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 &"!�5 ��*
� �
 &,L�� �	�	$ ��6
� &"!� ��)�� 

�"� ?	��� �� ���!"#� �
 �	�	$ +Z� � ��� ���H ������ 
�	�	$ +Z�   =W1×W2×W3×3.14/6 �@A � &@#�O� 

����H.  
z( 4��5	"��# BZ�# �I$  

 ��/2	,# ��6�
 �
 %	�#���I5�� �A� �
����� ���
 
������	� ��"
� ��� b�N2� ����5	"�# 9������ �   &"�5 ��
���� .FG#  � ��� W��M %�	�� %�
 �� ?�OR

?	@,H ����H W��Q"#� %J ��!# ���)21.( �� F� 
 %	�I��G#	# � %�	
 ���� �L�� 4��6$ � �2	,# �����

 �2	,#2000000�# D� ��  �� &�/$ �# . �"�J ?	,O�
 ���� %160�� �# �# �� Y�H��)��  F),G�5 

gp96-tumor peptide ���� %1	"�� ?	,O� � &�/$  8 
 �� �# �# �� Y�H ��)��4���$	,H���	"��  ������M

 ��e�# �� ����� &�/$ ?	,# ��5  &
 �2�OR ���
 ��5 T�O� �� 4��5	"��# BZ�# �I$ �	^��

RPMI-1640 �� ��� ������M GIBCO ���� Y�# 
�� ��H 4��
 FCS������M �e�# �� ���  � �"�J �

 4�I���	"��"#� � 4�,�# ��� ��/)�$	�
 �� ��� ������M
 ��e�# ��/"�,� �� �24 �� ���
 � ���H Y�Z�� &��M 
 �	�3�� &"��H �^� ��  D��S  . ���6$ ��"
�

1000000 ?	,# )�� +Z�500�"�2��)��  ( D��S �� &

����H 9N"�� . �@X� ?�"�5 D��S &
 FG#500 

�� �"�2��)��H���	"�� 4���$	, )8�# �# �� Y�H��)�� (  
�� &��c� . �I$ D��S &
500 %1 �"�J �� ���[ )60 

�# �# �� Y�H ��)�� (�� &��c� . D��S ���/� +Z�

 &
 9��5 ��5 T�O� �
 *�� �!�� ?�"�51000 ��)�� 
�� ����#� �"�2 . �� �� ��,� FG#37 ���H �"��# &
�� 

 �5 U�� &
 4
�5 ��I5� �� �L�� 48�-�#  &
	)�� 
 ��5 ���� ?	,O� %	�#�
	)�� U�� ��<N�� �� ����
 &^O2 �$ � ���J m�
 �*Z� ��� &2	2 �� �/2	,#

 ���� �� B����J20- ����/e� ���H �"��# &
�� 
���� . ��� 4��5	"��# ���H ������ ���
  ���H %����"���

 ���/S 4�5	2�"��� �2	,# ��5 ���� m��� �� �	
	� 
  ��5 ���
 �*�[� t��� Quantikine ����� &5 

 �� �"�5 ��#�I�2/0 ���
 �� �# �# �
 Y�H	)�� 
����H ���!"#�.  

  

W(  �I$MTT  
  ���� ��� ?	,# %�*�� �
����� ��� ��� �� �)�

 D��  ��� �� ���!"#� �2	,# ��5 T�O� ��
 �Z�# ~�� d�#��
 &5 ���
 �� ~�� ��� Y	�2����"$

 �#� ��	"#� ���/� ?	7O� .�� 4�� ?	,# T#	$ D
 � ��� ���� �/�J 9M�� �� � ��� �����
 ���� ���
 ��� �� 9�)�$ ~�� B!�
 %�����	� ?	,O��� ����	,


 . `��Q$ �� �2	,# �����' ��"
� ���
 �Z�# ~�� ���

 U�	L &
 ���
 *�� �� %�����	� ?	,O��� ����	,
 � ���5

���J�� ?	,O� . 9�"� �� �� �	^�� 4�� ���

���I5	!2	#  ��e�# �� ��� ������M�� ���!"#�  �	�

4��
 �� D��S �� ?	,# %��
 ��5 T�O� &5 `�$�$ 
�� &"����
  �� ����� �:�
 ��/2	,# ��� �
 � �	�

�� &��c� �	� ��/2	,O�  �e�� ?	,O� FG# ���H
���e"#� �
 9L��  �8��: ���� �*�[� ���H �� . �	^�� &


R ��� ?	,# ���X)$ a#�� %�*�� �#��
 �	� �2�O
 ��1 �"�J t�O� �
 &/
�	� �A� �� ��� &��I5�� ���

)gp96 ( B����JMTT ��� ��,� �� ���!"#� �
 96 &��M 
����H Y�Z�� ��� U�	L &
 � . %	�I��G#	# �� ��"
�

?	,#  +Z� &
 �2�OR ���100 D��S �� &
 �"�2��)�� 
 ��,� ��96 &��M )��)�,G��$ U�	L &
 ( ����H 9N"��
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) �� ���
 �	�9�� &"��H �^� �� D��S  ( D��S &

�!�� ?�"�5 ���100 &
 � ��5 T�O� �"�2��)�� 

D��S  �@X� ?�"�5 ���100 ?	,O� �� �"�2��)�� 
 %1	"��4���$	,H���	"��D��S ���
 �     *�� �I$ ���

100����H &��c� ��1 �"�J ?	,O� �� �"�2��)�� . 
�"�J ?	,O� �^,' � �2	,# &"�I��� 	"�� � %1 �N�:� %1

 4�� �
 ���� ���
 ��5 &
 ����5	"��# ��5 ��� �
��

 ��,� �� ��5 ���/� +Z� &5 U��!$96 �� ���
 &��M 

 D��S200����H �	^�� �"�2��)��   .�� &-	�Z� FG# 

 ��� �	� ?�OR ��� ?	,# ��� a#�� � ���� ��5
 &
 �@I� y,"Q� ��� ���H �� ��	�	$-tumor 

peptide  gp96J %�	�6
  C�6� U���Z� �� %1 �"�
MTT ) +Z� &
25�"�2��)��  ( Y	�2����"$ D�� D� &5

���H ���: �
����� ��	�  �#� ~�� ���. ��I5� 9)�
 ~�� B!�
 %�����	� �	,
 ��2	$ Y	�2����"$ D�� ���

��  ~�� %�*�� � ��� 9� `#��� ?_� �� &5 ��5
 �
 ��� ��2	$���� �*�[�   t��� �
ER- 500  ������

H�	� �� ���.  
  

2��J����J *�  
 *�2��J %	��J �� ���!"#� �
 �� ���� 9�,O$� &�*Z$ 

 F������)ANOVA (  �T- test �#� ��� Y�Z�� .  
  

�� �'8�3  
 &5 ��� ���� U_
 %�"#� �
 0�NO$ 4�� ���"� ��

�����*��  �	
� �2	,# ��� 4���� &5 ?	)2	� 4����
 Y�� ����66 %J ��	"2�� 	,�5 ���
 ��	
 4�� &5 &)��� 

 &5 ���� �	
� �2	)2	� ���	��M D� U�	7
 ?	)2	�
����
 �� y,"Q� �2	)2	� %�� ����� . D� 9)� ��

�#� ��� ���� %��� &R��� U_
 %�"#� ��	7$.  
  

  
 ��� �����1:  %	"# �� 9L�� ��� &�	�� �� U_
 %�"#�

�"����� ����H	$����5Lane 1  %	"#M���
 �� �5��� &
 �	
�� .  
  

 �
 � �	� &
 %J 0��*$ � 4�E$��� P�,Q$ �� F�
 ��Q
 �A� � ����� +"I�# �
����� �!,"Q� U������J

 �!,"Q� ���"� � �� Y�Z�� %	�#���I5�� ��� ��� �� ��
�#� ���� %��� y,"Q�  +Z� �
����� ��  &5 ��	3
 

 &5 ��� ���� �"���)�� �� ���!"#� �
 �	�	$ ��� �!�
$  ?	,# 0��*$ �� �6
 ��	
 +5 ���I
�	�	$ +Z� ���	�	

�	� �� �"��
 �	�	$ +Z� %��� B�*�� �
 �2�.  ���H ��
 `�$�$ &
 &# � �� �D� �I$ �� &5 +���
 �� �/"I$
 ���H �
 &I��N� �� � +� �
 &I��N� �� ���	�	$ +Z�
 �^� �� �	�	$ +Z� B��5 4�� �2� �	� �� +5 ?�"�5

��6� ����J ���
 ��� ���.�	5=� ���"� ?��
 ��  
��� ��� ���� %��� D� �����.  
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 ����� ����1: �	�	$ +Z� �� 9L�� ���"�)`6)��"� �,��(���H ��  ���U��!"� ������ �� �I$ � ?�"�5  

���
)?�"�5(  %�I5	2��  Gp96 %�I5	2�� �
 Gp96 

���  ���6� C��O��± 4�e����  ���6� C��O��± 4�e����P value  ���6� C��O��± 4�e���� P value  ���6� C��O��± 4�e����  P value 

