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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén vecto vacxin dé lam tdng kha ning khang nhiém khuén
Campylobacter hodc ting cudng dép Gng mién dich véi Campylobacter va dugc phim
chira vecto nay. Vecto vacxin theo sing ché chira polynucleotit tht nhit ma hoa
polypeptit khang nguyén dugc chon tlr cic trinh ty SEQ ID NO: 7 dén SEQ ID NO: 9

ho#c doan peptit clia né. Vecto ndy ciing c6 thé chira polypeptit kich thich mién dich.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Danh muc céc vacxin an toan va c6 chi phi thip dé gay mién dich niém mac khang
lai nhiéu tac nhin gy bénh van bi han ché. Vi khuén chinh gay ra bénh duong tiéu hoa &
ngudi trén khip thé gisi la Campylobacter. C6 thé thdy truéc trong twong lai, bénh viém
dudng tiéu hoa do vi khuin van tiép tuc gy ra mdi de doa nghiém trong ddi v6i cong
dong & My va thé gi6i noi chung. Bénh truyén nhiém do Campylobacter Jjejuni c¢6 tan
suit xuét hién cao hon so v6i bénh truyén nhidm do Salmonella hoic Escherichia coli
0157:H7 vbn dugc néi dén nhidu hon. Sé liéu thuc té vé céc truong hop méc bénh viém

duong ti€u hoa do Campylobacter & My hang nam la 500-850 ca/100.000 ngudi.

Nguyén nhén chinh gdy bénh viém duong ti€u hoa khoéng chi do Campylobacter
ma con do C. jejuni lién quan dén hoi chimg Guillain-Barré (Guillain-Barré Syndrome —
GBS) bénh than kinh. Cin bénh de doa dén tinh mang nay c6 thé 1 dap Gtng mién dich
v6i cac ciu tric tuong tu gangliosit & mot s6 ching C. jejuni dan dén dap tng ty mién
chéng lai cac té bao than kinh. Mic du hoi chimg Guillain-Barré 1a di chtimg man tinh
nghiém trong nhat, nhung su ldy nhiém Campylobacter con giy ra ching viém khop

phan tng c6 thé tién trién thanh hoi chung Reiter.

Viéc chiing ngtra khang lai Campylobacter da c6 nhiing thanh cong han ché nho
st dung vacxin toan té bao bat hoat hodc vacxin trén co s¢ protein. Ngoai ra, viéc chung
ngira bang vacxin toan té bao bét hoat vin c¢6 thé tién trién thanh hoi ching Guillain-
Barr¢ hodc di ching khac. Mgt vacxin thanh cong can phai ¢6 chi phi thip, an toan, hidu
qua khi sir dung qua dudng miéng, va san xudt duoc voi lugng 16n trong thoi gian rat

ngdn. Hién nay, chua c6 mét loai vacxin nao nhu vay.
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Ban chit ky thuit cia sang ché

Muc dich cda sang ché 1a dé xuit vecto vacxin dé lam tdng su khang nhiém khuén
Campylobacter hodc ting cudng dap tng mién dich v&i Campylobacter va dugc pham

chira vecto nay.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét vecto vacxin chtta trinh tu polynucleotit thir
nhét ma héa polypeptit khang nguyén khong lién hop ty nhién véi vecto nay. Polypeptit
khiang nguyén nay c6 thé la SEQ ID NO: 7 (cjaD;  ¢j0113;
GVSITVEGNCDEWGTDEYNQA), SEQ ID NO: 8  (cjaA;  ¢j0982;
KDIVLDAEIGGVAKGKDGKEK) hoic SEQ ID NO: 9 (ACE 393; cj0420;
KVALGVAVPKDSNITSVEDLKDKTLLLNKGTTADA) hodc doan peptit ctia ching.
Vecto theo sang ché ciing c¢6 thé chira polypeptit kich thich mién dich khong lién hop tu
nhién véi vecto ndy. Vecto vacxin theo sang ché ¢6 kha ning tao ra déap trng mién dich ¢
dbi twong duoc ching ngtra bao gdbm dap ting khéng thé IgA khang Campylobacter. Dap

g nay c6 thé bao vé khang lai viée gy nhiém bang Campylobacter.

Theo mot khia canh khéac, sadng ché dé xudt vecto vacxin chira trinh tu
polynucleotit thit nhit ma hoéa polypeptit khang nguyén khéng lién hop tu nhién véi
vecto vacxin va trinh tu polynucleotit thir hai ma hoa polypeptit kich thich mién djch.
Polypeptit khang nguyén nay cé thé 1a doan peptit c6 trinh ty SEQ ID NO: 1 (cjaD), SEQ
ID NO: 2 (cjaA) hoac SEQ ID NO: 3 (ACE393). Vecto vacxin theo sang ché c6 kha nang
tao ra dép ung mién dich & ddi tuong dugc ching ngira bao gém dép ng khang thé IgA
khang Campylobacter. Pap ung ndy c6 thé bao vé khang lai viéc gdy nhiém véi

Campylobacter.

Theo mét khia canh khéc nita, sang ché dé xuat dugc pham chira vecto vacxin nay

va chit mang dugc dung.

Theo mdt khia canh khac nita, séng ché md ta phuong phép tang cuong dap Ung
mién dich khang Campylobacter & dbi tuong. Phuong phap ndy bao gdm viéc cho déi
tuong str dung luong c6 hiu quéa cua vecto vacxin theo sang ché. Theo mot phuong én,
dap ng mién dich dugc ting cudong bao gdm dap Gmg khang thé IgA va déap tng nay co

thé bao vé.

Theo mdt khia canh khéc nita, sang ché mo ta phuong phap lam tang kha nang

khang nhiém khuan Campylobacter. Phuong phép nay bao gdm viéc cho déi tuong su
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dung luong co hiéu qua cla vecto vacxin theo sang ché sao cho dbi tuong co kha nang
khang lai sy nhiém khuan sau khi phoi nhiém Campylobacter. Theo mot phuong an dap
mg mién dich dugc ting cudong bao gdbm dap tng khang thé IgA va dap tng nay c6 thé
bao vé.

MG ti vin tit cac hinh vé

Fig.1 1a d0 thi duong chudn PCR dinh luong thé hién sé luong vi khudn
Campylobacter jejuni nudi ciy duoc trén truc x dinh luong duge bing phuong phéap nudi
cdy thong thudong va dém sb don vi hinh thanh khuén lac (colony forming units - CFU).
S6 chu trinh ¢ d6 tin hidu huynh quang vuot qua duoc ngudng PCR dinh luong dugc thé

hién trén truc y.

Fig.2 12 dd thj thé hién tri sb log cfu/g hdi trang & ga dugc ching ngira bang nuéc
mudi, hodc vecto Salmonella biéu hién cac peptit ¢j0420 (SEQ ID NO: 9), ¢j0113 (SEQ
ID NO: 7) hodc ¢j0982 (SEQ ID NO: 8) & Campylobacter (10%cfu/con ga), sau 11 ngay
gdy nhiém v6i C. jejuni (5 x 10’cfu/mL). Tién hanh PCR dinh lugng trén ADN téng s6
chiét dugc bing phuong phép thong thuong tir cac 16p niém mac ctia hdi trang. Két qua
dinh lugng dugc thé hién duéi dang tri sb trung binh +/- SEM (n=10). Cic nhém cé cac

chi s6 khac nhau c6 su khéc biét dang ké (P<0,05).

Fig.3 1a dd thi thé hién tri sb log cfu/g héi trang & ga duoc chiing ngira bing nude
mudi, vecto Salmonella khong cheén polypeptit khang nguyén hoic vecto Salmonella ¢
doan cheén ¢j0113 (SEQ ID NO: 7) (10%cfu/con ga), sau 11 ngay gdy nhiém véi C. jejuni
(1 x 10’cfu/mL). Tién hanh PCR dinh luong trén ADN téng sb chiét duoc bing phuong
phap théng thudng tir cdc 16p niém mac ctia hoi trang. Két qué dinh lwgng duge thé hién
duéi dang tri sb trung binh +/- SEM (n=10) va dau hoa thi * cho thdy c6 su khac biét
dang ké gitta cac nhom thir (P <0,05).

Fig.4 1a do thi thé hi¢n ndng do twong déi cia 1gG khéng Campylobacter (ty 18
S/P) dinh lugng dugc bang phuong phdp ELISA & ngay 21 va 32 sau khi sir dung céc
vecto vacxin duoc chi dinh (10%cfu/con gd). Cac nhom c6 céc chi sé khac nhau c6 su

khac biét dang ké (P <0,05).

Fig.5 1a dd thi ndng do tuong ddi cua sIgA khang Campylobacter (ty 1& S/P) trong
niém mac hoi trang & ngay 32 sau khi chiing ngira bang cic vecto vacxin duogc chi dinh

(10%cfu/con ga). Cac nhom c6 cac chi s6 khac nhau ¢6 su khac biét dang ké (P <0,05).
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Fig.6 1a do thi thé hién ndng do [gG trong huyét thanh (ty 1& S/P) & ngay 21 va 31
sau khi ching ngira va ndng do sIgA (ty 1€ S/P) trong niém mac hoi trang & ngay 32 sau
khi ching ngira bang nudc mubi, vecto Salmonella khong chén hodc chén polypeptit
khang nguyén ¢j0113 (SEQ ID NO: 7) (10%cfu/con ga). Du hoa thi * cho thdy c6 su khéc

biét dang ké so v&i nhom chung (P <0,05).

Fig.7 1a 40 thi thé hién ndng do khang thé IgG trong huyét thanh dic hidu véi C,
Jjejuni 10 ngay sau khi ching ngira bang Bacillus subtilis tw nhién (Bacillus subtilis
backbone strain - BSBB) hodc vecto vacxin Bacillus subtilis chén ¢j0113 (SEQ ID NO:
7) bing 6ng thong qua dudng miéng & ndng do 10°cfu/con ga. Dt lidu duogc thé hién dudi
dang tri s6 trung binh + SEM va du hoa thi * cho thdy c6 su khac biét dang ké so vdi ca
hai nhém ching (P <0,05).

Fig.8 1a do thi thé hién ndng do khang thé IgA tiét ra ddc hicu véi C. jejuni 10
ngdy sau khi ching nglra bang Bacillus subtilis tw nhién (BSBB) hodc vecto vacxin
Bacillus subtilis chén ¢j0113 (SEQ ID NO: 7) bang éng théng qua dudng miéng & ndng
d6 10%cfu/con ga. Thu gom niém mac trong viing héi trang. Dit liéu duoc thé hién dudi
dang trj s trung binh + SEM va déu hoa thi * cho thdy c6 su khac biét dang ké so véi ca
hai nhém ching (P <0,05).

Fig.9 Ia do thi thé hién tri s& log;y CFU ctia C. jejuni trén m&i gam hdi trang dinh
lugng dugc bing phuong phap PCR dinh lugng. Ga dugc ching ngira bing Bacillus
subtilis tu nhién (BSBB) hodc vecto vacxin Bacillus subtilis biéu hién cj0113 (SEQ ID
NO: 7), dugc gy nhiém véi C. jejuni & nong d6 1x10%cfu/con ga, 10 ngay sau duoc dinh
luong bing PCR. Tién hanh qPCR trén ADN tbng s chiét dugc bang phuong phap thong
thudng tir cac 16p niém mac ctia hodi trang. Két qua dinh lugng dugc thé hién dusi dang
tri s6 logo cfu/g hdi trang trung binh + SEM (n=10) va du hoa thi * cho thiy c6 su khac

biét dang ké so v6i nhém ching (P <0,05).

Fig.10 14 db thi thé hién tri sb logo CFU cua C. jejuni trén mdi gam hoi trang cua
ga tay dinh lugng duoc bing phuong phap PCR dinh lugng. Ga tiy dugc ching ngira
bang Bacillus subtilis tu nhién (BSBB) hodc vecto vacxin Salmonella chén cj0113 (SEQ
ID NO: 7), dugc gy nhiém véi C. coli & ndng dd 1x10%cfu/con ga, sau 12 ngay duogc
dinh lugng bang PCR. Tién hanh qPCR trén ADN tdng sé chiét duoc bing phuong phap

thong thuong tir cdc 16p niém mac ctia hodi trang. Két qué dinh lugng duge thé hién dudi
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dang tri s6 log,, cfu/g hdi trang trung binh + SEM (n=10) va d4u hoa thi * cho thdy c6 sur
khéc biét dang ké so v6i nhom chimg (P <0,05).
Mo ta chi tiét sang ché

Vecto vacxin gdy dap ang mién dich qua trung gian té bao, dich thé va niém mac,
khang nhiéu chiing Campylobacter dugc xem la phuong phap c6 trién vong dé han ché
bénh viém dudng ti€u héa do Campylobacter. Phuong phap nay st dung céch tiép cén
m&i trong phat trién vacxin bang cach chén céc trinh tu polynucleotit ma hoa epitop mach
thang khong tu nhién (polypepetit khang nguyén). Polypeptit khang nguyén nay cé thé
dugc sir dung két hop véi polypeptit kich thich mién dich nhu CD154 (CD40L) hoic
HMGBI (nhom c6 kha néng di dong cao hdp 1) vao vecto vacxin. Phu hop 13, polypeptit
khang nguyén va polypeptit kich thich mién dich khong phai la polypeptit dugc tim thay
lién hop mot cach tu nhién véi vecto vacxin. Epitop hodc polypeptit khang nguyén va
polypeptit kich thich mién dich c6 thé duoc biéu hién trén b& mit clia vecto vacxin tai td
hop. Vecto nay c6 thé 1a vi khuén, virut hodc tham chi 1a vecto liposom. Vecto nay c6 thé
& thé séng, séng va duge giam doc luc, hodc chét trude khi st dung. Dt liéu so bd co ban
dugc thé hién trong phan “Vi du thuc hién sang ché”, cho thdy ring cdc cdu trac
Salmonella hodc Bacillus biéu hién epitop la ¢6 kha ndng gdy cam ung mot cach nhanh
chong khang thé dic hiéu epitope do chuan cao in vivo. Hon nita, su bidu hién ddng thoi
cia CD154 hodc HMGBI trén bé mit da ting cuong dap ng mién dich khang epitop la

nay mot cach hiéu qua.

Ky thuat ADN tai td hop c6 kha nang thao tac twong d6i dé dang trén nhiéu ching
vi khudn va virut. M6t sb vi khudn va virut gay bénh thé nhe hodc khong giy bénh,
nhung c6 kha nang tao ra dap ing mién dich manh. Céc vi khudn va virut nay lam cho
vecto vacxin thu hit hon dé giy dap tmg mién dich v6i khang nguyén la, khong tu nhién,
hodc khic ngudn gbe. Vecto vacxin vi khuin hoic virut c6 thé bét chudce su 1y nhiém ty
nhién va tao ra kha ning mién dich manh va kéo dai. Chi phi dé san xuét va st dung
vecto' vacxin thudng tuong dbi thip. Ngoai ra, vecto vacxin ndy thuong cé thé chira
nhiéu hon mot khang nguyén va c6 thé tao ra kha ning bao vé khang nhiéu tic nhan gay
bénh.

