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(54) PROTEIN PCV2 ORF2, CHE PHAM MIEN DICH VA HAT TUONG TU VIRUS
CHUA PROTEIN NAY
(57) Sang ché dé cap dén polypeptit 1 cac bién thé cta protein PCV2 ORF2. Cy thé la,
sang ché dé cap dén protein PCV2 kiéu phu b (PCV2b) ORF2 hodc cac ché phdm mién
dich chira protein PCV2b ORF2 nay. Cac protein va ché phadm mién dich nay dugc su dung
trong phuong phap diéu tri hodc phong ngira sy nhiém PCV2 thudc cing kiéu phu PCV2b
va/hoic kiéu phu khac; 1am giam, phong ngura hodc diéu tri cac tridu ching 1am sang giy
ra boi sy nhiém PCV2 thudc cing PCV2b hodc mot kiéu phu khac; va/hoic phong ngira
hodc diéu trj bénh gdy ra bdi sy nhiém PCV2 thudc cung PCV2b va/hoic mot kiéu phu
khac. Cuy thé 13, sang ché dé cap dén protein PCV2 kiéu phu b (PCV2b) ORF2 dic trung &
chd chung chira it nhat mot dot bién trén vong BC ma nhd d6 protein duoc biéu hién tét
hon 13 dugc biéu hién véi lwong 16n hon so véi protein PCV2 ORF2 khong bao gém dot
bién nay.
NEng d6 clia cdu tric theé dit bién ORF2 (pg/mlL)
3 7,06
= 5,31
- 3,57

1,71
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Linh vuc ky thuét dwgc dé cap

Séng ché dé cap dén céc polypeptit 1a cac bién thé cua protein PCV2 ORF2.
Séng ché ciing d& cap dén ché phim mién dich va hat twong tu virus chtra polypeptit
nay.
Tinh trang ky thuit cta sang ché

Circovirus typ 2 gdy bénh & lgn (Porcine circovirus type 2 - PCV2) la virus
ADN nhé (dudng kinh 17-22nm), hai muoi mat, khong c6 vo boc, ¢ hé gen vong soi
don. PCV2 ¢6 murc d6 twong ddng vé trinh tu khoang 80% so véi circovirus typ 1 gy
bénh & lon (porcine circovirus type 1 - PCV-1). Tuy nhién, trdi véi PCV1, ma n6
thudng khong gay doc, lon bi nhidm PCV2 thé hién hoi ching thuong duge nhic dén
nhu 12 Hoi chimg codi coc sau cai sita (Post-weaning Multisystemic Wasting Syndrome
- PMWS). PMWS dugc dic trung vé mit 14m sang bdi su codi coc, da xanh, khong phat
trién, suy ho hép, tiéu chdy, vang da, va hoang dan. O mdt sb con lon bi nhiém bénh,
td hop cua tAt c& cac tridu chimg 1 13 rét trong khi cac con lon khac s&€ chi ¢6 mdt hodc
hai trong sd céc triéu chiing 14m sang ndy. Trong qua trinh md kham nghiém, céc
thuong t6n vi md va vi md ciing xuAt hién trén nhiéu mé va co quan, trong do cac co
quan bach huyét 1a vi tri thwong t6n thong thudong nhét. Quan sat thdy su twong quan
13 rét gitta luong axit nucleic hodc khang nguyén cia PCV2 va muc d6 nghiém trong
ciia céc thuong tdn bach huyét vi mé. T 18 chét dbi véi lon bi ldy nhiém PCV2 c6 thé
1én dén 80%. Ngoai PMWS, PCV2 c6 lién quan dén mot sb 14y nhiém khac bao gom
gia dai, hoi ching rdi loan hd hip va sinh san & lgn (porcine reproductive and
respiratory syndrome - PRRS), bénh Glasser, viém mang ndo do tu cdu khuin gay ra,
bénh phé thuong han, bénh ti€u chay sau cai sita do E Coli, bénh gan do ché @6 dinh

dudng, va bénh viém cudng phoi c¢6 mung mu.

Hién nay, c6 ba kiéu phu PCV2 da biét (PCV2a, PCV2b va PCV2c¢), duoc phan
loai theo danh phép thdng nhét dbi véi kiéu gen PCV2 (Segales, J. et al., 2008, PCV-2
genotype definition and nomenclature, Vet Rec 162:867-8). Hai kiéu phu khic
(PCV2d va PCV2e) di duge dé xuit (Wang ef al. Virus Res. 2009 145(1):151-6), tuy
nhién, cudi cing di ching minh rang chung thudc vé cac cum PCV2a va PCV2b
(Cortey et al. Vet Microbiol. 2011 149(3-4):522-32011). Theo danh phép théng nhét
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@bi véi cac kidu gen PCV?2 nay, gen orf2 duoc st dung dé thuc hién x4c dinh kiéu gen
dbi véi pcv-2, trong d6 viéc xac dinh kiéu gen dugc dua trén ty 1€ cla céac vi tri
nucleotit ma & do hai trinh tu duoc so sanh 1a khac nhau (khoang cach p). Tri s6 nay
thu duoc béng cach chia sb nucleotit chénh léch cho téng s nucleotit duogc so sanh
(Kumar et al. 2001 Bioinformatics 17, 1244-1245) va sau do, xdy dung bidu dd
khoéang cach p/tan s6 cho phép xé4c dinh diém cét tiém nang dé phan biét cac kiéu gen
khac nhau (Rogers and Harpending 1992 Molecular Biology and Evolution 9, 552-
569; Biagini et al. 1999 Journal of General Virology 80, 419-424). Bing cach str dung
hé phuong phap nay, cac trinh tu orf2 pev-2 duoc cho la thude cac kiéu gen khac nhau
khi khoang céch di truyén giita ching 13 0,035.

US 2011/0305725 A1 mé ta nghién ctru nhim thir nghiém mot ché pham vacxin
méi & lon @& danh gia hiéu luc cia nd ddi véi circovirus va M. hyopneumoniae & lon.
Trong qué trinh nghién ctru, dd quan sat thdy rdng mot sd con lon & cdc nhém d6i
chirng va nhom duge cho dung vacxin biéu hién céc triéu ching 1dm sang ctia PMWS.
Sau d6, da x4ac nhin ring nhitng con lon ndy da dugc tiép xtic véi PCV2 ngoai moi
truong trude khi tham gia thir nghiém. Phan tich phén tir d6i vi cac miu mau va md
tr nhitng con lon nay da tiét 16 rang chung chira chiing typ 2B khéc v&i chung dugce st
dung cho thir nghiém (doan [0152] ctia US 2011/0305725 Al).

W02011116094 A2 bdc 16 dong ADN nhidm circovirus thé kham & lon va
virus kham séng duge lam giam doc luc véi kiéu phu ctia PCV2 1a PCV2b, va gen vo
capsid ctia kidu phu PCV2b dugc hop nhit vao bd gen virus PCV1 khong gy bénh,
trong do6 virus kham di dugc lam gidm doc luc ¢ thé duoc sir dung lam vacxin séng,
cling nhu 1a vacxin da dugc lam bét hoat (chét).

WO02013030320 Al d& cép dén protein capsid kidu Circovirus téng hop va
phuong phap diéu tri va/hodc phong nglra bénh ¢6 lién quan dén PCV2 & dong vt c6
vi bang cach st dung cdc protein ndy. Hai trinh tu d& dugc thiét két theo
WO02013030320 Al, trong d6 mét trinh tw dugc cai bién véi sw tdi wu héa, ngoai
nhig t6i wu héa khac, nhu sau:

- vi tri tach tiém niang duoc gi6i han & vi tri axit amin 165.

- d6t bién duge dua vao & vi trf 200.

- thay thé dugc thuc hién & vi trf 161.

- thay thé dugc thuc hién & vi tri 170.
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- gbc S & vi tri 225 duoc thay bang D.
- thay thé duogc thuc hién & vi tri 143.
- hai thay thé duogc thuc hién & dau tin ciing N cla trinh tw (c4c vi tri 13 va 20).

Tuy nhién, trén thyc t&, sy bidu hién cia protein ORF2 thudc PCV2b kicu dai
duogc nhan théy la khong du va can phai c6 cac budc cd dic tiép theo dé nhan duogc cac
hat tuong tu virus (VLP) hitu hiéu dé didu ché vacxin duéi don vi, su cai bién d& dang
trinh tu protein ORF2 tr PCV2b xuét hién trong tur nhién 1a can thiét dé gia ting hidu
Iuc bidu hién va dé gia ting san luong VLP, nhd d6 cho phép san xuit nhanh chéng va

d& dang cac vacxin dudi don vi PCV2 hitu hiéu.

Giai phap cho vén dé k¥ thuat néu trén dat dugc nho phan mb ta va cac phuong

an duoc mo ta dic trung trong phan yéu cau bao ho.

Vi véy, theo céac khia canh khac nhau ctia nd, sang che dugc tao ra cén cit vao

phin yéu cau bao ho kém theo.
Ban chit k§ thuét clia sang ché
Séang ché dé cép dén polypeptit duge chon tir nhém gbm (a), (b), va (c) sau day:
(a)  protein PCV2 ORF2 cé
- gbc arginin hoic gbc lysin & vi tri axit amin 59, va/hodc
- gbc prolin & vi tri axit amin 88, va/hodc
- gbc threonin & vi trf axit amin 151, va/hodc
- géc isoleuxin & vi tri axit amin 206, va/hoac
- gbc asparagin & vi tri axit amin 232,
va ¢6 gbe axit amin khic ngoai gdc arginin hogc gbc lysin & vi tri axit amin 63,

trong d6 viéc danh sb vi trf axit amin dua vao trinh ty axit amin ctia protein PCV2
ORF2 kiéu dai;

(b)  protein PCV2 ORF2 dic trung & chd n6 (i) chita it nhét mot dot bién trén vong
BC va (ii) tot hon 1a dugc biéu hién véi luong 16n hon so véi protein PCV2 ORF2 ma

khong bao gdm dot bién niy;

t6 hop ctia (a) va (b).
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Séang ché dé cap dén ché phim mién dich chtta polypeptit da néu, trong do tlly y
ché pham mién dich nay con chita polypeptit PCV2a ORF-2, trong d6 polypeptit
PCV2a ORF-2 di néu t5t hon 1a gidng it nhét 1a 94% hodc t&t hon 14 it nhét 1a 95% véi
trinh tg SEQ ID NO:3.

Séang ché con dé cap dén polynucleotit chira trinh tu ma hoéa polypeptit dd néu.

Séang ché cling dé cap dén plasmit, t6t hon 1a vecto bidu hién, bao gdm
polynucleotit chira trinh tu ma hoéa polypeptit da néu.

Sang ché con d& cap dén té bao chira plasmit, t6t hon 14 vecto biéu hién, ma bao
gbm polynucleotit chtta trinh ty ma héa polypeptit da néu.

Sang ché ciing dé cap dén hat twong tu virus bao gdm nhiéu polypeptit da néu.

Séang ché ciing & cap dén baculovirus chira polynucleotit bao gdm trinh tw ma
héa polypeptit da néu.

Sang ché con dé cap dén té bao, tdt hon 1a té bao con tring, chira baculovirus
chira polynucleotit bao gbm trinh tu ma héa polypeptit da néu.

M& ta vén tit cic hinh vé

Fig. 1 - Su thay ddi axit amin chu yéu giita cac trinh ty axit amin ORF2 &
PCV2ava PCV2b.

Fig. 2 — Danh gid phan dich ndi baculovirus thu nhan dugc dbi véi ORF2 tr
PCV2b. Pudng 1 = Circoflex WSV (PCV2a ORF2), Duong 2 = PCV2b ORF2 BDH
SFCO, Puong 4 = PCV2b ORF2 BDH R63T, Puong 5 = PCV2b ORF2 BDH R63K.

Fig. 3 — Panh gia 100.000g vién két ddi véi PCV2b ORF2. Puong 1 = PCV2b
ORF2 BDH, Duong 2 = PCV2b ORF2 BDH R63K, Puong 3 = PCV2b ORF2 BDH
R63T, Puong 4 = Circoflex WSV (PCV2a ORF2).

Fig. 4 — Tach cac phan doan gradient sucroza nho SDS-PAGE. F1 - F12 = Cac
phén doan 1-12.

Fig. 5A va FIG. 5B— Xéc nhén su tao thanh VLP béi EM

Fig. 6 — Két qua danh gi4 cu tric dot bién ORF2 ctia PCV2b. SFCO = Codon
duoc tdi wu hoa dbdi v6i Spodoptera frugiperda. Céac c4u trac ORF2 BDH va R63K cta
PCV2b khéng duoc kidm tra VLP hodc duoc dinh luong dudi dang céu trac R63T

duge phét hién & ciing thoi diém.
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Fig. 6 — K&t qua danh gia cAu trac dot bién ORF2 ctia PCV2b. SFCO = Codon
duoc tdi vu hoa dbi voi Spodoptera frugiperda. Pinh lugng VPL cua cac cAu tric dot
bién ORF2 duoc bidu thi dudi dang pg/ml.

Fig. 8 — So sanh bing cach sap thing hang c4c trinh tu axit amin PCV2b ORF2
kiéu dai va dot bién, trong do6 céc trinh tw ¢6 tén SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 2 1a
trinh ty PCV2b ORF2 kiéu dai va céc trinh tu c¢6 tén SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, va SEQ ID NO: 9 la trinh ty dot bién, va trong d6 SEQ ID NO: 3
tuong Gng voi trinh tu cla protein ORF2 tr PCV2a kiéu dai. Trong trinh tu c6 tén
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, va SEQ ID NO:9: “X” (& cdc vi tri 8,
53, 57, 68, 89, 90, 121, 134, 169, 190, 215 va 234) la géc axit amin bat ky dugc chon
tr nhém gdbm A, C, D, E, F, G, H, LK, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, Wva Y; “X” (¢ vi
tri 63) 1a gbc axit amin bét k¥ dugc chon tir nhém gdbm A, C, D, E, F, G, H, L, M, N,
P,Q,S, T,V,Wvay,va“x” (¢ vitri210) la géc axit amin bat ky dugc chon tir nhém
gdm D va E.

M3 ta chi tiét sang ché

Séng ché dua trén phat hién dang ngac nhién rang mot dot bién don 1é trong
trinh tu axit amin cta protein ORF2 PCV2 kiéu phu b (PCV2b) 1a du dé gia ting mirc
san sinh VLP mdt cach dang ké, nhd d6 cho phép san xudt nhanh chéng vacxin dudi
don vi PCV2 hitu hiéu.

Trong qua trinh thuc hién sang ché cac vi tri khac biét axit amin chi yéu gitta
cac trinh ty PCV2a va PCV2b ORF2 duoc nhan biét nhu 1a céc vi tri dot bién tiém

nang.

Trong tinh hudng ndy, sau vi tri axit amin dién hinh d6i véi protein PCV2

ORF2b duoc nhan biét, cu thé

- gbc arginin hoic gbc lysin & vi tri axit amin 59,
- gbc arginin or a gbc lysin & vi tri axit amin 63,
- géc prolin ¢ vi tri axit amin 88,

- gbc threonin & vi tri axit amin 151,

- gbc isoleuxin & vi tri axit amin 206, va

- goc asparagin ¢ vi tri axit amin 232.

Nhu da mo ta & diy, viéc danh sb cac vi tri axit amin dua vao trinh tu axit amin
ciia protein ORF2 PCV2 kiéu dai véi chiéu dai day di (SEQ ID NO:2 hoge SEQ ID
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NO:5). Do d6, viéc danh s6 cac vi tri amino nhu dugc dé cap & day 1a c6 lién quan dén
trinh ty protein PCV2 ORF2 kiéu dai c¢6 234 hoic 233 géc axit amin, bao gém géc

methionin & vi tri axit amin 1 (dau tdn cung N).

Vi vy, cum tir “trong d6 viéc danh sb cac vi tri axit amin dua trén trinh ty axit
amin cua protein PCV2 ORF2 kiéu dai”, nhu duoc str dung trong nglt canh cia sang
ché nay, ding d& chi trinh tu cta protein PCV2 ORF2 xuat hién trong tu nhién, nhu
trinh tu duoc néu lam vi du minh hoa trong SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:5.

Su dot bién clia sdu vi tri axit amin dién hinh déi v6i protein ORF2 PCV2b da
bat ngd chi ra réng mot dot bién cta vi tri thude trinh tu axit amin cia vong BC cta
protein PCV2 ORF2, cu thé 1a sy thé cta géc arginin hoac géc lysin & vi tri 63, 1a da
dé gia ting su biéu hién ctia protein PCV2 ORF2 mét cach ding ké so véi protein

PCV?2 ORF2 ma khong bao gdm dot bién nay.

Vi vay, theo mot khia canh, sang ché dé cap dén polypeptit duoc chon tir nhom
gdm céac polypeptit (a), (b) va (c) sau ddy: (a) protein PCV2 ORF2 c6: gbe arginin
hoac géc lysin & vi tri axit amin 59, va/hodc géc prolin & vi tri axit amin 88, va/hodc
géc threonin & vi tri axit amin 151, va/hodc géc isoleuxin & vi tri axit amin 206,
va/hodc gbe asparagin & vi tri axit amin 232, va c6 gbc axit amin khac ngoai gbe
arginin hodc géc lysin & vi trf axit amin 63, trong d6 viéc danh sb vi trf axit amin dua
vao trinh tu axit amin cta protein PCV2 ORF2 kiéu dai; (b) protein PCV2 ORF2 dic
trung & chd no (i) chira it nhit mot dot bién trén vong BC va (ii) tt hon 1a dugc biéu
hién véi lugng cao hon dang ké so voi protein PCV2 ORF2 ma khéng bao gbm dot

bién nay; va (c) t6 hop gdm (a) va (b).

Tét hon 13, polypeptit ndy, ma dudi ddy ciing thuong duogc goi la “polypeptit
theo sang ché”, 1a polypeptit dugc phan I4p.

Cu thé 13, polypeptit theo sang ché 1a polypeptit khong xuét hién trong tu nhién.

Vi viy, theo khia canh thir nhét (a), polypeptit theo sang ché 1a protein PCV2
ORF2 c6 mdt, hai, ba, bdn hodc nim géc axit amin (mé ch cai don I¢ trong ngoac
don) duoc chon tir nhom gdm gbc arginin (R) hodc gbe lysin (K) & vi tri axit amin 59,
gbc prolin (P) & vi tri axit amin 88, gbc threonin (T) & vi trf axit amin 151, gbe
isoleuxin (I) & vi tri axit amin 206, va gbc asparagin (N) & vi tri axit amin 232, va ¢6

gbc axit amin khac ngoai goc arginin hogdc goc lysin ¢ vi tri axit amin 63.

Cu thé 13, gbc axit amin khic ngoai goc arginin hogc goc lysin & vi tri 63 la gbc
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axit amin xudt hién trong tw nhién, tot hon 12 dugec ma hoa di truyén, khac ngoai goc

arginin hodc gbe lysin.
Tiép theo, cac chit viét tit sau day ciing dugc st dung:

“R59” 1a chit viét tit clia "géc arginin ¢ vi tri axit amin 59",
“K59" 1a chit viét tit ctua "gbc lysin & vi tri axit amin 59",
«“P88" 1a chit viét tit ciia "gbc¢ prolin & vi tri axit amin 88",
“T151" 12 chit viét tit cta " géc threonin ¢ vi tri axit amin 151",
“I206” 14 chit viét tit ctia “gbc isoleuxin & vi tri axit amin 206,
“N232” 1a chit viét tit cua "gdc asparagin & vi tri axit amin 232".
Vi vdy, tot hon 13, polypeptit theo khia canh (a) 13 protein PCV2 ORF2
co P88,

hoac ¢6 T151,

hodc ¢6 1206,

hoac ¢6 N232,

hoac ¢6 R59 hoac K59,

hoac c6 P88 va T151,

hoac ¢6 P88 va 1206,

hodc c6 P88 va N232,

hodc c6 P88 va R59 hoac K59,

hoac ¢6 T151 va 1206,

hoac c¢6 T151 va N232,

hodc c6 T151 va R59 hodc K59,

hodc ¢ 1206 va N232,

hodc ¢6 1206 va R59 hodc K59,

hodc c¢6 N232 va R59 hodc K59,

hodc ¢6 P88 va T151 va 1206,

hodc ¢6 P88 va T151 va N232,

ho#c c6 P88 va T151 va R59 hoac K59,

hodc c6 P88 va 1206 va N232,

hodc c6 P88 va 1206 va R59 hodc K59,

hoidc c6 P88 va N232 va R59 hoac K59,

hodc ¢6 T151 va 1206 va N232,

hozc ¢6 T151 va 1206 va R59 hodc K59,

ho#c c¢6 T151 va N232 va R59 hodc K59,
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hodc ¢6 1206 va N232 va R59 hoac K59,

hoac ¢6 P88 va T151 va 1206 va N232,

ho#c c6 P88 va T151 va 1206 va R59 hodc K59,
hodc c6 P88 va T151 va N232 va R59 hodc K59,
hodc c6 P88 va 1206 va N232 va R59 hodc K59,
hodc c6 T151 va 1206 va N232 va R59 hodc K59,
hozc c6 P88 va T151 va 1206 va N232 va R59 hoac K59.
Do d6, tot hon nita 13, polypeptit theo khia canh (a) dugc chon tir nhém gdm
protein PCV2 ORF2 c6 P88,

protein PCV2 ORF2 ¢6 T151,

protein PCV2 ORF2 c6 1206,

protein PCV2 ORF2 c6 N232,

protein PCV2 ORF2 c6 R59

protein PCV2 ORF2 c6 K59,

protein PCV2 ORF2 c6 P88 va T151,

protein PCV2 ORF2 c6 P88 va 1206,

protein PCV2 ORF2 c6 P88 va N232,

protein PCV2 ORF2 c6 P88 va R59,

protein PCV2 ORF2 c6 P88 va K59,

protein PCV2 ORF2 c6 T151 va 1206,

protein PCV2 ORF2 c6 T151 va N232,

protein PCV2 ORF2 c¢é T151 va R59,

protein PCV2 ORF2 ¢ T151 va K59,

protein PCV2 ORF2 ¢ 1206 va N232,

protein PCV2 ORF2 ¢6 1206 va R59,

protein PCV2 ORF2 ¢6 1206 va K59,

protein PCV2 ORF2 c6 N232 va R59,

protein PCV2 ORF2 c¢6 N232 va K59,

protein PCV2 ORF2 c6 P88 va T151 va 1206,
protein PCV2 ORF2 c¢6 P88 va T151 va N232,
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va T151 va R59,
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va T151 va K59
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va 1206 va N232,
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va 1206 va R59,
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protein PCV2 ORF2 c6 P88 va 1206 va K59,

protein PCV2 ORF2 c6 P88 va N232 va R59,

protein PCV2 ORF2 c6 P88 va N232 va K59,

protein PCV2 ORF2 ¢6 T151 va 1206 va N232,
protein PCV2 ORF2 ¢6 T151 va 1206 va R59,

protein PCV2 ORF2 ¢6 T151 va 1206 va K59,

protein PCV2 ORF2 ¢6 T151 va N232 va R59,

protein PCV2 ORF2 ¢6 T151 va N232 va K59,

protein PCV2 ORF2 c6 1206 va N232 va R59,

protein PCV2 ORF2 c6 1206 va N232 va K59,

protein PCV2 ORF2 ¢6 P88 va T151 va 1206 va N232,
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va T151 va 1206 va R59,
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va T151 va 1206 va K59,
protein PCV2 ORF2 ¢6 P88 va T151 va N232 va R59,
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va T151 va N232 va K59,
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va 1206 va N232 va R59,
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va 1206 va N232 va K59,
protein PCV2 ORF2 ¢6 T151 va 1206 va N232 va R59,
protein PCV2 ORF2 ¢6 T151 va 1206 va N232 va K59,
protein PCV2 ORF2 ¢6 P88 va T151 va 1206 va N232 va R59, va
protein PCV2 ORF2 c6 P88 va T151 va 1206 va N232 va K59.

