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Linh vire k§ thuit dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén vacxin, polypeptit va polynucleotit dua trén trinh tu
calreticulin dot bién (CALR) va Janus Kinaza 2 (JAK2), vecto, té bao chi, virut va

phuong phép tao ra va viéc sit dung chung.

Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Bénh ung thu ting sinh tiy (MPN) ¢ dién, con duoc goi 1a BCR-ABL-MPN, 1a
bénh thudng gip nhat trong s6 cac rbi loan ting sinh tiy. MPN dic trung béi san xuét
qua muc cac té bao mau duoc biét hoéa giai doan cudi c6 diy du chirc ning. MPN ¢
dién da dugc phén loai thanh ba dang: bénh da hdng cau (PV), bénh ting tiéu cu tién
phat (ET) va bénh xo héa tiy xuong nguyén phat (PMF), ¢6 cac bién chung lién quan
dén bénh thuong gip, nhu 1 ching huyét khdi ¢ tinh mach va dong mach, xuét huyét
va chuyén thanh bénh bach ciu dong tuy cdp tinh (AML). TAt ca cac dang MPN déu
phat sinh tir mot té bao gbc tao mau (HSC) bi dot bién soma duy nhat, nhan rong bing
dong vo tinh va lam tang hu nhu tit ca cac té bao dong tay, té bao B va NK. Su nhan
rong bang dong vo tinh cia MPN HSC di kém véi sy ting san don hodc da dong.

PV khong chi dic trung béi su du thira hong ciu qua mirc va sy bao ham dong
hdng cau chiém vu thé ma con ¢6 lién quan dén sy ting san khac nhau cua cac dong té
bao nhan khdng 16/bach cau hat. ET dic trung boi sy gia tang sb lwong tiéu ciu véi tdng
san t& bao nhan khong 13, trong khi PMF 1a rdi loan khong ddng nhét hon, duoc xac
dinh boi sw ¢6 mit ctia chting xo héa tiy xuong (cu thé 14 thira sgi collagen) va ting san
té bao nhan khong 16. Sy tang sinh dong tuy trong PMF ban du chiém wu thé trong tiy
xuong va sau d6 mo rong dén cac vi tri ngoai tity xuong, nhu 1 14 lach. Chén doan khi
bénh khoi phét thudong gip nhidu thach thirc, nhung ban stra d6i ndm 2016 ctia TS chuc
Y té Thé giéi (WHO) vé tiéu chuédn chdn doan MPN dang giup cho viéc x4c dinh ca
biéu hién phan ti, 14m sang va triéu ching cia MPN. Tuy nhién, & nhiéu bénh nhan,
quén sat thay duogc sy tién trién ctia ET va PV thanh ching xo hoéa tiy xuong thtr phat
(MF). Hon nita, ranh gi6i giita ba rbi loan nay khong thé dugc thiét 1ap 1d rang, cu thé
1a gitta ET va PMF. Do d6, cac dang chuyén tiép c6 thé xuat hién dé mo ta cac trang thai
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bénh nhu PMF tién xo hoa (hoic PMF sém) ma thé hién kiéu hinh ET khi chan doan
v6i phurong phap md hoc tiy xuwong thong thudong, nhung voi xac suét tién trién thanh
MF cao va tién lugng x4u hon so véi ET thuc su.

Hon 50% bénh nhan MPN mang dot bién JAK2V617F. Ngoai ra, dot bién trén
exon 9 cua gen calreticulin (CALR) duoc tim thdy & khoang 60% bénh nhan mic bénh
tang tiéu cau tién phat (ET) kiéu dai JAK2 hoidc bénh xo hoa tiiy xuong nguyén phat
(PMF).

Vao nim 2005, dot bién soma G thanh T & nucleotit 1849, trong Exon 14 cua
JAK?2 d3 dugc phat hién. Dot bién nay din dén sy thay thé valin thanh phenylalanin &
ma bo ba 617 (V617F) trong mién gia kinaza (pseudokinaza) ctia JAK2. Dot bién nay
6 thé duoc tim thy trong khoang 70% bénh ung thu tang sinh tiy (MPN): 95% bénh
da hdng ciu (PV) va tir 50% dén 60% ET va PMF. JAK2V617F thuong trai qua qua
trinh chuyén ddi tir di hop tir sang ddng hop tir do xay ra sy tai to hop trong qud trinh
phan bao dan dén viéc mat ban sao vo tinh cia di hop tir doc theo viing c6 kich thudc
thay ddi trén nhanh ngén ciia nhiém sic thé 9 (9pLOH). JAK2V617F phat sinh trong
dang nguyén ban tao méau da ndng, co trong tAt ca cac dong tiy va ciing c6 thé duoc phat
hién trong cac té bao lympho, chu yéu 12 té bao B va té bao tiéu diét tw nhién (NK), hiém
hon va mudn hon 14 trong bénh & té bao T. JAK2V617F chii yéu duoc giéi han & cac
bénh MPN c¢b dién, ngoai trir bénh thiéu méau dai ddng v6i nguyén bao hong cdu sét
vong va chung ting tiéu cdu (RARS T). Tuy nhién, JAK2V617F da dugc phat hién &
muc rat thip (dudi 1%) trong dan s binh thuong, ké ca & tré so sinh. Day 1a mot trong
nhitng dot bién thuong xuyén nhit dugc phét hién trong qu4 trinh tao mau dong v tinh
lién quan dén qua trinh l3o hoa (tao mau dong vo tinh c6 tiém nang khong xac dinh). Su
6 mit cia dot bién JAK2V71F din dén su hoat hoat cht yéu ciia bd phan cam bién tin
hidu va chit hoat hoa cua qua trinh truyén tin hiéu phién ma (STAT), dan dén viéc gia
tang sy tang sinh té bao, hoat hoa va giai phéng autocrin/paracrin. Dot bién JAK2V617F
cling di dugc xac dinh ¢ nhiing bénh nhan c6 chi dinh vé tim mach.

Vao nidm 2013, d6t bién dich khung & Exon 9 ctia gen CALR dugc xé4c dinh &
bénh nhan mic bénh tang tiéu cau tién phat (ET) va bénh xo hoa tlily xwong nguyén phét
(PMF) ma 4m tinh vé6i dot bién V617F trong gen JAK2 (JAK2V617F) va dot bién & gen
thu thé thrombopoietin (MPL). Hon 50 dot bién dich khung da dugc xac dinh, véi >
85% dan dén phan dudi & dau C ctia d6t bién amino axit 44 gidng nhau. Su d6t bién cua
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phin dudi & du C loai bo mé-tip KDEL (SEQ ID NO: 55) dan dén mat kha ning luu
gilt va chuyén vi trf cua ludi ndi chit (ER) t6i mang & bé mat té bao. Ngoai ra, phién
ban dot bién ciia CALR c6 phan dudi ¢ dau C mang dién tich duong lam gian doan lién
két Ca?* va lam han ché chirc nang tiéu chuén. Hai dot bién CALR thuong gap nhét
twong Gng voi mét doan 52 bp (p.L367fs*46), con duge goi 1a Loai 1 va chén doan 5 bp
(p.K385fs * 47), con dugc goi la Loai 2. C6 su khac biét 1on vé tan suét giita cac dot
bién Loai 1 va Loai 2 trong ET va PMF: & ET, cac dot bién Loai 1 va Loai 2 dugc phéan
bd chit ché (55% so v6i 35%), trong khi & PMF, Loai 1 chu yéu chiém wu thé (75% so
v6i 15%). Nhin chung, nhitng két qua nay chi ra ring CALR dot bién 14 sy thuc day gy
ung thu va CALRmut gay ra su bién ddi thong qua con dudng tin hiéu MPL-JAK2-
STAT.

Bénh nhan MPN c¢6 ganh néang triéu ching cao, cac bién ching de doa tinh mang
va nguy co tién trién thanh bénh bach cdu cp tinh dong thoi c6 cac lua chon diéu tri
han ché. Phuong phap diéu tri cho bénh nhan MPN t6t nhat duoc chia thanh céc loai
quan sat, lidu phap y té va cdy ghép té bao gbc di sinh (allo-SCT). Ban than cac liéu
phap y té thudc cac loai tac nhan lam gidm khéi u, chét trc ché JAK don tac nhan va tac
nhan diéu hoa mién dich interferon (IFN)-a. Tiéu chudn chim séc hién tai, va chi nhiing
liéu phap duoc chdp thudn, dic biét cho bénh nhan MPN, 1a chat &rc ché JAK1/2 phan
tir nhé TAKAFI® (ruxolitinib). JAKAFI® (ruxolitinib) 1a loai thudc dau tién duge co
quan thue phdm va duge pham Hoa Ky (FDA) phé duyét dé diéu tri bénh PMF nguy co
trung binh dén cao va bénh xo héa tiy xwong sau bénh da hdng cau (PPV-MF) va bénh
X0 hoa tiy xuong sau bénh tdng tiéu ciu tién phat (PET-MF) nhung ciing da dugc chép
thuan cho c4 nhém bénh nhan PV va bénh nhan méc bénh phan cay ghép chdng lai ky
chi (GVHD) gan day hon. Hiéu qua dugc xac minh trong cac nghién cru COMFORT-
[ va COMFORT-II va da cho thay kich thuéc 14 1ach giam dédng ké 1a tiéu chi chinh. Tuy
nhién, viéc ngimg thude do mat dap ung, do tién trién ciia bénh va do céc tac dung phu
xuét hién lién quan dén didu tri & khoang 50% bénh nhan sau 3 ndm va 75% sau 5 nam.
Liéu phap JAKAFI® (ruxolitinib) cling c6 li€én quan dén viéc tang nguy co giy ra u
lympho dong té bao B & bénh nhan MF. That vay, trong mdt nghién ciru trén 107 bénh
nhan MF da ngimg diéu tri bing JAKAFI® (ruxolitinib), toan bd thoi gian séng thém

trung binh chi 12 14 thang. Mic di c6 mot s6 it bénh nhan c6 thé nhan duoc loi ich vé
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kha nang séng sot khi sir dung JAKAFI® (ruxolitinib), phan 16n bénh nhdn MPN vén

tiép tuc tien trien bénh cia ho.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché d& xuét polypeptit bao gbm it nhat hai hodc nhiéu trinh tu quyét dinh
khang nguyén trong s6 cac trinh tu sau: quyét dinh khang nguyén Janus kinaza 2 (JAK?2)
¢6 SEQ ID NO: 6 (FCGDENILV), quyét dinh khang nguyén JAK2 c6 SEQ ID NO: 5.
(VLNYGVCFC), quyét dinh khang nguyén JAK2 c¢6 SEQ ID NO: 4 (KLSHKH
LVLNYGVCFCGDENILVQEFVKEG), quyét dinh khdng nguyén calreticulin (CALR)
co SEQ ID NO: 1
(MKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACL
QGWTE) va quyét dinh khing nguyén CALR c¢6 SEQ ID NO: 2
(EEAEDNCRRMMRTK).

