do d6 dwoc bidu hién theo thir ty lién tiép (twrong tu nhu cAu tric "chudi
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hat"). Khi lam nhu vay, cac bién thé peptit hodc peptit c6 thé dugc lién két hodc dung hop
v6i nhau bang cac chudi axit amin lién két, vi du nhu LLLLLL, hodc c6 thé dugc lién két
ma khong c6 bt ky (cac) peptit bd sung nio giita chiung. Nhitng chu trac ndy cling c6 thé
duoc st dung cho liéu phap ung thu va c6 thé gy ra ca hai d4p tng mién dich lién quan
dén MHC I va MHC IL

Sang ché ciing d& cap dén té bao chu dugc bién ddi véi cau triic vecto polynucleotit
theo sang ché. Té bao chu c6 thé 14 nhan so hodc nhan dién hinh. Cac té bao vi khuan c6
thé 13 cac t& bao chu prokaryotic duge wu tién trong mot s6 trudng hop va thuong 1
chung E. coli, vi du nhu cac chung E. coli DHS cé san tir Bethesda Research Lab
Laboratory Inc., Bethesda, MD, USA va RRI1 co san tr American Type- Culture
Collection (ATCC) cta Rockville, MD, USA (s6 ATCC 31343). Céc té bao vat chi nhan
dién hinh duoc wu tién bao gém cac t& bao nAm men, con tring va dong vat c¢é vi, tot hon
12 cac té bao dong vat co6 xuong séng nhu cac t& bao tir chudt nhit, chuét, khi hoic dong
té bao soi va té bao rudt két cua ngudi. Cac té bao chu ciia nAm men bao gdm YPH499,
YPH500 va YPHS501, thuong co san tur Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037,
USA. Céc té bao chu ctia dong vat c6 vii dwoc vu tién bao gdm cac té bao budng trimg
ctia chudt hang Trung Qudc (Chinese hamster ovary-CHO) c6 san tirt ATCC nhu CCL61,
té bao phoi chudt NIH Thuy Si NIH/3T3 ¢6 sin tir ATCC nhu CRL 1658, té bao COS-1
¢6 ngudn gde tir than khi c6 sin tir ATCC nhu CRL 1650 va céc té bao 293 14 c4c té bao
than phdi ngudi. Cac té bao con tring dugc wu tién 14 cac t& bao SfY c6 thé dugce thay thé
bé‘mg céc vecto biéu hién baculovirus. Téng quan v& viéc lua chon céc té bao chu thich
hop dé biéu hién c6 thé dugc tim thay trong, vi du, sach gido khoa ctia Paulina Balbas va
Argelia Lorence trong “Methods in Molecular Biology Recombinant Gene Expression,
Reviews and Protocols,” Part One, Second Edition, ISBN 978-1-58829-262-9, va cac tai
liéu khac duoc biét dén boi ngudi co hiéu biét trong linh vuec.

Su bién dbi clia cac té bao chu thich hop véi cdu trac ADN cua sang ché dugc thuc
hién bing cac phuong phap dd biét ma thuong phu thudce vao loai vecto duge st dung.
Lién quan dén sy bién dbi ctia cac té bao chu nhan so, xem, vi du, Cohen va cong su.
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(Cohen et al., 1972) va (Green and Sambrook, 2012). Su bién ddi cia c4c té bao nim men
dugc md ta trong Sherman va cong su. (Sherman et al., 1986). Phuong phap cua Beggs
(Beggs, 1978) ciing hitu ich. Lién quan dén cac té bao dong vat c6 xuong sdng, cac chit
phan tng hiru ich trong viéc chuyén céc té bao do, vi du nhw canxi phosphate va DEAE-
dextran hodc cac cong thirc liposome, c6 sin tir Stratagene Claming Systems, hodc Life
Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877, Hoa Ky. Dién di cling hitu ich cho viéc bién
dbi va/hodc chuyén t& bao va da biét trong linh vuc k§ thuat bién doi t& bio ndm men, té

bao vi khuan, t€ bao con trung va t€ bao dong vat c6 xuong song.

Céc té bao bién dbi thanh cong, tirc 13 cac té bao c6 chu tric ADN theo sang ché, co
thé duoc xac dinh bang cac ky thuat da biét nhu PCR. Ngoai ra, sw c6 mit cia protein

trong phan néi c6 thé dwoc phét hién bang cach st dung cac khang thé.

Puoc danh gi4 cao rang cac t& bao chii nhit dinh theo sang ché 12 hiru ich trong viéc
didu ché cac peptit theo sang ché, vi du nhu cac té bio vi khuén, nAm men va con trung.
Tuy nhién, c4c t& bao chu khac c6 th hitu ich trong mot s6 phuong phap tri lidu nhét
dinh. Vi du, cac té bao trinh dién khang nguyén, nhu té bao dudi gai, co thé dugc st dung
mdt cach hiru ich dé biéu hién cAc peptit ciia sang ché sao cho chiing c6 thé dugc tai vao
c4c phan tr MHC thich hop. Do d6, sang ché @ xuét té bao chu chira axit nucleic hogc

vecto bicu hién theo sang che.

Theo phuong 4n wu tién, t& bao chit 14 t& bao trinh dién khang nguyén, cu thé 1a té
bao dudi gai hoic té bao trinh dién khang nguyén. Cac APC duogc tai protein dung hop tai
t hop c6 chira phosphatase axit tuyén tién 1iét (prostatic acid phosphatase- PAP) da dugc
Co quan Quan 1y Thuc phdm va Dugc pham Hoa Ky (FDA) phé duyét vao ngdy 29 thang
4 nim 2010, d& didu tri HRPC di can khong tridu chimg hodc it ¢ triéu ching
(Sipuleucel-T) (Rini et al., 2006; Small et al., 2006).

Khia canh khac ctia sang ché d& xuit phuong phéap tao ra peptit hodc bién thé cia
16, phwong phap bao gém nudi ciy té bao chu va phan 1ap peptit tir té bao chu hozc moi

truong nuoi cay.
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Trong mot phuong an khéc, peptit, axit nucleic hodc vecto biéu hién theo sang ché
duoc st dung trong y hoc. Vi du, peptit hoac bién thé ctia n6 ¢6 thé duoc chudn bi dé tiém
tinh mach (i.v.), tiém dudi da (s.c.), tiém trong da (i.d.), tiém trong mang bung (i.p.), tiém
bép (i.m.). Cac phuong phép tiém peptit duoc va thich bao gdm s.c., i.d., i.p., im., vaiv.
Céc phuong phap tiém ADN dugc wa thich bao gdm i.d., i.m., s.c., i.p. va i.v. Lidu dung
vi du c6 thé duoc dua ra tir 50 pg dén 1,5 mg, t6t hon 1a 125 pug dén 500 pg peptit hoic
ADN va s& phu thudc vao peptit hodc ADN twong tng. Liéu dung cua khoang nay d3
duoc stir dung thanh cong trong thir nghiém trude dé (Walter et al., 2012).

Céc polynucleotit duge st dung dé tiém ching tich cuc c6 thé 13 v& co ban tinh khiét
hodc duge chira trong vecto hodc hé théng phan phdi phu hop. Axit nucleic c6 thé 1a
ADN, cADN, ANP, ARN hoic két hop ching. Cac phwong phéap dé thiét ké va dua ra axit
nucleic nhu viy dd biét trong linh vuc ky thuat. Téng quan dugc cung cap boi vi du:
Teufel va cong su. (Teufel et al., 2005). CAc vacxin polynucleotit rat d& diéu ché, nhung
phuong thic hoat dong cia cac vecto nay trong viéc tao ra dap ung mién dich van chua
duoc hidu ddy du. Céc vecto phit hop va hé théng phan phdi bao gdm ADN va/hoic ARN
cua virus, chéng han nhu cac hé théng dya trén adenovirus, virus vaccinia, retrovirus,
virus herpes, virus lién quan dén adeno hozc cac giéng lai c6 chira nhiéu yéu t6 ciia nhiéu
hon mdt loai virus. Cac hé théng phan phéi khong phai virus bao goém lipit cation va
polyme cation va 13 hé thong di biét trong linh vuc k¥ thut phan phéi ADN. Viéc phan
phdi vét 1y, ching han nhu thong qua "sing ban gen" ciing c¢6 thé duoc sir dung. Peptit
hodc cc peptit dugc ma hoa boi axit nucleic ¢6 thé 14 protein hop nhéat, vi du véi epitope

kich thich céc té bao T cho CDR dbi dién twong tng nhu d4 néu & trén.

Duoc phém theo sang ché cling c6 thé bao gSm mot hodc nhiéu t4 chit. Cac ta chét

13 nhirng chit ting cudng hoic ting kha ning khong cu thé dap ng mién dich (vi du: cac

dap tng mién dich trung gian boi té bao T dwong tinh CD§ va t& bao T trg gitip (TH) doi

v6i khang nguyén va do d6 s& duoc coi 1a hitu ich trong duoc pham theo sang ché. Cac t4

chit phu hop bao gdm, nhung khéng gi6i han &, 1018 ISS, mudi nhom, AMPLIVAX®,

AS15, BCG, CP-870,893, CpG7909, CyaA, dSLIM, phéi tir Flagellin hoac TLRS c6
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ngudn gbe tir Flagellin, phdi tit FL3, GM-CSF, IC30, IC31, Imiquimod (ALDARA®),
resiquimod, ImuFact IMP321, Interleukin nhu IL-2, IL-13, IL-21, Interferon-alpha hoac -
beta, hodc cac din xudt pegylated cua chung, IS Patch, ISS, ISCOMATRIX, IS ,
LipoVac, MALP2, MF59, monophosphoryl lipid A, Montanide IMS 1312, Montanide
ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, nhil tvong nuéc va dau trong nudc,
OK-432, OM-174 -197-MP-EC, ONTAK, OspA, hé thing vecto PepTel®, poly (lactid
co-glycolid) [PLG] dva trén céac vi hat va dextran, talactoferrin SRL172, Virosomes va
cac hat virus khac, YF-17D, VEG R848, beta-glucan, Pam3Clys, thudc kich thich QS21
cta Aquila, c6 ngudn gbc tir saponin, chiét xudt mycobacterial va gid thanh té bao vi
khuén téng hop va céc ta chat doc quyén khac nhu Ribi's Detox, Quil, hodc Superfos Céc
t4 cht nhu Freund's hoic GM-CSF duogc wu tién. Mot s6 t4 chat mién dich (vi du, MF59)
danh riéng cho té bao dudi gai va viée didu ché ching di duge mo ta trude day (Allison
and Krummel, 1995). Cac cytokine c6 thé dugc st dung. Mot sb cytokine cé lién quan
truc tiép dén viéc anh hudng dén sy di chuyén ciia té bao dudi gai dén cic md bach huyét
(vi du TNF-), thuc ddy su trueong thanh cia cc té bao dudi gai thanh céc té bao trinh dién
khang nguyén hidu qua cho té bao lympho T (vi du, GM-CSF, IL-1 va IL- 4) (US patent
$6 5,849,589, dugc két hop cu thé trong ban mo ta nay b?mg cach tham chiéu toan bo) va
dong vai trd 13 tA chat mién dich (vi du: IL-12, IL-15, IL-23, IL-7, IFN-alpha. IFN-beta)
(Gabrilovich et al., 1996).

Céc oligonucleotit kich thich mién dich CpG ciing d& duge bao céo dé ting cuong
hiéu qua cua ta chit trong méi truong vicxin. Khong bi rang budc boi 1y thuyét, cac
oligonucleotit CpG hoat dong bang cach kich hoat hé théng mién dich bam sinh (khong
thich ¢mg) théng qua cac thu thé dang Toll (Toll-like receptors-TLR), chi yéu 12 TLRO.
Su hoat héa TLRY duge kich hoat CpG giup ting cudng dap tng té bao va thé dich dic
hiéu khang nguyén ddi v6i nhiéu loai khang nguyén, bao gdm khéng nguyén peptit hoic
protein, virus séng hodc virus chét, vacxin té bao dudi gai, vécxin té bao tu than va cong
hop polysacarit trong ca cic vicxin du phong va diéu tri. Quan trong hon, gilp ting

cudng su trudng thanh va biét hoa cua té bao dudi gai, din dén hoat tinh cua cac t€ bao
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THI dugc ting cudng va tao ra té bao lympho T giy doc té bao (cytotoxic T-lymphocyte-
CTL) manh, ngay ca khi khong cé su trog giup cua té bao T CD4. Xu huéng TH1 giy ra
boi kich thich TLR9 dwoc duy tri ngay ca khi cd mit cac ta chét vicxin nhu pheén hodc ta
chit Freund khong hoan chinh (incomplete Freund’s adjuvant -IFA) thuong thiic day xu
huéng TH2. Cac oligonucleotit CpG tham chi con cho thdy hoat tinh t4 chat 16n hon khi
duge bao ché hodc phdi hop sir dung véi cac ta chét khac hoic trong cac cong thirc nhur vi
hat, hat nano, nhii twong lipid hodc cac cdng thirc twong tu, dac biét can tao ra dap ung
manh khi khang nguyén tuong d6i yéu. Chung ciing day nhanh dap tng mién dich va cho
phép giam lidu khang nguyén khoang hai bac vé do 16n, véi dap tmg khéng thé tuong
dwong v6i vicxin lidu du ma khong c6 CpG trong mot sd thir nghiém (Krieg, 2006). US
6,406,705 B1 md ta viéc st dung két hop céc oligonucleotit CpG, ta chét axit khong
nucleic va khang nguyén dé tao ra dap tmg mién dich dic hiéu véi khéng nguyén. Téac
nhan déi khang CpG TLRY 1a dSLIM (b6 diéu hoa mién dich vong lap gbc kép) cla
Mologen (Berlin, Drc), 12 thanh phan dugc wu tién trong ché phim duoc pham theo sing
ché. Cac phan tir lién két TLR khac nhu ARN lién két TLR 7, TLR 8 va/hoic TLR 9 ciing

c6 thé duoc sir dung.

Céc vi du khac cho cac ta chét hitu ich bao gdm, nhung khéng gi6i han & ciac CpG
bién déi hoa hoc (vi du CpR, Idera), cac chét twong tr dSARN nhu Poly(I: C) va din xuét
cua chung (vi du AmpliGen®, Hiltonol®, poly- (ICLC) (IC-R), poly (I: C12U), ADN
hoiic ARN cua vi khuin khong CpG ciing nhu cac phan tir va khéng thé nho c6 hoat tinh
mién dich nhu cyclophosphamide, sunitinib, Bevacizumab®, Celebrex, NCX-4016,
sildenafil, tafafil , temozolomide, temsirolimus, XL-999, CP-547632, pazopanib, VEGF
Trap, ZD2171, AZD2171, anti-CTLA4, c4c khing thé khic nhim vio cic cau trac miu
chét ctia hé théng mién dich (vi du nhw anti-CD40, anti- TGF, thu thé anti-TNFalpha) va
SC58175, ¢6 thé hoat dong tri liéu va/hodc nhu ta chét. S6 hrgng va ndng do cua ta chat
va chét phu gia hitu ich trong bdi canh sang ché c6 thé dé dang duoc xac dinh boi ngudi

¢6 hiéu biét trong linh vuc k§ thuat khong can thir nghiém qué mec.
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Cac t& chdt wu tién 13 anti-CD40, imiquimod, resiquimod, GM-CSF,
cyclophosphamide, sunitinib, bevacizumab, interferon-alpha, CpG oligonucleotit va cac
dan xuét, poly- (I: C) va cac dan xuét, ARN, sildenafil va cdc cong thirc dang hat véi PLG

hoac virosome.

Trong phuong an dugc wu tién, ché phém duoc phém theo sang ché, ta chit duoc
chon tir nhém bao gém cac yéu t§ kich thich khuén lac, nhu yéu t§ kich thich khun lac
dai thuc bao Granulocyte (GM-CSF, sargramostim), cyclophosphamide, imiquimod,

resiquimod va interferon-alpha.

Trong phwong an dwgc wu tién, ché phdm duge phdm theo sang ché, ta chit dugc
chon tir nhoém bao gém cac yéu t§ kich thich khuén lac, nhu yéu t§ kich thich khuan lac
dai thuc bao Granulocyte (GM-CSF, sargramostim), cyclophosphamide, imiquimod,
resiquimod. Trong phuong an dugc wu tién cia ché phim dugc phim theo sang ché, ta
chét 12 cyclophosphamide, imiquimod hoc resiquimod. C4c ta chat dugc wu tién hon nita
12 Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51,
poly-ICLC (Hiltonol®) va anti-CD40 mAb hodc cac két hop chung.

Thanh phan nay duoc st dung cho dudng ding ngoai dudng tiéu hda, chang han
nhu tiém duéi da, trong da, tiém bip hoic diung duong udng. Pdi véi didu nay, cic peptit
va cac phéan tr tuy y khac dugc hoa tan hoac lo ling trong chat mang t6t hon 13 dang
nude, duge dung. Ngoai ra, ché phém ¢6 thé chira t4 duoc, nhu chit dém, chét lién Kkét,
chét nd, chit pha loding, hwong liéu, chat bdi tron, v.v.. Cac peptit ciing c6 thé dugc dung
cing véi cac chét kich thich mién dich, nhu cytokine. Mot danh sich ddy dii cac ta dugc
c6 thé dugc st dung trong ché phém nhu vay, vi du, co thé duoc 1§y tr A. Kibbe,
Handbook of Pharmaceutical Excipients (Kibbe, 2000). Cac thanh phan c6 thé dwgc sir
dung dé phong ngira, didu tri du phong va/hodc didu tri cdc bénh ung thu tuyén hodc ung
thu. Cac cong thirc vi du c6 thé dugc tim thay trong, vi du, EP2112253.

Didu quan trong 13 phai nhan ra rang dap tng mién dich dugc kich hoat bdi vécxin

theo sang ché tn cong ung thu & cac giai doan té bao khac nhau va cic giai doan phét
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trién khac nhau. Hon nita cac con dudng tin hiéu héa lién quan dén ung thu khac nhau bi
tAn cong. Pay 1a mot lo1 thé so véi véacxin chi giai quyét mot hodc mdt vai muc tiéu, cd
thé khién khéi u d dang thich nghi v6i cudc tAn cong (thoat khoi khéi u). Hon nira,
khong phai tat ca cac khdi u riéng 1¢ déu biéu hién cing mot kiéu khéng nguyén. Do do,
su két hop ciia mdt sé peptit lién quan dén khdi u dam bao ring moi khéi u riéng 1& déu
mang it nhit mot s6 muc tiéu. Thanh phin nay dugc thiét ké theo cich ma mdi khéi u dy
kién s& thé hién mot s6 khang nguyén v bao gém mot sd con duong doc 1ap cAn thiét cho
su phat trién va duy tri khéi u. Do d6, vicxin c6 thé d& dang dugc sir dung trén thi trudng
cho cong déng bénh nhan 16n hon. Diéu nay co6 nghia 13 viéc lva chon trudc bénh nhan
dugc didu tri bang vécxin c6 thé bi han ché loai HLA, khong yéu ciu bat ky danh gia diu
4n sinh hoc bd sung nio cho biéu hién khang nguyén, nhung van dam bao rang mot sb
muc tiéu bi tAn cong ddng thoi boi dap tng mién dich gay ra, d6 13 quan trong cho hiéu

qua (Banchereau et al., 2001; Walter et al., 2012).

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit "khung" dung dé chi phan tir lién két cu thé véi
yéu t6 quyét dinh (vi du nhu khang nguyén). Trong mt phuong 4n, khung c6 thé hudng
thyc thd ma né duge gén vao (vi du nhu mét nira lién két khang nguyén (tht hai)) dén vi
tri dich, vi du nhu loai té bao khdi u hodc md dém khéi u cu thé mang yéu té quyét dinh
khang nguyén (vi du phtic hgp cua peptit véi MHC, theo ng dung trong tay). Trong
phuong an khac, khung c6 thé kich hoat tin hi¢u héa thong qua khéng nguyén dich cua
né, vi du nhu khang nguyén phtrc hop thu thé t& bao T. Khung bao gom nhung khong gi6i
han & cac khang thé va cac phan doan ciia chung, cic mién lién két khang nguyén cua
khéang thé, bao gdm ving bién thién chudi ning khang thé va ving bién thién chudi nhe
khang thé, cac protein lién két bao gdm it nhat mot kiéu Iap lai ankyrin va lién két khang
nguyén mién don (single domain antigen binding-SDAB ) c4c phén tir, cac aptamer, cac
TCR (hoa tan) va céc té bao (dd bién dbi) nhu té bao T di sinh hogc tw than. DE danh gia
xem phan tr ¢6 phai 13 khung lién két véi dich hay khong, c6 thé thuc hién céc thir

nghiém lién két.
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Lién két "ddc hiéu" c6 nghia 13 khung lién két phtrc hop peptit-MHC quan tAm hon
céc phtc hop peptit-MHC tu nhién khac, dén mét mirc d6 ma khung dugc trang bi phan
tir hoat tinh ¢6 thé giét chét té bio mang dich cu thé ma khong thé giét chét té bao khac
ma khong ¢6 dich dac hiéu nhung trinh dién céc phtc hop peptit-MHC khéac. Lién két v6i
cac phic hop peptit-MHC khac 1a khong lién quan néu peptit ciia peptit-MHC phan tng
chéo khong xay ra mot cach tw nhién, tirc 13 khong c6 ngudn gbc tlr peptidome & nguoi.
Céc thir nghiém dé danh gia su diét t& bao dich da dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat.
Céc thir nghiém nay nén dugc thuc hién bang cach sir dung céc té bao dich (té bao chinh
hodc dong t& bao) véi sy trinh dién peptit-MHC khong thay ddi hodc cic té bao dugc tai
peptit sao cho dat dugc mirc peptit-MHC x4y ra trong tu nhién.

M3di khung c6 thé gdm phan tir danh ddu ma cung cdp rang khung dugc lién két c6
thé dugc phat hién bang cach xac dinh sy hién dién hay véng mit cta tin hiéu dugc cung
cép boi phan tir danh ddu. Vi du, khung c6 thé dugc danh déu bang thuéc nhuém huynh
quang hoic bt ky phan tir danh diu té bao c6 thé 4p dung ndo khéc. Céc phan tir danh
diu nhu vay d3 biét trong linh vuc k¥ thuat. Vi du, d4nh ddu huynh quang, vi du duge
cung cip boi thubc nhuém huynh quang, c6 thé cung cép hinh anh ctia aptamer dugc lién

két bang kinh hién vi quét huynh quang hoic laser hodc dém té bao dong.

M&i khung cé thé duoc cdng hop véi phan tur hoat dong thir hai, chéng han nhu IL-
21, anti-CD3 va anti-CD28.

D& biét thém thong tin v& khung polypeptit, vi du, xem phan tinh trang k¥ thuat cua
tai li¢u sang chd WO 2014/071978A1 va céc tai liéu tham khao dwoc trich dan trong dé.