Theo khia canh tht hai (b), polypeptit theo sang ché 1a protein PCV2 ORF2 cu
thé dic trung & chd né (i) chira it nhit mot dot bién trén vong BC va (i) dugc biéu
hién, cu thé 12 & hé biéu hién baculovirus, vdi lugng cao hon dang ké, tot hon 1a v6i
lugng cao hon it nhét 2 13n, t8t hon nita 1a v&i lugng cao hon it nhét 3 14n, ciing tbt
hon nita 1a véi lugng cao hon it nhét 5 14n, tdt hon nita 14 véi lugng cao hon it nhit 8
lan, so véi a protein PCV2 ORF2 ma khong bao gbm dbt bién nay, trong d6 protein
PCV2 ORF2 ma khéng bao gdm dot bién nay tdt hon 14 ¢6 trinh tw axit amin gidng v6i

polypeptit theo sang ché ngoai trir it nhit mot dot bién trén vong BC.

Vi v4y, can phai hiéu rdng céc trinh tu axit amin clia céc protein PCV2 ORF2
ma su biéu hién cta ching duge so sénh theo khia canh nay cta sing che 1a giong hét

ngoai trir it nhat mot dot bién da néu trén vong BC.

Thuat ngit “vong BC”, trong ngit canh sang ché, cu thé 1a dung dé chi phan
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trinh tu axit amin ctia ORF2 ctia PCV2 nim giita hai axit amin & dAu tan cing N dudi
ra va gip lai thanh cAu triic bac hai gAp nép B, nhur c6 thé thy trong céu tric tinh thé
cta protein PCV2 ORF2 nhu dugc cdng bd boi Khayat et al. J Virol 85:7856-62
(2011), duge két hop vao ddy bing cach vién din. Cy thé 1a Khayat ef al. md ta cac
vong nbi céc soi B BC, DE, FG va HI ¢ dang c6 chidu dai gdm tir b6n dén chin gbc
axit amin, va cac vong BC va HI & dang cac phan 18i ra kiéu nat bAm dudi xa nhat tir

bé mit capsid PCV va stra lai céc truc gép nép bac 5.

D& xdc dinh xem liéu protein PCV2 ORF2 chtra it nhdt mdt dot bién trén vong
BC c¢6 duge bidu hién v6i lwgng 16n hon so véi protein PCV2 ORF2 ma khong bao
gdm d6t bién nay hay khong, tdt hon 14 phwong phap nhu duoc moé ta trong vi du 1 &

day dugc su dung.

Vi vay, trong mdt vi dy, dé xac dinh xem liéu protein PCV2 ORF2 chua it nhét
mot dot bién trén vong BC c6 dugce biéu hién véi luong 16n hon so véi protein PCV2
ORF2 ma khong bao gdm dot bién nay hay khong, hé biéu hién baculovirus dugc st
dung trong phuong phap bao gbm cac budc: gdy nhidm cac t& bao Sf+ véi baculovirus
& MOI dich bing 0,1, dé phat trién gdy nhiém trong 5 — 7 ngdy, thu nhan bang cach ly
tam & 20.000g trong 20 phut d2 loai bd manh vun té bao va protein khong hoa tan, loc
phﬁn dich ndi sau thu nhan qua mang loc ¢& 0,2pm, va ddnh gia truc tiép su biéu hién

ctia ORF2 PCV?2 bang thir nghiém western blot c6 st dung khang thé a-PCV2.

T6t hon 13, phuwong phép ndy con bao gdm budc chuén bi baculovirus dé dung
cho budc giy nhiém céc té bao Sf+ & MOI dich bé’mg 0,1, va cu thé con bao gém mot
hodc nhiéu bude sau: tao dong trinh tu ma héa ma ma héa protein PCV2 ORF?2 chura it
nhét mot dot bién trong vong BC vao vecto truyén baculovirus, tao dong trinh tu ma
hoa ma ma héa protein PCV2 ORF2 ma khong chtra dot bién nay vao vecto truyén
baculovirus, ddng chuyén nhiém vecto truyén baculovirus dd néu bao gbm trinh ty ma
hdéa ma ma hda protein PCV2 ORF2 chira it nhat mot dot bién trong vong BC véi
ADN baculovirus trong té bao Sf9, ddng chuyén nhiém vecto truyén baculovirus da
néu bao gdm trinh ty ma héa ma mi héa protein PCV2 ORF2 ma khong chira dot bién

nay v6i ADN baculovirus trong té bao Sf9.

T4t hon nita 13, phuong phép nay con bao gém mdt hozc nhidu budc sau: kiém

tra su biéu hién cta protein PCV2 ORF2 & baculovirus tai o hop tao thanh boi IFA,

-11-



27761

chudn bi dung dich géc da duoc khuéch dai ctia mdi baculovirus tai t6 hop trén té bao
Sf+, chudn d6 dung dich gbe da khuéch dai nay nhd phuong phap TCIDso dé xéc dinh

hiéu gia baculovirus.

Cu thé 13, polypeptit theo séng ché 1a protein PCV2 ORF2 chira it nhit mot dot
bién trén vong BC duoc biéu hién véi lugng 16n hon so véi protein PCV2 ORF2 ma
khéng bao gébm dot bién nay trong cac diéu kién méi trudng twong tu va/hodc cd thé so

sanh duoc, t6t hon 14 trong hé biéu hién baculovirus.

Cu thé hon, protein PCV2 ORF2 ma khéng bao gbm dot bién nay la protein
PCV?2 ORF2 kiu dai.

Tét hon 14, it nhit mdt dot bién trén vong BC theo sang ché 13 it nhit mot dot
bién trong ving gbm cac vi tri axit amin tir 58 dén 66 va cu thé 1a bao gdm hozc gdm
cd su khuyét doan, su thay thé, va/hoic su bd sung tu 1 dén 7 géc axit amin trong

ving gdm céc vi tri axit amin tr 60 dén 66.

T8t hon nita 13, it nhit mot dot bién trén vong BC 1a su khuyét doan, su thay
thé, va/hoic su bd sung ctia mot géc axit amin & vi tri axit amin 63, trong do t5t nhét 1a
su thé cua gdc axit amin & vi tri axit amin 63 bing mdt gbc axit amin khéc ngoai gbe
arginin hodc gbe lysin.

Ciing t&t hon nita 13, su thé cta gbc axit amin & vi tri axit amin 63 bang gbc axit
amin khéc ngoai gdc arginin hogdc gde lysin 14 su thay thé bang mot gde axit amin khéc
ngoai géc arginin hodc géc lysin, xuét hién trong tu nhién, tdt hon 1a dugc ma hoa di

truyén.

Trinh tv duoc wu tién cua vong BC theo sing ché bao gdm su thé ctia gbc axit
amin & vi tri axit amin 63 bang gdc axit amin khic ngoai gbc arginin hodc gbc lysin
duogc néu trong cac SEQ ID NO: 10-45.

Vi vay, cu thé 13, it nhat mot dot bién trén vong BC theo séng ché bao gém hodc
1a su thé cua gbc arginin hodc gbc lysin & vi tri axit amin 63 bang gbc axit amin khac
ngoai gbc arginin hodc gbe lysin.

Vi vy, protein PCV2 ORF2 ma khéng bao gdm dot bién nay, nhu duge mo ta
& day, t6t hon 1a c6 gbc arginin hodc gbc lysin & vi tri axit amin 63, gbc nay tiép theo

duoc thé theo phuong 4n duge uu tién theo sang ché, nhd d6 tao ra polypeptit theo
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sang che.

Tt nhét 13, polypeptit theo sang ché bao gdm trinh tu dugc chon tir nhém gdm
SEQ ID NO: 10-45, trong d6 trinh tw ndy cu thé 1a ndm & cac vi tri axit amin tir 58 dén

66 cla trinh tu polypeptit theo sang ché.

Theo khia canh thir ba (c), polypeptit theo sang ché 12 td hop bat ky ctia protein
PCV2 ORF2 theo khia canh (a) va khia canh (b), nhu dugc mé ta ¢ day, va vi vay la
protein ORF2 bat k¥ ctia PCV2 cé:

- gdc arginin hodc gbc lysin & vi tri axit amin 59, va/hodc
- géc prolin ¢ vi tri axit amin 88, va/hodc

- géc threonin & vi tri axit amin 151, va/hoac

- géc isoleuxin & vi tri axit amin 206, va/hodc

- gdc asparagin ¢ vi tri axit amin 232,

va c6 gbe axit amin khac ngoai gbc arginin hozc gbc lysin & vi tri axit amin 63,
trong d6 viéc danh s6 vi trf axit amin dya trén trinh tu axit amin cua protein PCV2
ORF2 kidu dai; va duoc dic trung & chd né (i) chita it nhit mot dot bién trén vong BC
va (ii) tbt hon 1a duge biu hién véi lugng cao hon dang ké so véi protein PCV2 ORF2

ma khong bao gdm dot bién nay.

Thuat ngit “gbc axit amin khdc ngoai gbc arginin hoic gbc lysin dugc ma hoa
di truyén”, nhu dugc mé ta trong ngf canh sang ché nay, cu thé 1a dung dé chi gbc axit
amin (mé chit cai don 1é trong ngodc don) dugce chon tir nhém gdm gbc alanin (A), gbe
aspartat (D), gbc asparagin (N), gbe xystein (C), gbc glutamin (Q), gbc glutamat (B),
gbc phenylalanin (F), gbe glyxin (G), gbc histidin (H), gbc isoleuxin (1), gbe leuxin
(L), gbc methionin (M), gbc prolin (P), gbc serin (S), gbc¢ threonin (T), gbc valin (V),
gbc tryptophan (W), va gbc tyrosin (Y).

Cu thé hon, géc axit amin khac ngoai gbc arginin hoic gbc lysin amino nay
duoc chon tir nhém gdm gbc axit amin véi mach bén ¢ cuc nhung khong mang dién
tich, gdc axit amin véi mach bén ky nudc, va gbe glyxin, trong d6 t5t hon 1a gbc axit
amin v&i mach bén ¢6 cuc nhung khong mang dién tich duoc chon tir nhom gém géc
serin, gdc threonin, gde tyrosin, gbc asparagin, va gbc glutamin, va/hodc trong do gbc

axit amin v&i mach bén ky nudc da néu tot hon 1a dugc chon tir nhom gbém goc alanin,
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gbe valin, gbc leuxin, gdc isoleuxin, gdc phenylalanin, va gdc tryptophan.

Tt nhat 13, gbc axit amin khac ngoai gdc arginin hodc goc lysin, nhu duoc dé

cap dén trong ban md ta nay, duge chon tir nhém gom gdc serin va goc threonin.

Theo mdt khia canh dugc wu tién khac, polypeptit theo sang ché 13 protein
PCV2 ORF2 t4i t& hop, nhu protein PCV2 ORF2 dugc biéu hién ¢ baculovirus tai t
hop.

Thuét ngtt “protein PCV2 ORF2 tai td hop”, nhu dugce st dung & ddy, cu thé 1a
d cap dén phan ti protein dugc biéu hién tir phan tir ADN téi t0 hop, nhw polypeptit
duge san xuit bang cong nghé ADN tai t6 hop. M6t vi du vé cong nghé nhu vy bao
gdm trudng hop khi ADN mé héa protein dugc biéu hién dugc cai xen vao vecto biéu
hién thich hop, 6t hon 13 vecto biéu hién baculovirus, vecto nay duge st dung dé
truyén nhiém, hodc trong trudong hgp vecto biéu hién baculovirus giy nhiém, té bao
chu dé san sinh protein hozc polypeptit dugc ma héa boi ADN nay. Vi vdy, thut ngir
“protein PCV2 ORF2 téi td hop”, nhu dugc st dung & ddy, cu thé 1a d& cép dén phan
tir protein dugc bidu hién tir phan tir ADN t4i t hop.

Theo mot vi du cu thé, protein PCV2 ORF2 tai td hop dugc san xuét boi
phuong phép bao gbm cac budc sau: Gen PCV2 ORF2 dugc tao dong vao vecto
truyén baculovirus; vecto truyén nay dugc st dung dé tao ra baculovirus tai td hop
chira gen da néu bang cach tai t6 hop tuong dong trong céc té bao con trung; va tiép
theo protein PCV2 ORF2 dugc bidu hién & té bao con tring trong qud trinh gay nhiém

baculovirus tai t& hop.

Theo mét vi du khac, protein PCV2 ORF2 tdi t6 hop dugc biéu hién & € bao
con tring tir plasmit biéu hién tai t6 hop. Trong trudng hop ctia mét vi du khéc, khong

can dén baculovirus.

Cén phai hiéu k§ hon rang thuat ngt “protein PCV2 tai t6 hop bao goém trinh
tu” cu thé ciing lién quan dén su cai bién hodc nhiing su cai bién ddng phién ma
va/hodc sau phién mi cta trinh ty duge giy ra boi té bao ma & d6 polypeptit nay duoc
biéu hién. Vi vay, thuit ngit “protein PCV2 ORF?2 tai t6 hop bao gém trinh tu”, nhu
duoc mo ta ¢ day, clng nhim dén trinh tu ¢ mot hodc nhiéu cai bién dugc giy ra bai

té bao ma & d6 polypeptit nay duoc bidu hién, cu thé 1a nhing cai bién cta gbe axit
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amin dugc gly ra trong qué trinh sinh tdng hop protein va/hodc xtt ly protein, t6t hon

14 duoc chon tir nhém gdm glycosyl hoa, phosphoryl héa va axetyl hoa.

Tét hon 13, protein PCV2 ORF?2 tai tb hop theo sang ché duoc san xuét hoic co

thé thu duoc boi hé biéu hién baculovirus, cu thé 1a & t€ bao con trung duge nudi cdy.

Theo mét khia canh duoc uwu tién khéc, polypeptit theo sang ché 1a protein
ORF2 PCV2 kiéu phu b (PCV2b).

Theo mét khia canh dugc wu tién khéac nita, polypeptit theo sang ché 14 protein
PCV2 ORF2 bao gdm hoic gdm c6 trinh ty axit amin ¢ muc ddng nhat vé mit trinh
tur {t nhAt 12 90%, t&t hon 1a it nhét 1a 92%, tdt hon nita 1a it nhat 1a 94%, thdm chi tot
hon nita 12 it nhat 13 96%, ciing t&t hon nita 1a it nhét 1a 98%, hodc cu thé 1a 100% véi
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1.

Tt nhit 13, polypeptit theo séng ché duoc chon tir nhém gdm cac trinh tw SEQ
ID NO: 6-9, ciing duge chi ra trén Fig. 8. Vi vay, polypeptit theo sang ché t6t hon 14

dugc chon tir cac trinh tu (i)-(iv) sau:

(i) MTYPRRRXRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIF
NTRLSRTXGYTXKRTTVXTPSWXVDMMRFNINDFLPPGGGSNPXXVPFEY YR
IRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSXAVILDDNFVTKAXALTYDPYVNYSSRHTI
TQPFSYHSRYFTPKPVLDXTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTXGNVDHVGLGTAF
ENSIYDQxYNIRXTMY VQFREFNLKDPPLNP (SEQ ID NO:6),

(i) MTYPRRRXRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIF
NTRLSRTXGYTXKRTTVXTPSWXVDMMRFNINDFLPPGGGSNPXXVPFEYYR
JRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSXAVILDDNFVTKAXALTYDPYVNYSSRHTI
TQPFSYHSRYFTPKPVLDXTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTXGNVDHVGLGTAF
ENSIYDQxYNIRXTMY VQFREFNLKDPPLNP (SEQ ID NO:7),

(ii1) MTYPRRRXRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIF
NTRLSRTXGYTXKRTTVXTPSWXVDMMRFNINDFLPPGGGSNPXXVPFEYYR
IRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSXAVILDDNFVTKAXALTYDPYVNYSSRHTI
TQPFSYHSRYFTPKPVLDXTIDYF QPNNKRNQLWLRLQTXGNVDHVGLGTAF
ENSIYDQxYNIRXTMY VQFREFNLKDPPLNPX (SEQ ID NO:8),

@iv) MTYPRRRXRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIF
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NTRLSRTXGYTXKKTTVXTP SWXVDMMRFNINDFLPPGGGSNPXXVPFEYYR
IRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSXAVILDDNFVTKAXALTYDPYVNYSSRHTI
TQPFSYHSRYFTPKPVLDXTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTXGNVDHVGLGTAF
ENSIYDQxYNIRXTMY VQFREFNLKDPPLNPX (SEQ ID NO:9),

trong do6 trong céc trinh tu (1)-(iv) nay:

“X” la géc axit amin bat ky dugc chon tir nhém gém A,C,D,E,F,G H LK,
L M,N,P,Q,R, S, T,V,Wvay,;

“X” 1a gbc axit amin bét ky dugc chon tir nhém gom A, C, D, E, F, G, H, I, L,
M,N,P,Q,S, T, V,WvaY;va

“x”_1a goc axit amin bat ky duoc chon tir nhém gom D va E.

Nham muc dich giai thich va trong vi du khong gidi han , polypeptit theo sang
ché 14 polypeptit bao gdm trinh tu:

MTYPRRRFRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNTR
LSRTIGYTVKKTTVXTPSWNVDMMRFNINDFLPPGGGSNPLTVPFEY YRIRKV
KVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKANALTYDPYVNYSSRHTITQPFS
YHSRYFTPKPVLDRTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTTGNVDHVGLGTAFENSIY
DQDYNIRITMY VQFREFNLKDPPLNPK (SEQ ID NO:46),

trong d6 “X” 1a géc axit amin bat ky dugc chon tir nhém gém A,C,D,E,F, G,
HLLMNPQST V,WvaY.

Theo mdt khia canh dugc uu tién khac nita cua sang ché, protein PCV2 ORF2
kiéu dai, nhu duge mo ta & ddy, 1a protein duge néu trong SEQ ID NO: 2.

Theo mdt khia canh khac, séng ché con dé xuat ché phdm mién dich chua
polypeptit theo sang ché.

Theo mdt khia canh dugc uu tién khéc, sang ché con dé xuét ché phém mién
dich chira polypeptit theo sang ché, va polypeptit PCV2a ORF-2, trong d6 polypeptit
PCV2a ORF-2 ny tét hon 14 polypeptit ma c6 it nhit 94% hodc tét hon 14 it nhat 1a 95
% trinh tu giéng vdi trinh ty ctia SEQ ID NO: 3.
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Theo mdt khia canh khéc, sang ché con dé xuit polynucleotit bao gdm trinh tur
mi hoa polypeptit theo sang ché, trong dé polynucleotit theo sang ché t6t hon 1a

polynucleotit dugc phan lap.

Nhim muc dich néu lam vi du va trong mdt vi du khong gidi han , polynucleotit

theo sang ché 1a polynucleotit bao gbm trinh tu set néu trong SEQ ID NO: 4.

Viéc san xuét polynucleotit duge mé ta & day 1a trong kha nang clia ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc va cé thé duoc thuc hién theo ca cong nghé tai td
hop dugc mé ta trong tai liéu Sam brook et al, 2001, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY;
Amusable, et al., 2003, Current Protocols In Molecular Biology, Greene Publishing
Associates & Wiley Interscience, NY; Innis er al. (eds), 1995, PCR Strategies,
Academic Press, Inc., San Diego; va Erlich (ed), 1994, PCR Technology, Oxford
University Press, New York, ngoai nhiing tai liéu khac, tAt ca cac tai liéu nay dugc Kkét

hop vao day bang cach vién dan.

Séang ché cling d& xut cu thé dén baculovirus chita polynucleotit bao gbdm trinh
tw mi hda polypeptit theo sang ché, trong d6 baculovirus theo sang ché t6t hon 14

baculovirus dugc phan lap.

Ngoai ra, sang ché con dé xuit plasmit, t4t hon 13 vecto biéu hién, bao gdm
polynucleotit chia trinh ty ma hoéa polypeptit theo sang ché, trong d6 plasmit theo

sang ché cu thé 13 plasmit dugc phén 14p.

Séng ché con d8 xuét té bao chtra baculovirus bao gdm polynucleotit chira trinh
tu m3 hda polypeptit theo sang ché, hodc plasmit, tot hon 14 vecto biéu hién, bao gdm
polynucleotit chira trinh ty ma héa polypeptit theo sang ché, trong d6 té bao theo sang
ché &t hon 1a té bao dugc phan 1ap.

Theo mot khia canh khac nfta, sang ché con dé cap dén viéc st dung polypeptit
theo sang ché; baculovirus theo sang ché; ché phém mién dich theo sang ché;
polynucleotit theo sang ché; plasmit theo séng ché; va/hodc té bao theo sang ché dé
bao ché thudc, t6t hon 14 vacxin.

Trong ban md ta nay, sang ché con dé xuit phuong phép san xuét polypeptit

theo sang ché, trong d6 phuong phap nay bao gdm bude gy nhiém t& bao, tdt hon 1a té
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bao c6n trung, véi baculovirus theo sang ché.

Ngoai ra, sang ché con dé xuit phuong phap san xuat polypeptit theo sang ché,
trong d6 phuong phap nay bao gdm bude chuyén nhiém té bao v6i plasmit theo sang

ché.

Tét hon 13, polypeptit theo sdng ché duge biéu hién véi luong 16n du dé hat
tuong tu virus tu gén mot cach 6n dinh, ma sau d6 nhitng hat nay ¢ thé dugc str dung
dé ching ngira bang mdt mdi duy nhét, cu thé 1 khi ching dugc chtra trong mot ché
phim mién dich, nhd d6 cho phép lam giam va ngan nglra céac triéu ching ldm sang

duge gdy ra do sy nhidm PCV2, chang han nhu nhiém PCV2b va/hoac PCV2a.

Vi vay, sang ché cu thé con dua trén polypeptit theo sang ché hodc ché pham
mién dich theo sang ché, mét cach twong tng, trong d6 polypeptit theo sang ché hoic
ché pham mién dich chtia polypeptit theo sang ché ¢6 thé duogc st dung cho céc muc

dich cu thé.

Vi vay, theo mét khia canh, sdng ché d& cap dén polypeptit theo sdng ché hoic
ché phim mién dich chira polypeptit theo sang ché dé dung trong phuong phép diéu tri
hodc phong nglra su nhiém PCV2, lam gidm, phong nglra hoac diéu tri cac triéu chimg
1am sang gay ra boi su nhiém PCV2, ho#c phong nglra hodc diéu tri bénh gay ra boi su
nhiém PCV2.

Sang ché con d& xut phuong phép didu tri hogc phong ngira sy nhiém PCV2,
lam giam, phong ngira hoac diéu tri cac triéu chung 1dm sang gy ra boi su nhiém
PCV2, hoac phong ngtra hodc didu tri bénh gy ra béi su nhiém PCV2, bao gdm budc
cho ddng vat, cu thé 1a dong vat can diéu tri hodc phong ngira, st dung polypeptit theo

sang ché hodc ché phim mién dich chita polypeptit theo sang ché.

Ngoai ra, sang ché dé xuat viéc str dung polypeptit theo sang ché hodc st dung
ché phim mién dich chita polypeptit theo sing ché dé bao ché thube dé diéu trj hodc
phong ngtra sy nhi€ém PCV2, lam giam, phong ngira hodc diéu tri cac triéu ching 1am
sang gdy ra boi suw nhiém PCV2, hodc diéu tri hoic phong nglra bénh gdy ra boi su
nhiém PCV2.

Theo mot khia canh dugc uu tién, sy nhiém PCV2, nhu dugc mod ta & déy, la su

nhidm PCV2 kidu phu b (PCV2b) va/hodc sy nhidm PCV2 thudc kiéu phu khac véi
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kiéu phu 2b.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngit “nhiém PCV2” 1a twong duong véi thuat
ngtt “su nhiém PCV2".

Cu thé 13, su nhidm PCV?2 thudc kiéu phu khéc véi kidu phu 2b, nhu duge dé
cip & day, 14 sy nhidm PCV2 kidu phu a (PCV2a) va/hoic PCV2 kiéu phu ¢ (PCV2c),
va t6t hon 1 sy nhiém PCV2a.

Thuét nglt “protein ORF2 PCV2 kiéu phu b (PCV2b)”, nhu dugc m6 ta & day,
diing dé chi protein duoc ma hoéa bdi gen ORF2 ctiia PCV-2b nhu duge dinh nghia boi
danh phép tiéu chuin dbi voi dinh nghia vé kiéu gen PCV2 (Segales, J. et al., 2008,
PCV-2 genotype definition and nomenclature, Vet Rec 162:867-8) duoc két hop vao

day bang cach vién dan).