Sang ché ciing dé xudt polypeptit bao gdm mdt hodc nhiéu polynucleotit c6 SEQ
ID NO: 6. Theo mot s6 phuong an, polypeptit bao gé)m 2,3,4, 5, hoac nhiéu hon 5 doan
lip c¢6 SEQ ID NO: 6 dugc phan tach bang trinh ty cdu néi nhu 1a AAY, RR hozc DPP,
HHAA (SEQ ID NO: 56), HHA, HHL, RKSYL(SEQ ID NO: 57), RKSY (SEQ ID NO:
58), SSL hoac REKR(SEQ ID NO: 59).

Sang ché ciing dé& xuét polypeptit c6 SEQ ID NO: 28 (FCGDENILVAA
YFCGDENILV) bao gdm hai polypeptit c6 SEQ ID NO: 6 dugc lién két bang trinh tu
cAu ndi phi tu nhién AAY.

Sang ché ciing d& xut polynucleotit ma héa cho polypeptit dugc dé xuét trong
ban mo ta nay va vecto bao gdm polynucleotit ma héa cho polypeptit dugc dé xuét trong
ban md ta nay.

Sang ché ciing dé xuit phuong phap giy ra dap (mg mién dich va cac phuong
phap diéu tri, phong ngira, lam giam nguy co khi phat hodc tri hoan sy khoi phat ctia
tinh trang lam sang ddc trung béi sy biéu hién cua dot bién exon 9 JAK2V617F hoic
CALR, hoic ci hai dot bién exon 9 JAK2V617F va CALR, bao gém viéc sit dung
polynucleotit, polypeptit hodc vecto bét ky duoc boc 10 trong tai ban mo ta nay cho a6i
tuong c6 nhu cdu vé ching.

Sang ché ciing dé xuat phuong phap gay ra dap ung mién dich va phuong phép
diéu tri, phong ngira, lam giam nguy co khéi phat hodc tri hoan sw khéi phat cua tinh
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trang 14m sang ddc trung boi sw bidu hién ctia dot bién exon 9 JAK2V617F hodc CALR,
hoic ca hai dot bién exon 9 JAK2V617F va CALR, trong d6 phuong phap nay bao gdm
nhiéu nhidu dot sit dung ctia ché phim bat ky bao gdm polynucleotit, polypeptit hoéc
vecto dugc dé xuét trong ban md ta ndy.

Séang ché ciing dé xudt viéc sir dung khang thé khang CTLA-4, khang thé khang
PD-1 hoic khang thé khang PD-L1 két hop véi ché phim bat ki bao gdm polynucleotit,
polypeptit hodc vecto dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Sang ché ciing dé xudt phuong phap giy ra dap (mg mién dich va cac phuong
phap diéu tri, phong ngira, lam gidm nguy co khai phat hodc tri hoan sy khéi phét cua
tinh trang 1am sang ddc trung béi sy biéu hién cua dot bién exon 9 JAK2V617F hoic
CALR, hoic ca hai dot bién exon 9 JAK2V617F va CALR, trong d6 phuong phap nay
bao gdm viée st dung hai hodc nhiéu dot sir dung cho d6i twong can dén vecto chira
polynucleotit ma hoa quyét dinh khang nguyén JAK2 ¢6 SEQ ID NO: 6 (FCGDENILV),
quyét dinh khang nguyén JAK2 c¢6 SEQ ID NO: 5(VLNYGVCEFC), quyét dinh khang
nguyén CALR co SEQ ID NO: 1
(MKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCRE
ACLQGWTE) va quyét dinh khang nguyén CALR c¢6 SEQ ID NO: 2
(EEAEDNCRRMMRTK); trong do, vecto 1a Ad26, GAd20, MVA hodc ARN tu sao
chép. |

Theo mdt sé phuong an, phuong phap gy ra dép Gng mién dich va céc phuong
phap diéu tri, phong ngira, lam giam nguy co khéi phét hodc tri hodn sy khoi phat cia
tinh trang 1am sang dac trung bdi su biéu hién cua dot bién exon 9 JAK2V617F hoic
CALR, hoic ca hai dot bién exon 9 JAK2V617F va CALR, bao gém viéc sir dung hai
hodc nhiéu dot st dung cho ddi twong can dén vecto bao gdm polynucleotit ma hoa
polypeptit bao gbm hai hodc nhiéu phan lgp lai c6 SEQ ID NO: 6; trong do, vecto 1a
Ad26, GAd20, MV A hoac ARN tu sao chép.

Sang ché ciing dé xuat phuong phép diéu tri hodc phong ngira bénh ting sinh tiy
& d6i tuong, trong d6 phuong phap nay bao gbm viéc st dung hai hodc nhiéu dot su
dung cho déi twong can dén vecto bao gdm polynucleotit ma hoa quyét dinh khang
nguyén JAK2 c6 SEQ ID NO: 6 (FCGDENILV), quyét dinh khang nguyén JAK?2 c6
SEQ ID NO: 5(VLNYGVCEC), quyét dinh khang nguyén CALR c6 SEQ ID NO: 1
(MKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREAC
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LQGWTE) va quyét dinh khing nguyén CALR c¢6 SEQ ID NO: 2
(EEAEDNCRRMMRTK); trong do, vecto la Ad26, GAd20, MVA hodc ARN tu sao
chép.

M3 ta vin tit cic hinh vé

HINH 1 minh hoa dap tng cua t& bao T ctia mau hién ting JAK2 V617F + HLA
A02: 01+ MPN déi véi cac quyét dinh khang nguyén mutJAK2 16p 1 1 va 2.

HINH 2 thé hién phuong phap nhudém cytokin ndi bao bang phuong phap dém té
bao theo dong chay ddi véi dap img IFN-y/TNF-a tir ca té bao T CD4+ va CD8+. Té
bao tua binh thudng cua ngudi hién da duge 1y nhiém vecto adenovirut 26 chia vecto
trbng hodc polynucleotit md héa cho LS CALR.JAK2 2X9mer ¢c6 SEQ ID NO: 10. Té
bao T CD4/CD8 tu than duoc thém vao té& bao tua 24 gid sau khi lay nhiém. Té bao tua
va té bao T duoc ddng nudi ciy trong 11 ngay va dugce kich thich lai bang nhém céc
peptit mutCALR dac hiéu.

HINH 3 minh hoa phuong phép nhudm cytokin ndi bao bang k¥ thuat dém té bao
theo dong chay dbi véi dap ing IFN-y/TNF-a tir t& bao T CD8+. Té bao tua binh thuong
clia mau hién ting di duoc lay nhiém vecto adenovirut 5 chira vecto trbng hoic
polynucleotit ma hoa cho LS CALR/JAK2 2X9mer ¢6 SEQ ID NO: 10. Té bao T CD8
tu than dugc thém vao té bao tua 24 gio sau khi l1ay nhiém. Té bao tua va té bao T duoc
ddng nudi ciy trong 11 ngay va dugc kich thich lai bang cac peptit 9mer dic hidu véi
mot trong hai quyét dinh khang nguyén muJAK2 1 (SEQ ID NO: 5) hogc quyét dinh
khang nguyén muJAK2 2 (SEQ ID NO: 6).

HINH 4 minh hoa phuong phap nhudm cytokin ndi bao bang k§ thuat dém té bao
theo dong chay dbi véi dap ung IFN-y/TNF-a. tir té bao T CD8+. T¢ bao tua binh thuong
cia miu hién ting dugc lay nhiém vecto adenovirut 5 chia vecto trong hoic
polynucleotit md hoa cho LS CALR.JAK2-30mer (SEQ ID NO: 11). Té bao T CDS tu
than duoc thém vao té bao tua 24 gio sau khi lay nhiém. Té bao tua va té bao T dugc
ddng nudi cdy trong 11 ngay va dugc kich thich lai bang cac peptit 9mer dic hidu véi
mdt trong hai quyét dinh khang nguyén mutJAK2 1 (SEQ ID NO: 5) hodc quyét dinh
khang nguyén 2 (SEQ ID NO: 6).

HINH 5 minh hoa dap ung IFN-y ELISpot trong té bao don nhan lach tir chudt
C57BL/6 hoic Balb/c dugc tao mién dich IM bang Ad26HEMEO001 (LS CALR JAK2-
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30mer, SEQ ID NO: 11) (n=8/nhém) hodc Ad26. Empty (n=4) v&i liéu 10'° VP, vao 2
tuan sau khi tao mién dich. Té bao don nhan lach dugc kich thich qua dém v6i mot nhom
15-mer peptit kéo dai trinh ty HEMEOQO1. S6 luong IFN-y SFU trén 10° té bao don nhin
lach dugc xéac dinh béi ELISpot. Pap tng trung binh cho mdi nhém duge biéu thi bang
duong nam ngang. Cac duong nét dit biéu thi trang thai cua ciia xét nghiém duoc xac
dinh 1a 95% phan vi cua SFU dugc quan sat thy trong céc té bao don nhan lach khong
duoc kich thich (43 SFU/10° té bao). Phén tich théng ké dwoc thuc hién bang thit nghiém
Wilcoxon Rank Sum, céc gid tri dudi 43 SFU/10° té bao dugc thiét 1ap dén nguong nay.
VP, hat virut; LOD, giéi han phat hién.

HINH 6 minh hoa dap tng IFN-y ELISpot trong té bao don nhan lach tir chudt
C57BL/6 hodc Balb/c duge tao mién dich IM bang Ad26HEME002 (LS _CALR_JAK2-
2x9mer, SEQ ID NO: 10) (n=8/nh6m) hoic Ad26. Empty (n=4) v6i liéu 10'° VP, vao 2
tuAn sau khi tao mién dich. Té bao don nhan lach dugc kich thich qua dém v6i mot nhom
15-mer peptit kéo dai trinh ty HEME002. S lugng IFN-y SFU trén 10° t€ bao don nhan
lach dugc x4c dinh béi ELISpot. Pap tmg trung binh cho mdi nhém duge biéu thi bang
dudng nam ngang. Cac dudng nét dat biéu thi trang thai ctia cla xét nghiém dugc xac
dinh 1a 95% phan vi cua SFU dugc quan sat thdy trong céac té bao don nhén lach khong
duogc kich thich (43 SFU/10° t& bao). Phan tich théng ké dugc thuc hién bang thir nghiém
Wilcoxon Rank Sum, céc gia tri dudi 43 SFU/10° té bao dugc thiét 1ap dén ngudng nay.
VP, hat virut; LOD, gidi han phat hién.