Sang ché con lién quan dén cac aptamer. C4c aptamer (xem vi du WO 2014/191359
va tai liéu dugc trich din trong d6) 14 cac phén tir axit nucleic chudi don ngan, c6 thé gap
lai thanh cAc céu trac ba chiéu xac dinh va nhan ra cac ciu tric dich cu thé. Chung duong
nhu 13 Iya chon thay thé pht hop dé phat trién cac liéu phdp muc tiéu. Cac aptamer di
dugc ching minh 1a lién két c6 chon loc véi mdt loat cac dich phirc hop véi 4i luc va tinh

dac hiéu cao.
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Céac aptamer nhén ra cic phan tu ndm trén bé mat t& bao d3 dugc xac nhan trong
thap ky qua va cung cip phuong tién dé phat trién cac phuong phap chan doan va diéu tri.
Vi cac aptamer d dugc chimg minh 13 hdu nhu khong ¢6 doc tinh va tinh gy mién dich,
nén chung 13 Gmg ¢t vién day trién vong cho cac ing dung y sinh. That vy, cic aptamer,
vi du nhu cac aptamer nhan dang khidng nguyén mang tuyén tién liét cu thé, di duoc sir
dung thanh codng cho cac liéu phap dich va dugc ching minh 13 ¢6 chic ning trong cac
mo hinh ghép ngoai lai in vivo. Hon nita, cac aptamer nhén ra cc dong t& bao khdi u cu

thé d3 duoc xac dinh.

Céc aptamer ADN c¢6 thé dugc chon dé tiét 16 cac dac diém nhan dang phd rong cho
céc t& bao ung thu khéc nhau, va dic biét 13 cac té bao c6 ngudn gbc tlr cac khdi u ran,
trong khi cac té bao khoe manh khong phai khdi u va nguyén phét khong dwgc nhan ra.
Néu cac aptamer dugc xac dinh khong chi nhan ra loai con khdi u cu thé ma con twong tac
v6éi mot loat cac khdi u, thi didu nay lam cho cac aptamer dugc &p dung nhw cai goi la

chan doan va diéu tri pho rong.

Hon nita, nghién ctru hanh vi lién két t& bao v6i dém té bao hoc dong cho thiy cac

aptamer thé hién &i lyc 13 rang rat tot nam trong pham vi nano.

Céc aptamer rt hitu ich cho muc dich chin doan va diéu tri. Hon nita, ¢6 thé chi ra
r%mg mot sb aptamer dugc dua lén bdi cac t& bao khdi u va do d6 c6 thé hoat dong nhu
phuong tién phan tir @& phan phéi theo dich dén cua cic tac nhan chéng ung thu nhu
siARN vao té bao khéi u.

Céc aptamer c6 thé dwoc chon chéng lai cac dich phirc hop nhu t€ bao va md va cac
phirc hop ciia cac peptit bao gom, t6t hon 13, bao g0m trinh tu theo bit ky ID SEQ s 1
dén ID SEQ s 101 ndo, theo sang ché c6 trong phan tt MHC, st dung k¥ thuat cell-
SELEX (su phat trién c6 hé théng ciia phdi tir theo cip s6 nhan-systematic evolution of

ligands by exponential).

Céc peptit theo sang ché co thé duge sir dung dé tao va phat trién cac khang thé dic

hiéu chéng lai cac phirc hop MHC/peptit. Chung c¢6 thé dugc st dung dé didu tri, nham
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dich cac doc td hodc cac chit phong xa dén mo bénh. Mot cach sir dung khéac cia cic
khang thé nay c6 thé nhim dich cac nuclit phdng xa dén mé bénh cho muc dich chan doan
hinh 4nh nhu PET. Viéc st dung nay c6 thé giap phat hién cac di cin nho hozc dé xac

dinh kich thuGc va vi tri chinh xac ctia cac md bénh.

Do d6, khia canh tiép theo ctia sang ché 1a d& xuét phuong phép san xuat khang thé
t41 t& hop lién két dic biét véi phirc hop twong hgp mé chinh & ngudi (MHC) 16p I hode 1T
dwoc tao phtc véi khang nguyén gidi han HLA (ot nhét 13 peptit theo sang ché), phwong
phép bao gdm: gay mién dich cho ddng vt c6 v khong phai 13 con ngudi dugc thiét ké
v& mit di truyén bao gdm céc té bao biéu hién phirc hop twong hop mod chinh & ngudi
(MHC) 16p I ho#c II v6i dang hoa tan ctia phan tt MHC 16p I hodc II duogc tao phirc véi
khéng nguyén giéi han HLA néi trén; phan 14p cac phan tir mARN tir cac té bao san xuit
khang thé ciia dong vat c6 va khong phai ngudi ndi trén; tao ra thu vién hién thi thuc
khuén thé hién thi c4c phan ti protein dugc mi héa boi cac phan tr mARN dd néi; va
phan 14p it nhat mot thyc khuan thé khoi thw vién hién thi thuc khuan thé d4 néi, cho biét
it nhat mot thuc khuén thé hién thi khang thé lién két dic hidu véi phiic hop twong hop
mo chinh & ngudi (MHC) 16p I hoac IT dugce tao phitc véi khang nguyén giéi han HLA da

néu.

Do d6, khia canh khac cta sang ché 13 dé xuét khang thé ma lién két dic hidu véi
phttc hgp twong hop mé chinh (MHC) 16p I hoac II dugce tao phirc v6i khang nguyén gidi
han HLA, trong d6 khang thé tét hon 13 khang thé da dong, khang thé don dong, khang
thé nhi dic hiéu va/hoic khang thé chimeric.

Céc phwong phap tuong tmg dé tao ra cac khang thé d6 va cac phirc hop twong hop
mo chinh 16p I, cling nhu céc cong cu khac @& san xuét cac khang thé nay dugc boc 16
trong WO 03/068201, WO 2004/084798, WO 01/72768, WO 03/070752, va trong cac
cong bd (Cohen et al., 2003a; Cohen et al., 2003b; Denkberg et al., 2003), ma cho cac

muc dich cua sang ché ddu duoc két hop 16 rang bang cach tham chiéu toan bd.
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Tét hon 13, khang thé dang lién két véi 4i luc lién két dudi 20 nanomole, t6t hon 1a

dudi 10 nanomol, véi phitc hop, ciing dugce coi 1a "déc hiéu" theo ndi dung cua sang ché.

Sang ché con @& cap dén peptit bao gdm trinh tw dugc chon tir nhém bao gbém ID
SEQ sb: 1 dén ID SEQ sb 101 hozc bién thé ciia n6 ma twong ddng (t6t hon 13 gidng hét)
it nhat 88% v6i ID SEQ s6 1 dén ID SEQ sb 101 hodc bién thé ctia n6 gay ra cac té bao T
phan g chéo véi peptit da néu, trong d6 peptit dd néu khong phai 1a polypeptit co chidu
dai du bén dudi.

Sang ché con d& cap dén peptit bao gém trinh tu dwgc chon tir nhém bao gdém ID
SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 101 hozc bién thé ctia né ma twong dong (t6t hon 13 giéng hét) it
nhét 88% vé6i ID SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 101, trong d6 peptit d3 néu hoic bién thé cia
né ¢6 chidu dai tdng thé tr 8 dén 100, t6t nhat 1 tir 8 dén 30, va tot nhat 14 tir 8 dén 14
axit amin.

Sang ché con dé cap dén cac peptit theo sang ché c6 kha ning lién két v6i phan tir
cta phtrc hop twong hgp mo chinh (MHC) ¢ nguoi 16p I hodc II.

Sang ché con d& cap dén cac peptit theo sang ché trong d6 peptit d néu bao gbém
hodc chit yéu bao gdm trinh ti axit amin theo ID SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 101.

Sang ché con d& cap dén cac peptit theo sang ché, trong d6 peptit duge sta dbi (vé
mat hoa hoc) va/hodc bao gdm céc lién két khong phai peptit.

Sang ché con dé cap dén cic peptit theo sang ché, trong d6 peptit 12 mot phan cua
protein dung hop, cu thé bao gdm céc axit amin ddu N clia chudi bét bién lién quan dén
khang nguyén HLA-DR (Ii) hodc trong d6 peptit dung hop véi (hodc thanh) khéang thé,
nhu vdy, vi du khang thé danh riéng cho cac té bao dudi gai.

Sang ché con @& cap dén axit nucleic, m3 hoa cac peptit theo sang ché, véi diéu kién
12 peptit khong phai 13 protein hoan chinh (ddy di) cia con ngudi.

Sang ché con dé cap dén axit nucleic theo sang ché 13 ADN, cADN, ANP, ARN

hodc cac két hop cua ching.
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Sang ché con dé cip dén vecto bi€u hién c6 kha ndng bicu hién axit nucleic theo

sang che.

Sang ché con d& cap dén peptit theo sang ché, axit nucleic theo sang ché hoic vecto
biéu hién theo sang ché dé sir dung trong y hoc, cu thé 1a trong didu tri bénh bach ciu
dong tiy cAp tinh, ung thu vi, ung thu biéu md té bao dudng mat, bénh bach ciu té bao
lympho man tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tii mat, u nguyén bao dém, ung thu da
day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo t& bao gan, ung thu biéu mo té bio vay
ving dau va cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khéng Hodgkin, ung thu phdi khong phai té
bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thuc quéan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién
liét, ung thu biéu mo t€ bao than, ung thu phdi té bao nho, ung thu biéu mod bang quang

tiét niéu va ung thu ndi mac tr cung.

Séang che con dé cap den té bao chu chira axit nucleic theo sang che hodc vecto bicu

hién theo sang ché.

Sang ché con d& cap dén té bao chu theo sdng ché 14 té bao trinh dién khang nguyén,
va t6t hon 12 t& bao dudi gai.

Sang ché con dé cap dén phuong phap san xudt peptit theo sang ché, phuong phép
ndy bao gdm nudi cdy té bao chi theo sing ché va phan 14p peptit tir té bao chu di néu
hodc méi trudng nudi cdy cla no.

Sang ché con @ cap dén phwong phap theo sang ché, trong d6 khang nguyén dugc
tai 1én cac phan tt MHC 16p I hodc II dugc bidu hién trén bé mit cta té bao trinh dién
khang nguyén thich hgp hoic bang cach cho tiép xtc lugng vira di khang nguyén véi té
bao trinh dién khang nguyén.

Sang ché con dé cap dén phuong phép theo séng ché, trong d6 té bao trinh dién
khéng nguyén bao gdm vecto biéu hién c6 kha nang biéu hién peptit d3 néu c6 chira ID

SEQ s6 1 dén ID SEQ s6 101 hodc trinh tu axit amin bién thé da néu.
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Séang ché con dé cap dén cac té bao T duoc kich hoat, dugc san xuét theo phuong
phap theo sang ché, trong d6, t& bao T nhan biét c6 chon loc t& bao ma biéu hién khac

thudng polypeptit bao gém trinh tur axit amin theo séng ché.

Sang ché con d& cap dén phuong phap diét t& bao dich ¢ bénh nhan nham vao céc té
bao dich biéu hién bt thudng polypeptit chita bt k¥ trinh ty axit amin ndo theo sang ché,

phuong phap bao gdm dua vao bénh nhan lugng té bao T hiéu qua theo sang ché.

Sang ché dé cap dén viéc sir dung bat ky peptit, axit nucleic ndo nhu dwgc mo ta
theo sang ché, vecto biéu hién theo sang ché, t& bao theo sang ché, té bao lympho T c6
doc tinh té bao dugc hoat hda theo sang ché nhu dugc phém hoac trong san xuét duoc
phdm. Sang ché con dé cap dén viéc st dung theo sang ché, trong d6 duoc phim c6 hoat

tinh chéng ung thu.

Sang ché con d& cap dén viéc st dung theo sdng ché, trong d6 dugc phém 13 vécxin.
Sang ché con @ cap dén viéc st dung theo séang cheé, trong do duoc pham c6 hoat tinh

chéng ung thu.

Sang ché con d& cap dén viéc str dung theo sang ché, trong d6 céc té bao ung thu da
néu 13 bénh bach ciu dong tay cép tinh, ung thu vu, ung thu biéu mo té bao dudng mat,
bénh bach ciu té bao lympho man tinh, ung thu dai tryc trang, ung thu t0i méat, u nguyén
bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu m6 té bao gan, ung thu
bidu md té bao vay ving diu va cd, khéi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu
phdi khong phai té bao nho, ung thu budng tring, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy,
ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mod té bao than, ung thu phdi té bao nhé, ung thu
bang quang tiét niéu, ung thu ndi mac tir cung hodc cac té bao khdi u rén hoic huyét hoc
nhu t& bao ung thu bach ciu dong tity cip tinh, ung thu v, ung thu biéu md té bao dudng
mat, ung thu bach cau té bao lympho mén tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tii mat, u
nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan,
ung thu biéu mo t& bao vay ving dau va cb, khéi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin,

ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu
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tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu bidu mo té bao than, ung thu phdi té bao nho,

ung thu bang quang tiét niéu, ung thu ndi mac ti cung.

Séng ché con d& cap dén cac protein danh ddu va dau 4n sinh hoc cu thé dua trén
peptit theo sang ché, sau ddy dwgc goi 1a "dich" ma c thé st dung trong chan doan
va/hodc tién lwong ung thu, tot hon 1a bénh bach cAu dong tay cip tinh, ung thu vi, ung
thu biéu mo té bao duong mat, bénh bach cau té bao lympho man tinh, ung thu dai truc
trang, ung thu t4i mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thyc quan, ung
thu biéu mo té bao gan, ung thu biéu mo t& bao vay ving dau va cd, khéi u ac tinh, ung
thu hach khong Hodgkin, ung thu phéi khong phai t& bao nho, ung thu budng trimg, ung
thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién ligt, ung thu bidu mo té bao than, ung thu phdi t& bao
nho, ung thu biéu mo bang quang tiét niéu va ung thu ndi mac tir cung. Sang ché ciing dé

cap den viéc st dung cac dich mdi nay trong dicu tri ung thu.

Thuét ngit "khang thé" hodc "cac khang thé" duoc st dung & dy theo nghia rong va
bao gdm ca khang thé da dong va don dong. Ngoai cic phén tir immunoglobulin nguyén
ven hoac "dﬁy du", cling duogc bao gém trong thuat ngtt "cac khang thé" 13 cac phan doan
(vi du nhu cac phan doan CDR, Fv, Fab va Fc) hodc cic polyme cta cac phéan tu
immunoglobulin va c4c phién ban nhan héa cua cic phan tr immunoglobulin, mién 12
chiing thé hién bat ky tinh chit mong mudn ndo (vi dy, lién két dic hiéu cua (poly)peptit
du hiéu bénh bach ciu dong tuy cép tinh, ung thu vi, ung thu biéu mo té bao dudng mat,
bénh bach cu té bao lympho man tinh, ung thu dai tryc trang, ung thu tii mat, u nguyén
bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu
bidu md té bao vay ving dau va cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu
phéi khong phai té bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy,
ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu m6 té bao than, ung thu phdi té bao nhé, ung thu bicu
md bang quang tiét nidu va ung thu ndi mac tr cung, phin phéi doc t6 dén té bao bénh
bach ciu dong tiy cép tinh, ung thu vii, ung thu biéu mo t& bao dwdng mat, bénh bach cau
té bao lympho man tinh, ung thu dai truc trang, ung thw tii mat, u nguyén bao dém, ung

thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu biéu mo té bao
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vay ving dau va cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phéi khong
phai té bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu
tuyén tién liét, ung thu biéu mo t& bao than, ung thu phdi té bao nho, ung thu biéu mo
bang quang tiét nidu va ung thu ndi mac t&r cung biéu hién cac gen du hiéu ung thu tai
mitc ting lén, va/hodc e ché hoat tinh polypeptit ddu hidu bénh bach cau dong tuy cap
tinh, ung thu vi, ung thu biéu mo t& bao duong mat, bénh bach cu té€ bao lympho man
tinh, ung thu dai truc trang, ung thu t4i méat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu
da day thuc quan, ung thr biéu mé té bao gan, ung thu bidu mo té bao vay ving dau va
cd, khéi u 4c tinh, ung thu hach khéng Hodgkin, ung thu phdi khong phai t& bio nho, ung
thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu
biéu md té bao than, ung thu phdi t& bao nho, ung thu bidu md bang quang tiét nidu va

ung thu ndi mac tir cung) theo sang ché.

Bét ¢t khi ndo c6 thé, cac khang thé theo sang ché c6 thé dugc mua tlr cac ngudn
thuong mai. Cac khang thé theo sang ché ciing ¢ thé duoc tao ra bang cic phuong phap
d4 biét. Nhitng ngudi c6 hidu biét trong linh vuc s& hiéu ring toan bd chiéu dai clia cac
polypeotide hodc cac phan doan cta nd 1a du hiéu ung thu bénh bach cau dong tiy clp
tinh, ung thu vi, ung thu biéu mo té bao duong mat, bénh bach cau lympho bao man tinh,
ung thu dai truc trang, ung thu tai méat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day
thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu biéu mo t& bao vay ving dau cb, khéi u ac
tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu budng
tring, ung thu thyc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té
bao than, ung thu phdi té bao nho, ung thu biéu md bang quang va ung thu ndi mac tir
cung c6 thé dwoc sir dung dé tao cac khang thé theo sang ché. Polypeptit duoc sir dung dé
tao khang thé theo sang ché c6 thé dugc tinh sach mot phﬁn hodc toan bd tir ngudn tur
nhién hodc c6 thé duoc tao ra béng cac k¥ thuat ADN tai td hop.

Vi du, cADN mi héa peptit theo sang ché, ching han nhu peptit theo polypeptit ID
SEQ s6 1 dén ID SEQ sé 101, hoac bién thé hodc phan doan clia ching, ¢6 thé dugc biéu
hién trong cac té bao nhan so (vi du: vi khuén) hoac té bao nhan chuén (vi du, t& bao nam
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men, cOn trung hodc dong vat c6 vi), sau d6 protein tai td hop co thé duoc tinh sach va sir
dung @& tao ra ché phidm khang thé don dong hoic da dong ma lién két dic hidu
polypeptit du hiéu ung thu bénh bach cau dong tiy cAp tinh, ung thu v, ung thu biéu mo
té bao duong mat, bénh bach cau lympho bao man tinh, ung thw dai truc trang, ung thu tui
mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thyc quan, ung thu biéu mo té
bao gan, ung thu biéu md t& biao vay ving dau cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong
Hodgkin, ung thu phdi khong phai t& bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thuc quan,
ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té bao than, ung thu phoi té
bao nho, ung thu biéu mo bang quang va ung thu ndi mac tir cung dugce st dung dé tao ra

khang thé theo sang ché.

Nguoi cd hiéu biét trong linh vuc k¥ thuat s& nhan ra r%mg viéc tao ra hai hodc nhiéu
tap hop khang thé don dong hoic da dong khéc nhau s& t61 da hoa kha ning cé dugc
khéng thé véi tinh ddc hidu va 4i luc can thiét cho muc dich st dung cuia né (vi du ELISA,
héa mo6 mién dich, hinh anh in vivo, liéu phap mién dich doc td). Cac khang thé dugc
kidm tra hoat tinh mong mudn cta ching bang cic phuong phap da biét, phii hop v6i muc
dich st dung khang thé (vi du ELISA, hoéa mo mién dich, liéu phap mién dich, v.v. dé
duge huéng din thém vé viée tao va thir nghiém khéng thé, xem, vi du:Greenfield, 2014
(Greenfield, 2014)). Vi du, cac khang thé c6 thé dugc kiém tra trong xét nghiém ELISA
hodc, Western blots, nhuém héa moé mién dich ctia ung thu ¢b dinh formalin hodc céc
phin md dong lanh. Sau dic tinh in vitro ban diu, cac khang thé dugc du dinh dé sir dung
trong chén doan hodc diéu tri in vivo dugc thir nghiém theo cac phuong phap thir nghiém
1am sang d biét.

Thuat ngit "khang thé don dong" nhu dugc st dung & ddy dé cap dén khang thé thu
duge tir quan thé khang thé v& co ban 1a ddng nhét, tic 13; cdc khang thé riéng biét bao
gdm quan thé giéng hét nhau ngoai trir cac dot bién c6 thé xay ra trong tu nhién c6 thé
xuét hién véi s6 lvong nho. Cac khang thé don dong & ddy cu thé bao gdm céc khang thé
"chimeric" trong d6 phan chudi ning va/hodc chudi nhe giéng hét hoic twong ddng véi
c4c trinh tu twong tng trong cic khang thé co ngudn gbc tir mot loai cu thé hodc thude 16p
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hodc phén 16p khang thé cu thé, trong khi phan con lai trong s6 (cac) chudi gidng hét hosc
tuong dong véi cac trinh tw twong Ung trong céc khéng thé c6 ngudn gbc tir loai khac
hoic thudc v& 16p hodc phan 16p khang thé khac, ciing nhu cic phan doan cua cac khang
thé d6, mién 12 chung thé hién hoat tinh trai ngwoc mong mudn (US 4,816,567, dwoc két
hop toan bo).

Céc khéang thé don dong theo sang ché c6 thé dugc diéu ché bang cac phuong phap
lai. Trong phuong phép lai, chudt hodc dong vat chu thich hop khic thuong dugc gly
mién dich dién hinh bing tac nhin gy mién dich @ kich thich cac té bao lympho san
xuét hodc c6 kha ning tao ra cac khang thé ma s& lién két dic biét v6i tac nhan gay mién

dich. Ngoai ra, cac té bao lympho c6 thé dugc gay mién dich in vitro.

Céc khang thé don dong ciing c¢6 thé dugc tao ra bang céc phuong phap ADN tai to
hop, ching han nhu cic khang thé dwoc mo ta trong US 4,816,567. Ma hoa ADN cac
khang thé don dong theo sang ché c6 thé d& dang phéan 1ap va gidi trinh ty bang cach st
dung céc quy trinh thong thudong (vi du: bang cich st dung cac dau do oligonucleotit c6

kha ning lién ket dic biét v6i cac gen ma hoa cac chuodi khang thé chudt nang va nhe).

Céc phuong phép in vitro ciing thich hop dé diéu ché khang thé don tri. Qué trinh
phan cat cac khang thé dé tao ra cac phan doan cua ching, cu thé 13 cac phén doan Fab, co
thé dugc thuc hién bing cc k¥ thuat thong thuong di biét trong linh vuc k§ thuat. Vi du,
viéc phén cét ¢6 thé duoc thuc hién bang papain. Vi du vé phan cit bang papain dugc mo
ta trong WO 94/29348 va US 4,342,566. Qua trinh phan cit khang thé bang papain
thudng tao ra hai phan doan lién két khang nguyén gidng hét nhau, dwgc goi 12 cic phan
doan Fab, mdi phan doan c6 mét vi tri lién két khang nguyén duy nhit va phan doan Fc
con lai. Xt 1y pepsin mang lai phan doan F (ab ') 2 va phan doan pFc'.