Theo mdt khia canh dugc uu tién khac, su nhidm PCV2 thudc kiéu phu khac
v6i kiu phu 2b, nhu duge md ta & ddy, 12 nhidm ddng thoi (i) PCV2 thude kiéu phu
khac véi kidu phu 2b va (ii) PCV2b, cu thé 1a nhiém déng thdi PCV2a va PCV2b.

Thuit ngit “PCV2a”, “PCV2b” va “PCV2c”, tuong tng, nhu dugc mo ta o day,
diing d& chi PCV-2a, PCV-2b va PCV-2c, tuong tng, theo danh phép tidu chuan déi
v6i dinh nghia vé kiéu gen PCV2 (Segales, J. ef al., 2008, PCV-2 genotype definition
and nomenclature, Vet Rec 162:867-8, dugc két hop vao day béng cach vién dan).

Cu thé 13, sy nhim PCV2b, nhu duoc @ cap & ddy, 1a sy nhiém (i) PCV2 chira
polypeptit c6 it nhit 1a 94%, t8t hon 1a it nht 1a 95%, tét hon nita 1a it nhét la 96%,
ciing t&t hon nita 14 it nhat 1a 97%, tdt hon nita 14 it nhat 1a 98%, va tt nhat 1a it nhét 1
99% trinh tu giéng v6i trinh tuw SEQ ID NO: 2 hogc (ii) PCV2 chira polynucleotit bao
¢dm trinh tu ma héa polypeptit c6 it nhét 12 94%, t5t hon 14 it nhét 1a 95%, tt hon nita
14 it nhét 13 96%, ciing t5t hon nita 1a it nhat 1a 97 %, t5t hon nita 14 it nhat 1a 98%, va
t6t nhat 12 1t nhat 1a 99% trinh tu gidng véi trinh tw SEQ ID NO:2.

Nhu dugce st dung & day, cu thé 12 can hiéu réng thuat ngft “giéng vOi trinh tu
SEQ ID NO: X” 1a tuong duong véi thuat ngit “gibng véi trinh tw SEQ ID NO: X trén
chidu dai ctia SEQ ID NO: X” hodc twong duong véi thudt ngit “giong véi trinh tur
SEQ ID NO: X trén toan b0 chiéu dai cua SEQ ID NO: X”, tuong tng. Trong ban m6
ta nay, “X” 1a sb6 nguyén bét ky duge chon tir 1 dén 3 sao cho "SEQ ID NO: X” la

-19-



27761

trinh tu bat ky trong s6 cac SEQ ID NO néu & day.

Tét hon 13, su nhidm PCV2a, nhu duoc mé ta & ddy, 1a s nhiém (7)) PCV2 chira
polypeptit ma c6 it nhit 94%, t6t hon 14 it nhit 12 95%, t&t hon nita 14 it nhét 1a 96%,
cling t6t hon nita Ia it nhét 1a 97%, tt hon nita 13 it nhét 13 98%, va 6t nhat 1a it nhét 1
99% trinh tu gidng véi trinh tw SEQ ID NO:3 hodc (ii) PCV2 chita polynucleotit bao
¢dm trinh tu ma héa polypeptit ¢6 it nhét 94%, tét hon 1 it nhét 1a 95%, tot hon nita la
it nhét 12 96%, ciing tét hon nita 1a it nhét 1a 97%, tdt hon nita 14 it nhét 1a 98%, va tot
nhét 13 it nhét 12 99% trinh tu gidng véi trinh tw SEQ ID NO:3.

Tét hon 13, trong ban mo ta sdng ché nay, viéc diéu tri hoic phong ngira su
nhidm PCV?2 12 dua trén hodc bao gdm hozc gém c6 viée gy ra dap img mién dich d6i
v4i PCV2 di néu, cac triéu chimg lam sang, nhu dugc dé cap & day, dugc chon tur
nhém gdm tiéu mo6 bach huyét, viém mo bach huyét, THC duong tinh dbi voi khang
nguyén PCV2 ctia md bach huyét, nhidm virus trong mau, chay nuéc mili, sét, lugng
tang thé trong trung binh hing ngay giam, viém phdi, IHC duong tinh doi v6i khang
nguyén PCV2 ctia mé phdi, va/hogc bénh, nhu duge dé cap & day, 1a PMWS.

Cu thé 13, trong ban md ta séng ché nay, viéc diéu tri hoic phong ngla su
nhidm PCV?2 thudc kiéu phu khic khong phai 2b dugc dua trén hodc bao gém hoac
gbm co viée gdy ra dép ung mién dich ddi v6i PCV2 thudc kiéu phu khic khong phai
2b di néu hodc ddng thdi gy ra dap ing midn dich dbi véi PCV2 thue kiéu phu khac
v6i 2b va déi véi PCV2b.

Thuét ngit “sw phong nglra” hodc “sy giam” hodc “vi¢c phong ngira” hoac “viéc
giam” tuwong Gng, nhu duge sit dung & ddy, c6 nghia, nhung khong gidi han 6, quy
trinh bao gdm budc cho dong vat st dung khang nguyén PCV2, cu thé 1a polypeptit
theo sang ché, duogc chita trong ché pham theo sang ché, trong d6 khang nguyén PCV2
da néu, khi duoc dung cho dong vt da néu gy ra hodc c6 kha niang gdy ra dap tng
midn dich d6i véi PCV2 & dong vét da néu. Nhin chung, viée didu tri nhu vy lam
giam céc triéu ching 14m sang cta bénh gy ra bsi PCV2 hodc céc tridu chimg lam
sang co6 lién quan dén sy nhiém PCV2, tuong tmg. Cu thé hon, thuat ngit “phong
nglra” hodc “viéc phong ngira”, nhu dugc sir dung & day, thuong cd nghia la qué trinh
phong bénh trong d6 dong vat dugc cho tiép xtc v6i ché phdm mién dich theo sang

ché trude khi gy ra hodc khoi phat qué trinh bénh gy ra boi PCV2.
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O day, “lam gidm c4c tridu chimg 14m sang c6 lién quan dén sy nhiém PCV2”
c6 nghia 13, nhung khong gi6i han &, 1am giam sb lugng di twgng bi 1dy nhiém trong
nhém, lam giam hodc loai bo sé dbi tugng thé hién céc triéu chimg 14m sang cla sy
lay nhiém, hogc lam giam muc d§ nghiém trong cla cic tri¢u chimg 1am sang bat ky
c6 mit trong dbi trong, so véi lay nhiém kiéu dai. Vi duy, thut ngit nay dé cap dén su
giam bét ky tai luong mam bénh, sy thai loai mam bénh, 1am gidm su lan truyén mam
bénh, hodc 1am gidm tridu ching 1am sang bit k¥ ctia sy nhiém PCV2. Tét hon 13, céc
tridu chimg 1Am sang & déi twong nhan ché phim theo sing ché duoc gidm it nhat 10%
so v6i dbi tuong khong nhan ché phim va c6 thé bi nhiém. Tét hon nita 14, céc triéu
ching lam sang & d6i tuong nhan ché pham theo sang ché giam it nhét 20%, tot hon 1a
giam it nhat 30%, 6t hon 14 it nhdt 40%, va tham chi tt hon 1a it nhét 50%.

Thuat ngft “giam su nhiém virus trong mau” c¢6 nghia, nhung khong gi6i han &,
giam virus PCV2 di vao dong mau ctia dong vat, trong khi mtrc do nhiém virus trong
mau, nghia la, sb luong ban sao ARN PCV2 trong mét ml huyét thanh méu hodc sb
luong khuén lac tao ddm hoai tir trong mot dé-xi-lit huyét thanh méu, trong huyét
thanh méu cua dbi trong nhan ché phim theo sdng ché giam it nhit 50% so véi dbi
tuong khong nhéan ché phém va c6 thé bi nhiém. Tt hon nita 13, mic do nhiém virus
trong mau & dbi tugng nhan ché phim theo sang ché giam it nhit 90%, t5t hon 1a it

nhét 99,9%, t6t hon 14 it nhat 99,99%, va tham chi t5t hon 14 it nhat 99,999%.

Nhu dugc sir dung ¢ ddy, thuat nglt “nhiém virus trong mau” dugc hiéu cu thé
nhu 13 tinh trang bénh trong do6 cac hat PCV2 tii sinh va tuan hoan trong dong mau
ctuia dong vat.

Thuét ngtt “dong vat”, nhu dugc st dung & day, cu thé 1a dung dé chi dong vt
¢6 v, tot hon 14 ho lon, t5t hon 12 lon, t6t nhét 1 lon con.

Theo mot khia canh cu thé cua sang ché, polypeptit theo sang ché hoac ché
pham mién dich theo sang ché chi dugc ding mot 1an.

T6t hon 13, trong ban mo t4 cua sang ché, polypeptit theo sang ché hodc ché
phim mién dich theo sang ché d& ding hodc duge ding, twong tmg, cu thé 1a chi mot
1an, cho dong vat, t5t hon 14 ho lon, t8t hon 14 lon, cu thé t6t hon 1a lon con.

Sang ché nay khac phuc dugc cac nhuge diem von ¢6 trude day va tao ra sy cai
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tién 1 rét trong linh vuc. Theo mot khia canh khac, sang ché con @& xuit phuong phép
didu tri hodc phong ngira su nhiém PCV2 hoic su giam céc triéu ching 1am sang gy
ra boi hodc ¢é lién quan dén sy nhiém PCV2 ¢ ddng vat, tdt hon 12 ddng vat mang
khang thé khang-PCV2, bao gbm budc cho dong vat can diéu tri st dung polypeptit

theo sang ché hodc ché phim mién dich theo séng ché véi luogng hitu hidu.

Thuat ngit “vacxin” hoac “ché phém mién dich” (ca hai thuat ngit déu duoc sir
dung dong nghia) nhu dugc st dung & ddy ding dé chi dugc phim bat ky chira
polypeptit theo sang ché, dugc phdm nay cé thé duoc sit dung dé phong ngira hodc
didu tri bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén sy nhiém PCV2 & dbi tuong. Ché
phim mién dich duoc wu tién ¢6 thé gay ra, kich thich hodc ting cudng dép g mién
dich déi véi PCV2. Vi vy, thudt ngit ndy bao ham ca céc ché pham mién dich dudi
don vi, nhu duoc mé ta dudi ddy, cing nhu 13 cac ché phim chira thé dot bién PCV2b

nguyén ven di dugc lam chét, hodc duogc lam gidm doc lyc va/hodc duge lam bét hoat.

Cu thé, cAn phai hidu ring thuft ngit “thé dot bién PCV2b”, nhu duoc md ta &
day, ding d& chi thd dot bién PCV2b chita polypeptit theo sing ché va/hodc

polynucleotit theo sang ché.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché con dé xuét phuong phap didu tri hoic
phong ngira sy nhiém PCV2 hodc phuong phap lam giam céc triéu chung lam sang
gdy ra boi hodc ¢6 lién quan dén sy nhim PCV2 & dong vat, tot hon 12 dong vat mang
khang thé khang PCV2, cu thé 1a khang thé khang PCV2 ¢ ngudn gbc tir me, bao
gdm buéc cho dong vat can diéu trj str dung polypeptit theo sang ché hodc ché phim
mién dich chtra polypeptit theo sang ché véi luong hitu hiéu, trong d6 ché phdm mién
dich la ché phém mién dich dudi don vi, cac ché phém chita PCV2b nguyén ven dugc

lam chét, hodc duoc lam giam doc lyc va/hodc duoc lam bét hoat.

Thudt ngit “ché phim midn dich dudi don vi” nhu dugc sir dung & dy ding dé
chi ché pham chira it nhit mot polypeptit mién dich hodc khang nguyén, nhung khong
phai tat ca cac khang nguyén, bét ngudn tir hodc twong ddng v&i khang nguyén tir thé
d6t bién PCV2b. Ché pham nhu vy vé& co ban khong chira thé dot bién PCV2b & dang
nguyén ven. Vi vay, “ché phém mién dich duéi don vi” duogc didu ché tir cac
polypeptit mién dich dugc tinh ché hoic phan doan it nhit mét phan (t6t hon 14 vé co
ban duoc tinh ché) tir thd dot bién PCV2b, hodc cac chit tuong ty tai tO hop cla nd.
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Ché phdm mién dich duéi don vi c6 thé bao gdm khang nguyén duéi don vi hodc cac
khang nguyén quan tdm vé co ban khong chira cac khang nguyén hodc polypeptit khac
tlr thé dot bién PCV2b, hoic trong cac phan doan tir th8 dot bién nay. Ché phdm mién
dich dudi don vi duge uu tién bao gdm polypeptit theo sang ché nhu duoc mb ta &
day.

Thuat ngtt “d4p ing mién dich” c6 nghia, nhung khong gidi han 6, su phat trién
dép tng mién dich qua trung gian € bao va/hodc khang thé & vat chit d6i véi ché pham
hodc vacxin quan tdm. Thong thuong, “dap Ung mién dich” bao gébm nhung khong
gidi han & mo6t hodc nhiéu tac dong sau day: su san sinh hodc hoat héa khang thé, té
bao B, t& bao T hd tro, té bao T e ché, va/hoic té bao T gy doc té bao, hudng cu thé
dén khang nguyén hoic céc khang nguyén duoc chira trong ché pham hodc vacxin
quan tam. Tét hon 13, vAt chii s& thé hién dép tng dap tmg (tri nh6) mién dich didu tri
hodc bao vé ma né chdng lai viéc 1y nhi€ém méi sé gia tang va/hoac lam giam murc do
nghiém trong vé& mit 14m sang ctia bénh. Sy bao vé nhu vay s& dugce chimg minh boi
su giam vé s luong hodc mic do nghi€ém trong cua, hodc su véng mat ciia mot hodc
nhiéu triéu ching c6 lién quan dén su nhim PCV2, cu thé 1a sy nhiém PCV2 kiéu phu
b (PCV2b) va/hodc sy nhidm PCV2 thudc kiéu phu khac ngoai kiéu phu 2b, 1am cham
su khéi phat su nhiém virus trong méu, 1am giam tinh bén cua virus, lam gidm toan bd

tai luong virus va/hodc lam giam su ti€t virus.

Thuit ngit “khang nguyén” nhu duoc sit dung ¢ diy dung dé chi trinh tu axit
amin ma gdy ra dap Gmg mién dich nhu da néu trén.

Theo mdt khia canh khac, tdt nhit 12 ché phim mién dich nhu dugc sir dung &
day bao gdm polypeptit theo séng ché, hodc doan cta né, dugc biéu hién boi
polypeptit theo sang ché. Polypeptit dugc wu tién theo sang ché 13 polypeptit c6 SEQ
ID NO: 1. Tuy nhién, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc hidu rd réng trinh tu
nay co thé thay dbi dén murc d6 tuong déng v& mat trinh tu 1a 1-5% va van con cac dac
tinh khang nguyén khién cho né c6 thé sir dung trong cac ché pham mién dich theo
sang ché.

“Tinh ddng nhAt vé& mit trinh ty” nhu d4 biét trong linh vuc ding d& chi mdi
quan hé gitta hai hoac nhiéu hon hai trinh tu polypeptit hodc hai hodc nhiéu hon hai
trinh tu polynucleotit, cu thé 13 trinh tu tham chiéu va mot trinh tu cho truée dé so
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sanh véi trinh tu tham chiéu nay. Tinh déng nhét vé& mit trinh tu duoc xac dinh béng
cach so sanh trinh tu dd néu vdi trinh ty tham chiéu sau khi céc trinh tu nay da duoc
sép théng hang mdt cach t8i wu dé tao ra mirc do twong tu cao nhét v& mat trinh tu,
nhu duge x4c dinh boi sy phi hop gitta cac chudi trinh ty nay. Bang céach sip thing
hang nhu vay, do dc“mg nhit v& mit trinh tu dugc x4c dinh & mdi vi tri, chéng han, cac
trinh tu la “déng nh4t’d mét vi tri cu thé néu & vi tri do, cac nucleotit hodc géc axit
amin 1a gidng nhau. Tiép theo, tong sd cac d6 ddng nhét vi tri nhu vay dugc chia cho
tdng sb nucleotit hodc cac gbc trong trinh tur tham chiéu d& thu duoc d6 ddng nhat vé
mat trinh tu tinh theo %. B§ déng nhét vé mat trinh tu ¢6 thé dugc tinh toan mot ccahs
d& dang bang cac phuong phap da biét, bao gdm nhung khong gi¢i han &, cdc phuong
phap duoc md ta trong tai liéu: Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., ed.,
Oxford University Press, New York (1988), Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York (1993); Computer Analysis of
Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press, New
Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic
Press (1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M.
Stockton Press, New York (1991); va Carillo, H., and Lipman, D., SIAM J. Applied
Math., 48: 1073 (1988), toan bd ndi dung cuia cac tai liéu nay duoc két hop vao day
bing cach vién din. Céc phwong phép dugc wu tién dé x4c dinh do ddng nhat vé mat
trinh tu duge thiét ké sao cho thu dugc su phil hop 16n nhét gifta céc trinh tu dugc thir
nghiém. Céc phuong phép dé xac dinh do dong nhat vé mit trinh tw dugc mé hoa trong
cac chuong trinh may tinh s&n c6 cong khai ma n6 xéc dinh do ddng nhat vé mét trinh
tu gifta céc trinh tu da néu. Vi du vé c4c chuong trinh nhu vay bao gbm, nhung khdng
gi6i han 6, goi chuong trinh GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research, 12(1):
387 (1984)), BLASTP, BLASTN va FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol,,
215:403-410 (1990). Chuong trinh BLASTX sfin ¢6 cong khai tit NCBI va cac ngudn
khac (BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894,
Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990), toan bd ndi dung ctia céc tai
liéu nay duoc két hop vao day bang cach vién dan). Cac chuong trinh nay sap thang
hang céc trinh tu theo cach t8i vu béng cach st dung trong sb khoang hé mic dinh dé
tao ra muc do déng nhAt cao nhét vé& mit trinh tu giita trinh tu tham chiéu va trinh tu

dua ra. Theo mot vi du minh hoa, do polynucleotit ¢é trinh tur nucleotit ¢6 “murc dé)ng
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nhét v& mat trinh tu” it nhat 13, chéng han, 85%, t5t hon 1a 90%, thdm chi tdt hon nita
a4 95% v6i trinh tu nucleotit tham chidu, du dinh ring trinh tu nucleotit cua
polynucleotit dd néu la gidng v6i trinh ty tham chiéu chi khac 14 trinh tu polynucleotit
{4 néu c6 thé bao gdm 1én t6i 15, t5t hon 12 1n t6i 10, tham chi t5t hon nita 14 1én t6i 5
dot bién didm trén mdi 100 nucleotit cta trinh ty nucleotit tham chiéu. Né6i cach khac,
trong polynucleotit ¢6 trinh tu nucleotit c6 mirc ddng nhét vé mat trinh tu it nhét 1a
85%, t6t hon 13 90%, tham chi t5t hon nita 1a 95% so véi trinh tw nucleotit tham chiéu,
thi ¢6 téi 15%, t6t hon 1a 10%, thdm chi tot hon nita 12 5% nucleotit trong trinh tu
tham chiéu c6 thé dugc loai bo hodc thay thé bﬁng mot nucleotit khac, hodc mot )
luong nucleotit 1én t&i 15%, tdt hon 1a 10%, tham chi tét hon nita la 5% tong sb
nucleotit trong trinh tw tham chiéu c6 thé duogc cai xen vao trinh ty tham chiéu. Cac
6t bién nhu vay déi véi trinh tw tham chiéu c6 thé xay ra & cac vi tri dau tan cing 5°
hodc 3’ cua trinh ty nucleotit tham chiéu hodc & bét ky noi nao gitta cac vi tri dAu tan
cung nay, duoc ndm rai rac riéng ré trong cac nucleotit trong trinh tu tham chiéu hodc
trong mot hodc nhidu nhém lién ké thudc trinh ty tham chiéu nay. Tuong tu, do

i tit co trinh tu axit amin da néu c6 muc déng nhét vé mat trinh tu it nhét 14,
chéng han, 85%, tot hon 13 90%, thdm chi t5t hon nita 1a 95% véi trinh tw axit amin
tham chiéu, du dinh rang trinh tur axit amin d& néu cta polypeptit gidng véi trinh tu
tham chiéu chi khac & chd trinh tw polypeptit d& néu c6 thé bao gdm lén t6i 15, tot hon
14 1én t6i 10, tham chi t&t hon nita 13 1én t6i 5 sy thay di axit amin trén méi 100 axit
amin cua trinh tu axit amin tham chiu. Noi cach khac, dé thu duoc trinh tu polypeptit
d néu c6 mirc ddng nhit v& mit trinh tw it nhat 12 85%, t6t hon la 90%, tham chi tot
hon nita 1a 95% vdi trinh tu axit amin tham chiéu, thi 1én t&i 15%, tdt hon 1a 1én téi
10%, tham chi t6t hon nita 13 1&n t&i 5% gbc axit amin trong trinh tu tham chiéu c6 thé
duoc loai bo hoac dugc thay thé béng mdt axit amin khéc, hodc sb lugng axit amin 1én
t6i 15%, t6t hon 13 18n t6i 10%, tham chi tdt hon nita 13 1én t6i 5% tong sb gdc axit
amin trong trinh ty tham chiéu c6 thé duogc cai xen vao trinh ty tham chiéu. Nhing
thay dbi nhu vy dbi véi trinh tw tham chiéu co thé xay ra & cac vi trf dau tén clng
amino hodc carboxy cua trinh ty axit amin tham chiéu hodc & bit ky noi nao gifta cac
vi tri ddu tin clng nay, dugc ndm rai rac riéng ré trong s6 cac gbe trong trinh tu tham
chiéu hodc trong mot hodc nhidu nhém lién ké thude trinh tu tham chiéu nay. Tét hon

14, cAc vi trf con lai khong giéng nhau, khac biét boi cac thay thé axit amin c6 bao
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toan. Tuy nhién, c4c thay thé c6 bao toan khong duoc tinh nhu 12 khdp khi xdc dinh dd
d@)ng nhét vé mit trinh tu.

“Su twong ddng vé& mit trinh tu”, nhu dugc sir dung & day, ding dé chi phuong
phap xac dinh mdi quan hé gitta hai trinh tu. Dé x4c dinh muc twong ddng vé& mit trinh
tu, hai hoic nhidu hon hai trinh ty dwoc sip thing hang theo cach t6i wu, va céc
khoang tréng dugc dua vao néu can. Tuy nhién, nguoc véi “muc ddng nhit vé mit
trinh tu”, c4c thay thé axit amin c6 bao toan duqé tinh 1a khép khi xac dinh mure tuong
ddng vé& mat trinh tu. Néi cdch khéc, dé thu duoc polypeptit hodc polynucleotit c6 mirc
tuong ddng vé mit trinh ty 14 95% véi trinh tu tham chiéu, 85%, t6t hon 1a 90%, thdm
chi t8t hon nita 12 95% gdc axit amin hodc nucleotit trong trinh tw tham chiéu can phai
khép véi hode bao gbm su thay thé c6 bao toan bang mot axit amin hodc nucleotit
khéc, hodc mét sb luong axit amin hozc nucleotit 1én téi 15%, tdt hon 1a 1én téi 10%,
tham chi t6t hon nita 13 1én t6i 5% tdng sb gbc axit amin hodc nucleotit, khong bao
gbm céc thay thé ¢6 bao toan, trong trinh tw tham chiéu c6 thé duoc cai xen vao trinh
tu tham chiéu. T8t hon 13, trinh tu tuong d‘éng bao gém it nhdt mot mach gém 50,
tham chi tt hon nita 14 it nhét 1a 100, thdm chi t5t hon nita 1a it nhét 1a 250, va thdm

chi t&t hon nita 13 it nhat 1a 500 nucleotit.

“Sy thay thé c6 bao toan” dung dé chi su thé cua gdc axit amin hodc nucleotit
bing géc axit amin hodc nucleotit khac cé dac diém hoac dic tinh twong tu bao gém
kich thuéc, tinh ky nude, v.v., sao cho dd chirc tdng thé khong bi thay dbi mot cach
dang ké.