HINH 7 minh hoa d4p tmg IFN-y ELISpot trong té bao don nhan lach tir chudt
C57BL/6 duoc tao mién dich IM bang Ad26HEME002 (LS CALR JAK2-2x9mer,
SEQID NO: 10), MVA-HCalJ-9.9 (TCE_CALR_JAK2-2x9mer, SEQ ID NO: 26), hoac
Ad26.Empty (n = 10/nhém, ngoai trir Nhém 1 [MVA-HCall-9.9] ¢6 5 con chudt va
Nhém 10 [Ad26.Empty] ¢6 3 con chudt). O tudn thir 4, céc té bao don nhan lach dugc
kich thich qua dém v6i mot nhom peptit ndi dai trinh tu AdQ26HEME002. 86 lugng IFN-
v SFU trén 10° té bao don nhan lach duoc x4c dinh bsi ELISpot. Dap tng trung binh
nhan cho mdi nhém duge biéu thi bang duong nam ngang. Céc dudng nét dut trong )
thi biéu thi trang thai cua cta xét nghiém dugc xac dinh 1a 95% phan vi ctia SFU duoc
quan sat thdy trong cic té bao don nhan lach khong dugc kich thich. Dé thir nghiém su
khéc biét, so sanh gifta su tao mién dich chi bang doan mdi Ad26HEMEO002 véi doan
mdi Ad26HEMEO(02 va ting cudng véi MVA-HCall-9.9, ANOVA da duoc thuc hién
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trén dit liéu ELISpot duge chuyén ddi logio. Cac gié tri dudi 52 SFU/10° té bao dugce
thiét 14p 1a ngudng gi6i han. Céc cot ndm ngang tuong ng véi gid tri trung binh cla
mdi nhém. Gr: nhom.

HINH 8 minh hoa dép tng IFN-y ELISpot trong t& bio don nhan lach tir chudt
C57BL/6 dugc tao mién dich IM bang Ad26HEME002 (LS CALR JAK2-2x9mer;
SEQ ID NO: 10), MVA-HCalJ-9.9 (TCE_CALR JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 26),
hoiic Ad26. Empty (n = 10/nhém, ngoai trirt Nhom 1 [MVA-HCalJ-9.9] ¢6 5 con chudt
va Nhom 4 [Ad26.Empty] c¢6 3 con chudt). O tuén thir 4, cac té bao don nhan lach dugc
kich thich qua dém véi mot nhom peptit ndi dai trinh tu CALRmut. S6 lwong IFN-y SFU
trén 10° t& bao don nhan lach dugc xac dinh bdi ELISpot. Dap tng trung binh nhén cho
mdi nhoém duge bidu thi bing dudng nim ngang. Cac dudng nét dut trong 6 thi biéu
thi trang thai cua cta xét nghiém dugc xac dinh la 95% phan vi cua SFU dugc quan sat
thdy trong céc té bao don nhan lach khong duoc kich thich. Dé thir nghiém su khac biét,
so sanh gitta su tao mién dich chi bang doan mdi Ad26HEMEO002 véi doan mdi
Ad26HEME002 va tang cuong véi MVA-HCall-9.9, ANOVA da dugc thuc hién trén
dit lidu ELISpot duoc chuyén ddi logio. Céc gié tri dudi 52 SFU/10° té bao dugc thiét
lap 1a ngudng gid1 han. Céac cot ndm ngang tuong (mg véi gia tri trung binh ctia mdi
nhom. Gr: nhém.

HINH 9 minh hoa dép tng IFN-y ELISpot trong té bao don nhan lach ctia chudt
Balb/c dd duoc tao mién dich IM biang Ad26HEME002 (LS _CALR JAK2-2x9mer;
SEQ ID NO: 10), MVA-HCalJ-9.9 (TCE_CALR JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 26),
hodc Ad26.Empty (n = 8/nhém). O tudn thir 4, cac té bao don nhan lach dugc phan lap
va duoc kich thich qua dém v6i mot nhém peptit ndi dai trinh ty HEME002. S6 luong
IFN-y SFU trén 10° t& bao don nhan lach dugc x4c dinh boi ELISpot. Dap Gng trung
binh cho mdi nhém dugc biéu thi bang duong nim ngang. Mdi diém dir liéu riéng biét
duoc trir di gia tri nén bang cach sir dung céac té bao don nhan lach khong duoc kich
thich qua dém véi peptit dé danh gia SFU ban dau/10° t& bao don nhan lach. Dé thu
nghiém su khac biét, so sanh giita sy tao mién dich chi br?mg doan mdi Ad26HEME002
v6i doan mdi AA26HEMEO002 va ting cudng véi MVA-HCalJ-9.9, 1a thir nghiém t doc
lap v6i hiéu chinh Welches (SD khéng bang nhau) da dugc chay dé danh gid y nghia
thdng ké. SFU: don vi tao diém; Ad tréng: Ad26. Empty; Chi MVA: MVA-HCalJ-9.9
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(TCE_CALR JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 26); Ad: Ad26HEME002
(LS CALR JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 10).

HINH 10 minh hoa dong hoc cam tng té bao T déc hiéu v6i HEME002 & nguoi
san xuit IFN-y & loai linh truéng khong phai ngudi duge tao mién dich béng
Ad26HEME002,.LLS CALR JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 10 (Ad) va/hoic MVA-
HCalJ-9.9 TCE_CALR_JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 26 (MVA) mot minh hodc két hop
v6i YERVOY® (ipilimumab) (Ipi) theo thoi gian dugc do bang ELISpot. Cac dép ting
ctia t& bao T dic hiéu vé6i HEME002 & ngudi trén 10 PBMC dugc do theo thoi gian.
Do duong tinh cua xét nghiém dugc xac dinh 1a SFU/ 10° té bao ctia dap tmg duge trir
di gid tri nén >50 SFU/10° t& bao va SFU/10° t€ bao cta dap ung dwoc trir di gia tri
nén >2x dap ung trung binh. Gia tri khong dat tiéu chuin duong tinh cua xét nghiém
duoc didu chinh thanh 50 SFU/10° té bao. Dit liéu dugc chuyén di logio dugce thé hién.
Duong nét dat phia dudi duoc thiét 1ap & 50 SFU/10° té bao va tuong tmg véi LOD,
trong khi dudng nét dit phia trén duoc thiét 1ap & 2.000 SFU/10° té bao va tuong tng
voi ULOQ. Cac diém miii tén chi thoi gian tao mién dich cho mdi nhém. Céc cot miii
tén la do 1éch chuan. LOD: giéi han phat hién duéi; ULOQ: gidi han dinh lugng trén;
Gr: Nhém. Cac nhém tur phia trén cung cua biéu dd: Dong trén cung: Grd; dong tha hai
tir dong trén cung: Gr3, dong thir ba tir dong trén cing: Gr2, dong thir tu tir dong trén
cung: Grl.

HINH 11 minh hoa su cam tng cua t& bao T dic hiéu véi HEMEO002 sin xuat
IFN-y ¢ linh truong khong phai nguoi dugc tao mién dich bing Ad26HEME002,
LS CALR JAK2-2x9mer, SEQ ID NO: 10 (Ad) va/hoic MVA-HCall-9.9
TCE _CALR _JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 26 (MVA) mot minh hodc két hop véi
YERVOY® (ipilimumab) (Ipi) mdi nhém & tudn -2 ciia nghién ctru. San xuét IFN-y
duoc danh gia bang ELISpot. Céc gié tri dugc thé hién da trir di gid tri nén va gi tri
du6i 50 SFU/10 té bao duoc thiét 1ap thanh gia tri do (dugc biéu thi bang cac ky hiéu
mau den m&). Cac dong vat c6 dap tng & mirc nén cao >150 SFU/10° t€ bao duge bicu
thi bing bidu twong mau xam. Cot bidu thi trung binh ciia nhém. Phan tich thong ké
duoc thuc hién trén tdp di li€u hoan chinh bang cach stir dung md hinh Tobit v6i cac thir
nghiém ty 1& Kha nang x4y ra va ap dung su hiéu chinh Bonferroni, cac dap tmg c6 y

nghia c6 p<0,05. Puong nét dut phia dudi dugc thiét 1ap & 50 SFU/10° té bao va tuong
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{mg v6i LOD, trong khi dudng nét dt phia trén dugc thiét 1ap & 2.000 SFU/10° € bao
va tuong ung véi ULOQ. Dit liéu duoc chuyén d6i logio duoc thé hién.

HINH 12 minh hoa su cam tng cuta té bao T dac hiéu véi HEME002 san xuét
IFN-y & linh truong khong phai nguoi dugce tao mién dich bing Ad26HEMEO002,
LS CALR JAK2-2x9mer, SEQ ID NO: 10 (Ad) va/hodc MVA-HCall-9.9
TCE_CALR JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 26 (MVA) mdt minh hodc két hop véi
YERVOY® (ipilimumab) (Ipi) moi nhém & tuan 2 ctia nghién ctru. San xuét IFN-y dugc
dénh gia bing ELISpot. Céc gia tri dugc thé hién da trir di gia tri nén va gid tri dudi 50
SFU/10° t& bao duoc thiét 1ap thanh gia tri d6 (dugc bidu thi bing céc ky hiéu mau den
mé). Céc dong vat c6 dap ing & mirc nén cao >150 SFU/10° té bao dugc biéu thi bing
biéu turong mau xam. Cot biéu thi trung binh cua nhém. Phan tich théng ké duoc thuc
hién trén tip dit liéu hoan chinh bang céch st dung md hinh Tobit v6i cac thir nghiém
ty 16 Kha ning xay ra va ap dung sy hiéu chinh Bonferroni, cac dap tng c6 y nghia c6
p<0,05. Dudng nét dut phia dudi dugce thiét 1ap & 50 SFU/10° té bao va tuong ng véi
LOD, trong khi dudng nét dut phia trén dugc thiét 1ap & 2.000 SFU/10° té bao va tuong
g v6i ULOQ. Dit lidu dwoc chuyén ddi logio duoc thé hién.