7  71/0 ± 07/1  69/0 ± 08/1  98/0  19/0 ± 15/1  81/0  12/0 ± 11/1 91/0 

14  29 ± 2/50  49/20 ± 87/46  80/0  07/24 ± 34/48  88/0  47/23 ± 72/49  97/0 

21  71/217 ± 5/595  23/255 ± 15/609  91/0  95/252 ± 78/567  83/0  36/234 ± 73/502  48/0 

28  39/927 ± 75/3030  97/865 ± 96/2737  51/0  67/757 ± 18/2585  32/0  03/736 ± 90/2440  19/0 

35  54/1227 ± 09/7167 85/1223 ± 66/6461  30/0  2/1212 ± 48/6309  17/0  08/1337 ± 47/5945  08/0 

         �]
 ����� +"I�# ��/2	,# ���X)$ U��: �#��
 ��
    B����J �� ���!"#�MTT    &]5 �]#� ��]� ���� %��]�   ��

        �I]$ �� `�$�$ &
 �/"I$ ���H1  �2   � 3      F��]�� %�*]��  
               ?�]"�5 ���]H �]
 &I]��N� �� � +� �
 &I��N� �� �)��O$

              ��� �]�6� ���]�J �]^� �� B��*]�� 4�� �2� ���� B��*��
 ���
 ���.    ��
 �� �	5=� ���"� ?    ����]� ��    ���� %��]� 

��� ���.  

  
��� ���� ��2: 9L�� ���"� �� �2	,# %	�#��!�2��� B����J �
MTT �� ���H  ����I$ � ?�"�5  

�)��O$ F����(SI)   �� ���!"#� �
 �� ���Hgp96  ��1 �"�J t�O� %�	�- &
  

�� �	� ���H ���
 %�I5	2�� P value  96Gp P value  96  Gp %�I5	2�� �
   P value  

   ���6� C��O��±  4�e����   ���6� C��O��±  4�e����     ���6� C��O��±4�e����     ���6� C��O��± 4�e����    

 9/0 ± 8/1 8/0 ± 2/2 73/0 2/1 ± 8/2 50/0 7/1 ± 3/3 13/0 

  
         ���!"]#� �
 ��/S 4�5	2�"��� BZ�# �� 9L�� ���"�

       &]5 ��� %��]� �*�[� ��5 ��       4��"�]�
 4���$	,H�]�� 	]"�� 
���N�  ��/S 4�5	2�"���           �]�5 �]� ��2	$ ���H �� ���
 �� 

��]]� ��]]�� �]]Z��� � �I]]$ ���]]H �� &]]5 �	]]�  %�*]]�� �]]�
 ��/S 4�5	2�"���      �]"�5 ?�]"�5 ���H &
 �@I� ��� ��2	$ 

�]]�  �]]�� �]]��
  �� �I]]$ ���]]H � D]]� �I]]$ ���]]H ��
 ��6� C_"M�           ����]� �	]
� ?�]"�5 ���H &
 �@I� ����

        �]�6� B��]5 &# �I$ ���H �� �2�      &]
 �@I]� �� ���� 
   ��� %��� ?�"�5 ���H . =� ���"�      &# ����� ?��
 �� �	5

��� ���� %��� ���.  
  

  
  

 ����� ����3: ��/S 4�5	2�"��� BZ�# �� 9L�� ���"�   
�� ���H �I$ � ?�"�5 ���  

���H  �� 4���$	,H���	"��  �"�J %1  t�O� %��
   

  ���6� C��O��±  4�e�������6� C��O��±  4�e�������6� C��O��± 4�e����P value

���
  )?�"�5(  46/2 ± 29/7  51/3 ± 16/5  98/0 ± 38/1  1  

%�I5	2��  15/2 ± 43/3  33/4 ± 20/2  96/0 ± 77/1  119/0  

 96Gp  73/2 ± 88/3  38/3 ± 08/3  25/1 ± 32/1  286/0 

96Gp %�I5	2�� �
 98/0 ± 65/1  08/1 ± 15/1  30/1 ± 57/1  05/0< 
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 �� ���!"]]#� �]]
 �]]��H %��]]��"��� BZ�]]# �� 9]]L�� ���]]"�  
 � ��5     &]5 &5 ��� %��� �*�[      4��"�]�
 4���$	,H�]�� 	]"�� 
���N�           �� �]�5 �� ��2	$ ���H �� ���
 �� ���H %����"���

    %�*]]�� �]]� �I]]$ ���]]H �� &]]5 �	]]� �]]� ��]]�� �]]Z���
    �� �"��
 ?�"�5 ���H &
 �@I� ��� ��2	$ ���H %����"���

   ��� ���
   D� �I$ ���H ���     �@I� ���� ��6� C_"M� 
   � ?�"�5 ���H &
         &# � �� �I$ ���H �� �2� ����� �	


     �	� �� ���� ?�"�5 ���H &
 �@I� ����  ��6� B��*�� .
 ?��
 �� �	5=� ���"� ��� ��� ���� %��� ��/S �����.  