Polynucleotit ma hoa polypeptit khang nguyén tir méot s sinh vat gy bénh c6 thé

dugce chén vao vecto vacxin va biéu hién dé tao ra polypeptit khang nguyén. Polypeptit
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khang nguyén la polypeptit ¢ thé duge nhan dién dic hiéu boi hé miln dich thu dugc.
Polypeptit khang nguyén la polypeptit bat ky c6 kha nang gdy mién dich. Polypeptit
khang nguyén bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, khang nguyén lién quan dén mam
bénh, khang nguyén di tng, khang nguyén lién quan dén khéi u hoic khang nguyén lién
quan dén bénh. Cac mam bénh bao gém virut, ky sinh trung, nim, vi khuan va protein

nhu prion.

Polypeptit khdng nguyén cé thé 1a protein c¢6 chiéu dai du hoic doan peptit cta nd.
Qua trinh nhan dién nhiéu protein ctia hé mién dich duoc chirng minh 14 dua trén sb
lugng axit amin tuong dbi it, thudng duge goi 1a epitop. Epitop ¢6 thé chi ¢6 tir 8 dén 10
axit amin. Do d6, polypeptit khang nguyén theo sang ché c6 thé 1a protein c6 chidu dai
du, epitop chtra 8 axit amin hoic viing bét ky gitra cac dau nay. Thuc té, polypeptit khang
nguyén c6 thé chira nhidu hon mot epitop tir mot mam bénh hodc protein duy nhét. Tét
hon 1a, polypeptit khang nguyén 1a polypeptit khong lién hop tu nhién vé&i vecto vacxin.
Khong lién hop tir nhién bao gém cac polypeptit khédng nguyén ma ciing c6 thé co trong
tu nhién & vecto vacxin, nhung dugc biéu hién tai to hop duéi dang epitop, dugc biéu
hién két hop véi polypeptit khac dudi dang protein dung hop dé thé hién va tdng cuong

dap ung mién dich mdt cach khéc biét so vai polypeptit duge biéu hién tu nhién.

Nhiéu ban sao cia ciing mdt epitop hozic nhiéu epitop tir cac protein nhau khac ¢o
thé duoc chén vao vecto vacxin. Hinh dung 1a nhiéu epitop hodc khang nguyén tir céac
mam bénh hodc ngudn bénh gidng hodc khac nhau c6 thé duge chen vao cung mdt vecto
vacxin dé tao ra dap ung mién dich ting cudong khang lai nhiéu khang nguyén. Vecto
vacxin tai to hop c6 thé ma hoa khang nguyén tir nhiéu vi sinh vat, virut gdy bénh hodc
khang nguyén lién quan dén khdi u. Viéc sir dung vecto vacxin c¢6 thé biéu hién nhiéu
khang nguyén c6 uu diém la gdy cam Gng hé mién dich khéang hai hodc nhiéu bénh dong
thoi.

Polynucleotit nay ¢6 thé dugc chén vao nhiém sic thé cia vecto vacxin hodc ma
hoa trén plasmit hoic ADN ngoai nhiém séic thé khac. Polynucleotit ma héa epitop c6 thé
duoc biéu hién ddc 1ap (tac la, duogc lién két hoat dong dugc véi promoter chitc ning &
vecto vacxin) hodc ¢ thé dugc chén vao polynucleotit ciia vecto vacxin (tuc la,
polynucleotit ty nhién hodc polynucleotit khong tu nhién) dugc biéu hién & vecto vacxin
nay. Tét hon 14, polynucleotit cua vecto vacxin ma hoa polypeptit dugc biéu hién trén bé

mdt cua vecto vacxin dudi dang protein xuyén mang. Polynucleotit ma héa polypeptit
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khang nguyén c6 thé duoc chén vao khung trinh ty polynucleotit ctia vecto vacxin dé
biéu hién polypeptit khang nguyén trén bé mit ciia vecto vacxin nay. Vi du, polynucleotit
ma hoéa polypeptit khang nguyén c6 thé dugc chén vao khung polynucleotit ctia vi khudn
¢ vung mi hoa vong bén ngoai clia protein xuyén mang sao cho van gitt dugc khung trinh
tu polynucleotit ciia vecto vacxin nay. Xem phén “Vi du thuc hién sang ché” duéi day,
trong do polypeptit khang nguyén dugc chen vao vong bén ngoai clia gen lamB cua vecto

vacxin Salmonella enteritidis.

Theo phuong 4n khac, polynucleotit ma hoa polypeptit khang nguyén c6 thé dugc
chén vao polypeptit tiét ra. Nguoi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu rang,
polynucleotit ma héa polypeptit khang nguyén cé thé dugc chén vao nhidu polynucleotit
clia vecto vacxin dé biéu bién va trinh dién polypeptit khiang nguyén dén cac té bao mién
dich ctia ddi tuong duoc didu tri bing vecto vacxin nay. Trong phan “Vi du thuc hién
sang ché”, mot sé polynucleotit cta Campylobacter dugc chén vao trinh ty ma hoa lamB
ctia Salmonella enteritidis. Vi khudn tai t6 hop thu dugc biéu hién polypeptit khéng
nguyén dugc chén nay trén bé mit ciia nd. Polynucleotit ¢6 thé duoc chén vao gen CotB
cua Bacillus subtilis sao cho vi khuan tai t hop biéu hién polypeptit khang nguyén dugce
chén nay ¢ dang bao tir hodc duge chén vao viing gen slp dé biéu hién trén bé mit cia vi

khuén sinh dudng.

Vecto vacxin theo sang ché c¢6 thé chira polynucleotit ma héa protein c6 chidu dai
du ciia Campylobacter bao gdm cjaD (SEQ ID NO: 1), cjaA (SEQ ID NO: 2) va ACE393
(SEQ ID NO: 3) hodc polypeptit khang nguyén cua céac protein nay. Trong phin “Vi du
thuc hién sang ché”, polypeptit khang nguyén c6 ngudn gbc tir cac protein c6 chiéu dai
du dugc st dung la nhu sau: SEQ ID NO: 7 (polypeptit cjaD duoc goi la ¢j0113); SEQ
ID NO: 8 (polypeptit cjaA dugc goi 1a ¢j0982); va SEQ ID NO: 9 (polypeptit ACE 393
dugc goi la ¢j0420). Cac polynucleotit dugc st dung trong phan “Vi du thuc hién sang
ché” ¢6 trinh tu 1an luot néu trong SEQ ID NO: 4 d&én SEQ ID NO: 6. Cac polynucleotit
dugc st dung trong phin “Vi du thuc hién sang ché” ¢6 cac polypeptit khang nguyén co
trinh ty néu trong SEQ ID NO 7 dén SEQ ID NO: 9 duoc phén tach bdi cac ciu néi serin
va lién két v6i cac axit amin 140-149 ctia CD154 (ba axit amin & trudc, sau va giita

polypeptit khang nguyén va polypeptit kich thich mién dich).

Tt hon 14, mot phan cia polypeptit khang nguyén dugc chén vao vecto vacxin ¢

tinh gdy mién dich hoic khang nguyén. Poan c6 tinh gy mién dich 1a peptit hoic
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polypeptit ¢6 kha nang gdy ra dap ing mién dich dich thé hodc t& bao. Tét hon la,
polypeptit khang nguyén c6 thé 1a protein c6 chiéu dai du, hodc tét hon 1a chira 20 axit
amin hodc nhiéu hon, 15 axit amin hozc nhidu hon, 10 axit amin hoic nhiéu hon, 8 axit
amin hodc nhiéu hon ciia protein ¢6 chidu dai du nay. Tt hon 1a, dép tmg mién dich
dugc tao ra khéng lai mdm bénh dich 1a d4p tng mi&n dich bao vé. Dép tng mién dich
bao v¢ la dap tng c6 kha ning ngan chin hodc lam giam ty 1é mic bénh hoic ty 1€ tu

vong do nhiém mam bénh dich, cu thé 1a Campylobacter.

Ngudi co6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu rang, trinh tyu
polynucleotit bat ky trong sb cac trinh tu polynucleotit nay c6 thé duoc sir dung két hop
v6i polypeptit khang nguyén bat ky khac bao gdm polypeptit tir mdm bénh hodc sinh vat
khéc loai khac va cling c6 thé dugc sir dung két hop véi polynucleotit ma héa polypeptit
kich thich mién dich nhu polypeptit CD154 hoic HMGBI1 dugc mo ta trong cac don yéu
cau cép patent quéc té s6 PCT/US07/078785 va PCT/US2011/022062, c4 hai tai lidu nay

duoc két hgp vao dy biang cach vién din toan bd.

Polynucleotit ma héa polypeptit kich thich mién dich tuong dong voi protein cua
ddi twong va co kha nang kich thich hé mién dich dap tng véi epitop la cling ¢6 thé dugc
chén vao vecto vacxin. Nhu duge mé ta chi tiét hon dudi day, vecto vacxin c6 thé chira
polypeptit CD154 ¢6 kha ning lién két voi CD40 & dbi twong va kich thich déi tugng dap
Uimg v6i vecto vacxin ndy va polypeptit khdng nguyén la dugc gin vao vacto. Ngoai ra,
vecto vacxin ¢6 thé chia polypeptit HMGB1 hodc doan churc nang ctia né. Nhu dugc md
ta néu trén ddi vai polypeptit khang nguyén, polynucleotit ma hoa polypeptit nay c6 thé
dugc chén vao nhidm sic thé cua vecto vacxin hodc & ngoai nhiém sic thé. Nguoi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring, cac polynucleotit nay cé thé dugc chén
vao nhiéu polynucleotit ctia vecto vacxin ndy dé biéu hién & cac vung khéc nhau cua

vecto vacxin hoic tiét ra cac polypeptit.

Polynucleotit ma hoa polypeptit kich thich mién dich c¢6 kha ning tdng cuong dap
Umg mién dich véi polypeptit khang nguyén khong tu nhién ciling c¢6 thé mad hoa
polypeptit khang nguyén nay. Polynucleotit md hoa polypeptit kich thich mién dich ¢6
thé duoc lién két voi polynucleotit ma hoa polypeptit khang nguyén, sao cho polypeptit
kich thich mién dich va polypeptit khang nguyén la c6 mat trén cung polynucleotit cua
vecto vacxin. Vi du, polypeptit khang nguyén va polypeptit kich thich mién dich c6 thé 1a

c4c phan cua protein dung hop. Trong phan “Vi du thuc hién sang ché”, polynucleotit ma
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héa polypeptit CD154 c¢6 kha ning lién két voi CD40 cling ma hoéa polypeptit khang
nguyén tur cjaD, cjaA hodc ACE 393 ctia Campylobacter. Tham khéo cic trinh ty SEQ ID
NO: 10 dén SEQ ID NO: 12 trong phén “Danh muc trinh tu” dé biét mdt sd vi du vé cac
trinh tu polypeptit tiém ning va cac trinh ty SEQ ID NO: 4 dén SEQ ID NO: 6 cho c4c
trinh ty polynucleotit md héa cac cau nbi serin tuy y ¢ giita polypeptit khang nguyén,

polypeptit kich thich mién dich va polypeptit ctia vat chu.

Trong phan “Vi du thuc hién sang ché”, polynucleotit ma hoa polypeptit khang
nguyén Campylobacter va polynucleotit ma hoa polypeptit kich thich mién dich cung
dugc chén vao vong bén ngoai ctia gen lamB xuyén mang. Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay s& hiéu rang, polynucleotit ciia vecto vacxin ma hoa céc protein xuyén
mang khéc ciing ¢ thé dugc sir dung. Ngoai ra, polynucleotit khdng nguyén c6 thé &
ngoai nhiém sic thé hodc dugc tiét ra bdi vecto vacxin. Trong phén “Vi du thuc hién
sang ché”, polynucleotit ma hoa khang nguyén cj0113 Campylobacter (SEQ ID NO: 7)
va peptit kich thich mién dich HMGB1 (SEQ ID NO:20) dugc biéu hién tur plasmit duoc

mang boi vecto Bacillus va duge biéu hién trén bé mit té bao nay.

Tét hon 1, polypeptit CD154 c6 chiéu dai it hon 50 axit amin, tdt hon nita 1a it
hon 40, it hon 30 hodc it hon 20 axit amin. Polypeptit c6 thé c6 chidu dai tir 10 dén 15
axit amin, tir 10 dén 20 axit amin hodc tir 10 dén 25 axit amin. Trinh tu CD154 va ving
lién két voi CD40 khong ¢6 tinh bdo thi cao & cacloai khac nhau. Céc trinh tw CD154
clia ga va ngudi lan luot 1a SEQ ID NO: 13 va SEQ ID NO: 14.

Vang lién két véi CD40 ciia CD154 da dugc xac dinh ddi véi mot sé loai, bao
g0m nguoi, ga, vit, chudt va gia sic va dugc thé hién 1an luot la SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:18, va SEQ ID NO:19. Mic du ¢6 kha niang bién
doi trong trinh ty clia viing lién két v6i CD40 giira cac loai, nhung su lién két chéo loai
cia CD154 v6i CD40 da dugc ghi nhéan. Vi du, polypeptit CD154 ciia nguoi c6 kha nang
tang cudng dap tng mién dich & ga. Do do, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
c¢6 thé thuc hién sang ché bing cach su dung polypeptit CD154 dac hiéu cho loai hoidc
polypeptit CD154 khac loai.

Protein HMGB1 (High Mobility Group Box-1) dugc nhan dién dau tién 1a protein
lién két ADN quan trong déi véi cu trac va do én dinh ciia ADN. HMGBI Ia protein

nhan duoc biéu hién & moi vj tri lién két ADN khong c6 tinh dic hiéu trinh tu. Protein
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nay co tinh bao thu cao va duoc tim thdy & ca thuc vat va dong vat c¢6 vi. Trinh tu axit
amin cia HMGB1 & c4 ngua véan, ga va nguoi 1an luot 13 SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO:
20 va SEQ ID NO: 27. Trinh tu axit amin cia HMGB1 & tat ca dong vat ¢6 va cé tinh
bao thu cao véi do twong ddng axit amin 13 98% va cac bién ddi axit amin c¢6 tinh bao
thi. Do do, protein HMGBI1 tir mot loai hau nhu c6 thé thay thé dugc chiic nang cho
protein HMGBI1 tir loai khac. Protein HMGBI1 ¢6 chiéu dai di hodc doan cta né c6 thé
duge sir dung lam polypeptit HMGB1 trong vecto vacxin theo sang ché. Protein HMGB1
6 hai vung lién két ADN duoc goi 1a hop A nhu dugc thé hién trén trinh tu SEQ ID NO:
21 va SEQ ID NO: 22 va hop B nhu dugc thé hién trén trinh tu SEQ ID NO: 23 va SEQ
ID NO: 24. Tham khao tai liéu Andersson and Tracey, Annu. Rev. Immunol. 2011,

29:139-162, tai li¢u nay duoc két hop vao day b?mg cach vién dan toan bo.