HINH 13 minh hoa su cam tng cua t& bao T dac hiéu véi HEME002 san xuét
IFN-y ¢ linh truéng khong phai nguoi duoc tao mién dich bing Ad26HEME002,
LS CALR JAK2-2x9mer, SEQ ID NO: 10 (Ad) va/hoic MVA-HCall-9.9
TCE_CALR JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 26 (MVA) mét minh hogc két hop véi
YERVOY® (ipilimumab) (Ipi) mdi nhém & tudn 6 ctia nghién ciru. San xudt IFN-y dugce
dénh gia bang ELISpot. Céc gié tri dugc thé hién da trir di gid tri nén va gié tri dudi 50
SFU/10° té bao duoc thiét 1ap thanh gia tri d6 (dugc biéu thi bing cac ky hiéu mau den
mé). Cac dong vat ¢6 dap img & mikc nén cao >150 SFU/10° t bao dugc biéu thi bang
biéu twong mau xam. Cot biéu thi trung binh ctia nhém. Phén tich théng ké duoc thuc
hién trén tap dit liéu hoan chinh bang cach st dung mo hinh Tobit véi cac thir nghiém
ty 16 Kha ning xay ra va 4p dung sy hiéu chinh Bonferroni, cac dap tmg c6 ¥ nghia c6
p<0,05. Duong nét dut phia dudi duge thiét 1ap & 50 SFU/10° t€ bao va tuwong mg voi
LOD, trong khi dudng nét dirt phia trén dugc thiét 1ap & 2.000 SFU/10° € bao va twong
tng v6i ULOQ. Dit lidu dugc chuyén dbi logio dugce thé hién.

HINH 14 minh hoa sy cam tmg cua té bao T dic hiéu véi HEME002 sn xuit
IFN-y ¢ linh truong khong phai nguodi dugc tao mién dich bing Ad26HEME002,
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LS CALR JAK2-2x9mer, SEQ ID NO: 10 (Ad) va/hoac MVA-HCall-9.9
TCE CALR JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 26 (MVA) mot minh hodc két hop véi
YERVOY® (ipilimumab) (Ipi) mdi nhém & tudn 10 ciia nghién ctru. San xudt IFN-y
duoc danh gid bing ELISpot. Céc gié tri dwgc thé hién da trir di gid tri nén va gid tri
dudi 50 SFU/10° t& bao duoc thiét 1p thanh gié tri d6 (dugc biéu thi bang cic ky higu
mau den mo). Cac dong vat c6 ddp ing & mirc nén cao >150 SFU/10° té bao dugc biéu
thi bang biéu twong mau xam. Cot biéu thi trung binh cia nhém. Phan tich théng ké
dugc thuc hién trén tap dit liéu hoan chinh béng cach str dung md hinh Tobit vé1 céc thir
nghiém ty 18 Kha ndng xay ra va ap dung su hiéu chinh Bonferroni, cic dap Gmg c6 y
nghia ¢6 p<0,05. Duong nét dirt phia dudi duoc thiét 1ap & 50 SFU/10° té bao va tuong
ting v6i LOD, trong khi duong nét dit phia trén dugc thiét 1ap & 2.000 SFU/10° té bao
va tuong tmg v6i ULOQ. Dit liéu duoc chuyén dbi logie duge thé hién.

HINH 15 minh hoa sy cam tng cua té bao T diic hiéu véi HEME002 san xuat
I[FN-y ¢ linh truéng khong phai nguoi dugce tao mién dich bing Ad26HEME002,
LS CALR JAK2-2x9mer, SEQ ID NO: 10 (Ad) va/hoic MVA-HCalJ-9.9
TCE CALR JAK2-2x9mer; SEQ ID NO: 26 (MVA) mot minh hodc két hop véi
YERVOY® (ipilimumab) (Ipi) mdi nhém & tudn 16 ciia nghién ctru. San xuat IFN-y
duge danh gia bang ELISpot. Cac gia tri dugc thé hién da trir di gi4 tri nén va gia tri
dudi 50 SFU/10° t& bao duoge thiét 1ap thanh gia tri d6 (dwoc biéu thi bang cc ky hi¢u
mau den m&). Céc dong vat c6 dap Gng & mirc nén cao >150 SFU/10° té bao duoc biéu
thi bang biéu twgng mau xam. Cot biéu thi trung binh ctia nhém. Phan tich théng ké
duoc thuc hién trén tap dit liéu hoan chinh bang cach str dung md hinh Tobit v6i cac thi
nghiém ty 1¢ Kha ning xay ra va ap dung sy hiéu chinh Bonferroni, cac dap ung co 'y
nghia c6 p<0,05. Dudng nét it phia dudi dugc thiét 1ap & 50 SFU/10° t€ bao va tuong
timg v6i LOD, trong khi duong nét dirt phia trén duge thiét 1ap & 2.000 SFU/10° té bao
va teong tng vai ULOQ. Dit liéu duoc chuyén dbi logio dugc thé hién.

HINH 16 minh hoa ring khang thé khang CTLA4 Ipilimumab duoc sit dung SC
twong duong voi IV & cac dap tng cua té bao T dic hiéu v6i khang nguyén mdi trong
NHP. Ipilimumab dugc dinh liu Ia 3 mg/kg IV hodc SC tai thodi diém tao mién dich
bing vecto. Cac té bao san xuat IFNy tir 250 K khi dudi dai PBMC duoc kich thich qua
dém véi céc peptit dac hiéu véi mutCALR va duoc phén tich bang Elipot. Phan g
peptit mutCALR duoc tinh toan dya trén ddp Ung déc hiéu véi mutCALR - gid tri nén.

11
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Cot bidu thi trung binh cia nhém. Phén tich thong ké dugc thuc hién trén tap dit liéu
hoan chinh bing cach sir dung mo hinh Tobit véi céc thit nghiém ty 1¢ Kha nang xay ra
va 4p dung su hiéu chinh Bonferroni, cac dap ing c6 y nghia c6 p<0,05.

HINH 17 minh hoa ring viéc gébm cé khéng thé khang PD-1 (Nivolumab
10 mg/kg IV) bt dAu tir tudn 4 v6i AJ/AI/MVA + 1 lidu (Nhém 6) hodc 2 liéu (nhém
5) ipilimumab (SC) dé cai thién mirc do dap tmg cua té bao T ddc hiéu v6i mutCALR
so v6i dong vat chi duoc ding litu Ad/Ad/MVA + ipilimumab (SC). Ad26:
Ad26HEME002, LS CALR JAK2-2x9mer, SEQ ID NO: 10; Ipi; ipilimumab; aPD1:
Nivolumab.

HINH 18A thé hién so dd biéu dién hé gen alphavirut cua virut Semliki Forest,
1a ARN cam tng duong, mach don ma ma héa cac polyprotein khong ¢ chu truc (nsP1-
nsP4; replicaza) & dau 5’ va cac gen chu tric (capsid va glycoprotein) & dau 3°.

HINH 18B minh hoa so d6 biéu dién phan tir ARN tu sao chép (don vi sao chép)
vi du ¢6 ngudn gde tir cac don vi sao chép cla alphavirut, trong d6 cac gen cAu trac cla
virut duoc thay thé bang gen quan tim dudi sy kiém soat phién ma ctia ving khéi dong
cta hé gen con (SGP). Cac yéu td trinh tu bao thi (CSE) & ddu 5> va 3> dong vai trod 1a
vung khéi dong cho qué trinh phién ma ARN soi 4m va soi duong. Sau khi don vi sao
chép duoc dua vao té bao, tién chat polyprotein khong c6 cAu tric (nsP1234) dugc dich
ma tr don vi sao chép dugc phién ma in vitro. nsP1234 ¢ giai doan dau duoc tu dong
phén giai theo phuong phap phan giai protein thanh cdc manh nsP123 va nsP4, cac manh
ndy phién ma ra ban sao chép soi am cta don vi sao chép. Sau do, nsP123 dugc phén
giai hoan toan thanh céc protein don, chiing s€ 14p rap voi replicaza sgi (+) dé phién ma
cac ban sao gen mdi c6 soi duong, cling nhu céc ban sao hé gen con ¢ s¢i (+) ma mé
hoa cho gen quan tim. ARN ciia hé gen con ciling nhu ARN h¢ gen méi dugc tao mil va
poly-adenyl hoa. Vung khéi dong bt hoat 1 miii tén nét dirt; Ving khdi dong hoat dong
1a mili tén nét lién;

HINH 19 1a gian d6 minh hoa vé ARN tu khuéch dai vi du c6 ngudn gbc tir
alphavirut c6 chira gen khong co cAu tric, ¢6 mil & diu 5° (NSP1-4), ving khéi dong
ciia hé gen con 26S (mili tén mau xam), gen quan tdm (GOI), va dudi dugc polyadenyl
hoa & dau 3°. Hinh minh hoa ciing thé hién thanh phan bo qua ribosom 2A (P2A) va 193
nucleotit ddu tién dugc nhan ddi ciia nsP1 & phia ha luu cua 5'-UTR va 6 phia thuong
luu ctia DLP ngoai trir ma b ba khoi dau.

12
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HINH 20 12 gidn dd minh hoa hat nano lipid (LNP) vi du bao boc ARN tur khuéch
dai, véi ty 1€ phin trim mol cia cac thanh phan lipid nhu dugc biéu thi (Geall va cong
su, PNAS, 2012, 109:14604—-14609).

HINH 21A minh hoa ARN tu sao chép LS.CALR-JAK2-2x9mer lam mdi cho
dap tmg cua té bao T CD4 khang CALR. D liéu thé hién su san xuat IFN boi t€ bao
don nhan lach duogc kich thich bang thu vién peptit CALR chdng gbi (cot chua day)
hodc DMSO (c6t mau xam) nhu duoc do bang ELISpot.

HINH 21B minh hoa ARN tu sao chép LS.CALR-JAK2-2x9mer lam mdi cho
dap ting ciia té bao T CD4 khéang CALR. Dit liéu thé hién viéc san xuat IFN, TNFa va
IL-2 cia té bao don nhan lach dugc kich thich biang cac peptit CALR chdng gbi duogc
do bang k¥ thuat dém té bao theo dong chay. Céc ky hiéu twong ng v6i timg con chudt
(n=5), cac cot thé hién gia tri trung binh v4i SD. **p<0,01, thir nghiém Mann-Whitney.

HINH 22A minh hoa ARN tu sao chép dugc bao ché duéi dang hat nano lipid 1a
LS.CALR-JAK2-2x9mer lam mdi cho dép tmg ciia té bao T CD4 khéang CALR. Chudt
Balb/c dugc tao mién dich béng lidu lwong dugc chi dinh cia ARN ty sao chép duoc
bao ché du6i dang LNP 1a LS.CALR-JAK2-2x9mer, cling nhu phién ban khong dugc
bao ché ché & 20 pg, va 14 ngdy sau céc 14 lach dugce phén tich. Hinh v& minh hoa vi¢c
san xuit TFN béi té bao don nhan lach duoc kich thich bang thu vién peptit CALR chdng
gbi (da trir gia tri nén DMSLO) nhu duge do bang ELISpot.

