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Linh vue ky thuit duge dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc y hoc. Cy thé hon 13, séng ché dé cap dén
vacxin khang RSV.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Sau khi phat hién ra virut hop bao hd hap (RSV) vao nhing ndm 1950, virut
nay sém trd thanh tic nhan gy bénh dugc cong nhén c6 li€n quan dén céc ca lay
nhidm dudng h6 hip duéi va trén & ngudi. Trén toan thé gioi, udc tinh 64 triéu ca
lay nhiém RSV xdy ra hang nim lam 160.000 nguoi chét (WHO Acute Respiratory
Infections Update September 2009). Bénh ning nhit dic biét xay ra & tré so sinh dé
non, ngudi gia va ngudi bi suy gidm mién dich. Tré dudi 2 tubi, RSV 12 bénh lay
nhim qua duong ho hip phd bién nhét, tinh xp xi 50% ca nhap vién do bénh lay
nhi®m qua dudng hé hip, va nhap vién nhiéu nhit 13 & d¢ tudi 2-4 thang. Nguoi ta
d3 béo cdo ring hAu hét tré em da bi nhiém RSV trude hai tudi. Lay nhiém l3p lai
trong ca cudc doi 1a do mién dich ty nhién khong cé hiéu qua. Mtc d6 nghiém
trong, tir vong va mé bénh ctia bénh RSV & nguoi gia 13 thir hai sau cdc hau qua gy
ra boi 13y nhiém ctim A khong phai bénh dich.

RSV 14 paramyxovirut, thuoc ho phu pneumovirinae. B§ gen ctia n6 mé hoa
cho nhiéu protein khéc nhau, bao gdm protein mang dugc biét 1a Glycoprotein (G)
RSV va protein dung hop (F) RSV la dich khang nguyén chinh @& trung hoa khéng
thé. Viéc phan cét protein phan giai cla tién chét protein dung hgp (F0) tao ra hai
polypeptit F1 va F2 lién két qua ciu disulfit. Cdc khang th8 khang phén trung gian
dung hop ciia protein F1 c6 thé ngin ngira virut xdm nhép vao té bao va do d6 c6
hiéu qua trung hoa. Bén canh la dich dé trung hoa khang thé, RSV F chita céc epitop
té bao T gay doc té bao (Pemberton ez al, 1987, J. Gen.Virol. 68: 2177-2182).

Céc phuong phap didu tri 1dy nhiéfm RSV bao gdm khéang thé don dong
khang protein F ciia RSV. Chi phi cao li€n quan dén khang thé don dong nay va doi
hoi cho dung trong mdi trudng bénh vién, khién khong thé sir dung ching dé phong
bénh & pham vi rong dan cu c6 nguy co. Do d6, c6 nhu ciu dbi voi vacxin RSV, ma

wu tién 1a c6 thé duoc ding cho tré em cling nhu cho ngudi gia.
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Mic du d& 50 nam nghién ciru, vacxin khdng RSV vén chua duoc cép phép.
Mot tréd ngai chinh d6i vé6i su phat trién vacxin 1a sy ké thira cta viéc ting cudng
bénh do vacxin trong thir nghiém 1dm sang trong nhitng nim 1960 véi vacxin RSV
bét hoat formalin (FI). Tré dugc chung ngira FI-RSV khong duoc bao vé khoi lay
nhi®m ty nhién va tré d3 nhiém thé hién trinh trang bénh ning hon tré khéng duoc
ching ngira, trong d6 c6 hai tré tir vong. Hién tuong nay goi la ‘bénh tang cudng’.

Tu thr nghiém véi vacxin FI-RSV, nhiéu nghién ctru khac nhau dé tao ra
vacxin RSV da tiép tuc. N3 luc bao gém cac ching di qua lanh giam su séng cb
hodc cac chung bién thé nhay nhiét do ctia RSV, (thé kham) vacxin don vi phu
protein, vacxin peptit va protein RSV duoc biéu hién tlr vecto virut tai t6 hop. Mic
du mot sb trong cac vacxin nay thé hién dir liéu tién 14m sang htta hen, nhung khong
¢6 vacxin nao dugc cAp phép dé dung cho ngudi do cac vAn d& an toan hoic thiéu
hi¢u qua.

Vecto adenovirut dugc st dung d8 didu ché vacxin cho nhidu bénh khac
nhau, bao gdm bénh lién quan dén ca 1ay nhiém RSV. Céac phén sau dua ra cd vi du
vé vacxin tmg cir RSV trén co s¢ adenovirut da duge mo ta.

Trong mdt nghién ctru, RSV.F d4 dugc chén vao ving E3 khong co ban cia
loai adenovirut sao chép kha bién 4, 5, va 7. Gay mién dich & chudt hai cdy bong, ap
dung trong miii (i.n.)107 pfu, 1a tao mién dich thich hgp, va bao vé€ khang thir thich
RSV d6i v6i hé ho hap dudi, nhung khong bao vé khang thir thach RSV ddi véi he
ho hép trén (Connors et al, 1992, Vaccine 10: 475-484; Collins, P.L., Prince, G.A.,
Camargo, E., Purcell, R.H., Chanock, R.M. va Murphy, B.R. Danh gia hi€u qua bao
vé cua cac virut tai t5 hop bénh dau bo va adenovirut biéu hién glycoprotein virut
hop bao hé hdp. Trong: Vaccine 90: Modern Approaches to New Vaccines
including prevention of AIDS (Eds. Brown, F., Chanock, R.M., Ginsberg, H. va
Lerner, R.A.) Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1990, pp 79-84).
Subsequent oral immunization of a chimpanzee was poorly immunogenic (Hsu et al,
1992, J Infect Dis. 66:769-775).

Trong cdc nghién ciu khac (Shao et al, 2009, Vacxin 27: 5460 - 71;
US2011/0014220), hai vecto 5 adenovirut tai t6 hop khong kha bién sao chép mang

axit nucleic ma héa phién ban xuyén mang cét cut (rAd-FOATM) hogc chiéu dai du
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(rAd-F0) cua protein F ctia ching RSV-B1 duoc thiét ké va duoc cho qua duong
trong mili vao chugt BALB/c. Céc con vét dugc khoi mao trong miii voi 107 pfu va
duogc ting cuong 28 ngay sau vdi cung lidu dung trong mili. Mic du cac khang thé
khéng RSV-B1 duoc trung hoa va phan ing chéo vdi ching RSV-Long va RSV-A2,
gdy mién dich béng céc vecto ndy chi bao vé mot phén thir thach sao chép Blkhang
RSV. (Phén) Bao vé bing rAd-FOATM cao hon mét chut so véi bing rAd-Fo.

Trong nghién ctru khéc, quan sat thdy ring gdy mién dich trong miii & chudt
BALB/c bing 10!! hat virut bing adenovirut FG-Ad khuyét sao chép (trén co s&
Ad5) bidu hién kiéu dai RSV F (FG-Ad-F) lam giam cac chuén d9 virut & phdi chi
1,5 log 10 so véi nhom d6i chimng (Fu et al, 2009, Biochem. Biophys. Res. Commun.
381: 528-532.

Trong nghién ctru khéc nita, quan sat thdy ring adenovecto khuyét sao chép
trén co s& AdS tai td hop biu hién don vi ma duge téi vu manh F1 tan dwoc clia
protein F ctia RSV A2 dugc dung trong miii (axit amin 155-524) (108 PFU) c6 thé
lam gidm sao chép thir thach RSV & phdi ctia chudt BALB/c so véi chudt ddi chimg,
nhung chudt dugc gdy mién dich bing duong trong co (tiém bép) khong biéu hién
bt ky bao vé nao dbi voi thir thach (Kim et al, 2010, Vaccine 28: 3801-3808).

Trong céc nghién ctru khéc, adenovecto trén co s& AdS mang don vi ma duoc
t6i wu F ctia RSV chidu dai du (AdV-F) hoic dang tan dugc cia gen F clia RSF
(AdV-Fsol) dugc st dung dé gay mién dich chuot BALB/c hai 1An voi lidu dung
1x10'° OPU (don vi phén tir t8i wu: lidu dung 1x10'° OPU tuong tmg voi 2x10°
GTU (don vi truyén tinh trang gen)). C4c vecto nay lam giam manh tai virut trong
phdi sau khi gdy mién dich trong mili, nhung chi mét phan sau khi 4p dung dudi da
(s.c.) hodc ap dung i.m. (Kohlmann et al, 2009, J Virol 83: 12601-12610; US
2010/0111989).

Trong céac nghién ctru khéc nita, quan sat thiy ring adenovecto sao chép-
khuyét trén co s& Ad5 tai td hop biéu hién cADN protein F duoc tao trinh ty cla
chiing A2 cia RSV duoc 4p dung trong co (10'° cac don vi phén tir) c6 thé lam giam
sa0 chép thir thach RSV chi mdt phén trong phdi cia chudt BALB/c so vé6i chudt dbi
ching (Krause et al , 2011, Virology Journal 8:375-386)
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Ngoai viéc khong hiéu qua hoan toan trong nhidu trudong hop, cac vacxin
RSV duéi d4nh gi4 1am sang @ sir dung cho tré em va hau hét cac vacxin duéi danh
gi4 tién 1am sang, 13 cdc dung trong mii. Uu diém quan trong nhit ctia chién Iuoc
trong miii 1a kich thich tryc tiép mién dich ctia hé ho he‘ip cuc bd va loai bo ting
cuong bénh lién quan. Thuc vy, théng thuong higu qua cta vi dy vacxin tuyén
chon tmg cir khang RSV trén co s¢ adenovirut thé hién t6t hon khi ding trong miii
so v&i ding trong co. Tuy nhién, ching ngira trong miii cling lam ting quan ngai vé
tinh an toan & tré nho dudi 6 thang. Phan tmg bat loi phd bién nhit cua cac vacxin
trong mii 1a chdy nuéc miii hodc xung huyét miii & moi d6 tudi. Tré so sinh phai
dung binh thd ¢ miii va do d6 phai tho bang miii. Do d6, xung huyét miii & tré nho
trong vai thang tudi dau c6 thé gy trd ngai dbi véi viée cham soc, va trong s it
truong hop c6 thé gay ra céc vén dé kho thé.

Hon 50 kidu huyét hanh adenovirut & ngudi khac nhau c6 duge xac dinh.
Trong sb do, kiéu huyét thanh 5 (Ad5) dd adenovirut dugc nghién ctru trong lich sir
rong nhét dé st dung 1am chit mang gen. Tuy nhién, vecto adenovirut tai t6 hop c6
céc kiéu huyét thanh khic nhau c6 th8 1am ting két qua khéc nhau lién quan dén
viéc tao ra dap Ung mién dich va bao vé. Vi dy, WO 2012/021730 m6 ta c6 vecto
adenovirut & khi kiéu huyét thanh 7 va vecto adenovirut & nguoi kidu huyét thanh 5
mi héa protein F tao ra bao vé khang RSV t6t hon vecto adenovirut & ngudi c6 kiéu
huyét thanh 28. Ngoai ra, tinh gay mién dich khac nhau dwoc quan sét d6i voi cac
vecto trén co s kiéu huyét thanh adenovirut ctia ngudi hodc khong phai ciia nguoi
(Abbink et al., 2007, J Virol 81: 4654-4663; Colloca et al., 2012, Sci Transl Med 4,
115ra2). Abbink et al. két luan ring tat ca vecto rAd kidu huyét thanh hiém ¢ ngudi
dugc nghién ctru it kha ging hon vecto rAdS trong viéc khong c6 tinh mién dich
chbéng Ad5. Gén giy con duge dugc md ta thém rang, trong khi rAdS ¢ chuyén gen
glycoprotein (gp) Ebolavirus (EBOV) da bao vé 100% linh truong khong phai
nguoi, rAd35 va rAd26 voi EBOV gp chuyén gen chi tao ra bao vé mot phin va
chién lugc khoi mao-ting cudng khac loai doi hoi cac vecto nay dat duoc bao vé
toan dién khang thir thach virut ebola (Geisbert et al, 2011, J Virol 85: 4222-4233).
Do dé, trudc day khong thé dy doén tinh hiéu qua cta vacxin adenovirut tai t6 hop,

chi trén co s& dit lidu tir kidu huyét thanh adenovirut khéc.
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Tuy nhién, ddi v6i cdc vacxin RSV, céc thir nghiém trong cac mau bénh thich
hgp nhu chudt hai cdy bong cin dé x4c dinh xem vacxin tuyén chon ¢6 hiéu qua du
dé phong nglra sao chép RSV trong duong mii va phdi va & clng thoi diém 13 an
toan, cu thé 1a khong din dén bénh ting cudng. Uu tién 14 cac vacxin tuyén chon
nay phai c6 hiéu qua cao trong cac mau ndy, ngay c cho diing trong co.

Do d6, vAn c6 nhu ciu dbi véi céc vacxin hi€u qua va phuong phép chung
ngira khang RSV, ma khong dén dn bénh ting cudng. Sang ché nhim dé xult
vacxin ndy va phuong phép dé ching nglra khang RSV theo cich an toan va hi¢u
qua.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Ngac nhién 12 céc tic gia sang ché phat hién ra ring adenovirut tai t6 hop co
kidu huyét thanh 35 (Ad35) bao gdm trinh tw nucleotit ma héa protein F cia RSV la
vacxin khang RSV rit hiéu qua trong méu thir chudt hai cdy bong dugc thiét 1ap, va
d3 lam ting hidu qua so véi dit liéu dugc mo ta trudc ddy cho AdS mé héa RSV F.
Diéu nay chimg minh ring thim chi cho dung riéng, thdm chi qua dudng tiém bip,
Ad35 ma héa RSV F ciing du dé tao ra sy bao vé toan dién chéng lai sao chép RSV
thir thach. _

Sang ché d& xuét vacxin khang virut hop bao ho hép (RSV), chira adenovirut
t4i tb hop & ngudi c6 kiéu huyét thanh 35 bao gdm axit nucleic ma hoa protein F ctia
RSV hodc manh cta chung.

Theo mét s6 phuong 4an, adenovirut tai t8 hop bao gdm axit nucleic ma hoa
protein F cia RSV bao gOm trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 1.

Theo mdt s6 phuong 4n, axit nucleic ma hoa protein F clia RSV 1a don vi ma
duoc t8i wu dé bidu hién trong té bio clia ngudi.

Theo mot s6 phwong 4n, axit nucleic ma hoa protein F ctia RSV bao gdm
trinh tu axit nucleic cua SEQ ID NO: 2. _

Theo mot s6 phuong 4n, adenovirut tai td hop & ngudi c6 loai bo trong ving
El, loai b trong ving E3, hodc loai bo trong ca hai ving E1 va E3 cla bd gen
adenovirut.

Theo mdt sb phwong an, adenovirut tai t5 hop c6 bd gen bao gdm & diu tan

cung 5’ trinh ty CTATCTAT.
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Sang ché con dé xuét phuong phap chung ngira cho d6i twong khang RSV,
phuong phép bao gdm cho d6i tuwong ding vacxin theo sang ché.

Theo mot s& phuong 4n, vacxin duge cho ding qua duong tiém bép.

Theo m6t s& phuong 4n, vacxin theo sdng ché duoc cho déi trong ding nhiéu
hon mét 1an.