Céc phan doan khang thé, du c¢6 dwoc gin véi cac trinh tu khac hay khong, cling ¢6
thé bao gf‘)m cac phﬁn chén, xda, thay thé hodc céc bién d6i dugc lwa chon khac cia cac
vung cu thé hoic phiin du axit amin cu thé, mién 1 hoat tinh ctia phan doan khong bi thay

d6i hodc suy yéu dang ké so véi phan doan khang thé hoac khang thé khong bién doi.
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Nhitng bién dbi ndy c6 thé cung cép cho mét sb tinh chit bd sung, nhu loai bé/thém céc
axit amin c6 kha nang lién Kkét disulfide, dé tang tudi tho sinh hoc cta no, dé thay ddi cac
dic tinh bai tit ctia nd, v.v.. Trong moi trudng hop, phan doan khang thé phai c6 dic tinh
hoat tinh sinh hoc, ching han nhu hoat tinh lién két, quy dinh lién két tai mién lién két,
v.v.. Cac ving chirc ning hodc hoat tinh cta khang thé c6 thé dugc x4c dinh bing cach
gay dot bién mot ving cu thé ciia protein, sau d6 12 biéu hién va thir nghiém polypeptit
dugc bidu hién. Cac phuong phap nhu vay rat rd rang di véi ngudi c6 kinh nghiém trong
linh vuc k§ thut va c6 thé bao gdm dot bién vi tri cu thé cta axit nucleic ma héa phéan

doan khang thé.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé bao gém thém cac khéng thé nhan héa hoic cac
khang thé cta con nguoi. Cac dang khang thé khong phai cta con ngudi duge nhan hda
(vi du, chudt) 13 cac globulin mién dich chimeric, cdc chudi immunoglobulin hodc cac
phan doan cta ching (nhu Fv, Fab, Fab' hodc céac trinh ty con lién két khang nguyén khac
cua khang thé) c6 chira trinh tu t5i thidu c6 ngudn gdc tir globulin mién dich. Cac khéng
thé duoc nhan héa bao gdm céc globulin mién dich & ngudi (khang thé nhan) trong d6
phin con lai tir ving xac dinh tinh b khuyét (complementary determining region - CDR)
ctia bén nhén dugc thay thé bang phan con lai tir CDR ctia loai khong phai ngudi (khang
thé cho) nhu chudt nhét, chudt hodc tho co tinh dic hiéu, 4i lwc va ning luc mong muén.
Trong mdt sb truong hop, phan con lai khung Fv (FR) cua globulin mién dich & nguoi
duoc thay thé bang phan du khong phai ctia ngudi twong tmg. Céc khang thé dugc nhan
héa ciing ¢6 thé chira cac phan du khong tim thay trong khang thé ctia bén nhén ciing nhu
trong cac trinh ty CDR hodc khung dua vao. Nhin chung, khang thé duoc nhan hda s& bao
gdm v& co ban tit ca trong sb it nhat mot, va thuong 12 hai, céc mién bién thién, trong d6
tAt ca hodc vé& co ban 12 tit ca cac ving CDR tuong tmg véi mién bién thién cta globulin
mién dich khong phai cia ngudi va tit ca hodc vé co ban 13 tit ca cdc ving FR 13 nhiing
mién bién thién cua trinh ty lién Gng globulin mién dich & ngudi. Cac khang thé dugc
nhan héa mot cach téi wu cling s& bao gdm it nhit mot phan cua ving bét bién globulin

mién dich (Fc), dién hinh 13 phan globulin mién dich & ngudi.
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Céc phuong phap nhan héa cac khang thé khong phai ¢ nguoi da biét trong linh vuc
ky thuat. Thong thudong, khang thd duoc nhan héa c6 mét hoic nhiéu phan du axit amin
dugc dua vao né tir ngudn khong phai cua ngudi. Cac phan du axit amin khong phai cua
ngudi nay thuong duoc goi 13 phan du "du nhap", thudng dugc 14y tir mién bién thién "du
nhap". Qua trinh nhan héa c¢6 thé vé co ban dugc thuc hién bang cach thay thé cAc trinh tu
c4c CDR hodc CDR cua loai gdm nham cho cic trinh tw trong Gng cua khéng thé nguoi.
Theo @6, cac khang thé "nhan héa" nhu vay 13 cac khang thé chimeric (US 4,816,567),
trong d6 v& co ban it hon mdt mién bién thién & nguoi con nguyén ven di dugc thay thé
bang trinh ty twong ng tir lodi khong phai con ngudi. Trong thuc té, cac khang thé duoc
nhan héa thudng 13 cic khang thé & ngudi, trong d6 mot s6 phan du CDR va c6 thé mot
s6 phan du FR dugc thay thé bang cAc phan du tir cAc vi tri twong ty trong cac khang thé
lodi gam nham

Dong vat bién dbi gen (vi du, chudt) c6 kha ning, ngay khi duoc gy mién dich, tao
ra the muc ddy du cac khang thé clia ngudi trong su trudng hop khong san xuét duoc
globulin mién dich ndi sinh. Vi dy, ngudi ta dd mo ta r%mg viéc x6a doéng hop tir ciia gen
ving néi chudi khéng thé nang trong chimeric va chudt dot bién dong phoi dan dén e ché
hoan toan viéc san xuét khang thé noi sinh. Chuyén diy gen globulin mién dich dong phoi
& ngudi & nhitng con chudt dot bién dong phdi nhu vay s& dan dén viée tao ra khang thé
ngudi ngay khi yéu cdu khang nguyén. Cac khang thé ngudi ciing c6 thé dwoc san xuat

trong cac thu vién hién thi thuc khuan thé.

Céc khang thé theo sang ché tét hon 14 dugc st dung cho d6i twong trong cht mang
dugc dung. Thong thuong, luong mubi dugc dung thich hop dugc st dung trong cong
thirc dé dua ra cong thic déng trwong. Vi du vé chit mang duoc dung bao gébm nuéc
mudi, dung dich Ringer va dung dich dextrose. B§ pH cua dung dich t6t nhat 13 tir khoang
5 dén khoang 8, va t6t nhit 12 tir khoang 7 dén khoang 7,5. Céc chit mang khéac bao gdm
cac ché phdm giai phéng duge duy tri lién tuc nhu ma trn ban than cta polyme ky nudc
ran c6 chira khang thé, ma tran & dang vat c6 hinh dang, vi du, mang, liposome hodc vi
hat. RS rang v6i nhitng ngudi ¢ hiéu biét trong linh vuc k¥ thuat rang chit mang nhat
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dinh c6 thé thich hop hon, vi du, tily theo dudng ding va ndng do khang thé duoc su
dung.

Céc khang thé c6 thé duoc sir dung cho ddi twong, bénh nhan hoic té bao bang cach
tiém (vi du: tiém tinh mach, tiém mang bung, tiém dudi da, tiém bép) hoic bang cac
phwong phap khac nhu truyén dich dé dam bao dua né vio dong mau duéi dang hiéu qua.
Céc khang thé ciing c6 thé dwoc ding bang cac dudng trong khéi u hoic quanh khéi u, dé
phat huy tac dung diéu tri tai chd cling nhu toan than. Tiém tai chd hoic tiém tinh mach

duoc uu tién.

Lidu luong va lich trinh hiéu qua dé ding cic khang thé c6 thé dwgc xac dinh theo
kinh nghiém va viéc dua ra nhitng quyét dinh nhu vay 13 thudc k§ ning trong linh vuc k¥
thuat. Nhitng ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc k§ thuat s& hidu rang lidu lugng khéng thé
phai duoc st dung s& khac nhau tiy thudc vao, vi du, d6i tuong s& nhan khang thé, duong
dung, loai khang thé cu thé dugc s dung va céc loai thudc khac dugc st dung. Liéu
khang thé thong thudng hang ngay dwoc sit dung mot minh cé thé nam trong khoang tir
khoang 1 pg/kg dén 100 mg/kg trong lugng co thé tré 1én mdi ngay, tiy thudc vao cic
yéu t6 dugc @& cap ¢ trén. St dung khang thé tSt hon 13 dé didu tri bénh bach cau dong
tay cép tinh, ung thu vu, ung thu biéu md té bao dudng mat, bénh bach cau lympho bao
man tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tii mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung
thu da day thuc quan, ung thu biu mé té bao gan, ung thu biéu mo té bao vay ving dau
cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thw phdi khong phai té bao nhé, ung
thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu
bidu mé t& bao than, ung thu phdi té bao nho, ung thu biéu mo bang quang va ung thu ndi
mac tir cung, hiéu quéa cua khang thé tri liéu ¢6 thé dugc danh gia theo nhidu cach khéac
nhau d3 biét v6i ngudi ¢ hiéu biét linh vuc. Vi du, kich thuéc, s6 lugng va/hodc phan
phdi ung thu trong déi twong duge diéu tri c6 thé dwoc theo ddi biang cac k§ thuat hinh
anh khdi u tiéu chudn. Khang thé duoc dung 1am lidu phép ngan chin sy phat trién coa

khoi u, dan dén su co rut cia khoi u va/hodc ngan ngira sy phat trien cta cac khoi u méi,
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50 v6i tién trinh bénh sé& xay ra khi khong c6 khang thé, 13 khang thé hiéu qua trong diéu

tri ung thu.

Khia canh khéc ctia séng ché 1a d& xudt phuong phép san xuét thu thé t€ bao T hoa
tan (STCR) nhén ra phirc hop peptit-MHC dic hiéu. Céc thu thé té bao T hoa tan nhu vay
c6 thé duoc tao ra tir cac dong té bao T dac hiéu, va ai luc cia ching c6 thé dugc tang 1én
bing cach giy dot bién nhim vao cac ving xac dinh tinh bd khuyét. Vi myc dich lya
chon thu thé t& bao T, c¢6 thé st dung hién thi thyc khuan thé (US 2010/0113300, (Liddy
et al., 2012)). Véi muc dich 6n dinh cac thu thé t& bao T trong qué trinh hién thi thuc
khuén thé va trong truong hop str dung thue té 1am thudc, chudi alpha va beta c6 thé dugc
lien két, vi du: béi céc lién két disulfide khong tw nhién, céc lién két cong héa tri khac
(thu thé té bao T chudi don) hodc béi cac mién nhi tring hoa (Boulter et al., 2003; Card et
al., 2004; Willcox et al., 1999). Thu thé t& bao T c6 thé duoc lién két véi cac doc td,
thude, cytokine (xem, vi du, US 2013/0115191) va cac mién tuyén chon céc té bao chip
hanh nhu mién anti-CD3, v.v., d thuc hién c4c chirc ning cu thé trén cac té bao muc tiéu.
Hon nita, né c6 thé dwgc biéu hién trong cac té bao T duoc st dung dé chuyén vao dbi
twong nh4n. Thong tin khac c6 thé thiy trong WO 2004/033685A1 va WO
2004/074322A1. Két hop ciia cac sTCR duge mo ta trong WO 2012/056407A1. Cac
phwong phap san xuat khac duge boc 16 trong WO 2013/057586A1.

Ngoai ra, cac peptit va/hoac cac TCR hodc khang thé hodc cac phan tir lién két khac
theo sang ché c6 thé dwoc st dung dé xac minh chan doan ciia nha nghién ctru bénh ung

thu dya trén méu sinh thiét.

Céc khang thé hoic TCR ciing c6 thé dugc st dung dé xét nghiém chén doan in
vivo. N6i chung, khang thé dugc danh déu bing radionucleotit (chang han nhu 'In, *Tc,
14C, BIT 3, 32P hogc 35S) dé khdi u c6 thé dwoc dinh vi biang cach sir dung phuwong phap
mién dich. Trong mét phuong an, cac khang thé hodc cac phan doan cua chung lién Kkét
v6i cac mién ngoai bao cua hai hoac nhiéu dich cta protein dugc chon tir nhém bao gém

cac protein n6i trén va gia tri &i luc (Kd) nhé hon 1 x 10pM.
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Céc khang thé dé st dung chin doan c6 thé duge danh déu bang cac dau do phu hop
@& phat hién bing cac phwong phap chan do4n hinh anh khac nhau. Cac phwong phap phat
hién dau do bao gdm, nhung khong giéi han &, huynh quang, 4nh sang, déng tiéu va kinh
hién vi dién tir; hinh 4nh cong huéng tir va quang phd; phép nghiém huynh quang, chup
cét 16p vi tinh va chup cét 16p phat xa positron. Cac dau do thich hgp bao gdém, nhung
khong gi6i han &, floresxein, rodamin, eozin va cic chat huynh quang khéc, dong vi
phoéng xa, vang, gadolini va céc lantanit khac, st thuan tir, flo-18 va cac hat nhan phéng
xa phét positron khac. Ngoai ra, cac dau do c6 thé 13 hai hodc da chitc ning va c6 thé phat
hién dugc bing nhidu hon mét phwong phap duogc liét ké. Cac khang thé nay c6 thé duge
danh diu truc tiép hodc gian tiép bang cac miu do dd néu. Viéc gin cac dau do vao khang
thé bao gdm gin cong hoa tri dau do, két hop dau do vao khang thé va gin cong hoéa tri
hop chit tao chelat dé gén v6i ddu do, trong sd nhitng chét khac d3 dugce cong nhan trong
linh vuc nay. Déi v6i hda md midn dich, mau md bénh c6 thé twoi hoic dong lanh hodc cb
thd dugc nhung vao parafin va ¢é dinh bang chit bao quan nhu formalin. Phan ¢é dinh
hodc phan nhiing chira mau dugc tiép xtic véi khang thé so cip duge danh ddu va khang
thé tht cdp, trong d6 khang thé nay dugc st dung dé phat hién sy biéu hién cia cac

protein tai chd.

Khia canh khéc cua sang ché bao gdm phwong phép in vitro dé tao ra té bao T duge
hoat héa, phuong phap niy bao gdm viéc cho té bao T tiép xtic in vitro véi cac phan tir
MHC cua ngudi duge nap khang nguyén dwoc biéu hién trén bé mit clia té bao trinh dién
khang nguyén thich hop trong mot khoang thoi gian da dé kich hoat té bao T theo cach
thite dic hiéu vé6i khang nguyén, trong d6 khang nguyén 1a peptit theo sang ché. Tt hon
12 sir dung lugng khang nguyén vira dii v6i té bio trinh dién khéng nguyén.

Tt hon 1a té bao cia dong vat c6 vi thiéu hodc c6 mirc hodc chirc ning cia chit van
chuyén peptit TAP giam. Céc té bao thich hop thiéu chat van chuyén peptit TAP bao gom
té bao T2, RMA-S va Drosophila. TAP 13 chét van chuyén két hop véi qua trinh xir 1y
khang nguyén.
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Dong t& bao thiéu hut tai peptit & ngudi T2 c6 san tr American Type Culture
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA theo Catalog No
CRL 1992; dong t& bao Drosophila Schneider 2 c6 san tir ATCC theo Catalog No CRL
19863; dong té bao RMA-S clia chudt dugec mo ta trong tai liéu Ljunggren va cong su.

(Ljunggren and Karre, 1985).

Tét hon 1a truée khi chuyén nap, té bao chit v& co ban khong biéu hién phan tir
MHC 16p I ndo. T8t hon 14 t& bao kich thich ciing bidu hién phan tr quan trong dé cung
cp tin hidu ddng kich thich cho té bao T, ching han nhu bat ky B7.1, B7.2, ICAM-1 va
LFA 3. Trinh ty axit nucleic ciia nhidu phan tir MHC 16p I va ctia cAc phan tir dong kich
thich dugc cong bd cong khai tir co s dit liéu GenBank va EMBL‘.

Trong truong hop epitope MHC 16p I dugce sit dung nhue mot khang nguyén; té bao
T 12 t& bao T duong tinh CDS.

Néu té bao trinh dién khang nguyén duoc chuyén nap dé biéu hién epitope nhu vay,
thi t6t hon 1a t& bao bao gdm vecto bidu hién c6 kha niang biéu hién peptit chira ID ID

SEQ sé: 1 ¢én ID SEQ s6: 101 hodc trinh tu axit amin bién thé ciia chiing.

Mot sb phuong phap khac co thé duoc st dung dé tao ra céc té bao T in vitro. Vi du,
té bao lympho tham nhiém khéi u tu than c6 thé duoc st dung trong viéc tao ra CTL.
Plebanski va cong su (Plebanski et al., 1995) da sir dung céac té bao lympho méau ngoai vi
tu than (PLB) dé didu ché céc t& bao T. Hon nira, c6 thé san xuit cac té bao T tu than
bang cach tao xung cac té bao dudi gai v6i peptit hodc polypeptit, hodc thong qua lay
nhidm virus tai t& hop. Ngoai ra, té bao B ¢6 thé dugc st dung dé san xuét t& bao T tu
than. Ngoai ra, cac dai thuc bao dugc xung véi peptit hodc polypeptit, hodc bi nhiém virus
tai tb hop, co thé duogc st dung dé diéu ché cac té bao T tu than. S. Walter va cong su
(Walter et al., 2003) mo ta qué trinh mdi in vitro cua té bao T bang cach st dung cac té
bao trinh dién khang nguyén nhan tao (aAPC), day ciing 13 mét cach thich hop dé tao ra té
bao T dbi lai peptit dugc lya chon. Trong sadng ché nay, cac aAPC duogc tao ra béng cach

ghép céac phtc hop MHC:peptit d dugc tao véi bé mit cia cac hat polystyren (vong vi
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hat) bing héa sinh biotin: streptavidin. Hé thdng ndy cho phép kiém soat chinh x4c mat
d6 MHC trén aAPC, cho phép chon loc cac dap Ung té bao T dic hiéu khang nguyén i
luc cao hodc thip kich thich véi hidu qua cao tir cic miu mau. Ngoai phic hop
MHC:peptit, cic aAPC nén mang cac protein khac cé hoat tinh ddng kich thich nhu
khéang thé khang CD28 duoc ghép trén bé mat ciia chung. Hon nita, cac hé thong dua trén
cac aAPC nhu vy thudng yéu cdu bd sung cac yéu té hoa tan thich hop, e. g. cytokine,
nhu interleukin-12.

Té bao di sinh ciing c6 thé duge st dung trong viée diéu ché t& bao T va phuong
phap duoc md ta chi tiét trong WO 97/26328, dugc dwa vao day dé tham khao. Vi du,
ngoai t& bao Drosophila va té bao T2, cac té bio khac c6 thé dugc st dung dé trinh dién
khang nguyén nhu t& bao CHO, té bao con tring nhiém baculovirus, vi khuin, nAm men
va té bao dich bi nhim bénh dau mua. Ngoai ra, virus thuc vat cé thé dugc st dung (vi
du, Porta va cong su (Porta et al., 1994) mo ta su phat trién cta virus kham ciy dau diia

nhu hé thdng ning suit cao dé trinh dién c4c peptit ngoai lai.

Céc té bao T d3 dwoc hoat hoa chdng lai truc tiép cac peptit theo sang ché rat hitu
ich trong liéu phap. Do d6, khia canh khac cta sang ché @& xuat cac té bao T da hoat hoa

¢6 thé thu dugc bing cac phuong phap néu trén theo sang ché.

Céc té bao T duoc hoat héa, duoc tao ra boi phwong phap trén, s& nhan ra mot cach
¢6 chon loc t& bao biéu hién bat thudng polypeptit chira trinh tyr axit amin 13 ID SEQ s6 1
dén ID SEQ s6 101.

Tét hon 13 t& bao T nhan ra té bao bang cach twong tic thong qua TCR cua né véi
phtrc hop HLA/peptit (vi du: lién két). Té bao T rét hiru ich trong phuong phép tiu diét
c4c té bao dich & bénh nhan ma t& bao dich biéu hién bit thudng polypeptit bao gom trinh
tu axit amin theo sang ché, trong d6 bénh nhan dugc dung mot ) lugng té bao T d3 hoat
héa hiéu qua. Cac té bao T dugc st dung cho bénh nhén cé thé cé nguén géc tir bénh
nhan va duoc hoat héa nhu md ta ¢ trén (tirc 1a ching 1a cac té bao T tu than). Ngoai ra,

cac té€ bao T khong phai tir bénh nhan ma 13 tr mdt c4 nhan khéc. Tat nhién, wu ti€n néu
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c4 nhan 12 mot c4 thé khoe manh. "C4 nhan khoe manh" theo sang ché c6 nghia 14 c4 nhan
d6 no6i chung c6 stec khoe tét, tot nhat 1a c6 hé thdng mién dich tot va tét hon nita 1a

khong méic bat ky bénh nao c6 thé dé dang kiém tra va phat hién.

in vivo, cac té bao dich cho cac tébao T duong tinh CD8 theo sang ché ¢6 thé 13 té
bao cua khéi u (d6i khi bidu hién MHC 16p II) va/hoic té bao co chat xung quanh khéi u
(t& bao khdi u) (d6i khi ciing biéu hién MHC 16p II; (Dengjel et al., 2006)).

Té bao T theo sang ché c6 thé duoc sir dung 1am cac thanh phan hoat tinh ctia ché
phdm diéu tri. Do d6, sang ché ciing dé xuit phuong phép tiéu diét té bao dich & bénh
nhan ma té bao dich biéu hién bat thudng polypeptit bao gém trinh tyr axit amin theo sang
ché, phuong phap ndy bao gom viéc dua vao bénh nhan mot s6 lugng té bao T hidu qua

nhu da dinh nghia ¢ trén.

“Biéu hién bét thuong”, theo sang ché ciing c6 nghia 14 polypeptit dugc biéu hién
qua mirc so v6i mirc biéu hién trong cdc md binh thudng hodc gen im l3ng trong md ma
tir 46 khéi u dwoc phan phéi nhung trong khdi u, né duge biéu hién. “Biéu hién qué mirc”
theo sang ché ¢ nghia 13 polypeptit c6 mat & mirc gip it nhat 1,2 1an so v6i mic c¢6 mit
trong md binh thudng; t6t nhét 13 it nhat gép 2 14n, va tét hon nita 13 it nhat gép 5 14n hogc

10 14n murc c6 mit trong md binh thudong.

Céc t& bao T ¢6 thé thu dugc biang cac phuwong phap di biét trong linh vurc nay, vi
du: nhitng mo ta & trén.

Phuong thtc cho cai goi 14 chuyén tiép nhan té bao T niy da dugc biét dén trong
linh vuc nay. Cac danh gia c6 thé dugc tim thy trong: Gattioni va cong sy va Morgan va
cong su (Gattinoni et al., 2006; Morgan et al., 2006).

Khia canh khac ctia sang ché bao gém viéc str dung cac peptit dugc tao phirc véi
MHC d8 tao ra thu thé t& bao T c6 axit nucleic dugc tich dong va duge dwa vao té bao
chi, t&t hon 12 té bao T. Té bao T da dugc thiét ké nay sau do c6 thé dugc chuyén cho

bénh nhan dé diéu tri ung thur.
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B4t ky phan tir ndo theo sang ché, tirc 12 peptit, axit nucleic, khang thé, vecto biéu
hién, té bao, té bao T dugc hoat hoa, thu thé t& bao T hodc axit nucleic m3 héa n6, déu
hitu ich cho viée didu tri cac rdi loan, dic trung béi cac té bao thoat khéi dap tng mién
dich . Do d6, bt ky phan tir ndo theo sang ché déu c6 thé duge st dung 1am thudc chira
bénh hoic san xuét thudc chira bénh. Phan tir c6 thé duoc sir dung boi chinh né hoic két

hop véi (cac) phan tir khac theo sang ché hodc (c4c) phan ti da biét.
Sang ché con huéng dén bd kit bao gom:

(a) vat chira chira ché phim dugc pham nhu mé td & trén, & dang dung dich hodc &

dang dong kho;

(b) tuy y vat chira thr hai chira chét pha lo3ng hosc dung dich hoan nguyén cho

cong thure dong khd; va

(c) tuy ¥, hudéng dan (i) sir dung dung dich hoic (ii) hoan nguyén va/hodc sir dung
cong thire dong kho.

Bo kit ¢6 th con bao gdm mét hodc nhiéu (iii) chit dém, (iv) chét pha lodng, (v) bd
loc, (vi) kim tiém hodc (v) dng tiém. Vat chira t6t hon 1a chai, lo, ng tiém hogc dng
nghiém; va c6 thé 13 vat chira nhidu cong dung. Ché pham dugce phim tét hon 1a dugc
dong kho.