HINH 22B minh hoa ARN tu sao chép dugc bao ché dudi dang hat nano lipid 1a
LS.CALR-JAK2-2x9mer 1am mdi cho dép tng cia té bao T CD4 khang CALR. Dit liéu
thé hién viéc san xuét IFN, TNFa va IL-2 cla t& bao don nhan lach duoc kich thich bing
céc peptit CALR chong gbi dugc do bang k¥ thuat dém té bao theo dong chay. Cac ky
hiéu trong ting voi ting con chudt (n=5), cac cot thé hién gia tri trung binh véi SD. *p
<0,05, **p<0,01, thir nghiém Mann-Whitney.

HINH 23A minh hoa céc phac d6 vacxin ting cudng dap tng cia té bao T CD4
khang CALR. Nhitng con chudt Balb/c duoc mdi sau d6 duge ting cudng bang su két
hop khic nhau ctia Ad26, phan tr ARN tu sao chép (don vi sao chép) hodc MVA nhu
duoc biéu thi trong hinh v& nay sau d6 céc la lach dugc phén tich. Hinh v& minh hoa
viée san xuat IFN béi té bao don nhan lach dugc kich thich bang thu vién peptit CALR
chdng gbi (da trir gi4 tri nén DMSO) nhu dugc do bang ELISpot.
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HINH 23B minh hoa cic phac dd vacxin ting cudng dap Ung cua té bao T CD4
khang CALR. Dit lidu thé hién viéc san xuét IFN, TNFa va IL-2 cia t€ bao don nhan
lach duoc kich thich bing céc peptit CALR chdng gbi dugc do bang k§ thuat dém té bao
theo dong chay. Céc ky hiéu tuong ting véi tiig con chudt, cac cot thé hién gia tri trung

binh véi SD. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, thtr nghiém Mann-Whitney.

MO ta chi tiét sang ché

Céac dinh nghia

T4t ca cac tai lidu 4n pham, bao gbém nhung khong chi giéi han & cac bang sang
ché va don xin cip bang sing ché, duge dé cap sau day duoc két hop day du vao trong
ban mb ta nay bang vién dan.

Cén phai hiéu rang cac thuat ngit st dung trong trong ban mo ta nay chi nham
md ta cac phuong an cu thé va khong lam giéi han séng ché. Trir khi duoc chi ra khic
di, tit ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc dugce sit dung trong ban mo ta nay c6 cung
nghia thong thuong theo hiu biét cia ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
ma sang ché dé cap dén.

C6 thé sir dung cac phuong phap va vt liéu bét ky twong tu hodc twong duong
v6i cac phuong phdp va vat liéu dugc md ta trong ban mo ta nay trong viée thuc hién
cac thi nghiém cua sang ché, va cac phuong phap va vat liéu md ta trong ban mo ta nay
chi 1a vi du. Trong mo ta va yéu cau bao ho sang ché, cac thuat ngit sau day s& dugce si
dung.

Trong ban md ta ndy va cac yéu ciu bao hg kem theo, dang sd it “mot” dé cap
dén cé cac sd nhiéu trir khi duoc chi ra mot cach cu thé 1o rang. Do dd, vi du, dé cap dén
“mot té bao” co thé hiéu 1a bao gém ca su Kkét hop cda hai hoac nhiéu té bao, v.v.

“Khoang” ¢ nghia 1a nim trong khoang sai s6 ¢6 thé chap nhan ddi véi gia tri
cu thé duge x4c dinh béi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay, mot
phan duya trén phuong phap do hodc xdc dinh gia tri, tirc 1a, céc gi6i han cia hé thong
do luong. Trur khi duge chira cu thé khéc di trong cac vi du hodc trong ban md ta theo
ngit canh thi nghi€ém, két qua hodc phuong én cu thé, “khoang” ¢ nghia la ndm trong
mot do 1éch chuin trén mdi thit nghiém trong linh vuc k¥ thudt nay, hodc khoang I1én

dén 5%, tiy gia tri nao 16n hon.
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“Chét bd tro” va “chét kich thich mién dich” dugc ding thay thé cho nhau trong
ban mo ta nay va dugc xéac dinh la mot hodc nhidu chit gdy ra su kich thich ctia hé¢ mién
dich. Trong ngit canh nay, chét b trg duoc sit dung dé ting cudng dap tng mién dich
dbi voi vacxin theo sang ché.

“Khung thay thé” dé cap dén khung protein chudi don chira 15i c6 cdu truc lién
két v6i cac ving bién ddi c6 kha nang dung nap cAu hinh cao. Céc ving bién dbi co thé
dung nap bién thé dugc dua vao ma khong anh hudng dén su toan ven ctia khung thay
thé, va do do céc ving bién dbi c6 thé dugce thiét ké va lua chon dé lién két véi khang
nguyén dac hiéu.

«T& bao trinh dién khéng nguyén” (APC) d& cap dén té bao bit ky c6 khing
nguyén két hop véi phan tir phitc hop twong hgp mé chinh trén bé mat cia no, hodc phan
tir MHC loai I hoac MHC loai II hoac ca hai.

“Khang thé” @& cap dén phan tir globulin mién dich bao gdm cac khang thé don
dong gdm cac khang thé don dong chudt, nguoi, nhan hoa va dang kham, cdc manh lién
két khang nguyén, cac khang thé dac hiéu kép (bispecific) hodc khang thé da hiéu, cac
khang thé dang dime, dang tetrame hodc da phéan, khang thé chudi don, khang thé mién
va cAu hinh cai bién khac bat ky cia phan t globulin mién dich bao gdm vi tri lién két
khang nguyén c6 tinh ddc hiéu yéu cau.

“Manh lién két khang nguyén” d& cap dén phan phan tir globulin mién dich giit
lai cac dic tinh lién két khang nguyén ciia khang thé gbc ddy du chiéu dai. Manh lién
két khang nguyén vi du la vung xéac dinh bd sung chudi ning (HCDR) 1, 2 va/hodc 3,
cac vung xac dinh bd sung chudi nhe (LCDR) 1, 2 va/hodc 3, VH, VL, VH va VL, cac
manh Fab, F(ab')2, Fd va Fv ciing nhu khang thé mién (dAb) chira mdt mién VH hodc
mdt mién VL. Mién VH va VL ¢6 thé duoc lién két voi nhau qua cau ndi tong hop dé
tao nhiéu loai cAu hinh khang thé chudi don khac nhau, trong d6 cac mién VH/VL ghép
cip trong phan tir hodc giira cac phan ti trong truong hop khi mién VH va VL dugc biéu
hién bing cac chudi riéng biét dé tao vi tri lién két khang nguyén don tri, vi du nhu Fv
chudi don (scFv) hoic diabody (khang thé dac hiéu kép tai tb hop); duge mo ta, vi du,
trong Cong bd don sang ché quéc té s6 WO1998/44001, Cong b6 don sang ché qudc té
sb WO1988/01649, Cong bb don sang ché qudc t& s6 WO1994/13804, hodc Cong bd
don sang ché qudc té s6 W01992/01047.
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Céc thuit ngit chuyén tiép “bao gdm”, “vé co ban bao gbm” va “bao gém chi”
nham muc dich bao ham y nghia chung duoc chdp nhén trong ngdn ngit sing ché; c6
nghia 13, (i) “gém c6” ddng nghia véi "bao gdm", "chira" hodc "khéc biét trong do", co
nghia bao ham hodc md rdng va khong loai trir cdc thanh phén hoic cac bude phuong
phap b6 sung khong duoc néu; (ii) "bao gbm chi" loai trir bét ky thanh phan, budc hodc
thanh phan nao khong dugc xac dinh trong yéu cAu bao ho; va (iii) “vé co ban bao gdm”
gi6i han pham vi cua y€u cu bao ho & cac chit hodc bude duoce xac dinh va “cac thanh
phén khong anh hudéng déng ké dén (cac) dic tinh méi va co ban” cua sang ché dugc
bao ho. Cac phuong an duge mo ta theo cum tur "gdm c6" (hodc tuong duong cua nob),
cling dé xuét nhu 14 cac phuong 4an dugc mo ta doc 1ap theo nghia “bao 2dm” va “vé co
ban bao gdm”.

“CALR” dé cap dén calreticulin & ngudi. Protein CALR & nguoi bao gdm trinh
tu axit amin nhu dugc thé hién trong, vi du, UniProt c6 ma truy cap P27797.

“Vong lap ha luu” hodc “mo-tip DLP” dé cap dén trinh tw polynucleotit bao gdm
it nhat mot vong 1ap géc ARN, khi duoc dit & phia ha luu ctia ma bd ba bat dau cua
khung doc m& (ORF) cung cip kha ning dich ma ORF ting 1én so v&i cAu tric twong tu
khac ma khong c6 mo-tip DLP.

“Tang cuong” hodc “gdy ra” khi d& cap dén dap tng mién dich dé cap dén viéc
taing quy md6 va/hodc hiéu quéa cua dap ung mién dich hodc kéo dai thoi gian cua dap
mg mién dich. C4c thut ngit nay duoc st dung thay thé cho nhau bang "gia tang".

“Trinh ty quyét dinh khang nguyén” nhu dugc st dung trong ban md ta nay, e
cap dén mot phan ctia polypeptit hodc trinh tw axit amin, vi du mot phén ciia ciu tric
bac mot, bac hai, bac ba hodc bac bdn cta polypeptit hodc trinh tyr axit amin, dugc nhan
biét boi hé théng mién dich, vi du khang thé, t& bao B (vi du, t€ bao lympho B) va/hosc
té bao T.

“Vecto biéu hién” dé cap dén vecto co thé duge st dung trong hé sinh hoc hodc
hé sinh hoc tai tao dé dinh huéng qua trinh dich ma polypeptit duoc ma héa béi trinh tu
polynucleotit c6 mdt trong vecto biéu hién.

“Thanh phan hd tr¢” dé cap dén thanh phan polynucleotit hodc polypeptit bat ky
6 thé duoc lién két véi polynucleotit hodc polypeptit, va bao gbm ving khéi dong, ving
tang cuong, tin hiéu polyadenyl hoa, cac ma bd ba két thuc, nhan protein, chéng han nhu
nhan histidin va cac loai tuong tu.
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“Khac loai” d& cip dén hai hodc nhidu polynucleotit hodc hai hay nhiéu
polypeptit khong c6 cung mdi quan hé véi nhau trong ty nhién.