Theo mdt sé phuong 4n, phuong phép dé ching ngira bao gbm viéc chi cho
d6i twong ding vicxin.

Theo mdt s6 phuong 4n, phuwong phap chung ngira cho d6i twong khang RSV
con bao gdm cho ddi tuong ding vacxin chtra adenovirut tai td hop & ngudi co kiéu
huyét thanh 26 bao gdm axit nucleic ma hoa protein F cia RSV hodc manh cua
chung.

Theo mdt s6 phwong 4n, phwong phap chung ngira cho dbi twong khang RSV
con bao gdm dung protein F cia RSV (uu tién 1 dugc bao ché dudi dang ché phdm
duge, do d6 1a vacxin protein) cho d6i tuong.

Sang ché con d xuét phuong phap lam giam lay nhiém va/hodc sao chép
RSV trong, vi du dudng miii va phdi cta, d6i tugng, bao gdm cho dbi twong ding
bang céch tiém trong co ché phim chira adenovirut tai t6 hop & ngudi c6 kiéu huyét
thanh 35 bao gdm axit nucleic ma héa protein F cia RSV hodc manh cta chung.
Diéu nay s& lam giam tdc dung c6 hai giy ra do lay nhi®m RSV ¢ d6i tuong, va do
d6 g6p phén bao vé ddi tugng chdng tac dung c6 hai nay nhd cho ding vacxin. Theo
mot s6 phuong 4n, tdc dung c6 hai cua lay nhidm RSV ¢6 thé co ban dugce phong
ngira, cu thé 13 1am gidm dén mirc thép dén ndi ching khong lién quan dén 1am sang.
Adenovirut tai t6 hop c6 thé dudi dang vacxin theo sang ché, bao gdm céc phuong
an dugc mo ta ¢ trén.

Sang ché con dé xuét t& bao chu dugc phan 13p chira adenovirut tai t6 hop &
ngudi co kiéu huyét thanh 35 bao gbm axit nucleic md héa protein F ctia RSV hodc
manh cta chung.

Sang ché con dé xuit phuong phép san xuét vacxin khang virut hop bao ho
hip (RSV), bao gdm tao ra adenovirut tai td hop & ngudi 6 kiéu huyét thanh 35 bao
gdm axit nucleic ma hoa protein F clia RSV hodc manh cua ching, nhéan 1én

adenovirut tai tb hop ndy trong moi trudng nudi cly ctia t€ bio chu, phén 1ap va tinh
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sach adenovirut tai t6 hop, va bao ché adenovirut tai t5 hop trong ché pham duoc
dung. Adenovirut tai td hop & ngudi theo khia canh nay co thé con 1a bét ky trong sb
c4c adenovirut dugc mé ta theo cac phuong an & trén.

Séang ché con dé xuét axit nucleic tai t& hop dwgc phin l4p ma tao ra by gen
cta adenovirut tai t& hop & ngudi c6 kiéu huyét thanh 35 bao gdm axit nucleic ma
héa protein F ctia RSV hodc manh clia chiing. Adenovirut c6 thé con 1a bat ky trong

sb cac adenovirut nhu duge md ta theo cac phuong 4n & trén.

MO ta vin tit cic hinh vé

FIG. 1 thé hién dép tmg misn dich t& bao khang peptit F chong 14n aa 1-252
cua F va peptit F chdng 14n aa 241-574 cua F clia chudt dugc gly mién dich bang
céc lidu dung khac nhau ctia cac vecto trén co s6 rAd26 (A) varAd35 (B) chira gen
F ctia RSV & 2 va 8 tudn sau khi dugc gdy mién dich

FIG. 2 thé hién d4p Ung clia khang thé khang RSV & chudt dugc gy mién
dich bing céc lifu ding khic nhau clia cac vecto trén co s& rAd26 va rAd35 chua
genFcuaRSVa2vas tuln sau khi dugc gdy mién dich.

FIG. 3 thé hién cac két qua vé ty 1& clia ddp Ung cua khing thé IgG2a so véi
I¢G 1 khéng RSV & chudt duge gdy mién dich bing 10'° vp cac vecto trén co sO
rAd26 va rAd35 chira gen F cia RSV ¢ 8 tudn sau khi duoc gdy mién dich

FIG. 4 thé hién kha ning tring hoa virut khang RSV Long & chudt dugc gy
mién dich bing cac liéu dung khéc nhau ciia rAd26 (A) va rAd35 (B) cac vecto trén
co s& chira gen F cia RSV & 2 va 8 tudn sau khi duge gy mién dich.

FIG. 5 thé hién dap tmg mién dich té bao khang peptit F (A) chdng l4n aa 1-
252 ctia F va peptit F (B) chdng l4n aa 241-574 ctia F & chudt dugc gy mién dich
khoi mao ting cudng bing cic vecto trén co s¢ rAd26 va rAd3S chia gen F cla
RSV & 6 va 12 tudn sau khi dwoc gdy mién dich.

FIG. 6 thé hién ddp ung cua khang thé khang RSV & chudt duoc giy mién
dich khoi mao tang cuong bing cac vecto trén co s rAd26 va rAd35 chira gen F
ctia RSV & céc thoi diém khéc nhau sau khi gdy mién dich 14n thir nhét.

FIG. 7 thé hién kha ning trung hoa virut khang RSV Long trong huyét thanh

chudt dugc gdy mién dich khoi mdo tdng cuong bang cac liéu dung khéc nhau cua
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céc vecto trén co s& rAd26 va rAd35 chira gen F cia RSV & céc thoi diém khac
nhau sau gy mién dich I4n th nhat. |

FIG. 8 thé hién kha ning tring hoa virut khang RSV Bl & chudt duge gy
mién dich khoi mdo ting cuong bing cac lidu dung khac nhau cua céc vecto trén co
s& rAd26 va rAd35 chia gen F ciia RSV ¢ céc thoi didm khéc nhau sau gy mién
dich 1in thir nhat.

FIG. 9 thé hién A) chuén do phdi RSV va B) chuén do miii RSV & chudt hai
ciy bong sau gay mién dich khoi mao ting cudng bing céc liéu dung khéc nhau cla
céc vecto trén co s& rAd26 va rAd35 chira gen F cia RSV & 5 ngay sau thir thach.

FIG. 10 thé hién giam chudn d9 trung hoa virut sau gay mién dich khoi mao
tdng cudng bang céc lidu ding khac nhau cta céc vecto trén co s& rAd26 va rAd35
chira gen F ctia RSV & A) 28 ngdy, va B) 49 ngay sau gay mian dich 14n th nhét.

FIG. 11 thé hién xét nghiém mé bénh hoc ctia phdi cia chudt hai cdy bong &
ngay hién sau gdy mién dich khoi mao ting cudng béng céc liéu dung khic nhau cia
cac vecto trén co s& rAd26 va rAd35 chira gen F cia RSV.

FIG. 12 thé hién A) chuin do phdi RSV va B) chuén do miii RSV & chudt hai
ciy bong sau gdy mién dich lidu don bing c4c liéu dung khac nhau cta cdc vecto
trén co s& rAd26 va rAd35 chia gen F cia RSV & 5 ngay sau thir thich, dugc cho
dung qua cac duong khac nhau.

FIG. 13 thé hién chudn do trung hoa virut giam sau gay mién dich liéu don
bing cac lidu ding khéc nhau cta céc vecto trén co s& rAd26 va rAd35 chtra gen F
cua RSV & 28 va 49 ngay sau giy mién dich lan tht nhét, dugc cho dung qua cac
dudng khac nhau.

FIG. 14 thé hién xét nghiém mo bénh hoc ctia phdi cua chudt hai cay bong ¢
ngay hién sau gay mi2n dich liéu don (tiém bép) béng cac liéu dung khac nhau cua
cac vecto trén co s rAd26 va rAd35 chia gen F cia RSV & ngay hién.

FIG. 15 thé hién ban dd plasmit bao gdm d4u trai cua bo gen cua Ad35 va
Ad26 véi trinh tu m3 héa RSV F:

A. pAdApt35BSU.RSV.F(A2)nat, va B. pAdApt26. RSV F(A2)nat
FIG. 16 thé hién A) chuén do phdi RSV va B) chuén d miii RSV & chudt hai

céy bong sau gy mién dich liéu don & ngay 0 hodc ngay 21 bang céc lidu dung khac
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nhau ciia cac vecto trén co s& rAd35 chia gen F cia RSV. Thi thach 1a & ngay 49
va hién & ngay 54.

FIG. 17 thé hién giam chuén d trung hoa virut sau gdy mién dich liéu don
bang cac lidu ding khac nhau ctia rAd35chira gen F ctia RSV & 49 ngay sau giy
mién dich nhu dugc md ta cho FIG16.

FIG. 18 th& hién giam chuin do trung hoa virut sau giy mién dich liéu don
bing céc liéu ding khac nhau ciia rAd35chira gen F cua RSV trong thoi gian sau
gy mién dich

FIG. 19 thé hién chuin d6 VNA 49 ngdy sau khang RSV Long va RSV
Bwash béng huyét thanh chiét xuét tir chudt hai ciy bong dugc gdy mién dich liéu
don bing 10'° Ad-35RSV F hodc khong chuyén gen (Ad-e). PB: khoi mio téng
cuong.

FIG. 20 thé hién chuén do ph6i RSV & chudt hai cay bong sau gdy mién dich
liéu don & ngay 0 bing céc lidu dung khac nhau cua cac vecto trén co s& rAd35chia
gen F cia RSV ¢ 5 ngay sau thir thach bing RSV A2 hodc RSV B15/97.

FIG. 21 thé hién chuin d6 miii RSV & chudt hai cdy bong sau gay mién dich
lidu don & ngay 0 bing céc lidu dung khéc nhau cua céc vecto trén co s rAd26 chua
gen F cua RSV & 5 ngay sau thu thach bing RSV A2 hodc RSV B15/97.

FIG. 22 thé hién chuén 46 VNA huyét thanh chudt hai cdy bong sau gdy mién
dich lidu don & ngay 0 bing cac lidu dung khac nhau cua céc vecto trén co s
rAd35chira gen F ciia RSV trong sudt thoi gian sau gdy mién dich.

FIG. 23 thé hién chun d6 phdi RSV & chudt hai ciy bong sau gdy mién dich
lidu don & ngay 0 bing cac lidu dung khéc nhau cla céc vecto trén co sO rAd35chua
gen F ctia RSV ¢ 5 ngay sau thit thach bing liéu ding tiéu chuén (10%) hodc lidu cao
(5x10°%) cia RSV A2..

FIG. 24 thé hién chuin d6 miii RSV & chudt hai cdy bong sau gay mién dich
lidu don & ngay 0 bing céc lidu dung khéc nhau clia cac vecto trén co sO rAd35chua
gen F ctia RSV & 5 ngay sau thir thach v6i thir thach béng lidu dung tiéu chuén (10°)
hodc lidu cao (5x10°) cia RSV A2.
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FIG. 25 th hién giam chuén d6 trung hoa virut sau gy mién dich bing
rAd26 chira gen F ctia RSV (Ad26.RSV.F) sau d6 ting cuong bing Ad26.RSV.F
hoic bing protein bd tro F cia RSV (sau F).

FIG. 26 thé hién giam khang thé IgG2a va IgG1, va ty 1¢ & ddy, sau gdy mién
dich bing Ad26.RSV.F sau do ting cudng bing Ad26.RSV.F hoic ting cuong bing
protein b trg F ctia RSV (sau F).

FIG. 27 thé hién tao ra [FN-g bdi c4c t& bao don nhén lach sau gdy mién dich
bing Ad26.RSV.F sau d6 ting cudng bang Ad26.RSV.F hoic bing protein bd trg F
caa RSV (sau F). '

M3 ta chi tiét sang ché

Thuét ngit ‘tai t6 hop’ dbi v&i adenovirut, nhu duoc st dung ¢ day nghia la
n6 dugc bién d6i boi ban tay con ngudi, vi du stra dbi dau tan cing duge tach dong
hoat tinh trong d6 va/hodc chira gen khac loai, cu thé 1a khong phai la adenovirut
kidu dai xuit hién tu nhién.

Trinh tu & day dugc tao ra cé hudng tir 5° dén 3’, nhu da biét trong linh vyc.

“Protein vO ngoai clia adenovirut” @& cap dén protein trén 16p vO ngoai cla
adenovirut tham gia vao viéc xac dinh kidu huyét thanh va/hogc tinh hudng kich
thich cta adenovirut cu thé. Protein vé ngodi cua adenovirut chi yéu bao gbm
protein soi, penton va/hodc hexon. Adenovirut cua (hodc ‘trén co s&°) kidu huyét
thanh nhét dinh theo sang ché chu yéu bao gdm protein soi, penton va/hodc hexon
cta kiéu huyét thanh nhit dinh d6, va vu tién 14 bao gbm protein soi, penton va/hodc
hexon ctia kidu huyét thanh nhit dinh d6. C4c protein nay chi yéu duoc mi hda boi
bd gen cua adenovirut tai td hop. Adenovirut tai td hop cua kiéu huyét thanh nhét
dinh c6 thé thy ¥ bao gdbm va/hodc ma hoa cac protein khéc tir cac kiéu huyét thanh
adenovirut khac. Do d6, nhu mot vi du khong gidi han, adenovirut tai t6 hop ma
chira hexon, penton va s¢i ctia Ad35 dugc coi 1a adenovirut tai td hop trén co so
Ad35.

Adenovirut tai tb hop “trén co s¢” adenovirut nhu dugc st dung ¢ day, duoc
dan xuét tir kiéu dai, it nhat trong trinh tu. Diéu niy c6 thé duoc thuc hién béng cach
tach dong phén t, sit dung bd gen kiéu dai hodc cac phﬁn cta ching lam vat li€u

khoi ddu. C6 thé sir dung trinh ty da biét ctia bd gen adenovirut kiéu dai dé tao ra
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(cac phﬁn cua) bo gen dot bién méi béng cach tbng hop ADN, ma c6 thé thuc hién
bing céc quy trinh thong thudng bdi cac cong ty dich vu c6 kinh doanh trong linh
vuc tdng hop ADN va/hoic tach dong phan tir (vi du GeneArt, Invitrogen,
GenScripts, Eurofins).

Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc hiéu ring nhiu polynucleotit va
axit nucleic khac nhau c6 thé ma hoa polypeptit gidng nhau do sy thoai héa ciia ma
hoa gen. Can hidu ring ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc c¢6 thé, str dung
cac k¥ thuat thong thuong, tao ra sy thé nucleotit ma khdng anh hudng trinh ty
polypeptit dugc ma hoa boi polynucleotit dugc md ta tlir §6 phan dnh vige sir dung
don vi ma ctia sinh vat cha cu thé bit ky trong d6 polypeptit 1& duge bidu hién. Do
d6, trir khi c6 chi dan khéc, "trinh tw nucleotit m& hoa trinh ty axit amin" bao gém
tAt ca trinh ty nucleotit ma 1 c4c phién ban thoi héa clia mdi c4i khac va ma hoa
trinh ty axit amin gidng nhau. Trinh tw nucleotit m& hoa protein va ARN c6 thé bao
gbm intron.