Protein HMGB1 1a chat trung gian trong qué trinh viém va déng vai trd nhu diu
hiéu cua qua trinh t6n thwong nhén, nhu tir cac t& bao hoai tir. Protein HMGBI cling c6
thé duoc tiét ra chu dong boi cée dong té bao bach cAu don nhan/dai thuc bao trong qua
trinh can thiét dé axetyl hoa, di chuyén qua nhan va tiét ra. Protein HMGBI ngoai bao
dong vai tro lam chét trung gian quan trong trong qud trinh viém bang cach truyén tin
hién thong qua thu thé cta cac san phdm glycat hoa bén vitng (Receptor for Advanced
Glycated End-products - RAGE) va thong qua céc thanh vién cta ho thu thé tuong tu
Toll (Toll-like Receptor family - TLR), cu thé la TLR4. Hoat tinh lién két RAGE da duoc
xdc dinh va can c¢6 polypeptit c6 trinh ty SEQ ID NO: 25. Hoat tinh lién két TLR4 cin ¢6
xystein ¢ vi trf 106 cda trinh ty SEQ ID NO: 20, dugc tim thdy & vung hop B cua
HMGBI.

Hoat tinh gdy viém cia HMGB1 khong yéu ciu protein c¢6 chidu dai da nay va céac
doan chuc ning ctia né dugce nhén dién. Hop B di duoc kiém chung la du dé lam trung
gian c4c tac dung tién viém cia HMGB1 va do d6 céc trinh tu SEQ ID NO: 23 va SEQ
ID NO: 24 1a cac polypeptit HMGB1 hodc doan chic ning ctia ching nim trong pham vi
clia séng ché. Ngoai ra, vi tri lién két RAGE va hoat tinh xytokin tién viém da duoc thé
hién twong ting la SEQ ID NO: 25 va SEQ ID NO: 26. Do dé, céac polypeptit nay la cac
doan chtrc ning cta polypeptit HMGB1 theo sang ché.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé nhan dang céc polypeptit
HMGBI va doan cua ching c6 kha ning kich thich hoat tinh xytokin tién viém, biang

cach st dung cac phuong phap nhu dugc mé ta trong cong bd don yéu ciu cép patent
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quéc té s6 WO02 092004, tai lidu nay duoc két hop vao day bang cach vién din toan b.
Tét hon 1a, polypeptit HMGBI chira ving lién két RAGE & vj tri cac axit amin 150-183
cta trinh ty SEQ ID NO: 20 (SEQ ID NO: 25 hogc thé twong déng cia né) va ving cé
hoat tinh xytokin tién viém & vi tri cac axit amin 89-109 cta trinh te SEQ ID NO: 20
(SEQ ID NO: 26 hodc thé tuong dong ctia ching). Cu thé 1a, cac polypeptit HMGB1 va
doan chtic nang hoic thé tvong dong cua chiing bao gdm céc polypeptit tuong dong, hoic
c6 do tuong dong it nhat 1a 99%, it nhit 98%, it nhit 95%, it nhat 90%, it nht 85%, hodc
it nhat 80% véi cac polypeptit HMGBI c6 trinh tu twong tng 1a SEQ ID NO: 20 dén
SEQ ID NO: 28.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé hiéu ring, polypeptit HMGB1
c¢6 thé duoc st dung dé tang cudng dap tmg mién dich vé&i nhidu hon mot polypeptit
khang nguyén c6 mit trong vecto. Polypeptit tir HMGBI1 kich thich dap irng mién dich it
nhat mot phén béng cach hoat hoa cac té bao tua va dai thuc bao va do d6 kich thich san
sinh IL-1, IL-6, IFN-y va TNF-a. Tét hon la, HMGBI ¢6 thé dugc biéu hién trén bé mait

cua vecto.

It nhat mot phéan cua polypeptit khdng nguyén va it nhit mot phan cia polypeptit
HMGBI hodc polypeptit kich thich mién dich khac c6 thé c6 mit trén bé mit cla vecto
vacxin. C6 mit trén bé mit cla vecto vacxin bao gdm polypeptit nim bén trong protein
Xuyén mang, tuong tac, lién két chéo cong hoa tri hodc héa hoc véi protein xuyén mang,
lipit mang hodc carbohydrat neo & mang. Polypeptit c6 thé ndm bén trong protein xuyén
mang do chta céc axit amin bao gdm polypetit dugc lién két thong qua lién peptit véi
dau tan cang N, ddu tan cung C hogc & vi tri bat ky bén trong protein xuyén mang (tac 14,
dugc chén vao gilta 2 axit amin cla protein xuyén mang hodc & vi tri cia mot hodc nhiéu
axit amin cta protein xuyén mang (turc la, dot bién mat doan-chén doan). Tét hon la, cac
polypeptit ¢ thé dugc chén vao vong bén ngoai cua protein xuyén mang. Protein xuyén
mang thich hop 1a corB va lamB, nhung ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay

s€ hi€u rang c6 nhicu protein xuyén mang thich hop khac.

Theo phuong thurc khéc, polypeptit nay c6 thé duge lién két cOng hda tri hodc hoa
hoc véi cac protein, lipit hodc carbohydrat trén mang, hodc vé capsit néu vecto virut duoc
sir dung theo phuong phéap da biét ddi voi nguoi c6 hiéu bidt trung binh trong linh vuc
ndy. Vi du, céc lién két di-sulfit hodc lién két ngang biotin-avidin ¢ thé dugc sir dung dé

biéu hién polypeptit khang nguyén va polypeptit HMGB1 trén bé mait cta vecto vacxin
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nay. Tét hon 1a, polypeptit khang nguyén va polypeptit HMGB1 1a mot phan cua protein
dung hop. Hai polypeptit nay c6 thé duogc lién két truc tiép thong qua lién két peptit hoac
phan tich bdi ciu ndi hodc phan doan cua protein thir ba ma céc polypeptit nay duoc

chén vao.

Trong phén “Vi du thuc hién séng ché”, mot sb vecto vacxin chira polypeptit
khang nguyén Campylobacter (cj0113, ¢j0420 va ¢j0982) va polypeptit kich thich mién
dich (cac axit amin 140-149 cia CD154 hoic HMGBI1 hodc doan chirc ndng cda nod)
dugc mé hoa trén cung polynucleotit (lamB) sao cho céc trinh tu nay nam trong khung
voi nhau va voi polynucleotit Salmonella ma chiung dugc chén vao. Theo mot sé phuong
an, cac cau ndi co thé duoc thém vao gitta cac trinh tu polynucleotit ma héa polypeptit
khang nguyén va polypeptit kich thich mién dich sao cho trong polypeptit duge biéu hién
nay mot sb axit amin phan tach hai polypeptit. Cau ndi nay c6 thé chira 3 nucleotit ma
héa mot axit amin duy nhét, hodc c6 thé nhiéu hon, vi du 30 nucleotit ma hdéa 10 hoic
nhiéu axit amin. Trong phan “Vi du thuc hién sang ché”, ciu ndi chira 9 nucleotit duoc st
dung va ma hoa cho ba gbc serin. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé&

hi€u rang nhiéu loai cau nodi khac c6 thé dugc sir dung.

Ngoai ra, polynucleotit nay c6 thé c6 mit trong mét ban sao duy nhit hodc nhiéu
ban sao. Vi du, ba ban sao ctia polypeptit khang nguyén va ba bén sao cua polypeptit kich
thich mién dich ¢6 thé duoc tim thdy & cing vong ngoai cua protein xuyén mang hodc
dugc biéu hién bén trong mot sb protein khac cua vecto vacxin. Theo cac phuong an
khac, polypeptit kich thich mién dich va polypeptit khang nguyén c6 thé dwoc ma hoa boi

cac polynucleotit riéng biét.

Vecto vacxin tiém ning dé sir dung trong phuong phap bao gdm, nhung khong
chi giéi han &, Bacillus, Salmonella (Salmonella enteritidis), Shigella, Escherichia (E.
coli), Yersinia, Bordetella, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Vibrio (Vibrio
cholerae), Listeria, adenovirus, poxvirus, virut herpes, alphavirut, va virut két hop véi
adeno virut. T6t hon la, vecto vacxin la sinh vat GRAS. Vecto vacxin c¢é thé dugc bat
hoat hodc giét chét sao cho khong ¢ kha nang sao chép. Phuong phap bét hoat hoic giét
chét vecto vacxin vi khudn hodc virut da biét déi véi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong
linh vuc ndy bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, phuong phép bét hoat bing formalin,
phuong phap bat hoat bang khang sinh, xtr 1y bang nhiét va xur Iy bang etanol. Theo mot

s0 phuong an, vecto vacxin ¢6 thé 1a vecto trén co sé liposom.
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Séng ché ciing dé cap dén dugc pham chua vecto vacxin nay va chit mang duge
dung. Chit mang dugc dung la chit mang bét ky thich hop dé str dung trong didu kién in
vivo. Chit mang dugc dung c6 thé bao gdm nudc, dung dich dém, dung dich glucoza
hodc dich nuéi cdy vi khun. Céc thanh phan thich hop khac cia dugc pham theo sang
ché c6 thé bao gdm cac ta dugc nhu chit 8n dinh, chit bao quan, t4 dugc pha lodng, chét
nhii héa va ta dugc tron. Vi du vé chit mang hodc ta dugc pha loang dugc dung bao g&n
chit 6n dinh nhu carbohydrat (vi du, sorbitol, manitol, tinh bot, sucroza, glucoza,
dextran), protein nhu albumin hodc casein, tdac nhan chita protein nhu huyét thanh bo
hodc stta tiach kem va dung dich dém (vi dy, dung dich dém phosphat). Dic biét 14, khi
chit 6n dinh nay duoc bd sung vao dugc pham, dugc phdm nay phu hop dé siy dong kho

hodc sdy phun.

Séang ché con mo ta phuong phdp ting cuong dap tng mién dich véi
Campylobacter & dbi tuong bang cach st dung vecto vacxin theo sang ché. Vecto vacxin
ndy c6 thé chua polypeptit HMGB1 hodc polypeptit CD154 ¢ kha nang kich thich dap
ng mién dich véi vecto vacxin va polypeptit khang nguyén duoc md ta néu trén. Vecto
vacxin dugc st dung cho déi tuong véi lwong c6 hidu qua dé tang cudng dap tng mién
dich cta ddi tugng véi cac polypeptit khang nguyén khong tu nhién. Tét hon 13, ting

cudng dap tng mién dich sau khi gdy nhidém véi Campylobacter.

Tang cuong dap Gng mién dich bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢ tang cuong
dap tmg khang thé. Tét hon 14, dap ing khang thé IgA duoc ting cudng, tot hon nira 1a
dap tng khang thé IgA tiét ra duogc tang cudng sau khi chiing ngira bang vecto vacxin so
v6i d6i chimg. Dbi chting ¢6 thé 1a chinh di tugng trude khi ching ngira bang vecto
vacxin, ddi tuong tuong thich dugc chung ngtra chi bing vecto thuin hodc vecto vacxin
biéu hién polypeptit khang nguyén khong thich hop hodc khong phai ctia Campylobacter.
Dép tng khang thé, tét hon 1a dap ung IgA c6 thé dugc ting gép hai 14n, ba 1an, bén lan,
nam lan hodc cao hon so véi dap tmg & dbi tuong dbi ching. Pap tng mién dich dugc
tdng cudng nay ciing c¢6 thé lam giam kha nang sinh trudng, sao chép va tao khuén lac
cua Campylobacter & d6i tugng sau khi sir dung vecto vacxin theo sang ché. Sy giam nay
c6 thé duoc danh gi4 bang cach gy nhiém Campylobacter cho dbi tuong da dugc chung
nglra bing vecto vacxin va theo dai kha ning tao khuan lac va $a0 chép ctia vi khuan nay,
tirc 13, su nhiém bénh & dbi tuong so voi dbi tuong dbi chirng. Sy sinh trudng cua

Campylobacter & dbi tuong c6 thé duoc lam giam & muc 1 log, 2 log, 3 log, 4 log, 5 log
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hodc tham chi 1a nhiéu hon. Su sinh truéng ctia Campylobacter ¢ ddi tuong dugc chung

ngira bing vecto vacxin theo sang ché c¢6 thé thip hon giéi han phat hién.

Ngoai ra, sang ché con mé ta phuong phép lam tdng kha nang khang nhiém khuén
Campylobacter. Cu thé, phwong phép nay bao gébm viéc cho ddi tuong st dung vecto
vacxin dugc md ta trén day chira polypeptit khang nguyén cua Campylobacter véi luong
c6 hiu qua dé gdy dap tng mién dich. Ting cuong khd ning khéng nhidm khudn
Campylobacter bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, lam giam ty 1& iy nhiém
Campylobacters, han ché su lay lan cua Campylobacters tir vat chi nay sang vat chu
khac, lam giam sy sao chép cua Campylobacter & dbi tugng, xam 1an hodc lay lan bén
trong mot vét chu, giam ty 16 mic bénh lién quan dén nhidm Campylobacters, va giam

thoi gian 1ay nhiém Campylobacter.

Viéc sir dung vecto vacxin theo sang ché c6 thé ngin ngira ddi tuong khong bi lay
nhiém Campylobacter hoic c6 ddu hiéu thuc thé cua bénh lién quan dén vi khuén nay,
nhu viém dudng ti€u héa hodc hoi chiing Guillian — Barre (GBS). Ting cudng kha niang
khang khuan Campylobacter ¢6 thé con bao gdm ting san sinh khang thé, tot hon la
khang thé IgA. Pap tng khang thé, t6t hon la dap tmg IgA, co thé tang gip hai lan, ba
lan, bdn 14n, ndm 1an hodc cao hon so véi dap ting & ddi tugng dbi chirng. Dap tng mién
dich dugc tdng cuong nay ciing c6 thé lam giam kha nang sinh trudng hodc sao chép va
tao khuin lac cua Campylobacter & d6i tuong sau khi st dung vecto vacxin theo sang
ché. Sy gidm nay 6 thé dugc danh gia bing céch gy nhiém Campylobacter cho dbi
tugng da dugc chiing ngira bang vecto vacxin va theo doi kha ning tao khuan lac va sao
chép cua vi khuén ndy, tic 13, su nhiém bénh cho dbi twong so voi dbi tuong dbi chung.
Su sinh trudng ctia Campylobacter & dbi tuong co thé duge lam giam & muc 1 log, 2 log,
3 log, 4 log, 5 log hodc tham chi 1 nhidu hon. Su sinh trudng cia Campylobacter & dbi
tugng dugc chiing nglra bing vecto vacxin theo sang ché c6 thé thip hon g161 han phat
hién.

Polypeptit khang nguyén dé sir dung theo sang ché c6 thé duoc chon tir cjaD, cjaA
hodc ACE 393 nhu dugc m6 ta néu trén. Qud trinh chén polypeptit khang nguyén vao
vecto vacxin c6 thé dugc thuc hién theo nhiéu phuong phap khac nhau di biét ddi véi
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, bao gdm, nhung khong chi gi¢i han 6,
hé dot bién diém dinh hudéng khong vét duge mé ta trong cong bd don yéu cau cp patent

quéc t& s6 W02008/036675, tai liu nay duoc két hop vao day bang cach vién din toan
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b0. Vecto vacxin theo sang ché c6 thé 1a vi khuén dugc thiét ké dé biéu hién polypeptit
khéng nguyén Campylobacter két hop véi polynucleotit ¢6 kha nang tang cudng dap Gng
mién dich nhu dugc mo ta néu trén. Cu thé, polypeptit CD154 hoic HMGBI c6 thé dugc
biéu hién bdi vecto vacxin dé ting cudng dap ng mién dich ctia di tuong voi polypeptit
khang nguyén. Cac vecto dugce st dung theo sang ché ¢ thé duoc lam giam ddc luc hoac

bit hoat trude khi ding hodc sir dung.

