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(57) Sang ché thudc linh vuc ap dung cong ngh¢ sinh hoc trong y té. Sang ché dé cap toi

vat truyén vacxin trong dé cac doc td tir vi sinh vat c6 nhan dién hinh dugc bao nang vao

cac tai da 16p thu dugc bang phuong phap loai nudc-tai hydrat hoa trong dé ché pham lipit

1a dipalmitoylphosphatidylcholin:cholesterol véi ty 1¢ mol 1:1 dé dung theo duong dudi da

hoic trong co. Cac ché pham nay khong doi hoi phai st dung cac chét bo tro khac.

Ché pham theo sang ché cho phép diéu bién dap tmg mién dich dic hiéu CTL khang lai
mot hodc nhiéu khang nguyén dugc dong bao nang vao liposom chira doc t6. Vit truyén
vacxin theo sang ché co nhleu wu diém hon so v6i cac vt truyen da blet khac vé hiéu luc
va kha ning giy dap tng mién dich ciing nhu cac dic tinh diéu bién mién dich cua né.
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Linh vwe ky thuat dwgc dé cap

Sang ché thudc linh vuc ap dung cong nghé sinh hoc trong y té. Cu thé, sang
ché dé cap dén vat truyén vacxin co thé dugc dung ca duéi da 1an trong co bao
gbm liposom chtra sticholysin va giup tang cuong dap Gmg mién dich té bao dic
hiéu dbi voi cac khang nguyén, ¢6 tac dung trong diéu tri mién dich ung thu va

diéu tri cac bénh gy ra bdi cac tdc nhan gy bénh ndi bao.

Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Kha ning bd trg mién dich cua céc tai liposom da duge biét dén tir lau. Tinh
hop 1y cta viéc st dung liposom dé gdy mién dich va thiét ké vacxin dua trén
kha ning ciia chiing trong viéc giai phong phén tir khang nguyén trén té bao hién
thi khang nguyén (antigen presenting cells - APC) va kich thich dap tng mién
dich. Uu diém quan trong nhét ctia cac liposom véi vai trd cac chét bd trg mién
dich dwoc tom tat nhu sau: (i) khé nang bét chude tac nhan gy bénh mang luong
16n khang nguyén tdi APC, (ii) kha nang ddng bao nang khang nguyén va6i phan
ttr kich thich mién dich, (iii) tinh linh hoat trong viéc cai bién céc dic tinh hoa ly
cia n6 dé thu duoc hiéu qua 5t hon, va (iv) kha nang thoai bién sinh hoc va
khong c6 doc tinh (Leserman in Journal of Liposome Research, 2004, 14 (3 &
4), 175-189).

Mot thach thic trong linh vuc vacxin la ting cuong dap ung mién dich té
bao qua trung gian lympho T CD8+ (CTL) gy doc té bao ddc hiéu véi khang
nguyén, la yéu t6 quan trong trong viéc phong ngira va diéu tri cac bénh giy ra
boi cac tac nhan gdy bénh noi bao va té bao khdi u. Cac thi liposom cd thé tang
cudng dap tng CTL nhung khong phéi luc nao cling ¢6 hiéu qua. Nhiéu chién
luoc st dung tai liposom khéac nhau da duge dinh ra nham tang hi¢u qua cua
chirc ning nay; vi du nhu st dung liposom nhay véi pH axit, liposom cation, két

hop v6i cac chat didu bién mién dich nhu CpG va céc doc to tao 16 tao ra boi vi
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khuén. Mic du da co nhiéu coéng bd khac nhau, nhung chi mot vai trong s6 cac
chién lugc nay c6 thanh cong han ché trong viéc tao ra dap ung mién dich té bao
hiéu qua hoac van c¢6 nhugc diém va do do can phai dugc cai thién cho t6t hon
trudce khi ap dung.

Viéc gin protein mang virut 1én mang liposom dé thuc day qua trinh dung
hop mang trong cac didu kién pH axit hogc phén giai protein la phuong an khac
dé phat trién vat truyén vacxin. Cac vat truyén nhu vay dugc goi la cac virosom
va khong chi dugce ding lam vacxin virut gbc, ma con dong vai tro lam vat
truyén dé van chuyén khéng nguyén vacxin dugc gin két hodac bao nang véi
virosom (Zurbriggen en Vaccine, 2003 14; 21(9-10):921-4). Cac tiéu phéan
virosom dugc viét tat 1a IRIV (immunopotentiating reconstituted influenza
virosome - virosom cum hodn nguyén cé kha ndng tao mién dich), chira cac
protein va lipit tir vo cua virut cum, la vi du dac trung nhit cho chién luge nay va
1a nén tang cla sang ché vé& vacxin chéng lai bénh viém gan A (Patent M§ s6
5565203). Tuy nhién, ché pham vacxin nay dugc thiét ké dé tang cuong dap Gng
khang thé trung hoa chéng lai bénh viém gan A. Viéc gin két virut viém gan A
da bat hoat va c6 do tinh khiét cao vao mang virosom tao thuan loi cho qua trinh
xit 1y va hién thi peptit da chuyén hoa bing con dudng kinh dién MHCIL nho
qué trinh dung hop virosom va mang thé nhan & cac APC (Gliick y Wilti in Dev
Biol (Basel), 2000, 103,189-97). Pa c6 bang chimg chi rang dang két hop vét ly
khang nguyén-virosom c6 vai tro quan trong trong chit bd tro mién dich
(Zurbriggen et al., Progr., in Lipid Res., 2000, 39(1), 3-18; Amacker et al., in Int
Immunol., 2005, 17(6), 695-704).