“Manh sinh mién dich” d& cap dén polypeptit dugc té bao lympho T gdy doc, té
bao lympho T tro gitip hogc té bao B nhan biét khi manh nay két hgp v6i phan tit MHC
loai I hodac MHC loai II.

“Trong khung” d& cap dén khung doc ma bd ba trong polynucleotit thir nhét gidng
v6i khung doc ma b ba trong polynucleotit thir hai dugc ndi v6i nhau dé tao thanh
polynucleotit. Polynucleotit trong khung ma héa polypeptit dugc mad hoa boi ca
polynucleotit thir nhét va polynucleotit thtt hai.

“Sinh mién dich” d& cap dén polypeptit bao gdbm mét hodc nhiéu manh sinh mién
dich.

“Pap ung mién dich” dé cap dén dap tmg bat ky v6i polypeptit hodc polynucleotit
hodc manh sinh mién dich ctia hé mién dich & ddi tugng c6 xwong song. Vi du vé dap
tmg mién dich bao gdm mi&n dich tai chd, mién dich t€ bao toan than cling nhu mién
dich dich thé, ching han nhu dép tng té bao lympho T gay doc té bao (CTL), bao gdm
cam ung dic hiéu khang nguyén ciia CD8+ CTL, dép ung cua té bao T trg gitip bao gdm
dap ung tang sinh té bao T va giai phong ytokin, va dap tng té bao B bao gdm ca dap
ting khang thé.

“Két hop voi” nghia 1a cho déi tugng st dung hai hogc nhiéu tac nhan dieu trj
trong mot hdn hop, st dung dong thoi theo ting chét hodc 1an luot theo timg chét theo
thi tu bat ky.

“Pugc phan 1ap” dé cap dén quin thé phan t& d6ng nhét (ching han nhu
polynucleotit hodc polypeptit téng hop), vé co ban d3 duogc tach ra va/hodc duoce tinh
ché khéi cac thanh phén khac cta hé théng ma phan ti dugc tao ra, vi du nhu té bao tai
t6 hop cling nhu protein da trai qua it nhét mot bude tinh ché hodc phan 14p. “Dugc phan
1ap” d& cap dén phan tir v& co ban khong chira vét liéu té bao va/hodc hoa chét va bao
gém cac phan tir duge phén 1ap c6 do tinh sach, vi dy, trén 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hodc 100%.

“JAK2” @& cap dén Janus kinaza 2 & nguoi. Protein JAK2 & nguoi bao gbm trinh
tu axit amin nhu dugce thé hién trong, vi du, 12 UniPort c6 ma truy cap O060674.

“CALR dbt bién” dé cap dén CALR chira mét hodc nhiéu dot bién exon 9.
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“JAK?2 dot bién” d& cap dén JAK2 chira dot bién V617F.

“Khong c6 trong tu nhién" dé cap dén phan tir khong tdn tai trong tu nhién.

Trinh tu “duoc lién két hoat dong” dé cap dén ca trinh tu kiém soat qua trinh biéu
hién lién ké véi trinh tu axit nucleic ma chung didu hoa va trinh tu diéu hoa hoat dong
& dang trans, hodc & khoang cach d8 kiém soat trinh tu axit nucleic da diéu hoa.

"Nhidm sic thé Philadelphia" hosc "Ph" dé cip dén su chuyén doan nhiém sic
thé dugc biét dén nhidu gitta nhifm séc thé 9 va 22, din dén dung hop gen BCR-ABL
tao khédi u v6i hoat tinh kinaza tyrosin hoat dong mot cach co dinh. Su chuyén doan
khién cho mét phin ctia gen BCR tir nhiém sdc thé 22q11 trd nén dung hop v6i mot
phin cta gen ABL tir nhim séc thé 9934, va duoc dat tén 1a 1(9;22)(q34;q11) theo He
théng qubc té dbi véi Danh phéap Di truyén hoc té bao & nguoi (International System for
Human Cytogenetic Nomenclature, ISCN). Tuy vao vi tri chinh xdc cua dung hop, khéi
lwong phén ti cua protein dung hop tao thanh co thé niam trong khoang tir 185 dén 210
kDa. “Nhiém séc thé Philadelphia" chi tat ca protein dung hop BCR-ABL dugc tao thanh
do su chuyén doan (9;22)(q34:q11).

“Polynucleotit” d& cAp dén phan tir bao gbm chudi nucleotit lién két cong hoa tri
bdi bd khung duong-phosphat hodc lién két hoa hoc cong hoa tri twong dwong khac. Vi
du vé polynucleotit bao g6m ARN va ADN.

“Polypeptit” hodc “protein” d& cap dén phan tir bao gbm it nhat hai don phan axit
amin lién két v6i nhau bing lién két peptit dé tao thanh polypeptit.

“Phong nglra”, “viéc phong ngira”, “su phong ngira” bénh hoac rdi loan nghia la
phong ngura tinh trang rdi loan xay ra ¢ ddi tuong.

“Tiém nhic lai” hodc "ché do tiém nhéc lai" d& cap dén phuong phép diéu tri doi
tuong lién quan dén viéc mdi dap tmg cla té bao T bang vacxin thir nhit, sau d6 ting
cudng dap tmg mién dich bang vacxin thit hai. Vacxin thi nhét va vacxin thir hai thuong
khac nhau. Su tao mién dich tiém nhic lai ndy tao dap tmg mién dich c6 pham vi 16n
hon mitc c6 thé dat dugce bang cach mdi va tang cudng véi cing mot loai vacxin. Budce
mdi khéi dong té bao ghi nhé va buéce ting cudng mé rong phan hoi ghi nhé. Sy tang
cuong co thé x4y ra mot 14an hodc nhiéu lan.

“T4i td hop” @& cap dén polynucleotit, polypeptit, vecto, virut va cac phan t

khac duoc didu ché, biéu hién, tao thanh hodc phan 1ap bing phuong tién t hop.
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“Kho chita” d& cap dén bénh khong dap tmg véi didu tri. Bénh kho chita c6 thé
khang lai phuong phép diéu tri trudc hogc khi bat dau diéu tri, hodc bénh kho chita c6
thé khang thudc trong qué trinh diéu tri.

“Téai phat” dé cap dén su quay trd lai cua bénh hodc cac dAu hiéu va triéu ching
cia bénh sau mot thoi gian cai thién khi da dugc diéu tri truéc bang mot lidu phép.

“Pon vi sao chép” dé cap dén axit nucleic virut c6 kha ning dinh huéng viéc tao
c4c ban sao cua chinh n6 va bao gdm ARN ciing nhu ADN. Vi du, phién ban ADN soi
kép cta hé gen virut PRRS (arterivirut) co thé dugc st dung dé tao phién ma ARN soi
don tao thanh don vi sao chép virut PRRS. Nhin chung, don vi sao chép cua virut chira
hé gen hoan chinh cta virut nay.

“Don vi sao chép ARN” (hodc “ARN tu sao chép”, hodc "phan tir ARN tu sao
chép" hodc "stARN") dé cap dén phan tir ARN chta tAt ca thong tin di truyén can thiét
dé dinh hudng sy khuéch dai hodc tw sao chép cua chinh né trong té bao cho phép. Pé
dinh huéng qua trinh sao chép ctia chinh no, phan tr ARN: 1) ma héa polymeraza,
replicaza hodc protein khac co thé tuong tac véi protein c6 ngudn gbc virut hozic té bao
chu, axit nucleic hodc ribonucleoprotein dé xuc tac qué trinh khuéch dai ARN; va 2)
chira trinh tu ARN hoat hoa dang cis can thiét dé sao chép va phién ma ARN do don vi
sao chép ma hoa. Phan tr ARN tu sao chép thuong cé ngudn gde tir hé gen clia virut
ARN soi duong va c6 thé dugc su dung lam co s¢ dua trinh tu ngoai lai vao té bao chu
bang cach thay thé trinh tu virut ma héa gen ciu tric hozc khong c6 cAu tric hodc chén
trinh tu ngoai lai 5° hodc 3' cua trinh tu ma hoa gen cAu tric hoic khong cé cAu truc.
Trinh tu ngoai lai c6 thé duge dua vao ving hé gen con cia virut alpha. Phan tr ARN
tw sao chép ¢6 thé dugc dong goi thanh cac hat virut tai td hop, chang han nhw hat virut
alpha tai t6 hop hodc dugc din truyén dén vat chi bang hat nano lipid (LNP). ARN tu
sao chép c6 thé ¢6 kich thude it nhét 1 kb, hodc it nhit 2 kb, hodc it nhat 3 kb, hodc it
nhét 4 kb, hodc it nhét 5 kb, hodc it nhét 6 kb, hogc it nhat 7 kb, hodc it nhét 8 kb, hodc
it nhat 10 kb, hogc it nhat 12 kb, hodc it nhit 15 kb, hodc it nhat 17 kb, hodc it nhat 19
kb, hoic it nhit 20 kb, hoidc c6 thé c6 kich thudc 100 bp-8 kb, hodc 500 bp-8 kb, hodc
500 bp-7 kb, hodc 1 -7 kb, hoac 1-8 kb, hodc 2-15 kb, hodc 2-20 kb, hodc 5-15 kb, hoac
5-20 kb, hodc 7-15 kb, hoidc 7-18 kb, hodc 7-20 kb. ARN tu sao chép duoc mo ta, vi du
nhu trong cac cong bd don sang ché qudc té s6 W02017/180770, WO2018/075235, va
WO02019143949A2.
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“Lién két dic hiéu”, “lién két mot cach dic hidu” hodc “lién két” dé cap dén phan
tr protein lién két v6i khang nguyén hoic quyét dinh khang nguyén bén trong khang
nguyén bang ai luc 16n hon 4i luc cho céc khang nguyén khac. Thong thuong, phén ti
protein lién két v6i khang nguyén hodc quyét dinh khang nguyén bén trong khang
nguyén bing hang sb can bang phan ly (KD) vé6i khoang 1x10-7 M hodc nho hon, vi du
khoang 5x10-8 M hodc nho hon, khoang 1x10-8 M hodc nhé hon, khoang 1x10-9 M
hodc nho hon, khoang 1x10-10 M hodc nho hon, khoang 1x10-11 M hodc nhé hon, hay
khoang 1x10-12 M hodc nho6 hon, thong thuong véi KD nho hon it nhét 100 14n so véi
KD cta n6 khi lién két véi khang nguyén khong dac hiéu (vi du, BSA, casein). Trong
ngft canh cla cac phan tir duge mo ta trong ban mo ta nay, "lién két dac hiéu" 1a lién két
cua phan tir protein véi polypeptit dot bién CALR/JAK2, polypeptit dot bién CALR
hodc chi c6 polypeptit dot bién JAK2 hodc phirc hop voi HLA ma khong c6 lién két co
thé phat hién dugc véi CALR kiéu dai hodc chi v6i JAK2 ho#c phtrc hop voi HLA.