Liéu hiru dung cta vecto vacxin theo sang ché s& thay ddi phu thudc vao dd tudi,
thé trong va dbi tugng cu thé, cach ding va dudng dung va loai mam bénh cin dugc
khang bang dap tng mién dich. Duoc pham theo sang ché co thé duoc st dung véi lidu
bat ky ctia vecto vacxin di dé gdy dap tng mién dich. Pdi véi vecto vacxin vi khudn, tét
hon 1a liéu dung ndm trong khoang tir 10° dén 10'° vi khudn, tir 10* dén 10° vi khuén,
hodc tur 10° dén 107 vi khuan. Duoc phém theo sang ché ¢6 thé dugce st dung chi mot lan,
hofc ¢6 thé duge st dung hai hogc nhiéu 1in dé lam ting dap tng midn dich. Vi du, duge
phém theo sang ché co thé duogc stir dung hai hoac nhiéu 1an cach nhau mot tuan, hai tudn,
ba tudn hodc lau hon. Vecto vacxin vi khuén nay tt hon 1a c6 thé song duoc trude khi st
dung, nhung theo mdt sé phuong &n, vecto vacxin vi khuin nay cé thé dugc bit hoat
trude khi st dung. Theo mdt sé phwong an, vecto vacxin vi khuin nay co6 kha ndng sao
chép & dbi tuong, tuy nhién theo cac phuong an khéc, vecto vacxin vi khudn nay c6 thé

duoc lam giam doc luc va/hodc c6 thé 1a khong c6 kha ning sao chép & ddi tuong.

Pé su dung cho nguoi hodc dong vat, dugc phém theo sang ché c6 thé duoc s
dung theo nhiéu duong dwa thudc khic nhau bao gbém, nhung khong chi gi6i han 6, qua
mii, qua niém mac, xit, trong da, duong tiém, dusi da, duong udng, khi dung hodc tiém
bap. Ding dudi dang thudc nho mét hoic bd sung vao nudc udng hodc thuc pham ciing 1a
cac cach thirc st dung thich hop. Déi véi ga, duge phim theo sang ché co thé duoc su

dung in ovo.

Péi tuong st dung cua phuong phap theo sing ché bao gdm, nhung khong chi gigi
han &, dong vat c6 xwong song, tét hon la dong vat c6 va, tét hon 1a nguoi, hodc céac loai
c6 long vii, tot hon la gia cam nhu ga hodc ga tay. Cidc mod hinh ddng vat bi 1ay nhiém
khac ciling c6 thé duoc sir dung. Tang cudng dap Gtng mién dich bao gdm, nhung khong
chi gidi han ¢, tao ra tac dung phong nglra hodc diéu tri qua trung gian hé mién dich cta
dbi tuong. Vi du, dap tng mién dich dugc ting cuong néu sau do dbi tuong dugc bao vé

khong bi lay nhiém Campylobacter. Dic biét 13, ting cuong dép tng midn dich ¢6 thé
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bao gbém ting cudng san sinh khang thé, nhu dugc thé hién trén cac hinh vé tir Fig.4 dén
Fig.8, tang cuong dich chuyén 16p chudi ning cua khang thé, qué trinh chin cta cac té
bao trinh dién khang nguyén, kich thich cac t& bao T hd tro, kich thich cac té bao T hay
bao hogc cam ng ghi nh¢ cua té bao T va B. Trong phan “Vi du thyuc hién sang ché”,
thdy duoc su ting luong khang thé IgA tiét ra sau khi st dung vecto vacxin theo sang ché

c6 twong quan v6i su bao vé ddi twong khong bi lay nhidm Campylobacter sau do.

Hinh dung 13, mot sb epitop hodc khang nguyén tir mam bénh gidng hodc khac
nhau c6 thé dugc sir dung két hop vao cling mot vecto vacxin duy nhét dé tao ra dap tng
mién dich ting cudng khang lai nhiéu khang nguyén va mam bénh lién quan dén chung.
Vecto vacxin tai td hop nay c6 thé ma hoa cac khang nguyén tir nhiéu vi sinh vAt, virut
gy bénh hodc khidng nguyén lién quan dén khdi u. Viéc su dung vecto vacxin c¢6 kha
nang biéu hién nhidu khang nguyén nay c6 uu diém 1a gdy cam ung hé mién dich khéng

lai hai hodc nhiéu bénh ddng thoi.

Polynucleotit khac loai ma hoa cac khang nguyén c6 thé dugc chén vao bd gen cua
vecto vacxin & vi tri khong thiét yéu bit ky hoic theo cach khéac c6 thé dugc chura trén
plasmit bang cach st dung cic phuong phap di biét trong linh vuc nay. Mot vi tri thich
hop dé chén polynucleotit nay la ving bén ngoai cua protein xuyén mang hodc bat cip
véi cac trinh tu ¢ dich 1a polynucleotit khac loai cho cac quaé trinh tiét ra. Mot vi du vé
protein xuyén mang thich hop dé chén polynucleotit vao la gen lamB cta Salmonella.
Polynucleotit khac loai bao gém, nhung khong chi gidi han ¢, polynucleotit ma hoa
khang nguyén dugc chon tir vi sinh vat hodc virut gdy bénh khong gidng véi vecto

vacxin, tirc 1a, polynucleotit khong tu nhién ma hoa polypeptit khong tu nhién.
Vi du thue hién sang ché

Cac vi du duéi day chi dé minh hoa va khong gigi han pham vi hodc yéu cau bao
h cia sang ché. Tat ca cac tai liéu tham khao duoc trich dan trong ban mo ta dugc két

hop bing c4ch vién dan toan bo.
Lam giam doc luc ching Salmonella st dung lam vecto vacxin

Thuc khuan thé Salmonella enteritidis 13A (S. enteritidis) dugc lam giam doc luc
béng cach dua vao cac dot bién mét doan khong thé hdi phuc, xac dinh & gen arod
va/hodc hird cua bo gen S. enteritidis nhu duoc md ta néu trén (c6 san véi s6 dang ky

ATCC: PTA-7871, PTA-7872 va PTA-7873). Cu thé, trinh tu gen dich trong bo gen cla
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vi khudn nay dugc thay thé bang trinh tu gen khéng kanamyxin (Km"). Qua trinh nay
dugc thuc hién bang phuong phap 3S-PCR va bién nap bing xung dién c4c san pham 3S-
PCR vao t€ bao Salmonella kha bién bing xung dién chira plasmit pKD46. Cy trai han
hop té bao thu dugc 1én dia thach LB dugc bd sung kanamyxin dé chon loc dong té bao
duong tinh chtra gen Km"®. Gen Km® dugc chén vao vung bd gen chtra cic gen quan tim
(aro4 hogc htrA) bang cach ap hai bén gen Km® bang trinh tu trong dong voi gen quan
tam. Khi thu duoc dot bién Km®, dot bién mat doan nay dugc kiém chung béng PCR va

giai trinh tuy ADN. Toan b0 cac gen Km® duoc loai bd trudce khi bt dau chen epitop.
Thiét ké vecto vacxin Salmonella ti td hop

Ba polypeptit khang nguyén tiém ning dugc chon bao gbm: Ompl8/cjaD
(cjO113), cjaA (cj0982) va ACE393 (cj0420). Cac polypeptit dugc chon la nhu sau:
¢j0113 (GVSITVEGNCDEWGTDEYNQAWMTTSYAPTS; SEQ ID NO: 10), ¢j0982¢c
(KDIVLDAEIGGVAKGKDGKEKWMTTSYAPTS; SEQ ID NO: 11), va cj0420
(KVALGVAVPKDSNITSVEDLKDKTLLLNKGTTADAWMTTSYAPTS; SEQ ID

NO: 12), tat ca cac doan chén con chira trinh tw axit amin tir 140 dén 149 cta CD154.

Chung S. enteritidis tai to hop chtra cac ban sao két hop 6n dinh cua cjO0113-
CD154 (cj0113), ¢j0420-CD154 (cj0420) hodc ¢j0982¢c-CD154 (cj0982) dugc thiét ké
bing cach st dung phuong phép cua Cox va cic dong tic gia trong tai liéu: Scarless and
site-directed mutagenesis in Salmonella enteritidis chromosome. BMC Biotechnol
2007;7:59. Cu thé, vi tri cit gioi han cta enzym I-Scel cung véi gen Km® duoc chén vao
vong 9 clia gen lamB bang cach thiét ké san pham PCR chtra vi trf cét gi61 han cta enzym
I-Scel va gen Km" dugc ap hai bén boi xdp xi 200 dén 300 cip bazo ADN & mdi ben,
tuong ddng vé6i vung trudc va ving sau ciia vong 9. Cac doan moi str dung duoc thé hién
trong bang 1. Bién nap bang xung dién san phdm PCR nay vao té bao Salmonella giam
doc luc kha bién bang xung dién chua plasmit pKD46 va cdy trai hdn hop té bao thu
dugc 1én dia thach LB duoc bd sung kanamyxin dé chon loc dong té bao duong tinh chira
gen Km". Sau khi dot bién Sce-I/Km dugc tao ra ¢ vong 9, viing nay dugc thay thé bang
trinh tw ADN epitop la duoc tdi wu bo ba ma héa (Burns DM, Beacham IR. Rare codons
in E. coli and S. typhimurium signal sequences. FEBS Lett 1985;189(2):318-24.). Phan
Ung 3S-PCR tht hai nay tao ra doan chén epitop la dugc 4p hai bén bai vung trudc va
vung sau cta vong 9, va bién nap bing xung dién san phidm PCR thu duoc vao té bao

SE13A khi bién bing xung dién chira dot bién Sce-I/Km néu trén. Plasmit pBC-I-Scel

-18-



27843

cling dugcbién nap bing xung dién vao té bao SE13A nay cung voi doan chén néu trén vi
plasmid nay tao ra enzym I-Scel, enzyme nay nhan dién va phan cit trinh tu tao ra
khoang tréng & vi tri cét giéi han cta enzym I-Scel trong vong 9 clia gen lamB tai do
trinh tu epitop la dugc chen vao bo gen SE13A. Plasmit pBC-I-Scel nay ciing mang gen
khang cloramphenicol (gen Cm®) do doan chén epitop la ma sé& thay thé cac dot bién gen
Km® phai chtta gen danh dau chon loc mai dé dbi chon loc véi dot bién I-Scel/Km trude
do. Sau khi bién nap bang xung dién, cdy trai cac té bao trén dia thach LB chira 25 pg/mL

cloramphenicol dé chon cac thé dot bién duong tinh.

Bang 1: Cac doan mdi ding trong PCR

Doan | Vung dugc Trinh tu doan moi (SEQ ID NO)

mdi khuyéch dai

lam- | Vung trude S'TGTACAAGTGGACGCCAATC 3' (SEQ ID NO: 29)

up-f | ctia vong 9

lam- | Vung trudce S’GTTATCGCCGTCTTTGATATAGCC3’ (SEQ ID NO:

up-r cta vong 9 30)

lam- | Ving saucua | > ATTTCCCGTTATGCCGCAGC3’ (SEQ ID NO: 31)
dn-f | vong9

lam- | Vung sau cia | SSGTTAAACAGAGGGCGACGAG 3'(SEQ ID NO: 32)

dn-r vong 9

Km-f | GenlI- S’GCTATATCAAAGACGGCGATAAC
Scel/Km" TAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGA
ATTTCCGGGGATCCGTCGA 3'(SEQ ID NO: 33)

Km-r | Genl- 5’GCTGCGGCATAACGGGAAA
Scel/Km" TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3' (SEQ ID NO: 34)

Kandf | Bén trong gen | SSCAAAAGCGCTCTGAAGTTCC 3' (SEQ ID NO: 35)
Km"®

Kand4r | Bén trong gen | 5’GCGTGAGGGGATCTTGAAGT 3' (SEQ ID NO: 36)
Km"

lam 3f | Vung ngoai S'GCCATCTCGCTTGGTGATAA 3' (SEQ ID NO: 37)

cua vong 9
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lam 3r

Vung ngoai

cua vong 9

S'CGCTGGTATTTTGCGGTACA 3' (SEQ ID NO: 38)

Cjol11
3f

Poan chén co
vung trudc cuia

vong 9

S’TTCATCGGTACCCCATTCATCACAGTTACCTTCA
ACGGTGATGCTAACACCGGAGGAGGAGTTATCGC
CGTCTTTGATATAGCC3’ (SEQ ID NO: 39)

Cjo11
3r

Poan chén co
vung sau cua

vong 9

5’ ATGAATGGGGTACCGATGAATATAACCAGGCGT
CCTCCTCCTGGATGACCACCTCCTATGCGCCGACC
TCCTCCTCCTCCATTTCCCGTTATGCCGCAGC3’
(SEQ ID NO: 40)

Cjo42
of

Poan chén co
vung trude cua

vong 9

S’ATCTTTACCTTTCGCAACACCACCGATTTCCGCA
TCCAGAACGATATCTTTGGAGGAGGAGTTATCGCC
GTCTTTGATATAGCC3’ (SEQ ID NO: 41)

Cj042
Or

Poan chén co
vung sau cua

vong 9

5’ GTGTTGCGAAAGGTAAAGATGGTAAAGAAAAAT
CCTCCTCCTGGATGACCACCTCCTATGCGCCGACC
TCCTCCTCCTCCATTTCCCGTTATGCCGCAGC3’
(SEQ ID NO: 42)

Cj098
2¢c-f

Poan chén co
vung trudc cua

vong 9

S’GGTTTTATCTTTCAGATCTTCAACGCTGGTGATG
TTGCTATCTTTCGGAACCGCAACACCCAGCGCAAC
TTTGGAGGAGGAGTTATCGCCGTCTTTGATATAGC
C3’ (SEQ ID NO: 43)

Cj098

2¢c-r

Doan chén co
vung sau cua

vong 9

S’AAGATCTGAAAGATAAAACCCTGCTGCTGAACA
AAGGTACCACCGCGGATGCGTCCTCCTCCTGGATG
ACCACCTCCTATGCGCCGACCTCCTCCTCCTCCATT
TCCCGTTATGCCGCAGC3’ (SEQ ID NO: 44)

Khi cén kiém chimg do chinh xac cua dot bién/doan chen, phuong phap PCR va

giai trinh tw ADN duoc thuc hién dé khéng dinh céc trinh tu chén ¢6 mit va chinh x4c.

Ba thé phan lap C. jejuni kiéu dai tir ga gio duge nudi cdy riéng dén pha sinh
trudng logarit, két hop, pha loang theo tht tu va cdy trai 1én dia nuéi cdy dé dém sb
luong vi khuin nudi ciy thong thuong nhu da duge mo ta trude (Cole et al. Effect of

aeration and storage temperature on Campylobacter concentrations in poultry semen.