Theo mot phuong 4n wu tién, axit nucleic ma héa protein F cua RSV hodc
manh cta ching la don vi ma dugc t8i wu dé biéu hién trong té bao cua dong vit co
vi, nhu té bao cia ngudi. Phuong phap tdi ru héa don vi ma 1a da biét va da duoc
md ta trude day (vi du WO 96/09378). Vi du cua trinh ty t81 wu hoa don vi ma dic
hiéu ctia protein F cia RSV dugc md ta trong SEQ ID NO: 2 ctia EP 2102345 B1.

Theo mot phuong én, protein F cia RSV 1a tir chiing RSV A2, va c6 trinh ty
axit amin ctia SEQ ID NO: 1. Theo mdt phuong an dugc dic biét wu ti€n, axit
nucleic ma héa protein F ctia RSV bao gdm trinh ty axit nucleic cia SEQ ID NO: 2.
Tac gia sang ché phat hién ra ring phuong 4n nay tao ra biéu hién 6n dinh va vacxin
theo phuong 4n nay cho phép bao vé ddi véi sy sao chép RSV trong duong mili va
phdi ngay ca sau lidu don duge dung qua dudng tiém bép.

Thuét ngit "manh" nhu dugc st dung & day dé cap dén peptit cé su loai géc
amin va/hodc gbc carboxy va/hodc bén trong, nhung khi trinh ty axit amin con lai
gidng voi céc vi tri twong Umg trong trinh tu cua protein F ctia RSV, vi dy, trinh tu
chiéu dai du cta protein F cia RSV. Pang luu y 1a dé tao ra dap tmg mién dich va
n6i chung dé chiing ngtra, protein khong cin chiéu dai ¢ hodc c6 céc chic ning cla

kiéu dai, va cdc manh cua protein c6 tac dung twong tu. That vay, cac manh cua
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protein F ciia RSV tuong tu F1 hodc F tan dugc dugc biéu hién c6 hiéu qua trong
viéc tao ra dap tmg mién dich twong tu F chiéu dai du (Shao et al, 2009, Vaccine 27:
5460-71, Kohlmann e al, 2009, J Virol 83: 12601-12610). Sy két hop ctia cdc manh
F-protein twong Umg vdi axit amin 255-278 hodc 412-524 vao viéc tao mién dich
hoat tinh lam tao ra trung hoa khéng thé va mot sb bao vé khang thir thach RSV
(Sing et al, 2007, Virol. Immunol. 20, 261-275; Sing et al, 2007, Vaccine25, 6211-
6223).

Ménh theo sang ché 14 manh hoat tinh midn dich hoc, va chi yéu bao gOm it
nhét 15 axit amin, hodc it nhit 30 axit amin, ctia protein F ctia RSV. Theo mdt s6
phuong 4n, it bao gom it nhat 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
hodc 550 axit amin, cta protein F ciia RSV.

Ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc s& hiéu ring cac thay d6i c6 thé
thyc hi€n véi protein, vi du béng cach thé, loai, thém axit amin, v.v., vi du béng cac
quy trinh sinh hoc phén tir thong thudng. Thong thudng, thé axit amin bao thu c¢6 thé
dugc ap dung ma khong lam mét chirc ning hoic tinh gdy mién dich ctia polypeptit.
Didu nay c6 thé dugc kiém tra d& dang theo cdc quy trinh thong thuong da biét dbi
v6i nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vye.

Thuat ngit "vacxin" dé cap dén tac nhan hodc ché phém chira thanh phén hoat
tinh c6 tac dung lam gidm d6 gay mién dich chita bénh & d6i tuong chdng lai mam
bénh hodc bénh nhit dinh. Theo sing ché, vacxin bao g6m luwong c6 hi€u qua cua
adenovirut tai t& hop ma hod protein F ctia RSV, hodc manh khéng nguyén cla
ching, ma tao ra dép ung midn dich khang protein F ctia RSV. Sang ché dé Xuét
phuong phap phong ngira bénh dudng hd hip thdp nghiém trong din dén viéc nim
vién va lam giam tin sut bién ching nhu viém phdi va viém tiéu phé quan do lay
nhi®m va sao chép RSV & dbi tuong. Do do, séng ché con dé xuét phuong phép
phong ngira hodc 1am giam bénh duong ho hip thdp nghiém trong, phong ngira hogc
lam giam (vi du rut ngén) viéc ndm vién, va/hodc lam gidm tAn sudt va/hodc tinh
nghiém trong cta viém phdi hogc viém tiéu phé quan gy ra boi RSV & d6i tuong,
bao gdbm cho dbi twgng dung bing cach tiém trong co ché pham chira adenovirut tai
t6 hop & ngudi c6 kidu huyét thanh 35 bao gém axit nucleic ma héa protein F cia

~

RSV hodc manh cua ching. Thuét ngft “vacxin” theo sang ché nghia 13 dugc pham,
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va do d6 chu yéu bao gdm chit pha lodng dugc dung, chit mang hoic t4 duge. C6
th8 hoic khong bao gdm cac thanh phan hoat tinh khéc. Theo mét s& phuong 4n c6
th8 13 vacxin t& hop con bao gdm céc thanh phin khéc 1am gidm dap tmg mién dich,
vi du khéng céc protein khic cia RSV va/hodc khang céc tic nhén gy nhiém khéc.

Vecto theo sang ché 13 adenovirut tai t hop, con goi 1a vecto adenovirut tai
td hop. Diéu ché vecto adenovirut tai t6 hop 1a da biét trong linh vyc.

Theo mdt s6 phuong 4n, vecto adenovirut theo sing ché 1a thiéu trong it nhat
mot chtc ning gen-co ban ctia ving E1, vi du ving Ela va/hodc ving Elb, cia bd
gen adenovirut ma cn @8 sao chép virut. Theo mdt s6 phuong 4n, vecto adenovirut
theo sang ché 1a thiéu trong it nhit phan ciia ving E3 khong co ban. Theo mot sb
phuong an, vecto la thiéu trong it nhat mdt chitc ndng gen co ban cla vung E1 va it
nhét phin cta ving E3 khong co ban. Vecto adenovirut c6 thé 1a "thiéu hut gip
boi," nghia 1a vecto adenovirut la thiéu trong mot hodc nhidu chirc ning gen co ban
trong mdi viing hai hodc nhiéu ving ctia bd gen adenovirut. Vi du, vecto adenovirut
thiéu E1- hoic E1-, thiéu E3- c6 thé con thiéu trong it nhét mot gen co ban clia ving
E4 va/hodc it nhit mét gen co ban cua ving E2 (vi dy, ving E2A va/hodc ving
E2B).

Vecto adenovirut, phuong phép ¢ xay dung chung va phwong phap dé& nhan
1én ching, da biét trong linh vuc va dugc mé ta trong, vi dy, Patent My )
5,559,099, 5,837,511, 5,846,782, 5,851,806, 5,994,106, 5,994,128, 5,965,541,
5,981,225, 6,040,174, 6,020,191, va 6,113,913, va Thomas Shenk, "Adenoviridae
and their Replication", M. S. Horwitz, "Adenoviruses", Chuong 67 va 68, tuong
g, trong Virology, B. N. Fields et al., eds., 4n ban 1an tht 3, Raven Press, Ltd.,
New York (1996), va céc tai liéu khac dugc dé cap & day. Co ban 13, viéc xdy dung
vecto adenovirut lién quan dén viéc st dung céc ky thuat sinh hoc phan tir tiéu
chudn, nhu cac k¥ thuat dugc md ta trong, vi du, Sambrook et al., Molecular
Cloning, Laboratory Manual, tai ban lan tht 2, Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1989), Watson et al., Recombinant DNA, tai ban lan tha 2,
Scientific American Books (1992), va Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, NY (1995), va céc tai liéu khéc

duoc d& cap & day.
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Theo sang ché, adenovirut 13 adenovirut & ngudi c6 kidu huyét thanh 35.
Vacxin theo sang ché trén co sd kidu huyét thanh nay cfing nhu céc vecto trén co s&
Ad26cho théy mot cach ngac nhién 1a co tiém ning hon loai dugc mo ta trong linh
vuc k¥ that ma trén co s& Ad5, do ching khong tao ra bdo vé toan di¢n khang sao
chép thir thach RSV sau khi cho dung riéng 1¢ trong co (Kim et al, 2010, Vacxin 28:
3801-3808; Kohlmann et al, 2009, J Virol 83: 12601-12610; Krause et al, 2011,
Virology Journal 8:375). Kiéu huyét thanh theo sang ché thong thudng con c6 ty
sut Ivu hanh huyét thanh thdp va/hodic céc chudn d6 khéng thé trung hoa ton tai
trude thip trong quan thé ngudi. Vecto adenovirut tai t6 hop ctia kiéu huyét thanh
ndy va ctia Ad26chuyén gen khac nhau dugc dénh gid trong cac thir nghiém 1am
sang, va do d6 con thé hién dé c6 dic tinh an toan tuyét voi. Diéu ché vecto rAd26
dugc mo ta, vi du, trong WO 2007/104792 va trong Abbink et al., (2007) Virol
81(9): 4654-63. Trinh ty bd gen vi du cua Ad26 dugc thiy trong GenBank
Accession EF 153474 va trong SEQ ID NO:1 cia WO 2007/104792. Didu ché
rAd35 vecto dugc mo ta, vi dy, trong Patent My s 7,270,811, trong WO 00/70071,
va trong Vogels et al., (2003) J Virol 77(15): 8263-71. Trinh tu bd gen vi du cua
Ad35 duoc thiy trong GenBank Accession AC_000019 va trén Fig. 6 cia WO
00/70071. Adenovirut tai t& hop theo sang ché c6 thé 14 sao chép-kha bién hozc sao
chép-khuyét.

Theo mét s& phuong 4n, adenovirut 13 sao chép khuyét, vi du do né c6 su loai
bo trong ving El ctia bo gen. Nhu di biét db1 voi nguoi c6 hidu biét trung binh
trong Iinh vuc, trong trudng hop loai bé ving co ban tlr bd gen adenovirut, cac chirc
ning duoc mé hoa bdi cdc vung nay phai duge cho 6 trans, vu tién la boi té bao tao,
cu thé 1a khi céc phﬁn hoic toan bd cac ving E1, E2 va/hodc E4 duoc loai bé khoi
adenovirut, chung phai c6 mat trong t& bao tao, vi du dugc tich hop trong bo gen ctia
chung, hodc & dang goi la adenovirut trg gitip hodc plasmit trg gitip. Adenovirut con
6 thé ¢6 loai bo trong ving E3, khong can dé sao chép, va do d6 loai b nay khong
phai bd sung.

Té bao tao (d6i khi con duoc goi trong linh vuc va & day 1a ‘té bao dong goi’
hodc “té bao bd sung’ hodc ‘té bao chu’) ma c6 thé duoc sir dung co thé 1a té bao tao

bét ky trong d6 adenovirut mong mubn c¢6 thé duoc lai tao. Vi du, viée lai tao vecto
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adenovirut tai t6 hop dugc thuc hién trong té bao tao ma bd sung cic khuyét trong
adenovirut. Céc té bao tao ndy wu tién 13 c6 trong bd gen clia ching it nhét trinh ty
El adenovirut, va do d6 c6 kha ning bd sung adenovirut tai t5 hop v6i loai bod trong
ving E1. Bét ky té bao tao bd sung E1 ¢ thé dugc st dung, nhu té bao vong mac
cia ngudi duoc lam bat tir bdi E1, vi du céc € bao 911 hojc PER.C6 (xem Patent
M§ 5,994,128), amnioxyt bién dbi E1 (xem Patent Chau Au 1230354), céc té bao
A549 bién dbi E1 (xem vi du WO 98/39411, Patent My 5,891,690), GH329:HeLa
(Gao et al, 2000, Human Gene Therapy 11: 213-219), 293, va twong tu. Theo mot sb
phuong 4n, cac té bao tao vi du 1a t& bao HEK293, hodc té bao PER.C6, hoic té bao
911, hodic té bao IT293SF, va tuong tu.

Péi v6i cac adenovirut khuyét E1 khong phai nhom phu C nhu Ad35 (nhém
phu B) hogic Ad26 (nhém phu D), dugc wu tién la dé trao ddi trinh tuy ma héa E4-
orf6 ctia cac adenovirut khong phai nhém phu C nay voi E4-orf6 clia adenovirut ctia
nhém phu C nhu AdS. Didu ndy cho phép lay truyén céc adenovirut ndy trong cac
dong té bao bd sung da biét ma biéu hién gen E1 ctia Ad5, nhu vi du t€ bao 293 hodc
té bao PER.C6 (xem, vi du Havenga et al, 2006, J. Gen. Virol. 87: 2135-2143; WO
03/104467, duoc két hop toan bo vao day béng cach vién din). Theo mot s6 phuong
&n, adenovirut trong ché phdm vicxin 13 adenovirut clia ngudi c6 kiéu huyét thanh
35, v6i loai bo trong ving E1 ma axit nucleic ma hoa protein F ctia khang nguyén
RSV duoc tach dong vao do, va voi ving E4 orf6 ctia AdS. Theo mot sb phuong an,
adenovirut ma c6 thé st dung 13 adenovirut cia ngudi cé kidu huyét thanh 26, v6i
loai bo trong ving E1 ma axit nucleic md héa protein F cua khang nguyén RSV
duoc tach dong vao dé, va véi ving E4 orf6 cua AdS.

Theo cac phuong an tuy y khéac, khong can dit ving E4orf6 khéc loai (vi du
ciia Ad5) trong vecto adenovirut, nhung thay vao d6 vecto khong phai nhom phu C
khuyét E1 duoc lai tao trong dong t& bao biéu hién ca E1 va Edorf6 tuong hop, vi du
dong t& bao 293-ORF6 bidu hién ca E1 va B4orf6 tir Ad5 (xem vi du Brough ez d/,
1996, J Virol 70: 6497-501 md ta sy hinh thanh cua té bao 293-ORF6; Abrahamsen
et al, 1997, J Virol 71: 8946-51 va Nan et al, 2003, Gene Therapy 10: 326-36 mdi
tai liéu mo ta sy hinh thanh cta E1 loai bo vecto adenovirut khong phai nhém phu C

st dung dong té bao nay).
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Tuy ¥, t& bao bd sung biéu hién E1 tir kiéu huyét thanh ma & duoc lai tao 6
thé duoc st dung (xem vi du WO 00/70071, WO 02/40665).

Déi voi adenovirut nhém phu B, nhu Ad35, ¢6 loai bo trong ving E1, wu tién
14 gift lai ddu 3’ ciia khung doc m& E1B 55K trong adenovirut, vi du phia dong
nguoc truc tiép 166 bp ciia khung doc mé pIX hodc manh bao gdm ching nhu dong
nguoc tryc tiép manh 243 bp ctia don vi ma khdi dAu pIX (dugc dénh déu & dau 5’
bai vi tri gidi han Bsu361 trong b gen Ad35), do diéu nay lam tang tinh 6n dinh cta
adenovirut nho trinh tr khai diu phién m3 ctia gen pIX c6 mot phin trong ving niy
(xem, vi du Havenga et al, 2006, J. Gen. Virol. 87: 2135-2143; WO 2004/001032,
duoc két hop ¢ ddy bang cach vién dén).