A0

“Pugc phan 14p” c¢6 nghia 1a dugc thay dbi “boi ban tay con ngudi” tir trang
thai tu nhién ctia nd, nghia 1a, néu né xudt hién trong tu nhién, n6 duoc thay dbi hodc
loai bo khoi méi trudng ban diu ciia n6, hogc ca hai. Chang han, polynucleotit hogc
polypeptit c6 mdt trong tu nhién trong co thé sbng khong “duoc phén 1ap” nhung
polynucleotit hodc polypeptit twong tu duoc tach tir nguyén ligu ddng ton tai clia trang
thai tu nhién ctia né 1a “dugc phén 1ap”, theo nhu thuat ngit dugc dung & day.

Vi vay, theo mot khia canh khac, sang ché con dé xuit a phuong phap didu tri
hodc phong ngura sy nhiém PCV2 hoic lam giam céc triéu ching 1am sang dugc gdy ra
b&i holic ¢6 lién quan dén su nhidm PCV2 & dong vat, tt hon la dong vat mang khéng

thé khang PCV2, cu thé 1a khang thé khang PCV2 c6 ngudn gbe tir me, bao gom bude
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cho dong vat can diéu tri st dung polypeptit theo sdng ché hodc ché phdm mién dich
chira polypeptit theo sang ché vé6i luong hitu hiéu, trong d6 polypeptit theo sang ché
da néu la polypeptit bat ky trong sb céc polypeptit duogc mé ta trong ban mo ta nay.
Tét hon 14, polypeptit ctia protein theo sang ché 1a: (i) polypeptit bao gbdm hoic gdm
¢6 trinh tu SEQ ID NO: 1; hoiic (ii) polypeptit bit ki ma c6 mite trong dong it nhat
95% véi polypeptit néu & (1).

Theo mot khia canh khéc, polypeptit theo siang ché duoc dua vao ché phim
mién dich & ty 1€ protein hitu hiéu dé gy ra dap tmg mién dich mong mudn, cu thé 1a
lam giam ty 1¢ méc bénh, 1am gidm mic do nghiém trong ctia, hodc ngan ngua hoac
lam giam md&t hodc nhiéu triéu ching 1am sang gy ra do hoac cé lién quan dén su
nhidm PCV2. T8t hon 13, tj 18 polypeptit theo sang ché it nhét 1a 0,2ug protein / ml
ché phadm mién dich cudi (ug/ml), tdt hon nita 1a tir khoang 0,2 dén khoang 400 pg/ml,
ciing t6t hon nita 1a tir khoang 0,3 dén khoang 200 pg/ml, tham chi t6t hon nita 1a tir
khoang 0,35 dén khoang 100 pg/ml, ciing t5t hon nita 1 tir khoang 0,4 dén khoang 50
ng/ml, cling t6t hon nita 1a tir khoang 0,45 dén khoang 30 pg/ml, cling t5t hon nita 1a
tir khoang 0,5 dén khoang 18 pg /ml, thdm chi t5t hon nita 1a tr khoang 0,6 dén
khoang 15 pg/ml thdm chi t6t hon nita 13 tir khoang 0,75 dén khoang 8 pg/ml, thdm
chi tét hon nita 1a tr khoang 1,0 dén khoang 6 pg/ml, ciing t5t hon nita 13 tir khoang
1.3 dén khoang 3,0 pg/ml, tham chi tét hon nita 12 tir khoang 1,4 dén khoang 2.5
ug/ml, tham chi t5t hon nita 1a tir khoang 1,5 dén khoang 2,0 pg/ml, va t6t nhit 1a
khoang 1,6 pg/ml.

Theo mot khia canh khéc, ty 1€ protein it nhét 1a 0,2 pg/ PCV2b OREF-2 protein
nhu d& néu trén trén mot lidu ché phdm mién dich cudi ciing (pg/lidu), tot hon nita 1
tir khoang 0,2 dén khoang 400 ng/lidu, ciing t6t hon nita 1a tir khoang 0,3 dén khoang
200 pg/lidu, tham chi t6t hon nita 1a tir khoang 0,35 dén khoang 100 ng/liéu, cling t6t
hon nita 13 tir khoang 0,4 dén khoang 50 pg/lidu, ciing t5t hon nita Ia tir khoang 0,45
dén khoang 30 pg/liéu, ciing t6t hon nta 1a tir khoang 0,5 dén khoang 18 png/lidu, thim
chi t&t hon nita 1 tir khoang 0,6 dén khoang 15 pg/ml, thdm chi t6t hon nita 1a tir
khoang 0,75 dén khoang 8 pg/lidu, tham chi t6t hon nita 1a tir khoang 1,0 &n khoang 6
ug/lidu, ciing t5t hon nita 1a tir khoang 1,3 dén khoang 3,0 pg/liéu, tham chi t6t hon
nita 1a tir khoang 1,4 dén khoang 2,5 pg/liéu, tham chi tot hon nita la tir khoang 1,5
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dén khoang 2,0 pg/lidu, va tbt nhit 1a khoang 1,6 pg/liéu. Ngoai ra, ty 1& polypeptit
theo sang ché (ham luong khdng nguyén) nho hon 20 ng/lidu, tot hon 1a nam trong
khoang tir 0,5 dén 18 pg/lidu 1a thich hop dé c6 dugc tinh midn dich & cdc dong vt
con vi/holic & cac dong vat ma duong tinh dbi voi khang thé PCV2, cu thé 1a nhing
déng vat duong tinh d6i v6i khang thé khang PCV2 c6 ngudn gdc tlr me. Vi vay, theo
mdt khia canh khac, sang ché con dé xuat phuong phép didu tri hodc phong ngira su
nhiém PCV2 hodc 1am giam céc triéu ching 14m sang dugc gdy ra boi hodc co lién
quan dén sw nhidm PCV2 & dong vat, t5t hon 1a ddng vat mang khang thé khang
PCV2, cu thé 1a khang thé khang PCV2 ¢é ngudn gdc tir me, bao gbm budc cho dong
vat can diéu tri st dung polypeptit theo sang ché hodc ché pham mién dich chta
polypeptit theo sdng ché v6i luong it hon 20pg/ lidu, t8t hon 1a ndm trong khoang tur
0,5 dén 18 pg/lidu. Polypeptit da néu theo sang ché la polypeptit bat ky dugc md ta

trong don sang ché nay.

Polypeptit theo sang ché duoc str dung trong ché phdm mién dich theo séng ché
c6 thé thu duge theo cach bat ky bao gdm phan l4p va tinh ché polypeptit theo séng
ché, tdng hop protein tiéu chuin, va phuong phép tai t6 hop. Cac phuong phép dugc
wu tién dé thu nhan polypeptit theo séng ché duoc dé xuit trong WO06/072065, toan
bd noi dung ca tai lidu ndy duge két hop vao ddy bing cach vién dén, do bét ngo phét
hién ra ring cac phuong phép duge md ta & day dé thu nhan polypeptit PCV2a ORF-2
¢6 thé duge st dung mot cach phit hop dé thu nhan polypeptit theo sang ché. Tom lai,
cac t& bao d& bi anh huéng dugc gy nhiém véi vecto virus tai t6 hop chira trinh ty ma
héa ADN ma héa polypeptit theo sang ché, polypeptit clia protein theo sang ché duoc
biéu hién béi virus ti t6 hop ndy, va polypeptit duoc bidu hién theo sang ché dugc thu
nhan tir phan dich néi bang cach loc va lam bét hoat bang phuong phép thong thuong
bét ky, t6t hon 1 bang cach st dung etylenimin hai thanh phin, chat nay sau d6 dugc
trung hoa dé dimg qua trinh bét hoat.

Ché phim midn dich nhu dugc st dung ¢ ddy con ding dé chi ché pham bao
gdm i) polypeptit bét ky theo sang ché dugc md ta trén day, tot hon 14 voi ndng do da
néu & trén, va ii) it nhat mot phin vecto virus biéu hién polypeptit theo sang ché, tbt
hon 1a mot phan cia baculovirus tai td hop. Ngoai ra, ché phim mién dich c6 thé bao

gbm i) polypeptit bat ky theo sang ché dugc moé ta trén déy, tot hon 1a véi ndng d6 da
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néu & trén, i) it nhét mot phﬁn vecto virus biéu hién polypeptit theo sang ché, tot hon
1a mdt phan cta baculovirus tai t6 hop, va iii) mét phan dich ndi méi trudng nudi cay
té bao.

Vi véy, theo mot khia canh khac, sang ché con dé xuét phuong phap didu tri
hozic phong ngira sy nhiém PCV2 hodc lam giam céc triéu ching 1am sang dugc gy ra
boi hodc ¢6 li€n quan dén su nhiém PCV2 & dong vit, t6t hon 13 dong vat mang khang
th8 khang PCV2, cu thé 14 khang thé khang PCV2 c6 ngudn gbe tir me, bao gdm budc
cho dong vat can diéu tri stt dung polypeptit theo séng ché hodc ché phém mién dich
chira polypeptit theo sdng ché véi luong hitu hiéu, trong d6 polypeptit theo sang ché 1a
polypeptit tai tb hop, tbt hon 14 polypeptit theo sang ché dugc biéu hién & baculovirus.
Tét hon 14, polypeptit tai t6 hop hoic duoc biéu hién & baculovirus theo sdng ché ¢6

trinh tu nhu da néu trén.

Ché pham mién dich nhu duge st dung ¢ déy con ding d8 chi ché pham bao
gbm i) polypeptit bat ky theo sang ché dugc md ta & trén, tot hon 14 véi ndng d6 da
néu & trén, ii) it nhat mot phan vecto virus biéu hién polypeptit d3 néu theo sang ché,
tot hon 1a mot phﬁn ctia baculovirus tai tb hop, va iii) mot phén dich nuéi céy té bao;

trong d6 khoang 90% cac hop phan c6 kich ¢& nhé hon 1 pm.

Ché phdm mién dich nhu dugc sit dung & déy con ding d& chi cac ché pham
bao gdm 1) polypeptit bét ky theo sang ché dugc md ta & trén, t6t hon la voi ndng do
da néu & trén, ii) it nhit mot phan vecto virus biéu hién polypeptit dd néu theo sang
ché, iii) mot phan dich nudi cdy € bao, iv) va tac nhan gy bat hoat dé lam bat hoat
vecto virus tai t hop t5t hon 1a BEL trong d6 khoang 90% cac hop phan tir i) dén iii)
c6 kich ¢& nho hon 1 pm. Tét hon 13, BEI ¢6 mat voi ndng do hiru higu dé lam bat
hoat baculovirus, t5t hon 1a vé&i lugng nim trong khoang tir 2 dén khoang 8 mM BEIL

t5t hon 1a khoang 5 mM BEI.

Ché pham mién dich nhu dugc st dung & ddy con dung @& chi ché pham bao
gdm 1) polypeptit bt ky theo sang ché duge md ta & trén, t5t hon la v6i nong do da
néu & trén, ii) it nhat mot phén vecto virus biéu hién polypeptit da néu theo sang ché,
iii) mot phan dich nudi cdy t& bao, iv) tac nhén gy bAt hoat dé lam bat hoat vecto
virus tai t hop, t5t hon 1a BEI, va v) tdc nhan trung hoa dé dimg qué trinh bét hoat do
thc nhan gy bét hoat gdy ra, trong d6 khoang 90% céc hop phén tir i) dén iii) c6 kich
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cO nhé hon 1 pm. Tét hon 13, néu tic nhan gy bat hoat 1a BEL, ché phim d3 néu bao

gOm natri thiosulfat véi lugng tuong duong véi BEL

Protein duoc két hop vao ché phim c6 thé duoc ding cho dong vat d& bi nhiém
PCV2. O céc dang duge uu tién, ché pham ciing c6 thé bao gdm céc hop phan khac di
biét dbi v&i nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc (cling xem Remington’s
Pharmaceutical Sciences. (1990). 18th ed. Mack Publ., Easton). Ngoai ra, ché phim cé
thé bao gém mot hodc nhidu chét mang cO thé chép nhan dugc trong thu y. Nhu duoc
st dung & déy, “chat mang c6 thé chip nhan dugc trong thu y” bao gbm bat ky va tat
ca dung mdi, moi trudng phan tan, chét bao, ta duoc, chét 1am &n dinh, chét pha loang,
chét bao quan, chét khang khudn va chit khang nim, chét dang truong, chit 1am chim
qué trinh hép phu, va cac chét twong tw. Theo mdt phuong 4n dugc uu tién, ché phém
mién dich bao gdm polypeptit theo sang ché nhu duoc dé xudt ¢ ddy, tot hon 1a véi
n6ng do da néu o trén, duge tron voi ta duoc, tdt hon 13 Carbopol, va nuée mudi sinh
ly.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hidu rang ché phim dugc s
dung & day ¢6 thé két hop céc dung dich da biét c6 thé dung dé tiém, chép nhan duoc
vé mit sinh ly va tiét trung. Dé bao ché dung dich dung ngay d8 tiém hodc truyén
ngoai duong tiéu hoa, cac dung dich nudc déng truong, ching han nhu nudc mubi
hodc céac dung dich protein huyét thanh tuong tng 1a s&n c6 dé dung. Ngodi ra, cac ché
pham mién dich va vacxin theo sing ché c6 thé bao gdm chit pha lodng, chét dang
truong, chat lam &n dinh, hodc ta dugc. Chét pha lodng c6 thé bao gém nudc, nudc
mudi, dextroza, etanol, glyxerol, va céc chét tuong tu. Chét dang truong c6 thé bao
gém natri clorua, dextroza, manitol, sorbitol, va lactoza, ngoai nhiing chét khac. Chét
lam dn dinh bao gdm albumin va céc mudi kiém cta axit etylendiamintetraxetic,

ngoai cac chat khac.

“T4 dugc” nhu dugc st dung & day, co thé bao gébm nhom hydroxit va nhom
phosphat, saponin ching han, Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge
MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL), nhil twong nudc
trong dau, nhil twong dau trong nuéc, nhil twong nudc trong dau trong nuéc. Nhil
tuong cé thé 1a trén co s, cu thé 1a, diu parafin léong nhe (loai European

Pharmacopea); dau isoprenoit nhu dau squalan hodc squalen thu dugc tir qué trinh
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theoligomer hoa cac alken, cu thé 1 theoligomer héa isobuten hodc dexen; este clia
axit hodc ruou chira mdt nhém alkyl mach théng, cu thé hon 1a dau thuc vat, etyl oleat,
propylen glycol di-(caprylat/caprat), glyxeryl tri-(caprylat/caprat) hodc propylen glycol
dioleat; este cla axit hodc rugu béo mach nhanh, cu thé 1 este cla axit isostearic. Dau
duoc st dung két hop véi chét nhii héa dé tao thanh nhii twong. ChéAt nhii héa tdt hon
1a chét hoat dong bé mit khong ion, cu thé 1a este ctia sorbitan, este ctia manit (chéng
han, anhydromanitol oleat), este cua glycol, este cia polyglyxerol, este cua propylen
glycol va este cua axit oleic, isostearic, rixinoleic hodc hydroxystearic, tuy y duoc
etoxyl hda, va cac copolyme khdi polyoxypropylen-polyoxyetylen, cu thé 13 cac san
phém Pluronic, dic biét 13 L121. Xem Hunter er al., The Theory and Practical
Application of Adjuvants (Ed. Stewart-Tull, D. E. S.). John Wiley and Sons, NY,
pp51-94 (1995) va Todd et al., Vaccine 15:564-570 (1997).

Chéng han, c6 thé str dung nhii tuong SPT duge mo ta ¢ trang 147 cua tai liéu
“Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach” duge bién tap boi M. Powell
va M. Newman, Plenum Press, 1995, va nhii tuong MF59 dugc mo6 ta & trang 183 cua
cung tai liéu nay.

Mot vi du khac nita vé ta duoc 1a hop chét dugc chon tir cac polyme cua axit
acrylic hodc metacrylic va cac copolyme ctia maleic anhydrit va dan xuét alkenyl. C4c
hop chét ¢6 loi dé dung 1am ta dugc 1a cac polyme cia axit acrylic hodc metacrylic ma
duoc lién két ngang, dic biét 12 v6i céc polyalkenyl ete ctia dudng hodc ruou da chuc.
Cac hop chét nay dugc biét dén b%lng thuat ngit carbomer (Pharmeuropa Vol. 8, No. 2,
June 1996). Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc cling c6 thé dé cap dén Patent
M§ s6 2,909,462 md ta cac acrylic polyme nhu Véy duoc lién két ngang voi hop chat
duoc polyhydroxyl hoa co it nhit 3 nhém hydroxyl, t6t hon 1a khong nhiéu hon 8,
nguyén tr hydro cua it nhét ba nhém hydroxyl dugc thay bang cac gbc béo chua bio
hoa c6 it nhat 2 nguyén tir cacbon. Cac gbc dugc wu tién 1a céc gbc chira tir 2 dén 4
nguyén tir cacbon, ching han, vinyl, alyl va c4c nhém chua bdo hoa vé mit etylen
khac. Ban than cac gbc chua bio hoa c6 thé chura cac phan tir thé khac, ching han nhu
metyl. Cac san phém duoc ban dudi tén Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, USA) 1a dac
biét thich hop. Ching duoc lién két ngang vé6i alyl sucroza hoac véi alyl

pentaerythritol. Trong s ching, dang luu ¥ 1a Carbopol 974P, 934P va 971P. Tt nhat
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1 stt dung Carbopol, cu thé 1a st dung Carbopol 971P, t&t hon 1a véi lugng tir khoang
500 pg dén khoang 5 mg mdi lidu, tham chi t6t hon 1a véi lugng tir khoang 750 pg dén

khoang 2,5 mg mdi lidu va tdt nhét 1a voi lugng khoang 1 mg mdi lidu.

Céc ta dugc thich hgp khac bao gém, nhung khong gidi han &, hé t4 dugc RIBI
(Ribi Inc.), co-polyme khéi (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA),
monophosphoryl lipit A, t4 duge Avridine lipit-amin, doc t6 dudng rudt tir E. coli dé
bi phan hily bai nhiét (dang tai tb hop hodc dang khac), doc t5 gay bénh ta, IMS 1314,

hodc muramyl dipeptit, trong s6 nhiéu ta duoc khac.

Tét hon 13, t& duge duge bd sung véi luong tir khoang 100 pg dén khoang 10
mg mdi lidu. Tham chi t6t hon nita 13, t4 duge duoc bd sung vé6i luong tir khoang 100
ng dén khoang 10 mg mdi lidu. Tham chi t6t hon nita 13, t4 dugc dugce bd sung véi
luong tir khoang 500 pg dén khoang 5 mg mdi lidu. Tham chi t6t hon nita 13, ta duge
duoc bd sung véi luong tir khoang 750 pg dén khoang 2,5 mg mdi lidu. T6t nhét 13, ta

duoc duoc b sung véi lugng khoang 1 mg mdi licu.

Ngoai ra, ché phdm c6 thé bao gbém mdt hodc nhidu chit mang duoc dung. Nhu
duoc st dung & day, “chét mang dugc dung” bao gém bat ky va tAt ca cac dung moi,
moi truong phan tan, chit bao, chit 1am 6n dinh, chit pha lodng, chét bao quan, chat
khang khuan va chit khang nim, chét dang truong, chét 1am chdm qu4 trinh hép phuy,
va cac chét tvong tu. Tot nhét 14, ché phim duoc dé xuét & day, chira polypeptit theo
sang ché dugc thu hdi tir ph?m dich ndi cta céac té bao duoc nudi céy in vitro, trong do
céc té bao nay dugc gy nhiém véi vecto virus tai t6 hop chira ADN ma héa polypeptit
theo sang ché va biéu hién polypeptit theo sang ché, va trong d6 dich nubi cAy té bao
nay dugc xt ly véi khoang 2 dén khoang 8 mM BEI, tdt hon 1a v6i khoang 5 mM BEI
dé 1am bat hoat vecto virus, va tic nhan trung hoa voi ndng d6 tuong duong, tot hon 1a
dung dich natri thiosulfat dén ndng d6 cudi bang khoang 2 dén khoang 8 mM, tot hon
13 bing khoang 5 mM.

Sang ché ciing & cap dén ché pham mién dich chira i) polypeptit bét ky theo
sang ché duge md ta & trén, tét hon 13 v6i ndng do di néu & trén, ii) {t nhét mot phan
vecto virus biéu hién polypeptit d& néu theo sang ché,, iii) mot phan dich nudi chy té
bao, iv) tac nhan gay bét hoat dé lam bit hoat vecto virus tai td hop tot hon 1a BEI, va

v) tdc nhan trung hoa dé dung qua trinh bAt hoat do tac nhan gy bét hoat gly ra, t6t
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hon 14 natri thiosulfat v&i luong twong duwong vai BEI; va vi) ta duge thich hop, tbt
hon 13 Carbopol 971 véi lugng duge md ta & trén; trong d6 khoang 90% cac hop phan
tir i) dén iii) c6 kich c& nhd hon 1 pm. Theo mét khia canh khac, ché pham mién dich
nay con chtra mubi duge dung, t6t hon 13 mudi phosphat & ndng do sinh 1y dung. Tét
hon 13, d6 pH cta ché phiAm mién dich da néu duoc didu chinh dén do pH sinh 1y,
nghia 13 ndm trong khoang tir 6,5 dén 7,5.

Ché pham mién dich nhu duoc sir dung & ddy con ding dé chi ché phdm bao
gdm (i) it nhét 1,6 ug polypeptit theo sang ché duoc md ta & trén, tot hon 14 it hon 20
pg (ii) it nhit mot phan baculovirus biéu hién polypeptit theo sdng ché (iii) mo6t phan
dich nudi cdy té bao, (iv) khoang tir 2 dén 8 mM BEL (v) natri thiosulfat véi lugng
twong duong véi BEI; va (vi) khoang 1 mg Carbopol 971, va (vii) mubi phosphat &
ndng do sinh 1y dung trong mdt ml; trong d6 khoang 90% céc hop phén tir (i) dén (iii)
c6 kich ¢& nhoé hon 1 pm va d6 pH cua ché pham mién dich d& néu dugc didu chinh

dén khoang tir 6,5 dén 7,5.

Céc ché phém mién dich ¢6 thé con bao gém mot hodc nhiéu tac nhan diéu bién
mién dich khac, chéng han nhu, interleukin, interferon, hodc cac xytokin khac. Cac ché
pham mién dich cfing c6 thé bao gdm Gentamicin va Merthiolate. Mac du luong va
ndng d6 cua ta dugce va chét bd tro c6 thé str dung trong ngit canh sang ché c6 thé d&
dang duoc xdc dinh bdi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vue, séng ché dy tinh
bao ham ché phdm chira tir khoang 50 pg dén khoang 2000 pg t4 duge va t5t hon 1a
khoang 250 pg/ ml lidu ché phém vacxin. Vi vay, ché phém mién dich nhu duoc st
dung ¢ day con dung dé chi ché phdm bao gbm tir khoang lug/ml dén khoang 60
ug/ml chit khang sinh, va tét hon nita 13 it hon khoang 30 pg/ml chét khang sinh.

Ché phém mién dich nhu dwoc sir dung & ddy con ding dé chi ché phim bao
gbm (i) polypeptit bat ky theo sang ché dugc md ta & trén, tt hon 14 voi ndéng do da
néu & trén; (ii) it nhit mot phin vecto virus biéu hién polypeptit d3 néu theo sang ché;
(ifi) mot phan dich nudi cdy € bao; (iv) tic nhan gay bat hoat dé lam bat hoat vecto
virus tai td hop t&t hon 12 BEL; va (v) tic nhan trung hoa dé dimg qua trinh bét hoat do
tac nhan gy bét hoat gay ra, t&t hon 14 natri thiosulfat véi luong tuong duong véi
BEI; (vi) ta duge thich hop, t8t hon 13 Carbopol 971 véi lugng dugc mé ta & trén; (vii)

dung dich mudi dém véi néng d6 duoc dung, t5t hon 12 mubi phosphat v6i ndng dd
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duoc dung; va (viii) tac nhan c6 hoat tinh khang vi sinh vat; trong d6 khoang 90% cac
hop phin tir (i) dén (iii) c6 kich c& nhd hon 1 pm.