Géy nhiém véi Campylobacter jejuni
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Poult Sci 2004;83:1734-8.). Cdc mau nay duoc pha loang dén ndng do Xap xi ndm trong
khoang tir 107 dén 10%cfu/mL dé gy nhiém bang dng thong duong miéng st dung méat do
quang va so sanh véi dudng chuin duge dung truéc d6. Sb cfu duoc st dung dugc xac
dinh theo kinh nghiém dugc thong bdo cho mdi thir nghiém gay mién dich (xem duéi

day).
Nghién ctru gdy mién dich 1

Trong nghién ctru gdy mién dich thtr nhat, ga gid sau khi né tring 210 ngay thu
dugce tir ngudn cung cdp tai chd dugc chia ngdu nhién vao mot trong bén nhém thir
nghiém: chi st dung nuéc mudi (nhom dbi chang am), hodc mot trong sb ba nhom dung
vecto vacxin: ¢j0113, ¢j0420 hodc ¢j0982; n=50/nhém. Mbi nhém ga thir nghiém dugce
nudi trong budng riéng quiy xung quanh bing gd thong twoi, cho &n va ubng nude. Vao
ngay no trang, toan bd ga & mdi nhoém thir nghiém duoe chung ngira bang éng thong qua
duong miéng bang 0,25mL dung dich chtra xip xi 10%cfu/mL miu thtt vecto vacxin. O
ngay 21 sau khi n¢ trimg, toan bo ga & mdi nhom thir nghiém duge gdy nhidm bing dng
thong qua dudng miéng bang 0,25mL dung dich chtra 1x 107cfu C. jejuni/mL. O ngay 3,
11, 21 (trude khi chung ngtra lap lai) va 32 sau khi né tring, gan, 14 lach va hach manh
trang ctia tir 10 dén 15 con gd & mdi nhom thir nghiém duoc 14y ra trong diéu kién vo
trung dé danh gia su xam l4n t6i cac co quan ndi tang, tao khuin lac va dd thanh thai cua
cac ching vecto vacxin Salmonella. O ngay 21 va 32 sau khi nod trimg, phan hoi trang
cling dugc ldy ra va xir ly dé phan tich qRT-PCR va ¢ ngay 32 mot mau hdi trang riéng
biét duge iy ra va pha lodng v6i nudc mubi theo ty 18 1:5 dé dinh luong globulin mién
dich A tiét ra (sIgA). Ngoai ra, thu 14y mAu méu tir 10 con ga & méi nhom thir nghiém va

st dung huyét thanh dé danh gia dap ung khéng thé & ngay 21 va 32 sau khi ching ngtra.
Nghién ctru gdy mién dich 2

Trong nghién ciru gy mién dich thr 2, ga gid sau khi né trang 110 ngay thu duoc
tir ngudn cung cap tai chd duoc chia ngiu nhién vao mot trong hai nhom thi nghiém: chi
st dung nuéc mudi (nhém ddi ching chi st dung chit din thudc) hodc vacxin
Salmonella cj0113 thir nghiém, (n=55/nh6m). Mdi nhém ga thir nghiém duge nudi trong
budng riéng quiy xung quanh bang g thong tuoi, cho an va uéng nude. Vao ngay nd
trimg, toan by ga & mdi nhom thir nghiém dugc ching nglra bang éng thong qua duong

miéng bing 0,25mL dung dich chtra xap xi 10°cfu/mL méu thir vecto vacxin. O ngay 21
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sau khi no tring, toan by ga & mdi nhém thir nghiém dugc gy nhiém bang 6ng thong
qua dudng miéng bang 0,25ml dung dich chira 1x10’cfu C. jejuni/mL. O ngay 3, 11, 21
(trude khi chung ngira 13p lai) va 32 sau khi ng trimg, gan, 14 lach va hach manh trang
cta tir 10-15 ga & mdi nhém thir nghiém duoc 14y ra trong diéu kién vo tring dé danh gia
su xam l4n tGi cac co quan ndi tang, tao khuén lac va do thanh thai cta cac ching vecto
vacxin Salmonella. Va, & ngay 21 va 32 sau khi né tring phan hdi trang ciing dugc liy ra
va xir ly dé phan tich qRT-PCR. Ngoai ra, thu ldy mau méu tir 10 con ga & mdi nhém thix
nghiém va st dung huyét thanh dé dénh gia dap ung khang thé & ngay 21 va 32 sau khi

no tring.
Nghién ctru gdy mién dich 3

Nghién ctru thr nghiém nay 1a twong tu nhu thtr nghiém giy mién dich thu 2
(dugec md tA néu trén) ngoai trir b sung thém nhoém tht thtt ba duoc sir dung vecto
vacxin S. enteriditis 13A aroA/htr4 khong chira epitop Campylobacter (SE13A) lam mau
d6i chung dé ching ngira theo dudng miéng chinh vecto nay. T4t ca cac miu thu thap 1a
tuong tu nhu ¢ nghién cru gy mién dich thtr 2 ngoai trir & ngay 32 sau khi né tring
phan hdi trang khéc duge st dung dé thu 14y 16p niém mac dé dinh lugng slgA tuong tu

nhu thtr nghiém 1.
Danh gid dép Gng khing thé Campylobacter

Huyét thanh thu dugc tir cac con ga & ca hai nghién ctru mién dich duoc st dung
trong phan tich ELISA dé danh gia dap rng khang thé tuong ddi. Cu thé, mbi giéng cta
dia 96 giéng duoc phu bang C. jejuni. Su dinh bam khang nguyén dugc dé dién ra qua
dém ¢ nhiét d6 4°C, sau do rira cac dia va tic ché bang Superblock (Pierce) trong thoi 1
gi0 ¢ nhi¢t d§ trong phong. Sau do, i cac dia trong 2 gid voi dung dich huyét thanh pha
loang theo ty 1& 1:50 néu trén. Rira lai cac dia, tiép theo 1 voi khang thé thir cip khang
IgG & ga dugc déanh déu Peroxidaza (Jackson Immunolaboratories) thém 1 gio. Sau khi
rira lai, cac dia ndy dugc khai trién bang cach sur dung kit co chat peroxidaza (BD
OptEIA, Fisher Scienfic) va do do hép thu bing thiét bi do quang phd & budc song
450nm. Mdi dia chtra mau d6i chimg dwong va mau dbi chirng 4m tuong ung 1a mau mau
thu dugc tir ga duoc chung nglra va huyét thanh ga duoc gy mién dich so bo thay cho
huyét thanh tir cdc nhém thir nghiém. Do hdp thu thu dugc déi véi cde miu déi chimg

duong, mau doi chimg 4m va mau thtr nghiém duoc st dung dé x4c dinh ty 1& gitta mau
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thtr nghiém so véi mau ddi chung duong (ty 1& S/P) theo phuong trinh sau: (d6 hip thu
trung binh clia mau thir nghiém — d6 hép thu trung binh ciia miu déi ching 4m) / (4o hip
thu trung binh ctia mau d6i chimg duong — d6 hép thu trung binh ctia mau déi chimg am)
(Brown et al. Detection of antibodies to Mycoplasma gallisepticum in egg yolk versus
serum samples. J Clin Microbiol 1991;29(12):2901-3 and Davies et al. Evaluation of the
use of pooled serum, pooled muscle tissue fluid (meat juice) and pooled faeces for
monitoring pig herds for Salmonella. J Appl Microbiol 2003;95(5):1016-25.). Phuong
phép ELISA duoc sir dung dé phat hién sIgA la tuong tu nhu phuong phap duoc mo ta
trén day dé phat hién globulin huyét thanh mién dich ngoai trir viéc st dung khang thé
cta dé khang IgA & ga duoc lién hop véi peroxidaza cta cy cai ngua (GenTex) thay cho

khang thé lién hop khang IgG & ga.
Phan 1ap ADN va PCR dinh lugng déi v6i C. jejuni

Quy trinh phan 1ap ADN téng sb tir cac mAu hdi trang dat dugc bang cach sir dung
Kit QIAmp DNA Stool Mini (Qiagen). Quy trinh ctia nha san xuit duoc bién ddi doi chut
theo céch thirc sau: phan hdi trang dugc lay ra dé chta ca 16p niém mac va pha loang véi
PBS dugc lam lanh bang nudc d4 theo ty 18 1:5 (khéi luong/thé tich) + 0,05% Tween 20:
ImL hdn dich dic nay duogc bd sung vao ImL dung dich dém ASL trong 6ng ly tdm nho
dung tich 2,0mL, lic xody va gia nhiét dén nhiét do 70°C trong 5 phut. Sau do, tuan thi
huéng dan ctia nha san xuét dén bude cubdi cung khi ADN duoc rira giai vao thé tich cudi
la 50uL.

Tién hanh dinh lugng C. jejuni bang cach sir dung phuong phap duoc cong bb
trude do dugc bién ddi doi chut (Skanseng et al. Comparison of chicken gut colonisation
by the pathogens Campylobacter jejuni and Clostridium perfringens by real-time
quantitative PCR. Mol Cell Probes 2006;20(5):269-7)9. Phuong phap dinh luong nay
duoge toi wu hoa dé su dung trén master mix MX3005P (Agilent Technology) va Brilliant
IT QPCR (Agilent Technology) va toan bo cac thanh phan con lai ctia hdn hop, doan mdi,

mau do va diéu kién chu trinh la twong tu nhu phuong phép da cong bé.

Duong chuan (Fig.1) duoc xdy dung bang céach st dung dich nudi cdy C. jejuni
chuén dugc pha loang lién tiép 10 l4n va bd sung vao luong hoi trang khong doi; tién

hanh phén 1ap ADN tong sé nhu dugc mé ta néu trén.

Phén tich théng ké
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Phén tich dit liéu nghién ctru bang thuat toan kiém dinh “Student’s two-tailed t-
test” gia dinh phuong sai khong ddng nhét dé so sanh sy khac biét gilta cdc nhoém thir
nghiém va déi chimg bang phin mém théng ké IMP™. Tri s P<0,05 duoc xem la co su

khac biét dang ké.

Két qua

D9 twong quan gitra phuong phap dinh luong C. jejuni bang k§ thuat dém vi sinh
vat quy udc so v6i phuong phap qPCR la rit cao (Fig.1), v6i mirc do tuong quan gitta hai
phuong phap nay la 16n hon 99%. Trong thir nghiém 1, 3 ngay sau khi ching ngira, quan
sat théy murc d6 tao khuan lac & hach manh trang cta 3 vecto vacxin thir nghiém la rit
cao; cling nhu kha nang xam lin t6i cac co quan ndi tang cla vecto vacxin biéu hién
cj0113 tai cung thoi diém cling rét cao (bang 2). Tuy nhién, 11 ngay sau khi chiing ngira,
luong khuan lac cta ca ba vecto vacxin thi nghiém da gidm va 21 ngay sau khi chung
ngira, cac vecto vacxin nay da hoan toan bién mét khoi hach manh trang cling nhu céac co
quan ndi tang (bang 2). Két qua cta nghién ctu thir nghiém 2 cling twong tu nhu két qua
clia nghién ctru thtr nghiém 1 néu trén, st dung vecto vacxin biéu hién ¢j0113 lam ddi

tuong thir nghiém, dir li€u nghién ciru duoc thé hién trong bang 2.
Bang 2.
Ty I¢ phén tram tao khuén lac, kha nang xam l4n va do thanh thai gan, 14 lach hodc

hach manh trang boi Salmonella sau khi ching ngira bing mot trong ba vecto vacxin

Salmonella thir nghiém hodc nudc mubi bang éng théng qua duong miéng.

Gan/L4 lach Hach manh trang
Ngay | Ngay | Ngay | Ngay | Ngay | Ngay | Ngay | Ngay32
3 11 21 32 3 11 21

Tht nghiém 1

Nuée mudi 0 0 0 0 0 0 0 0
cj0420 0 0 0 0 60 0 0 0
Cj0113 0 0 0 0 100 40 0 0
¢j0982 50 0 0 0 70 20 0 0
Thtr nghi¢m 2

Nude mudi 0 0 0 0 0 0 0 0
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cj0113 0 20 0 0 50 40 0 0

Trong céc thir nghiém 1 va 2, ty 1€ tdc dong cua vecto vacxin Salmonella tai tb
hop giam doc luc duge the hién dudi dang ty 1¢ phan trim cua gan, 14 lach, hodc hach
manh trang biéu hién duong tinh tir 10 con ga. Vao ngay n¢ trimg, chiing ngira cho ga
bing dng thong qua duong miéng biang dung dich chira xap xi 10° c¢fu miu thir vecto
vacxin. O ngay 3, 11, 21 va 32 sau khi n& tring, 10 con ga & mdi nhom thir nghiém duoc
gy chét va thu 14y gan, 14 lach, va hach manh trang dé xac dinh biéu hién dwong tinh/am
tinh (+/-) clia vecto vacxin Salmonella tai to hop giam doc luc. Gan va 14 lach cua ting

ga dugc két hop va danh gia dudi dang mot mau thir.

Ga dugc gy nhiém C. jejuni & ngay 21 sau khi chung ngira. Cdc mau niém mac
héi trang dugc thu nhén & ngay 21 va 32 sau khi chung ngtra (ngay 0 va 11 sau khi gay
nhiém), va st dung dé diéu ché mau ADN va dinh lugng ham lugng C. jejuni trong rudt
ga nhu dugc mo ta néu trén. Viée chiing ngira bing céc vecto vacxin ¢j0420 va cj0982 da
lam giam luong C. jejuni c6 trong cdc mau hoi trang & mirc Xap xi tvong Ung la 1 log va
2 log (P<0,05) . Bang cach s dung vecto vacxin ¢j0113 da lam giam ro rét lugng C.

Jejuni & hdi trang & mite 4,8 log (P<0,05) so véi mAu ga déi chimg (Fig.2).

Trong thtt nghiém 2, tién hanh lap lai nghién ciru gdy mién dich so bd chi bing
vecto vacxin biéu hién ¢j0113. Trong nghién ctru nay, cac dir liéu qPCR cho thdy viée
chiing ngtra bing vecto vacxin SE biéu hién ¢j0113 da lam giam luong C. jejuni & mirc
xép xi 5 log & nhiing con ga thir nghi¢m khi so sanh véi ga chi st dung nuéc mudi (bang
3). Ngoai ra, trong thir nghiém 3, viéc chiing ngira bang vecto vacxin cj0113 da lam giam
lugng C. jejuni & muc xap xi 4 log, dén dudi cic mic c6 thé phat hién dugc & ga thi
nghiém khi so v6i ga chi str dung nuéc mudi hodc chung Salmonella gbc khong chira dot

bién chén epitop (Fig.3).
Bang 3.

Két qua dinh lugng Campylobacter jejuni bang qPCR & ga sau 11 ngay khi gdy
nhiém Campylobacter trong thir nghiém 2 (n=10).