“Axit nucleic khac loai” (& ddy con goi 1a ‘chuyén gen) trong adenovirut cta
sang ché 13 axit nucleic ma khong c6 mat mot cach tu nhién trong adenovirut. N6
dugc dua vao adenovirut vi du bang cac k¥ thuat sinh hoc phan tir tiéu chuin. Theo
sang ché, axit nucleic khic loai ma hoéa protein F ciia RSV hodc manh cta ching,
N6 ¢6 thé vi du dugce tach dong vao ving E1 hodc E3 loai bo clia vecto adenovirut.
Chuyén gen thuong lién két hoat dong dé bidu hién trinh tur d6i chimg. Piéu nay c6
thé vi du duoc thyc hién béng c4ch dat axit nucleic ma hoa (cac) chuyén gen dudi
dbi ching cia trinh tyr khéi diu phién ma. Trinh ty diéu hoa khac c6 thé dugc thém.
Nhiéu trinh tu khéi ddu phién mi cé thé duoc st dung dé biéu hién (cac) chuyén
gen, va da biét ddi véi ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vge. Vi du khong
giGi han cia trinh tu khoi dau phién ma thich hop dé thu duoc bidu hién trong té bao
nhan that 14 trinh tu khoi dau phién ma CMV (US 5,385,839), vi du trinh ty khéi
dAu phién ma ngay ban ddu CMYV, vi dy bao gdm nt. =735 dén +95 tir trinh tu téng
cudng gen/trinh tw khéi diu phién ma ngay ban d4u CMV. Tin hiéu polyadenyl hoa,
vi du tin hiéu polyA hoocmon sinh trudng cua bo (US 5,122,458), ¢6 thé c6 mit &
sau (cac) chuyén gen.

Theo mét sb phuwong 4n, vecto Ad26 hodc Ad35 tai t6 hop theo sang ché
chtra nucleotit ddu tin ctng 5° 14 trinh tu nucleotit: CTATCTAT. Céc phuong &n
nay 1a hitu ich vi vecto niy biéu hién ting sao chép trong céc quy trinh tao ra, dan
dén viéc cac mé adenovirut c6 su dbng nhét cai thién, so véi vecto ¢6 trinh tu déu

tan cing 5° nguyén gbc (thong thudong CATCATCA) (xem cé céc don sang ché sb
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PCT/EP2013/054846 va US 13/794,318, tén sang ché ‘Batches of recombinant
adenovirus with altered terminal ends’ ndp ngay 12 Thang Ba 2012 dudi tén Crucell
Holland B.V.), duoc két hop toan b vao day béng céch vién dan. Sang ché do d6
con d& xudt cac mé adenovirut téi t& hgp ma hoa protein F ctia RSV hogc phén cua
ching, trong d6 adenovirut 13 adenovirut cia nguoi c6 kiéu huyét thanh 35, va trong
d6 co ba tit ca (vi du it nhit 90%) adenovirut trong mé chira bd gen véi trinh ty
nucleotit dau tin cing CTATCTAT.

Theo sang ché, protein F ctia RSV c6 thé chiét xudt tir cic ching bat ky c6
trong tw nhién hodc tai td hop RSV, uu tién la tir cac ching RSV cua ngudi, nhu A2,
Long, hodc cac chung B. Theo cic phuong 4n khéac, trinh tu ¢6 thé 1 trinh tu lién
ung trén co s& nhidu protein F ctia c4c trinh ty axit amin RSV. Theo mét vi du cta
séng ché, ching RSV 13 chiing RSV-A2,

Theo sang ché, protein F cta RSV c6 thé 1a chiéu dai diy dt ctia protein F
cia RSV, hodc manh cta chung. Theo m¢t phuong 4n ciua sang ché, trinh tu
nucleotit ma héa protein F ctia RSV mi héa chiéu dai day @i cta protein F clia RSV
(F0), nhu axit amin cia SEQ ID NO: 1. Theo m¢t vi du cua sang ché, trinh tu
nucleotit ma hoa protein F ciia RSV ¢¢ trinh ty nucleotit ctia SEQ ID NO: 2. Tuy y,
trinh tu md hoéa protein F ctia RSV ¢6 thé 1a trinh tu bit ky ma c6 it nhét khoang
80%, uu tién 1a hon 90%, wu tién hon 13 it nhit khoang 95%, twong ddng véi trinh ty
nucleotit cia SEQ ID NO: 2. Theo cac phuong &n khéc, trinh tu dugce 81 wu don vi
m4 nhu vi du duge cho trong SEQ ID NO: 2, 4, 5 hodc 6 cia WO 2012/021730 c6
thé duoc str dung.

Theo mot phuong 4n khéc ctia sang ché, trinh tw nucleotit c¢6 thé tily y ma hoa
manh cta protein F cia RSV. Manh ¢6 thé thu duoc tir mot trong sb hoic cé loai bd
gbc amin va gbc carboxy. Pham vi loai bo ¢6 thé duoc xac dinh béi ngudi 6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc dé, vi du, thu duogc san luong t8t hon adenovirut tai tb
hgp. Manh s& dugc chon dé chtra manh hoat tinh mién dich hoc ctia protein F, cu thé
14 phan ma s& tao ra ting dap Umg mién dich & d6i twong. Didu nay co thé d& dang
x4c dinh dugc bing cach sir dung cdc phuong phdp in silico, in vitro va/hodc in
vivo, tAt ca déu quen thudc dbi voi ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vyc.

Theo mdt phuwong an theo séang ché, manh 1& protein F cit cut ving mi hoa xuyén
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mang ctia RSV (FOATM, xem vi du US 20110014220). Cac manh cta protein F con
c¢6 thé 1a ving F1 hogc F2 cta protein F. Cac méanh cua F con ¢6 thé 13 cac manh
chira cac epitop trung hoa va céc epitop té bao T (Sing et al, 2007, Virol. Immunol.
20, 261-275; Sing et al, 2007, Vaccine 25, 6211-6223).

Thuat ngir ‘khoang’ dbi véi cac gia tri s6 nhu duoc dung trong séng ché
nghia 14 gia tri + 10%.

Theo mot sb phuwong 4n, sang ché d& xuét phuong phép dé tao ra vacxin
khang virut hgp bao ho hép (RSV), bao gdm tao ra denovirut téi t6 hop & ngudi c6
kiéu huyét thanh 35 ma bao gbm axit nucleic ma héa protein F ctia RSV hogc manh
cua ching, nhan 1én adenovirut tai t5 hop nay trong moi trudng nudi céy ctia té bao
chu, phan 14p va tinh sach adenovirut tai t6 hop, va dua adenovirut téi t6 hop vao
ché phdm duoc dung.

Adenovirut tai to hop c6 thé duge diéu ché va duogc lai tao trong t€ bao chu,
theo céc phuong phép da biét, ma thu dugc nudi cdy té bao ca té bao chu duge cho
lay nhiém adenovirut. Nubi cdy té bao co thé 1a dang nudi chy t& bao bat ky, bao
gém nudi céy té bao dinh, vi du té bao dinh vio bé mit cla binh nudi céy hodc vi
chit mang, cing nhu nudi ciy huyén phu.

Nudi cdy huyén phit pham vi 16n nhit dugc thuc hién 1a cac quy trinh mé
hodic mé cho &n bai vi chiing dé thuc hién va mé rong pham vi nhét. Ngiy nay, céc
quy trinh tiép theo trén co s& nguyén thc db tran ngp ngdy cang tré nén phd bbieesn
va ciing thich hop (xem vi du WO 2010/060719, va WO 2011/098592, c& hai duge
két hop vao day bing cach vién din, md ta phuong phép thich hop dé thu va tinh
sach luong adenovirut tai td hop 16n).

Té& bao tao dugc nudi céy dé lam ting s6 luong té bao va virut va/hodic chuin
d6 virut. Nudi cdy té bao dugc thuc hién dé cho phép ching chuyén hoa, va/hodc 1én
1én va/hodc phan chia va/hodc tao ra virut cé loi theo sang ché. DPidu nay c6 thé
duge thuc hién bing céc phuong phép da biét dbi véi nguoi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc, va bao gdm nhung khong gi¢i han ¢ cung cép dinh dudng cho té bao,
vi du m6i trudng nuéi cdy hop 1y. Méi truong nudi cdy thich hop la da biét di véi
ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc va co thé thuong ly tir ngudn thuong

mai véi s6 lugng 16n, hosic duge lam theo yéu cAu theo céc phwong phép tiéu chudn.
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Nuoi céy 6 thé dugc thuc hién vi du trong cic dia, cdc binh truc hodc trong cac
phan mg sinh hoc, str dung mé, mé cho an, hé théng lién tuc va tuong tu. Cac diéu
kién thich hop dé nudi cdy té bao 13 da biét (xem vi du Tissue Culture, Academic
Press, Kruse va Paterson, cdc nha bién soan (1973), va R.I. Freshney, Culture of
animal cells: A manual of basic technique, tai ban lan thir tw (Wiley-Liss Inc., 2000,
ISBN 0-471-34889-9).

Co ban 13, adenovirut s& duoc phoi ra t& bio tao thich hop trong nudi cdy,
cho phép hip thy virut. Thong thuong, khudy t&i wru ndm trong khodng tir 50 dén
300 rpm, co ban 1a khoang 100-200, vi du khoang 150, DO chinh la 20-60%, vi du
40%, do pH 81 wu ndm trong khoang tir 6,7 va 7,7, nhiét do t61 wu ndm trong
khoang tir 30 dén 39°C, vi du 34-37°C, va MOI t6i wu nim trong khoang tir 5 dén
1000, vi du khoang 50-300. Co béan 13, adenovirut gdy nhiém cac té bao tao mot
cach tu phat, va dua céac té bao tao tiép xuc v6i cac hat rAd du dé 1ay nhiém té bao.
Théng thuong, gbc hat adenovirut duge thém vao nudi chy dé bat dau lay nhiém, va
sau d6 adenovirut nhén 1én trong cac t& bao tao. Viéc nay déu quen thudc ddi voi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuec.

Sau khi 14y nhiém adenovirut, virut 13p lai bén trong t€ bao va nhd d6 duge
khuéch dai, quy trinh dé cap dén & ddy 1a nhan ban adenovirut. Lay nhiém denovirut
cudi cung tao ra phan giai té bao bi ldy nhiém. Céc ddc tinh gdy liét cua adenovirut
do @6 cho phép hai céch tao ra virut khac nhau. Cach thi hai la thu virut tru6e khi
phén giai t& bao, sir dung céc nhan t6 bén ngoai d& phan giai t& bao. Cach thtt hai la
thu virut ndi trén bé mit sau (hdu hét) phan giai t& bao hoan thién boi virut tao ra
(xem vi du Patent My 6,485,958, md ta viéc thu adenovirut ma khong phan giai £
bao chu bing céc nhan td bén ngoai). Uu tién 1a sit dyng cdc nhan t6 bén ngoai dé
phén giai hoat tinh té bao dé thu adenovirut.

Céc phuong phap c6 thé dugc st dung cho phén giai té bao hoat tinh 1a da
biét d6i voi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc, va dugc ban dén trong vi
du WO 98/22588, tr. 28-35. Cac phuong phap hitu dung nay la vi dy, két d6ng-tan
gi4, cit cting, phan gidi wu truong va/hodic phén gidi nhugc tuong, cét long, séng
siéu am, dun &p 4p suét cao, phan giai bing chét tiy, két hop cac cach & trén, va

twong tu. Theo m{t phuong 4n cua sing ché, t& bao dugc phan giai bing cach sir
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dung it nhit mot chat tiy. Str dung chét tiy dé phan giai c6 loi ich 1a ddy 1a phuong
phap d&, va c6 thé mé rong pham vi dé.

Céc chit tAy c6 thé duoc sir dung, va phuong phép st dung ching, thuong 13
da biét voi nguodi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc. Mot s6 vi du 14 céc vi du
dugc dé cap dén trong WO 98/22588, tr. 29-33. Céc chét tAy c6 thé bao gém chét
tdy anion, cation, ion ludng tinh, va khong ion. Nong d6 ctia chét thy c6 thé thay doi,
vi du ndm trong khoang 0,1%-5% (khdi lugng/khdi lwong). Theo mot phuong én,
chét téy duoc st dung laTriton X-100.

Nucleaza c6 thé dugce sir dung dé loai bo su lay nhiém, cu thé 1a cha yéu tir té
bao tao, axit nucleic. Cac nucleaza vi du thich hop dé dung theo séng ché bao gébm
Benzonase®, Pulmozyme®, hoic bat ky DNase va/hoic RNase khac duge st dung
thong thuong trong linh vuc. Theo cdc phuong an dugc vu tién, nucleaza la
Benzonase®, ma thiy phén nhanh axit nucleic bang cach thity phan lién két
phosphodieste bén trong gifta cac nucleotit ddc hiéu, nho d6 lam giam d6 nhét cta
chét dung giai t bao. Benzonase® ¢6 thé duge mua tir Merck KGaA (md W214950).
Nong d6 trong d6 nucleaza dugc sit dung wu tién 13 nim trong khoang 1-100 don
vi/ml. Tuy y, hodc ngoai xtr ly nucleaza, con c6 thé két tta chon loc ADN té bao chu
ra khoi ché phdm adenovirut trong qud trinh tinh sach adenovirut, sir dung céc tac
nhén tao két tia chon loc nhu domiphen bromua (xem vi du US 7,326,555; Goerke
et al., 2005, Biotechnology and bioengineering, Tép 91: 12-21; WO 2011/045378,
WO 2011/045381).

Phuong phap dé thu adenovirut tir nudi cdy t& bao tao dd dugc md td sdu
trong WO 2005/080556.

Theo mot sb phuong an, adenovirut thu dugc duge tinh sach tiép. Tinh sach
adenovirut c6 thé duoc thuc hién trong mdt vai budc bao g(‘Sm léng gan, si€u loc,
khir loc hodc phén tach bing sic ky nhu duge md ta trong vi du WO 05/080556,
duoc két hop & day bing cach vién din. Ling gan c6 th& dugc thuc hién bing budce
loc, loai méanh t& bao va tap chét khéc tir cht dung giai t€ bao. Siéu loc duge ding
d8 c6 dic dung dich virut. Khit loc, hodc trao ddi dém, str dung mdy siéu loc 1a cach
dé loai va trao d6i mudi, duong va tuong tu. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong

linh vuc biét cach lam thé nao d€ tim ra cac di€u kién tdi vu cho moi budc tinh sach.
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Tuong tw WO 98/22588, dugc két hop toan b vao day bing céch vién din, mo ta
phuong phap d tao ra va tinh sach vecto adenovirut. Phuong phap bao gdm viée
nudi t& bao chi, gay nhiém té bao chi bing adenovirut, thu va phan giai t& bao chi,
¢d dic chét dung gii tho, trao dbi dém clia chét dung giai thd, xtt 1y bing chét dung
giai véi nucleaza, va tinh sach tiép virut sir dung sic ky.