Dé khao st su can thiép c6 thé ¢ cua polypeptit theo sang ché vao khang thé
thé me, c6 thé tién hanh nghién ctru trong d6 hiéu gia khang thé clia cdc dong vat
nghién ctru duge xac dinh ¢ thoi diém chung ngira, sau d6 duwoc nhém thanh cac nhém
khang thé co hiéu gia thip, trung binh va cao: Hiéu gia trung binh nhan < 1:100 duoc
xem 13 hiéu gié khang thé thép, hiéu gia tir 1:100 dén 1:1000 duoc xem la hiéu gia
khéng thé trung binh va hiéu gid >1:1000 duoc xem 13 hiéu gia khang thé cao. Kicu
phdn nhém nhu vay cé thé so sanh duoc voi kiu ma di duoc thuc hién trong mot
nghién ctru trong clng linh vuc & Canada, & d6 hiéu gié khéng thé bang 1:80 duoc
xem la thip, hiéu gi4 khang thé biang 1:640 dugc xme la trung binh va hi¢u gia khang
thé > 1:1280 dugc xem 1a cao (Larochelle ef al., 2003, Can. J. Vet. Res.; 67: 114-120).
Dé phan tich tac dong cta hiéu gid khing thé thp, trung binh va cao & thoi diém
ching ngira 1én su nhiém virus trong méu, cdc dong vat da dugc chung ngira va da
duoc didu tri bing gia duoc duge so sdnh vé su khoi phét, su két thuc, khoang thoi
gian nhiém virus trong mau, s6 ngay 1dy mau duong tinh va tai lugng virus. Su c6 mat
ctia khéng thé khang PCV2, cu thé 1a khang thé bat ngudn tir thé me, tot hon 1a khong
chiu tac dong déng ké ciia céc thong sd bt ky trong s6 céc thong sd nay. Noi cach
khéc, t6t hon 14 hiéu qua ctia polypeptit theo sang ché trong phong ngra va diéu tri sur
nhidm PCV2 hodc 1am giam céc triéu chimg 1am sang dugc gdy ra bdi hodc co lién
quan dén sy nhiéfm PCV2 & dong vat khong bi anh huéng vao ngay ching ngira boi su
¢6 mit ctia khéng thé khang PCV2, t6t hon 14 boi higu gia khang thé khang PCV2 Ién
t6i 1:100, tét hon 1a 1én hon 1:100, tham chi t6t hon nita 1a 16n hon 1:250, tham chi t5t
hon nita 14 16n hon 1:500, thim chi t5t hon nita 13 béng 1:640; tham chi tdt hon nita 13
16n hon 1:750, t6t nht 13 16n hon 1:1000. Hiéu qua nay c6 thé duoc thé hién trong thi
nghiém ching nglra mot lin duy nhét, c6 nghia 1a polypeptit theo sang ché duoc ding
chi mét 1an va khong kém theo 14n st dung tiép theo bit ky ndo cta polypeptit theo
sang ché.

Phuong phép phét hién va dinh lugng khang thé khang PCV2 la da biét trong
linh vuc ndy. Ching han, viéc phat hién va dinh lugng khang thd PCV2 c6 thé duge
thuc hién theo phuong phap huynh quang mién dich gi4n tiép nhu duge mo ta trong
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Magar et al., 2000, Can. J. Vet Res. ; 64: 184-186 hodc Magar ef al., 2000, J. Comp.
Pathol.; 123: 258-269. Thir nghiém tiép theo d& dinh lugng khang thé khang PCV2
duoc mé ta trong tai lidu: Opriessnig er al., 2006, 37th Annual Meeting of the
American Association of Swine Veterinarians. Ngoai ra, thir nghiém mién dich huynh
quang gian tiép, ma c6 thé dugc str dung bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vue bao gdm céc budc: cdy khoang 20,000 dén 60,000 té bao PK15 hogc VIDO R1
mbi 13 trén dia 96 18; gdy nhidm té bao vai thé phan 1ap PCV2, khi cac 16p don dat
mitc d6 nhap dong khoang 65 dén 85%; 0 céc té bao da gdy nhiém trong 48 giv; loai
b6 moi trudng va rira cac té bao 2 Ian bang PBS; loai bo dung dich dém rira va xir Iy té
bao bang dung dich him lanh metanol/axeton theo ty 1& 50/50 (~100 ul/18) trong
khoang 15 phut & nhiét do khoang -20°C; loai bo dung dich hdm va lam kho dia béng
khong khi; chuin bi dung dich pha loéing theo day ndng d6 chira cac mau huyét thanh
lon trong PBS va dung dich pha lodng theo day ndng d6 chira mau d6i ching a4m tinh
va duong tinh v&i khang PCV2 (cac mAu dbi ching duong tinh va am tinh); bb sung
cac dung dich pha lodng theo day ndng d6 nay vao cic dia va u dé cho phép khéng thé
gén két néu nd c6 mit trong cic mau huyét thanh trong khoang 1 gid & 36,5+1°C; rlra
dia ba lan b.%ng PBS va loai bo PBS; nhudém dia bé“mg thé tiép hgp thuong mai & dé
khang FITC & lgn dugc pha lodng theo ty 1 1:100 trong PBS va dugc u trong khoang
1 giy & 36,5+1°C; 14y cac vi dia ra khoi thiét bi 1, thé tiép hop dugc loai bo va dia
duoc rtra 2 1an bing PBS; doc dia bang cach st dung kinh hién vi UV va ghi lai mdi
dia 1a duong tinh hay am tinh, trong do cac mAu ddi chung dwong tinh va cic miu dbi
chtmg 4m tinh dugc st dung dé giam sét hé thong thir nghiém; va tinh toan hi¢u gid
khang thé trong huyét thanh bang cach sir dung dung dich loéng nhat thé hién kha
ning phan tng IFA dic hi¢u va s6 15 duong tinh dbi véi mdi dich pha lodng, hodc

didm cudi 50% duoc tinh toan bang cach sir dung cong thirc Reed-Muench thich hop.
Mot thir nghiém nhu vy dugc md ta trong vi du 2 ctia WO 2008/076915 A2.

Trong trudong hop két qua gay tranh cdi va cd bat ¢t su nghi ngd nao, hiéu gia
khang PCV2 nhu dugc dé cép ¢ day, dung dé chi hiéu gia ma dugc/co thé duoc udc
tinh theo thr nghiém nay.

Vi vay, theo mot khia canh khac, sang ché dé& xuit phuong phap diéu tri hodc

phong ngira sy nhiém PCV2 hodc 1am giam céc triéu chimg lam sang dugc gay ra boi
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hoic ¢6 lién quan dén sw nhidm PCV?2 & dong vat, tot hon 1a dong vat mang khang thé
khang PCV2, cu thé 1a khang thé thé me, bao gém budc cho dong vat can diéu tri st
dung polypeptit theo sang ché vé6i luong hitu hiéu, tot hon 1a it hon 20 pg/lidu trong d6
dong vat dd néu c6 hiéu gia khang thé khang PCV2 c6 thé phét hién duoc 1én téi
1:100, tét hon 14 16n hon 1:100, thdm chi tét hon nita 1a 16n hon 1:250, tham chi tot
hon nita 14 16n hon 1:500, tham chi t6t hon nita 12 bing 1:640, tham chi t5t hon nita 1a
16n hon 1:750, tét nhét 14 16n hon 1:1000. Tt hon 13, hidu gi4 khang thé khang PCV2
nay la co theerp hat hién duoc va co thé dinh luong theo thir nghiém mién dich khang
PCV2 dac hiéu, tdt hon 1a trong thir nghiém nhu da néu trén, nhu duge mo t& minh hoa
trong vi du 2 cuia WO 2008/076915 A2. Tét hon nita 13, céc khang thé khang PCV-2 Ia
céc khang thé bit ngudn tir thé me. Tt nhét 13, polypeptit theo sang ché duoc dung chi

mdt 1n, t8t hon 1a vé6i lidu lugng it hon 20 pg/lidu.

Lon con véi khang thé khang PCV2 ¢6 ngudn gde tir me chi c6 hiéu gia thap (<
1:100) hodc hiéu gid trung binh (< 1:1000) khong dugc bao vé ddy du chéng lai su
nhiém PCV2 xdy ra trudc 3 tudn tudi. Vi vy, nén chiing ngra & giai doan rat sém
trong cudc doi. Trong pham vi sdng ché, viéc chung ngira/diéu tri cho dong vat & hodc
trude 3 tudn tudi 1a duoc wu tién. Ngoai ra, t5t hon 14 hidu gid khéng thé khang PCV2
16n hon 1:1000 khong anh huéng dén hiéu qua ctia vacxin PCV?2 bat ké hiéu gia khang
thé ban dau hién c6 & mic nio. Chéng han, t6t hon 13 viéc ching ngtra dong vat véi
hiéu gi4 cao (hidu gia khang thé khang PCV2 > 1:1000) din dén khoang thoi gian
nhi®m virus trong mau ngan hon, két thuc khoang thoi gian nhiém virus trong mau
sém hon, sb ngay 14y miu nhidém virus trong mau it di va lam giam tong luong céc
duong lugng trong hé gen/ml so véi dong vat dbi chiing khong duoc ching ngtra. Khi
so sanh cac dong vat duge ching nglra “hiéu gia cao”, “hiéu gia trung binh” va “hiéu
gi4 thip”, tt hon 1a khong quan st thiy su khac biét dang ké vé cac thong sb khac
cta nhiém virus PCV2 trong mau. Ngoai ra, do c6 hiéu gia khang thé khang PCV2
cao, tot hon 1a polypeptit theo sang ché duogc st dung dé ching nglra cling 1am giam
mot cach dang ké su nhiém virus trong méu (chiAm dut viéc nhiém virus trong mau,
khoang thoi gian nhiém virus trong mau, tai luong virus). Tét hon 14, khong nhén thay
su khéc biét vé thé trong séng khi so sanh cac dong vat c6 hiéu gid thap va hidu gia
cao thudc nhom dugc chung ngira. Hon nita, tdt hon 1a cac dong vat da duge ching

nglra v&i hi¢u gid khang thé khang PCV2 cao & thoi diém chung ngira/diéu tri (>
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1:1000) cfing thé hién thé trong sau khi khai phat nhiém virus trong méau 16n hon mét
cach dang ké so v6i dong vat duoc didu tri béng gia duge vai hi¢u gid khang thé ban
dau 12 cao. Do d6, theo mdt khia canh duoc wu tién, c6 thé ching ngx‘ra/diéu tri dong
vat 1 ngay tudi hodc gia hon bang polypeptit theo séng ché. Tuy nhién, viéc chiing
ngtra nén duge thuc hién trong vong 8 tudn tudi dau tién, tdt hon 1 trong vong 7 tudn
tudi dau tién. Vi vay, theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri
hozc phong ngira sw nhiém PCV2 hodc lam giam cac triéu ching 1dm sang duge gay ra
b1 hodc ¢6 lién quan dén sy nhiém PCV2 & dong vat, bao gém buée cho dong vat can
didu tri st dung lwong hitu hiéu polypeptit theo sang ché & ngay tudi thir nhat hodc
mudn hon, tdt hon 1 khéng mudn hon & thoi diém 8 tuan tudi. Theo mdt phuong an
duge wu tién, it hon 20 pg/liéu polypeptit theo séang ché 1 cn thiét dé c6 dugc tinh
mién dich & dong vat. Theo mdt phuong an duge uu tién hon, t6t hon 1a it hon 20

ng/lidu polypeptit theo sang ché duoc dung chi mot 14n cho dong vat can didu tri.

Theo mot phuong an phd bién hon nita, sing ché dé xuét phuong phép diéu tri
hodc phong ngtra su nhiém PCV2 hogc lam giam céc triéu ching ldm sang dugc gdy ra
bo1 hoac ¢6 lién quan dén su nhiém PCV2 & cac dong vét con, bao gém budc cho dong

vat can diéu tri st dung luong hitu hiu polypeptit theo sang ché.

Thuit ngit “dong vat con” nhu duoc sit dung & diy dung dé chi dong vat tir 1
dén 22 ngay tudi. TSt hon 13, thuit ngit dong vat con c6 nghia 1a dong vét tlr 1 dén 20
ngay tudi. Tét hon nita 13, thuat ngit dong vét con ding d8 chi dong vat tir 1 d&én 15
ngay tudi, thdm chi t8t hon nita 1a tir 1 ngay tudi dén 14 ngay tudi, tham chi t5t hon
nita 14 tir 1 dén 12 ngay tudi, thAm chi t5t hon nita 1 tir 1 dén 10 ngay tudi, thdm chi
t5t hon nita 1a tir 1 dén 8 ngay tudi, thAm chi t6t hon nita 1a tir 1 dén 7 ngay tudi, thAm
chi t6t hon nita 13 tir 1 dén 6 ngay tudi, thAm chi tdt hon nita 1a tir 1 dén 5 ngay tudi,
tham chi t6t hon nita 1 tir 1 dén 4 ngay tudi, thdm chi t&t hon nita 1 tir 1 dén 3 ngay
tudi, tham chi t6t hon nita 1a 1 hodc 2 ngay tudi, t5t nhét 14 dong vat 1 ngay tudi. Vi
vay, theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri hoic phong ngira
su nhiém PCV2 hoic 1am gidm cac triéu chimg 1am sang dugc gy ra béi hodc c6 lién
quan dén sy nhiém PCV2 & dong vat con, bao gém budc cho dong vat tur 1 dén 22
ngay tudi, t6t hon 1a tir 1 dén 20 ngay tudi, tot hon nita 1a tir 1 dén 15 ngay tudi, thim

chi t&t hon nita I tir 1 dén 14 ngay tudi, tham chi t5t hon nita 12 tir 1 dén 12 ngay tudi,
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tham chi t5t hon nita 12 tir 1 dén 10 ngay tudi, thAm chi t8t hon nita 1 tir 1 dén 8 ngay
tudi, tham chi t6t hon ntta 1a tir 1 dén 7 ngay tudi, thAm chi t&t hon nita 14 tir 1 dén 6
ngay tudi, thAm chi ot hon nita 1a tir 1 dén 5 ngay tudi, thim chi t6t hon nita 1a tir 1
dén 4 ngay tudi, tham chi tdt hon nita 1a tir 1 dén 3 ngay tudi, tham chi t5t hon nita 1a 1
hodc 2 ngay tudi, tdt nhét 1a 1 ngay tudi can diéu tri stt dung luong hitu hiéu polypeptit
theo sang ché. Chang han, tt hon 1a viéc ching ngira/diéu tri & dong vat tir 19 dén 22
ngay tudi thé hién hidu qua ching ngira cao. Ngoai ra, tt hon 13 viée chung ngira/diéu
tri & 12 dén 18, tdt hon 1a 12 dén 14 ngay tudi 1a cuc ky hitu hiéu trong viée lam giam
céc triéu ching 1am sang cé lién quan dén sy nhiém PCV2, 1am gidm tai lugng virus
téng thé, 1am giam khoang thoi gian nhiém virus trong mau, 1am chdm su khaoi phat
ctia nhiém virus trong mau, lam tang th8 trong. Ngoai ra, tot hon 1a viéc ching ngira &
1 tudn tudi 1a cuc ky hitu hiéu trong viéc lam giam céc triéu chimg lam sang c6 lién
quan dén sy nhiém PCV2, lam giam tai lugng virus téng thé, lam giam khoang thoi
gian nhiém virus trong mau, lam chdm sy khoi phat cta nhiém virus trong mau, 1am
tang thé trong. T4t hon 1 it hon 20 ng/lidu polypeptit theo séng ché 13 cén thiét dé tao
ra tinh mién dich & cdc dong vat con nay. Theo mdt phuong an duoc uu tién hon,
polypeptit theo sang ché, t6t hon 13 it hon 20 pg duge dung chi mét lan cho dong vat

con can diéu tri nay.

Do PCV2 ¢6 mat & khép moi noi trén déng rudng, hiu hét cac con lon non cé
huyét thanh duong tinh déi véi PCV2. Vi vdy, theo mot khia canh khéc, sing ché dé
xuat phuong phép didu tri hodc phong nglra sy nhi€ém PCV2 hodc lam giam cac trigu
chirng 1am sang dugc gdy ra boi hodc ¢6 lién quan dén sy nhifm PCV2 & dong vat
con, tot hon 13 dong vat mang khéng thé khang PCV2 & ngay ching ngira, bao gbm
bude cho dong vat tur 1 dén 22 ngay tudi, tot hon 14 tir 1 dén 20 ngay tudi, t6t hon nita
1 tir 1 dén 15 ngay tudi, tham chi t5t hon nita 1a tir 1 dén 14 ngay tudi, tham chi tot
hon nita 14 tir 1 dén 12 ngay tudi, thdm chi tét hon nita 1 tir 1 dén 10 ngay tudi, thdm
chi t&t hon nita 1a tir 1 dén 8 ngay tudi, thdm chi tt hon nita 1a tir 1 dén 7 ngay tudi,
tham chi t&t hon nita 14 tir 1 dén 6 ngay tudi, tham chi t6t hon nita 1a tir 1 dén 5 ngay
tudi, tham chi tét hon nita 14 tir 1 dén 4 ngay tudi, tham chi t5t hon nita 1 tir 1 dén 3
ngdy tudi, tham chi t5t hon nita 1a 1 hodc 2 ngay tudi, tot nhét 1a 1 ngay tudi cn diéu
tri st dung luwong hitu hiéu polypeptit theo sang ché. T4t hon 13, dong vt con di néu,

& ngdy ching ngra/diéu tri, c6 hiéu gid khang thé khang PCV2 c6 thé phét hién dugc
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1én t&i 1:100, t6t hon 1a 16n hon 1:100, thdm chi t6t hon nita 14 16n hon 1:250, tham chi
t6t hon nita 12 16n hon 1:500, thim chi tt hon nita 13 1:640, thdm chi tot hon nita la
16n hon 1:750, tét nhit 13 16n hon 1:1000 & ngay ching ngira/didu tri. Tt hon 14, it
hon 20 pg/lidu polypeptit theo séng ché 12 cAn thiét @ tao ra tinh mién dich thich dang
& cac dong vat con nay. Theo mdt phuong an dugce wu tién hon, polypeptit theo sang

ché, t6t hon 13 it hon 20 pg duge dung chi mot 14n cho dong vat con can diéu tri nay.

Nhu d3 néu trén, viée ching nglra/diéu tri dong vét con bang polypeptit theo
sang ché t6t hon 14 1am rut ngén giai doan nhiém virus trong méu so v6i dong vt dbi
chimng khong dugc chung ngura. Tét hon 14, thoi gian rit ngan trung binh c6 thé, chang
han, 1a 9,5 ngay so vdi dong vat dbi chimg khong duogc chiing ngira cung loai. Vi vy,
theo mot khia canh khéc, sing ché con @& xuat phuong phép diéu tri hodc phong nglra
su nhiém PCV2 hodc lam gidm céc triéu chiimg 1am sang dugc gdy ra bdi hodc ¢6 lién
quan dén su nhiém PCV2 & déng vat con, bao gém budc cho dong vat can diéu tri st
dung luong hitu hiéu polypeptit theo sang ché, trong d6 viéc diéu tri hoic phong nglra
din dén 1am rut ngén giai doan nhiém virus trong mau di 5 ngay hodc nhidu hon, t6t
hon 1a 6 ngay hoac nhidu hon, thim chi t8t hon nita 1a 7 ngay hodc nhiéu hon, thim
chi t&t hon nita 12 8 ngay hogc nhidu hon, tham chi t6t hon nita 13 9 ngay, thim chi tot
hon nita 12 10 ngay, thdm chi t5t hon nita la 12 ngay, tham chi t5t hon nita la 14 ngay,
t6t nhét 13 16n hon 16 ngdy so véi dong vat thudc nhom dbi ching khong duge didu tri
cung loai. Trong mdt sd trudong hop, giai doan nhiém virus trong méu t5t hon 1a dugc
rit ngén nhiéu hon 20 ngay. Thong thudng, viée ching ngira lon con t6t hon 1a gay ra
su giam hao hut thé trong tang duoc, lam rit ngin khoang thoi gian nhiém virus trong
mau, lam chdm dat sém hon qué trinh nhiém virus trong mau, va lam giam tai luong
virus. Vi vay, theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri hoic
phong ngtra sw nhiém PCV2 hogc lam gidm cic triéu ching lam sang dugc gy ra boi
hoac c6 lién quan dén su nhifm PCV2 & ddng vat con, bao gém budc cho dong vat can
didu tri st dung lugng hitu hiéu polypeptit theo sang ché, trong d6 viéc diéu tri hodc
phong ngura sy nhiém PCV2 tao ra su cai thién vé thong sb hiéu luc vacxin duoc chon
tir nhém gdm lam giam su hao hut thé trong ting duoc, rat ngén khoang thoi gian
nhidm virus trong mau, lam chdm dGt sém hon qué trinh nhiém virus trong mau, lam
giam tai luong virus, hodc td hop cta céc thong sb nay so véi dong vat thugc nhom dbi

chimg khong duoc xir Iy cung loai. Tét hon 14, it hon 20 pg/liéu polypeptit theo sang
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ché 1a can thiét dé tao ra sy cai thién thong sO bat ky trong so cdc thdng s6 higu luc
vacxin néu trén. Ngoai ra, thong so hiéu luc vacxin duge cai thién nhu vay la dat duge

bang cach cho dung chi mot lidu duy nhét.

Thuét ngit “luong hitu hiéw” nhu duge sit dung & day cé nghia, nhung khong
giGi han &, lugng polypeptit theo sing ché gy ra hoic c6 kha ning gdy ra dap tng
mién dich & dong vt ma liéu hitu hidu polypeptit theo sdng ché nay duoc dung cho no.
T6t hon 13, lugng hitu hiéu duge dinh nghia 1a lugng polypeptit theo sang ché tao ra
khoang thdi gian mién dich (duration of immunity - DOI) it nhét 14 10 tuan, tt hon 1a
it nhit 13 12 tudn (DOT), t&t hon nita 13 it nhat 1a 15 tudn (DOT), t5t nhat 14 it nht 1a 20
tuan (DOI).

Luong hitu hiéu tuy thudc vao thanh ph?m clia vacxin va ché do su dung. Dién
hinh, khi ché phém virus da duoc 1am bat hoat hodc virus séng da duoc cai bién duoc
stt dung trong vacxin phdi hop, lwong vacxin chira khoang 10*¢ dén khoang 10
TCIDso mdi lidu, tét hon 1a khoang 103° dén khoang 108 TCIDso mdi lidu, Tét hon
nita 14, khoang 10*° dén khoang 1080 TCIDso mdi lidu. Cu thé 13, khi PCV2 song duoc
cai bién duoc st dung trong vacxin, lidu dung duoc khuyén cdo dé dung cho dong vat
d& bi nhi®m tt hon 14 khoang 103% TCIDso (diém ti han 50% liéu luong 1ay nhiém
dich nudi cdy md - tissue culture infective dose 50% end point)/liéu dén khoang 1059
TCIDso/lidu va t6t hon nita la tr khoang 10%° TCIDso/liéu dén khoang 10%0
TCIDso/liéu. Thong thudng, lugng khang nguyén s& nam trong khoang tir 0,2 dén 5000
microgam, va nim trong khoang tir 102° dén 10%° TCIDso, tot hon la nim trong
khoang tir 1030 dén 106° TCIDso, tét hon nita 12 nim trong khoang tir 10%° dén 10%°
TCIDso, khi khang nguyén da tinh ché duoc sir dung.

Vacxin dudi don vi thuong duoc st dung v6i mic protein chira trong do it nhét
14 0,2 pg protein m3i lidu, t6t hon 1a véi tir khoang 0,2 dén khoang 400 pg/liéu, cling
t6t hon nia 13 véi tir khoang 0,3 dén khoang 200 pg/lidu, thim chi tot hon nita 1a v6i
tir khoang 0,35 dén khoang 100 pg/lidu, cling t6t hon nita la véi tir khoang 0,4 dén
khoang 50 pg/liéu, cling t6t hon nita 1a voi tir khoang 0,45 dén khoang 30 pg/lidu,
cling t&t hon nita 14 véi tir khoang 0,5 dén khoang 18 pg/lidu, cling tdt hon nita 1a véi

tur khoang 0,6 dén khoang 16 pg/lidu, tham chi t6t hon nita 1a véi tir khoang 0,75 dén
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khoang 8 pg/lidu, tham chi tdt hon nita 1a vé6i tir khoang 1,0 dén khoang 6 pg/liéu,

cling t6t hon nta 1a véi tir khoang 1,3 dén khoang 3,0 pg/liéu.