Ham lugng C. jejuni trung binh SD* | SE°
Logo cfu/g hoi trang

Nuéc mubi 5,00 0,98 | 0,44
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cj0113 0,00 0,00 | 0,00

Trong thtr nghiém 2, ham lwgng Campylobacter jejuni dugc dinh luong & ga chi
str dung nudc mudi hodc vecto vacxin Salmonella, ¢j0113 & ndng do 10%cfu/con ga bang
qPCR sau 11 ngay gy nhiém béng C. jejuni & lidu xp xi 10’cfu/mL. Tién hanh qPCR
trén ADN téng sb chiét duoc bang phuong phap thong thuong tir cac 16p niém mac hdi
trang. Két qua dinh lwgng duoc thé hién dudi dang tri s6 trung binh log10 cfu/g hdi trang

v6i do 1éch chuén (SD®) va sai s chudn (SE®) (n=10).

Cac mau huyét thanh thu dugc trong mdi thir nghiém & ngay 21 va 32 sau khi
ching ngtra duoc sir dung dé dinh lugng khang thé IgG khang dac hiéu C. jejuni. Trong
thtr nghiém 1, ca ba vecto vacxin (¢j0420, cj0113, ¢j0982) da lam ting dang ké ndng do
khang thé IgG & c4 hai thoi diém nay khi so sénh véi nhém chi sit dung nude mudi
(Fig.4). Trong thwr nghiém 1, nhom dugc ching ngira bang ¢j0113 thé hién do chuan
khang thé cao hon dang ké khi so vé6i vecto vacxin biéu hién ¢j0420 va cj0982 (Fig.4).
Thur nghi¢m ELISA ciing dugc sir dung dé xac dinh ndng do khang thé sIgA & niém mac
dic higu dbi voi Campylobacter. Dit ligu nay cho thdy vecto vacxin biéu hién ¢j0113 lam
ting déng ké ndng do khang thé sIgA khi so véi nhom chi st dung nuéc mudi va 2 nhém
dugc ching ngira bang vecto vacxin biéu hién ¢j0420 hoac ¢j0982 (Fig.5). Két qua cua
nghién clru thr hai va thir ba, chi st dung vecto vacxin biéu hién ¢j0113 cling tuong tu
nhu két qua cua thir nghiém 1, trong d6 ga dugc ching ngira bing céc vecto vacxin nay
c¢6 ndng do khang thé IgG va sIgA dac hi€u khang nguyén khang C. jejuni cao hon dang
ké so vai ga chi sir dung nudc mubi (dir lidu cta thir nghiém 3 dugc thé hién trén Fig.6).
Ngoai ra, trong thit nghiém thir ba, ndng do cac khang thé & nhém duoc ching ngtra bang

chung (SE13) ty nhién la twong ty nhu nhém ddi chung chi sir dung nudc mudi (Fig.6).

Nghién ctru gdy mién dich bang vecto vacxin Bacillus

Qua trinh sén sinh protein khac loai dé biéu hién trén té bao thuc vat

Plasmit pHT10 tr MoBioTec/Boca Scientific, Boca Raton, FL (Nguyen et al.,
2007) dugc dot bién & vi tri tach dong da diém ct bing céch chén trinh tw duoc t6i wu bé
ba ma hoéa cua Bacillus subtilis ma hoa ¢j0113 va HMGB1 (SEQ ID NO: 4 va 20, tuong

tmg). Thuc hién giai trinh tw ADN dé kiém chtng trinh tu chinh xac da dugc chén. Sau
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do, plasmit méi dugce cai bién nay dugc bién nap vao Bacillus. Cu thé, chung Bacillus
dugc sinh truéng qua dém & nhiét 4o 37°C trén moi truong HS (mdi trudng Spizizen co
bd sung 0,5% glucoza, S0ug/mL DL-tryptophan, 50ug/mL uraxil, 0,02% san phdm thay
phan casein, 0,1% chiét xuat nim men, 8pg/mL arginin, 0,4pg/mL histidin, 1mM
MgS0,). U 20ml méi trudong LS (méi trudng Spizizen ¢ bd sung 0,5% glucoza, Spg/mL
DL-tryptophan, Sug/mL uraxil, 0,01% san pham thuy phan casein, 0,1% chiét xudt nAim
men, ImM MgSO, 2,5mM MgCl,, 0,5mM CaCl,) véi 1mL dich nu6i céy qua dém & trén
va U két hop lic trong 3-4 gitr & nhiét d6 30 °C. Hat 1mL dich méi truong nudi ciy LS
nay, bd sung 10uL, EGTA 0,1M va 0 & nhiét do trong phong trong 5 phut. B6 sung 1-2pg
ADN plasmit, ldc trong 2 gi&r & nhiét d6 37°C, va cdy trai 1én céc dia LB chira khang sinh
chon loc. Ching Bacillus spp. dugc bién nap nay s& san sinh trinh tu epitop khac loai cé
ngudn gbc tir Campylobacter (cj0113) va HMGB1 khi duoc gdy cam Ung bang 1mM
IPTG.

Nghién ciru gdy mién dich

Trong thir nghiém gdy mién dich nay, ga gié sau 100 ngay nd trimg thu dugc tir
ngudn cung cip tai chd va chia ngau nhién thanh mot trong bdn nhom thir nghiém: chi st
dung nudc mubi, chi st dung vecto Bacillus (BSBB) hoic 10° hoac 10% vecto vacxin
Bacillus biéu hién ¢j0113, (n=25/nhém). Mdi nhom ga thr nghiém duogc nuoi trong
budng riéng quiy xung quanh bing gd thong tuoi, cho an va ubng nude. Vao ngay nd
trimg, toan bd ga & mdi nhém thir nghiém duge chung ngira bang éng thong qua duong
miéng bang 0,25mL dung dich chua xap xi 10°cfu/mL chung vecto tu nhién hodc vecto
Bacillus biéu hién cj0113. O ngay thir 10, ga tiép tuc dugc chung ngua tuong ty nhu &
ngay né trang. O ngay 21 sau khi ng tring, toan bd ga & mdi nhom thir nghiém duoc giy
nhiém bang éng thong qua dudng miéng bing 0,25ml dung dich chta 1x107cfu C.
Jjejuni/mL nhu dugc mb ta néu trén. O ngay 3, 11, 21 (trude khi chung ngura 1ap lai) va 32
sau khi n¢ trimg, gan, 1a lach va hach manh trang cta tir 10-15 ga & mdi nhom thir
nghiém dugc ldy ra trong diéu kién vo tring dé danh gia su xam l4n toi cac co quan noi
tang, tao khuén lac va do thanh thai clia cdc chiing vecto vacxin nay. Ngoai ra, & ngay 21
va 36 sau khi né trimg, phan hdi trang cling dugc lay ra va xir ly dé phan tich qRT-PCR.
Ngoai ra, thu mau méu tir 15 con ga & mdi nhém thir nghiém va sir dung huyét thanh cta

chung dé danh gia dap ung khang thé & ngay 21 va 36 sau khi né tring.

Két qua

-27-



27843

Cac mau huyét thanh thu duogc & ngay 36 sau khi ching ngira dugc st dung dé
dinh luong ndéng do khang thé IgG diac hiéu C. jejuni. Viéc chung ngira bang vecto
vacxin Bacillus biéu hién polypeptit ¢j0113 da lam ting ddng ké ndng do khang thé IgG
khi so v6i nhom chi st dung nude mudi hodc vecto tréng (Fig.7). Phuong phap ELISA
cling dugc str dung dé dinh lugng néng do khang thé sIgA & niém mac hdi trang dac hiéu
voi Campylobacter & ngay 36 sau khi chung ngura. Dit liéu phéan tich ELISA cho thay
vecto vacxin biéu hién ¢j0113 lam tang déng ké nong do khang thé sIgA khi so v&i vecto

tréng (Fig.8).

Ga dugc gy nhiém C. jejuni vao ngdy 24 sau khi chiing ngira. Cac mau niém mac
héi trang dugc thu nhan & ngay 24 va 36 sau khi ching ngtra (ngay 0 va 11 sau khi giy
nhiém), va duogc st dung dé diéu ché miu ADN va dinh Iugng ham luong C. jejuni trong
rudt ga nhu dugc mo ta néu trén. Viéc ching ngira bang vecto vacxin Bacillus biéu hién
¢j0113 da lam giam lugng C. jejuni ¢6 trong cdc mau hdi trang & mirc Xap xi 3 log
(P<0,05) (Fig.9).

Nghién ctru gdy mién dich & ga tay

Do vecto vacxin Salmonella biéu hién ¢j0113 c6 hiéu qua lam giam su phuc hoi
Campylobacter sau khi gdy nhi€ém & ga, nén gia thuyét ring vecto vacxin nay cling co
hiéu quéa & ga tay. Do do, dé tiép tuc danh gia h¢ vecto chira epitop nay, thir nghiém sau
duoc thuc hién dé danh gia do hi¢u qué cla vecto vacxin khang lai sir gdy nhiém C. coli
nay o ga tay.

Vecto vacxin ASE-cj0113 duoc thiét ké cdu tric nhu mé ta néu trén. Thuc khuan
thé Salmonella enteritidis 13A (SE13A) duoc st dung lam ching khung cho vecto
vacxin ndy. Thuc khuin thé phan lap dugc nay dugce lam giam doc luc hai 1an bang cach
gy dot bién mat doan khong hdi phuc & cac gen aroA va/hodc htrA nhu dugc md ta néu
trén. Sau do, cac ching tai té hop chtra cac dot bién mét doan nay tiép tuc duoc cai bién
dé két hop doan chén ¢j0113 va phan ti kich thich mién dich CD-154 (ASE-cj0113). Céc

trinh tyr nay duoc két hop vao vecto nhu mo ta néu trén.

Trong thr nghiém nay, 70 con ga tay thu duoc tir ngudn cung cdp tai chd duoc
chia ngiu nhién vao mot trong hai nhom thtr nghiém cé danh diu. 30 con ga tdy duogc

chiing ngtra bang éng thong qua dudng miéng bang IOSCquSE-CjOI 13/con ga tay va céac

-28-



27843

con ga tdy con lai dugce ching ngira bang nudec mudi. Vao ngay 21, ga tay dugc gdy
nhiém bing 1,5x10%cfu C. coli /con ga tay bang éng thong qua dudng miéng. Gan, 14 lach
va hach manh trang dugc ldy ra trong diéu kién vo trung & ngay 3 (N=10), ngay 21
(N=10) va ngay 35 (N=10) dé phat hién su phuc hdi clia vecto vacxin nay bang cach lam
gidu trén canh trudng tetrathionat va ciy trai 1én thach Brilliant Green. O ngay 21 va 35,
cdc mau thirc an (N=10) va md (N=5) duoc thu nhan dé tiép tuc phén tich. Phan tich mau
thirc an tir hoi trang cua g da dugc ching ngira bang cach si dung phuong phap qPCR
dé dinh luong ham lugng C. coli. Cac mau mo tr viing twong tu duoc thu nhin va st
dung dé tach ARN tong sd. bap mg vacxin interferon-gama va twong tuw TNF-alpha da

dugc danh gia.

Két qua

Tuong tu nhu két qua thir nghiém trén ga, ga tay da thé hién dép ung mién dich
dang ké sau khi chung ngira bang vecto vacxin Salmonella bidu hién ¢j0113. Sau khi gay
nhiém, c6 sy giam lugng Campylobacter coli & hdi trang & mitc khoang 5 log so véi miu
d6i chimg chi st dung vecto Salmonella ty nhién (Fig.10). Viéc chung ngira bing vecto

vacxin Salmonella biéu hién cj0113 ¢ ga tay co6 hiéu qua tuong ty nhu & ga.
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YEU CAU BAO HO
1. Vecto vacxin chira trinh tu polynucleotit thtr nhét, trinh tu polynucleotit thir nhét nay

ma hoéa polypeptit khidng nguyén bao gdém trinh tw SEQ ID NO: 7, trong d6 trinh tu

polynucleotit thir nhét khong lién hop tu nhién vdi vecto nay.

2. Vecto vacxin theo diém 1, trong d6 vecto nay con chtra trinh tu polynucleotit thir hai

ma hoa polypeptit kich thich mién dich khong lién hop tu nhién véi vecto nay.

3. Vecto vacxin theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 2, trong do6 vecto nay la vi
khuan.

4. Vecto vacxin theo diém 3, trong do vi khuin nay thudc chi dugc chon tir Salmonella,

Escherichia, Bacillus hodc Lactobacillus.

5. Vecto vacxin theo diém 3, trong d6 trinh tu polynucleotit thir nhit va trinh tu

polynucleotit thtr hai dugc két hgp vao bo gen cia vi khuén.

6. Vecto vacxin theo diém bt ky trong s& cac diém tir 2 dén 5, trong do vecto nay chira
nhiéu hon mot ban sao cta trinh tu polynucleotit thir nhit, nhidu hon mot ban sao cua
trinh tu polynucleotit thir hai hodc nhiéu hon mdt ban sao cla trinh tu polynucleotit thir

nhét va trinh ty polynucleotit thtt hai.

7. Vecto vacxin theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 2 dén 6, trong d6 trinh tu

polynucleotit thir nhét duoc lién két trong khung vdéi trinh ty polynucleotit thir hai.
8. Vecto vacxin theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 2 dén 7, trong do polypeptit khang
nguyén va polypeptit kich thich mién dich duoc biéu hién trén bé mit cua vecto nay.

9. Vecto vacxin theo diém 8, trong do trinh tu polynucleotit thir nhit va trinh tu
polynucleotit thir hai dugc chén vao trong trinh tu polynucleotit thir ba ma hoa phan bén

ngoai cua protein xuyén mang.

10. Vecto vacxin theo diém bét ky trong sb cac diém tir 2 dén 9, trong do polypeptit kich

thich mién dich 1a polypeptit CD154 hoic polypeptit HMGBI.

11. Vecto vacxin theo diém 10, trong d6 polypeptit CD154 ¢6 kha ning lién két CD40,
polypeptit CD154 nay c¢ it hon 50 axit amin va chira cdc axit amin tir 140 dén 149 cua

trinh ty SEQ ID NO: 13 hoic thé tuong ddng cua no.
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12. Vecto vacxin theo diém 11, trong do polypeptit CD154 bao gdm polypeptit duogc
chon tir cac trinh ty SEQ ID NO: 15 dén SEQ ID NO: 19.

13. Vecto vacxin theo diém 10, trong do6 polypeptit HMGB1 bao gdm polypeptit dugc
chon tir it nhat mdt trong s cac trinh tu tir SEQ ID NO: 20 dén SEQ ID NO: 28 hoic
doan peptit ctia it nhit mot trong sd cac trinh tyr tir SEQ ID NO: 20 dén SEQ ID NO: 28.

14. Vecto vacxin theo diém bit ky trong sb cac diém tir 2 dén 13, trong do trinh tu
polypeptit khdng nguyén la SEQ ID NO: 7 va polypeptit kich thich mién dich duoc chon
tir mot trong s6 cdc trinh tu tir SEQ ID NO: 13 dén SEQ ID NO: 28 hoic trong d6 trinh tu
polypeptit khang nguyén va trinh tu polypeptit kich thich mién dich 1a SEQ ID NO:10.

15. Vecto vacxin theo diém bét ky trong sd cac diém tr 1 dén 14, vecto nay con chira
trinh tu polynucleotit thir ba ma hoa polypeptit khang nguyén tht hai.