Uu tién 14, tinh sach sir dung it nhit mdt bude tinh sach, nhu vi du duge dé
cap trong WO 98/22588, tr. 61-70. Nhiéu quy trinh di dugc mo ta dé tinh sach thém
adenovirut, trong d6 bude tinh sach 14 bao gdm trong quy trinh. Ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc s& hiéu ring céc quy trinh nay, va c6 thé thay ddi cach st
dung chinh x4c cic budc sic ky dé tdi wu héa quy trinh. Vi du c6 thé tinh sach
adenovirut bing cac budc sic ky trao ddi anion, xem vi du WO 2005/080556 va
Konz et al, 2005, Hum Gene Ther 16: 1346-1353. Nhiéu phuong phép tinh sach
adenovirut khac d& dugc mé ta va nim trong nghién cru clia ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc. Phwong phép khac dé tao ra va tinh sach adenovirut dugc
boc 16 trong vi du (WO 00/32754; WO 04/020971; US 5,837,520; US 6,261,823,
WO 2006/108707; Konz et al, 2008, Methods Mol Biol 434: 13-23; Altaras et al,
2005, Adv Biochem Eng Biotechnol 99: 193-260), tit ca dwoc két hop & ddy bing
cach vién dan.

Pé ding cho ngudi, sang ché c6 thé sir dung duge phim bao gém rAd va chit
mang hodc t4 dugc dugce dung. Trong bbi canh séng ché, thuat nglt "duoc dung"
nghia 1a chit mang hoic ta dugc, véi lidu ding va ndng do duoc ding, s& khong gy
ra bt ky tac dong khong mong mudn hodc c6 hai & cac ddi tugng duoc cho dung.
Cac chét mang va t4 duge duoc dung nay 14 di biét trong linh vuc (xem Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18th edition, A. R. Gennaro, Ed., Mack Publishing
Company [1990]; Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and
Proteins, S. Frokjaer va L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis [2000]; va Handbook
of Pharmaceutical Excipients, tai ban l4n tht 3, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press
[2000]). rAd duogc tinh sach uu tién la dugce didu ché va cho dung la dung dich vo
tring méc di ciing c6 thé sir dung cac ché phim khd lanh. Dung dich v6 tring dugc
diéu ché bang céach loc v6 tring hogic bing cac phwong phép khic ma ngudi c6 hidu

biét trung binh trong linh vuc d biét. Sau d6 cac dung dich nay duge 1am kho lanh
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hodc dd ddy vao hop phan liéu duge. D pH cia dung dich thudng nim trong
khoang pH tir 3,0 dén 9,5, vi du pH tir 5,0 d&én 7,5. rAd co ban 14 trong dung dich c6
chit dém duoc dung thich hop, va dung dich cua rAd con cé thé chira mudi. Chat
lam 8n dinh tiy ¥ c6 thé c6 mit, nhu albumin. Theo mét sé phuong 4n, chit tAy
dugc thém. Theo mot s& phuong én, rAd c6 thé dugc didu ché thanh ché pham tiém.
Céc ché phim niy chira lugng c6 hiéu qua rAd, hodc la dung dich long, huyén phu
long v6 trung hodc cac dang dong khd va tuy y chia chit 4n dinh hodc ta dugc.
Vacxin adenovirut con c6 th8 dugc sol khi dé cho dung trong miii (xem vi du WO
2009/117134).

Vi duy, adenovirut c6 thé dugc luu trit trong chit dém ma con duoc dung cho
Adenovirus World Standard (Hoganson et al, Development of a stable adenoviral
vector formulation, Bioprocessing Thang Ba 2002, tr. 43-48): 20 mM Tris pH 8, 25
mM NaCl, 2,5% glyxerol. Chit dém ché phdm hitu dyng khéc thich hop dé dung
cho ngudi 13 20 mM Tris, 2 mM MgClz, 25 mM NaCl, sucroza 10% khéi lugng/thé
tich, polysorbat-80 0,02% khéi luong/thé tich. Théy ring, nhidu chit dém khéc c6
thé dugc st dung, va mot sb vi du vé ché phém thich hop dé luu trit va cho dung
thubc ctia ché pham (adeno)virut tinh sach co thé vi du duogc tim thiy trong patent
Chau Au sb 0853660, Patent My 6,225,289 va trong céc cong bd don sang ché quéc
t& WO 99/41416, WO 99/12568, WO 00/29024, WO 01/66137, WO 03/049763,
WO 03/078592, WO 03/061708.

Theo mdt s6 phuong an ché phdm bao gdm adenovirut con bao gbébm mot hoic
hodc t4 duge. T4 duoc 14 da biét trong linh vyc @4 lam ting thém d4p tmg mién dich
dbi voi yéu t8 quyét dinh khang nguyén duoc dp dung, va dugc phdm bao gém
adenovirut va ta dugc thich hop vi du dugc boc 19 trong WO 2007/110409, dugce két
hop & day bing céch vién din. Céc thuit ngir “t4 dugc” va "chit kich thich mién
dich" dugc st dung luan phién & day, va dugc xac dinh 1a mét hodc nhidu chit gay
ra kich thich hé mién dich. Trong bdi canh nay, ta duge dugc sur dung dé 1am ting
dap ung mién dich dbi voi vecto adenovirut theo sang ché. Céc vi du vé tad dugc
thich hgp bao gdm mudi nhém nhu nhdém hydroxit va/hogc nhom phosphat; ché
phim nhi diu (hogc ché phim dau trong nudc), bao gbm nhil twong squalen nuéc,

nhe MF59 (xem vi du WO 90/14837); ché phim saponin, nhu vi du QS21 va cac
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phtrc hop kich thich mién dich (ISCOMS) (xem vi du US 5,057,540; WO 90/03184,
WO 96/11711, WO 2004/004762, WO 2005/002620); cac chit din xuét tir vi khudn
hodc vi sinh vat, vi du v& cc chit niy 1a monophosphoryl lipit A (MPL), 3-O-
deaxylat h6a MPL (3dMPL), CpG- mo6tif chira oligonucleotit, doc t6 vi khudn ADP-
ribosyl héa hodc dang dot bién ctia n6, nhu ndi doc t& LT khong bén nhiét tix E. coli
, doc t5 khudn t& CT, va tuong tu. Con c6 thé st dung t& dugc ma hoa vecto, vi du
bing cach sir dung axit nucleic khéc loai ma héa dung hop viing chtra it kim loai ctia
protein lién két C4 (C4bp) véi khang nguyén mong muén (vi du Solabomi et al,
2008, Infect Immun 76: 3817-23). Theo mdt s phuong an ché phim theo séng ché
bao gdbm nhom 1am t4 duoc, vi du dudi dang nhdm hydroxit, nhém phosphat, nhom
kali phosphat, hozic két hop ctia ching, & cac ndng d§ 0,05 — 5 mg, vi du tir 0,075-
1,0 mg, ham luong nhém mdi liéu ding.
Theo céac phuong 4n khéc, cdc ché phim khong chira t4 duge.

Ciing c6 thé theo sang ché cho dung céc thanh phén hoat tinh khéc, két hop
v6i vacxin theo sang ché. Céc thanh phin hoat tinh khéc nay c6 thé chta vi du
khang nguyén RSV khac hodc vecto bao gbm axit nucleic ma héa ching. Vecto nay
¢6 thé 1a khong adenovirut hodc adenovirut, trong d6 loai adenovirut c6 thé c6 kiéu
huyét thanh bt ky. Vi du cua khang nguyén RSV khic bao gbm protein G RSV
hoac ph?ln hoat tinh mién dich hoc ctia chiing. Vi dy, adenovecto rAd/3xG trén co s&
khuyét AdS sao chép téi td hop duoc dung trong mii, biéu hién vung 15i tan dugc
cua glycoprotein G (axit amin 130 dén 230) 12 duoc bao vé trong mau chudt (Yu et
al, 2008, J Virol 82: 2350-2357), va mic du khong dugc bdo v¢ khi cho dung qua
dudng tiém bip, 18 rang tir cac dit liéu nay 13 G ctia RSV 1a khéng nguyén thich ho
dé tao ra d4p uing bao vé. Céc thanh phan hoat tinh khac ¢6 thé con chtra c4c khang
nguyén khong phai RSV, vi du tir cac tdc nhan gdy bénh khac nhu virut, vi khudn,
vat ky sinh, va tuong tu. Viéc cho dung céc thanh phan hoat tinh khéc c6 thé vi du
duge thue hién bing cac tach riéng viée cho dung hodc bang cach cho dung két hop
c4c san phAm ctia vacxin theo sang ché va céc thanh phan hoat tinh khac. Theo mét
sé phuong 4n, cac khang nguyén khong adenovirut khic (ngoai RSV F), ¢6 thé dugc
m3 héa trong vecto theo sang ché. Theo mot s6 phuong 4n, do d6 c6 thé dugc mong

mudn d& bidu hién nhiéu hon mot protein tir adenovirut don, va trong cac truong
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hop nay nhiéu trinh ty m3 héa vi du ¢ thé duoc 1ién két dé tao ra dich ma don tir cat
xét bidu hién don hodc c6 thé c6 mét trong hai cét xét biéu hién riéng bi¢t dugc tach
dong thanh céc phn khac nhau ciia by gen adenovirut.

Céc ché phim adenovirut dugc ding cho déi tuong, vi du ddi twong ngudi.
Téng lidu ding adenovirut dugc cdp cho dbi twong trong mét lan ding c6 thé thay
d6i nhu da biét dbi voi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vue, va thudng trong
khoang 1x10 hat virut (vp) dén 1x10" vp, wu tién I3 tir 1x10® vp dén 1x10"" vp, vi
du tir 3x10® dén 5x10' vp, vi du tir 10° dén 3x10" vp.

Vigc cho dung cac ché phém adenovirut ¢ thé duoc thuc hién béng cach st
dung cac duong ding tiéu chudn. Céc phuong 4n khong gi6i han bao gdm cho ding
ngoai dudng tiéu hoa, nhu bing cach tiém vi du trong da, trong co, v.v., hodc dudi
da, qua da, hodc cho dung & niém mac, vi du trong miii, mi¢ng, va tuong tu. Viéc
ding trong miii thuong thdy 1a dudong ding duoc wu tién ddi voi vacxin khang RSV,
Tac dung quan trong nhit cta chién lwoc ding trong mili vt séng 1a kich thich truc
tiép su mién dich ctia hé ho hép cuc bd va khong lam tang bénh lién quan. Chi céc
vacxin dud6i danh gia 14m sang d6i voi st dung nhi khoa & thoi diém hién tai 1a
vacxin dung trong miii vit séng (Collins vA Murphy. Vaccines against human
respiratory syncytial virus). Trong: Perspectives in Medical Virology 14:
Respiratory Syncytial Virus (Ed. Cane, P.), Elsevier, Amsterdam, the Netherlands,
tr233-277). Ding trong miii 13 dudng ding duoc wu tién thich hop theo séng ché.
Tuy nhién, duoc diic biét wu tién theo sing ché 1 cho ding vacxin qua dudng tiém
bép, do dd phat hién mot cach déng ngac nhién 1a cho ding trong co cta vacxin theo
séng ché tao ra sy su bao vé khang RSV sao chép trong miii va phéi cua chudt hai
bong, khong giéng vacxin RSV trong co trén co s& cac kidu huyét thanh adenovirut
khac da dugc bio céo trude d6. Tac dung cta cho ding trong co 13 don gian va dé
thiét 14p, va khong tao ra cic bin khodn vé tinh an toan dbi voi ap dung trong mili
ctia tré dudi 6 tudi. Theo mot phuwong 4n ché phdm duge cho ding bing céch tiém
trong co, vi du vao co delta clia canh tay, hodc co bén ngoai cta dui. Nguoi ¢ hidu
biét trung binh trong linh vuc biét cac kha ning khac nhau ¢ ding ché phdm, vi du

vacxin d€ tao ra dap img mién dich doi véi (cac) khang nguyén trong vacxin.
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béi twong nhu dugc st dung & day wu tién la dong vat c6 vu, vi du loai gdm
nhim, vi du chudt, chudt hai ciy bong, hodc dong vét linh truéng khdng phai nguoi,
hodc ngudi. Tét hon, dbi twong nay 14 déi tugng ngudi. D61 tuong c6 thé & do tudi
bét ky, vi du tir khoang 1 thang dén 100 tudi, vi du tir khoang 2 thang dén khoang 80
tudi, vi du tir khoang 1 thang dén khoang 3 tudi, tir khoang 3 tubi dén khoang 50
tudi, tir khoang 50 tudi dén khoang 75 tudi, v.v..

Con c6 thé cho phép mét hoic nhiéu l4n ding ting cudng mdt hodc nhiéu
vacxin adenovirut theo sang ché. Néu thuc hién ching ngira ting cuong, co ban la,
chiing nglra ting cudng nay s& duoc cho dung cho cung ddi tuong ¢ thoi diém nim
trong khoang tir mot tuldn dén mot nam, wu tién 14 tir hai tudn dén bdn thang, sau khi
dung ché phim cho ddi tuong trong 14n tht nhit (ma trong céc trudng hop dugc dé
cap la ‘ching ngira khoi mao”). Trong céc phéc d6 ting cuodng tuy y, con co thé cho
dung vecto khac nhau, vi du mdt hodc nhiéu adenovirut c6 kiéu huyét thanh khac
nhau, hodc vecto khac nhu MVA, hodc ADN, hodc protein, cho dbi tegng sau chung
ngira khoi mao. Vi du ¢6 thé dung cho ddi tugng vecto adenovirut tai t6 hop theo
sang ché 13 khoi mao, va ting cudng bing ché phim bao gbm protein F cia RSV.

Theo mot s6 phwong 4n, viéc cho ding bao gdm cho dung khoi méo va it
nhat mot 1an cho dung ting cudng. Theo mot s6 phuong 4n cua ching, cho ding
khoi mao vé&i rAd35 bao gdm axit nucleic ma hoa protein F clia RSV theo sang ché
(‘rAd35-RSV.F’) va cho dung ting cudng vdi rAd26 bao gbm axit nucleic ma hoa
protein F cia RSV (‘rAd26-RSV.F’). Theo céc phuong an khac cua chuing, cho
dung khoi mao véi rAd26-RSV.F va cho ding ting cudng v6i rAd35-RSV.F. Theo
cac phuong 4n khac, ca cho dung khoi mao va cho dung tang cuong la véi
rAd35.RSV.F. Theo mdt s6 phuong 4n, cho dung khoi mao v6i rAd35-RSV.F va
cho ding ting cudng 1a véi protein F clia RSV. Theo tat ca cac phuong 4n ndy, co
thé cung cép cac 1an cho dung ting cudng véi vecto hodc protein gidng hoic khéc
nhau. C4c phuong 4n trong d6 ting cudng véi protein F cia RSV ¢6 thé dic biét c6
loi bao gdm vi du & céc d6i twong ngudi gia trong nhém c6 nguy co (vi du c6 COPD
hozc suyén) & 50 tudi hodc gia hon, hodc vi dy ¢ dbi twong khoée manh & 60 tudi

hodc gia hon hodc 65 tudi hodc gia hon.
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Theo mét sb phuong 4n, cho dung bao gdm cho dung don 1é adenovirut tai t6
hop theo sang ché, ma khong cho dung (ting cudng) thém. Céc phuong an nay la c6
loi vé viéc giam tinh phitc tap va chi phi cta phéc dd cho ding so voi phac @b khoi
mao ting cudng. Su bao vé toan dién da quan sat dugc sau cho dung don I¢ vecto
adenovirut tai t6 hop theo sang ché ma khong cAn cho ding ting cudng & mau chudt
hai ciy bong trong céc vi du & day.