Schumacher et al., trong Vaccine 22:714-723, 2004, da cho réng IRIV co
kha ning ting cuong dap Ung mién dich qua trung gian té¢ bao. Cu thé,
Schumacher ef al. d3 chung minh dugc hoat tinh bd trg cua nd trong viéc cam
tmg CTL in vitro. Kha nang nay phu thudc chu yéu vao sy kich thich hoat tinh
clia cac té bao T CD4+ dic hiéu voi protein virut. Tuy nhién, cho du viéc st
dung virosom lam chat bd tro co nhidu vu diém nhu doc tinh thép va tinh sinh

mién dich cao, nhung mot trong cac vAn dé gap phai hién nay trong ky thuat



26908

virosom la khong c6 phuong phép thich hop dé bao nang chét tan nhu cac
protein can thiét dé gay ra dap ang CTL. Do ndng do lipit tai do virosom duoc
tao ra (xdp xi ImM lipit), va duong kinh ciia n6 (khoang 200nm), nén chi it hon
1% pha nudc duge bao nang trong virosom (Schoen ef al., en J. Liposome Res.,
3: 767-792, 1993). Céac dic tinh nay s&€ lam giam dang ké hiéu qua giai phong
khang nguyén hodc gen cta virosom vao cac té bao. Mot chién lugc dé khic
phuc han ché nay va dé tao ra ché phém sinh mién dich cho céc té bao T CD8+,
da dugc cong bd mai ddy trong don yéu cdu cap patent My $6 20100015214, dua
trén viéc két hop virosom rong vai vat truyén, t6t hon la liposom, chira khang
nguyén dugc bao nang. US 20100015214 boc 19 tac dung bd tro chéo cua cac
virosom, mic du gitra cac hat nay va liposom khong co6 bét ky su tuong tc vat ly
nao.

Trong béo céo cta Lanio. ef al. cong b trong J Liposom Res.,2008,18(1),1-
19 da mo ta, dbi vai thEGF, hiéu qué duy tri trang thai bao nang cao cua liposom
thu dugc bing phwong phép loai nudc-tdi hydrat hoa (DRV — dehydration-
rehydration procedure) va chira phosphatidylcholin (PC) da bao hoa (dipalmitoy-
Iphosphatidylcholin, DPPC) va cholesterol (Cho) vGi ty 1€ mol 1:1 so véi cac
rhEGF chtra PC khong bdo hoa va Cho. Thuc té, qua trinh thu nhan DRV nay tao
ra cac tii da 16p kép co hiéu qua bao nang/duy tri cao dbi v6i nhidu loai chét tan
dé hoa tan. Lanio ef al. d3 chung minh rr?lng dac tinh bd tro mién dich cta céc tai
nay la ting cuong dap Umg khang thé va vuot trdi vé mat dinh tinh va dinh luong
so voi thEGF.

Bai tong quan cta Alvarez et al. cong bb trong Toxicon, 2009, 54(8):1135-
47, tbm tat dic diém cAu tric va chitc ning cua hai protein dugc tao ra boi dong
vat bién khong xuong sbng, hai quy Ca-ri-bé Stichodactyla helianthus, va dugc
cac tac gia goi tén l1a Sticholysins (Sts) I va II (StI/II). Cac protein nay la cac doc
t6 tao 156 (PFT — pore-forming toxin) thudc ho protein Actinoporins, 16p duy nhat
ctia PFT c6 ngudn gde tir sinh vat c6 nhan dién hinh dugc tim thdy duy nhit ¢ hai
quy. Tuong tu v6i cac chi khac thudce ho nay, Sts 1a cac protein bazo ¢ diém

dang dién cao (>9,5), co khéi luong phan tir xap xi 20kDa, khong co céc gde
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Xystein trong trinh ty axit amin cua chiing va c6 tdc dong chu yéu v6i mang chira
sphingomyelin (SM). Sts dugc tao ra dudi dang hoa tan nhung co6 thé lién két dé
dang véi hé té bao va hé mang mo hinh tao ra cac 16 c6 duodng kinh 2nm, ¢ thé
do su twong tic cua dang xoan dc & dau tan cung N cia 4 monome. Ca hai
truong hop lién két va tao 16 déu phu thudc vao cac dic tinh hoa Iy cia mang.

Trong bai bao da cong b trong Toxicon, 2007, 49: 68-81, Martinez et al. chi
ra mdi twong quan ciia SM va Cho véi su gin két va tao 16 trén mang bai Stil.
Tinh trang pha cia mang anh hudng t6i sw gan két StII v6i cac ciu tric nay. Nhu
duoc Martinez et al., bao cdo trong tap chi Biology, 2002, 16, 2: 85-93, doc tb
nay c6 mbi lién quan thuan nghich véi mang chita DPPC va SM véi kha ning
thim rét thap.

Mic dii da c6 nhidu bdo cdo vé céc dac tinh diéu bién mién dich ciia doc t6
tao 18 tir vi khuén trong viéc tao ra dap tmg CTL dic hiéu voi khang nguyén,
bing cach s dung cac chién luge khac nhau bao gdm bao nang ching vao
liposom, nhu dugc tom tit trong bai tong quan ctia Dietrich et al. and Morén et
al., in TRENDS in Microbiology, 2001, Vol.9 No.l, 23-28 va TRENDS in
Immunology, 2004, Vol.25 No.2, 92-97, tuong tng; nhung khong c¢ tai li€u nao
dé cép toi cac doc t6 dong nhat chirc nang tir cac vi sinh vat bién c6 nhan dién
hinh.

Dé ap dung trong diéu tri mién dich bénh ung thu, mong mudn ¢6 duoc ché
phim vacxin méi c6 kha ning tao ra dap ing mién dich té bao dac hiéu véi

khang nguyén va it doc hai hon ché phdm chira doc t6 vi khuan.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Céc tac gia sang ché bat ngd nhén thiy ring khi khang nguyén dugc ding
duéi da (sc) hodc trong co (im) trong ché phidm vacxin Liposom-St dugc bao
nang v6i bién thé bat ky trong sé cac bién thé doc t6 da mo ta bao gdm ca cac
bién thé khong co hoat tinh tao 156 hodc hoat tinh phan giai, thi ty 1& phan trim
phan giai té bao dich 13 cao hon nhiéu so véi ty 1& quan sat dugc & nhom d6i

chirng duong tinh str dung axit polyinosinic:polyxytidylic (poly I:C, PIC) da biét
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trong tinh trang k§ thuét 1am chét ting cuong thiét yéu dap tmg CTL, ndng do
khang thé va dap tmg Th1/Th2 két hop giy ra bsi khang nguyén liposom la
khong thay ddi. Piéu nay cho thdy ring hé liposom-St c6 kha ning tao ra ca dép
g té bao 1an dap tmg thé dich khang lai protein khang nguyén, khién cho co thé
st dung ché phdm nay nhim muc dich ching ngira.