B kit theo sang ché t5t hon 13 bao gém cong thirc dong kho theo séng ché trong vat
chira phit hop va cac huéng din hoan nguyén né va/hodc st dung nd. Cac vat chira thich
hop bao gdm, vi du, chai, lo (vi du: 1o hai ngin), 6ng tiém (chang han nhu éng tiém hai
buéng) va 6ng nghiém. Véat chira cé thé duoc tao ra tir nhiéu loai vét liéu khac nhau nhu
thuy tinh hoac chét déo. Tt hon 12 bd kit va/hodc vét chita chira huéng dan vé hodc duge
lién két v&i vat chira ma chi ra hudng hodn nguyén va/hodc st dung. Vi dy, nhan ¢ thé
chi ra ring cong thirc dong khé phai dugc hoan nguyén dén ndng do peptit nhu mo ta &
trén. Nhin c6 thé cho biét thém ring cong thirc nay hiru ich hoic duge dung dé tiém dudi
da.
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VAt chtra gift cong thirc c6 thé 13 lo ding dwoc nhiéu lan, cho phép téi st dung (vi
du, tr 2-6 1an dung) cong thirc da hoan nguyén. Bé kit con c6 thé bao gdm vat chira tha

hai chira chét pha logng thich hop (vi du, dung dich natri bicacbonat).

Khi tron chit pha lodng va cong thirc dong kho, ndng do peptit cudi cling trong cong
thitc d hoan nguyén tot hon 14 it nhit 0,15 mg/mL/peptit (= 75 pg) va t6t hon 1a khong
qua 3 mg/mL/peptit (= 1500 pg). B kit co thé con bao gdm céc vat liéu khac mong mubn
tir quan diém thuong mai va ngudi ding, con bao gdm cac chét dém, chat pha lodng, bd

loc, kim tiém, dng tiém va bao bi kém theo t& huéng dan sir dung.

B kit theo sang ché c6 thé c6 vét chira duy nhit chira cong thirc ché pham duoc
‘phidm theo sang ché c6 hodc khong c6 cac thanh phan khéc (vi du, cac hop chat khic hozic
ché phim dwoc phim cta cac hop chét khac nay) hodc 6 thé c6 vat chira riéng biét cho

ting thanh phan.

Tét hon 13, bd kit theo sang ché bao gdm cong thirc theo sang ché dugc déng goi dé
stt dung két hop véi viée st dung ddng thoi hop chit thir hai (ching han nhu ta chét (vi du
GM-CSF), tac nhan héa tri lidu, san phdm ty nhién, hoocmon hodc chét déi khang, chét
Gic ché hodc chét chéng hinh thanh mach, chat gy chét theo chuong trinh hodc chét thai
kim loai ning) hodc ché phim duoc phdm cua ching. Cac thanh phan clia bg kit c6 thé
dugc tao phuc trude hodc mdi thanh phén c6 thé dugc chua trong vat chira riéng biét
true khi dung cho bénh nhan. Céc thanh phéan cia bd kit ¢6 thé duoc cung cip trong mot
hodc nhiéu dung dich 16ng, tét nhét 13 dung dich nuéc, tét hon 13 dung dich nuéc vo
trung. Céc thanh phan cua bd kit cling c6 thd dugc cung cAp du6i dang chét rin, c6 thé
duoc chuyén thanh chit 1ong bang cich bd sung cac dung mai thich hop, tét hon 14 dwoc
cung cap trong vat chira riéng biét khac.

Vit chtra ctia bd dung cu didu tri c¢6 thé 12 lo, dng nghiém, binh, chai, dng tiém hodc
bat ky phwong tién nao khac dé chira chét ran hogc chat 1ong. Thong thudng, khi c6 nhidu
hon mot thanh phﬁn, bd kit s& chira 1o thi hai hodc vat chira khac, cho phép dinh lugng

riéng biét. Bo kit ciing ¢6 thé chira vat chira khac cho chét long duge dung. Tt hon 13, bo
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kit diéu tri s& chira thiét bi (vi du, mét hodc nhidu kim tiém, dng tiém, dng nhé giot, pipet,

v.v.), cho phép str dung céc tac nhin theo sang ché 13 thanh phan cua b kit ny.

Cong thirc hién tai 13 cong thirc pht hgp @ dung cc peptit bang bat ky duong dung
nao duoc chip nhan nhu udng (dudng rudt), nho mii, tra mat, tiém dudi da, trong da,
tiém bép, tiém tinh mach hodc qua da. Tét hon 13 dudng ding 14 s.c. va tot nhat 13 dudng

dung 1.d. c6 thé bang bom truyén.

Vi céc peptit theo sang ché dugc phéan lap tir bénh bach cau dong tuy cip tinh, ung
thu v, ung thu bidu mo té bao duong mat, bénh bach cau té bao lympho man tinh, ung
thu dai truc trang, ung thu tai mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day
thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu bidu mo té bao vay vung du va cd, khoi
u 4c tinh, ung thu hach khéng Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu
budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu
md té bao than, ung thu phdi té bao nhé, ung thu bang quang tiét niéu, ung thu ndi mac tir
cung, dugc phém theo sang ché t6t hon 13 duogc st dung dé diéu tri bénh bach cau dong
tay cAp tinh, ung thu vi, ung thu biéu mo té bao dudng mat, ung thu bach cau té bao
lympho man tinh, ung thu dai tryc trang, ung thu tii mat, u nguyén bao dém, ung thu da
day, ung thu da day thuc quan, ung thu bidu mo té bao gan, ung thu bidu mo té bao vay
ving dau va cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phéi khong phai té
bao nhé, ung thu budng trimg, ung thw thuc quéan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién
liét, ung thu biéu md té bao than, ung thu phéi té€ bao nho, ung thu bang quang tiét niéu,

ung thu ndi mac tr cung.

Sang ché con dé& cip dén phuong phéap san xuét duge phidm duge cd nhan hoa cho
ting bénh nhan bao gém san xuét ché phém duoc phém chura it nhit mot peptit dugc chon
tr kho TUMAP dugc sang loc trude, trong do6 it nhét mot peptit dugc st dung trong ché
phém duoc phém duoc chon dé phu hop véi tiung bénh nhan. Trong mot phuong an, ché
phim duoc phdm 13 vicxin. Phuwong phap nay ciing c6 thé dugc thich img dé tao ra cac
dong té bao T cho cac tng dung sau, chéng han nhu phan 13p TCR hodc khéng thé hoa tan

va céc lwa chon diéu tri khéc.
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“Dugc pham dugc ca nhan hoa” c6 nghia 1a cac liéu phap dugc dicu chinh cu thé
cho mdt bénh nhan riéng 1é s& chi dugc st dung dé di€u tri cho riéng bénh nhan do, bao
gdm vacxin ung thu dugc cd nhén hoa tich cuc va cac ligu phép t€ bao tiép nhén sir dung

moO bénh nhan tu than.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit "kho" s& chi m§t nhdm hodc tap hop cac peptit
d3 duge sang loc truée vé kha ning gdy mién dich va/hodc biéu hién qua mirc trong mot
loai khéi u cu thé. Thuat ngit “kho” khong nhim ngu ¥ rang cc peptit cu thé ¢c6 trong
vécxin d3 duoc san xuét trude va bao quan trong co s& vat chét, mic du kha ning d6 di
duoc du tinh. Dy kién rd rang ring céc peptit ¢6 thé duoc san xuat de novo cho ting loai
vécxin dugc san xuét riéng 1¢ hodc ¢o thé dwgc san xuét trude va bao quan. Kho (vi dy, &
dang co s¢ dir liéu) bao gdm cac peptit lién quan dén khdi u duoc biéu hién qua muic &
miurc cao trong mo khéi u cia bénh nhan bénh bach cau dong tuy ce"lp tinh, ung thu v, ung
thu biéu mo té bao duong mat, bénh bach cau té bao lympho man tinh, ung thu dai truc
trang, ung thu ti mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung
thu biéu mé t& bao gan, ung thu biéu md té bao vay ving dau va cb, khéi u 4c tinh, ung
thu hach khong Hodgkin, ung thu phéi khong phai té bao nho, ung thu budng trimg, ung
thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu md té bao than, ung
thu phéi té bao nho, ung thu biéu md bang quang tiét niéu va ung thu ndi mac t cung véi
céc alen HLA-A HLA-B va HLA-C khéc nhau. N6 c6 thé chira cic peptit MHC 16p I va
MHC 16p II hoic cac peptit MHC 16p I duge kéo dai. Ngoai céc peptit lién quan dén khéi
u dugc thu thip tir cic md bénh bach cau dong tiry cép tinh, ung thu vi, ung thu biéu mo
té bao dudng mat, bénh bach cau lympho bao man tinh, ung thu dai tryc trang, ung thu tai
mét, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo té
bao gan, ung thu biéu mé t& bdo vay ving ddu cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong
Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thyc quan,
ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu md té bao than, ung thu phdi té
bao nhd, ung thu biéu md bang quang va ung thu ndi mac tir cung, kho c6 thé chira cac
peptit danh ddu HLA-A * 02, HLA-A * 01, HLA-A * 03, HLA-A * 24, HLA-B * 07,
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HLA-B * 08 va HLA-B * 44. Céc peptit ndy cho phép so sanh mirc d6 mién dich té bao T
do cac TUMAP gy ra theo cach dinh lwgng va do d6 cho phép rit ra két luan quan trong
v& kha ning cta vicxin trong viée tao ra cac dap ung chdng khéi u. Thir hai, chiing hoat
dong nhu céc peptit kiém soat dwong tinh quan trong c6 ngudn gbc tir khang nguyén
“khong phai ty than” trong truong hop khong quan st thay bat ky dép g nao ca té bao
T do vécxin gay ra v6i cac TUMAP cé ngudn gdc tir khang nguyén “tu than” & bénh
nhan. Va thir ba, né cé thé cho phép rat ra két luan, lién quan dén tinh trang kha ning

mién dich cua bénh nhan.

Céc TUMAP cho kho duge x4c dinh bang cach sir dung phwong phap tiép cén b
gen chirc ning tich hop két hop phén tich biéu hién gen, khéi phd va mién dich té bao T
(XPresident ®). Phuong phap nay dam bao ring chi cic TUMAP thuc sy hién dién trén
mot ty 16 phan trim khdi u cao nhung khong hodc chi biéu hién rat it trén md binh thuong,
méi duoc chon dé phan tich thém. Pé lva chon peptit ban dau, cAc miu bénh bach cau
dong tay cAp tinh, ung thu vi, ung thu biéu mo té bao dudng mat, bénh bach cau lympho
bao man tinh, ung thu dai tryc trang, ung thu tui méat, u nguyén bao dém, ung thu da day,
ung thu da day thuc quéan, ung thu bidu mé té bao gan, ung thu bidu md té bao vay ving
dAu cd, khéi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phéi khong phai té bao nhd,
ung thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung
thu bidu m6 t& bao than, ung thu phdi té bao nho, ung thu biéu md bang quang va ung thu
ndi mac tir cung tir bénh nhan va mau tir nhitng nguoi cho khoe manh dugce phén tich theo

phuong thirc tirg budc:
1. C4c phéi tir HLA tir vat liéu 4c tinh duoc xac dinh bang phwong phap khdi phd

2. Phan tich biéu hién axit ribonucleic thong tin (mARN) trén todn bd gen dwgc st
dung dé xac dinh cac gen biéu hién qua mirc trong md 4c tinh (bénh bach cau dong tay
cép tinh, ung thu v, ung thu bidu mo t& bao duong mat, bénh bach cau té bao lympho
man tinh, ung thu dai tryc trang, ung thu tii mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung
thu da day thuc quan, ung thu bidu mo té bao gan, ung thu biéu mo té bao vay ving dau
va cb, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nho,
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ung thu budng tring, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung
thu biéu md t& bao than, ung thu phdi té bao nho, ung thw bidu md bang quang tiét niéu va

ung thur ndi mac tir cung dugc so sanh véi mot loat cac co quan va mo binh thuong.

3. Céc phdi tr HLA d3 x4c dinh dugc so sanh véi dit liéu biéu hién gen. Céc peptit
dugce trinh dién qué mirc hodc duoc trinh dién c¢6 chon loc trén md khéi u, tot hon 1a dugc
mi hoa bdi cac gen biéu hién chon loc hoic biéu hién qua mirc nhw dwgc phét hién &

budc 2 duge coi 1a tng vién TUMAP thich hop cho vécxin da peptit.

4. Nghién ctru tai liéu di dugc thyce hién dé xac dinh bang chimg bd sung hd trg sy

thich hop cua cac peptit dugce xac dinh 1a cac TUMAP

5. Su thich hop cta biéu hién qua mic & mic mARN dd duge x4c nhan bang cach
phat hién lai cac TUMAP dugc chon tir budce 3 trén mo khéi u va khong phat hién (hoic

khong thudng xuyén) trén cac mo khoe manh.

6. D& danh gia, liéu su gay ra cac dap tng ctia té bao T in vivo bdi cac peptit di chon
c6 thé kha thi hay khong, cac thir nghiém tinh gy mién dich in vitro d3 dugc thuc hién
bang cach sir dung té bao T clia ngudi tir nhitng ngudi cho khoe manh ciing nhu tir bénh
nhan bénh bach ciu dong tiy cip tinh, ung thu vi, ung thu biéu mo té bao duong mat,
bénh bach ciu té bao lympho man tinh, ung thu dai truc trang, ung thu tii mét, u nguyén
bao dém, ung thu da day, ung thu duong da day thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan,
ung thu biéu mé t& bio vay ving dau va cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin,
ung thu phéi khong phai t& bao nho, ung thu budng trimg, ung thu thuc quin, ung thu
tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu md té bao than, ung thu phéi té bao nho,
ung thu bidu mé bang quang tiét nidu va ung thu ndi mac tir cung.

Theo mot khia canh, cac peptit dugc sang loc trude vé kha ning gy mién dich trudc
khi dua vao kho. Theo cach vi du, va khéng giéi han, kha nang gay mién dich cua cac
peptit ¢6 trong kho dwgc x4c dinh bang phuong phép bao g0m mdi té bao T trong dng
nghiém thong qua céc 1an kich thich 13p lai cac t€ bao T CDS + tir nhitng ngudi cho khée
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manh vé&i cac té bao trinh dién khang nguyén nhan tao dugc tai phitc hgp peptit/MHC va
khang thé chéng CD28.

Phuong phap nay dugc wu tién cho cac bénh ung thu hiém gap va bénh nhan c6 biéu
hién hiém gip. Trai nguoc véi cac loai hdn hop nhiéu peptit ¢6 thanh phan ¢ dinh nhu
dugc phat trién hién nay, kho cho phép ghép phu hop cao hon dang ké gitra biéu hién thuc
té cua khang nguyén trong khéi u véi vicxin. Mot s6 peptit “cé san” dwogc chon loc duy
nhat hodc két hop s& duoc sir dung cho tirng bénh nhan theo phuong phap da muc tiéu. Vé
1y thuyét, cach tiép can dua trén viéc Iwa chon vi du 5 peptit khang nguyén khac nhau tir
thu vién gdm 50 s& din dén khoang 17 triéu ché phim san pham thudc (drug product -
DP) c6 thé c6.

Theo khia canh, céc peptit dugc chon dé dua vao vécxin dya trén tinh phu hgp cua
chung dbi vdi timg bénh nhan riéng 1¢ dya trén phuong phap theo sing ché nhu duoc md
ta & day hodc nhu bén dudi.

Dit lidu v& kidu hinh, phién m3 va petit cia HLA dugc thu thap tir vat lidu khéi u
ctia bénh nhan va cic mAu mau dé x4c dinh cac peptit phit hop nhét cho timg bénh nhan
¢6 chita TUMAP "kho" va bénh nhan-duy nhét (trc 12 bi dot bién). Céc peptit d6 s& duge
chon, dwgc biéu hién chon loc hoic qui mirc trong khéi u ctia bénh nhan va néu cé thé,
thé hién kha nang giy mién dich in vitro manh néu dugc thir nghiém véi cac PBMC riéng
1é ctia bénh nhan.

Tét hon 13, c4c peptit c¢6 trong vicxin duge xac dinh bang phuong phap bao gém: (a)
x4c dinh cac peptit lién quan dén khéi u (cic TUMAP) dugc trinh dién béi mAu khéi u tir
bénh nhan riéng 1¢; (b) so sanh cac peptit dugc xac dinh trong (a) v6i cac peptit cia kho
(co 8¢ dir liéu) nhu duge mo ta & trén; va (c) chon it nhit mét peptit tir kho (co s dit 1iéu)
trong quan v6i peptit lién quan dén khéi u duoc xac dinh & bénh nhan. Vi du: cc
TUMAP duoc trinh dién boi mAu khéi u duge xéc dinh boi: (al) so sanh dit lidu biéu hién
tr mAu khdi u véi dir 1iéu biéu hién tir mau mo binh thudng tuwong tng véi loai md cla

mau khoi u dé xac dinh cic protein dugc bi€u hién qua mic hodc dugc biéu hién bat
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thuong trong miu khdi u; va (a2) twong quan dit liéu biéu hién véi cac trinh tw cia cac
phéi tor MHC lién két vé6i cac phan tir MHC 16p I vi/hodc 16p II trong mau khdi u dé xac
dinh cac phéi tt MHC c6 ngudn gdc tir cac protein dugc khéi u biéu hién qua muc hoic
bét thuong. T6t hon 13, trinh tu cia cac phdi tr MHC dugc xac dinh bang cach rira giai
cc peptit lién két tir cac phan tr MHC dugc phan 1ap tir mAu khéi u va giai trinh tw cac
phdi tir d4 rira giai. Tt hon 14 1dy mau khéi u va m6 binh thudng tir cing mot bénh nhén.
Ngoai, hoac nhu sy thay thé cho, viéc lwa chon peptit bﬁng mo hinh tao kho (co s&
dit liéu), cac TUMAP ¢o thé duoc xac dinh trong bénh nhan de novo va sau dé dugc dua
va0 vacxin. Nhu mot vi du, cac TUMAP {mg vién ¢ thé duoc xac dinh ¢ bénh nhan bﬁng
(al) so sanh di liéu biéu hién tir mau khdi u véi dit liéu biéu hién tr mau mo binh thudng
tuong Gng v6i loai mod ciia mau khdi u @ xé4c dinh cac protein dugc biéu hién qua mic
hoic duge bidu hién bt thuong trong mau khdi u; va (a2) twong quan dit liéu bicu hién
vé6i cac trinh ty cta cac phdi tt MHC lién két v6i cdc phan tr MHC 16p I va/hodc 16p 11
trong mau khdi u dé x4c dinh cac phéi tt MHC c6 ngudn gdc tir cac protein dwoc khdi u
biéu hién qua muc hodc bét thudng. Mot vi du khéc, c4c protein c6 thé duge xac dinh c6
chira cac dot bién ma 13 duy nhit d6i v6i miu khéi u so v6i md twong Gmg binh thudng
cta tirmg bénh nhan va cdéc TUMAP c¢6 thé dugc x4c dinh nhim muc tiéu cu thé vao dot
bién. Vi du, bd gen cua khdi u va cia md binh thudng tuong tmg c6 thé dugc gidi trinh tw
bang giai trinh tw toan bd bd gen: dé phat hién ra cac dot bién khong dong nghia trong cic
vung ma hoa protein cia gen, ADN va ARN bd gen dugc chiét xuét tir cac mo khdi u va
ADN dong phoi bd gen binh thudong khong dot bién dugc chiét xuét tir té bao don nhan
méau ngoai vi (peripheral blood mononuclear cell-PBMC). Phuong phiap NGS dugc ap
dung chi giéi han trong viéc giai trinh tu lai cac vung ma hda protein (giai trinh ty lai
exome). VGi muc dich nay, ADN exonic tir mau ngudi duoc thu bf‘mg cach str dung bd kit
lam giau dich do nha cung cdp cung cép, sau d6 gidi trinh ty véi vi du: HiSeq2000
(Illumina). Ngoai ra, mARN cuia khdi u dwgc giai trinh ty dé dinh lugng truc tiép biéu
hién gen va xac nhan rﬁng cac gen dot bién dugc biéu hién trong khdi u cua bénh nhan.

Két quéa 13 hang tridu lan doc trinh ty duge xu ly thong qua céc thuat toan phan mém.
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Danh sach dau ra chia cac dot bién va biéu hién gen. Cac dot bién soma dic hiéu khéi u
dwoc xac dinh bing cach so sanh vdi cac bién thé dong phdi co ngudn gdc PBMC va duoc
wu tién. Sau dé, cac peptit dugce xac dinh de novo c6 thé dugc kiém tra kha niang sinh
mién dich nhu d3 mé ta & trén cho kho va cac TUMAP tng vién c6 kha ning gdy mién

dich pht hop dugc chon dé dua vao vécxin.

Theo mdt phuong an vi du, cic peptit co trong vécxin duge xac dinh bang cach: (a)
x4c dinh céc peptit lién quan dén khéi u (cic TUMAP) dugc trinh dién béi mau khéi u tir
tirng bénh nhan bang phwong phap nhu mé ta & trén; (b) so sanh cac peptit dugc xac dinh
trong a) véi kho peptit da dugce sang loc trude vé kha ning gy mién dich va su trinh dién
qué mc trong cac khdi u so v6i mo binh thudng twong tmg; (c) chon it nhat mot peptit tir
kho ma twong quan véi peptit lién quan dén khdi u duge xac dinh & bénh nhén; va (d) tuy
¥, chon it nhit mot peptit dwgc xac dinh de novo & () xac nhén tinh kha nang gy mién

dich cua nd.

Theo mot phuong 4n vi du, cac peptit c6 trong vicxin duge xac dinh bang cach: (a)
x4c dinh céc peptit lién quan dén khdi u (cac TUMAP) dugc trinh dién bsi mau khéi u tir
bénh nhan riéng 1&; va (b) chon it nhit mét peptit dwgc x4c dinh de novo & (a) va xac nhan
kha ning gy mién dich cta no.

Mot khi cac peptit cho vécxin dya trén peptit duge ca nhan héa duge chon, vacxin s&
dwoc san xuét. Tét hon 13 vécxin 13 cong thirc dang 1ong bao gdm céc peptit riéng 1¢ duoc
hoa tan trong khoang 20-40% DMSO, tét hon 14 khoang 30-35% DMSO, chang han nhu
khoang 33% DMSO.

Mai peptit duge dua vao san phim duge hoa tan trong DMSO. Nong d6 clia cac
dung dich peptit don 1& phai dugc chon tuy thudc vao s6 lugng peptit duoc dua vao san
pham. Cac dung dich peptit-DMSO don 1& dugc tron thanh cac phin bing nhau dé dat
dugc dung dich chtra tit ca cac peptit can c6 trong sin phim véi ndng d6 ~ 2,5 mg/ml

mdi peptit. Dung dich d3 tron sau d6 dugc pha lodng véi ti 1é 1: 3 bang nudc dé tiém dé
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dat ndng do 0,826 mg/ml mdi peptit trong 33% DMSO. Dung dich di pha loang dugc loc

qua mang loc v trung 0,22 um. Dung dich khéi luong cudi cung thu dugc.