Tt hon 13, viée st dung cac ché phém mién dich néu trén nhim muc dich
phong bénh 1a hitu hi¢u dé lam giam cac triéu chimg 1dm sang dugc gly ra boi hodc c6
lién quan dén su nhiém PCV2, t5t hon 13 & dong vat con va/hoic & cac dong vt co
mién dich thu dong dbi v6i PCV2 & ngay diéu tri. Cu thé 13, viéc st dung cac ché
pham mién dich nhu dugc md ta & ddy, va cu thé 1a cac ché phim chtra polypeptit theo
sang ché, nhim muc dich phong bénh &t hon 14 hitu hiéu dé 1am gidm bénh hach bach
huyét, tiéu mé bach huyét va/hoic md bao da nhan/khéng 15 & céc dong vat nhiém
PCV2 va mang khang thé khang PCV-2 thd me & ngay diéu tri/chiing nglra. Chang
han, da kham pha ra réng viéc st dung cac ché phém mién dich nhu dugc mo ta & day
nhim muyc dich phong bénh 1 hitu hidu dé lam gidm ching tiéu md bach huyét, viém
md bach huyét, IHC duong tinh dbi véi khang nguyén PCV2 ctia md bach huyét,
nhiém virus trong mau, chdy nudc miii, sét, luong tang thé trong trung binh hing ngay

giam, viém phdi, THC duong tinh dbi v6i khang nguyén PCV2 ctia mé phoi.

Ngoai ra, viée sit dung céc ché phdm midn dich nhw duge mo ta & day nhim
muc dich phong bénh 5t hon 14 hitu hiéu jdé lam giam (1) viém phdi k& véi phu gian
tiéu thuy, (2) da xanh hodc vang da, (3) gan teo ¢ dbém, (4) loét da day, (5) ching
viém than va (6) céc 1oi loan sinh san, chéng han say thai, thai luu, thai hoai tit, v.v.,
(7) cac thuong tdn twong tu Pia, thuong dugc biét 14 c6 lién quan dén nhiém Lawsonia
ndi bao (chimg viém rudt hdi), (8) bénh hach bach huyét, (9) tiéu md bach huyét
va/hoac (10) mo bao da nhén/khéng 16 (11) viém da & lon va hoi ching bénh than kinh
(Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome - DNS), (12) tir vong lién quan dén
PCVAD, (13) hao hut thé trong lién quan dén PCVAD, (14), giam kha nang thay doi
sinh trudng (15), giam tAn xudt “cdi coc” (16), giam kha ning ldy nhiém dong thoi
Porcine Reproductive va Respiratory Disease Complex (PRRSV). Cac ché pham mién
dich nhu vay cling hitu hiéu trong viéc cai thién cc thong sb sinh truong quan trong
vé& miat kinh té nhu thoi gian cho dén lac md léy thit, trong luong thit moc ham, va ty
1€ thit nac. Vi vay, thuat nglt “du hiéu 1am sang” nhu dugc st dung & ddy, c6 nghia
14, nhung khong gidi han & (1) viém phdi k& véi phu gian tiéu thuy, (2) da xanh hodc

vang da, (3) gan teo co dbém, (4) loét da day, (5) chung viém than va (6) cac rdi loan
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sinh san, chéng han say thai, thai luu, thai hoai tir, v.v., (7) thuong tdn tuong tu Pia,
thudong duoc biét 13 ¢6 lién quan dén nhifm Lawsonia ndi bao (chimg viém rudt hdi),
(8) bénh hach bach huyét, (9) tiéu md bach huyét va/hogc (10) mo bao da nhan/khong
16 (11) viém da & lon va hdi chimg bénh thin kinh (Porcine Dermatitis and
Nephropathy Syndrome - PDNS), (12) tir vong lién quan dén PCVAD, (13) hao hut
thé trong lién quan dén PCVAD, (14) gidm kha nang thay ddi sinh truéng (15) gidm
tAn xudt “coi coc” (16) giam kha ning 1y nhiém ddng thoi phirc hop bénh hd hép va
sinh san & lon (Porcine Reproductive and Respiratory Disease Complex - PRRSV),
(17) viém mé bach huyét, (18) IHC duong tinh déi v6i khéang nguyén PCV2 cia mé
bach huyét, (19) nhidm virus trong mau, (20) chiy nuéc mii, (21) st, (22) luong tang
thé trong trung binh hing ngay giam, (23) viém phéi, (24) THC duong tinh d6i véi
khang nguyén PCV2 clia md phéi. Ngoai ra, ché pham mién dich dugc néu & ddy lam
giam tai luong circovirus téng thé bao gébm 1am cham su khoi phat, rit ngan khoang
thoi gian nhidm bénh, chim dut sém hon qué trinh nhiém virus trong mau, va lam
giam tai lugng virus va tac dong e ché mién dich cta n6 & ddng vat con, cu thé 1a &
cac dong vat mang khang thé khang PCV2 & ngay chiing ngtlra, nhd d6 tao ra mirc d
khang bénh chung lon hon va lam giam ty 1¢ mic phai cc bénh va cic triéu ching 1am

sang co6 lién quan dén PCV2.

Vi vay, theo mdt khia canh khac, sang ché @ xuét phuong phap diéu tri hodc
phong ngira sy nhiém PCV2 hogc lam giam céc triéu chimg lam sang dugc gy ra bdi
hoac c6 lién quan dén su nhidm PCV2 & ddng vt con va/hodc & dong vit, t6t hon 1a
déng vat mang khéang thé khang PCV2, bao gé)m budc cho dong vat can diéu tri sir
dung luong hitu hiéu polypeptit theo sang ché hoic ché phdm mién dich chira
polypeptit theo sang ché, trong d6 céc tridu ching 1Am sang nay dugc chon tir nhém
gbm: (1) viém phdi k& véi phu gian tiéu thuy, (2) da xanh hodc vang da, (3) gan teo c6
dbém, (4) loét da day, (5) ching viém thén va (6) cac rdi loan sinh san, ching han say
thai, thai luu, thai hoai tir, v.v., (7) thuong ton tuong ty Pia, thuong duoc biét 1a ¢6 lién
quan dén nhifm Lawsonia ndi bao (chung viém rudt héi), (8) bénh hach bach huyét,
(9) tiéu m6 bach huyét va/hodc (10) mé bio da nhan/khéng 16 (11), viém da & lon va
hdi chimg bénh than kinh (PDNS), (12) tir vong lién quan dén PCVAD, (13) hao hyt
thé trong lién quan dén PCVAD, (14) giam kha nang thay doi sinh truong (15) giam
tAn xudit “coi coc”, (16) giam kha ning lay nhidm ddng thoi phirc hop bénh ho hip va
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sinh san & lon (Porcine Reproductive and Respiratory Disease Complex - PRRSV),
(17) viém mo bach huyét, (18) IHC duong tinh dbi voi khang nguyén PCV2 clia mo
bach huyét, (19) nhiém virus trong mau, (20) chay nudc miii, (21) sbt, (22) luong ting
th trong trung binh hing ngay giam, (23) viém phdi, (24) THC duong tinh ddi véi
khang nguyén PCV2 clia mo phdi. Theo mot khia canh khéc, séng ché dé xuat phuong
phap diéu tri hoic phong ngira sy nhiém PCV2 hoic lam giam céc triéu chung lam
sang dugc gay ra bdi hodc cé lién quan dén sy nhiém PCV2 & dong vat con, bao gdm
bude cho dong vat cin diéu tri sir dung luong hitu hiéu polypeptit theo sang ché, trong
d6 chc tridu ching 1am sang ndy dugc chon tir nhém gdm: (1) viém phdi k& véi phu
gian tiéu thiy, (2) da xanh hozic vang da, (3) gan teo ¢6 dém, (4) loét da day, (5) ching
viém than va (6) céc rdi loan s inh san, ching han say thai, thai luu, thai hoai tir, v.v.,
(7) thuong tdn tuong tu Pia, thuong duoc biét 1a ¢6 lién quan dén nhiém Lawsonia ndi
bao (ching viém rudt hdi), (8) bénh hach bach huyét, (9) tiéu mo bach huyét va/hoic
(10) md bao da nhan/khdng 18 (11) viém da & lon va hoi ching bénh thin kinh
(PDNS), (12) tir vong lién quan dén PCVAD, (13) hao hut thé trong lién quan dén
PCVAD, (14) giam kha ning thay ddi sinh truong (15) giam tan xuat “coi coc” (16)
giam kha nang iy nhiém ddng thoi phitc hop bénh hd hép va sinh san & lgn (Porcine
Reproductive va Respiratory Disease Complex - PRRSV), (17) viém md bach huyét,
(18) THC duong tinh déi véi khéang nguyén PCV?2 clia md bach huyét, (19) nhiém virus
trong mau, (20) chay nuéc mii, (21) sbt, (22) luong ting thé trong trung binh hang
ngay giam, (23) viém phéi, (24) THC duong tinh dbi voi khang nguyén PCV2 cua md
phéi.

Ché pham theo sing ché c6 thé dugc ding qua dudng miéng, trong biéu bi,
trong khi quan, hodc trong 4m dao. Ché phdm nay t5t hon 1a c6 thé dugc str dung trong
co hodc trong miii, tot nhét 14 trong co. Trong co thé dong vat, c6 thé chimg minh rang
viéc ap dung dugc phém nhu d3 néu trén trong tinh mach hoac béng cach tiém truc
tiép vao md dich 1a c6 loi. Dé dung toan than, viéc dung trong tinh mach, trong mach,
trong co, trong miii, trong dong mach, trong mang bung, qua dudong miéng, hodc trong
vd 1a duoc uu tién. Viéc dung cuc bd hon co thé c6 hiéu qua khi dugc dung dudi
da,trong biéu bi, trong da, trong tim, trong thuly, trong tiry xwong, trong phdi hoic truc
tiép hoac gén mb duge didu tri (md lién két, md xuong, md co, md than kinh, biéu

md). Tuy thudc vao khoang thoi gian va hiéu qua clia qud trinh diéu tri, cac ché pham
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theo sang ché c6 thé dugc ding mot hodc vai l4n, cting nhu 13 dung gian doan, chéng
han ding hing ngdy trong vai ngdy, vai tudn hodc vii thang va theo cac liéu khac

nhau.

Tbt hon 13, cho dong vat cAn diéu tri dung mot liéu ché phém mién dich nhu da
néu trén trong co. Theo mot khia canh khéc, polypeptit theo sang ché hodc ché pham
mién dich chtra polypeptit bat ky theo sang ché nhu duoc mb ta & day duoc dong chai
va duoc dimg mot (1) mL mi lidu. Vi vy, theo mot khia canh khac, sing ché con dé
xuét 1 ml ché pham mién dich, chira polypeptit theo sang ché nhu duoc mo ta & day,
dé diéu tri hoic phong ngira su nhiém PCV?2 hoi#c 1am gidm cac triéu ching lam sang
duogc gay ra boi hodc c6 lién quan dén sy nhidm PCV2 & dong vt con, bao gém budc
cho dong vat can diéu tri st dung lugng hitu hiéu polypeptit theo sang ché. Theo mot
khia canh khac, sang ché con dé xuét 1ml ché phém mién dich, chira polypeptit theo
sang ché nhu duge mo ta & ddy, dé didu tri hodc phong ngira sy nhiém PCV2 hodc lam
giam céc triéu ching 1am sang dugc gdy ra bdi hodc ¢ li€n quan dén sy nhiém PCV2
& dong vat, tdt hon 13 dong vat mang khéang thé khang PCV2, bao gém bude cho dong
vat can diéu tri sit dung lwong hitu hiéu polypeptit theo sang ché hodc ché phim mién

dich chtra polypeptit theo sang ché.

Theo mot khia canh khéc, it nhéAt mot 1an st dung khac nita cta it nhat mot lidu
ché phém mién dich nhu d3 néu trén duge dung cho dong vat cin dén no, trong dé lan
dung thir hai hodc 1an dung bt ky khéc nita dugc dung it nhit 14 ngay sau lan dung
dAu tién hodc sau cac lan dung bét ky trude do. Tt hon 13, ché phém mién dich duoc
ding v6i mdt chat kich thich mién dich. Tét hon 14, chét kich thich mién dich dugc
dung it nhit hai lan. Tét hon 13, khoang thoi gian gitta lin dung dau tién chét kich
thich mi%n dich va 1dn diing tht hai hogc 14n dung khac bét k¥ sau do it nht la 3 ngay,
t6t hon nita 13 it nhit 13 5 ngay, tham chi t6t hon nita Ia it nhat 1a 7 ngay. Tét hon Ia,
chét kich thich midn dich duoc ding it nhét 10 ngdy, t6t hon 1a 15 ngay, tham chi tot
hon nita 12 20, thdm chi t&t hon nita 1a it nhét 1a 22 ngay sau lin ding dAu tién ché
phim midn dich da néu & day. Chét kich thich mién dich duoc wu tién, ching han, 1a
keyhole limpet hemocyanin (KLH), tot hon 13 duoc nhiil hoa véi ta duge Freund khong
toan ven (KLH/ICFA). Tuy nhién, trong ban md ta nay can phai hidu rang cling c6 thé
sir dung chét kich thich mién dich bt ky khac ma ngudi cé hiéu biét trung binh trong
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linh vuc nay da biét. Thuat ngtt “chét kich thich mién dich” nhu dugc st dung & day,
c6 nghia 13 chit hoic ché phim bét ky ma c6 thé gay ra d4p ting mién dich, tt hon 1a
khong kem theo su khoi dau hodc gia tang dap tng mién dich dic hiéu, chéng han dép
ung mién dich chéng lai mdt bénh cu thé. Viéc sir dung chét kich thich mién dich véi

1idu thich hop ciing duge hudng dan.
Vi du thwe hién sing ché

Céc vi du sau ddy néu cac vat liéu va quy trinh dugc uu tién theo sang ché. Mic
du cac phuong phap va vat liéu twong tu hodc tuong dwong véi cac phuong phap va
vat liéu duoc md ta trong ban md ta cd thé duoc dung dé thuc hanh hozc thir nghiém
sang ché, cac phuong phép, thiét bi va vat liéu duoc wu tién s& dugc mod ta. Tuy nhién,
can phai hiéu rang cac vi du ndy dugc dua ra chi nhim muc dich minh hoa va khong
¢6 vi du nao trong sé ching duoc hidu 14 nhdm giéi han pham vi tdng thé cia sang

ché.
ViDU 1
Vit liéu & Quy trinh/Thiét ké thé dot bién

Trinh tu axit amin PCV2a ORF2 cta protein PCV2 ORF2 chira trong san phim
CTRCOFLEX® duoc so sanh bing cach sip thang hang véi trinh tu axit amin PCV2b
ORF2 BDH va mét s cc trinh tw axit amin PCV2a va PCV2b ORF2 duge cong bd
khéc tir Genbank bang cach str dung phuong phap Clustal W. Cac vi tri khic biét chu
yéu v& axit amin giita céc trinh tu PCV2a va PCV2b ORF2 duoc nhén biét 1a céc vi tri
dot bién tiém ning (xem FIG. 1). Bing céch st dung cac thay d6i vé axit amin chinh
d4 dugc nhan biét, bay trinh tw ma héa PCV2b ORF2 di duoc diéu ché thay doi cac
axit amin tr PCV2b ORF2 BDH béng céc axit amin tuong (mg tir PCV2a ORF2. Céac
codon PCV2a ORF2 (CIRCOFLEX®) dugc st dung dé m3 hoa cac axit amin dot
bién. Bay céu tric dot bién PCV2b ORF2 duge chi ra cu thé dudi day:

1. PCV2b ORF2 BDH K59A

2. PCV2b ORF2 BDH R63T

3. PCV2b ORF2 BDH R63K

4. PCV2b ORF2 BDH SFCO P88K T151P**
5. PCV2b ORF2 BDH G191R
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6. PCV2b ORF2b BDH 1206K
7. PCV2b ORF2 BDH N232E

TAt ca c4c trinh tu ma hoa duoc téng hop & Integrated DNA Technologies ngoai
trur trinh tu #4 duogc tao ra bé“mg cach dot bién diém dinh hudng trinh ty ma héa PCV2b
ORF2b BDH SFCO dugc tong hop.

**  SFCO = codon duoc tdi wu héa ddi v6i Spodoptera frugiperda. Chu tric
nay dugc tao ra trude khi sip thing hang trinh tu nhu 3 mo t& & trén thong qua danh
gi4 so bo trinh ty. Hai dot bién ciing duge nhan biét trong dénh gia trinh ty nay.

Chuén bi thé dot bién PCV2b ORF2 Baculovirus

M3&i trong s bay trinh ty ma hoa thé dot bién PCV2b ORF2, cling nhu 14 trinh
tu ma hoéa PCV2b ORF2 BDH chua dugc dot bién, duoc tao dong vao vecto truyén
baculovirus pVL1393 va duogc ddng chuyén nhiém v&i ADN baculovirus trong té bao
Sf9. M3i baculovirus téi td hop tao thanh duoc kiém tra su biéu hién PCV2b ORF2 boi
IFA. Dung dich géc da duoc khuéch dai ctia mdi baculovirus tai td hop dugce chuén bi
trén cac té bao Sf+ va duge chuin d6 bang phuong phap TCIDso dé xac dinh hiéu gid

baculovirus.
Danh gia su biéu hién cua thé dot bién PCV2b ORF2 Baculovirus

M&i baculovirus tai td hop dugc danh gia su biéu hién trinh tu md héa PCV2b
ORF2 clia n6 bing cach gy nhiém cac té bao Sf+ & MOI dich bang 0,1. Cac t€ bao lay
nhi®m duoc dé tién trién trong 5 — 7 ngay, sau d6 dugc thu nhén bang cach ly tAim &
20.000g trong 20 phit d& loai bé méanh vun t& bao va protein khong hoa tan. Phan dich
ndi sau thu nhan duoc loc qua mang loc ¢& 16 0,2um va duoc danh gid truc tiép su
biu hién PCV2b ORF2 bing thir nghiém western blot c6 str dung khang thé a-PCV2
(chéng han FIG. 2). Phéan dich ndi sau thu nhan ciing dugce dénh gia sy c6 mat cua cac
cAu tric dai phan tir. Tém lai, mAu ctia mdi dich ndi thu nhan duoc ly tim & 100.000g
trong 2 gid. Céc vién két thu dugc dugc t4i tao hdn dich trong mot thé tich nho TBS va
duoc tach boi SDS-PAGE. C4c biang PCV2b ORF2 dugc hién hién trén gel duoc
nhudm mau bing cach so sénh kich thude véi PCV2a ORF2 (chang han FIG. 3). Céc

vién két da duoc tai tao hdn dich cling dugc tach trén gradient sucroza gian doan 10%
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- 60% bing céch ly tim & 100.000g trong hai gitr dé tinh ché mét phan protein PCV2b
ORF2 dé dinh luong va xac nhan VLP bing kinh hién vi dién tir (electron microscopy
- EM) (chéng han, FIG. 4).

Sau khi tach gradient sucroza, gom céc phéan doan chira PCV2b ORF2 va ndng
d6 PCV2b ORF2 dugc xé4c dinh bang phép do ty trong trén gel SDS-PAGE so véi
duong cong tiéu chuin BSA. Ngoai ra, miu vt liéu dd duoc tinh ché bang gradient
sucroza duge cd dic tiép va dugc dua di xac nhan VLP bang EM c6 str dung axit

phosphotungstic lam thudc nhudm 4m tinh (chang han, FIG. 5).

Bang két qua déanh gi4 cac cAu trac dot bién PCV2b ORF2 BDH dugc chi ra
trén FIG. 6. Két qau da ching minh rang dot bién axit amin don 1& tir arginin thanh
threonin & vi tri 63 lam ting su biéu hién cia PCV2b ORF2 BDH & cac té bao Sf+ 1én
gAn muoi 1an. Dot bién don 1¢ R63T lam ting sy biéu hién cia PCV2b ORF2 BDH &
cac t& bao Sf+ dén muc tuong tw nhu dbi v6i PCV2a ORF2. Phan tich trinh ty axit
amin ctia PCV2b ORF2 BDH goi ¥ ring vong BC c¢6 thé dé bi tich béi proteaza tuong
tu trypsin. Dit liéu cAu trac duge cong bd boi Khayat ef al. vao ndm 2011 goi y rang
arginin 63 thudc vong BC va n6 nho ra xa nhét tir vo capsid ctia virus PCV2 duge tao
thanh bdi protein ORF2, khién cho n6 nhay véi proteaza dugc giai phong sau khi phan

giai céc té bao Sf+ trong qué trinh sao chép baculovirus.

Ngoai su thay thé threonin & vi tri 63, theo mdt phuong an khac ciia sang ché,
arginine duoc thay thé bang mot axit amin phan cuc va khong mang dién tich khac bao
gdm serin, tyrosin, asparagin va glutamin dé dat duoc téc dung 6n dinh tuong tu.
Ngoai ra, axit amin khong phan cuc bao gém glyxin, alanin, valin, leuxin, isoleuxin,

phenylalanin va tryptophan cling ¢6 thé dat duoc tac dung tuwong tu.
viDu2

Nghién ctru ndy minh hoa hiéu qua ctia mét phuong én ctia Vacxin Circovirus
typ 2 gy bénh ¢ lon ORF2b khang lai su lay nhiém PCV2a va/hodc PCV2b. Lon con
thiéu stta non do dugc sinh md (Cesarean-derived colostrum-deprived - CDCD) dugc
st dung trong nghién ciru ndy va dugc chia thanh 2 nhom; 1) lon duge ching ngira
bing Vacxin circovirus & lon thi nghiém chira bién thé PCV2b ORF2 R63T ¢ vi du 1
(vecto Baculovirus chét) duoc gdy nhiém véi PCV2b tir virus va, 2) lon d6i ching da

lay nhidm khong duoc ching ngira ma dugc ldy nhidm PCV2b tir virus. O ngay 0,

-47-



27761

nhém 1 duge cho dung 1 mL vacxin trong co (IM) trong d6 nhém 2, lon d6i chimg da
lay nhiém khong dugce ching ngira khéng nhén bét ¢t mdt phuong phap diéu tri ndo.
O ngay 28, tAt ¢4 cac con lon & cac nhém 1 va 2 duge gdy nhiém véi PCV2b tir virus
ImL trong miii (IN) va 1mL trong co (IM) véi liéu xép xi 3,0 LogieTCIDso/mL virus
sbng. Tt ca cac con lon duge cho dung trong co 2,0 mL Keyhole Limpet Hemocyanin
duogc nhii héa trong ta dugc Freunds khong toan ven (KLH/ICFA) vao cac ngay 25 va
31. Céac con lon dugce giam sat céc triéu chimg 1am sang hang ngay, va mau dugc lay
dé thtr nghiém huyét thanh dinh ky. O ngay 56 tit ca cac con lon dugc md khdm

nghiém va cdc md chon loc duge gop lai va thuc hién quan st bénh hoc ndi chung.

T4t ca cac dong vat dd dugc chiing ngira c6 su giam vé tat ca cac thong so thur

nghiém so véi nhom d6i chting 14y nhiém tuong tng clia ching.
viDU 3

Mot s thay thé khac & vi tri axit amin 63 duoc tao ra dé so sanh véi chung
PCV2b ORF BDH nguyén thé. Két qua tir viée dénh gia céc cdu tric dot bién PCV2b
ORF2 BDH duoc thé hién trén cac FIG. 7A va 7B. Két qua nay chimg to rdng ngoai
d6t bién axit amin tir arginin (R) thanh threonin (T) & vi tri 63, sy dot bién axit amin tir
arginin (R) 63 thanh glyxin (G), arginin (R) 63 thanh glutamin (Q), va arginin (R) 63
thanh aspartat (D) lam tang sy bidu hién cia PCV2b ORF2 BDH & céc té bao Sf+ it
nhat 13 bdn 14n so véi kidu dai. Cu thé 13, cac dot bién don 16 R63G va R63Q lam ting
su bidu hién ciia PCV2b ORF2 BDH & céc té bao Sf+ dén muc tuong tw nhu déi véi
PCV2a ORF2.