Muc dich ctia sang ché 12 nham dé xuét vét truyén vacxin dua trén ché phdm
liposom cuia cac dc t& nhu Sts duge dong bao nang bang DPPC va cho ciing v6i
protein khang nguyén. Ché pham liposom cia DPPC va Cho bao nang céc thé
dot bién cta doc t6 Sts (vi du, SHW111C va StIW111C;ye,) ciing véi protein
khang nguyén ciing 12 dbi twong ctia sang ché.

Theo mdot khia canh khéc, sang ché dé xuét ché phdm vacxin bao gém vét
truyén vacxin chira doc td cing véi khang nguyén néu trén dé ding theo duong
duéi da hodc trong co nham gy dap ing CTL dic hiéu khang nguyén manh.

Sang ché ciing mo ta viéc ché phdm vacxin chira vat truyén vacxin chira doc
t6 ciing v6i khang nguyén néu trén dé ding theo dudng dudi da hoic trong co
nham ting cudng d4p ing mién dich ciia bénh nhan méc cic bénh duoc chon tir
nhoém bao gém bénh ung thu va bénh 1ay nhidm gdy ra béi cac tac nhan giy bénh
noi bao.

Tiép theo, sang ché ciing mo ta phuong phap diéu tri bénh nhén cin ting
cuong dap tng mién dich, trong d6 bénh nhan méc cac bénh duoc chon tir nhém
bao gdm bénh ung thu va bénh 1ay nhiém gy ra bdi cac tac nhin gy bénh noi
bao va trong d6 phuong phap nay bao gdm budc ding ché phdm vacxin chua vit
truyén vacxin chtra doc t& Sts nay hodc cac thé dot bién cua ching cung véi
khang nguyén lién quan téi bénh nay theo duong dudi da hodc trong co.

Ngoai ra, sang ché cﬁhg mo ta kha ning bao vé duoc tao ra bai ché phim
vacxin ndy dé kich thich cac té bao khdi u biéu hién khang nguyén, 1am giam ty
1& phan tram xuét hién khdi u va lam ting kha ning séng st cta dbi tuong bi
khéi u. Do d6, phuong phap phong ngira sy khoi phat ctia bénh lién quan dén

khéng nguyén cling dugc mo ta.
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M5 ta vin tit cac hinh vé
Fig. 1 14 dd thi minh hoa ty 1 phén gii clia cac té bao dich mang peptit troi mién
dich OV (SIINFEKL) va dugc dan nhan CFSE & dong vat thtr nghiém da duoc
diu tri bang cac vacxin khac nhau trong thir nghiém doc té bao in vivo. Mbi
diém tuong tng voi dit liéu thu duoc tir mdi con vat va dong twong ung voi gia
tri trung binh cua it nhAt hai thir nghiém doc 1ap. Céc chit cai khac nhau thé hién
su khéc nhau ¢ y nghia thong ké giita cac nhém gay mién dich theo thtt nghiém
Dunnett T3 (p< 0,05).
Fig.2A thé hién ty 1& phin tram cac dong vat khong chira khdi u & 3 nhém dong
vat thr nghiém duogc diéu tri béng cac vacxin khac nhau va tdc dong lén té bao
khéi u biu hién OVA.
Fig.2B la do thi thé hién kha nang séng sot trong 3 nhom sau khi chiing ngira cac
té bao khdi u biéu hién OVA. Céc chir c4i khac nhau thé hién sy khac nhau c6 y
nghia théng ké theo thir nghiém Log-Rank (p< 0,05).
Fig.3 thé hién su thay ddi do duc cia huyén phu hdng ciu do tic dong cua cac
bién thé dime chira StI (StIW111C hodc StIW111Ciye,) trong cac diéu kién khir
(v&i sy c6 mat cia 2-ME) va diéu kién khong khir.
Fig.4 thé hién kha niang giam do duc cta huyén phii hong cau do tic dong clia
StII 4m tinh (protein hoat tinh) hodc da bét hoat béng cach xu ly nhiét.
Fig.5 thé hién cac bidu hién thay ddi ciia chit danh ddu phan tir chira cac té bao
hinh cdy (DC) do su phoi nhiém in vitro cua chung v6i St II & ca dang bién thé
hoat tinh va dang bét hoat bé‘mg nhiét cia nd véi su ¢6 mat hodc khong co mat
tac nhan trung hoa ndi doc td (pmxB).

Db thi A: Ty 1é phéan trim ctia CD80

Db thi B: Ty 1¢ phan tram cia CD86

Db thi C: Ty 18 phén trim ctia CD40
Fig.6 1a hai db thi thé hién ty 1é phan giai té bao dich mang peptit trdi mién dich
OVA (SIINFEKL) va dugc dan nhan CFSE ¢ dong vat thtr nghiém duoc diéu tri
bang cac vacxin khac nhau trong thir nghiém doc tinh té bao in vivo. Mdi diém

trong Ung véi dit lidu thu duge tir mdi con vat va dong twong (mg v6i gid tri
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trung binh. Céc chit cai khac nhau thé hién su khac nhau c6 y nghia théng ké
trong s cac nhom gay mién dich theo thir nghiém Tukey (p< 0,05).

Db thi A: Pap tng thu dugc trong qua trinh chiing ngira bang liposom dong
bao nang OVA, StIl am tinh hodc cac bién thé dime cta StI thuan nghich-
(StIWi 11C) hoac bét hoat khong thuan nghich (SUW111¢jyey)-

Db thi B: Pap tng thu dugc trong qua trinh chiing ngira bang liposom dong
bao nang OVA va StII bit hoat bang cach xir Iy nhiét.