“ARN hé gen con” d& cap dén phan tir ARN c6 chiéu dai hodc kich thuéc nhd
hon ARN hé gen ma né dugc tao ra tir d6. ARN hé gen con cua virut co thé dugc phién
ma tir ving khéi dong bén trong, trinh ty cua nd nam trong ARN hé gen hoic phén bd
sung cua nd. Qua trinh phién ma cia ARN hé gen con co thé duge didu tiét bang (cac)
polymeraza dugc ma hoa cta virut lién két voi cac protein dugc ma hoa cia té bao chu,
(cac) ribonucleoprotein hodc sy két hop cta ching. Nhiéu virut ARN tao ra mARN hé
gen con (sgARN) dé biéu hién 3 gen & du gan ciia chiing. ARN h¢ gen con cua virut ¢6
thé duge phién ma tir viing khéi dong bén trong, trinh tw clia nd nim trong ARN hé gen
hodc phan bd sung ctia né. Qua trinh phién ma ciia ARN hé gen con c6 thé duogc didu
tiét bang (cac) polymeraza dugc ma hoa cua virut lién két v6i cac protein dugc ma hoa
ctia té bao chu, (cac) ribonucleoprotein hodc sy két hop cila ching.

“Don vi sao chép hé gen con” dé cap dén axit nucleic cta virut chira it thanh phan
hon so v&i phan bo sung day du clia gen va cac dic diém khéc ctia hé gen virut, nhung
van c6 kha ning dinh huéng viéc tao ban sao cta chinh n6. Vi du, don vi sao chép hé
gen con cua virut PRRS ¢6 thé chtra hdu hét gen dbi véi protein khong c6 céu tric cia
virut, nhung lai thiéu hau hét gen ma héa d6i voi protein co cau tric. Pon vi sao chép
hé gen con c6 kha nang dinh huéng su biéu hién cua tat ca gen virut can thiét cho viéc
sao chép cua hé gen con virut (su sao chép ctia don vi sao chép hé gen con) ma khong

can tao hat virut.
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“Péi trong” bao gdm dong vat bat ky 1a ngudi hodc khong phai la ngudi. “Dong
vat khong phai 1a nguoi” bao gbm tat ca dong vat co xuong sbng, vi dy, dong vat c6 vi
va dong vit khong c6 vii, nhu dong vat linh truéng khong phai con ngudi, ctru, cho,

A0

méo, ngua, bo, ga, ludng cu, bo sit, v.v. Thuat ngir “ddi tugng” va “bénh nhan” co thé
dugc st dung thay thé cho nhau trong ban md ta nay.

“Piéu tri” hodc “phuong phap diéu tri” bénh hoic ching r6i loan nhu ung thu dé
cap dén viéc hoan thanh mot hoac nhidu yéu t6 sau: giim mtrc do nghiém trong va/hodc
thoi gian cia ching rdi loan, (rc ché tinh trang x4u di cua céc triéu chimg dic trung cua
ching rdi loan dang dugc diéu tri d6, han ché hoac ngin nglra sy tai phat cia chung 1o
loan & nhitng d6i tugng da ting méc chung rbi loan, hodc han ché/ngin chian triéu chiing
tai phat ¢ nhiing d6i tuong da timg c6 triéu chimg ri loan doé.

"Luwong c6 hi€u qua diéu tri" dé cap dén luong ¢6 hiéu qua, véi cac lidu luong va
trong cac khoang thoi gian can thiét, dé dat duoc hiéu qua diéu tri mong mudn. Luong
¢6 hi€u qua diéu tri c6 thé khac nhau phu thudc vao cac yéu td nhu tinh trang bénh, gidi
tinh, d6 tudi va cAn ning cia bénh nhén, va kha nang cia thudc diéu tri hodc cac thude
didu tri két hop dé mang lai d4p tng mong muén & bénh nhan. Cac vi du vé chi bdo cta
thudc diéu tri hodc cac thudc didu tri két hop hitu hiéu bao gém, vi du, stc khoé cua dbi
tugng dugc cai thién.

“Vacxin” d& cap dén ché phim bao gdm mot hodc nhiéu polypeptit sinh mién
dich, polynucleotit ma héa polypeptit hodc manh sinh mién dich, vecto bao gdm
polynucleotit ma hoa polypeptit sinh mién dich, hodc su két hop bat ky ctia ching dugc
stir dung c6 muyc dich la dé gy mién dich dat duoc & ngudi nhan (vi du la d6i tuong).

“Vecto” d& cap dén polynucleotit c6 kha ning sao chép bén trong hé sinh hoc
hoic c6 thé duge di chuyén giita cac hé nay. Céac polynucleotit vecto thong thuong chira
cac ph?m tir, nhu cac géc sao chép, tin hiéu polyadenyl héa hodc chi thi chon loc, co
chire nang hd tro sao chép hodc duy tri cac polynucleotit nay trong hé sinh hoc. Cac vi
du vé cac hé sinh hoc ¢6 thé bao gdbm té bao, virut, dong vét, thuc vat, va h¢ sinh hoc tai
tao st dung cac thanh phan sinh hoc ¢6 kha nang sao chép vecto. Polynucleotit chira
vecto ¢6 thé 1a cac phan tit ADN hodc ARN hodc phén tir lai cua ching.

“Vecto virut” dé& cap dén chu truc vecto bao gdm it nhat mot thanh phan

polynucleotit c6 ngudn gbc virut va c6 thé dugc chira trong hat vecto virut.

21



48124 221249

“Bién thé”, “dot bién” hoic “bi thay ddi” d& cap dén polypeptit hoic
polynucleotit khac voi polypeptit tham chiéu hodc polynucleotit tham chiéu boi mot

hodic nhiéu bién dbi, vi du nhu mot hay nhiéu su thay thé, chén hodc 1am mét doan.

Polypeptit

Sang ché dé cap dén polypeptit bao gdm trinh tu quyét dinh khéang nguyén cta
CALR dbot bién va JAK2 dot bién c6 thé tao ra dap ung mién dich & ddi tuong. Theo
mot s& phuong an, polypeptit c6 thé bao gdm it nhét hai hozic nhidu trinh tu quyét dinh
khang nguyén dugc chon tir nhém bao gom:

e quyét dinh khang nguyén CALR c¢6 SEQ ID NO: 1
(MKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRR
TRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTE) hoic c6 it nhat 90% d¢ twong
ddng trinh tu v6i SEQ ID NO: 1;

e quyét dinh khang nguyén CALR c¢6 SEQ ID NO: 2
(EEAEDNCRRMMRTK) hoic ¢6 it nhit 90% d twong dong trinh tw véi SEQ
ID NO: 2;

e quyét dinh khing nguyén JAK2 c¢6 SEQ ID NO: 4
(KLSHKHLVLNYGVCFCGDENILVQEFVKFG) hodc c6 it nhat 90% do
tuong dong trinh tw v6i SEQ ID NO: 4;

e  quyétdinh khang nguyén JAK2 c6 SEQ ID NO: 5 (VLNYGVCFC)
hoic it nhat 90% d6 twong dong trinh tw véi SEQ ID NO: 5;

e  quyét dinh khdng nguyén JAK?2 c6 SEQ ID NO: 6 (FCGDENILV)
hodc c6 it nhat 90% do twong dong trinh ty véi SEQ ID NO: 6; va su két hop
cua ching.

Theo mdt sé phuong 4n, sang ché @& xuét polypeptit bao gdm trinh ty quyét dinh
khéng nguyén cua quyét dinh khang nguyén CALR ¢6 SEQ ID NO: 1 hodc c6 it nhét
90% do twong ddng trinh tw véi SEQ ID NO: 1; quyét dinh khang nguyén CALR c6
SEQ ID NO: 2 hodc ¢6 it nhét 90% do twong ddng trinh ty véi SEQ ID NO: 2; va quyét
dinh khang nguyén JAK?2 ¢6 SEQ ID NO: 4 hodc c6 it nhit 90% d¢ twong dong trinh tw
v6i SEQ ID NO: 4. Trinh tu quyét dinh khang nguyén c6 SEQ ID NO: 1, 2, va 4 c6 thé

xuét hién theo thtr ty bat ky va c6 thé dugc phéan tach bang cau noi. Trinh tu cau ndi vi
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du bao gdm AAY, RR, DPP, HHAA (SEQ ID NO: 56), HHA, HHL, RKSYL (SEQ ID
NO: 57), RKSY (SEQ ID NO: 58), SSL, hodc REKR (SEQ ID NO: 59).

Theo mdt s phuong 4n, sdng ché d& xuét polypeptit bao gbm trinh tw quyét dinh
khang nguyén cua quyét dinh khang nguyén Janus kinaza 2 (JAK2) c6 SEQ ID NO: 6
hoiic c6 it nhit 90% do twong ddng trinh tu véi SEQ ID NO: 6, quyét dinh khang nguyén
calreticulin (CALR) ¢6 SEQ ID NO: 1 hodc c6 it nhit 90% do twong dong trinh ty véi
SEQ ID NO: 1, va quyét dinh khang nguyén CALR ¢6 SEQ ID NO: 2 hodc c6 it nhat
90% do twong dong trinh ty véi SEQ ID NO: 2. Trinh tu quyét dinh khéng nguyén c6
SEQ ID NO: 6, 1, va 2 c6 thé xuét hién theo thir tu bat ky va c6 thé dugc phén tach bing
ciu néi. Trinh tu cAu ndi vi du bao gdbm AAY, RR, DPP, HHAA (SEQ ID NO: 56),
HHA, HHL, RKSYL (SEQ ID NO: 57), RKSY (SEQ ID NO: 58), SSL, hodac REKR
(SEQ ID NO: 59).

Theo mdt sé phuong 4an, sang ché ciing dé xuat polypeptit bao gdm trinh ty quyét
dinh khang nguyén cua quyét dinh khang nguyén Janus kinaza 2 (JAK2) c6 SEQ ID
NO: 6 hodc c6 it nhit 90% do twong ddng trinh ti v6i SEQ ID NO: 6, quyét dinh khang
nguyén JAK2 ¢6 SEQ ID NO: 5 hogc c6 it nhat 90% do twong ddng trinh tu v6i SEQ
ID NO: 5, quyét dinh khang nguyén calreticulin (CALR) ¢6 SEQ ID NO: 1 hogc c6 it
nhét 90% do tuong ddng trinh ty v6i SEQ ID NO: 1, va quyét dinh khang nguyén CALR
¢6 SEQ ID NO: 2 hogc ¢6 it nhit 90% do twong dong trinh tw v6i SEQ ID NO: 2. Trinh
tu quyét dinh khang nguyén c6 SEQ ID NO: 6, 5, 1 va 2 c6 thé xuét hién theo thir tur bt
ky va c6 thé dugc phan tach bing cau néi, nhu 1a AAY, RR, DPP, HHAA (SEQ ID NO:
56), HHA, HHL, RKSYL (SEQ ID NO: 57), RKSY (SEQ ID NO: 58), SSL, hoac REKR
(SEQ ID NO: 59).