Su tao thanh baculovirus tai td hop mé hoa thé dot bién PCV2b ORF2 R63

Dot bién diém trong trinh ty ma hoa cua PCV2b ORF2 & vi tri axit amin 63
dugc tao ra bang phuong phap dot bién diém dinh huéng. Tém lai, plasmit pVL1393-
PCV2b ORF2 truyén baculovirus duoc tham gia dot bién diém dinh hudng bang cach
st dung cac doan moi trong bang 1. Vecto truyén baculovirus tao ra dugc doc trinh tu
& x4c nhan su dot bién thich hop cta trinh ty ma héa va sau d6 duge dong chuyén
nhiém cung véi ADN baculovirus d& duoc dudi mach vao cac té bao SfY. Céc t& bao
d3 duoc ddng chuyén nhiém dugc thu hoach sau 5 ngay va duoc danh gia sy biéu hién

PCV2b ORF?2 bing IFA c6 sir dung khang thé dac hiéu PCV2. Nguyén liéu gbc doi
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véi mdi baculovirus duge tao ra trén cac té bao S9 va duge chuan d§ nho phuong

phap TCIDs trén co s& IFA c6 stit dung khang thé don dong gp64 tir a-baculovirus.

Bang 1 Poan mdi ding cho dot bién diém dinh huéng.

Poan

mdi Trinh tu

Xubi

chidu |5’-CTGTCAAGAAAACCACAGTCX'X*X*ACGCCCTCCTGGAATGTG-3’

Nguoc

chiéu | Trinh tu bo trg ngugc chiéu cua trinh tyr xubi chiéu

Dot

bién X! X? X3
R63D G A C
R63Q C A G
R63G G G A
R63L T T G
R63T A C A

Su biéu hién va dinh lugng cac VLP PCV2b ORF2

Céc t& bao SF+ trong binh xoay dugc gdy nhiém véi baculovirus tai to hop &
MOI bing 0,1 va duoc @ & 27°C trong didu kién khudy 6n dinh ¢ téc d6 khoang
100rpm. Céac dich nu6i cly da duoc cAy nhiém duogc thu nhén khi kha ning séng sot
clia té bao SF+ giam xudng dudi 30% hodc & 7 ngdy sau 1y nhiém. Céc dich thu nhan

baculovirus & dang thd dugc ly tim & 20.000g trong 20 phut & 4°C 8 két vién cac té
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bao va cac manh vun té bao khong hoa tan va sau do dugc loc qua c& 16 0,2um. Dich
thu nhan baculovirus d3 loc (35mL) duoc dua di ly tAm & 100.000g RCF trong 2 gio &
4°C d& két vién cac VLP PCV2b ORF2. Céc vién két thu dugc dugc tai tao hon dich
trong TBS va duoc tach tiép & gradient sucroza gian doan 10% - 60% & 100.000g RCF
trong 2 gid & 4°C. Céc phan doan chira da s6 PCV2b ORF2, nhu duge x4c dinh boi
SDS-PAGE va Western blot ¢6 sit dung khéng thé a-PCV2, dugc gom lai va dénh gia
bang phép do ty trong. Tém lai, cdc phén doan chira PCV2b ORF2 di dugc gom lai
duoc tach béng SDS-PAGE va duoc nhuém véi SIMPLYBLUE™ Safe Stain. Chup
anh gel va phén tich bang cach st dung may quay phim va phin mém ctia Alpha View.
Khéi luong cta cac bang PCV2b ORF2 dugc tinh todn bang cach stir dung dudng cong
tiéu chudn BSA duoc 1ap cho mdi gel. Nong d6 PCV2b ORF2 cua phan gom dugc tinh
toan bang cach chia khéi lwong ctia cac bang PCV2b ORF2 cho tdng thé tich ctia mau
dugc nap trén gel. Noéng dd cia PCV2b ORF2 trong nguyén liéu thu nhan dugc tinh
toan bang cach nhan ndng d6 PCV2b ORF2 trong phin gom véi thé tich ctia phan gom
va sau d6 chia két qua nay cho thé tich ban dau cua dich thu nhan duogc dung cho ly

A

tam.
ViDU 4

Nghién ciru ndy dédnh gid hiéu qua ctia vacxin ORF2b Prototype Circovirus typ
2 gay bénh ¢ lon (bao g("im protein PCV2b ORF2 ¢6 SEQ ID NO: 1 duge biéu hién &

baculovirus t4i t& hop ) déi véi sy 1ay nhiém PCV2b khi duge cho ding & ba tuin tudi.

Bén muoi hai con lgn CDCD khée manh (X con lgn tur mdi ltra trong s6 X ltra
va X con lon tir mdi lra trong s& X lra) duge qudy lai va nhét gitta sau bii rao kin.
Céc con lon trong bii rao dugc chia ngiu nhién ddng déu thanh 1 trong s6 5 nhom
duoc didu tri: Nhém 1 (nhém déi ching 4m tinh tuyét dbi) bao gém X con lon va
khong duoc didu tri, Nhém 2 (Nhém ddi chimg 14y nhiém, n=X) duoc diéu tri, Nhom
3 (nhém thi nghiém PCV2b chita SEQ ID NO: 1 + vacxin carbopol, n=X), Nhom 4
(PCV2b thi nghiém chia SEQ ID NO: 1 + vacxin ISA207VG, n=X). Téng quan vé

c4dc nhom diéu tri dugc néu trong bang 2.

-50-



27761

Bang 2:
Nhém | S6 Ché phdm xir Iy | Ngay 0 | Ngay 11 | Ngay 14 Ngay 42
con va Ngay
lon 17
1 >5 Pbi chimg &m | n/a n/a M6 kham n/a
tinh tuyét doi nghiém
2 >20 | Péichinglayy |n/a Pidutri |Laynhim | Mb khém
nhiém KLH/ICF |PCV2b nghiém
A
3 >20 | ProteinPCV2b |Chung |Pidutri | LAy nhidm | M6 kham
ORF2 + ngira KLH/ICF | PCV2b nghiém
Carbopol A
4 >20 | ProteinPCV2b | Ching |Pidutri |Laynhiém | Md kham
ORF2 + ngura KLH/ICF | PCV2b nghiém
ISA207VG A
5 >20 | Protein PCV2a/ | Chung | Pidutri | LAy nhiém | M6 khém
PCV2b ORF2 + | ngira KLH/ICF |PCV2b nghiém
Carbopol A

O ngay DO, céc con lon dugc 24 ngay tudi va cac con lon thuéc Nhom 3 duogc

cho dung vacxin voi liéu 1 mL trong co (IM). G D11 va D17, tht ca cac con lon nhan
lidu 2,0 mL KLH/ICFA trong co (IM). O D14, tit ca cac con lon duge lay nhiém véi
virus séng PCV2b véi mat do 5,0 logl 0TCID50/mL véi lwong 1,0 mL & phia bén phai

cta ¢b qua duong IM va 1,0 mL trong miii. Céc con lon duogc kiém tra tinh trang strc

khoe chung hing ngay. Cac miu mau duge ldy & D-4, D14, D21, D28, D33 va D42, va

huyét thanh duoc kiém tra sy nhiém virus PCV2 trong mau béng phan ung dinh lugng

chudi polymeraza thoi gian thuc & tAt ca cic ngay ngoai trir ngdy D-4. Cac dong vat da

ching ngira thé hién luong virus trong mau thap hon mot cach dang ké va giam dén
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mitc khong xuat hién céc triéu chimg 14m sang so v6i cac dong vat khong duoc chung

ngira sau khi 1ay nhiém PCV2b.

Trong ngit canh cua sang ché dugc tao ra va dit liéu thi nghiém duoc néu trong

do6, nhitng van dé cu theé sau dugc xem xét:

- dbi v6i su tiéu mo bach huyét: dé xac nhan ching ctr vé “tro gitip trong
phong ngira sy tiéu mé bach huyét?, lon dugce cho 13 duong tinh khi mdt hogc nhiéu
trong s6 4 mau mb bach huyét (a-mi-dan, TBLN, MLN hogc ILN) 12 duong tinh vé
mat mo6 hoc dbi v6i su tiéu mo bach huyét;

1
A 6¢

- d6i v6i sy viem md bach huyét: dé x4c nhan ching ctt vé “trg gitip trong
phong nglra sy viém mo bach huyét”, lon duoc cho 1a duong tinh khi mot hoac nhiéu
trong s6 4 miu md bach huyét (a-mi-dan, TBLN, MLN hogc ILN) la duong tinh vé

mit md hoc doi véi su viém mo bach huyeét;

- 61 v6i su xam thue md bach huyét: dé xac nhan chimg ctt cho thy lon
hét 14y nhiém sau khi tiép xuc v6i virus trong 4 tudn, lon duoc xem 1a duong tinh khi
mot hoac nhiéu trong s6 4 miu mé bach huyét (a-mi-dan, TBLN, MLN hodc ILN) la
duong tinh dbi vé6i sy xam thuc md bach huyét PCV2 béi IHC;

- d6i v6i sy nhidm virus trong mau: dé xac nhan ching ctt vé “trg gitip
trong phong ngira nhiém virus trong mau”, lon dugce xem la duong tinh & ngay lay
mau khi thir nghiém PCR thoi gian thuc trén huyét thanh cho thidy >1,0 x 104 duong
lugng PCV?2 trong hé gen (murc thip hon tuyén tinh); va

- d6i vé6i su tir vong: dé x4c nhan ching ctt vé “trg gitip trong phong
ngira tir vong”, lon dugc xem la duong tinh d6i véi su tir vong khi n6 khéng chdng nbi
su lay nhiém (chét hodc can phai lam cho chét khong dau dén vi Iy do nhén dao véi
cac triéu chirng 1am sang co thé tinh dén, thuong ton chung va/hogc thuong tdn vé mat
m6 hoc phu hgp véi PCV2).

Trong phin danh muc trinh ty:

SEQ ID NO: 1 tuong ting v&i SEQ ID NO: 2 bao gbm su thay thé R63T.

SEQ ID NO: 2 twong ung véi trinh tu ctia protein PCV2b ORF2 kiéu dai.

SEQ ID NO: 3 twong tng véi trinh tu ctia protein PCV2a ORF2 kiéu dai.
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SEQ ID NO: 4 tuong tng véi trinh ty polynucleotit ma héa SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 5 tuwong tng véi trinh tu cua protein PCV2b ORF2 kiéu dai.

SEQ ID NO: 6 twong tmg véi trinh tu ctia polypeptit theo sang ché c6 chiéu dai

gdm 233 goc axit amin va c6 goc arginin ¢ vi tri axit amin 59.

SEQ ID NO: 7 tuong Gmg véi trinh tu cua polypeptit theo sang ché c6 chiéu dai

gom 233 goc axit amin va c6 goc lysin ¢ vi trf axit amin 59.

SEQ ID NO: 8 tuwong mg véi trinh tu cta polypeptit theo sang ché c¢6 chiéu dai

gdm 234 goc axit amin va c6 goc arginin ¢ vi tri axit amin 59.

SEQ ID NO: 9 tuong g vdi trinh tu cta polypeptit theo sang ché c6 chidu dai

gdm 234 gdc axit amin va c6 goc lysin & vi tri axit amin 59.

SEQ ID NO:10 tuong tng véi trinh tu gbm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta ndy con duge goi la “vong BC”) cua polypeptit theo sang ché c¢6 gbe arginin

& Vi tri axit amin 59 va c6 goc alanin ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:11 tuong ung véi trinh tu gbm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta nay con dugc goi la “vong BC”) cuia polypeptit theo sang ché ¢6 gbe arginin

& vi tri axit amin 59 va c6 goc Xystein ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:12 tuong tng véi trinh tu gbm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta nay con duge goi la “vong BC”) ctia polypeptit theo sang ché c¢6 gbc arginin

& vi tri axit amin 59 va c6 goc aspartat ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:13 tuong ung véi trinh tu gbm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta niy con dugce goi la “vong BC”) ctia polypeptit theo sang ché ¢6 gbc arginin
& vi tri axit amin 59 va c6 gbc glutamat & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:14 tuong ung véi trinh tu gbm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con dugce goi 1a “vong BC”) clia polypeptit theo sang ché ¢ gde arginin
& vi tri axit amin 59 va c¢6 gbc phenylalanin & vi trf axit amin 63.

SEQ ID NO:15 tuong Gng voéi trinh tu gbm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta ndy con duge goi la “vong BC”) cuia polypeptit theo sang ché ¢6 gbc arginin

& vi tri axit amin 59 va ¢6 goc glyxin ¢ vi tri axit amin 63.
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SEQ ID NO:16 tuong ung véi trinh tu gdm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta nay con dugc goi la “vong BC”) cua polypeptit theo sang ché ¢ gde arginin

& vi tri axit amin 59 va cé goc histidin ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:17 tuong ing voéi trinh tu gbm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta nay con duogc goi la “vong BC”) cua polypeptit theo sang ché c6 gbc arginin

& vi tri axit amin 59 va ¢ goc isoleuxin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:18 tuwong tng voi trinh tu gdm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta nay con duogc goi 1a “vong BC”) cua polypeptit theo sang ché c6 gbe arginin

& vi tri axit amin 59 va ¢6 goc leuxin ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:19 tuong ung voi trinh tu gdm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mé ta nay con duge goi la “vong BC”) clia polypeptit theo sang ché c6 gbe arginin

& vi tri axit amin 59 va ¢6 goc methionin ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:20 tuong ung v6i trinh tu gém cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta nay con duoc goi la “vong BC”) clia polypeptit theo sang ché c6 gbe arginin

& vi tri axit amin 59 va ¢6 goc asparagin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:21 tuong ung voi trinh tu gdm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta ndy con duge goi 1a "vong BC") clia polypeptit theo sang ché ¢o gbe arginin

& vi tri axit amin 59 va ¢6 goc prolin ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:22 tuong ung vo6i trinh tu gém cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mé ta ndy con dugc goi 1a "vong BC") ctia polypeptit theo sang ché ¢6 gbe arginin

& vi tri axit amin 59 va c6 goc glutamin ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:23 tuong ung voi trinh tu gbm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mé ta nay con dugce goi la “vong BC”) clia polypeptit theo sang ché c6 gbe arginin

& vi tri axit amin 59 va c6 goc serin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:24 tuong Gng voi trinh tu gbm cAc axit amin & vi trf 58-66 (trong
ban md ta nay con duge goi la “vong BC”) clia polypeptit theo sang ché c6 gdc arginin
& vi trf axit amin 59 va c6 gbc threonin & vi trf axit amin 63.

SEQ ID NO:25 tuong tng voéi trinh tu gbm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta ndy con duge goi 1a “vong BC”) ctia polypeptit theo sang ché c6 gbc arginin

& vi trf axit amin 59 va c6 goc valin ¢ vi tri axit amin 63.
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SEQ ID NO:26 tuong tng v6i trinh ty gém céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta nay con dugc goi 1a "vong BC") cuia polypeptit theo sang ché ¢6 gbe arginin

& vi tri axit amin 59 va c¢6 gbc tryptophan & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:27 tuong Ung vdi trinh tu gbm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta nay con dugc goi 1a “vong BC”) ctia polypeptit theo sang ché ¢6 gbe arginin

& vi tri axit amin 59 va cé gdc tyrosin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:28 tuong Gng véi trinh tu gbm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con duge goi 12 “vong BC”) clia polypeptit theo sang ché c6 gbc arginin

& vi tri axit amin 59 va ¢ gdc alanin ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:29 tuong Gng voéi trinh tu gdm cAc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con dugc goi 1a "vong BC") ctia polypeptit theo sang ché ¢6 gbc lysin &

vi tri axit amin 59 va ¢ gdc xystein & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:30 tuong tng voéi trinh ty gdm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con duge goi la "vong BC") ctia polypeptit theo sang ché c¢6 gbc lysin &

vi tri axit amin 59 va c6 gdc aspartat ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:31 tuong Gng véi trinh tu gdm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con dugc goi la "vong BC") ctia polypeptit theo sang ché c6 gbe lysin &

vi tri axit amin 59 va c6 goc glutamat & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:32 tuong tng voi trinh tu gdm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con duoc goi 1a "vong BC") ctia polypeptit theo sang ché ¢6 gbc lysin &

vi tri axit amin 59 va c6 gdc phenylalanin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:33 tuwong tng voéi trinh tu gém cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mé ta nay con duge goi 1a "vong BC") ctia polypeptit theo sang ché ¢6 gbe lysin &
vi tri axit amin 59 va ¢ gbc glyxin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:34 tuong g v6i trinh tu gém céc axit amin ¢ vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con duoc goi 1a "vong BC") cua polypeptit theo sang ché ¢6 gbe lysin &
vi tri axit amin 59 va cé gdc histidin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:35 tuong ung véi trinh tu gdm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta nay con duoc goi 12 "vong BC") cuia polypeptit theo sang ché ¢6 gbe lysin &

vi tri axit amin 59 va ¢6 goc isoleuxin & vi trf axit amin 63.
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SEQ ID NO:36 tuong ung vdi trinh tu gbm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta nay con duge goi 1a "vong BC") cua polypeptit theo sang ché c6 gbc lysin &

vi tri axit amin 59 va c6 goc leuxin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:37 tuong Gng voéi trinh tu gdm cAc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta nay con duge goi 1a "vong BC") cua polypeptit theo sang ché ¢6 gbc lysin &

vi tri axit amin 59 va cé goc methionin ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:38 tuong ung vo6i trinh ty gdm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta nay con duogc goi la "vong BC") ctia polypeptit theo sang ché c6 gbe lysin &

vi tri axit amin 59 va c¢6 goc asparagin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:39 tuong tng véi trinh ty gdm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con duogc goi 1a "vong BC") cua polypeptit theo sang ché c6 gbc lysin &

vi tri axit amin 59 va ¢6 goc prolin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:40 tuong tng voéi trinh ty gdm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta nay con dugc goi 1a “vong BC”) ctia polypeptit theo sang ché ¢6 gbe lysin &

vi trf axit amin 59 va cé goc glutamin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:41 tuong ung vo6i trinh tu gdm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban mo ta nay con dugce goi 1a "vong BC") cuia polypeptit theo sang ché c6 gbe lysin &

vi tri axit amin 59 va cé goc serin ¢ vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:42 tuong tng voéi trinh tur gbm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con duoc goi 1a "vong BC") cuia polypeptit theo sang ché c6 gbe lysin &

vi tri axit amin 59 va c¢6 goc threonin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:43 tuong tng véi trinh ty gbm céc axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta ndy con duoc goi 1a "vong BC") cuia polypeptit theo sang ché ¢o gbe lysin &
vi tri axit amin 59 va co géc valin & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:44 tuong tng véi trinh ty gdm cac axit amin & vi trf 58-66 (trong
ban mo ta ndy con duoc goi 1a “vong BC”) ctia polypeptit theo sang ché c6 gbc lysin &
vi tri axit amin 59 va co gdc tryptophan & vi tri axit amin 63.

SEQ ID NO:45 tuong Ung voéi trinh tu gbm cac axit amin & vi tri 58-66 (trong
ban md ta nay con duoc goi 1a "vong BC") cua polypeptit theo sang ché ¢6 gbe lysin &

vi tri axit amin 59 va cé gdc tyrosin & vi tri axit amin 63.

-56-



27761

SEQ ID NO: 46 twong tng véi trinh tu ciia polypeptit theo sang ché co chiéu

dai gom 234 goc axit amin va c¢6 goc threonin & vi tri axit amin 63.
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YEU CAU BAO HQ
1. Protein PCV2 ORF2 chtra hodc bao gém trinh ty axit amin c6 muc déng nhét vé
mit trinh tu it nhét 12 96% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO:1 trén toan bd chiéu dai
ctia SEQ ID NO: 1, va trong d6 protein PCV2 ORF2 nay c6:

- goc arginin hodc goc lysin ¢ vi tri axit amin 59, va

- goc prolin & vi tri axit amin 88, va

- goc threonin ¢ vi tri axit amin 151, va

- goc isoleuxin ¢ vi tri axit amin 206, va

- goOc asparagin & vi tri axit amin 232,

va ¢6 goc axit amin khéc ngoai goc arginin hodc goc lysin ¢ vi tri axit amin 63,

trong d6 viéc danh so vi tri axit amin dya vao trinh tu axit amin cua protein PCV2
ORF2 kiéu dai.

2. Protein PCV2 ORF?2 theo diém 1, trong do:

- protein PCV2 ORF2 nay c6 goc axit amin xuét hién trong tu nhién, tot hon la dugc
ma hoéa di truyén, ¢ vi tri axit amin 63, va/hodc

- protein PCV2 ORF2 nay ¢6 goc axit amin duogc chon tir nhém gdém goc axit amin
véi mach bén ¢6 cuc nhung khéng mang dién tich, goc axit amin véi mach bén ky
nudc, va goc glyxin & vi tri axit amin 63,

va trong d6 goc axit amin véi mach bén c6 cuc nhung khong mang dién tich dé néu
tly v dugc chon tir nhém gdom goc serin, goc threonin, goc tyrosin, gdc asparagin, va
gbc glutamin, va/hogc trong d6 goc axit amin véi mach bén ky nudc da néu tuy y
duoc chon tr nhém goém goc alanin, gdc valin, goc leuxin, goc isoleuxin, gdc
phenylalanin, va goc tryptophan,

va/hodc

- protein PCV2 ORF2 ndy ¢6 goc axit amin duoc chon tir nhém gom goc serin va goc

threonin ¢ vi tri axit amin 63.

3. Protein PCV2 ORF2 theo diém 1 hoic 2,
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trong d6 protein PCV2 ORF2 da néu la protein PCV2 ORF2 tai td hop, tot hon 1a
protein PCV2 ORF2 duogc biéu hién trén baculovirus tai td hop, va/hodc

trong d6 protein PCV2 ORF2 da néu la protein PCV2 kiéu phu b (PCV2b) ORF2,

va/hoac
trong d6 protein PCV2 ORF2 kiéu dai d4 néu la protein nhu néu trong SEQ ID NO:2.

4. Ché pham mién dich chta protein PCV2 ORF2 theo diém bAt k¥ trong s céc diém
tir | dén 3.

5. Polynucleotit chtra trinh ty ma hoéa protein PCV2 ORF2 theo diém bat ky trong s6
céc diém tir 1 dén 3.

6. Plasmit, tot hon 1a vecto biéu hién, bao g(‘Sm polynucleotit chira trinh tw mad hoa
protein PCV2 ORF2 theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 3.

7. Té bao chira plasmit, tot hon 13 vecto bidu hién, ma bao gdbm polynucleotit chita

trinh tu m hoéa protein PCV2 ORF2 theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3.

8. Hat tuong tu virus bao gdm nhiéu protein PCV2 ORF2 theo diém bat k¥ trong sb

cac diém tu 1 dén 3.

9. Baculovirus chira polynucleotit bao gbm trinh tv ma héa protein PCV2 ORF2 theo

diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3.

10. Té bao, tdt hon 14 t& bao con trung, chira baculovirus chira polynucleotit bao gbm

trinh tw m3 héa protein PCV2 ORF2 theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3.