M5 ta chi tiét sang ché

Vit truyén vacxin theo sang ché dua trén cc thé phén tan trong nudc cia
liposom DRV ¢6 ty 16 mol DPPC:Cho bang 1:1, bao nang St véi khang nguyén,
va c6 thé chira cac ddng dung mdi khic c¢6 thé tron 1dn voi nude, khong doc,
khong kich ting va khong lam mét d6 dn dinh caa vat truyén, va ¢6 thé duoc st
dung trong dugc phdm ding dé tiém, vi du duong, polyetylen glycol, v. v..

Ché pham liposom theo sang ché duoc tao ra bing phuwong phap loai nude-
tai hydrat hod va dugc cu thanh tir DPPC va Cho véi ty 18 mol 1:1 va ddng bao
nang khang nguyén v4i mot s6 bién thé Sts hodc céc thé dot bién bit hoat thuan
nghich ciia chiing, trong d6 ché phdm vacxin nay c¢6 kha nang thiic ddy dap tng
mién dich CTL dic hiéu khang nguyén va bao vé khang lai tac dong cia té bao
khéi u.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xut ché phdm vacxin chira khang nguyén
la protein OVA, nhung trong d6 khang nguyén nay c6 thé 1a protein hoic
polypeptit bat ky lién quan t&i bénh cin diéu tri, gy ra dap ung CTL dac hiéu
khang lai khéang nguyén protein nay. Vi du, khang nguyén nay cé thé 1a protein
hodc polypeptit lién quan té1 bénh ung thu, protein hoac polypeptit lién quan ti
bénh AIDS hodc protein hodc polypeptit li€n quan téi bénh lao.

Céc liposom theo sang ché duoc tao ra bang phuwong phap loai nudc-tai
hydrat hod da dugc Kirby va Gregoriadis mo ta trong Biotechnology, 1984, 2,
979-984, ¢6 dang cac tii v6i pha nude ¢ trong duge bao quanh bdi mot s 16p

lipit kép, dac trung bdi hi€u qua cao trong viéc bao nang va luu gilt cac phan tr
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khong bén nhu khang nguyén va protein didu bién mién dich. Dung dich
clorofom chtta DPPC va Cho v6i ty 1& mol 1:1 dugc lam bay hoi va giit trong
didu kién chan khong trong 30 phut. Céc lipit dugc hydrat hoa bang nuée khir
jon & nhiét do 16n hon nhiét @ chuyén pha (Tc) cia DPPC (T > 45°C). Huyén
phu chira céac tai da 16p (MLV) duoc chuyén dang thanh SUV hoac LUV (Small
Unilamellar Vesicles and Large Unilamellar Vesicles - Tui nho don I6p va tui
[6n don [6p, tuong Gng) bang céac chu trinh séng si€u am va nghi hodc bang cach
ép dun qua mang polycacbonat co ¢& 16 100nm. Céc tai thu duge dugce tron véi
dung dich protein, theo ty 1€ lipit: protein tir 16 - 64pmol lipit: 1,8 - 7nmol khang
nguyén va 0,5 - 2nmol St, va dugc dong kho nhanh trong 20-24 gio. Qua trinh tai
hydrat ho4 dugc tién hanh bing nudc khir ion va khudy trong 30 phut & nhiét do
nho hon 45°C. Cac chit khong duogc bao nang trong liposom dugc loai bo bang
cach rira bang dung dich nudc mudi dém phosphat (PBS) d6 pH = 7.4 (NaCl
136mmol/L., KH,PO, 1,47mmol/L, Na,HPO, 9,55mmol/L, KCI 2,68mmol/L)
tiép d6 ly tm & 10.000 g trong 15 phut. Cac ché pham nhu vay dat dugc hiéu
qua bao nang dbi vé6i cac bién thé Sts khac nhau vao khoang 50% va kha nang
lwu giit 12 70% sau 1 thang bao quan ¢ 4°C, dugce tao huyén phu trong PBS.

Céc doc to StI va StII‘ duoc phéan lap va tinh ché tir hai quy Stichodactyla
helianthus, bang cach str dung quy trinh d& mo ta béi Lanio et al. trong Toxicon.
2001, 39, 187-94. Thé dot bién tai t hop Sticholysin I (rStl) va rStl, St W111C,
thu duoc theo cac phuong phap da mo ta lan luot bai Pazos et al. in Toxicon,
2006, 48, 1083-1094 and Pentdn et al. in Protein Eng Des Sel. 2011, 24, 485-
493.

Nong do Sts dwgc st dung trong vat truyén vacxin theo sang ché nam trong
khoang tur 0,25 dén 1uM, duoc dong bao nang v6i khang nguyén ¢ khoang nong
do 1 - 3,5uM trong huyén phu liposom véi tdng ndng do lipit nam trong khoang
tir 16 dén 64 mM.

Tét hon, néu vat truyén vacxin theo sang ché chtra luong Sts nim trong

khoang tir 0,3 dén 0,4 nmol, dugc dong bao nang véi khdng nguyén véi lugng tir
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1 dén 2nmol trong huyén phu liposom chtra 20umol lipit toan phan véi thé tich
200pL.

Khoang liéu sir dung ddi vé6i vacxin theo sang ché, dé dung theo duong dudi
da hodc trong co 1a 1 - 2nmol (50-100mg) khang nguyén.

Mot dic diém quan trong cua ché phdm vacxin theo sang ché 1a chung khong
c6 céc chét bd tro mién dich ngoai cac thanh phan da néu.