  
����� ����4 :���H %����"��� BZ�# �� 9L�� ���"� �� 

���H �I$ � ?�"�5 ���   
  

4���$	,H���	"��  �"�J %1  t�O� %��
  
�� ���H  

���6� C��O��± 4�e���� ���6� C��O��± 4�e���� ���6� C��O��± 4�e���� 
P value 

���
 )?�"�5(  23/24 ± 01/107  63/3±  60/5  17/1 ± 86/1  1  

%�I5	2��  04/33 ± 36/151  68/9 ± 13/30  14/1 ± 33/2  146/0  

96 Gp  61/21 ± 04/121  41/29 ± 46/129  50/1 ± 79/1  05/0 < 

96Gp   �
	2��%�I513/32 ± 73/159  58/52 ± 39/195  17/1 ± 19/2  05/0 < 

  
=�( 

              ���]
 ���]�� &]
	$ 4�]NNO� %�R�]# �]���� &
 &
	$�

          ���!"]#� �]
 %�R�]# %���� &,�
 �� � ��� &"��� %J %����

 4I5�� ��            ��]$���� t	]� ��]� 4�E$��]� �
 ��"@� ���
  �]#� ��]� Y�Z�� ����I
 U�62�3� .   �� ���]6"� 9]��	-

 � ����                 &]
 %�	]$ �]� &]3
�� 4]�� �� �]���� �]A� �	�	$ ��
  ��	]]�	$ ��]]��5 ��]]Z�� 9]]��-Tumor Stage �	<]]� � 

 ?	,]#    Y�]�
 ���]�Regulatory T cell    ��]� ?	,]# �]� T 
           �� �H��� %J �� �	�	$ &5 �3�O� *�� � �����5 +�^�$

  ��5 ����� ��5 .               �]�� �]
 &]@,'  ���]
 &]5 �]#� �]6�@R
      � 9��	- 4�� &�� �
 ���
 �	�	$   ��  &5 �e�� 9��	- ���# 

 ��]]5 &]]@,' �]]���� B]]N� &]]3
�� 4]]��  .0]]�NO$ 4]]�� ����  

  F),G]�5Gp96-tumor peptide  %�	]�6
    �]���� 9]��-
 � BQ
    %�I5	2�� ��  D� &5      ��]� ��]���H �I��	H�"�J 

	����8 ��]]]]� %�	]]]]�6
 �]]]]��
 �]]]]�  �]]]]��	
�� D]]]]�
   ����� ��# &
 ����� +"I�# �!�� ���
 D�1	2	5�����

  � &5 �2	,#         ���!"]#� ���� �	�	$ &�,- ;��� �� ��/� BN
 �#� ���.   4����           ?	])2	� &]5 ��]� ���� %��]� &]62�3�

  ���GP96         � �� %�� �
 �2	)2	� ���	��M D� U�	7
 
   ���� �	
� �$��!"� �2	)2	� )20 (     �� �����*�� &5 ��S

           ����� �]#� ��]� &"M��� &62�3� 4�� �� &5 ?	)2	� 4��
 �2	]])2	� %��66]]"2�� 	]],�5  ��� �]]
 &]]5 �]]��
 �]]� %	

�]]#� ��]]� �]]�8�$  +]]� U_]]
 %�"]]#� . P�]],Q$ �� F]]�
 4�E$��]�    &]
� &]R	
��       0]��*$ �]
 9]@: �� &]5 ��]� �	]�

?	,#      ���R�]# ��	]�	$ ���         ��]� 4I]5�� �]��	
 ��]� 
     �]���H 0]��*$ �^� ��	� .          U�]� �� F]� �]6
 &],��� ��

4�6� %���     ��	]�	$ +]Z� ��]�H ����]�� �]
   Y�]Z��  �I]$ 
MTT  � BZ�]]# �  �]]��H %��]]��"��� � ��]]/S 4�5	]]2�"��

  ��� ��2	$� F),G�5 ��Q
 �A� %�*�� �#��
 &
 Gp96-

tumor peptide  `]]#��� �]]���� a]]#�� �� �	]]�	$ &]]�,-
 �� &"M���� .             0]��*$ &]5 ��]� ���� %��]� 0]�NO$ 4�� ��

             ���]N� �]
 ���A�]$ ���]/�$ &]
  %�I5	2��     �]��H %��]��"���
   ��� ��2	$        &]
 ����]� ��5 T�O� ��      ���]� 9]�2� 4�]��

            �]
 ���	"� �/�$ %�I5	2�� 0��*$ &5 �#� �� �^� &
 �N3��
      ���
 &"��� ���/� �A� �	�	$ +Z� %�*��    &5 ��S   �� �)�

   �!�� �� &5 �����	"5��        �]���� ��]# &
 ����� +"I�# 
�2	,]]]# B]]]N� �]]]�/� ����  `]]]#��� ���]]]N� �	<]]]�

    �]���� ���]� 4��5	"��#        �]��H %��]��"���     �]� T�]O� ��
���
. .   &62�3� ��Alberto         ?�]# �� B����])�� �  2002 

           ��� �� ��],
 �]�� U�	7
 %�I5	2�� 0��*$ ��� ����
1mg/kg     ���N� B��*�� `@#       �]��H %����"���   B��]5 �

  ���N� ��/S 4�5	2�"���        �]#� ��� ��5 T�O� �� �   �� 
   ��� &62�3��e��      ?�]# �� &]52000       �����]� �]� Y�]Z�� 

 
 %�I5	2�� 0��*$ &5 ����H   ��� �� ��],
 �]�� U�	7
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mg/kg 5     ���N� B��*�� `@#      ���H %����"���    �	]� �]�
)18 .(             ���]"� �]
 0]�NO$ 4�� &Z�"� �� ��� ������ U��!$

     ���7]]� ��� �� U��]]!$ 9�2�]]
 ���]]� 4�]]NNO� ���]]#
 0]]�NO$ 4]]�� �� &]]5 �]]��
 %�I]]5	2���� ��� mg/kg 5/0 

���!"]]#��]]#� ��]]� .  0]]��*$ �� 9]]L�� ���]]"�  Gp96-

Tumor peptide   0]��*$  &]5 ��� %���  Gp96-Tumor 

peptide  �� ���A�]]$ ��]],
 �]]�� U�	7]]
 � ���]]/�$ &]]
 
%�*]]�� �I]]$ ��	]]�	$ +]]Z� MTT %�*]]�� �  4�5	]]2�"���
��/S             �]�2	$ %�*]�� �]
 �]2� ����]�       �]��H %��]��"���  �]A�

 ���� �"�	N$)<0.05(          ���]N� B��*]�� `@# &5  ��	R &
 
     ���H %����"���  &5 �	� ��      ���]"� �]
 Filiberto      �]
 &]5  

         ���� �N
�3�  ���5 ��5 ���I�� ?�� ���)22 .(    �]^� &]

  0]��*$ &)��� �,- �#� ��Gp96-Tumor peptide ]
  &

$         �	� �	�	$ +Z� B��5 `@# ���	$ ��� ���/�����  &
 
      ���N� &5 ���
 9�2� 4��     ���H %����"���   �"�5 ��� ��2	$

 �/
 Y�[ ���N� �� �!��Th0�# &
 �Th1���
  �  �]� 
  ��]� ?	,]# ���	"� &)��� T CD8+     ?�]6� �	]�	$ &]�,- ��

�]]����.  �� Y�	]]$ ���!"]]#� &]]5 ��]]� ��]]�� 0]]�NO$ 4]]�� ��
F),G�5Gp96-tumor peptide  �]� %�I5	2�� �    �]��	$

���N� B��*�� �
 ��_-    �]��H %��]��"���)<0.05(�  `@]# 
   ���N� B��5 ��/S 4�5	2�"���     �	]� *�� )<0.05 (    �]
 &]5

                �]
 ���]/�$ &]
 %�I]5	2�� �� ���!"]#� %�	
 �A� �
 &
 &
	$
  ����"����� ���� �	�   %�	"
    &5 ���H &Z�"�    �]� &"��� 4��

 �� F),G]]�5 �R�]]Q
 &]]# �I]]$ ���]]HGp96-tumor 

peptide  �����
  %�I5	2�� &�  .  4]�� 0�NO$ 4�� ���"� ��
       0]��*$ &]5 �	]� �]� ���J �]
 4�]�S Gp96-Tumor 

peptide ��]]/�$ &]]
  Y�	]]$ C�7]]� � � �]]
 %J  %�I]]5	2�� 
   %�*�� B��*���
     ���H %����"���   �]A� �"�	]N$    �]2� &"]���  

 �
 &"I��	"��A� �	�	$ +Z� %�*�����/� ���
 &"���.  
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