Sang ché con dugc giai thich thém trong cac vi du sau day. Cac vi du khong
lam gi6i han sang ché trong trudng hop bat ky. Chung chi dung dé 1am rd sang ché.
Vi du thyec hién sang ché
Vi du 1. Diéu ché cac vecto adenovirut

Téach dong gen F ctia RSV vao ving E1 cuia Ad35 va Ad26:

Gen RSV.F(A2)nat, ma héa protein dung hop (F) cia RSV tur nhién cua ching A2
(Genbank ACO83301.1), 1a gen dugc t6i wu cho biéu hién & ngudi va duoc tong
hop, boi Geneart. Trinh ty Kozak (5> GCCACC 3’) dugc bao gdm truc tiép trudc
don vi ma khoi diu ATG, va hai don vi ma két thic (5° TGA TAA 3°) dugc thém &
dAu ciia trinh ty ma héa RSV.F(A2)nat. Gen RSV.F(A2)nat dugc chén vao plasmit
pAdApt35BSU va plasmit pAdApt26 qua vi tri HindIII va Xbal. Plasmit thu duoc,
pAdApt35BSU.RSV.F(A2)nat va pAdApt26.RSV.F(A2)nat dugc md ta trén Fig. 15.
Trinh tu axit amin cta protein F, va don vi ma toi vu trinh tu ma hoéa trinh ty axit
amin ndy, dugc cho trong Bang 1 12 SEQ. ID. NOs: 1 va 2, tuong ung.

Nudi ciy té bao:

Té bao PER.C6 (Fallaux et al., 1998, Hum Gene Ther 9: 1909-1917) dugc duy tri
trong moi trudong Eagle bién d5i Dulbecco (DMEM) véi 10% huyét thanh bao thai
bo (FBS), duoc bd sung 10mM MgCl.

Tao ra, 1y nhiém va chuyén adenovirut:

Tht ca adenovirut duge tao ra trong té bao PER.C6 bing cach tai t8 hop clng loai
don 1& va tao ra nhu dugc mo ta trude day (déi véi rAd35: Havenga et al., 2006, J.
Gen. Virol. 87: 2135-2143; dbi v6i rAd26: Abbink et al., 2007, J. Virol. 81: 4654-
4663). Tom lai, té bao PER.C6 dugc chuyén nhidm bing plasmit vecto Ad, st dung
Lipofectamine theo chi dan dugc cung cép boi nha san xuit (Life Technologies). bé

giai thoat vecto Ad35 mang cat x¢ét bidu hién chuyén gen RSV.F(A2)nat, plasmit
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pAdApt35BSU.RSV.F(A2)nat va cosmit pWE/Ad35.pIX-rITR.dE3.50rf6 dugc su
dung, trong khi dé dbi véi vecto Ad26 mang cat xét bidu hién chuyén gen
RSV.F(A2)nat, plasmit pAdApt26.RSV.F(A2)nat va pWE.Ad26.dE3.50rf6.cosmit
dugce st dung. Té bao duoc thu mot ngay sau khi CPE day du, i dong, ly tim trong
5 phit & 3,000 rpm, va dugc luu trit & —20°C. Céc virut tiép theo 13 ban duoc tinh
sach va khuéch dai trong PER.C6 dugc nudi chy trén giéng don cua tAm nuoi ciy
md da giéng 24 giéng. Khuéch dai tiép duoc thuc hién trong PER.C6 duoc nudi chy
sir dung binh thét ¢8 nudi cdy mé T25 va binh thét cb nudi cdy md T175. Chéat dung
giai thd T175, 3 dén 5 ml duge sir dung d€ chung ngira 20x binh thot ¢ nuéi cdy
mé ba 16p T175 chia 70% lép dich nudi cdy cta té bao PER.C6. Virut dugc tinh
sach bing phuong phép tinh sach CsCl hai budc. Cubi cuing, virut dugc luu trit thanh
céc phin phan uéc & -85°C.

Vi du 2. Tao ra kha ning mién dich khang F ctia RSV st dung adenovirut tai td hop
c6 kiéu huyét thanh 26 va 35 in vivo.

Pay 1a thir nghiém dé danh gia kha ning ciia adenovirut tai t6 hop c6 kiéu
huyét thanh (Ad26) va adenovirut ti td hop c6 kiéu huyét thanh 35 (Ad35) dé tao ra
kha ning mién dich khéng khang nguyén F cua glycoprotein cia RSV & chudt
BALB/c.

Trong nghién ctru ndy dong vat duoc phén phdi trong nhém thir nghiém gbm
5 chudt. Dong vét dugc gay mién dich bang lidu don Ad26 hodc Ad35 mang gen F
ctia RSV chidu dai du (Ad26-RSV.F hodc Ad35- RSV.F) hoic khong chuyén gen
(Ad26e hoic Ad35e). Ba do pha lodng theo thir tu gép 10 lan cia rAd nim trong
khoéang tir 10'° &&n 10® hat virut (vp) dugc cho qua dudng tiém bip. Vé dbi chimg,
mot nhém gém 3 con vat nhan vecto trbng Ad26e va mdt nhém nhan vecto tréng
Ad35e.

Thir nghiém ELISPOT duoc dung @& xac dinh sb luong twong di cua té bao
T bai tiét IFNy dic hiéu cta protein F trong 14 lach, va co ban duoc thuc hién nhu
duoc mo ta bai Radosevi¢ et al. (Clin Vaccine Immunol. 2010;17(11):1687-94.). bPé
kich thich cac té bao don nhan lach trong thir nghiém ELISPOT, hai tdp hop peptit

gbm c6 11 peptit 15-mer chdng 14n axit amin béc qua toan bd trinh tu ctia protein F
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(A2) ciia RSV duoc sit dung. S& don vi tao thanh diém (SFU) cho mdi 10° t& bao
duoc tinh toan.

Dé xéc dinh cac chuln d0 ctia khang thé thir nghiém ELISA dugc st dung. Vi
thé, cac tim ELISA (Thermo Scientific) dugc pht 25 pg/ml khang nguyén bat hoat
hoan toan RSV Long (Virion Serion, cat# BA113VS). Cac méu huyét thanh pha
loang duoc thém vao cac tdm, va cac khéng thé khang RSV cta IgG dugce xac dinh
sit dung IgG khang chudt ghi nhan biotin (DAKO, cat# E0413), sit dung phat hién
bing horseradish peroxidaza (PO)- streptavidin (SA) tiép hop. Céc chuén do duoc
tinh todn bing ndi suy tuyén tinh, sir dung tin hiéu 1,5x OD tir 50x huyét thanh ty
nhién pha loang 1am phén cit. Céc chudn do cua cac khang thé IgG1 va [gG2a dac
hiéu ctia RSV trong huyét thanh ctia chudt duge xéc dinh bang IgG1 khéng chudt
ghi nhin PO va IgG2a khang chuft ghi nhdn PO (Southern Biotechnology
Associates, cat#s 1070-05 va 1080-05) duoc dung dé dinh luong 16p phu.

Hoat tinh trung hoa virut (VNA) cua khang thé duoc xac dinh béi thit nghiém
vi trung hoa, co ban dugc thyc hién nhu duge md ta by Johnson ef al. (J Infect Dis.
1999 Jul;180(1):35-40.). Té bao VERO d& nhidm RSV dugc gieo trong cac tAm nudi
chy & bao 96 giéng mot ngay trude khi 1y nhiém. Vao ngay lay nhiém, cac huyét
thanh duwgc pha lodng theo thir tyr va cac d6i ching duoc tron vai 1200 pfu RSV
(Long hoic B1) va duoc & 1 h & 37°C. Tiép d6, hdn hop virut/khang thé duge
chuyén vao cac tAm 96 gieegns chra cac don 16p t€ bao VERO. Ba ngay sau khi céc
don 16p duge ging bing 80% axeton d4 lanh va khang nguyén RSV dugc xac dinh
bing khang thé don dong khang F. Chuén do trung hoa dugc biéu hién nhu do pha
loding huyét thanh (logz) tao ra giam 50% trong OD450 tir céc giéng dbi chimg chi
¢ virut (ICso).

O con vat sau khoi mao tudn 2 va tudn 8 dugc hién va cac dap ung té€ bao va
thé dich dugc theo ddi nhu dugc md ta & trén.

Fig. 1 thé hién ring tit ca c4c liéu ding ctia Ad26-RSV.F (Fig. 1A) va Ad35-
RSV.F (Fig. 1B) du c6 hiéu qua trong viéc tao ra cac dép Umg mién dich t& bao tét
va dap tmg 6n dinh theo thdi gian. Khong c6 su khic biét dang ké cua lidu dung
vecto 1én dép Ung t& bao T véi hodc 1a Ad26-RSV.F hodc Ad35-RSV.F quan sat

duoc.
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Fig. 2 thé hién c4c chudn do khéng thé trong cling thir nghiém nhu dugc mo
t4 & trén. Ca hai vecto tao ra thoi gian rat 15 va ting doc 1ap lifu ding trong céc
chun d6 ELISA (Fig. 2). Cac chuin do khang F ting & tir 2 dén 8 tudn, ma dang ké
d6i voi 101° lidu dung. O 8 tudn khong c6 su khac biét trong céc chudn do gitta
vecto Ad26-RSV.F hodc Ad35-RSV'F.

Su phan b 16p phu (IgG1 véi IgG2a) cua IgG déc hiéu cla F duoc xdc dinh
d& danh gia su can bing cta dap tmg Thl v6i Th2. Pap tng Th2/Thl léch dan dén
viéc cac con vat ting bénh ctia RSV duoc ting cuong cla vacxin nhu quan sat thy
v&i RSV bét hoat formalin. Nhu duoc thé hién trén Fig. 3, ty 18 IgG2a/IgG1 ddi véi
cd Ad26-RSV.F va Ad35-RSV.F cao hon 1. Pidu ndy chi ra manh m& ring
adenovecto Ad26-RSV.F va Ad35-RSV.F tc ché loai Thl hon 1a loai Th2 cua déap
ung.

Fig. 4 thé hién céc chuin do trung hoa virut (VNA) cua cling huyét thanh
duge ding cho céc chudn do khang thé. Sy tao mién dich bing Ad26-RSV.F va
rAd35-RSV.F din dén tao ra céc chun do khang thé trung hoa. Céc chun 46 VNA
tang manh trong khoang tir hai dén tdm tudn sau khi khoi mao & chudt duogc cho 10'°
vp. O tam tudn khong c6 sy khéac biét vé chudn d6 giita vecto Ad26-RSV.F va
Ad35-RSV.F & chudt duge cho 10'° vp.

Tir cac thir nghiém tao mién dich nay rd rang ring vecto Ad35 va Ad26 nubi

dudng chuyén gen RSV.F tao ra dép tmg té bao va thé dich khang RSV F.

Vi du 3. Kha niing min dich khang RSV.F sau khoi mao-ting cudng khéc loai sir
dung vecto adenovirut téi td hgp ma héa RSV.F.

Nghién ctru ndy dugc thiét ké @& danh gia kha ning cla cac phac dd khoi
mao-ting cudng trén co s& vecto adenovirut chiét xuat tir hai kidu huyét thanh khac
nhau dé tao ra kha ning mién dich khdang RSV F.

Nghién ctru nay lién quan dén chuot BALB/c dwoc phan bd trong nhém thir
nghiém gbm 8§ chudt. C4c con vat dugc gy mién dich bing c4ch tiém trong co voi
101° vp mang trinh ty kiéu dai ctia gen RSV F trén co s&/chiét xuét tir RSV A2 (Ad-
RSV.F hoic Ad35-RSV.F) hoic khong chuyén gen (Ad26e hodc Ad35¢). Mot nhém
con vit duoc khoi mao & tudn v6i Ad26-RSV.F va tang cudng & tudn 4 voi Ad35-
RSV.F hoic Ad35e. Nhém con vat khac duge khoi mao véi Ad35-RSV.F va tang
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cuong & tudn 4 voi Ad26-RSV.F hodc Ad26e. Nhém chudt ddi ching dugc khoi
mao véi Ad35e va ting cudng O tudn 4 voi Ad26e. O tudn 6 va tudn 12 sau khoi
mao 8 con vat duge hién & mdi thoi diém va dap ung té bao va thé dich dugc theo
d6i bing cac thir nghiém mién dich hoc da biét d6i véi ngudi cé hiu biét trung binh
trong linh vyc va nhu dugc mo ta & trén.

Fig. 5 thé hién déap tng t€ bao & 6 va 12 tudn sau khoi mao. O 6 tuin sau khoi
mao (va 2 tudn sau ting cuong), hidu qua ting cudng dang ké boi ca Ad26-RSV.F
va Ad35-RSV.F 1én dép ung ctia té bao T dugc do, va do 16n clia dap ung clia té bao
T ddc 1ap voi trat tu gay mién dich béng Ad26-RSV.F hoic Ad35-RSV.F trong khoi
mao-tang cudong. O 12 tudn sau khoi méao (8 tudn sau ting cudng), chudt duoc khoi
mao bing Ad26-RSV.F duy tri mic t€ bao T dic hiéu cta F cao hoic trong céc con
chi duoc khoi mao va céc con duge khoi mao-ting cudng, so voi cac con duge khoi
mao rAd35-RSV.F. Néi chung, lugng lymphoxyt ddc hiéu F (SFU) cao va 4n dinh
trong it nhét 12 tudn & tit ca cac con duogc gay mién dich bang hodc rAd26-RSV.F
hodc rAd35-RSV.F (khoi mao/hodc khoi mao-tang cudng).

Fig. 6 thé hién dap tng thé dich & cic thoi diém khac nhau sau ching nglra
khoi mao-ting cuong bing vecto adenovirut. Ad35.RSV.F va Ad26.RSV.F khoi
mao t5t nhu nhau, va hiéu qua ting cudng dang ké duogc tao ra boi hodc 1a
Ad26.RSV.F hoic rAd35.RSV.F lén dép ung té bao B dugc thé hién. Tuy nhién,
pham vi dép Uing té€ bao B trong khoi mao-ting cudng khac loai 1a doc 14p voi tréat ty
gdy mién dich Ad35.RSV.F va Ad26.RSV.F, va sau cac chudn d6 ELISA ting
cudng dugc gitt 6n dinh trong 12 tuln.

Fig. 7 thé hién chudn d6 cta khang thé trung hoa virut & céc thoi diém khac
nhau sau gdy mién dich khoi mao-ting cudng. Ca vecto Ad35.RSV.F va
Ad26.RSV.F khoi mao t6t nhu nhau d& dat dugc cac chudn d6 VNA 13 ring, nhu
duoc quan sat dbi véi cac chuén d6 ELISA. Tuong tu, ting chuin do VNA sau khoi
mao-tdng cuong khac loai 1a doc 14p voi trat tu cia gly mién dich Ad35.RSV.F va
Ad26. RSV F. Hiéu qué ting cudng bdi hodc 1a Ad26.RSV.F hodc Ad35.RSV.F Ién
chudn do VNA la déng k& & ca hai thoi diém va dat t6i da & 6 tudn. Céc nhom chi
duge khoi mao véi AA.RSV.F ting chudn d6 VNA & 12 tudn so v6i 6 tudn. Trinh tu
F cua RSV trong két cdu vecto adenovirut chiét xut tir phan 1p A2 cua RSV. Thur
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nghiém trung hoa dugc mo ta theo sang ché trén co s& ching RSV Long, thudc
nhém phu A cta RSV, chimg minh ring cc khéng thé tao ra boiF (A2) c6 khé ning
lam trung hoa chéo loai phu ching A ctia RSV khac nhau.