Nhu da néu trong tinh trang k¥ thudt, cac doc td tao 18 vi khudn dugc bao
nang vao céc tui liposom c6 kha nang tang cuong dap tng CTL, nhung cling biét
rang viéc str dung ché phdm vacxin chira doc t6 vi khuén lai gay ra céc tac dung
phu trén nguoi; tuy nhién, cic tac gia sang ché bat ngd phat hién ra rang cac doc
t6 khong phai vi khuan c6 tic dung kich thich mién dich twong tu. Ngoai ra, cac
tac gia sang ché can theo doi dé tach riéng hoat tinh tao 16 clia cac doc t co tac
dung kich thich dap ung CTL cua ching, dé tao ra cac loi ich quan trong khi str
dung 1am sang vat truyén vacxin ndy trén nguoi. Céac két qua thu dugc nho sir
dung vat truyén vacxin theo sang ché chira phan tr thuc thé StiIW111C;,, hodc
StIT duge bat hoat bang nhiét dong bao nang v6i khang nguyén vao liposom, chi
ra rang khong c6 su phu thudc hoan toan gitta murc gia ting dap tng mién dich
CTL dic hiéu khang nguyén boi ché pham chtra liposom-St va kha ning tao 16
cla céc protein nay trén mang. Thir nghiém gy dot bién té bao hinh cay (DC -
dendritic cell) dugc phan lap tir tiy xuong cta chudt nhét C57BL/6va dugc tiép
xuc véi StII in vitro, cho thiy protein nay khong nhitng c6 tic dung trén cac bién
thé hoat tinh cia n6, ma con ¢ tac dung bat hoat boi nhiét, dé tao ra qua trinh
hoat héa CD, tuong tw voi két qua thu duge d6i voi LPS (nhém ddi ching duong
tinh) trong céc diéu kién tuong tu.

Kha ning tao 10 cta Sts trén mang duoc danh gia bang cach thir nghiém hoat
tinh phan giai hong cau va kha nang thdm LUV mang carboxy phat huynh quang
(CF — carboxyfluorescein) nhu dugc md ta bdi Martinez et al. in Toxicon, 2001,
39,1547-1560. Nhan thdy ring Sts khong ¢ hoat tinh thdm bang cach phan tich
kha ning thdm cta céc tai liposom chita DPPC:Cho (1:1) ddng bao nang CF, so
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v6i cac Sts trong cac tui bao gdm long do tring phosphatidylcholin va SM (1:1)
(nhém dbi chimg dwong tinh).

ba chiing minh dugc réng thé dot bién StIW111C tao ra dime bt hoat 6n
dinh boi lién két disulfua bang thir nghiém hoat tinh phan giai hong cau va SDS-
PAGE khi c¢6 mat va khong c6 mat chit khir 2-mercaptoetanol (2-ME), nhu
Penton et al. md ta trong Protein Eng Des Sel. 2011, 24, 485-493. CAu trac dime
khong c6 kha nang tao 18 trong hdng cau, 1a cac té bao md hinh, 1a két qua cia
viéc khong gan két véi mang.

Quy trinh tao ra loai dime khong thuan nghich StW111C (SHW111C;e,)
dua trén qué trinh khu SﬂVVlllCibéng cach 1 véi 2-ME (0,1 mol/L), loai bd
chét khur béng cach loc trén cot PD-10, va & ngay StIW111Conome VOi chét phan
tmg hong céu chuc kép bis (maleimide) hexan (BMH) véi ty 1& mol
StIW111Cponome:BMH nam trong khoang tir 1:1 t&i 2:1 trong 2 git ¢ 4°C, dugc
ﬂﬂét@p.SﬂVVlllCﬁmvduqcﬁnhchébéngcéchséckylocgelﬁéncétSupmﬂex
75 HR 10/300 véi sy c6 mat cta chit khi. Qua trinh tao ra dime khong thuén
nghich va do tinh khiét cia né dugc xac dinh boi SDS-PAGE trong cac diéu kién
kht. Bime khong thuan nghich thu dugc c6 do tinh khiét 94% va chi c6 6% tap
chét 1a dime thuan nghich. Su Véng mat hoat tinh chirc ndng dugc xac dinh béng
thir nghiém hoat tinh phén giai hong cau.

Qua trinh bét hoat khong thuin nghich StIl béng cach xur ly nhiét dugc thuc
hién theo quy trinh dugc mo td bdi Martinez et al. in Toxicon, 2001, 39,1547—
1560 va kha nang suy giam qua trinh tao 15 toan phan trén mang dugc xac dinh
boi thir nghiém hoat tinh phan giai hong cau.

Céac dic tinh diéu bién mién dich cua cac loai phén tr Sts khac nhau trong hé
liposom-St lién quan dén kha ning ting cudong dap Gmg mién dich giy doc dic
hiéu khang nguyén iz vivo va tinh mién dich khang khéi u & md hinh phong ngira
bénh, ¢6 thé duge xac dinh & mo hinh thir nghiém ching chudt nhat C57BL/6
bang cach sir dung khang nguyén OVA va dong té bao khdi u E.G7, dong phu
ctia u tuyén e EL-4 ctia loai ggm nhdm (Kusmartsev y Gabrilovich, in J Leukoc

Biol., 2003, 74: 186-96), duoc chuyén nhiém biang ADN bd trg cia OVA pAc-
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neo-OVA (Moore, et al. in Cell, 1988, 54: 777-85) va thu duoc tr “dmerican
Type Cultures Collection” (ATCC, VA).

Céc tac gia sang ché ciing nhan thdy ring viéc ching ngira bing vat truyén
vacxin liposom-St chtta khang nguyén c6 tac dung bao v¢é khang khéi u & muc
cao hon so v6i vat truyén tao ra béi liposom khong chira StII.

Céc két qua nay chimg t6 rang hé liposom-St c6 tic dung tao ra dap tng
khang khdi u ¢ chiic ning ting cudng va bao vé, khi st dung protein khéng
nguyén, ma khong cin cac chit b trg. Tiép theo, viéc st dung ché phim nay két

hop véi cac lidu phap c¢6 thé con tang cudng tac dung khang khéi u.

Vi du thue hién sang ché

Céc vi du du6i day dua ra cac thir nghiém so sanh mot cach chi tiét cho phép
kiém tra tac dung gdy mién dich tao ra dap ing mién dich gdy doc dic hidu
khang nguyén in vivo va tinh mién dich khang khéi u & mé hinh phong ngira
bénh cua ché pham vacxin theo sing ché so vé&i cac ché phidm khong chira

liposom khéac va khong chtra Sts.