Dung dich khéi lvgng cubi cung dwoc @6 day vao lo va bdo quan & -20°C cho dén
khi st dung Mot lo chira 700 pL dung dich, chira 0,578 mg mdi peptit. Trong s6 nay, 500
uL (khoang 400 pg mdi peptit) s& dwoc ap dung dé tiém trong da.

Ngoai viéc hitu ich cho viée diéu tri ung thu, cac peptit theo sang ché ciing hitu ich
trong viéc chan doan. Vi nhitng peptit ndy di dugc tao ra tlr cic té bao bénh bach ciu
dong tuy cép tinh, ung thu v, ung thu biéu mo té bao dudng mat, bénh bach cau lympho
bao man tinh, ung thu dai tryc trang, ung thu tii mat, u nguyén bao dém, ung thw da day,
ung thu da day thuc quan, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu biéu md té bao vay ving
dAu cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nhé,
ung thu budng trimg, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung
thu biéu mo té bao than, ung thu phdi t& bao nho, ung thu biéu md bang quang va ung thu
ndi mac t cung va vi d3 xac dinh dugc ring cAc peptit nay khong c6 hoic & muc thip
hon trong cdc mé binh thuong, nén cac peptit nay co thé duoc st dung dé chin doan sy

hién dién cua ung thu.

Sy hién dién cua céac peptit da dugc tuyén bd trén sinh thiét mé trong mau méu co6
thé hd trg bac si bénh hoc chin doan ung thu. Viéc phat hién mét s6 peptit nhat dinh bang
cac khang thé, khéi phd hodc cac phuong phéap khac di biét dén trong linh vuc ndy c6 thé
cho béc si bénh hoc biét ring mAu mb 13 4c tinh hodc bi viém hodc néi chung 1 bi bénh,
hodc ¢6 thé duge sir dung nhu du 4n sinh hoc cho bénh bach cau dong tay cép tinh, ung
thu vii, ung thu biéu mo té bao duong mat, bénh bach cau té bao lympho man tinh, ung
thu dai truc trang, ung thu tai mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu duong da
day thuc quéan, ung thu biéu md té bao gan, ung thu bidu mo té bao vay ving dau va cb,
khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu
buf‘)ﬂg tring, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién 1iét, ung thu biéu

md té bao than, ung thu phdi té bao nho, ung thu biéu mod bang quang tiét niéu va ung thu
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ndi mac tir cung. Sy hién dién cua cac nhom peptit co thé cho phép phéan loai hoac phan

loai nho cac mo bénh.

Viéc phat hién c4c peptit trén miu md bénh ¢ thé gitp dua ra quyét dinh vé lgi ich
cua cac liéu phap lién quan dén hé théng mién dich, dic biét néu té bao lympho T da biét
hodc dugce ky vong cé lién quan dén co ché hoat dong. M4t biéu hién MHC 12 mot co ché
dwoc mo ta rd rang ma theo d6 céc té bao ac tinh bi nhiém sé& thoat khéi sw giam sat mién
dich. Do d6, su hién dién cda cac peptit cho thiy rang co ché nay khong dugc cac té bao

dugc phan tich khai théc.

Céc peptit theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé phan tich dap tng cua té bao
lympho chdng lai cac peptit do, ching han nhu dap tng cta té bao T hodc dap ung cla
khang thé chdng lai peptit hoic peptit duge tao phirc v6i cac phan tt MHC. Céac déap ung
cta t& bao lympho nay c6 thé dugc sir dung 1am dau higu tién luong dé quyét dinh céac
bude didu tri tip theo. Cac dap ung ndy ciing ¢6 thé dugc sir dung nhu cac déu hiéu dap
tng thay thé trong céc phwong phép tiép can liéu phap mién dich nhim muc dich tao ra
cac dap umg cua té bao lympho bang cac phwong tién khac nhau, vi dy: tiém ching
protein, axit nucleic, vat li¢u tu than, chuyén nhén té bao lympho. Trong thiét 1ap liéu
phap gen, cac dép ung cia té bao lympho chdng lai cac peptit c6 thé dugc xem xét khi
danh gia cac tac dung phu. Theo ddi dép tng cta té bao lympho ciing c6 thé 13 cong cu cb
gi4 tri d8 kiém tra theo doi cAc lidu phéap cdy ghép, vi du: dé phat hién cac bénh md ghép
SO v6Gi vat cha va vat chd so véi mo ghép.

Sang ché s& duwoc mo ta trong cac vi du sau diy mo ta cic phuong an duge vu tién
ctia nd, va tham chiéu dén cac s liéu kém theo, tuy nhién, khong bi gi6i han & d6. Theo
muc dich clia sang ché, tAt ca c4c tai lidu vién dan nhu dwgc trich din & day dugc két hop

toan bd dé tham khao.

Fig. 1A dn Fig. 1F thé hién sy trinh dién qua mirc ciia cic peptit khac nhau trong
c4c md ung thu khac nhau (chdm den). Phan trén: cudng do tin higu MS trung binh tir cic

phép do 1ap lai k¥ thuat duoc v& bidu dd dudi dang cac dau chim cho mau binh thudng
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duong tinh HLA-A * 02 (chAm mau x4m, phan bén tréi ciia hinh) va cac mau khéi u
(chAm den, phan bén phai cua hinh) ma peptit dugc phat hién trén d6. Cac 6 hién thi phan
trdm trung binh, thir 25 va thr 75 cia cuong do tin hiéu chuin héa, trong khi rau kéo dai
dén diém dit liéu thp nhit vAn nim trong khoang t& phéan vi 1,5 (interquartile range -
IQR) cta phdn tu phia dudi va diém dir liéu cao nhit vAn ndm trong 1,5 IQR cuia phén tu
phia trén. Cac co quan binh thuong dugc sip xép theo loai nguy co (t& bao mau, mach
mau, ndo, gan, phdi: nguy co cao, chdm xam; co quan sinh san, vu, tuyén tién liét: nguy
co thap, chAm xam; tit ca cic co quan khac: nguy co trung binh; chidm x4m). Phan dudi:
tan sb phat hién peptit tuong dbi trong moi co quan dugc thé hién duéi dang biéu dd cot
séng. Céc con s bén dudi bang cho biét s6 lwgng miu ma peptit dugc phét hién trén tong
s6 mAu duge phan tich cho timg co quan (N = 440 dbi v6i mAu binh thuong, N = 490 d6i
v6i mAu khéi u). Néu peptit dd dugc phét hién trén mau nhung khong thé dinh lugng duoc
vi 1y do k¥ thuat, thi mu dugc dua vao biéu dién tin s phat hién nay, nhung khong ¢6
dAu chidm nao dugc hién thi & phan trén cua hinh. Cac mo (tir trdi sang phai): cac mau
binh thuong: té bao mau; mach mau; nio; tim; gan; phéi; bach ciu don nhén; té bao T;
mo md; tuyén thuong thén; 6ng mat; bang quang; tuy xuong; thuc quan; mét; tai mat; dau
cd; rudt gia; rudt non; than; hach bach huyét; day than kinh trung wong; diy than kinh
ngoai vi; tuyén tuy; tuyén can giap; phic mac; tuyén yén; mang phéi; co xuong; da; tuy
séng; lach; da day; tuyén giap; khi quan; nidu quan; vu; budng trimg; nhau thai; tuyén tién
liét; tinh hoan; tuyén tic; tir cung. Cac mAu khdi u: AML (bénh bach cau dong tiy cip
tinh); BRCA (ung thu vi); CCC (ung thw bidu mo té bao mat); CLL (bénh bach ciu
lymphocytic mén tinh); CRC (ung thu dai tryc trang); GBC (ung thu tai mat); GBM (u
nguyén bao dém); GC (ung thu da day); GEJC (ung thu da day-thuc quan); HCC (ung thu
biéu m6 té bao gan); HNSCC (ung thu bidu mé té bao vay ving dau va cb); MEL (khi u
4c tinh); NHL (ung thu lympho bao khong Hodgkin); NSCLCadeno (ung thu biéu mo
tuyén té bao phéi khong phai t& bao nho); NSCLC khac (miu NSCLC khong thé dugc
dinh 10 rang cho NSCLCadeno hoic NSCLCsquam); NSCLCsquam (ung thu phéi khong
phai t& bao nho té bao viy); OC (ung thu budng trimg); OSCAR (ung thu thyc quan);

PACA (ung thu tuyén tuy); PRCA (ung thu tuyén tién liét); RCC (ung thu biéu mo té bao
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than); SCLC (ung thu phéi té bao nho); UBC (ung thu biéu mé bang quang); UEC (ung
thu ndi mac tir cung). Fig. 1A) Peptit: KLLDFSTRI (ID SEQ s6: 1) Fig. 1B) Peptit:
ALLDVLVKL (ID SEQ sé: 2) Fig. 1C) Peptit: FLLVPSPIWQL (ID SEQ sb: 3) Fig. 1D)
Peptit: LVWEVVESV (ID SEQ sb: 5) Fig. 1E) Peptit: SLLDKLSGI (ID SEQ sé: 10).
Fig. 1F thé hién sy trinh dién qua mirc cla cic peptit khac nhau trong cic md ung thu
khéc nhau (chim den). Phan trén: cudng d6 tin hiéu MS trung binh tir cac phép do lap lai
k¥ thuat duoc v& biéu dd dudi dang cac d4u chdm cho mau binh thudong dwong tinh HLA-
A * 03 (dAu chAm mau x4m, phin bén trai cia hinh) va cac miu khdi u (chdm den, phan
bén phai cua hinh) ma peptit dwoc phat hién trén d6. Cac 6 hién thi phan trim trung binh,
tht 25 va tht 75 clia cudng do tin hiu chuin hoa, trong khi rdu kéo dai dén diém dit licu
thip nhat vin nam trong khoang t& phan vi 1,5 (interquartile range - IQR) cua phan tu
phia duéi va diém dit liu cao nhit vin nim trong 1,5 IQR ciia phan tu phia trén. Céc co
quan binh thudng dugc sip xép theo loai nguy co (t& bao mau, mach mau, n3o, gan, phdi:
nguy co cao, chim xam; co quan sinh san, vu, tuyén tién liét: nguy co thip, chim xam; tat
ca cac co quan khac: nguy co trung binh; chdm xam) . Phén phia dudi: tin s6 phat hién
peptit twong ddi trong moi co quan dugc thé hién dudi dang bidu dd cot sbng. Cac con s6
bén dué6i bang cho biét sé lugng miu ma peptit dugc phét hién trén téng s6 mau dugc
phan tich cho timg co quan (N = 36 dbi véi mAu binh thuong, N = 107 déi véi mau khoi
u). Néu peptit d dugc phat hién trén mau nhung khong thé dinh lwong dugc vi Iy do k¥
thuat, thi miu dugc dua vao biéu dién tin sé phat hién ndy, nhung khong c6 dau chim
nao dugc hién thi & phin trén cia hinh. Cac md (tir tréi sang phai) Cac miu binh thuong:
té bao mau; mach mau; ndo; tim; gan; phéi; tuyén thwong than; bang quang; tii mat; rudt
non; hach bach huyét; tuyén tuy; da; lach; khi quan. Cac mau khéi u: AML (bénh bach
ciu dong tuy cAp tinh); BRCA (ung thw vi); CCC (ung thu biéu mo té bao mat); CLL
(bénh bach cau lymphocytic man tinh); CRC (ung thu dai tryc trang); GBC (ung thu tdi
mat); GBM (u nguyén bao dém); GC (ung thu da day); HCC (ung thu biéu md t& bao
gan); HNSCC (ung thu biéu m6 té bao vay ving dau va ¢d); MEL (khéi u &c tinh); NHL
(ung thu lympho bao khong Hodgkin); NSCLCadeno (ung thu biéu mé tuyén té bao phoi

khong phai té bao nho); NSCLC khic (miu NSCLC khong thé duge dinh rd rang cho
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NSCLCadeno hodc NSCLCsquam); NSCLCsquam (ung thu phdi khong phai té bao nho
té bao vay); OC (ung thu budng tring); OSCAR (ung thu thuc quéan); PACA (ung thu
tuyén tuy); PRCA (ung thu tuyén tién liét); RCC (ung thu biéu md té€ bao than); SCLC
(ung thu phéi té bao nhé); UBC (ung thu biéu md bang quang); UEC (ung thu ndi mac tir
cung) Fig. 1F) Peptit: SLLGAATVEPPK (ID SEQ s6: 81; A*03).

Hinh 2A dén 2F thé hién so dd biéu hién vi du cia cic gen ngudn theo sang ché
dugc bidu hién qua mirc trong cic miu ung thu khac nhau. Céc mau khéi u (chim den) va
binh thudng (chidm x4m) dugce phan nhém theo co quan xuét xi. Cac db thi dang 6 va rau
thé hién gi4 tri FPKM trung binh, phn trim tht 25 va thir 75 () cling véi rau kéo dai dén
diém dit lidu thdp nhét vAn ndm trong khoang t& phan vi 1,5 (interquartile range - IQR)
ctia phan tu phia duéi va diém dit liéu cao nh4t van ndm trong 1,5 IQR cua phan tu phia
trén. Céc co quan binh thuong duoc sap xép theo danh muc rai ro. FPKM: c4c phan doan
trén mot kilobase trén mat tri€u 1an doc dugc anh xa. Cac mo (tir trai sang phai): cic mau
binh thuong: té bao mau; mach mau; ndo; tim; gan; phéi; mod mdJ; tuyén thuong than; ong
mat; bang quang; tdy xwong; thuc quan; mét; tai mat; dau cd; rudt gia; rudt non; than;
hach bach huyét; day than kinh ngoai vi; tuyén tuy; tuyén can giap; phiic mac; tuyén yén;
mang phdi; co xwong; da; lach; da day; tuyén giap; khi quan; niéu quan; vi; budng tring;
nhau thai; tuyén tién liét; tinh hoan; tuyén tc; tir cung. Cac mau khéi u: AML (bénh bach
cau dong tay cép tinh); BRCA (ung thu vii); CCC (ung thu biéu mo t& bao mat); CLL
(bénh bach cau lymphocytic man tinh); CRC (ung thu dai truc trang); GBC (ung thu tui
mat); GBM (u nguyén bao dém); GC (ung thu da day); HCC (ung thu biéu md té bao
gan); HNSCC (ung thu biéu md té bao vay ving du va c¢d); MEL (khdi u 4c tinh); NHL
(ung thu lympho bao khong Hodgkin); NSCLCadeno (ung thu bidu mé tuyén té bao phdi
khong phai té bao nho); NSCLC khac (mu NSCLC khong thé dwoc dinh rd rang cho
NSCLCadeno hoic NSCLCsquam); NSCLCsquam (ung thu phdi khong phai té bao nho
té bao vay); OC (ung thu budng trimg); OSCAR (ung thu thyc quan); PACA (ung thu
tuyén tuy); PRCA (ung thu tuyén tién liét); RCC (ung thu biéu m6 t& bao than); SCLC
(ung thu phéi t& bao nho); UBC (ung thu biéu md bang quang); UEC (ung thu ndi mac tir

114



43156 115/202

cung). Fig. 2A) ID Ensembl: ENST00000225964, Peptit: ALLDVLVKL (ID SEQ s6: 2)
Fig. 2B) ID Ensembl: ENST00000374472, Peptit: SLLDKLSGI (ID SEQ s6 10), Figure
2C) ID Ensembl: ENST00000617924, Peptit: FASERPPSV (ID SEQ s6: 33) Fig. 2D) ID
Ensembl: ENST00000603198, Peptit: YIYEDEVRL (ID SEQ sb: 39), Fig. 2E) ID
Ensembl: ENST00000420453, Peptit: AIWSTILIA (ID SEQ Sé: 43), Fig. 2F) ID
Ensembl: ENST00000473984, Peptit: IAISQLTFV (ID SEQ Sé: 65), Fig. 2G) ID
Ensembl ENST00000375105.7, Peptit: LLLALRLSL (ID SEQ s6: 64).

Fig. 3 thé hién két qua vi du vé dap ung té bao T CD8 + in vitro dc hiéu véi peptit
cua ngudi cho HLA-A * 02 + khée manh. Té bao T CD8 + dugc mdi béng cach su dung
cac APC nhan tao dugc phi mAb khang CD28 va HLA-A * 02 trong phitc hop véi peptit
ID Seq s6 102 (GLDPTQFRYV, mai peptit: POLA1-003) (A, bang trai) va ID Seq s6 103
peptit (SLVSYLDKYV, mi peptit: KRT16P-001) (B, bang bén trai). Sau ba chu ky kich
thich, viéc phét hién cac t& bao phan tmg véi peptit dwgc thyc hién bang cach nhudm da
phén tr 2D véi A * 02/ID Seq s6 102 (A) va A * 02/ID Seq s6 103 (B). Bang bén phai (A
va B) hién thi nhudm kiém sodt cac té bao dugc kich thich bang cac phitc hop peptit/A *
02/khdng thich hop. Té bao don con séng dugc kiém tra té bao lympho CD8 + Cong
boolean gitip loai trir cAc su kién dwong tinh gia duoc phat hién véi cac chét da phan tr
dic hiéu cho cac peptit khac nhau. Tan suét ctia da phan tir dc higu + t& bao trong s6 cac

té bao lympho CD8 + duoc chi dinh.

Fig. 4 thé hién két qua vi du vé déap ung té bao T CD8 + in vitro dic hiéu véi peptit
ciia ngudi cho HLA-A * 02 + khoe manh. Céc té bao T CD8 + dugc mdi bang cach s
dung tuong tmg cac APC nhén tao phi mAb khang CD28 va HLA-A * 02 trong phuc hop
v6i SeqID sé 18 peptit (KMMTFFQGL) (A, bang bén trai), ID Seq s6 68 peptit
(KLLADAFKYV) (B, bang bén trai), ID Seq s6 40 Peptit (FTLPFLVNL) (C, bang bén
trai), ID Seq s6 19 peptit (MLLPWLPKL) (D, bang bén trai) hoic ID Seq s6 48 peptit
(MLAEIHPKA) (E, bang bén trai). Sau ba chu ky kich thich, viéc phat hién cac té bao
phan g véi peptit duoc thuc hién bang cach nhuém da phan tir 2D véi A * 02/SeqID s6
18 (A), A * 02/ID Seq sb 68 (B), A * 02/ID Seq s6 40 ( C), A * 02/ID Seq s6 19 (D) hodc
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A * 02/ID Seq s6 48 (E). Bang bén phai (A, B, C, D va E) hién thi nhudm kiém soat cac
t& bao dugc kich thich bing cac phirc hop peptit/A * 02/khong thich hop. Té bao don con
séng dugc kiém tra té bao lympho CDS8 + Cong boolean gitp loai trir cac sy kién duong
tinh gia dugc phat hién véi cic chat da phan tir dic hiéu cho céc peptit khac nhau. Tan

suét ciia da phan tir dic hiéu + t& bao trong sb cac t& bao lympho CD8 + dugc chi dinh.
Vi du thie hién sang ché
Vidul:

Xac dinh va dinh luong cc peptit lién quan dén khéi u dugc trinh dién trén bé mit
té bao
Céac miu md

Céac m6 ung thu cua bénh nhén thu dugc tir: Asterand (Detroit, MI, My & Royston,
Herts, Anh); Bio-Options Inc. (Brea, CA, Hoa Ky); Geneticist Inc. (Glendale, CA, Hoa
Ky); Bénh vién Dai hoc Heidelberg (Heidelberg, Puc); ProteoGenex Inc. (Culver City,
CA, Hoa Ky); Tissue Solutions Ltd (Glasgow, Vuong quéc Anh); Bénh vién Pai hoc
Munich (Munich, Ptrc). Cac mo binh thuong duoc 14y tir Asterand (Detroit, MI, USA &
Royston, Herts, UK); Bio-Options Inc. (Brea, CA, Hoa Ky); BioServe (Beltsville, MD,
Hoa Ky); Capital BioScience Inc. (Rockville, MD, Hoa Ky); Centre for Clinical
Transfusion Medicine Tuebingen (Tiibingen, Pic); Geneticist Inc. (Glendale, CA, Hoa
K3); Pai hoc Y khoa tinh Kyoto (KPUM) (Kyoto, Nhat Ban); Dai hoc Thanh phé Osaka
(OCU) (Osaka, Nhat Ban); ProteoGenex Inc. (Culver City, CA, Hoa Ky); Tissue
Solutions Ltd (Glasgow, Vuong qudc Anh); Bénh vién Dai hoc Geneva (Geneva, Thuy
Si); Bénh vién Dai hoc Heidelberg (Heidelberg, Puc); Bénh vién Dai hoc Tibingen
(Tiibingen, Dc); Bénh vién Pai hoc Munich (Munich, D).

Vin ban ddng ¥ cla tit ca bénh nhan d4 duge dua ra trude khi phiu thuat hodc kham
nghiém tr thi. M6 dugc lam dong lanh glp ngay sau khi cat va dugc bao quan cho dén
khi phén 1ap cac TUMAP & -70°C hodc thap hon.

Phan 14p peptit HLA tir cic mau md
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Nhém peptit HLA tir cac mau mo dugc dong lanh glp thu duoc bang cach két toa
mién dich tir cac md ran theo quy trinh dugc stra d6i mot chut (Falk et al., 1991; Seeger
et al., 1999) sir dung khang thé dic hiéu HLA-A * 02 BB7.2, khang thé dic hidu HLA-A,
-B, C W6/32, khang thé dac hiéu HLA-DR 1243 va khang thé dic hiéu HLA DP B7/21,

sepharose dugc kich hoat b%mg CNBr, xtr 1y axit va siéu loc.
Phan tich khdi phd:

Céc nhém peptit HLA thu dugc dugc tach theo tinh ky nudc cia ching bang sic ky
pha nguoc (hé théng nanoAcquity UPLC, Waters) va cac peptit rira giai dugc phan tich
trong LTQ-velos va khdi phd lai hop nhét (ThermoElectron) dugc trang bi ngudn ESIL.
Céc nhém peptit duge nap truc tiép 1én cot vi mao quan silica dwgc nung chay phén tich
(75 pm i.d. x 250 mm) dugc dong goi bang vat liéu pha ngugc C18 1,7 um (nudc) ap
dung tbc d6 dong 400 nL mdi phut. Sau do, cac peptit dugc tach ra bang cach st dung
gradient nhi phan hai bu6c 180 phit tir 10% dén 33% B véi téc d6 dong 300 nL mdi phit.
Gradient bao gdbm dung méi A (0,1% axit fomic trong nuéc) va dung mdi B (0,1% axit
fomic trong axetonitril). Ong mao dan bang thuy tinh ma vang (PicoTip, New Objective)
duoc st dung dé dwa vao ngudn nanoESI. My khéi phd LTQ-Orbitrap duge van hanh &
ché @ phu thudc vao dit lidu bang cach st dung chién luge TOPS. N6i tém lai, chu ky
quét duoc bit diu bing viéc quét toan bd véi @ chinh xac khéi lwong cao trong orbitrap
(R = 30000), sau d6 1a quét MS/MS ciing trong orbitrap (R = 7500) trén 5 ion tién chat
ddi dao nhat véi sy loai trir dong ctia cac ion da chon trude do. Khdi phé song song dugc
SEQUEST giai thich & ty 1& phat hién sai cé dinh (q=0,05) va diéu khién thu cong bo
sung. Trong trudng hgp trinh tu peptit dd xac dinh 1a khong chéc chén, trinh tu nay dugc
x4ac nhin bd sung bing cach so sanh mAu phan doan peptit ty nhién dugc tao ra véi mau

phan doan cia peptit d6i chimg gidng hét trinh tw tong hop.