Vi protein F ctia RSV 12 rt bio thi trong s6 cac phan 1ap RSV, n6 da duge
thtr nghiém xem huyét thanh tir cdc con vét dugc gly mién dich bing vecto Ad-
RSV.F c6 kha ning lam trung hoa chéo phén l4p ching B ctia RSV nguyén mAu,
RSV B1. Nhu thé hién trén Fig. 8, huyét thanh cua chudt duoc giy mién dich cling
¢6 kha ning trung hoa chéo chiing B1. kha nang trung hoa chéo RSV B1 khong phu
thudc vao vecto duge sir dung trén d6 trong nhém chi khoi mao, hodc trat tw gay
mién dich khoi mao-ting cudong véi vecto Ad26.RSV.F va Ad35.RSV.F.

Nhin chung, céc dit liéu nay thé hién rang phéc dd khoi mao-ting cudng, gy
midn dich lién tiép v6i Ad26. RSV.F va Ad35.RSV F tao ra dép tmg thé dich va té
bao, va dap tmg mién dich thé dich bao gdm kha ning trung hoa cac phén lap clia ca
loai phy A va B cta RSV.

Vi du 4. Tao ra su bao vé khang lay nhiém RSV st dung vecto adenovirut tai t6 hop
in vivo & mau chudt hai cay bong.

Thir nghiém nay dugc thuc hién dé danh gia kha ning cia cac phéac dd khoi
mao-tdng cudng trén co sd vecto adenovirut chiét xut tir hai kiéu huyét thanh khac
nhau dé tao ra su bao vé khang sao chép thir thach RSV & chudt hai cdy bong. Chudt
hai ciy bong (Sigmodon hispidus) d& nhiém RSV ca hé ho hap trén va dudi va duge
thdy 1a d& hon it nhat 50 1in so véi cac ching chudt (Niewiesk et al, 2002, Lab.
Anim. 36(4):357-72). Tuy nhién chuft hai cdy bong la mAu ban déu d4nh gia hiéu
qua va do an todn clia c4c vacxin ing cir RSV, khing virut va khang thé. Dit lidu
tidn 1am sang dugc tao ra & mau chudt hai cdy bong nang cao sy phat trién cta hai
ché phim khéng thé (RespiGam® va Synagis®) cho cac thlr nghiém 1am sang ma
khong cin nghién ctru trung gian trén linh truéng khong phai ngudi.

Nghién ctru két nap chudt hai cdy bong trong cic nhém thit nghiém gbm 8
chudt hai cdy bong mdi nhém. Céc con vit duge gdy mién dich béng cach tiém
trong co 10° hat virut (vp) hodc 10'° vp vecto adenovirut mang gen F (A2) cia RSV
chidu dai di (Ad26.RSV.F hoic Ad35.RSV.F) hoic khong chuyén gen (Ad26e hodc

Ad35e). C4c con vat duge ting cudng 28 ngay sau vdi cung lidu dung vp, hodc 1a
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voi cung (khoi mao-ting cuong cung loai) hodc voi kiéu huyét thanh adenovirut
khac (khoi mao-ting cudng khéc loai); nhém d6i chimgduogc gay mién dich theo d6
véi vecto Ad-e, trir khi chi 1 lidu duoc ép dung (10'°). Nhém déi chimg gdm 6 con
vat. Cac con vét nhiém trong miii véi RSV A2 (10* don vi tao tdm (pfu)) dugc sir
dung dé lam dbi ching duong dbi chimg duwong dé bao vé khang sao chép thir théch,
nhu da biét 1a 14y nhidm ban dau véi virut RSV bao vé khang sao chép thir thach thir
chp (Prince. Lab Invest 1999, 79:1385-1392). Ngoai ra, RSV bét hoat formalin (FI-
RSV) duoc dung 1am d6i chimg cho bénh mo bénh hoc dugc ting cudng vacxin. Ba
tudn sau gay mién dich 1an thit hai (ting cudng), chudt hai cay bong dugc thir thach
trong miii bing 1x10° pfu cua tAm-duoc tinh sach RSV A2. V& dbi chimg, mot
nhém chudt hai cay bong khéng dwoc gay mién dich nhung nhén virut thir thach, va
nhém ddi ching khac khong dugc gdy mién dich va khong dugc thir thach. Chudt
hai cdy bong duoc hién 5 ngay sau 1dy nhidm, thoi diém tai d6 virut thir thich RSV
dat chudn d6 dinh (Prince. Lab Invest 1999, 79:1385-1392), va céc chuan do RSV
ctia phdi va mili dugc xéc dinh bing chuén do tim virut (Prince er al. 1978, Am J
Pathology 93,711-791).

Fig. 9 thé hién chudn d6 virut RSV cao & phdi va mili duge quan sat & cac b
chimg khéng duge gdy mién dich cling nhu cic con vét nhén vecto adenovirut
khong chuyén gen, twong tng 5,3 +/- 0,13 logio pfu/gam va 5,4 +/- 0,35 logio pfu.
Nguoc lai, khong virut thir thach cé thé phat hién trong md phdi va miii tir céc con
vat nhan gdy mién dich khoi mao-ting cuong bing vecto Ad26.RSV.F va/hoic
Ad35.RSV.F, doc 1ap véi lidu ding hodc phac db.

Céc dit liéu nay ching minh 16 rang ring ca vecto trén co s& Ad35 va trén co
s& Ad26 déu cho bao vé khang sao chép thir thach RSV trong mau chudt hai cay
bong. Didu nay 1a ngac nhién, vi vecto trén co s& AdS adenovirut mé hoa F cla RSV
duogc biét khong c6 kha ning tao ra bao vé toan dign & cac mau con vat sau khi dung
trong co.

Trong qué trinh thir nghiém, céc miu mau duoc ldy trude khi gy mién dich
(ngay 0), trude khi gdy mién dich ting cudng (ngay 28), & ngay thir thach (ngay 49)
va & ngay hién (ngay 54). Céc huyét thanh dugc thir nghiém trong thir nghiém trung

hoa virut trén co s¢ thir nghiém tAm (VNA) dé tao ra trung hoa khéang thé dic hidu
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ctia RSV co thé nhu duwoc md ta boi Prince (Prince et al. 1978, Am J Pathology
93,711-791). Chuin d9 trung hoa dugc biéu hién nhu d6 pha lodng huyét thanh
(logy) tao ra 50% giam tAm so véi tir céc giéng ddi chimg chi c6 virut (ICso).

Fig. 10 thé hién ring c4c con vat d6i ching khong c6 khéng thé trung hoa
virut & ngdy 28 va ngay 49, trong khi dé tao ra cac chuén d6 VNA cao sau khi cac
con vat dugc khoi mao béng vecto Ad26.RSV.F hoic Ad35.RSV.F. Su ting vua
phai v& chudn 49 VNA dugc quan sét sau khi gy mién dich ting cuong. Lay nhiém
ban diu v6i virut A2 cia RSV tao ra chuin do VNA vira phai hon 1a ting dan theo
tho1i gian.

Pé danh gia xem vacxin Ad26.RSV.F hodc Ad35.RSV.F c6 thé 1am ting
bénh sau thir thach véi A2 ctia RSV, phén tich m6 bénh hoc cua phéi duoc thuc hién
5 ngady sau lay nhiém. Phdi duoc thu, d6 ngip formalin, tich m6, va nhuém
hematoxylin va eosin dé danh gia mé hoc. Piém m6 hoc duge 1am mo, theo cac ti€u
chuin cdng bd boi Prince (Prince et al. Lab Invest 1999, 79:1385-1392), va dugc
cho diém dbi voi céc thong sd sau: viém quanh phé quan, viém quanh mach, viém
phdi k&, va viém phé nang. Fig. 11 thé hién viéc cho diém bénh phdi cua thir
nghiém. Sau thir thach RSV, cic con vét dugc gay mién dich FI-RSV thé hién mo
bénh hoc tang cao trén toan bd thong s6 mo6 bénh hoc dugc danh gia, so vai cac con
vat duoc thir thach gay mién dich gia, ma dugc gia dinh trén co s& céc nghién ciu
d3 cong bb trudc day (Prince ef al. Lab Invest 1999, 79:1385-1392). DPiém md bénh
hoc & Ad26.RSV.F va Ad35.RSV.F dugc giy mién dich so véi cac con vat duoc giy
midn dich gia hoic giy mién dich rAd-e, 1a giéng nhau, mac du viém quanh mach
trong céc con vat dugc gay mién dich rAd-RSV.F thé hién 12 thép hon mot chut. Do
d6, cac vacxin Ad26.RSV.F va Ad35.RSV.F khong gdy ra bénh tdng cuong, khong
gidng céc vacxin FI-RSV.

Toan bd chién lugc ching nglra tao ra bao vé day di khang sao chép thu
thach RSV, tao ra khang thé trung hoa virut manh, va khéng quan sat thdy ting
cuong bénh.

Vi du 5. Hidu qua bao vé clia vecto rAd st dung cac dudng dung khéac nhau sau khi

gdy mién dich don

-34-



28737

Nghién ctru nay d& danh gia 4nh hudng ctia cac duong dung 1én hiéu qua bao
vé tao ra boi vecto Ad26 hodc Ad35 ma hoa RSV.F. Vacxin hoéc 1a duge dung qua
dudng tiém bap hogc trong mili.

Chuét hai cay bong dugc gay mién dich don bing 1x10° hodc 1x10° hat virut
(vp) cua Ad26 hodc Ad35 mang hodc 1a F ctia RSV lam chuyén gen (Ad26.RSV.F
hoiic Ad35.RSV.F) hodc khong chuyén gen (Ad26-e hodic Ad35-¢) & ngay 0, dugc
thtr thach & ngay 49 voi 10° RSV pfu va duge hién & ngay 54.

Fig. 12 th4 hién céc két quéa clia thir nghiém trong d6 virut thir théch & phoi
va mili duge xac dinh. Chuén d6 virut RSV cao dugc phat hién & phéi va miii cia
chu6t khéng dugce giy mién dich hodc dugc gy mién dich bing vecto adenovirut
khong chuyén gen, tuong tng 4,9 +/- 0,22 logio pfu/gam va 5,4 +/- 0,16 logio pfu.
Ngugce lai, phéi va mili tir cac con vat nhin hoic 1a Ad35-RSV.F hodc Ad26-RSV.F
khong c6 sao chép virut thir thach, doc 14p véi dudng dung va liéu duing.

Céc dit liéu nay chirng minh mét cach dang ngac nhién réng mdi mot trong s6
cac vecto Ad26- va Ad35- trén co s& mad hoa protein F ctia RSV cho bao vé toan
dién & cac thir nghiém thir thach cta chudt hai cdy bong, doc 18p vo6i dudng dung
clia vecto. Didu nay bit ngd, vi khong c6 vacxin RSV trén co s¢ adenovirut nao da
cong bd, ma trén co s& cac kiéu huyét thanh khéc, dd ching minh sy bao v¢ toan
dién sau khi chiing ngtra trong co.

Trong qua trinh thir nghiém, cic miu méu dugc liy trude khi gdy mién dich
(ngay 0), 4 tuin sau khi gdy mién dich (ngay 28), va & ngay thir thach (ngay 49).
Huyét thanh duoc thtr nghiém trong thir nghiém trung hoa dé tao ra khang thé dac
hiéu RSV (Fig. 13). Trudc khi gdy mién dich khong c6 khang thé trung hoa virut
duogc thdy trong chudt hai ciy bong bat ky. T4t ca cac chién luge gay mién dich
vecto adenovirut, doc 14p véi dudong dung, rd rang tao ra cac chudn d6 VNA, ma vin
dn dinh theo thoi gian. C4c dit liéu ndy chimg minh mt cich dang ngac nhién ring
mdi mot trong sb cac vecto Ad26- va Ad35- trén co s6 ma hoa protein F cia RSV
cho cac chuin do cao ctia khang thé trung hoa virut & cac thir nghiém gy mién dich
& chuot hai cay bong, doc 1ap voi duong dung cta vecto.

P& danh gi4 xem gdy mién dich don cia vacxin Ad26.RSV.F hodc
Ad35.RSV.F c6 thé tao ra bénh ting cudng vacxin sau thir thach véi A2 ctia RSV,
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phén tich md bénh hoc cta phdi duoc thuc hién 5 ngay sau lay nhiém (Fig. 14). Gay
mién dich don véi rAd26.RSV.F hodc rAd35.RSV.F tao ra cic diém bénh 1y mién
dich gibng nhau & rAd26.RSV.F hogc rAd35.RSV.F dugc giy mién dich so véi cac
con vat dugc gdy mién dich rAd-e hodc gdy mién dich gia, nhu quan sat & céc thir
nghiém gy mién dich khoi mao-ting cudng dwoc mo ta & trén. RS rang 1a, bénh
trAm trong khong quan sat thdy, nguoc lai véi cac con vét dugce khoi mao v6i FI-
RSV. Cac diém mé bénh hoc cta cac con vat dugc gy mién dich béng vecto rAd
duoc so voi cac con vat lay nhiém gia.

K&t luan 13, tit ca cac chién lugc chiing ngtra liéu don tao ra bao vé toan dién
khang sao chép thir thach RSV, tao ra khang thé trung hoa virut manh va khong thé
hién ting bénh ly.

Vi du 6. Vecto vai cac bién thé nhu cic manh cia F ctia RSV hodc vai trinh ty khéi
dAu phién ma tity y thé hién tinh gdy mién dich twong tu

Céc vi du ¢ trén dugc thuc hién vdi vecto biéu hién F ctia RSV kiéu dai. Mit
khac, cac dang cit cut hodc bién dbi cua F da dugc ciu tao trong rAd35, d@ xuét cac
phwong 4n cua cac méanh ciia F cia RSV trong vecto adenovirut. Dang ct cut hogic
bién ddi F nay bao gdm dang cét cut ctia RSV-F trong d6 ving té bao chét va viing
xuyén mang la thiéu (cu thé 13 chi manh ectodomain con lai), va dang méanh cia
RSV-F véi su cét cut ving t& bao chit va ving xuyén mang va loai bé khéc bén
trong trong ectodomain va thém ving trime hoa. Céc vecto nay khong cai thién céc
dap tmg so vdi rAd35.RSV.F véi protein F chidu dai du.

Ngoai ra, vecto rAd35 khéc véi trinh ty Khoi dAu phién m3 thay thé khac dan
dén bidu hién cta F cta RSV kiéu dai, da dugc ciu tao.

Kha nang mién dich di truyén ctia cac dang bién dbi cia RSV. F va cac bién
thd cia trinh tu khoi ddu phién md dugc so sénh trong mau chudt va so véi
Ad35.RSV.F ma bidu hién F kidu dai. Tét ca vecto Ad35 chira céc bién thé F nay
hodc cac bién thé trinh ty khoi diu phién ma thé hién dap tng trong cung trt tu
pham vi nhu Ad35.RSV.F .