Vi du 1: Panh gia doc tinh té bao va dap ung CTL cia vt truyén vacxin bing
cach str dung StI hodc StII 4m tinh va OVA lam khang nguyén protein.

Vit truyén vacxin chira liposom duoc diéu ché nhu da néu trén.

Trong cac tui DRV chira DPPC va Cho (ty 1€ mol 1:1), OVA lam khang
nguyén mau va Sts (StI hodc StI) dugc dong bao nang trong hdn hop vai ty 18
10pmol lipit toan phan:1,1nmol OVA va 0,3nmol St trong dung dich nuéc mubi
dém phosphat (PBS) c¢6 d6 pH = 7,4. Sau qua trinh ny, tao ra dugc hai ché pham
vacxin:

Ché pham vacxin A: liposom DRV chira DPPC:Cho (60 pmol lipit toan
phén) déng bao nang véi 6,6 nmol (50 pg) OVA.

Ché phdm vacxin B: liposom DRV chira DPPC:Cho (60 pmol lipit toan
phan) déng bao nang véi 6,6nmol (50 pg) OVA va 1,88nmol StI hodc StIL
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15 con chudt nhét cai C57BL/6 c6 thé trong khoang 18-20g dugc chon va
chia thanh 5 nhom thir nghiém, mdi nhém chira 3 con vAt.

Nhém 1 (nhém dbi ching 4m tinh) duoc cho ching ngira 0,2mL dung dich
nuée mudi dém phosphat (PBS) theo dudng dudi da vao cac ngay 0, 12, 13 va
14.

Nhom 2 (nhém dbi ching duong tinh) duogc cho chiing nglra theo dudng
du6i da vao ngay 12, bang 22,2nmol (Img) OVA va tron v6i 100 pg axit
polyinosinoic-polycitidilic (PIC), phdi tir tbng hop TLR3 va chét gdy cam ung
kinh dién cta dap ung CTL (Hamilton-Williams et al. trong J. Immunol., 2005,
174: 1159-63), vao cac ngay 13 va 14, con vat lai dugc cho nhan tiép 100 png
PIC.

Nhém 3 duge cho ching ngira 0,2mL ché phdm vacxin A (twong duong véi
1,1nmol hodc 50 ng OVA) theo duong dudi da vao cac ngay 0 va 12.

Nhém 4 duge cho ching ngira 0,2mL ché pham vacxin B (twong dwong véi
1,1nmol hodc 50 ug OVA va 0,3nmol hodc 6,25 pg StI) theo dudong dudi da vao
cac ngay 0 va 12.

Nhém 5 duogc cho ching ngira 0,2mL ché phim vacxin B (twong duwong véi
1,1nmol hoac 50 ug OVA va 0,3nmol hodc 6,25 pg StIl) theo duong dudi da vao
cac ngay 0 va 12.

Vao ngay 20 cia thir nghiém, cac té bao 14 lach 1dy tir chudt nhit C57BL/6
khong dugc gdy mién dich dugc 0 vé6i diaxetat sucxinimidyl este phat huynh
quang carboxy (CFSE) & hai nong do (lan luot 12 0,33 va 5 umol/L); cic té bao
dan nhan c6 cudng dd phat huynh quang manh nhét ciing duge G véi 1 pmol/L
peptit troi mién dich OVA (257-SIINFEKL-264) két hop véi kiéu don MHC I
d6i voi chung C57BL/6 cia chudt nhét. Sau dé, ca hai quan thé té bao da dan
nhan dugc tron theo ty 1€ 1:1 va cadc nhom thir nghiém 1-5 dugce cho chung ngura
theo duong tinh mach dudi bang 30 x10° té bao trong hdn hop vai téng thé tich
0,2mL. Chu6t nhit dwoc dem giét sau 16 gio va kha niang phan giai (%) té bao
dich duoc xdc dinh ¢ khéi u ben gan véi vi tri gdy mién dich bang cach do dong

té bao (flow cytometry - FACS).
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Fig.1 minh hoa doc tinh t& bao in vivo thu dugc bang cach gay mién dich
liposom ddng bao nang OVA va Sts cho chuot nhit. Cac con vat di gay mién
dich bang liposom dbng bao nang Sts (Stl hodc StII) co dap ung lympho bao T
CD8+ (CTL) gy doc té bao ddc hiéu véi OVA cao hon vé mit thong ké so voi
nhém dbi ching duong tinh. Ngoai ra, liposom chi chita OVA ciing gay dap tng
CTL tuong duong vé mat théng ké so véi nhom d6i chung dwong tinh kinh dién

d6i v6i thir nghiém nay (PIC).

Vi du 2: Tao ra kha nang bao vé khang khéi u ctia vat truyén vacxin trong mod
hinh protein OVA.

Kha ndng bao v€ khang khdi u cua vacxin chtra liposom dugc nghién curu.
Nhiam muc dich nay, 60 con chudt nhit cai C57BL/6 c6 thé trong khoang 18-20g
dugc chon va chia thanh 3 nhém thir nghiém, modi nhom g61n 20 con vat.

Nhém 1 (nhoém dbi ching am tinh) duge cho chung ngira 0,2mL dung dich
nude mudi dém phosphat (PBS) theo dudng trong co vao cac ngay 0 va 12.

Nhom 2 duge cho ching ngtra 0,2mL ché pham vacxin A dwgc md ta trong
vi du 1 (twong dwong véi 1,1nmol hodc 50 pg OVA) theo duong trong co vao
cacngay 0 va 12.

Nhom 3 duogc cho chung ngtra 0,2mL ché phdm vacxin B dugc md ta trong
vi du 1 (twong duong vé6i 1,1nmol hodc 50 pg OVA va 0,3nmol hodc 6,25 ug
StII) theo dudng trong co vao cac ngay 0 va 12.

Toan bd céc nhém tir 1 dén 3 duoe kich thich vao ngay 19 bang 3x10° t€ bao
lay tir dong khdi u E.G7 theo dudng dudi da (0,2mL).