Pinh lugng LC-MS tuong débi khong danh diu dugc thuc hién béng cach dm ion,
tirc 12 bing cach chiét xuit va phan tich cac dic diém ciia LC-MS (Mueller et al., 2007).
Phuong phap gia dinh rang cac vung tin hiéu LC-MS cta peptit twong quan véi sy doi

dao ctia n6 trong mau. Cac tinh ning trich xuét duoc tiép tuc xit ly bang cach giai ma
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trang thai tich dién va can chinh thoi gian luu (Mueller et al., 2008; Sturm et al., 2008).
Cubi cung, tht ca cac dac diém cua LC-MS d3 duogc tham chiéu chéo vé6i két qua nhan
dang trinh tw dé két hop dit lidu dinh lwong ctia cic mAu va mo khac nhau thanh dc diém
trinh dién peptit. Di¥ lidu dinh lrong d3 dugc chuan hoa theo kiéu hai bac theo xu huéng
trung tAm dé tinh dén sy thay d6i trong c4c ban sao k¥ thuat va sinh hoc. Do d6 mdi peptit
dwoc x4c dinh ¢6 thé duoc lién két véi dit liéu dinh lwong cho phép dinh lugng twong dbi
gifta c4c mau va mo. Ngoai ra, tat ca dit lidu dinh lwgng thu dugc cho cac ng vién peptit
duge kiém tra thi cong dé dam bao tinh nhét quan cta dit liéu va xac minh tinh chinh x4c
cia phan tich tw dong. DSi v6i mdi peptit, két cdu trinh dién duogc tinh toan cho thiy trinh
dién mAu trung binh ciing nhu cac bién thé lap lai. Cac két cau nay dé cac mau bénh bach
cau dong tuy cép tinh, ung thu vi, ung thu biéu mé té bao dudng mat, bénh bach cau
lympho bao man tinh, ung thw dai truc trang, ung thu tii mét, u nguyén bao dém, ung thu
da day, ung thu da day thuc quan, ung thu bidu mo té bao gan, ung thu biéu mo té bao vay
ving dAu cé, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phéi khong phai té bao
nhd, ung thu buéng trimg, ung thu thyc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét,
ung thu biéu md té bao than, ung thu phdi té bao nho, ung thu biéu mod bang quang va ung
thw ni mac tir cung lidn k& véi cac mAu md binh thudng. Cac két cAu trinh dién ndy cua
cac peptit dugc trinh dién qua muc dugc thé hién trén Fig. 1. Sy trinh dién peptit trén cac

khéi u d6i véi cac peptit vi du duge thé hién trén bang 11.

Bang 11 thé hién sy trinh dién v& cac thuc thé ung thu khac nhau dbi véi céc peptit
dugc chon, va do d6 mirc do 1i€n quan cu thé cua céc peptit nhu d dé cap trong viéc chan
doan vi/hoic didu tri cic bénh ung thu nhu d3 chi ra (vi du: peptit ID SEQ s6 1 cho bénh
bach ciu dong tuy cdp tinh, ung thu dai truc trang, u nguyén bao dém, ung thu da day,
ung thu bidu mo6 té bao gan, ung thu biéu md t& bao vay vung dau cd, khdi u 4c tinh, ung
thu hach khong Hodgkin, ung thu phdi khong phai té bao nho, ung thu budng tring, ung
thu thuc quan, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té bao than, ung thu phdi té bao
nho, ung thu biéu moé bang quang va ung thu ndi mac t cung, peptid ID SEQ s6 2 cho

ung thu vii, ung thu dai tryc trang, ung thu tii mat, ung thu da day-thuc quan, ung thu
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bidu mo té bao vay ving dau cd, khdi u 4c tinh, ung thu hach khong Hodgkin, ung thur
phéi khong phai té bao nho, ung thu budng trirmg, ung thw thue quan, ung thu tuyén tuy,

ung thu phdi té bao nho, ung thu ndi mac tir cung).

Bang 11: Téng quan vé viéc trinh dién cac peptit lién quan dén khéi u duoc chon

theo sang ché trén céac thuc thé.

Dang ung thu: AML (bénh bach cau dong tay cép tinh); BRCA (ung thu vi1); CCC
(ung thu biéu mo té bao mat); CLL (bénh bach cau dong té bao lympho mén tinh); CRC
(ung thur dai truc trang); GBC (ung thu tii mat); GBM (u nguyén bao dém); GC (ung thu
da day); GEJC (ung thu da day-thuc quan); HCC (ung thu biéu mo té bao gan); HNSCC
(ung thu bidu md té bao vay ving diu va cd); MEL (khdi u 4c tinh); NHL (ung thu
lympho bao khong Hodgkin); NSCLCadeno (ung thu biéu md tuyén té bao phoi khong
phai t& bao nho); NSCLC khic (mdu NSCLC khong thé duge dinh rd rang cho
NSCLCadeno hodc NSCLCsquam); NSCLCsquam (ung thu phéi khong phai té bao nho
té bao vay); OC (ung thu budng trimg); OSCAR (ung thu thyc quan); PACA (ung thu
tuyén tuy); PRCA (ung thu tuyén tién liét); RCC (ung thu biéu md té bao than); SCLC
(ung thu phéi té bao nho); UBC (ung thu biéu mé bang quang); UEC (ung thu ndi mac tir

cung).
D
SEQ
) Trinh tu Trinh dién peptit vé céc loai ung thu
AML, CRC, GBM, HCC, HNSCC, MEL, NHL, NSCLC,
1 |KLLDFSTRI 0C, OSCAR, PRCA, RCC, SCLC, UBC, UEC
BRCA, CRC, GBC, GEJC, HNSCC, MEL, NHL, NSCLC,
2 |ALLDVLVKL OC, OSCAR, PACA, SCLC, UEC
3 |FLLVPSPIWQL | AM1,. CLL, CRC, GBM, HCC, HNSCC, MEL, NHL,
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ID
SEQ
s6 Trinh tu Trinh dién peptit vé céc loai ung thu
NSCLC, OC, RCC, SCLC, UEC
AML, BRCA, CLL, CEC, GBM, HCC, MEL, NHL,
4 |YLGDSHVLL NSCLC, OSCAR, RCC, SCLC, UBC
5 |LVWEVVESV HCC, HNSCC, MEL, NHL, NSCLC, OC, OSCAR
AML, BRCA, CCC, CRC, GBM, GC, HCC, HNSCC,
MEL, NHL, NSCLC, OC, OSCAR, RCC, SCLC, UBC,
6 |ALHDSPVYL UEC
7 |ALWEEVKATSL |GBM, HCC, MEL, NSCLC, OC, SCLC, UEC
8 |ILQSLVPAA CRC, NHL, NSCLC, OC, RCC
9 |FLQEGDLISV CLL, CRC, NHL, NSCLC, OSCAR, SCLC
10 |SLLDKLSGI CLL, CRC, NHL
BRCA, HCC, HNSCC, NHL, NSCLC, OC, OSCAR,
11 |ALLPHAPEAV SCLC, UBC
12 |HLDSMNVSI AML, CLL, GC, MEL, NHL, PACA, PRCA
13 |FLDEGSLLRL GC, HCC, HNSCC, MEL, OC, PACA, SCLC, UBC
BRCA, CRC, GBM, HCC, OSCAR, MEL, NHL, NSCLC,
14 |LLIEVSEEL PACA, SCLC
15 |NLVMPLLHI AML, CLL, CRC, MEL, NSCLC, OC, PACA, UEC
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ID
SEQ
50 Trinh ty Trinh dién peptit vé céc loai ung thu
16 |ALLDAEQSPVAL |AML, CLL, HCC, MEL, NHL, NSCLC, RCC
17 |VLWDLRPSSLI CLL, HNSCC,NHL, NSCLC, PACA, SCLC
18 | KMMTFFQGL HCC, NSCLC, NHL, OSCAR, PRCA, UBC
19 |MLLPWLPKL CLL, GBM, HCC, HNSCC, NHL, NSCLC
20 | VLISLPGKV HCC, MEL, NSCLC
AML, BRCA, CCC, CRC, GC, HCC, HNSCC, NHL,
21 |FVFISPSFL NSCLC, OC, PACA, PRCA
CLL, CRC, GBM, HCC, MEL, NHL, NSCLC, OC,
22 |SLYDVPVGA OSCAR, PACA, RCC, UBC
23 |GLEVLDALL BRCA, CRC, GC, HCC, MEL, NHL, NSCLC, RCC, UEC
AML, CRC, GBM, HNSCC, MEL, NHL, NSCLC, OC,
24 | TLTSLNILL OSCAR, SCLC, UEC
25 |ISVLNLSAI CCC, HCC, MEL, NHL, NSCLC, OC, PRCA, SCLC
AML, CLL, CRC, GC, HNSCC, MEL, NSCLC, PACA,
26 |KLWTSLVNL SCLC
27 |IAAGVPNTDA BRCA, CLL, HCC, MEL, NSCLC, OC, RCC

28

SQLEKPETA

HCC, HNSCC, NHL, NSCLC, SCLC, UEC

121

121/202




43156 1221202

ID

SEQ

50 Trinh ty Trinh dién peptit vé cac loai ung thu
29 |LLWEFPSMA AML, CLL, GBM, HNSCC, MEL, NHL, NSCLC, UEC
30 |LLRLTLLPL CLL, HCC, NHL, NSCLC, OC, UEC
31 |VVLPIVITL GC, HCC, NHL, NSCLC, RCC, PACA

32 |VLSVSAVLGA CLL, GBM, GC, NSCLC, OC, OSCAR, PRCA, RCC

BRCA, CRC, GC, GBC, GBM, HCC, HNSCC, MEL,

33 |FASERPPSV NSCLC, OC, OSCAR, PACA, SCLC, UBC

34 |LLNVEPAGA AML, BRCA, CLL, GBM, HCC, MEL, NHL, UEC
35 |VLLNSNYPV NSCLC, PRCA, UBC

36 |FQVIRTITGV GBC, HCC, NHL, NSCLC, RCC

37 |KILDEFYNV CRC, GC, HCC,NSCLC

GC, HCC, HNSCC, NSCLC, OC, OSCAR, RCC, UBC,
38 |SLSAWLPSL UEC

BRCA, CRC, HCC, HNSCC, NSCLC, OC, OSCAR,
39 | YIYEDEVRL SCLC, UEC

AML, CLL, CRC, GC, NHL, HCC, HNSCC, NSCLC, OC,
40 |FTLPFLVNL UBC

41 |LMASEGIWESSL |CRC, GC, NSCLC, PRCA
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ID

SEQ
) Trinh tu Trinh dién peptit vé cac loai ung thu .
AML, CLL, CRC, HCC, HNSCC, MEL, NHL, OC,
42 | WITPVIPAL PACA, RCC, SCLC, UBC, UEC
43 | AIWSTILIA BRCA, CRC,NSCLC, OC, OSCAR, PRCA, SCLC
44 | WLIPRQLAAA PRCA
45 |ALYHQSPLL HNSCC, NSCLC, OSCAR, OC
46 | AMVEIIPKV NSCLC, SCLC, UBC
47 |ALLPGVPGL CRC, GBC, HNSCC, NSCLC, OC, RCC
48 |MLAEIHPKA AML, BRCA, GBM, MEL, NSCLC
49 |FLWDPRDVVL GBM, OC
50 |GLASYLDRV BRCA, CRC, HCC, RCC, OC, OSCAR, SCLC, UBC
51 |GLLTQVHIL AML, BRCA, CRC, GBM, HCC, NSCLC, PACA, UBC
52 |LAFVSHVLI CRC, GC
AML, CLL, CRC, GBM, GC, HCC, HNSCC, MEL, NHL,
NSCLC, OC, OSCAR, PACA, PRCA, RCC, SCLC, UBC,
53 | TISISLSSV UEC
54 |GLSPDQVFL GBM, HNSCC, MEL, NHL
55 |MVQQEKLFV

AML, BRCA, CRC, GBM, GC, HCC, HNSCC, MEL,
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ID
SEQ
sb Trinh tu Trinh dién peptit v& cac loai ung thu
NSCLC, OSCAR, PACA, PRCA, RCC, SCLC, UBC, UEC
AML, CRC, GBC, GBM, HCC, HNSCC, MEL, NHL,
56 |IITNLIVNI NSCLC, OC, RCC, SCLC, UEC
BRCA, CRC, GBM, GC, HCC, HNSCC, MEL, NSCLC,
57 |YVLMTSLLL OSCAR, PRCA, SCLC
CLL, CRC, GBC, GBM, HCC, HNSCC, MEL, NSCLC,
58 |MIISHRALEL OC, PRCA, UBC

59 |LAASTTFLGV HNSCC, NHL, NSCLC, OSCAR, PACA, UBC

60 |LLLATLENL AML, CRC, GBM, MEL, NSCLC, SCLC, UBC, UEC

61 |VLPWQPLLL AML, GC, HCC, HNSCC, NSCLC, OC, PACA

BRCA, CLL, CRC, GBC, HCC, NHL, NSCLC, OSCAR,
62 |SLLGKPGLTI RCC, PRCA, UBC, UEC

AML, BRCA, CRC, GBM, HCC, NSCLC, PRCA, RCC,

63 |LSFKRSLSI UBC

64 |LLLALRLSL GBC, HCC, NHL, MEL, NSCLC, OSCAR, PACA

65 |IAISQLTFV CLL, HCC, NHL, NSCLC, OSCAR, PRCA, SCLC, UEC
66 |ILNELLNSI GBC, GC, HCC, MEL, NHL, PRCA, SCLC

67 |ALKELMGPA NHL, NSCLC, RCC
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ID
SEQ
5O Trinh tu Trinh dién peptit vé céc loai ung thu
68 |KLLADAFKV AML, HCC, HNSCC, NSCLC, RCC, UBC, UEC
69 |LLCPVVLQL AML, CLL, CRC, NSCLC, RCC, UBC, UEC
70 |LLLQIEPAA GBM, HNSCC, NHL, NSCLC, UBC
71 |WLMPVMPAL CLL, GBM, GC, MEL
72 | YLSFIKILL MEL, PRCA
73 | STTIINLIL AML, BRCA, CRC, HNSCC, HCC, NSCLC, OC, PACA
74 | TLLSYSIPL CRC, GC, MEL, PACA, PRCA, UEC
BRCA, GBC, GC, HCC, HNSCC, NSCLC, OC, PACA,
75 |TTQEAEKLLER |PRCA, SCLC, UBC, UEC
AML, CLL, CRC, HCC, HNSCC, MEL, NSCLC,
76 | TEQGPTGVTM OSCAR, OC, RCC, UEC
77 |VPAGVDVITEY |PRCA
78 |GLLPPVRAM GBC, NHL, OSCAR
79 | KIQDPGTAF PRCA
80 |RDQIVTVSV: AML, BRCA, NHL, SCLC, UBC, UEC
AML, BRCA, CC, GBC, GBM, HCC, HNSCC, MEL,
81 |SLLGAATVEPPK

NHL, NSCLC, OC, OSCAR, PACA, PRCA, RCC, SCLC,
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ID

SEQ
sO Trinh ty Trinh dién peptit vé cac loai ung thu
UBC, UEC
CLL, GBC, GC, HCC, MEL, NHL, NSCLC, OC, OSCAR,
82 |LAPQMIIAL PRCA, UBC, SCLC
BRCA, GC, HCC, HNSCC, MEL, NSCLC, PACA, RCC,
83 |KPRGPTPL SCLC, UBC

BRCA, CCC, CRC, GBM, HCC, HNSCC, MEL, NHL,
84 |RLCPAAPSEK NSCLC, OC, OSCAR, PACA, RCC, UBC, UEC

BRCA, GC,HCC, HNSCC, NHL, NSCLC, OC, OSCAR,
85 |VYLLTFPPL UBC, UEC

HCC, HNSCC, NSCLC, OC, OSCAR, PACA, SCLC,
86 |LMIGKRIL UEC

87 |LNLVSETEAMVK |CRC, UEC

88 |DEQETDAFLL  |NSCLC

AML, BRCA, CCC, CRC, GBM, HCC, HNSCC, MEL,
NHL, NSCLC, OC, OSCAR, PACA, PRCA, RCC SCLC,
89 |MIFYVLQK UBC, UEC

AML, BRCA, GBM, GC, HCC, HNSCC, NSCLC, PRCA,
90 | YLRDFKIKR RCC, SCLC, UBC, UEC

91 |SSHFILVTF CCC, GC, HCC,RCC
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ID
SEQ
sd Trinh tu Trinh dién peptit vé cac loai ung thu
92 |ELVAVTSVL CLL, NHL, PACA, SCLC, UEC
93 | WQKNSMRL NSCLC
CCC, GBM, HNSCC, MEL, NHL, NSCLC, OC, OSCAR,
94 |MGRRRNLY PACA, PRCA, SCLC, UBC, UEC
95 |QVKIVTLL GC, NSCLC, OC, PACA, PRCA, RCC
CCC, CRC, HCC, NSCLC, OC, OSCAR, PRCA, SCLC,
96 |KIIEDLANTV UBC, UEC
AML, BRCA, CRC, GBC, GBM, HCC, HNSCC, MEL,
97 |GLIDDKGTIKL NHL, NSCLC, OC, OSCAR, SCLC, UBC, UEC
BRCA, GBM, HCC, HNSCC, NHL, NSCLC, OC,
98 |SLMEVTHDL OSCAR, PRCA, UBC, UEC
99 |ALMDGSESRFFV |AML, CLL, GBM, HNSCC, MEL, NHL, NSCLC, UEC
100 |SLGPPPVGV AML, GBM, OC, UBC
101 |KLPEGHLPEV HNSCC, NHL, NSCLC, OSCAR, PACA, UBC
Vi du 2:

Cau trac biéu hién cua cic gen ma hda céc peptit theo sang ché
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Su trinh dién qua mttc hodc trinh dién dic hiéu cia peptit trén té bao khdi u so véi té
bao binh thudng 13 du cho tinh hitu ich ctia né trong liéu phap mién dich va mot s6 peptit
dic hiéu vé6i khdi u mic du protein ngudn cia ching cling xuét hién trong cac mo binh
thuong. Tuy nhién, ciu hinh biéu hién mARN b6 sung thém mic df an toan trong viéc
Iya chon céc dich peptit cho liéu phap mién dich. Dic biét dbi véi cac lwa chon diéu tri c6
riii ro an toan cao, ching han nhu cac TCR trudng thanh 4i luc, peptit dich 1y tuong sé& co

ngudn gdc tir protein duy nhét cho khéi u va khong tim thiy trén cic md binh thuong.
Ngudn ARN va diéu ché

Céc mau mé da duoc loai bé bang phiu thut dwoc cung cAp nhw di néu & trén (xem
vi du 1) sau khi nhan duoc su ddng ¥ bing van ban tir mdi bénh nhan. Cac mau md khéi u
duge dong lanh gip ngay sau khi phau thuat va sau d6 duge ddng nhat bang cdi va chay
trong diéu kién nito 10ng. ARN tdng sb dugc diéu ché tir cAc mau ndy bang thubc phan
tmg TRI (Ambion, Darmstadt, Puc) sau d6 lam sach bang RNeasy (QIAGEN, Hilden,

Pic); ca hai phuong phap déu dugc thuc hién theo quy trinh cta nha san XUt.

ARN téng s6 tir cac m6 ngudi khoe manh cho céc thir nghiém ARNSeq duoc thu
dugc tir: Asterand (Detroit, MI, USA & Royston, Herts, UK); Bio-Options Inc. (Brea,
CA, USA); Geneticist Inc. (Glendale, CA, USA); ProteoGenex Inc. (Culver City, CA,
USA); Tissue Solutions Ltd (Glasgow, UK).

ARN tdng sb tir cac mo khéi u cho cac thir nghiém ARNSeq dugc thu duoc tir:
Asterand (Detroit, MI, USA & Royston, Herts, UK); BioCat GmbH (Heidelberg,
Germany); BioServe (Beltsville, MD, USA); Geneticist Inc. (Glendale, CA, USA);
Istituto Nazionale Tumori "Pascale" (Naples, Italy); ProteoGenex Inc. (Culver City, CA,
USA); University Hospital Heidelberg (Heidelberg, Germany).

Chét lugng va sb luong cua tat ca cic miu ARN dugc danh gia bang may Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent, Waldbronn, Puc) su dung ARN 6000 Pico LabChip Kit
(Agilent).

Céc thir nghiém ARNseq
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Phan tich biéu hién gen ctia - cic mau ARN md binh thudng va khéi u duoc thuc
hién bang cach giai trinh tu thé hé tiép theo (ARNseq) boi CeGaT (Tiibingen, Pic). Tém
lai, cac thu vién giai trinh tu dwgc chudn bi bang cach st dung b chat phan tng Ilumina
HiSeq v4 theo quy trinh cua nha cung cap (Illumina Inc., San Diego, CA, Hoa Ky), bao
gdm phan doan ARN, chuyén d6i cADN va b sung trinh tu biét truéc (adaptor) giai trinh
tw gen. Cac thu vién c6 ngudn gdc tir nhiéu mau dugc tron déu va giai trinh tu trén may
giai trinh ty Illumina HiSeq 2500 theo hudng dAn cua nha san xuét, tao ra 50 bp lan doc
dAu don. Céc 1an doc di xir Iy duge anh xa t6i bd gen ngudi (GRCh38) bang phan mém
STAR. Dit liéu bidu hién dugc cung cp trén mic phién ma nhu 1an doc méi kilobase mdi
tridu 1An doc duoc anh xa (Reads Per Kilobase per Million mapped reads- RPKM, duoc
ta0 boi phin mém Cufflinks) va & cAp do exon (téng sb 1an doc, dugc tao béi phin mém
Bedtools), dua trén chu thich ctia co s¢ dit liéu trinh tw ensembl (Ensembl77). Cac lan doc
exon dugc chudn héa cho chidu dai exon va kich thuée can chinh dé ¢6 dugc gid tri

RPKM.

Céc cAu tric biéu hién vi du cua cac gen nguén theo sang ché dugc biéu hién qua
muc hodc biéu hién danh riéng & mirc cao trong bénh bach cau dong tay cép tinh, ung thu
vl ung thu biéu mo té bao dudng mat, bénh bach cu té bao lympho man tinh, ung thu
dai truc trang, ung thu t4i mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc
quan, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu biéu md té bao vay vang dau va cb, khéi u 4c
tinh, ung thw hach khong Hodgkin, ung thu phéi khong phai té bao nho, ung thu budng
trimg, ung thu thyc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té
bao than, ung thu phdi t& bao nho, ung thu biéu mo bang quang tiét nidu va ung thu ndi
mac tir cung dugce thé hién trén Fig. 1. Diém biéu hién cho cac gen vi du tiép theo duoc

trinh bay trong bang 12.