11. Phuong phap san xuét protein PCV2 ORF2 theo diém bt ky trong sb cac diém tir
1 dén 3, trong d6 phuong phép nay bao gbm bude:

- chuyén nhiém té bao v6i plasmit, t6t hon 1a vecto biéu hién, bao gdm polynucleotit

chtra trinh tu ma hoa protein PCV2 ORF2 nay,
hoac

- giy nhiém té bao, t5t hon 1a té bao cbn tring, véi baculovirus chira polynucleotit bao

gbm trinh ty ma héa protein PCV2 ORF2 nay.
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<110> BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA INC

<120> Protein PCV2 ORF2, ché phdm mié&n dich va hat tuong tu virus
chita protein nay

<130> P10-0163
<160> 46

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 234
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> tuong Ung véi SEQ ID NO:2 véi su thay thé R63T

<400> 1

Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Phe Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg
1 5 10 15

Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro
20 25 30

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr Arg
35 40 45

Leu Ser Arg Thr Ile Gly Tyr Thr Val Lys Lys Thr Thr Val Thr Thr
50 55 60

Pro Ser Trp Asn Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asn Asp Phe Leu
65 70 75 80

Pro Pro Gly Gly Gly Ser Asn Pro Leu Thr Val Pro Phe Glu Tyr Tyr
85 90 95

Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser Pro Ile Thr
100 105 110

Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala Val Ile Leu Asp AsSp Asn
115 120 125

Phe Val Thr Lys Ala Asn Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr vVal Asn Tyr

-60-



Ser

145

Phe

Asn

val

Gln

Asn
225

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

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

<400>

2
2

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

34

PRT
Circovirus gdy bénh & lon

2

Met Thr Tyr

1

Ser

Arg

Leu

Pro

65

Pro

His

His

Ser

50

Ser

Pro

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Pro

Gly

20

Tyr

Thr

Asn

Gly

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

Arg

Gln

Arg

Ile

vVal

Gly
85

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Arg

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Ser

135

Thr

Leu

Leu

Gly

Ile

215

Leu

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

27761

Gln Pro

Asp Arg

Trp Leu

185

Thr Ala
200

Thr Met

Asn Pro

Phe Arg
Arg Arg

25

Arg Lys

40

Thr Val

Met Arg

Pro Leu

-61-

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Lys

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Thr
90

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Arg

Pro

Gly

Lys

Asn

75

Val

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

His

Leu

Phe

45

Thr

Asn

Phe

Ser

Phe

Thr

190

Ile

Arg

Arg

Val

30

Asn

val

Asp

Glu

Arg

Gln

175

Gly

Tyr

Glu

Pro

15

His

Thr

Arg

Phe

Tyr
95

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe

Arg

Pro

Arg

Thr

Leu

80

Tyr



27761

Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser Pro Ile Thr
100 105 110

Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala Val Ile Leu Asp Asp Asn
115 120 125

Phe Val Thr Lys Ala Asn Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr Val Asn Tyr
130 135 140

Ser Ser Arg His Thr Ile Thr Gln Pro Phe Ser Tyr His Ser Arg Tyr
145 150 155 160

Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Arg Thr Ile Asp Tyr Phe Gln Pro
165 170 175

Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln Thr Thr Gly Asn
180 185 190

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser Ile Tyr Asp
195 200 205

Gln Asp Tyr Asn Ile Arg Ile Thr Met Tyr Val Gln Phe Arg Glu Phe
210 215 220

Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Asn Pro Lys

225 230
<210> 3

<211> 233

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 3
Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg

1 5 10 15

Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro
20 25 30

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr Arg
35 40 45

-62-



Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

val

Gln

Asn
225

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

4

705
ADN
Trinh tu

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

Thr

Ala

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Phe

Val

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

nhin tao

Gly

Asp

70

Thr

Lys

val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Pro

Leu

Leu

Gly

Val

215

Leu

m3d hda SEQ ID NO:1

27761

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Glu

vVal

Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

-63-

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Ala

Asn

75

Ile

Pro

val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyxr

Thr

Ser

205

Phe

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Ser

190

Lys

Arg

Thr

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyr

Glu

Thr

Val

80

Tyr

Thr

Asn

TyxY

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe



27761

tttccgcaga

ctggctcgtce

ccgectetee

gaatgtggac

cccecteact

ctgctcccceca

taactttgta

ccataccata

tgataggaca

acaaactact

cgaccaggac

agacccccca

bénh & lon

<220>

<221> d&u hiéu hén tap
<222> (187)..(189)
<400> 4

atgacgtatc caaggaggcg
60

cagatcctecec gccgecgcecce
120

aaaaatggca tcttcaacac
180

acagtcacaa cgccctcctg
240

cccccaggag ggggctcaaa
300

gttaaggttg agttctggcc
360

actgctgtta ttctagatga
420

tatgtaaact actcctcccg
480

tttaccccga aacctgtcct
540

aatcaactct ggctgagact
600

gcgttcgaaa acagtatata
660

ttcagagaat ttaatcttaa
705

<210> 5

<211> 233

<212> PRT

<213> Circovirus gy
<400> 5

cgaagacacc
caccceccgec
cgcaccatcg
atgatgagat
gtgccctttg
atcacccagg
acaaaggcca
acccagccct
atcgattact
ggaaatgtag
tacaatatcc

cttaacccta

gccccecgeag

accgttaccg

gttatactgt

ttaatattaa

aatactacag

gtgacagggg

atgccctaac

tctcctacca

tccaacccaa

accatgtagg

gtataaccat

agtga

ccatcttggce

ctggagaagg

caagaaaacc

tgattttett

aataaggaag

agtgggctcc

ctatgacccc

ctcceggtac

taacaaaaga

cctecggeact

gtatgtacaa

Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg

1

5

10

15

Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro



Arg

Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

Val

Gln

Asn
225

His

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Glu

210

Leu

<210>

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

20

Tyr

Thr

Ala

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Arg

Phe

Val

Gly

85

val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

Trp

Gly

Asp

70

Ser

Lys

vVal

Thr

Ile

150

val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Thr

Leu

Leu

Gly

Val

215

Leu

27761

Arg

40

Thr

Met

Pro

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Asn

25

Lys

Ile

Arg

Arg

Phe

105

Ser

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

-65-

Asn

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Gly

Arg

Asn

75

Val

Pro

val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

val

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

Phe

45

Thr

Asn

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

30

Asn

vVal

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Ala

190

Ile

Arg

Thr

Arg

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Gly

Tyr

Glu

Arg

Thr

Leu

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe



<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Ser,

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

27761

233
PRT
Circovirus gdy bénh ¢ lon

diu hiéu hén tap
(8)..(8)

Xaa cbé théd 13 axit amin b4t ky c¢é trong tuy nhién

dédu hiéu hén tap
(53)..(53)
Xaa c¢b thd 13 axit amin bdt ky cd trong ty nhién

d&du hiéu hén tap
(57) ..(57)
Xaa ¢ thé 13 axit amin bt ky cb trong tu nhién

DAU HIEU HON TAP

(63) ..(63)

Xaa & vi tri 63 dugc chon tir nhém gém Ala,

Asn, Asp, Cys, Glu, Gln, Gly, His, Ile, Leu, Met,

Thr, Trp, Tyr, va Val.

d4du hiéu hén tap
(68)..(68)
Xaa cb thé 13 axit amin bdt ky c¢é trong tu nhién

diu hiéu hén tap
(89) ..(90)
Xaa cé thd 13 axit amin bAt ky cé6 trong tu nhién

ddu hiéu hdén tap
(121) .. (121)
Xaa c¢6 thé 13 axit amin bat ky c¢b trong ty nhién

diu hiéu hén tap
(134)..(134)
Xaa c6 thé 13 axit amin bat ky c¢b trong ty nhién

ddu hiéu hén tap
(169) .. (169)
Xaa cé théd 13 axit amin bit ky c¢d trong tu nhién

diu hiéu hdén tap
(190)..(190)

-66-

Phe,

Pro,



<223>
<220>
<221>

<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
Met Thr

1

Ser His

Arg His

Leu Ser
50

Pro Ser
65

Pro Pro

Arg Ile

Gln Gly

Phe Val
130

Ser Ser
145

Phe Thr

27761

Xaa cd thd 13 axit amin bit ky ¢b trong ty nhién

DAU HIEU HON TAP
(210) .. (210)
Xaa & vi tri 210 dugc chon tir nhém gdm Asp
va Glu.

didu hiéu hén tap
(215) ..(215)
Xaa c& thé 13 axit amin bat ky c¢d trong tu nhién

6

Tyr

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Pro

Gly

20

Tyr

Thr

Xaa

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

Gln

Arg

Xaa

Val

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

Arg

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Ser

Lys

vVal

Xaa

Ile

150

val

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Thr

Leu

Xaa Arg

Arg Arg
25

Arg Lys

40

Thr Xaa

Met Arg

Pro Xaa

Glu Phe

105

Ser Xaa

120

Leu Thr

Gln Pro

Asp Xaa

-67-

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Xaa

90

Trp

Ala

TyxY

Phe

Thr

Arg

Pro

Gly

Arg

Asn

75

Val

Pro

val

Asp

Ser

155

Ile

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

His

Leu

Phe

45

Thr

Asn

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Arg

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

val

Ser

Phe

Pro

15

His

Thr

Xaa

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

Arg

Pro

Arg

Thr

Leu

80

Tyr

Thr

Asn

Tyt

Tyr

160

Pro



27761

165 170

175

Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln Thr Xaa Gly Asn

180 185 190

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser Ile Tyr Asp

195 200 205

Gln Xaa Tyr Asn Ile Arg Xaa Thr Met Tyr Val Gln Phe Arg Glu Phe

210

215 220

Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Asn Pro

225

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Ser,

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

230

7

233

PRT

Circovirus gdy bénh & lon

d&du hiéu hén tap
(8)..(8)
Xaa cd thd 13 axit amin bAt ky c¢d trong tu nhién

ddu hiéu hdén tap
(53)..(53)
Xaa c¢6 thd 13 axit amin bat ky cd trong tu nhién

ddu hiéu hdn tap
(57)..(57)
Xaa c6 thd 13 axit amin bat ky cd trong tu nhién

DAU HIEU HON TAP
(63)..(63)
Xaa & vi tri 63 dugc chon tir nhém gdm Ala,

Asn, Asp, Cys, Glu, Gln, Gly, His, Ile, Leu, Met, Phe,

Thr, Trp, Tyr, va Val.

diu hiéu hén tap
(68) ..(68)
Xaa cd thd 13 axit amin bt ky cdé trong tw nhién

diu hiéu hén tap
(89)..(90)

-68-

Pro,



<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg

1

Ser His

Arg His

Leu Ser
50

Pro Ser
65

Pro Pro

Xaa c¢d thé 13 axit

ddu hiéu hén tap
(121) .. (121)
Xaa cé thé 13 axit

ddu hiéu hén tap
(134) ..(134)
Xaa cé thé 13 axit

ddu hiéu hdn tap
(169) .. (169)
Xaa cb6 thé 13 axit

ddu hiéu hdn tap
(190) .. (190)
Xaa cb thé 13 axit

DAU HIEU HON TAP
(210) .. (210)

27761

amin

amin

amin

amin

amin

bat

bit

ky cd

ky co

ky co

ky cb

trong

trong

trong

trong

trong

tu

tu

tu

tu

tu

Xaa & vi tri 210 dugc chon tiu nhém gdém Asp

va Glu.

diu hiéu hén tap
(215) .. (215)

nhién

nhién

nhién

nhién

nhién

Xaa cbé thd 13 axit amin bit ky ¢d trong ty nhién

7

Leu Gly Gln Ile Leu

20

Arg Tyr Arg Trp Arg

35

Arg Thr Xaa Gly Tyr

55

Trp Xaa Val Asp Met

70

Gly Gly Gly Ser Asn

40

Xaa Arg

Arg Arg

25

Arg Lys

Thr Xaa

Met Arg

Pro Xaa

-69-

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Xaa

Arg

Pro

Gly

Lys

Asn

75

val

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

His Arg

Leu Val

30

Phe Asn

45

Thr Val

Asn Asp

Phe Glu

Pro

15

His

Thr

Xaa

Phe

Tyxr

Arg

Pro

Arg

Thr

Leu

80

Tyr



Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

vVal

Gln

Asn
225

Ile

Gly

Val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Xaa

210

Leu

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

Arg Lys
100

Asp Arg
115

Thr Lys

Arg His

Pro Lys

Lys Arg
180

His Val
195

Tyr Asn

Lys Asp

8
234
PRT

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

Lys

Val

Xaa

Tle

150

val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Val

Gly

Ala

135

Thr

Leu

Leu

Gly

Xaa

215

Leu

27761

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Asn

Phe

105

Xaa

Thr

Pro

Xaa

Leu

185

Ala

Met

Pro

Circovirus gdy bénh & lon

diu hiéu hén tap

(8)..(8)

90

Trp

Ala

Tyxr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Pro

Val

Asp

Ser

155

Tle

Leu

Glu

vVal

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Xaa

190

Ile

Arg

Xaa cbé thé 13 axit amin bt ky c¢b trong tu nhién

diu hiéu hdn tap
(53)..(53)

-70-

Xaa cé thd 13 axit amin bit ky c¢é trong tu nhién

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Gly

Tyr

Glu

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe



<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Ser,

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

27761

d&u hiéu hén tap
(57)..(57)
Xaa cb thé 13 axit amin bit ky cd trong tuy nhién

DAU HIEU HON TAP

(63) ..(63)

Xaa & vi tri 63 duoc chon ti nhém gdm Ala,

Asn, Asp, Cys, Glu, Gln, Gly, His, Ile, Leu, Met,

Thr, Trp, Tyr, va Val.

d&u hiéu hdén tap
(68) ..(68)
Xaa cd thé 13 axit amin bidt ky cd trong tu nhién

ddu hiéu hdn tap
(89)..(90)
Xaa cd thé 13 axit amin bit ky cd trong ty nhién

d&du hiéu hén tap
(121)..(121)
Xaa ¢ thd 13 axit amin bat ky cd trong tu nhién

diu hiéu hén tap
(134) ..(134)
Xaa cd thé 13 axit amin bat ky cd trong tu nhién

ddu hiéu hén tap
(169)..(169)
Xaa cd thé 13 axit amin bat ky cd trong ty nhién

diu hiéu hén tap
(190)..(190)
Xaa ¢ thd 13 axit amin badt ky c¢b trong ty nhién

DAU HIEU HON TAP

(210) .. (210)

Xaa & vi tri 210 dugc chon tl nhém gém Asp
va Glu.

diu hiéu hén tap
(215) .. (215)
Xaa cé thé 13 axit amin bit ky cé trong ty nhién

d&u hiéu hén tap
(234)..(234)

-71-

Phe,

Pro,



<223>

<400>

Met Thr Tyr

1

Ser

Arg

Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

vVal

His

His

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

vVal

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His
195

Pro

Gly

20

Tyr

Thr

Xaa

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Arg

Gln

Arg

Xaa

vVal

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Arg

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Ser

Lys

val

Xaa

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

vVal

Gly

Ala

135

Thr

Leu

Leu

Gly

27761

Xaa

Arg

Arg

40

Thr

Met

Pro

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr
200

Arg

Arg

25

Lys

Xaa

Arg

Xaa

Phe

105

Xaa

Thr

Pro

Xaa

Leu

185

Ala

-72-

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Xaa

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Arg

Pro

Gly

Arg

Asn

75

Val

Pro

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

His

Leu

Phe

45

Thr

Asn

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser
205

Xaa cb thd 13 axit amin b&t ky cd trong ty nhién

Arg

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

vVal

Ser

Phe

Xaa

190

Ile

Pro

15

His

Thr

Xaa

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Gly

Tyr

Arg

Pro

Arg

Thr

Leu

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp
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Gln Xaa Tyr Asn Ile Arg Xaa Thr Met Tyr Val Gln Phe Arg Glu Phe

210

215 220

Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Asn Pro Xaa

225

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Ser,

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

230

9

234

PRT

Circovirus gdy bénh & lon

d4u hiéu hdn tap
(8)..(8)

Xaa cbé thd 13 axit amin bat ky ¢d trong tu nhién

d4u hiéu hén tap
(53)..(53)
Xaa cd thé 13 axit amin bat ky cb trong tu nhién

diu hiéu hén tap
(57)..(57)
Xaa cd thé 13 axit amin bat ky cd trong tu nhién

DAU HIEU HON TAP

(63)..(63)

Xaa & vi tri 63 dugc chon tit nhém gém Ala,

Asn, Asp, Cys, Glu, Gln, Gly, His, Ile, Leu, Met,

Thr, Trp, Tyr, va Val.

ddu hiéu hdén tap
(68) .. (68)
Xaa cb6 thd 13 axit amin bAt ky cd trong tu nhién

d4du hiéu hén tap
(89) ..(90)
Xaa cd thd 13 axit amin bat ky cdé trong tu nhién

ddu hiéu hén tap
(121) ..(121)
Xaa c6 thd 13 axit amin bat ky c¢é trong tu nhién

ddu hiéu hén tap
(134)..(134)
Xaa c6 thd 13 axit amin bat ky cd trong tu nhién

-73-

Phe,

Pro,



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Met Thr
1

Ser His

Arg His

Leu Ser
50

Pro Ser
65

Pro Pro

Arg Ile

27761

diu hiéu hén tap
(169)..(169)
Xaa cd thé 13 axit amin bt ky cd trong tu

déu hiéu hén tap
(190)..(190)
Xaa cd thé 13 axit amin bt ky cd trong tu

DAU HIEU HON TAP

(210) .. (210)

Xaa & vi tri 210 dugc chon tl nhém gdm Asp
va Glu.

diu hiéu hén tap
(215) .. (215)
Xaa cé thé 13 axit amin bt ky cb trong tu

d&u hiéu hdn tap
(234)..(234)
Xaa c6 thé 13 axit amin bat ky cd trong tu

Tyr Pro Arg Arg Arg Xaa Arg Arg Arg Arg Hi

nhién

nhién

nhién

nhién

s Arg

Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val

20 25

30

Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn

35 40 45

Arg Thr Xaa Gly Tyr Thr Xaa Lys Lys Thr Thr Val

55 60

Trp Xaa Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile As
70 75

n Asp

Gly Gly Gly Ser Asn Pro Xaa Xaa Val Pro Phe Glu

85 90

Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser Pro

100 105

-74-

110

Pro

15

His

Thr

Xaa

Phe

Tyr
95

Ile

Arg

Pro

Arg

Thr

Leu

80

Tyr

Thr



Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

val

Gln

Asn
225

Gly

Val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Xaa

210

Leu

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

<400>

Asp Arg
115

Thr Lys

Arg His

Pro Lys

Lys Arg
180

His Val
195

Tyr Asn

Lys Asp

10
9
PRT

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

Val

Xaa

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Gly

Ala

135

Thr

Leu

Leu

Gly

Xaa

215

Leu

27761

Ser Xaa
120

Leu Thr

Gln Pro

Asp Xaa

Trp Leu

185

Thr Ala
200

Thr Met

Asn Pro

Circovirus gdy bénh & lon

10

Lys Arg Thr Thr Val Ala Thr Pro Ser

1

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

<400>

11
9
PRT

5

Circovirus gdy bénh & lon

11

Lys Arg Thr Thr Val Cys Thr Pro Ser

1

<210>

12

5

-75-

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Xaa

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

val

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Asp

val

Ser

Phe

Xaa

190

Ile

Arg

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Gly

Tyr

Glu

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe
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<211> 9
<212> PRT
<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 12

Lys Arg Thr Thr Val Asp Thr Pro Ser
1 5

<210> 13
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 13

Lys Arg Thr Thr Val Glu Thr Pro Ser
1 5

<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 14

Lys Arg Thr Thr Val Phe Thr Pro Ser
1 5

<210> 15
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 15

Lys Arg Thr Thr Val Gly Thr Pro Ser
1 5

<210> 16
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 16
Lys Arg Thr Thr Val His Thr Pro Ser

1 5

<210> 17
<211l> 9

-76-
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<212> PRT
<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 17

Lys Arg Thr Thr Val Ile Thr Pro Ser
1 5

<210> 18
<211l> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 18

Lys Arg Thr Thr Val Leu Thr Pro Ser
1 5

<210> 19
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 19

Lys Arg Thr Thr Val Met Thr Pro Ser
1 5

<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 20
Lys Arg Thr Thr Val Asn Thr Pro Ser

1 5

<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 21

Lys Arg Thr Thr Val Pro Thr Pro Ser
1 5

<210> 22
<211> 9
<212> PRT

-77-
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<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 22

Lys Arg Thr Thr Val Gln Thr Pro Ser
1 5

<210> 23

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 23

Lys Arg Thr Thr Val Ser Thr Pro Ser
1 5

<210> 24
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 24

Lys Arg Thr Thr Val Thr Thr Pro Ser
1 5

<210> 25

<211l> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 25
Lys Arg Thr Thr Val Val Thr Pro Ser

1 5

<210> 26

<211l> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 26

Lys Arg Thr Thr Val Trp Thr Pro Ser
1 5

<210> 27
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
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<400> 27

Lys Arg Thr Thr Val Tyr Thr Pro Ser
1 5

<210> 28

<211l> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 28

Lys Lys Thr Thr Val Ala Thr Pro Ser
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 29

Lys Lys Thr Thr Val Cys Thr Pro Ser
1 5

<210> 30

<211l> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh ¢ lon

<400> 30

Lys Lys Thr Thr Val Asp Thr Pro Ser
1 5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 31
Lys Lys Thr Thr Val Glu Thr Pro Ser

1 5

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
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<400> 32

Lys Lys Thr Thr Val Phe Thr Pro Ser
1 5

<210> 33
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 33

Lys Lys Thr Thr Val Gly Thr Pro Ser
1 5

<210> 34
<211l> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 34

Lys Lys Thr Thr Val His Thr Pro Ser
1 5

<210> 35

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 35

Lys Lys Thr Thr Val Ile Thr Pro Ser
1 5

<210> 36
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 36
Lys Lys Thr Thr Val Leu Thr Pro Ser

1 5

<210> 37

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh ¢ lon

<400> 37
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Lys Lys Thr Thr Val Met Thr Pro Ser
1 5

<210> 38
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 38

Lys Lys Thr Thr Val Asn Thr Pro Ser
1 5

<210> 39

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 39
Lys Lys Thr Thr Val Pro Thr Pro Ser

1 5

<210> 40

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 40

Lys Lys Thr Thr Val Gln Thr Pro Ser
1 5

<210> 41
<211l> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon
<400> 41

Lys Lys Thr Thr Val Ser Thr Pro Ser
1 5

<210> 42
<211> 9
<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 42
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27761

Lys Lys Thr Thr Val Thr Thr Pro Ser

1 5
<210> 43
<211> 9

<212> PRT
<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 43

Lys Lys Thr Thr Val Val Thr Pro Ser

1 5
<210> 44
<211l> 9

<212> PRT
<213> Circovirus gdy bénh & lon

<400> 44

Lys Lys Thr Thr Val Trp Thr Pro Ser

1 5
<210> 45

<211> 9

<212> PRT

<213> Circovirus gdy bénh & lgn
<400> 45

Lys Lys Thr Thr Val Tyr Thr Pro Ser

1 5
<210> 46
<211> 234

<212> PRT
<213> Circovirus gdy bénh & lon

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222> (63)..(63)
<223> Xaa & vi tri 63 dugc chon tlr nhém gdém Ala,
Asn, Asp, Cys, Glu, Gln, Gly, His, Ile, Leu, Met, Phe, Pro,
Ser,
Thr, Trp, Tyr, va Val.

<400> 46

Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Phe Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg
1 5 10 15

-82-



Ser

Arg

Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

val

Gln

Asn
225

His

His

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

Gly

20

Tyr

Thr

Asn

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Gln

Arg

Ile

Val

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Ser

Lys

val

Asn

Ile

150

val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Thr

Leu

Leu

Gly

Ile

215

Leu

27761

Arg

Arg

40

Thr

Met

Pro

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Asn

Arg

25

Lys

vVal

Arg

Leu

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Arg

Leu

185

Ala

Met

Pro
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Arg

Asn

Lys

Phe

Thr

90

Trp

Ala

TyxY

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Lys

Pro

Gly

Lys

Asn

75

vVal

Pro

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

vVal

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

Leu

Phe

45

Thr

Asn

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

val

sSer

Phe

Thr

190

Ile

Arg

His

Thr

Xaa

Phe

Tyxr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Gly

Tyr

Glu

Pro

Arg

Thr

Leu

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyxr

160

Pro

Asn

Asp

Phe
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FIG. 1

Vi tri 2a 2b -
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FIG. 2
1 2 3
40kDa
30kDa
20kDa
a-PCV2h I8G & lon
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FIG. 3

PCV2 ORF2
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FIG. 4

SDS-PAGE
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FIG. 6
G Xdac nhan VLP bing| Hiéu sué’tﬁVLP &
EM quy mo 1L
ORF2a Y 5,5mg/L
ORF2b BDH
ORF2b BDH SFCO Y 0,4mg/L
ORF2b BDH K59A Y 0,34mg/L
ORF BDH R63K
ORF2b BDH R63T Y 3,2mg/L
ORF2b BDH SFCO P88K T151P o *ok
ORF2b BDH G191R N N/A
ORF2b BDH N232E Y 0,57mg/L
ORF2b BDH 1206K N N/A
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FIG. 7A
Cau tric Noéng dé (ug/ml)

BaculoG/ORF2a 5,5
BaculoG/ORF2b BDH 0.39
BaculoG/ORF2b BDH R63L 3,57
BaculoG/ORF2b BDH R63G 4,14
BaculoG/ORF2b BDH R63Q 5,31
BaculoG/ORF2b BDH R63T 7,06
BaculoG/ORF2b BDH R63D 1,71

FIG. 7B

Nong do chia ciu tric thé dot b

ién ORF2 (ug/mL)

7,06
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