Cac con vat xur ly riéng r& tir ngdy 0 va cac thong s6 sau duogc xac dinh 3
1an/tudn: thé tich khdi u, thoi gian tién trién va kha nang séng sot.

Cac két qua thu dugc dugc md ta nhu sau:
- Thoi gian tién trién

Thoi gian tién trién 12 thong s6 mo ta thoi gian ma moi con vét co khéi u

dugc ching ngura dén khi nhin thdy khdi u. Do khéi u chudt nhat khong phat

trién ¢ giai doan cudi thir nghiém, nén coi rang thoi gian tién trién l1a 60 ngay.
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Anh hudng cia viée kéo dai thoi gian tién trién 1a thong sb quan trong ddi véi
vacxin chéng ung thu. Nhu duoc thé hién & Fig.2A, céac con vat & nhom 3, duoc
ching ngira ché pham vacxin B da m6 ta trong Vi du 1 va la dbi twong clia sang
ché, ciing thu dugc cac két qua quan trong.
- Kha ning séng sot

Thong sé nay danh gia kha ning chung ngira dé lam ting thoi gian séng sot
ctia dong vat da gdy mién dich trong khi kich thich bang cac té bao khdi u biéu
hién OVA (E.G7). Thong sb nay duoc do vao cic ngay va co tinh chét tuvong dbi,
vi n6 dugc so sanh véi kha nang séng sot cua dong vat khong dugc diéu tri. Dé
chimg minh su khac nhau c6 y nghia théng ké vé kha ning sbng sét giita cac
nhom, thir nghiém Log-Rank dugc st dung.

Fig.2B 1 rang chi ra ring cic dong vat thuéc nhom 3, duge ching ngira
bang ché pham vacxin B d4 néu trong vi du 1 va la d6i twong cta sang ché 1a cac

dong vat sdng 1au hon sau khi ching ngira khéi u.

Vi du 3: Hoat tinh phén giai hdng ciu cua thé dot bién Sts.

Viéc tao 16 & mang hong cau gy sbc thdm thiu keo c6 kha nang phan giai té
bao. Kha ning tao 16 ctia cac porin nhu vay c6 thé duoc tao ra boi hoat tinh phan
giai hong cau (HA) cta né c6 thé duoc x4c dinh bang thuc nghi€ém nho do mirc
do giam d¢ hép thu biéu kién (& = 600 nm) ctia huyén phu hdng ciu do qu4 trinh
phan giai té bao.

Trong thir nghiém, HA ciia dime bt hoat khong thuin nghich SttW111C
(StI W111Cjpey) duge so sanh voi HA cia dime thuén nghich StIW111C, trong
céc diéu kién khtr (2-ME 0,1mol/l) va khong khi, voi ndng do protein twong dbi
cao trong tht nghiém (0,15 pumol/l), khi so sanh véi HA cta StI/StII dugc
Alvarez et al. bao c4o trong Toxicon, 2009, 54(8):1135-47. Thoi gian phan giai
héng cau thé hién & Fig.3 cho thdy ring STW111Cjye, bi bét hoat trong cac didu
kién khong khir. Trong céc diéu kién khtr, StHW111Cjyey 6 hoat tinh kém hon so
voi StIW111C khi duge khir hoan toan hodac khong dugc khir.
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Vi du 4: Danh gi4 kha nang tao 16 ciia StII da bét hoat.

Kha nang suy giam trong viéc tao 16 trén mang bai StIl khong thuan nghich
da bét hoat bang cach gia nhiét & 80°C trong hai gid dugc tién hanh bang cach str
dung thtr nghiém hoat tinh phan giai hdng cdu. Fig.4 thé hién su mét hoat tinh
phan giai hdng ciu déi véi StII da bat hoat bdi nhiét khi so sanh véi protein ¢o

hoat tinh.

Vi du 5: Tac dung cua vat truyén vacxin trén qua trinh gy dot bién DC.

Qua trinh gy dot bién DC gay ra bsi StIl duge dénh gié trén cac té bao thu
dugce tir tay xuong chudt nhat C57BL/6 da phoi nhiém véi StII c6 hoat tinh
(0,1nmol hodc 2 ng) hodc da dugc bét hoat bang cach xir Iy nhiét (4 pg) véi su
c6 mat hodc khong c6 mit 20 pg polymyxin B (pmxB, tidc nhan trung hoa hoat
tinh sinh hoc ctia ndi doc t& biang cach gan két v6i phan doan lipit A cua LPS),
trong 24 gio & 37°C trong khoang chira 5% CO,.

Nhém dbi chimg dwong tinh st dung LPS (2 pg) va nhom d6i ching 4m tinh
1a moi truong RPMI chtra 30 pmxB. Cac té bao ly tir tiy xuwong chuot nhat dugc
nudi cdy trong mot lugng 16n tién chit 600.000 DC trong méi truong RPMI
trong 1 giéng biang cach sit dung céc dia nudi cdy 6 giéng. Huyét thanh bao thai
bo (BFS — bovine fetal serum) & ndéng do 10%, 400 uL GMCSF va moi truong
RPMI dugc bd sung dén thé tich 3mL trén mdi giéng.

Fig. 5 thé hién muc ting (%) cta céc chit danh déu phan tir (CD80, CD86 va
CD40) biéu thi su hoat hoa DC do su phoi nhidm in vitro cla cac té bao nay voi
ca céc bién thé StII hoat héa va bét hoat bing nhiét, két qua thu dugc gidng so

v6i muc ting thu duoc ddi véi nhom d6i chimg duong tinh.

Vi du 6. Panh gia doc tinh té bao va dap ung CTL cla vt truyén vacxin bing
cach str dung cac bién thé St va OVA lam khang nguyén protein.