Béang 12: Cac diém biéu hién. Bang liét ké cc peptit tir cac gen dugc biéu hién qua
mitc & muc rat cao trong cac khdi u so véi bang cdc mo binh thudng (+++), biéu hién qua
mirc & muc cao trong cac khéi u so véi bang cac md binh thuong (++) hodc biéu hién qué
mirc trong khdi u so véi bang cac md binh thudng (+). Puong co sé cho diém nay dugc
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tinh toan tir cac phép do cidc md binh thudng cé lién quan sau ddy: té bao mau; mach mau;

nfo; tim; gan; phdi; mé md; tuyén thugng than; 6ng mat; bang quang; tuy xuong; sun,

thuc quan; mét; tai mat; dAu va cd; rudt gia; rudt non; than; hach bach huyét; than kinh

trung wong; day than kinh ngoai vi; tuyén tuy; tuyén can giap; phuc mac; tuyén yén; mang

phéi; co xwong; da; tiy song; lach; da day; tuyén giap; khi quan; niéu quan.

Trong trudng hop c6 sin dit liéu biéu hién cho mot s6 mau cing loai mo, thi gia tri

trung binh cdng cua tit ca cdc mau twong tmg dugc sir dung dé tinh toan.

ID SEQ s6 |Trinh tu Biéu hién gen
3 |FLLVPSPIWQL |+
5 LVWEVVESV +
9 FLQEGDLISV +
10 SLLDKLSGI e
14 LLIEVSEEL ++
17 VLWDLRPSSLI ++
18 KMMTFFQGL +
19 MLLPWLPKL +
24 TLTSLNILL +
31 VVLPIVITL +
32 VLSVSAVLGA ++
33 FASERPPSV ++
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ID SEQ s6 |Trinh tu Biéu hién gen
34 LLNVEPAGA ++
35 VLLNSNYPV ++
36 FQVTRTTGV ++
37 KILDEFYNV +
38 SLSAWLPSL +
39 YIYEDEVRL ++
40 FTLPFLVNL ++
41 LMASEGIWESSL | ++
42 WITPVIPAL +
43 AIWSTILIA ++
44 WLIPRQLAAA ++
46 AMVEIIPKV +
47 ALLPGVPGL ++
48 MLAEIHPKA ++
49 FLWDPRDVVL ++
51 GLLTQVHIL ++
52 LAFVSHVLI ++
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ID SEQ s6 |Trinh tur Biéu hién gen
53 TISISLSSV ++
54 GLSPDQVFL ++
56 IITNLIVNI ++
57 YVLMTSLLL ++
59 LAASTTFLGV ++
60 LLLATLENL +
62 SLLGKPGLTI ++
63 LSFKRSLSI ++
64 LLLALRLSL ++
65 IAISQLTFV ++
66 ILNELLNSI +
67 ALKELMGPA ++
68 KLLADAFKV ++
69 LLCPVVLQL ++
70 LLLQIEPAA ++

71

WLMPVMPAL

++
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Vidu3:
Kha niang giy mién dich in vitro cho cac peptit dugc trinh dién MHC 16p 1

Pé c6 duge thong tin lién quan dén kha ning gy mién dich ciia cic TUMAP theo
sang ché, cac tac gia sang ché da thuc hién khao sat bang cach str dung thir nghiém modi té
bao T in vitro dua trén céc kich thich 1ap lai té bio T CD8 + v&i cac té bao trinh dién
khang nguyén nhan tao (aAPC) dugc tai phuc hop peptit/MHC va khang thé khang CD28.
Bing cach ndy, céc tAc gia sang ché c6 thé cho thdy kha ning gy mién dich déi véi cac
TUMAP bi han ché HLA-A * 02: 01 theo sang ché, chiing minh rang c4c peptit ndy 1a cac

epitope té bao T ma céc t& bao T tidn than CDS + ton tai & ngudi (bang 13a va 13b).
Madi in vitro t& bao T CD8+

Dé thuc hién cac kich thich in vitro bing cic té bio trinh dién khang nguyén nhan
tao duoc tai phitc hop peptit-MHC (pMHC) va khéang thé khang CD28, cic tac gia sang
ché dau tién di phan 1ap té bao T CD8 + tir cac san phém gan bach cau HLA-A * 02 tuoi
thong qua lya chon dwong tinh bang cach sir dung vi hat CD8 (Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Duc) cua nhitng nguoi cho khée manh 1éy dugc tir cac phong mach Pai hoc

Mannheim, Ptc, sau khi c¢6 sy dong y.

PBMC va céc t& bao lympho CD8 + phén lap dugc U trong méi truong té bao T
(TCM) cho dén khi sir dung gdm c6 RPMI-Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe, Pirc) duoc
b6 sung véi 10% huyét thanh nhém AB ctia ngudi bat hoat bang nhiét (PAN-Biotech,
Aidenbach, Ptrc), 100 U/ml Penicillin/100 pg/ml Streptomycin (Cambrex, Cologne,
buc), 1 mM natri pyruvate (CC Pro, Oberdorla, Ptc), 20 pg/ml Gentamycin (Cambrex).
2,5 ng/ml IL-7 (PromoCell, Heidelberg, Ptrcc) va 10 U/ml IL-2 (Novartis Pharma,

Niirnberg, Dirc) cling dugc thém vao TCM ¢ budc nay.

Viéc tao ra hat phu pMHC/chéng CD28, kich thich va doc t& bao T duoc thuc hién
trong hé thdng in vitro dugc xac dinh cao bang cach st dung bdn phan tr pMHC khac
nhau cho mdi diéu kién kich thich va 8 phan ti pMHC khac nhau cho mdi diéu kién doc.
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CD28 Ab 9.3 & ngudi khang IgG2a & chudt dong kich thich tinh khiét (Jung et al.,
1987) di dugc biotin hoéa theo cach hoa hoc bang cach st dung Sulfo-N-
hydroxysuccinimidobiotin theo khuyén c4o cia nha san xuat (Perbio, Bonn, Duc). Hat
duoc st dung 13 cac hat polystyrene phu streptavidin c¢6 duong kinh 5,6 um (Phong thi
nghiém Bangs, Illinois, Hoa Ky).

pMHC duoc sir dung cho céc kich thich kiém soét tich cwc va tiéu cuc 1an luot 13 A
* 0201/MLA-001 (peptit ELAGIGILTV (ID SEQ s6 104) tir Melan-A/MART-1 dugc sira
d8i) va A * 0201/DDX5-001 (YLLPAIVHI tir DDXS5, ID SEQ s6 105.

800000 hat/200 ul dugc phu trong dia 96 giéng véi su c6 mit cua 4 x 12,5 ng biotin-
pMHC khéc nhau, duge rira sach va 600 ng biotin khang-CD28 dugc thém vao sau d6 véi
thé tich 200 pl. Kich thich duoc bat dau trong dia 96 giéng bang cch ddng u 1x10° té bao
T CDS8 + véi 2x105 hat d3 phu da rira trong 200 pl TCM duoc bd sung 5 ng/ml IL-12
(PromoCell) trong 3 ngay & nhiét 4o 37°C. Mot nira mdi trudng sau d6 duge trao dbi bang
TCM tuoi bd sung 80 U/ml IL-2 v 1 tiép tuc trong 4 ngdy & 37°C. Chu ky kich thich nay
duoc thuc hién tdng cong ba 1an. Déi véi phép doc da phan tr pMHC sir dung 8 phan tir
pMHC khéc nhau cho mdi didu kién, phuong phap ma héa t6 hop hai chidu dd dugc sir
dung nhu d& md ta truée day (Andersen et al., 2012) véi nhitng sira d6i nhé bao gdm viée
ghép ndi thanh 5 fluorochrome khac nhau. Cudi cing, cac phan tich da phéan tir dugc thuc
hién béng cach nhudém té bao bing thudc nhuém Live/dead near IR (Invitrogen,
Karlsruhe, Dirc), dong khang thé CDS-FITC SK1 (BD, Heidelberg, Dirc) va da phén tir
pMHC huynh quang. Dé phan tich, may do té bao BD LSRII SORP dugc trang bi laser va
bd loc thich hop da dugc st dung. Cac té bao dic hiéu peptit dugc tinh theo ty 1& ph'?ln
trim cua tdng s t& bao CD8 +. Danh gia phan tich da s6 duoc thuc hién bang phan mém
FlowJo (Tree Star, Oregon, Hoa Ky). Viéc mdi in vitro cia cac té bao lympho da chirc
ning + CD8 + dac hiéu dugc phat hién b%lng cach so sanh v&i céc kich thich kiém soat 4m
tinh. Kha ning gay mién dich déi v6i khang nguyén nhét dinh dugc phét hién néu it nhat
mot giéng duoc kich thich in vitro cé gia tri cua mot nguoi cho khoe manh duoc tim théy
¢6 chira dong té bao T CD8 + dic hiéu sau khi kich thich in vitro (nghia la giéng nay chira
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it nhét 1% da phan ti+ dic hiéu trong sd cac té bao T CD8 + va tj 1 phan trim té bao da
phan tir+ dac hidu it nhdt gp 10 1in gia tri trung binh ciia c4c kich thich kiém soat Am
tinh).

Kha ning gdy mién dich in vitro cho c4c peptit bénh bach cau dong tuy cap tinh, ung
thu vi, ung thu bidu mo té bao dudng mat, bénh bach cau lympho bao man tinh, ung thu
dai truc trang, ung thu tGi mat, u nguyén bao dém, ung thu da day, ung thu da day thuc
quén, ung thu biéu mb té bao gan, ung thu bidu mo té bao vay vung dau cd, khdi u 4c tinh,
ung thu hach khong Hodgkin, ung thu phéi khong phai té bao nhé, ung thu budng trimg,
ung thu thyc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu myén tién liét, ung thu biéu md té bao than,

ung thu phdi té bao nho, ung thu biéu md bang quang va ung thu ndi mac tir cung.

Déi véi peptit HLA 16p I da dugc thir nghiém, kha ning gy mién dich in vitro ¢6
thé dugc chimg minh bing cach tao ra cic dong té bao T dic hidu véi peptit. Két qua dém
lwu lwong té bao vi du sau khi nhudm da phan tir dac hiéu TUMAP cho 7 peptit theo sang
ché duoc thé hién trén Fig. 3A va 3B va Fig. 4A-E cling véi cac ddi chig am tinh twong
tmg. Két qua cho 30 peptit tlr sing ché duoc tom tit trong bang 13a va 13b.

Bang 13a: Kha ning gay mién dich in vitro cua peptit HLA 16p I theo sang ché

Céc két qua vi du in vitro vé cac thir nghiém kha ning gay mién dich dugc thuc hién
boi chit don cho céc peptit ciia sang ché tién hanh. <20 % = +; 20 % - 49 % = ++; 50 % -

69 Y%= +++; >= 70 % = ++++

Cac giéng dwong
ID SEQsé | Trinh tu tinh [%]
102 GLDPTQFRV ++
103 SLVSYLDKV +
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Céc két qua vi du in vitro vé céc thir nghiém kha ning gdy mién dich dugc thuc hién

boi chu don cho cdc peptit ciia sang ché tién hanh. <20%

+++; > 70% = ++++

Céc giéng duong

ID SEQs6 |Trinh tu tinh [%]
1 KLLDFSTRI +
2 ALLDVLVKL +

3 FLLVPSPIWQL |+
4 YLGDSHVLL +

6 ALHDSPVYL ++
7 ALWEEVKATSL |+
13 FLDEGSLLRL +
18 KMMTFFQGL ++
19 MLLPWLPKL ++
26 KLWTSLVNL -
29 LLWEFPSMA ++
31 VVLPIVITL ++
33 FASERPPSV ++
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36 FQVTRTTGV +
37 KILDEFYNV ++
38 SLSAWLPSL +
40 FTLPFLVNL ++
46 AMVEIIPKV +
47 ALLPGVPGL ++
48 MLAEIHPKA ++
49 FLWDPRDVVL |+
50 GLASYLDRV +
51 GLLTQVHIL +
65 TIAISQLTFV +
68 KLLADAFKV ++
74 TLLSYSIPL +
96 KIIEDLANTV ++
101 KLPEGHLPEV +

Tong hop céc peptit
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T4t ca cac peptit duoc tng hop bang cich st dung téng hop peptit pha ran chuin va
dugc thiét 1ap t6t bang cach su dung chién lugc Fmoc. Nhan dang va do tinh khiét coa
tlmg peptit riéng 1é da dugc xac dinh bang phuong phap khéi phé va RP-HPLC phan tich.
Cac peptit thu dugc ¢ dang dong kho tu tring dén tring nhat (mﬁéi trifluoro axetat) voi
do tinh khiét> 50%. TAt ca TUMAP t6t hon nén duoc st dung duéi dang mudi trifluoro-

axetat hoiic muoi axetat, cdc dang muodi khac ciing c6 thé dugc str dung.
Vidu5:

Thir nghiém lién két MHC

Céc peptit ung vién cho li¢u phap dua trén té bao T theo sang ché d3 dugc kiém tra
thém vé kha ning lién két MHC (&i luc) ciia chung. Két qua cho 79 peptit tir sang ché

dwoc tom tit trong bang 14.

Céc phtrc hgp peptit-MHC riéng 1é duoc tao ra bang céach trao dbi phédi tir UV, trong
do peptit nhay cam véi tia UV bi phan c4t khi chiéu tja Uv va trao ddi véi peptit quan
tAm nhu d3 phén tich. Chi nhitng g cir vién peptit c6 thé lién két va én dinh hiéu qua
c4c phan tir MHC tiép nhan peptit méi ngén chin sy phan ly ciia phire MHC. Pé xac dinh
nang suét cua phan Ung trao d6i, ELISA dugc thuc hién dya trén viéc phat hién chudi nhe
(B2m) cita cac phic hop MHC 6n dinh. Thir nghiém dugc thyc hién nhu duge mé ta
chung trong Rodenko va cong su (Rodenko et al., 2006).

Pia MAXISorp 96 giéng (NUNC) dwgc phu qua dém véi 2ug/ml streptavidin trong
PBS & nhiét do phong, rua 4 14n va chin trong 1 gio & 37°C trong 2% BSA c6 chira dém
chan. Cac monome HLA-A * 02: 01/MLA-001 dugc gép duoc dung lam tiéu chuén, c6
pham vi tir 15-500 ng/ml. Cac monome peptit-MHC cua ‘phén {ng trao d6i UV dugc pha
lodng 100 13n trong dém chin. Cac miu dugc U trong 1h & 37°C, rira bén lan, & véi
2ug/ml HRP cong hop anti-B2m trong 1h & 37°C, rira lai va phat hién bang dung dich
TMB dugc dirng bing NH,SO4. Po hép thu & budc séng 450nm. Céc peptit tng cir vién
cho thiy ning sut trao ddi cao (t6t hon 1a cao hon 50%, t6t nhét 1a cao hon 75%) thuong

duogc wu tién dé tao va san xuat cic khang thé hodc cic phan doan cua ching, va/hodc céc
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thu thé t€ bao T hodc cac phan doan ctia chung, khi chung cho thdy du 4i luc véi cac phan

tir MHC va ngin can sy phan ly cia cac phirc hop MHC.

Bang 14: Diém lién két MHC 16p L. Su lién két ctia cac peptit bi han ché HLA-16p I

v6i HLA-A * 02: 01 dugc thay dbi theo hiéu suat trao ddi peptit: >10% = +; >20% = ++;

>50 = +++; >75% = ++++

ID SEQ s6 |Trinh tur Trao ddi peptit
1| KLLDFSTRI -
2| ALLDVLVKL 4+
3 |FLLVPSPIWQL -
4| YLGDSHVLL ot
5|LVWEVVESV -
6 | ALHDSPVYL ++++
7| ALWEEVKATSL ++++
8 | ILQSLVPAA ++++
9| FLQEGDLISV ++++
10 | SLLDKLSGI +H+
11 | ALLPHAPEAV -+
12 [HLDSMNVSI -
13 |[FLDEGSLLRL -
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-+

15

NLVMPLLHI

4+

16

ALLDAEQSPVAL

-

17

VLWDLRPSSLI

e

18

KMMTFFQGL

o+

19

MLLPWLPKL

e

20

VLISLPGKV

++

21

FVFISPSFL

e

22

SLYDVPVGA

R

23

GLEVLDALL

—

24

TLTSLNILL

et

25

ISVLNLSAI

o+

26

KLWTSLVNL

-t

27

IAAGVPNTDA

e

28

SQLEKPETA

ot

29

LLWEFPSMA

et

30

LLRLTLLPL

——

31

VVLPIVITL

e
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et

33

FASERPPSV

Gt

34

LLNVEPAGA

e

35

VLLNSNYPV

e

36

FQVTRTTGV

—

37

KILDEFYNV

-+

38

SLSAWLPSL

ot

39

YIYEDEVRL

o+

40

FTLPFLVNL

et

41

LMASEGIWESSL

e

42

WITPVIPAL

-+

43

AIWSTILIA

++

44

WLIPRQLAAA

et

45

ALYHQSPLL

o+

46

AMVEIIPKV

-+

47

ALLPGVPGL

e

48

MLAEIHPKA

St

49

FLWDPRDVVL

o+
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GLASYLDRV
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—

51

GLLTQVHIL

-+

52

LAFVSHVLI

—

53

TISISLSSV

et

54

GLSPDQVFL

e

55

MVQQEKLFV

-+

56

IITNLIVNI

4 F

57

YVLMTSLLL

et

58

MIISHRALEL

-

59

LAASTTFLGV

bt

60

LLLATLENL

e

61

VLPWQPLLL

+h

62

SLLGKPGLTI

e

63

LSFKRSLSI

++

64

LLLALRLSL

65

TAISQLTFV

e

66

ILNELLNSI

-+

67

ALKELMGPA

++
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68 | KLLADAFKV 4+
69 | LLCPVVLQL -+
70 | LLLQIEPAA -+
71 | WLMPVMPAL ++++
73 | STTIINLIL ++

74| TLLSYSIPL A+
96 | KIIEDLANTV ettt
97 | GLIDDKGTIKL ++++
98 | SLMEVTHDL -+
99 | ALMDGSESRFFV ++++
100 | SLGPPPVGV ++++
101 | KLPEGHLPEV -+

Vidu 6:

143/202

Dinh luong tuyét dbi cac peptit lién quan dén khdi u dugce trinh dién trén bé mat té

bao

Viéc tao ra chat lién két, ching han nhu khang thé va/hodc TCR, 12 mdt qua trinh

ton nhiéu cong stc, c6 thé chi duge tién hanh d6i véi mot so muc tiéu da chon. Trong

truong hop cac peptit dac hiéu va lién quan dén khdi u, tiéu chi Iya chon bao gom nhung

khong bi gidi han ¢ tinh doc quyén cia su trinh dién va mat do cua peptit dugc trinh dién

trén bé mat té bao. Ngoai viéc phan lap va dinh lugng tuwong dbi cac peptit nhu duwgc mod
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ta trong Error! Reference source not found., cic tic gid sang ché di phan tich cic ban
sao peptit tuyét ddi trén mdi té bao nhu dwgc md ta trong WO 2016/107740. Viée dinh
luong céc ban sao TUMAP trén mdi té bao trong cic mau khdi u rin yéu cau dinh lugng
tuyét d6i TUMAP duoc phan 1ap, hidu qua cta qua trinh phan 1ap TUMAP va s6 luong té

bao ctia mau mo duge phan tich.
Dinh lugng peptit bang nano LC-MS/MS

Pé dinh luong chinh x4c cac peptit bang phwong phap khéi phé, dudong chuan duge
tao cho ting peptit riéng 1¢ st dung hai bién thé peptit dugc danh ddu dong vi khac nhau
(mot hoac hai axit amin dugc danh diu ddng vi duoc bao gdm trong qua trinh tong hop
TUMAP). Cac bién thé duoc danh ddu dong vi nay chi khéc véi peptit lién két v6i khéi u
vé& khdi lugng nhung khong c6 sw khac biét vé cac dic tinh héa ly khéc (Anderson et al,
2012). Déi v6i dudng chuén peptit, mot loat cic phép do LC-MS/MS nano da duoc thuc
hién dé x4c dinh ty 1& tin hieu MS/MS ciia peptit dwgc danh diu dong vi chuan @b (peptit
duge danh diu ddng vi don) trén peptit duoc danh déu dong vi khong ddi (peptit dugc
danh ddu ddng vi kép).

Peptit duwgc danh dau déng vi kép, con dugc goi la chét chuan ndi, duoc ting thém
vao mai miu MS va tét ca cac tin hidu MS duoc chun hoa thanh tin hiu MS cta chat

chun ndi @8 loai bd cac phuong sai k§ thuat tiém an giita cac thi nghiém MS.

Cac duong chuén dugc chuin bi trong it nhét ba ma tran khac nhau, tic 13 chét rira
giai peptit HLA tir c4c mAu ty nhién twong tw nhu cic miu MS thong thudng, va mdi ché
phém duoc do trong céc lan chay MS lap lai. Dé danh gia, cac tin hiéu MS duge chuin
hoa thanh tin hiéu ctia chdt chudn ndi va dudong chuan dwgc tinh toén bang héi quy
logistic.

Péi véi viee dinh lugng cac peptit lién quan dén khéi u tir cdc miu mo, cic mau
tuong tng cling dugc bd sung chit chuén néi; cac tin hiéu MS duoc chuén hoa thanh chét
chuin ndi va dugc dinh lwong b?mg cach str dung duong chuin peptit.

Hiéu qua cta viéc phan lap peptit/ MHC
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Déi véi bat ky qua trinh tinh sach protein nao, viéc phin 13p protein tir cac mau md
c6 lién quan dén viéc mét di mot sb protein quan tAm nhit dinh. Dé x4c dinh hiéu qua
phéan 1ap TUMAP, phitc hop peptit/MHC dugc tao ra cho tat ca cac TUMAP duoc chon
@8 dinh luong tuyét d6i. Dé c6 thé phan biét dwoc ting dot bién tir phirc hop peptit/ MHC
tu nhién, cac phién ban dwgc danh ddu dong vi don cia TUMAP d3 duoc sir dung, tirc 12
mdt axit amin dwoc danh diu ddng vi dd dwgc dua vao tong hgp TUMAP. Cac phirc hop
ndy duge ting dot bién vao cac chét ly giai mo méi chuan bi, tic 13 tai diém sém nhét cé
thé cta quy trinh phan 1ap TUMAP, va sau d6 dugc gitr lai gidng nhu cac phic
peptit/MHC tu nhién trong qué trinh tinh sach bang ai luc sau ddy. Do d6, viéc do ludong
sy thu hdi cua cac TUMAP duoc danh déu don cho phép két luan vé hidu qua cua viéc

phén 14p cac TUMAP tu nhién riéng 18.

Hiéu qua cta viéc phan 13p dugc phén tich trong mot nhom mau nhé va cé thé so
sanh gitta cac mau md nay. Nguoc lai, hiéu quéa phan 1ap khic nhau gitta cac peptit riéng
1¢. Didu nay cho thdy rang hidu qua phan 1ap, mic du chi dugc xac dinh trong mot sé mau
mo han ché, c6 thé duoc ngoai suy cho bat ky su chuén bi mé ndo khac. Tuy nhién, can
phai phén tich tirng TUMAP riéng 1¢ vi hiéu qua phén 1ap co thé khong ngoai suy tir mot
peptit ndy sang peptit khac.