16. Dugc pham chira vecto vacxin theo diém bt ky trong s6 cac diém tr 1 dén 15 va chét

mang dugc dung.
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DANH MUC TRINH TU
<110> THE BOARD OF TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF ARKANSAS
<120> VECTO VACXIN PE LAM GIAM NHIEM KHUAN CAMPYLOBACTER VA DUQC PHAM
CHUA VECTO NAY
<130> 5658-00102
<150> US 61/353,039
<151> 2010-06-09
<1l60> 44
<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 165
<212> PRT

<213> Campylobacter jejuni cjaD
<400> 1
Met Lys Lys Ile Leu Phe Thr Ser Ile Ala Ala Leu Ala Val Vval Ile
1 5 10 15
Ser Gly Cys Ser Thr Lys Ser Thr Ser Val Ser Gly Asp Ser Ser Val
20 25 30
Asp Ser Asn Arg Gly Ser Gly Gly Ser Asp Gly Trp Asp Ile Asp Ser
35 40 45
Lys Ile Ser Gln Leu Asn Asp Thr Leu Asn Lys Val Tyr Phe Asp Phe
50 55 60
Asp Lys Phe Asn Ile Arg Pro Asp Met Gln Asn Val Val Ser Thr Asn
65 70 75 80
Ala Asn Ile Phe Asn Thr Glu Val Ser Gly Val Ser Ile Thr Val Glu
85 90 95
Gly Asn Cys Asp Glu Trp Gly Thr Asp Glu Tyr Asn Gln Ala Leu Gly
100 105 110
Leu Lys Arg Ala Lys Ala Val Lys Glu Ala Leu Ile Ala Lys Gly Val
115 120 125
Asn Ala Asp Arg Ile Ala Val Lys Ser Tyr Gly Glu Thr Asn Pro Val
130 135 140
Cys Thr Glu Lys Thr Lys Ala Cys Asp Ala Gln Asn Arg Arg Ala Glu

145 150 155 160
Phe Lys Leu Ser Arg
165
<210> 2
<211> 279
<212> PRT

<213> Campylobacter jejuni cjalA
<400> 2
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Met Lys Lys Ile Leu Leu Ser Val Leu Thr Ala Phe Val Ala Val Val

Leu Ala Ala Cys Gly Gly Asn Ser Asp Ser Lys Thr Leu Asn Ser Leu
20 25 30
Asp Lys Ile Lys Gln Asn Gly Val Val Arg Ile Gly Val Phe Gly Asp
35 40 45
Lys Pro Pro Phe Gly Tyr Val Asp Glu Lys Gly Asn Asn Gln Gly Tyr
50 55 60
Asp Ile Ala Leu Ala Lys Arg Ile Ala Lys Glu Leu Phe Gly Asp Glu
65 70 75 80
Asn Lys Val Gln Phe Val Leu Val Glu Ala Ala Asn Arg Val Glu Phe
85 90 95
Leu Lys Ser Asn Lys Val Asp Ile Ile Leu Ala Asn Phe Thr Gln Thr
100 105 110
Pro Gln Arg Ala Glu Gln Val Asp Phe Cys Ser Pro Tyr Met Lys Val
115 120 125
Ala Leu Gly Val Ala Val Pro Lys Asp Ser Asn Ile Thr Ser Val Glu
130 135 140
Asp Leu Lys Asp Lys Thr Leu Leu Leu Asn Lys Gly Thr Thr Ala Asp
145 150 155 160
Ala Tyr Phe Thr Gln Asn Tyr Pro Asn Ile Lys Thr Leu Lys Tyr Asp
165 170 175
Gln Asn Thr Glu Thr Phe Ala Ala Leu Met Asp Lys Arg Gly Asp Ala
180 185 190
Leu Ser His Asp Asn Thr Leu Leu Phe Ala Trp Val Lys Asp His Pro
195 200 205
Asp Phe Lys Met Gly Ile Lys Glu Leu Gly Asn Lys Asp Val Ile Ala
210 215 220
Pro Ala Val Lys Lys Gly Asp Lys Glu Leu Lys Glu Phe Ile Asp Asn

225 230 235 240
Leu Ile Ile Lys Leu Gly Gln Glu Gln Phe Phe His Lys Ala Tyr Asp
245 250 255
Glu Thr Leu Lys Ala His Phe Gly Asp Asp Val Lys Ala Asp Asp Val
260 265 270
Val Ile Glu Gly Gly Lys Ile
275
<210> 3
<211> 190
<212> PRT

<213> Campylobacter jejuni ACE 393
<400> 3
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Met

Thr

Val

Phe

Phe

65

Asn

Lys

Asp

Ser

Lys

145

Arg

Asp

Lys

Gly

Gly

Lys

50

Lys

Gln

Lys

Asn

Lys

130

Asp

Ser

Asp

<210>
<211>

<212>

<213>
<400>

tcctectecg gtgttagcecat caccgttgaa ggtaactgtg atgaatgggg taccgatgaa

tataaccagg cgtcctccte ctggatgacc acctcctatg cgccgacctce ctectectec

Lys

Leu

Phe

35

Asp

Lys

Thr

Tyr

Glu

115

Asp

Gly

Asp

Ile

4
120

ADN

Val

Phe

20

Lys

Tyr

Leu

Arg

Pro

100

Lys

Ile

Lys

Phe

Asn

180

Leu

Ala

Ile

Ser

Asp

Asp

85

Asp

Gly

Val

Glu

Lys

165

Leu

Leu

Lys

Lys

Ala

Val

70

Asn

Met

Lys

Leu

Lys

150

Phe

Asn

Ser

Glu

His

Val

55

Thr

His

Thr

Met

Asp

135

Ile

Ala

Ile

Campylobacter jejuni

4

Ser

Tyr

Leu

40

Ile

Ile

Leu

Phe

Thr

120

Ala

Gly

Thr

Glu

cjaDb

Campylobacter jejuni cjaA

<210> 5
<211> 162
<212> ADN
<213>
<400> 5

tcctecteca aagttgcget gggtgttgeg gttccgaaag atagcaacat caccagcgtt

gaagatctga

tcctggatga
<210>
<211>

6
120

27843

Leu

Thr

25

Gln

Asp

Lys

Gln

Thr

105

Gly

Glu

Phe

Ser

Val
185

Val

10

Leu

Ile

Phe

Ile

Gln

90

Met

Thr

Ile

Ser

Thr

170
Glu

Ala

Asp

Ser

Asp

Ala

75

Asp

Lys

Leu

Gly

Leu

155

Ser

Ala

Val

Lys

Asn

Pro

60

Ser

Asp

Lys

Thr

Gly

140

Asn

Thr

Asn

ccacctccta tgcgccgacc tcctcectecect cc

Ser

Ala

Val

45

Ala

Val

Phe

Tyr

Ile

125

Val

Gly

Ile

Glu

Leu

His

30

Lys

Ser

Asn

Phe

Glu

110

Ala

Ala

Lys

Thr

Lys
190

Leu

15

Thr

Gly

Ala

Thr

Lys

95
Lys

Lys

Ile

Leu

175

Ser

Asp

Asn

Glu

Glu

80

Ala

Ile

Val

Gly

Lys

160

Ser

aagataaaac cctgctgctg aacaaaggta ccaccgcgga tgcgtcctce

60
120

60
120
162



27843

<212> ADN

<213> Campylobacter jejuni ACE 393

<400> o

tcctectecca aagatatcegt tctggatgcg gaaatcggtg gtgttgcgaa aggtaaagat
ggtaaagaaa aatcctcctc ctggatgacc acctcctatg cgccgacctc ctcecctcectec
<210> 7

<211> 21

<212> PRT

<213> Campylobacter jejuni Cj0113

<400> 7

Gly Val Ser Ile Thr Val Glu Gly Asn Cys Asp Glu Trp Gly Thr Asp

1 5 10 15
Glu Tyr Asn Gln Ala
20
<210> 8
<211> 21
<212> PRT

<213> Campylobacter jejuni Cj0982
<400> 8
Lys Asp Ile Val Leu Asp Ala Glu Ile Gly Gly Val Ala Lys Gly Lys

1 5 10 15
Asp Gly Lys Glu Lys
20
<210> 9
<211> 35
<212> PRT

<213> Campylobacter jejuni Cj0420

<400> 9

Lys Val Ala Leu Gly Val Ala Val Pro Lys Asp Ser Asn Ile Thr Ser

1 5 10 15

Val Glu Asp Leu Lys Asp Lys Thr Leu Leu Leu Asn Lys Gly Thr Thr
20 25 30

Ala Asp Ala

35
<210> 10
<211> 31
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Peptit tdng hop: Cj0113-CD154
<400> 10

-45-
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120



27843

Gly Val Ser Ile Thr Val Glu Gly Asn Cys Asp Glu Trp Gly Thr Asp

1 5 10 15

Glu Tyr Asn Gln Ala Trp Met Thr Thr Ser Tyr Ala Pro Thr Ser
20 25 30

<210> 11

<211> 31

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Peptit tdng hop: Cj0982-CD154

<400> 11

Lys Asp Ile Val Leu Asp Ala Glu Ile Gly Gly Val Ala Lys Gly Lys

1 5 10 15

Asp Gly Lys Glu Lys Trp Met Thr Thr Ser Tyr Ala Pro Thr Ser
20 25 30

<210> 12

<211> 45

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Peptit tdng hop: Cj0420-CD154

<400> 12

Lys Val Ala Leu Gly Val Ala Val Pro Lys Asp Ser Asn Ile Thr Ser
1 5 10 15

Val Glu Asp Leu Lys Asp Lys Thr Leu Leu Leu Asn Lys Gly Thr Thr

20 25 30
Ala Asp Ala Trp Met Thr Thr Ser Tyr Ala Pro Thr Ser
35 40 45
<210> 13
<211> 272
<212> PRT

<213> Gallus gallus

<220>

<221> dac tinh hén hop

<223> CD154 ga

<400> 13

Met Asn Glu Ala Tyr Ser Pro Ala Ala Pro Arg Pro Met Gly Ser Thr

1 5 10 15

Ser Pro Ser Thr Met Lys Met Phe Met Cys Phe Leu Ser Val Phe Met
20 25 30

Val Val Gln Thr Ile Gly Thr Val Leu Phe Cys Leu Tyr Leu His Met

-46-



27843

35 40 45
Lys Met Asp Lys Met Glu Glu Val Leu Ser Leu Asn Glu Asp Tyr Ile
50 55 60
Phe Leu Arg Lys Val Gln Lys Cys Gln Thr Gly Glu Asp Gln Lys Ser
65 70 75 80
Thr Leu Leu Asp Cys Glu Lys Val Leu Lys Gly Phe Gln Asp Leu Gln
85 90 95
Cys Lys Asp Arg Thr Ala Ser Glu Glu Leu Pro Lys Phe Glu Met His
100 105 110
Arg Gly His Glu His Pro His Leu Lys Ser Arg Asn Glu Thr Ser Val
115 120 125
Ala Glu Glu Lys Arg Gln Pro Ile Ala Thr His Leu Ala Gly Val Lys
130 135 140
Ser Asn Thr Thr Val Arg Val Leu Lys Trp Met Thr Thr Ser Tyr Ala
145 150 155 160
Pro Thr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr His Glu Gly Lys Leu Lys Val Glu
165 170 175
Lys Ala Gly Leu Tyr Tyr Ile Tyr Ser Gln Val Ser Phe Cys Thr Lys
180 185 190
Ala Ala Ala Ser Ala Pro Phe Thr Leu Tyr Ile Tyr Leu Tyr Leu Pro
195 200 205
Met Glu Glu Asp Arg Leu Leu Met Lys Gly Leu Asp Thr His Ser Thr
210 215 220
Ser Thr Ala Leu Cys Glu Leu Gln Ser Ile Arg Glu Gly Gly Val Phe

225 230 235 240
Glu Leu Arg Gln Gly Asp Met Val Phe Val Asn Val Thr Asp Ser Thr
245 250 255
Ala Val Asn Val Asn Pro Gly Asn Thr Tyr Phe Gly Met Phe Lys Leu
260 265 270

<210> 14

<211> 261

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> d&c tinh hdn hop

<223> CD154 ngudi

<400> 14

Met Ile Glu Thr Tyr Asn Gln Thr Ser Pro Arg Ser Ala Ala Thr Gly

1 5 10 15

Leu Pro Ile Ser Met Lys Ile Phe Met Tyr Leu Leu Thr Val Phe Leu
20 25 30

-47-



Ile

Arg

Phe

65

Leu

Asp

Met

Glu

Tyr

145

Leu

Phe

Leu

Ala

Leu

225

Val

Gly

Thr

Leu

50

Met

Leu

Ile

Gln

Ala

130

Tyr

Thr

Cys

Cys

Asn

210

Gly

Thr

Leu

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

<220>
<221>
<223>
<400>

Gln

35

Asp

Lys

Asn

Met

Lys

115

Ser

Thr

Val

Ser

Leu

195

Thr

Gly

Asp

Leu

15

11

PRT

Homo

Met

Lys

Thr

Cys

Leu

100

Gly

Ser

Met

Lys

Asn

180

Lys

His

Val

Pro

Lys
260

Ile

Ile

Ile

Glu

85

Asn

Asp

Lys

Ser

Arg

165

Arg

Ser

Ser

Phe

Ser

245

Leu

sapiens

Gly

Glu

Gln

70

Glu

Lys

Gln

Thr

Asn

150

Gln

Glu

Pro

Ser

Glu

230
Gln

ddc tinh hén hop

Ser

Asp

55

Arg

Ile

Glu

Asn

Thr

135

Asn

Gly

Ala

Gly

Ala

215

Leu

Val

Ala

40

Glu

Cys

Lys

Glu

Pro

120

Ser

Leu

Leu

Ser

Arg

200

Lys

Gln

Ser

CD154 mdt phan cla ngudi

15

27843

Leu

Arg

Asn

Ser

Thr

105

Gln

Val

Val

Tyr

Ser

185

Phe

Pro

Pro

His

Phe Ala

Asn Leu

Thr Gly
75

Gln Phe

90

Lys Lys

Ile Ala

Leu Gln

Thr Leu
155

Tyr Ile

170

Gln Ala

Glu Arg

Cys Gly

Gly Ala

235

Gly Thr
250

Trp Ala Glu Lys Gly Tyr Tyr Thr Met Ser Cys

1

<210>

16

5

10

-48-

Val

His

60

Glu

Glu

Glu

Ala

Trp

140

Glu

Tyr

Pro

Ile

Gln

220

Ser

Gly

Tyr

45

Glu

Arg

Gly

Asn

His

125

Ala

Asn

Ala

Phe

Leu

205

Gln

Val

Phe

Leu

Asp

Ser

Phe

Ser

110

Val

Glu

Gly

Gln

Ile

190

Leu

Ser

Phe

Thr

His

Phe

Leu

Val

95

Phe

Ile

Lys

Lys

Val

175

Ala

Arg

Ile

Val

Ser

255

Arg

Val

Ser

80

Lys

Glu

Ser

Gly

Gln

160

Thr

Ser

Ala

His

Asn

240
Phe



27843

<211> 11

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<220>

<221> dic tinh hdn hop

<223> Peptit CD154 & ga

<400> 16

Trp Met Thr Thr Ser Tyr Ala Pro Thr Ser Ser

1 5 10
<210> 17

<211> 10

<212> PRT

<213> Anas sp.