Cac bién thé dime StI c6 hoat tinh tao 16 thuan nghich (StIW111C) hodc
khong thuan nghich (STW111C;ye,) 6 mirc thip va bién thé bat hoat StIl bing
nhiét ¢6 thé duoc ddng bao nang véi OVA vao liposom chira DPPC:Cho (1:1),
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theo ty 1€ 10 pmol lipit toan phﬁn:l,lnmol OVA:0,3nmol StIWI11C,
StIW111C;,, hoac StII duogc bét hoat b.':ing nhiét, trong PBS ¢6 do pH = 7,4 va
kha ning tao ra hoat tinh gy doc té bao dic hiéu OVA cua cac ché pham vacxin
ndy in vivo dugc danh gia. Trong cic thir nghiém nay, vé co ban cac ché phdm
vacxin tuong tw duoc st dung nhu cic ché pham dugc néu trong Vi du 1, trong
truong hop ché phdm B, céc bién thé St khac nhau dugc sir dung.

Ché phdm vacxin A: liposom DRV chira DPPC:Cho (60pmol lipit toan phéan)
dugce ddng bao nang véi 6,6nmol OVA.

Ché pham vacxin B: liposom DRV chita DPPC:Cho (60 pmol lipit toan
phén) duoc déng bao nang véi 6,6nmol OVA va 1,875nmol St (StIW111C,
StIW111Cyrey, St II hodic StIT 4m tinh dugc bat hoat bang nhiét)

Trong thir nghiém d4u tién, 12 con chudt nhit cai C57BL/6 duoc chon c6 thé
trong khoang 18-20g, va duoc chia thanh 4 nhom thir nghiém, mdi nhém gdm 3
con vat.

Nhém 1 (nhém dbi ching 4m tinh) dugc cho ching ngira 0,2mL PBS theo
dudng dudi da, vao cac ngay 0 va 12.

Nhém 2 (nhém dbi ching dwong tinh) duge cho ching ngira 0,2mL ché
phidm vacxin B (tvong duong véi 1,Inmol hodc 50 ug OVA va 0,3nmol hoic
6,25 pg StII 4m tinh) theo dudong dudi da vao cac ngay 0 va 12.

Nhom 3 duge cho ching ngira 0,2mL ché pham vacxin B (twong dwong véi
1,1nmol hodc 50 pg OVA va 0,3nmol hodc 6,25 pg StiIW111C) theo dudong dudi
da vao cac ngay 0 va 12.

Nhém 4 duogc cho ching ngira 0,2mL ché phdm vacxin B (twong duong véi
1,1nmol hodc 50 pg OVA va 0,3nmol hodc 6,25ug StIW111C;.,) theo dudng
dudi da vao cac ngay 0 va 12.

Fig.6A minh hoa cic dong vat dugc gdy mién dich bang liposom chira cac
bién thé St co6 hoat tinh tao 16 thip (LP/OVA+SIWI111C hodc
LP/OVA+StIW111Ciey) ¢6 dap Gmg gdy doc té bao tuong dwong vé mit thdng
ké so v6i dap tmg thu dugce bai St khi ddng bao nang véi OVA vao liposom

(LP/OVA+SHII).
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Trong thir nghiém khac, 9 con chudt nhit cai C57BL/6 c6 thé trong 18-20g
duoc chon va dugce chia thanh 3 nhém, mdi nhom géln 3 con vat.

Nhom 1 (nhém dbi chirng 4m tinh) duge cho ching ngira 0,2mL nude mudi
dém phosphat (PBS) theo duong dudi da vao cac ngay 0 va 12.

Nhom 2 duoc cho chung ngira 0,2mL ché pham vacxin A (twong duong voi
1,Inmol hodc 50 ng OVA) theo dudng dudi da vao cac ngay 0 va 12.

Nhom 3 duoce cho ching ngira 0,2mL ché phdm vacxin B (trong duong voi
1,Inmol hodc 50 pg OVA va 0,3nmol hodc 6,25 pg StIl bat hoat) theo duong
duéi da vao cac ngay 0 va 12.

Fig.6B minh hoa kha ning giy mién dich v&i liposom déng bao nang OVA,
bién thé StII dugc bit hoat hoan toan bing nhiét gy ra hoat tinh gy doc té bao
ddc hiéu OVA cao hon déng ké so voi hoat tinh gy ra boi liposom chi chira
khang nguyén va twong tu véi hoat tinh quan sat dugc & ché phim liposom chira
StI/StII &m tinh.

Cac két qua thir nghiém da chimg minh ring vacxin liposom theo sdng ché
¢6 thé dugc ddng bao nang khang nguyén véi bién thé sticholysin bt ky, ngay ca
voi bién thé khong biéu hién hoat tinh tao 15, dé tao ra dap ung CTL manh, c6
hiéu lyc dic hiéu v6i khang nguyén chirc nang, thdm chi 1a manh hon dap tng
gdy ra boi nhom ddi chung duong tinh kinh dién (PIC) da sur dung trong thu
nghiém CTL in vivo. Ché pham liposom-St trén mé hinh phong ngira lam ting
dang ké thoi gian cdy ghép khdi u va lam ting dang ké kha nang song sét & cac
nhom dugce danh gid chi dugc nhan PBS. Tém lai, viéc ching ngtra liposom-St

thu dugc két qua t6t hon so véi cac tui liposom chi chita khang nguyén.
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1. Vat truyén vacxin dé gay dap ung mién dich té bao dugc déng bao nang vao
liposom chtra dipalmitoylphosphatidylcholin va cholesterol véi ty 1€ dang mol
gifta cac protein thu dugc tir loai Stichodactyla helianthus dugc chon tir nhém
bao gdbm Sticholysin I (Stl), Sticholysin II (StII), thé dot bién Sticholysin I
W111C (StIW111C), dime bit hoat khong thuin nghich StIW111C
(StIW111C;yey) SII bat hoat bing nhiét va khang nguyén.

2. Vat truyén vacxin theo diém 1, trong d6 khang nguyén la protein hodc
polypeptit gdy ra dap tng mién dich té bao lympho T gy doc té bao dic higu véi

bénh ung thu.

3. Ché phiam vacxin chtra vat truyén vacxin theo diém bat ky trong s cac di€ém

1-2, trong d6 ché phim nay khong chira cac chit bd trg mién dich.
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