X4c dinh s6 lugng té bao trong mé ran, dong lanh

Dé xéc dinh sé lwong t& bao cna cac mau md dwgc dinh lwong peptit tuyét dbi, cac
tac gia sang ché dd 4p dung phan tich ham lwgng ADN. Phuong phép nay c6 thé 4p dung
cho nhidu loai miu c6 ngudn gbc khac nhau va quan trong nhét 13 cac miu dong lanh.
(Alcoser et al., 2011; Forsey and Chaudhuri, 2009; Silva et al., 2013). Trong quy trinh
phan 1ap peptit, mdu md duoc xir 1y thanh san phdm phan giai dong nhét, tir d6 1y mot
lwong mAu nhé san phim phéan giai. Phan mAu duge chia thanh ba phan, tir 6 ADN duoc
phan 1ap (QiaAmp ADN Mini Kit, Qiagen, Hilden, Pirc). Téng ham lwong ADN tir mbi
lan phén 1ap ADN dugc dinh luong béng cach sir dung xét nghiém dinh luong ADN dua
trén huynh quang (Qubit dSADN HS Assay Kit, Life Technologies, Darmstadt, Dtrc)
trong {t nhat hai 1an l3p lai.
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Pé tinh s lwong té bao, dwdong chuan ADN tir phan méu cac té bao mau khoe manh
dugc phan 1ap tir mot sb ngudi cho, v6i pham vi sb t& bao x4c dinh, d3 dwoc tao ra.
Pudng chuin duge st dung dé tinh téng ham lwong té bao tir tbng ham lwong ADN tir
m&i 14n phan 14p ADN. Sau d6, tdng sb t& bao trung binh cia mau md duoc st dung dé
phan 14p peptit sau d6 dugc ngoai suy dua trén thé tich d3 biét cua san phim phan giai va

tdng thé tich san phim phan giai.

Céc ban sao peptit trén mdi té bao

Véi dit lidu cta cac thir nghiém ndi trén, cic tac gid sang ché d tinh toan sé lrong
ban sao TUMAP trén mdi t& bao bing cach chia tong lugng peptit cho tdng s té bao cua
mau, tiép theo 12 chia thong qua hiéu sut phan 1ap. S té bao sao chép cho cac peptit da

chon duoc hién thi trong bang 15.

Bang 15: Sé ban sao tuyét dbi. Bang liét ké két qua dinh lugng peptit tuyét doi trong
cac mau khdi u. S8 lwgng ban sao trung binh trén mdi té bao dwoc biéu thi cho mdi peptit:
<25 = +; >25 = ++; >50 = +++; >75 = ++++. S5 lwgng miu, trong d6 c6 san dit lieu MS

chét lugng cao, cd thé danh gia dugc.

ID Ma peptid Ban sao S6 luong
SEQ s6 trén mdi té |méu

bao (trung

binh)
1 NUDCD2-001 +++ 8
2 COLPDG-001 ++++ 12
4 altORF-002 + 7
5 altORF-003 ++H+ 13
6 altORF-004 + 23
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ID Ma peptid Ban sao S6 lwong
SEQ sb trén mdi té | mau

bao (trung

binh)
7 altORF-005 + 1
8 altORF-006 ++++ 12
9 altORF-007 ++ 11
10 altORF-008 + 11
11 altORF-009 + 13
39 altORF-037 ++ 4
96 KRT18-001 ++ 1
97 CDC2-006 ++ 10
100 CIZ1-001 + 1
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YEU CAU BAO HO
1. Peptit dugc phan 1ap c6 trinh ty axit amin theo SEQ ID No. 2, hoac mudi duogc dung

clia no, trong d6 peptit nay c6 tong chiéu dai 1én téi 30 axit amin.

2. Peptit hoic mudi ciia n6 theo diém 1, trong d6 peptit nay c¢6 tong chiéu dai 1én t6i 16

axit amin, hodc trong d6 peptit bao gom trinh tu axit amin theo SEQ ID No. 2.

3. Peptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 2, trong d6 peptit nay 1a mot phan
cua protein dung hgp, hodc trong d6 peptit nay 1a mot phan cia protein dung hop bao gbdm

cac axit amin diu cudi N cuia chudi bat bién lién quan dén khang nguyén HLA-DR (1i).

4. Axit nucleic, mi héa peptit theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 3, duoc lién két

v6i trinh ty khéi dau khac ngudn goc.

5. Vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién axit nucleic m3 hda peptit theo diém bat ky

trong s6 cac diém tr 1 dén 3.

6. Té bao chu ti tb hop, t& bao trinh dién khang nguyén tai tb hop hoic té bao dudi gai tai
td hop chira peptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, axit nucleic theo diém 4

ho#c vecto biéu hién theo diém 5.

7. Phuong phap san xuét peptit theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 3, phuong
phép nay bao gdm budc nudi cly té bao chu theo diém 6 dé trinh dién peptit theo diém tir
1 dén 3, hodc biéu hién axit nucleic theo diém 4 hodc bao gdm vecto biéu hién theo diém

5, va phan 1ap peptit tir t& bao chi hogc mi trudng nudi cdy té bao chu.

8. Phuong phap tao ra té bao lympho T dugc hoat hoa, phuong phap bao gdm buée cho té
bao T tiép xuc véi cac phan tt MHC 16p I hodc II & nguoi dugc tai khang nguyén duge
biéu hién trén bé mit cia té bao trinh dién khang nguyén thich hop hodc cau tric nhén tao
bat chudce té bao trinh dién khang nguyén trong khoang thoi gian du @& hoat hoa cac té
bao T nay theo cach thic dic hiéu khang nguyén, trong d6 khang nguyén nay 1a peptit

theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3.
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9. Té bao lympho T dugc hoat héa, dugc tao ra béng phuong phéap theo diém 8, ma nhan
dién c6 chon loc té bao ma trinh dién polypeptit chtra trinh tu axit amin da dua ra theo

diém bét ky trong s6 cac diém 1 hoic 2.

10. Khang thé duge phan lap, khang thé hoa tan dwoc phén 1ap hodc khang thé lién két vé6i
mang dwgc phan 14p, c¢6 kha ndng nhéan dién dic hiéu peptit theo diém bt ky trong s6 cac
diém 1 hodc 2, hodc nhéan dién dic hiéu peptit theo diém bt ky trong s6 cac diém 1 hodc
2 khi lién két v6i phan tir MHC.

11. B kit bao gdm: (a) vat chira chira ché pham duoc chira peptit theo diém bat ky trong
s6 cac diém tir 1 dén 3, axit nucleic theo diém 4, vecto biéu hién theo diém 5, t& bao theo
diém 6, t& bao lympho T dugc hoat hda theo diém 9 hoic khang thé theo diém 10, & dang
dung dich hoac ¢ dang dong kho.

12. B kit theo diém 11, con bao gém mot hodc nhidu trong sb:

b) vat chtra thtt hai chira dung dich pha lodng hodc dung dich hoan nguyén cho
dang bao ché déng kho,

(c) it nhat mot peptit nita dwge chon tir nhém bao gém SEQ ID No. 1 dén SEQ ID
No. 101,

(d) huéng din @ (i) so dung dung dich nay hodc (ii) hoan nguyén va/hodc sir dung
dang bao ché dong kho;

(e) dung dich dém,

(f) dung dich pha loang,
(f) bd loc,

(h) kim tiém,

(i) dng tiém, hoac

(j) ta chat.
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13. Thu thé t& bao T duge phan lap, thy thé t& bao T hoa tan duge phan 1ap hogc thy thé té
bao T lién két mang duge phan 14p phan ng véi phdi tr HLA, trong d6 phéi tir nay c6
trinh tu axit amin bao gdm SEQ ID No. 2.

14. Thu thé t bao T hoa tan theo didm 13, bao gdm chirc ning chip hanh khac, mién kich
thich mién dich hoic doc td.

15. Axit nucleic, m3 héa cho thu thé t& bao T theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 13
dén 14, duoc lién két vé6i trinh tu khoi dau khac nguén géc.

16. Vecto biéu hién c6 kha ning biéu hién axit nucleic ma héa cho thy thé t€ bao T theo
diém bat ky trong s6 cac diém tir 13 dén 14.

17. T& bao chi bao gdm axit nucleic theo diém 15 hoic axit nucleic mi héa khang thé
theo diém 10 hodic vecto biéu hién theo didm 16, trong d6 t6t hon 13 té bao chi nay 1a té

bao T hoic té bao NK.

18. Phuong phép tao ra thu thé té bao T theo diém bét ky trong sb cac diém tir 13 dén 14,
phuong phép niy bao gdm budc nudi cy té bao chu theo diém 17, va phan 1ap thy thé té
bao T ndy tir t& bao chi di néu va/hodc mdi trudng nudi cy ciia té bao chu da néu.

19. Ché phim duoc chira it nhét mot thanh phan c6 hoat tinh duge chon tir nhém bao gom

a) peptit duoc chon tir nhém bao gom SEQ ID No. 2;

b) thu thé té bao T phan tmg véi peptit theo a) va/hodc MHC dugce tao phirc véi
peptit theo a);

¢) protein dung hop chira peptit theo a), va axit amin du cudi N tir 1 dén 80 cua

chudi bét bién lién quan dén khang nguyén HLA-DR (li);

d) axit nucleic ma héa cho bét ky mot trong sé a) dén c¢) duoc lién két v6i trinh tu
khéi dAu khac ngudn gbc hodc vecto biéu hién bao gdm axit nucleic ma hoéa cho bat ky

mdt trong sb a) dén c),

e) t& bao chu chira vecto bicu hién axit nucleic cua d),
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f) t& bao lympho T duoc hoat héa, thu dugc bang phwong phap bao gém buéc cho
t& bao T tiép xUc in vitro v6i peptit theo a) dugc biéu hién trén bé mit cua té bao trinh
dién khang nguyén thich hop trong khoang thoi gian du dé kich hoat té bao T nay theo
cach thirc dic hiéu khang nguyén, cling nhu phuwong phap chuyén céc té bao T dugc hoat
hoéa nay vao bénh nhan ty than hodc bénh nhan khac;

g) khang thé dugc phan 1ap, hoic thu thé t& bao T hoa tan dugc phan lap, phan (mg
v6i peptit theo a) va/hodc phan tng véi MHC dugc tao phitc v6i peptit theo a) va/hodc té
bao trinh dién peptit theo a), va/hodc cac khang thé duoc bién dbi bang cach dung hop
hodc bao gdm mién kich hoat mién dich hogc ddc td,

i) peptit hodc khung dugc lién hop hodc danh d4u theo mdt trong sb tir a) dén g),
ché phém con bao gf‘)m mot hodc nhidu trong s6 d6; chat mang duoc dung, ta duoc duge
dung, hodc chét 6n dinh.

20. Ché phim dugc theo diém 19, trong d6 (i) ché pham dugc ndy con bao gdm mot hoic
nhidu t4 chét, va/hoic ché pham duoc nay 1a vécxin hodc tic nhén tri liéu té bao.
21. Ché phém duoc theo diém 20, trong d6 mot hodc nhiéu ta chat dugc chon tir:

a) interleukin,

b) ta chat mién dich

¢) IL-2; va/hoac

d) IL-15.

22. Phuong phép san xuat vicxin chéng ung thu dugc cd nhan héa hodc liéu phap dwa

trén hop chat va/hoic liéu phéap té bao cho cé thé, phuong phép nay bao gdm cic budc:

a) xac dinh peptit lién quan dén khdi u (tumor-associated peptide - TUMAP) dugc
thé hién trong mau khdi u tir c4 nhan néi trén;

b) so sanh céc peptit nhu duge xac dinh trong a) véi kho peptit dd duge sang loc
trudc vé kha nang sinh midn dich va/hodc bidu hién qua muc & cac khéi u nhu da so sanh

véi cac mo binh thuong,
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¢) chon peptit tir kho peptit phu hgp véi TUMAP duoc xac dinh trong mau khéi u
cua c4 nhan noi trén; va
d) san xuét v/hodc bao ché vic xin duge c4 nhan hoéa hoic liéu phap dua trén hop

chét hoic liéu phap té bao dua trén budc c),

trong d6 kho peptit nay bao gébm peptit theo SEQ ID No. 2 va trong d6 vécxin, liéu
phép dua trén hop chat va/hogc liéu phap té bao bao gdbm mot hoic nhidu peptit dugc
chon tir nhém bao gdm SEQ ID No. 1 dén No.101.
23. Phuong phép theo diém 22, trong d6 TUMAP da néu dugc x4c dinh bang cach:

al) so sanh dit lidu biu hién tir miu khéi u véi dit liéu biéu hién tr mau mo binh
thudng twong tmg véi loai mo cia miu khéi u dé xac dinh cac protein biéu hién qué muc
hoic biéu hién bét thudng trong miu khdi u; va

a2) d6i chidu dit liéu bidu hién véi cac chudi phdi to MHC lién két v6i cac phan tir
MHC 16p I va/hoiic 16p II trong mAu khéi u @& x4c dinh cac phdi tit MHC c6 ngudn gbc tir

céc protein dugc khoi u biéu hién qué mirc hodc bicu hién bat thuong.

24. Phuong phép theo diém 22 hogc 23, trong d6 trinh ty ctia cac phéi tir MHC duge xac
dinh bang cach rira giai c4c peptit lién két khoi cac phan tir MHC duge phéan 1ap tir mau
khdi u, va giai trinh tw cac phdi tir d3 dugc rira giai.
25. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 22 dén 24, trong d6 md binh
thudng tuong g véi loai md ciia mAu khéi u duoc 1dy tir cling mot ca thé.
26. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 22 dén 25, trong d6 cac peptit c6
trong kho dugc xac dinh dua trén cic budc sau:

aa. thuc hién phan tich biéu hién axit ribonucleic thong tin (mRNA) trén toan bd
gen bang cac phwong phip song song cao, ching han nhu microarray hodc hd so biéu hién
dua trén trinh tu, bao gém viéc xac dinh cac gen dugc biéu hién c6 chon loc hoic biéu

hién qua mirc trong m6 ac tinh, so véi mo hodc cdc mo binh thuong;
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ab. chon céc peptit dugc ma hoa boi cac gen duoc bicu hién chon loc hoac bicu

hién qua mac nhu dugc phat hién & budc aa, va

ac. xac dinh kha ning gy ra dap ng té bao T in vivo bang cac peptit dugc chon
bao gdm céc thir nghiém v& kha niing sinh mién dich in vitro st dung té bao T cua ngudi

tir ngudi hién khoe manh hodc c4 thé ndy; hodc
ba. x4c dinh cac phdi tr HLA tir mAu khéi u néi trén bang phép do phd khdi;

bb. thuc hién phén tich biéu hién axit ribonucleic thong tin (mRNA) trén toan bd
gen bang cac phuong phap song song cao, chang han nhu microarray hoac hd so biéu hién
dua trén trinh tu, bao gf“)m viéc xac dinh cac gen duogc biéu hién c6 chon loc hoic biéu
hién qua muc trong mo ac tinh, so v6i md hodc cadc mo binh thudng;

be. so sanh cac phéi tir HLA di x4c dinh véi dit liéu biéu hién gen noéi trén;

bd. lya chon cac peptide dugc ma héda bdi cac gen dugce biéu hién chon loc hodc
biéu hién qua mirc nhu dwgc phét hién & bude be;

be. phat hién lai TUMAP da chon tir budc bd trén md khéi u va phat hién thiéu
hodc khong thudng xuyén trén cac md khde manh va xé4c nhén su lién quan cua biéu hién
qua murc & cAp d6 mRNA; va

bf. x4c dinh kha ning gy ra dap tng té bao T in vivo bang cac peptit dugc chon
bao gdm céc thir nghiém kha ning sinh mién dich in vitro st dung té bao T cua ngudi tir
ngudi hién khoe manh hodc ca thé nay.
27. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 22 dén 26, trong d6 kha ning sinh
mién dich cta cic peptit ¢6 trong kho dugc xac dinh bang phuong phap bao gdm céc thir
nghiém vé kha ning sinh mi&n dich in vitro, theo doi mién dich ciia bénh nhan dé gan két
HLA riéng 1¢, nhudm da phan t&t MHC, thtr nghiém ELISPOT va/hodc nhudm cytokine
ndi bao.
28. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 22 dén 27, con bao gdm viéc x4c
dinh it nhAt mot dot bién duy nhit & mau khdi u so véi mo twong tng binh thudng tir ca
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thé, va chon peptit twong tng v&i dot bién dé dwa vao vacxin hodc de tao ra cic li€u phap

té bao.

29. Phuong phép theo diém 28, trong d6 it nhit mot dot bién duge xac dinh bang giai

trinh tu toan bo bo gen.
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1

<210> 77
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo

<400> 77

Val Pro Ala
1

<210> 78
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 78

Gly Leu Leu
1

<210> 79
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 79

Lys Ile Gln
1

<210> 80
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

43156

sapliens

Glu Ala Glu Lys Leu Leu Glu Arg

5

sapiens

Gly Pro Thr Gly Val Thr Met

5

saplens

Gly Val Asp Val Ile Thr Glu Tyr

sapiens

Pro Pro Val Arg Ala Met

saplens

Asp Pro Gly Thr Ala Phe
5

sapiens

10

10

10
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<400> 80

Arg Asp Gln Ile Val Thr Val Ser Val

1 5
<210> 81

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 81

Ser Leu Leu Gly Ala Ala Thr Val Glu Pro Pro Lys
1 5 10

<210> 82
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 82

Leu Ala Pro Gln Met Ile Ile Ala Leu

1 5
<210> 83

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 83

Lys Pro Arg Gly Pro Thr Pro Leu

1 5
<210> 84

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 84

Arg Leu Cys Pro Ala Ala Pro Ser Glu Lys

1 5 10
<210> 85

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 85

Val Tyr Leu
1

<210> 86
<211> 8
<212> PRT

<213> Homo

<400> 86

Leu Met Ile
1

<210> 87
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo

<400> 87

Leu Asn Leu
1

<210> 88
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo

<400> 88

Asp Glu Gln
1

<210> 89
<211> 8
<212> PRT

<213> Hcmo

<400> 89

Met Ile Phe

1

<210> 90
<211> 9
<212> PRT
<213> Home

<400> 90

43156

Leu Thr Phe Pro Pro Leu

5

sapiens

Gly Lys

sapiens

Val Ser Glu Thr Glu Ala Met Val Lys

5

sapiens

Arg Ile Leu

10

Glu Thr Asp Ala Phe Leu Leu

5

sapiens

Tyr Val

sapiens

Leu Gln Lys

10
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Tyr Leu Arg

1
L

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

<400>

91

PRT
Homo

91

Ser Ser His

1

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

<400>

[NelNe}
[\ %]

PRT
Homo

92

Glu Leu Val

1

<z10>
<211>
<212>
<213>

<400>

93

PRT
Homo

93

Trp Gln Lys

1

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

<400>

94

PRT
Homo

94

Met Gly Arg

1

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

<400>

95

PRT
Homo

95

Asp Phe

sapiens

Phe Ile
5

sapiens

Ala Val
5

sapiens

Asn Ser

saplens

Arg Arg

sapiens
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Lys Ile Lys Arg

Leu Val Thr Phe

Thr Ser Val Leu

Met Arg Leu

Asn Leu Tyr

19

183/202



Gln Val Lys
1

<210> 96
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo
<400> 96

Lys Ile Ile
1

<210> 97
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo

<400> 97

Gly Leu Ile
1

<210> 98
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 98

Ser Leu Met
1

<210> 99
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo

<400> 99

Ala Leu Met
1

<210> 100
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 100

Ser Leu Gly

43156

Ile Val Thr Leu Leu
5

saplens

Glu Asp Leu Ala Asn Thr Val
5 10

sapiens

Asp Asp Lys Gly Thr Ile Lys Leu
5 10

saplens

Glu Val Thr His Asp Leu
5

saplens

Asp Gly Ser Glu Ser Arg Phe Phe Val
5 10

sapiens

Pro Pro Pro Val Gly Val
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1

<210> 101
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo

<400> 101

Lys Leu Pro
1

<210> 102
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 102
Gly Leu Asp

1

<210> 103
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo

<400> 103

Ser Leu Val
1

<210> 104
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo

<400> 104

lu Leu Ala
1

<210> 105
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 105

Tyr Leu Leu
1

43156

sapiens

Glu Gly His Leu Pro Glu Val
5 10

sapiens

Pro Thr Gln Phe Arg Val
5

sapiens

Ser Tyr Leu Asp Lys Val

sapliens

Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
5 10

sapiens

Pro Ala Ile Val His Ile
5
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Fig. 1A

KLLDFSTRI (A*02)

Peptit:

,

1

ID SEQ sb:

Nguy co tllép Ung thu

Nguy co trung binh

Nguy co cao

43156

=AY
—{ ¥ = LAY 883
o [@e =iy
e - M o7is
& X B0y €
Lo
oo By
e * L BNNNET T ele} LR
® e wenbs)IDN T FaEE
&———t—8 JHPOITISN ESL ¢
L] €% OUIPEDIDSN B Oy 9
o—e—{ @ NN LI
Lo s AER E1Y =77
. € DOSNH L TENd
s—=—{ 3§ & )0H -0y
]
0D
(X 2L) WD
08D
—§ $e WD
e
300
voua
—t—a ) TAYV
....................................................... Funo ny A
T on ugkm B2
ugoy qun 01:0
1811 ugn ugkm 010
rey) neyu E21
Sunxn Suonq 50
o 50
B R wpnb gt
¢ uenb npy CLig
. deig ugAny /0
- Aepep 870
gt el EC: |
Sugs An) 010
ep e
‘Suonx 05 10
10yd Sugw £70
U9k ughnmy <0
ogw dnyd 270
de13 ugo ugkm 2o
Ay ugANny gi0
1A 1e0gu quny veyy Agp 240
Suon Sunn yuw| uey) Aep {70
ANy yorq Yory ) (e}
ugy L1:0
uou Jon1 w1i0
eig 1on1 €70
99 tA nEp 910
Jeur 1y 80
ll;w 0
uenb ony oy
Sugs Am 01D
guenb sueq 270
ew 70
""" ugy) Suony) ugdm 90
ouw ow ’ Q0
I Loqgy T
oeq uop 70
toyd £5:0
ued to7:
wh {240
oeu 610
new yoew 21D
ngw oeq 91 (o
=3 o &
o3 =
o

(£ Any 1A uop ogo) wenb uQr] UIP UL

udty jeyd jenx ue)



2/17

Figure 1B
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Figure 1C

FLLVPSPIWQL (A*02)
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Figure 1D
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Figure 1F

SLLGAATVEPPK (A*03)
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Figure 2A

Ensembl ID: ENST00000225964
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Figure 2B

Ensembl [D: ENSTO0000374472
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Figure 2C

Ensembl ID: ENSTO0000617524
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Figure 2D

Ensembl ID: ENSTO0O000603198
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Figure 2E

Ensembi ID: ENSTO0000420453
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Figure 2F

Ensembl ID: ENSTO0000473984
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Figure 2G

ENSTO0000375105
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 4 (tiép theo)

C Kich thich Kich thich

HLA-A"02/ 1D Seq s6 40 HLA-A*02/ dbi chung 4m tinh
2 [ 6,98% 0,00%
= !
0]
8
Z:\
&
<
o~
<
>
M ] e >

PE: A*02/ ID Seqs6 40 (altORF-038)
D
. Kich thich Kich thich
:; }- LA A 02/ ID Seq ) 19 HLA A?“OQ 601 uhu’ng am tinh
S 3 56% 0 OO%
N |
=
o
z( [
N
<
=
m
>

PE: A*02/ ID Seqs6 19 (altORF-017)

201/202



E

43156 202/202

17/17
Figure 4  (tiép theo)
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