<220>

<221> dic tinh hdn hop

<223> Peptit CD154 & vit

<400> 17

Trp Asn Lys Thr Ser Tyr Ala Pro Met Asn

1 5 10
<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus sp.

<220>

<221> di3c tinh hén hop

<223> Peptit CD154 & chudt

<400> 18

Trp Ala Lys Lys Gly Tyr Tyr Thr Met Lys

1 5 10
<210> 19

<211> 10

<212> PRT

<213> Bos taurus

<220>

<221> dac tinh hén hop

<223> Peptit CD154 & bo

<400> 19

Trp Ala Pro Lys Gly Tyr Tyr Thr Leu Ser

1 5 10
<210> 20
<211> 190

-49-



<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

PRT

Gallus gallus

dic tinh hdén hop

20

Met Gly Lys

1
Ala

Asp

Trp

Lys

65

Pro

Arg

Ile

Leu

Glu

145

Ala

Lys

Phe

Ala

Lys

50

Ala

Lys

Pro

Lys

Gly

130

Lys

Tyr

Ala

<210>
<211>

<212>
<213>
<220>

<223>
<400>

Phe

Ser

35

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

115

Glu

Lys

Arg

Glu

21

85
PRT

Gly

Val

20

Val

Met

Lys

Glu

Ser

100

Glu

Met

Ala

Ala

Lys
180

Trinh tu

Peptit tdng hop: HOp al clia HMGBI1

21

Asp

5

Gln

Asn

Ser

Leu

Thr

85

Ala

His

Trp

Ala

Lys

165

Ser

nhdn tao

Pro

Thr

Phe

Ser

Arg

70

Lys

Phe

Pro

Asn

Lys

150

Gly

Lys

Axit amin HMGB1l & ga

Lys

Cys

Ser

Lys

55

Tyr

Lys

Phe

Gly

Asn

135

Leu

Lys

Lys

Lys

Arg

Glu

40

Glu

Glu

Lys

Leu

Leu

120

Thr

Lys

Val

Lys

27843

Pro

Glu

25

Phe

Lys

Lys

Phe

Phe

105

Ser

Ala

Glu

Asp

Lys
185

Arg

10

Glu

Ser

Gly

Glu

Lys

90

Cys

Ile

Ala

Lys

Ala

170
Glu

Gly

His

Lys

Lys

Met

75

Asp

Ser

Gly

Asp

Tyr

155

Gly

Glu

Lys

Lys

Lys

Phe

60

Lys

Pro

Glu

Asp

Asp

140

Glu

Lys

Glu

Met Ser

Lys Lys
30

Cys Ser

45

Glu Asp

Asn Tyr

Asn Ala

Phe Arg

110

Val Ala

125

Lys Gln

Lys Asp

Lys Val

Glu Asp
190

Ser

15

His

Glu

Met

Val

Pro

95

Pro

Lys

Pro

Ile

Val
175

Tyr

Pro

Arg

Ala

Pro

80

Lys

Lys

Lys

Tyr

Ala

160
Ala

Met Gly Lys Gly Asp Pro Lys Lys Pro Arg Gly Lys Met Ser Ser Tyr

1

5

10

15

Ala Phe Phe Val Gln Thr Cys Arg Glu Glu His Lys Lys Lys His Pro

20

25

-50-
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Asp Ala

Trp Lys
50

Lys Ala

65

Pro Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Pro Asp
1

Arg Trp

Ala Lys

Pro Pro
50
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Lys Asp
1
Cys Ser

Ile Gly

Ala Asp
50
Lys Tyr
65
<210>

Ser Val
35

Thr Met
Asp Lys
Gly Glu
22

54

PRT
Trinh tu

Asn

Ser

Leu

Thr
85

Phe

Ser

Ser Lys

55

Arg Tyr

70

nhan tao

Peptit tdéng hop: Hop

22
Ala

Lys

Ala
35
Lys

23
73
PRT

Ser

Thr
20
Asp

Gly

Val Asn

5

Met Ser

Lys Leu

Glu Thr

Phe

Ser

Arg

Trinh ty nhén tao

Peptit tdng hop: Hop

23

Pro

Glu

Asp

35

Asp

Glu

24

Asn

Phe

20

Val

Lys

Lys

Ala

5

Arg

Ala

Gln

Asp

Pro

Pro

Lys

Pro

Ile
70

Lys

Lys

Lys

Tyr

55
Ala

27843

Glu Phe Ser Lys Lys

40

Glu Lys Gly Lys Phe

60

Glu Lys Glu Met Lys

75

a2 cua HMGB1

Ser Glu Phe Ser Lys

10

Lys Glu Lys Gly Lys

25

Tyr Glu Lys Glu Met

40

bl cua HMGBR1

Arg

Ile

Leu

40

Glu

Ala

Pro

Lys

25

Gly

Lys

Tyr

Pro Ser
10
Gly Glu

Glu Met

Lys Ala

-51-

Ala

His

Trp

Ala
60

Cys Ser
45
Glu Asp

Asn Tyr

Lys Cys

Phe Glu

30
Lys Asn
45

Phe Phe

Pro Gly
30

Asn Asn

45

Lys Leu

Glu Arg

Met Ala

Val Pro
80

Ser Glu
15
Asp Met

Tyr Val

Leu Phe
15
Leu Ser

Thr Ala

Lys Glu



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asn Ala
1

Phe Arg

Val Ala

Lys Gln
50
Lys Asp
65
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

69
PRT

Trinh tu

27843

nhé&n tao

Peptit téng hop: HOp b2 cua HMGB1

24

Pro Lys

Pro Lys
20

Lys Lys

35

Pro Tyr

Ile Ala

25
21
PRT

Trinh tu

Arg Pro Pro Ser Ala Phe Phe Leu Phe Cys Ser Glu
5 10 15

Ile Lys Gly Glu His Pro Gly Leu Ser Ile Gly Asp

25 30
Leu Gly Glu Met Trp Asn Asn Thr Ala Ala Asp Asp
40 45
Glu Lys Lys Ala Ala Lys Leu Lys Glu Lys Tyr Glu
55 60
Ala

nhan tao

Peptit téng hop: Domain 1lién k&t RAGE clia HMGB1

25

Lys Asp Pro Asn Ala Pro Lys Arg Pro Pro Ser Ala Phe Phe Leu Phe

1

5 10 15

Cys Ser Glu Phe Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20
26
33
PRT
Trinh tu

nhédn tao

Peptit tdéng hop: Hoat tinh xytokin tién viém ctia HMGB1

26

Leu Lys Glu Lys Tyr Glu Lys Asp Ile Ala Ala Tyr Arg Ala Lys Gly

1

5 10 15

Lys Val Asp Ala Gly Lys Lys Val Val Ala Lys Ala Glu Lys Ser Lys

Lys

<210>

20

27

25 30

-52-



<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

215
PRT

Homo sapiens

ddc tinh
HMGB1
27

Met Gly Lys Gly

1
Ala

Asp

Trp

Lys

65

Pro

Arg

Ile

Leu

Glu

145

Ala

Lys

Asp

Glu

Phe

Ala

Lys

50

Ala

Lys

Pro

Lys

Gly

130

Lys

Tyr

Ala

Glu

Glu
210

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

<220>
<221>

Phe Val
20

Ser Val

35

Thr Met

Asp Lys

Gly Glu

Pro Ser
100

Gly Glu

115

Glu Met

Lys Ala

Arg Ala

Glu Lys
180

Glu Asp

195

Asp Asp

28
205
PRT

hdn

Asp

Gln

Asn

Ser

Ala

Thr

85

Ala

His

Trp

Ala

Lys

165

Ser

Glu

Asp

Danio rerio

hop

Pro

Thr

Phe

Ala

Arg

70

Lys

Phe

Pro

Asn

Lys

150

Gly

Lys

Glu

Asp

ddc tinh hdn hop

Lys

Cys

Ser

Lys

55

Tyr

Lys

Phe

Gly

Asn

135

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu
215

Lys

Arg

Glu

40

Glu

Glu

Lys

Leu

Leu

120

Thr

Lys

Pro

Lys

Glu
200

27843

Pro

Glu

25

Phe

Lys

Arg

Phe

Phe

105

Ser

Ala

Glu

Asp

Lys

185
Glu

Arg

10

Glu

Ser

Gly

Glu

Lys

90

Cys

Ile

Ala

Lys

Ala

170

Glu

Asp

-53-

Gly

His

Lys

Lys

Met

75

Asp

Ser

Gly

Asp

Tyr

155

Ala

Glu

Glu

Lys

Lys

Lys

Phe

60

Lys

Pro

Glu

Asp

Asp

140

Glu

Lys

Glu

Glu

Met

Lys

Cys

45

Glu

Thr

Asn

Tyr

Val

125

Lys

Lys

Lys

Glu

Asp
205

Ser

Lys

30

Ser

Asp

Tyr

Ala

Arg

110

Ala

Gln

Asp

Gly

Asp

190
Glu

Ser

15

His

Glu

Met

Ile

Pro

95

Pro

Lys

Pro

Ile

Val

175

Glu

Asp

Tyr

Pro

Arg

Ala

Pro

80

Lys

Lys

Lys

Tyr

Ala

160

Val

Glu

Glu



<223>
<400>

HGMB1l cua ca& ngua

28

Met Gly Lys Asp

1

Tyr Phe Val Gln

20

Ala Thr Val Asn

35

Lys Thr Met Ser

50

Leu Asp Lys Ala

65

Lys Gly Glu Lys

Pro Pro

Ser Ala
100

Lys Glu Glu Thr

115

Gly Glu Met Trp

130
Lys Lys

145

Ala Ala

Tyr Arg Ser Lys

Lys Pro

Asp Lys
180

Asp Glu Asp Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

195
29
20
ADN

Trinh tuy

Poan mdi

29

Pro Thr
5
Thr Cys

Phe Ser
Ala Lys
Arg Tyr
70
Lys Lys
85
Phe Phe
Pro Gly
Asn Lys
Lys Leu
150
Gly Lys
165

Ala Asn

Asp Asp

nhé&n tao

Lys

Arg

Glu

Glu

55

Glu

Arg

Ile

Leu

Ile

135

Lys

Val

Asp

Glu

téng hop:

tgtacaagtg gacgccaatc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

30
24
ADN

Trinh tu

nhdn tao

Pro

Glu

Phe

40

Lys

Arg

Phe

Phe

Ser

120

Ser

Glu

Gly

Glu

Glu
200

27843

Arg

Glu

25

Ser

Gly

Glu

Lys

Cys

105

Ile

Ser

Lys

Gly

Asp

185
Glu

Gly

10

His

Lys

Lys

Met

Asp

90

Ser

Gly

Glu

Tyr

Gly

170

Glu

Glu

Lys

Lys

Lys

Phe

Lys

75

Pro

Glu

Asp

Glu

Glu

155

Ala

Asp

Asp

Met

Lys

Cys

Glu

60

Asn

Asn

Phe

Val

Lys

140

Lys

Ala

Asp

Asp

Ser

Lys

Ser

45

Asp

Tyr

Ala

Arg

Ala

125

Gln

Asp

Lys

Asp

Glu
205

Ser

His

30

Glu

Met

Ile

Pro

Pro

110

Lys

Pro

Ile

Ala

Glu
190

Tyr

15

Pro

Arg

Ala

Pro

Lys

95

Lys

Arg

Tyr

Ala

Pro

175
Glu

lam-up-£f; Vung trudc cia vong 9

Ala

Glu

Trp

Lys

Pro

80

Arg

Val

Leu

Glu

Ala

160

Ser

Glu

20



27843

<223> Poan mdi téng hop: lam-up-r; Ving trudc cua vong 9
<400> 30
gttatcgccg tctttgatat agcc

<210> 31
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Poan mdi tdng hop: lam-dn-f; Viung sau cua vong 9
<400> 31

atttcccgtt atgccgcagce

<210> 32
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Poan mdi téng hop: lam-dn-r; Ving sau cia vong 9
<400> 32

gttaaacaga gggcgacgag

<210> 33
<211> 68
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Poan mdéi tbéng hop: Km-f; Gen I-Scel/Kmr

<400> 33

gctatatcaa agacggcgat aactaactat aacggtccta aggtagcgaa tttccgggga

tccgtcega
<210> 34
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> ©Poan mdi téng hop: Km-r; Gen I-Scel/Kmr
<400> 34

gctgcggcat aacgggaaat gtaggctgga gctgcttceg

<210> 35
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

-55-

24

20

20

60
68

39



27843

<223> Poan méi tdéng hop: Kand4f; Gen Kmr bén trong

<400> 35

caaaagcgct ctgaagttcc 20
<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> bPoan méi tdng hgp: Kandr; Gen Kmr bén trong

<400> 36

gcgtgagggg atcttgaagt 20
<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>

<223> Poan méi téng hop: lam 3f; Cac viing ngoai cua vong 9

<400> 37

gccatctcge ttggtgataa 20
<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Poan méi tdéng hop: lam 3r; Cac ving ngoai cia vong 9

<400> 38

cgctggtatt ttgcggtaca 20
<210> 39

<211> 84

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> Poan méi tdéng hop: Cj0113f; Poan chén cé ving trudc cia vong 9
<400> 39

ttcatcggta ccccattcat cacagttacc ttcaacggtg atgctaacac cggaggagga 60
gttatcgccg tctttgatat agcc 84

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

40
100
ADN

Trinh tyw nhan tao
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<223> Doan mdi téng hgp: Cj0113r; Doan chén cb vung sau cua vong 9

<400> 40

atgaatgggg taccgatgaa tataaccagg cgtcctcctc ctggatgacc acctcctatg 60
cgccgacctc ctcctectee atttcececgtt atgceccgcage 100
<210> 41

<211> 84

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> ©Poan méi tdng hgp: Cj0420f; Doan chén cé ving trudc ciia véng 9

<400> 41

atctttacct ttcgcaacac caccgatttc cgcatccaga acgatatctt tggaggagga 60
gttatcgccg tctttgatat agcc 84
<210> 42

<211> 100

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> boan mdi tébng hop: Cj0420r; Poan chén cb vung sau cua voéng 9

<400> 42

gtgttgcgaa aggtaaagat ggtaaagaaa aatcctcctc ctggatgacc acctcctatg 60
cgccgacctc ctcctectece atttceccegtt atgccgceage 100
<210> 43
<211> 105

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> bDoan mbéi tdng hop: Cj0982c-f; Poan chén cé ving trudc cla vong 9
<400> 43

ggttttatct ttcagatctt caacgctggt gatgttgcta tctttcggaa ccgcaacacc 60
cagcgcaact ttggaggagg agttatcgcc gtctttgata tagcc 105
<210> 44

<211> 121

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> Poan mbéi téng hop: Cj0982c-r; Poan chén cé vdng sau cia vung 9

<400> 44

aagatctgaa agataaaacc ctgctgctga acaaaggtac caccgcggat gcgtcctcect 60
cctggatgac cacctcctat gcgccgacct cctectcecte catttcccgt tatgccgcag 120
c 121
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