Sang ché ciing dé xuét polypeptit bao gdm trinh ty axit amin ctia mt hodc nhiéu
trinh tw sau: SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 28, SEQ ID
NO: 31 hodc manh sinh mién dich ctia no.

Theo mét s6 phuong an, sang ché dé xuit polypeptit c6 chira trinh tu axit amin
¢6 SEQ ID NO: 3 hodc c6 it nhat 90% do twong ddng trinh tw, hogc it nhat 95% do twong
ddng trinh tu, hogc it nhit 99% d6 twong ddng trinh tw v6i SEQ ID NO: 3.
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Theo mét s6 phuong 4n, sang ché @& xuét polypeptit c6 chira trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 4 hoic c6 it nhat 90% do twong ddng trinh tw, hogc it nhat 95% do twong
ddng trinh ty, hodc it nhit 99% do twong dong trinh tu véi SEQ ID NO: 4.

Theo mdt sé phuong 4n, séng ché @& xuét polypeptit c6 chira trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 7 hodc c6 it nhit 90% do twong dong trinh tu, hogc it nhat 95% do twong
ddng trinh tw, hodc it nhit 99% d6 twong dong trinh tu v6i SEQ ID NO: 7.

Theo mot sd phuong 4n, sing ché @& xuét polypeptit c6 chira trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 9 hodc c6 it nhit 90% do twong dong trinh tw, hodc it nhat 95% do twong
ddng trinh tu, hodc it nhit 99% do twong dong trinh tu v6i SEQ ID NO: 9.

Theo mét s6 phuong 4n, sang ché dé xuét polypeptit c6 cha trinh tu axit amin
c6 SEQ ID NO: 10 hodc ¢6 it nhit 90% do tuong ddng trinh tu, hodc it nhat 95% do
tuong ddng trinh tu, hodc it nhat 99% d6 twong dong trinh trr véi SEQ ID NO: 10.

Theo mdt sé phuong 4n, séng ché dé xuat polypeptit c¢6 chira trinh ty axit amin
c6 SEQ ID NO: 11 hodc ¢6 it nhat 90% do twong ddng trinh tw, hogc it nhat 95% d¢
tuong ddng trinh tu, hodc it nhét 99% do twong dong trinh ty v6i SEQ ID NO: 11.

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché dé xuét polypeptit ¢6 chira trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 12 hodc c6 it nhit 90% do tuong ddng trinh tw, hogc it nhat 95% do
twong ddng trinh ty, hodc it nhit 99% d¢ twong dong trinh tw véi SEQ ID NO: 12.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé xuét polypeptit c6 chira trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 13 hoic c6 it nhat 90% do twong ddng trinh tw, hodc it nhat 95% do
twong ddng trinh ty, hogc it nhit 99% do twong dong trinh ty véi SEQ ID NO: 13.

Theo mot sé phuong 4n, sang ché dé xuét polypeptit c6 chira trinh ty axit amin
c6 SEQ ID NO: 14 hoidc ¢6 it nhit 90% do twong ddng trinh tw, hogc it nhat 95% do
twong ddng trinh tu, hodc it nhét 99% do twong dong trinh tw v6i SEQ ID NO: 14.

Theo mdt sé phuong an, sang ché dé xuét polypeptit c6 chira trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 15 hodc c6 it nhat 90% do twong ddng trinh ty, hodc it nhat 95% do
twong ddng trinh ty, hodc it nhit 99% d6 twong ddng trinh tw v6i SEQ ID NO: 15.

Theo mét s6 phuong 4n, sdng ché dé xuét polypeptit c6 chira trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 28 hoic c6 it nhat 90% do twong ddng trinh ty, hodc it nhat 95% do
twong dong trinh ty, hodc it nhat 99% do twong dong trinh tw véi SEQ ID NO: 28.
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Theo mét s phuong 4n, sang ché d& xuét polypeptit c6 chira trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 31 hodc ¢6 it nhat 90% do twong ddng trinh tu, hodc it nhat 95% do
trong dong trinh tu, hoic it nhét 99% do twong dong trinh tu véi SEQ ID NO: 31.

Theo mét s phwong 4n, polypeptit chira bao gbm tur axit amin c¢6 SEQ ID NO:
6 hodac co it nhét 90% do tuong déng trinh tu, hodc it nhét 95% do tuong déng trinh tu,
hodc it nhit 99% do twong ddng trinh tu v6i SEQ ID NO: 6. Sang ché ciing dé xuat
polypeptit bao gdbm mot hoic nhidu polynucleotit c6 SEQ ID NO: 6. Theo mot s6
phuong an, polypeptit bao gém 2, 3, 4, 5, hoic nhiéu hon 5 phén lap lai c6 SEQ ID NO:
6. Theo mot s6 phuong an, doan lip c6 SEQ ID NO: 6 ¢6 thé dwoc phan tach bang cau
néi. Trinh tu cAu ndi vi du bao gdm AAY, RR, DPP, HHAA (SEQ ID NO: 56), HHA,
HHL, RKSYL (SEQ ID NO: 57), RKSY (SEQ ID NO: 58), SSL, hodc REKR (SEQ ID
NO: 59).

Theo mét sb phuong an, clu nbi duoc dé xuét trong ban mo ta nay co thé bao
gbm vi tri phan cit proteaza sao cho polypeptit co thé duoc phan cit in vivo trong d6i
tuwong thanh cac doan peptit chira trinh tu quyét dinh khang nguyén, dan dén viéc dap
ung mién dich dugc cai thién.

Theo mot s phuong 4n, polypeptit theo sang ché c6 thé bao gdm thém trinh tur
din huéng hogc trinh tu ting cudng té bao T (TCE) & ddu N. Trinh ty dan huéng c6 thé
lam tang su biéu hién va/hodc ting dép ung mién dich. Trinh tu din huéng vi du bao
gdm chudi acia thy thé TCR ciia té bao lympho T2 (HAVT20) (MACPGFLWALVISTC
LEFSMA; SEQ ID NO: 8), trinh ty tin hiéu ubiquitin (Ubiq)
(MQIFVKTLTGKTITLEVEP
SDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRL
RGV; SEQ ID NO: 54), hodc trinh tu tdng cuong té bao T (TCE), nhu 1a manh peptit c6
chitu dai 28aa tr chudi khong bién ddi cia ca4 trang nguyén
(MGQKEQIHTLQKNSERMSKQLTRSSQAV; SEQ ID NO: 29). Ngudi ta tin rang
trinh tu dAn huéng c6 thé gitp ting ddp tmg mién dich d&i véi cac quyét dinh khang

nguyén dugc dé xuat trong ban mo ta nay.

Polynucleotit
Séang ché ciing dé xuét cac polynucleotit ma hoa polypeptit bét ky dugc dé xuat
trong ban mo ta nay.
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Theo mot sé phuong an, polynucleotit ma hoa polypeptit bao gbm it nhét hai
hogc nhiéu trinh tu quyét dinh khang nguyén dugc lya chon tir nhém bao gdm:

e quyét dinh khang nguyén CALR c¢6 SEQ ID NO: 1
(MKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRR
TRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTE) hoic c6 it nhat 90% dd tuong
ddng trinh ty v6i SEQ ID NO: 1;

e quyét dinh khing nguyén CALR c6 SEQ ID NO: 2
(EEAEDNCRRMMRTK) hodc c6 it nhét 90% do twong dong trinh ty v6i SEQ
ID NO: 2;

e quyét dinh khang nguyén JAK2 c¢6 SEQ ID NO: 4
(KLSHKHLVLNYGVCFCGDENILVQEFVKFG) hodc co it nhit 90% do
tuong ddng trinh ty véi SEQ ID NO: 4;

e  quyét dinh khang nguyén JAK2 c6 SEQ ID NO: 5 (VLNYGVCFC)
hoic it nhat 90% do twong dong trinh tu véi SEQ ID NO: 5;

e  quyét dinh khdng nguyén JAK2 c6 SEQ ID NO: 6 (FCGDENILV)
hodc ¢6 it nhat 90% do twong ddng trinh tw véi SEQ ID NO: 6; va su két hop
cua chung.

Theo mét sb phuwong 4n, sdng ché dé xuit polynucleotit ma héa polypeptit bao
gbm trinh tur quyét dinh khang nguyén cua quyét dinh khang nguyén CALR c¢6 SEQ ID
NO: 1 hodc ¢6 it nhit 90% do twong ddng trinh tw vi SEQ ID NO: 1; quyét dinh khang
nguyén CALR c¢6 SEQ ID NO: 2 hodc ¢6 it nhit 90% do twong dong trinh ty v6i SEQ
ID NO: 2; va quyét dinh khang nguyén JAK2 ¢6 SEQ ID NO: 4 hodc c6 it nhat 90% do
tuong dong trinh tw v6i SEQ ID NO: 4. Trinh tu quyét dinh khang nguyén c¢6 SEQ ID
NO:1,2,va4co thé xuét hién theo tht tu bét ky va co thé duogc phan tach béng cau ndi.

Theo mét sé phuong 4n, sang ché d& xuét polynucleotit ma héa polypeptit bao
gbm trinh tur quyét dinh khang nguyén cua quyét dinh khang nguyén Janus kinaza 2
(JAK2) ¢6 SEQ ID NO: 6 (FCGDENILV) hoic c6 it nhit 90% do twong dong trinh tw
v6i SEQ ID NO: 6, quyét dinh khang nguyén calreticulin (CALR) ¢6 SEQ ID NO: 1
hoidc ¢6 it nhat 90% do twong dong trinh tu véi SEQ ID NO: 1, va quyét dinh khang
nguyén CALR c6 SEQ ID NO: 2 hodc c6 it nhét 90% do twong ddng trinh tu véi SEQ
ID NO: 2. Trinh tu quyét dinh khang nguyén c6 SEQ ID NO: 6, 1, va 2 ¢6 thé xuét hién
theo thtt tu bat ky va c6 thé duoc phan tach bang ciu néi.
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Theo mot sb phwong 4an, sang ché dé xuét polynucleotit ma héa polypeptit bao
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