Vi du 7. Bao vé ngfn han khang RSV lay nhidm sau khi gay mién dich béng vecto

adenovirut tai t& hop in vivo & miu chudt hai cdy bong.
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Thir nghiém ndy xac diinh kha nang kich thich nhanh bio vé bdi vecto
adenovirut biéu hién protein —F ctia RSV trong mAu chudt hai cay bong. Nhim muc
dich nay, chu6t hai ciy bong trong cidc nhom thir nghiém gém 8 chudt hai cay bong
mdi nhém duge gay mién dich bang liéu tiém bip don cta 107, 10® hodic 10° hat
virut (vp) vecto adenovirut mang gen F (A2) ctia RSV chiéu dai du (Ad35.RSV.F)
hodc khong chuyén gen (Ad26e) & ngay 0 hodc & ngay 21. Cac con vat nhiém RSV
A2 qua mii (10* tAm tao don vi (pfu)) duge dung lam dbi chimg duong dé bao vé
khang sao chép thir thach, nhu d4 biét ring lay nhiém ban dau véi virut RSV bio vé
khang sao chép thir thach thu cép (Prince. Lab Invest 1999, 79:1385-1392). & ngay
49, bay hodc bbn tudn sau khi gdy mién dich, chudt hai cdy bong duoc thir thich
trong mii voi 1x10° pfu cia tAm-duoc tinh sach RSV A2. Chudt hai cay bdng duge
hién 5 ngay sau lay nhidm, thoi diém tai d6 virut thir thich RSV dat cac chudn do
dinh (Prince. Lab Invest 1999, 79:1385-1392), va cac chuin d6 RSV phéi va mii
duoc xac dinh boi chuin d6 tdm virut (Prince ef al. 1978, Am J Pathology 93,711-
791). Fig. 16 thé hién chuén do virut RSV cao & phdi va & miii quan st thiy & cic
con vét nhin vecto adenovirut khong chuyén gen, twong tmg 4,8 +/- 0,11 logio
pfu/gam va 5,1 +/- 0,32 logio pfu/gam. Ngugc lai, tht ca cac con vét nhan gdy mién
dich bing vecto Ad35.RSV.F liéu dung cao (10° vp) dugc bao vé hoan toan chéng
cac d6 chuén RSV & phéi va mili 7 tudn sau gdy mién dich va dugc bao vé gén nhu
hodn toan 4 tudn sau gy mién dich. Liéu ding thip cua cac vecto Ad35.RSV.F tao
ra bao v€ hoan toan chéng cac dd chudn RSV trong phéi va bao vé médt phén chbng
céc d6 chuén trong miii & 4 va 7 tudn sau gay mién dich. MAu mau dugc ldy o ngay
thir thach (ngay 49). Huyét thanh dugc thir trong thir nghiém trung hoa dé tao ra
khang thé dic hiéu RSV (Fig. 17). Gay mién dich bing vecto Ad tao ra cac chuén do
VNA phu thudc lidu dung. Fig 18 thé hién cac con vat d6i chimg khong c6 khang
thé trung hoa virut trong sudt qua trinh thir nghiém, trong khi céc chudn d6 VNA
cao duoc tao ra & cic con vt 28 hodc 49 ngay sau gdy mién dich véi 107 dén 10°
Ad35.RSV.F vp. Truée khi giy mién dich khong co cac khang thé trung hoa virut
dugc tim thdy & chudt hai ciy bong b4t ky. Gy mién dich bing céc vecto
adenovirut tao ra cdc chudn d6 VNA phu thudc lidu cao hon hodc so sanh dugc voi

céc d6 chuén trung hoa tao ra boi 1y nhiém RSV trong miii ban dau. Thir nghiém
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nay chi ra 15 rang kich thich nhanh ctia bao vé khang sao chép virut thir thach bdi
Ad35 biéu hién RSV-F.

Vi du 8. B4o vé khang 1ay nhiém nhém phu A va nhém phu B ctia RSV sau khi gay
mi2n dich béng vecto adenovirut tai t& hop in vivo & mAu chudt hai cay bong.

Ching RSV ¢6 thé duoc chia thanh hai nhém phy, nhém phu A va B. Su chia
nhém phuy nay 12 trén co s¢ su khac nhau vé tinh khang nguyén cua glycoprotein G
bién ddi cao. Trinh ty cta protein F dugc bao thi cao hon nhung cling duge xép vio
céc nhém phu A va B gibng nhau. Pon sang ché 0200 EO POO duoc mé ti ring
huyét thanh ctia chudt duge gy mién dich béng vecto Ad-RSV.F ciing c¢6 kha ning
trung hoa chéo ching B1 in vitro. Fig 19 thé hién rd ring huyét thanh chudt hai cay
bong chiét xuét tir chudt hai cdy bong dugc gdy mién dich bing Ad35.RSV-Faz thé
hién c4c chudn do VNA cao & ngay 49 sau gdy mién dich khing RSV- Long (nhém
phu A) va Bwash (nhém phu B, ATCC #1540). Béo v€ in vivo khang hodc la thir
thach nhém phu A hodc B dugc x4c dinh & chudt hai cdy bong bing cac liéu ding
vecto adenovirut thip & 107 va 108 vp. Nham muc dich nay chudt hai ciy béng duoc
chia thanh cdc nhém thir nghiém gdm 8 chudt hai cay bong mdi nhém. Céc con vét
duge gay mién dich & ngay 0 bing cach tiém trong co 107 hodc 10® hat virut (vp)
vecto adenovirut mang gen F (A2) cia RSV chiéu dai da (Ad35.RSV.F ) hodc
khong chuyén gen (Ad26e) & ngay 0. Cic con vét duoc lay nhiém trong miii véi
RSV A2 (10* don vi tao tAm (pfu)) dugc ding lam déi chimg dwong dé bao vé
khéng mau Iip thir thach. O ngay 49 cac con vat dugc thir thach trong mii bing
hoic 14 10° pfu RSV-A2, nhém phy RSV-A hodc RSV-B 15/97, ching RSV-B.

Fig. 20 thé hién cic do chuén virut RSV cao & phéi duoc quan sat thdy & cic
con vat nhin vecto adenovirut ma khong chuyén gen. Nguoc lai, khoéng c6 virut thir
thach c6 thé tim thdy trong mé phdi va mili tir cac con vét nhan gy mién dich bing
vecto Ad35.RSV.F. Khong quan sat tha?'ly su khac nhau vé bao vé khi dugc thit thach
v6i hodc 13 RSV-A2 hoiic RSV -B 15/97. Ad35.RSV.FA2 thé hién bao vé& hoan toan
khang m3u lap thir thach & phdi & 107 va 10% vp Fig. 21 thé hién cac dd chuén virut
RSV trong miii dugc quan sat thdy & céc con vat nhdn vecto adenovirut ma khong
chuyén gen. Ad35.RSV.Fa thé hién bao vé mot phan khang méu lap thir thich &

miii & 10® vp. Khong quan sét théy su khac bi¢t nao vé bao vé khi thir thach hodc 1a
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bang RSV-A2 hoic RSV -B 15/97. Trong sudt thir nghiém, cac miu mau dugc lay &
ngdy 28 va & ngay thir thach (ngay 49). Huyét twong duge thtt trong thit nghiém
frung hoa d& tao ra khang thé dic hiéu RSV. Fig 22 thé hién cac d chudn virut trong
sudt thoi gian cta thir nghiém va thé hién céc con vat ddi chimg khong c6 céc khang
thé trung hoa virut trong sudt thir nghiém. Céc do chuin VNA cao dugc tao ra & cac
con vat 28 ngdy sau giy mién dich véi 108 hoac 107 Ad35.RSV.F vp.

Vi du 9. Béo vé khang liéu ding thir thach cao ciia RSV-A2 sau khi géy mién dich
bing vecto adenovirut tai t6 hop in vivo & mau chudt hai ciy bong.

Vi du nay xac dinh bdo vé khang lidu dung thir thach cao bang 5 x10° pfu so
v6i lidu ding tiéu chuin bing 1 x10° pfu RSV-A2. Nghién ctru két nap chudt hai
cdy bong trong cac nhém thir nghi€ém gdm 8 chudt hai cay bong mdi nhém. Cac con
vét dugc giy mién dich bing cach tiém trong co don véi lidu thap bang 107 hoic 108
hat virut (vp) vecto adenovirut mang gen F (A2) cua RSV chidu dai du
(Ad35.RSV.F ) hodc khong chuyén gen (Ad26e) & ngay 0. Cac con vat dugc lay
nhiém trong miii bing A2 cia RSV (10* tAm tao don vi (pfu)) dugc st dung lam d6i
ching dwong @ bao vé khang sao chép thir thach. Chudt hai cdy bong duoc hién 5
ngdy sau lay nhidm, va céc chuén d RSV phdi va miii duge xic dinh boi chuén do
tAm virut. Fig. 23 thé hién liéu diing thir thach cao hon tao ra tai virut & phéi cao hon
& cac con vAt nhan vecto adenovirut khong chuyén gen hon 1a lidu dung thir thach
tiéu chuén. Cac con vat dugc giy mién dich bang 10 vp vecto Ad35.RSV.F duge
bao vé hoan toan trong phdi khang cac chuin do thir thach RSV tiéu chuin va cao.
Fig. 24 thé hién cic con vat dugc gdy mién dich bang 10% hodc 107 vecto
Ad35.RSV.F dugc bao vé mot phﬁn trong miii khang cac chuén d6 thir thach RSV
tiéu chuén va cao.

Vi du 10. Khoi mao Ad26.RSV.F dugc ting cudng béang protein F tai t6 hop tao ra
d4p tmg léch Th1 & mau chudt.

Trong vi du nay phén tich xem ddp Ung mién dich d6i véi khoi mao
Ad26.RSV.F c6 thé duoc ting cudng bing cach ting cudng bing protein F bd trg
ciia RSV tai té hop. Nhém muc dich nay chudt dugc chia thanh cdc nhom thu
nghiém gdm 7 chudt mdi nhom. Cac con vat duge gdy mién dich & ngay 0 béng

c4ch tiém trong co 10'° hat virut (vp) vecto adenovirut mang gen F (A2) cua RSV
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chidu dai du (Ad26.RSV.F) hoic PBS. & ngay 28 cac con vt dugc ting cudng tiém
bép bang hoic 1 ciing vecto cung liéu, hodc bing protein bd trg F ciia RSV (chiéu
dai dd; cAu hinh sau dung hop: sau F) (¢ 2 lidu ding: 5 pg va 0,5 pg). Fig 25 thé
hién rd rang ring huyét tuong chiét xut tir chudt dugc gdy mién dich bang
Ad26 RSV-Faz va dugc ting cudng bing F bd trg ciia RSV thé hién céc chuén do
VNA cao & 12 tuin sau gy mién dich khang RSV-A Long (nhém phu A). Fig. 26
thé hién ty 1& IgG2a/IgG1 trong huyét thanh cta chut duoc gly mién dich bing
Ad26.RSV-Fa, va dugc ting cudng bing protein bd tro F ctia RSV. Ty 1€ cao la mot
dAu hiéu cua dap tmg cén bang Thl, trong khi ty 1& thip chi ra dap ung 1éch Th2. RS
rang, cac con vét duge gy mién dich bang Ad26.RSV.F, dugc ting cudng véi hodc
14 Ad26.RSV.F hoic protein F ctia RSV tao ra ty 1& IgG2a/IgG1 cao, trong khi chudt
d6i chimg dugc gy mién dich bang FI-RSV hoic protein F cia RSV (khong c6 bbi
canh ciia vecto adenovirut) tao ra ty 18 thip. Do dap ung léch Thl 1a rAt mong mubn
trong vacxin RSV dé tranh bénh ting cudng theo thir thach, ddp tmg 1éch Th2 cua
gdy mién dich bing protein c6 thé nhim dén dap tmg Thl khi khoi mao
Ad26 RSV.F dugc 4p dung. Fig. 27 thd hién dap tng té bao & 14 lach chiét xuft tir
chuét duge gdy mién dich bing Ad26.RSV-Fa; va dugc ting cuong béng protein bd
tro F ctia RSV. C6 thé thdy rd ring ting cudng bing protein b trg F ctia RSV s&
lam ting manh dap tmg t& bao. Trén co s& cac thir nghiém trude duge md ta § cac vi

du trén, du kién réng thay thé Ad26 bang Ad35 sé& tao ra cac két qua tuong tu.
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Bang 1. trinh tyr

SEQ ID NO: 1: Trinh ty axit amin cta protein dung hgp RSV (Genbank
ACO83301.1):

MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWY
TSVITIELSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNN
RARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSK
VLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVN
KQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLIN
DMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAV.V.KVQSNRV
FCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYG
KTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLY
VKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKST
TNIMITTIIVIIVILLSLIAVGLLLY CKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

SEQ ID NO: 2: don vi ma t61 wu gen RSV.F(A2)nat ma hoa cho protein dung hop
RSV

ATGGAACTGCTGATCCTGAAGGCCAACGCCATCACCACCATCCTGACCG
CCGTGACCTTCTGCTTCGCCAGCGGCCAGAACATCACCGAGGAATTCTA
CCAGAGCACCTGTAGCGCCGTGTCCAAGGGCTACCTGAGCGCCCTGCGG
ACCGGCTGGTACACCAGCGTGATCACCATCGAGCTGAGCAACATCAAAA
AGAACAAGTGCAACGGCACCGACGCCAAAATCAAGCTGATCAAGCAGG
AACTGGACAAGTACAAGAACGCCGTGACCGAGCTGCAGCTGCTGATGCA
GAGCACCCCCGCCACCAACAACCGGGCCAGACGGGAGCTGCCCCGGTTC
ATGAACTACACCCTGAACAACGCCAAAAAGACCAACGTGACCCTGAGCA
AGAAGCGGAAGCGGCGGTTCCTGGGCTTCCTGCTGGGCGTGGGCAGCGC
CATTGCTAGCGGAGTGGCTGTGTCTAAGGTGCTGCACCTGGAAGGCGAA
GTGAACAAGATCAAGTCCGCCCTGCTGAGCACCAACAAGGCCGTGGTGT
CCCTGAGCAACGGCGTGTCCGTGCTGACCAGCAAGGTGCTGGATCTGAA
GAACTACATCGACAAGCAGCTGCTGCCCATCGTGAACAAGCAGAGCTGC
AGCATCAGCAACATCGAGACAGTGATCGAGTTCCAGCAGAAGAACAAC
CGGCTGCTGGAAATCACCCGCGAGTTCAGCGTGAACGCCGGCGTGACCA
CCCCCGTGTCCACCTACATGCTGACCAACAGCGAGCTGCTGAGCCTGAT
CAACGACATGCCCATCACCAACGACCAGAAAAAGCTGATGAGCAACAA
CGTGCAGATCGTGCGGCAGCAGAGCTACTCCATCATGTCCATCATCAAA
GAAGAGGTGCTGGCCTACGTGGTGCAGCTGCCCCTGTACGGCGTGATCG
ACACCCCCTGCTGGAAGCTGCACACCAGCCCCCTGTGCACCACCAACAC
CAAAGAGGGCAGCAACATCTGCCTGACCCGGACCGACCGGGGCTGGTAC
TGCGATAATGCCGGCAGCGTGTCATTCTTTCCACAAGCCGAGACATGCA
AGGTGCAGAGCAACCGGGTGTTCTGCGACACCATGAACAGCCTGACCCT
GCCCAGCGAGGTGAACCTGTGCAACGTGGACATCTTCAACCCTAAGTAC
GACTGCAAGATCATGACCTCCAAGACCGACGTGTCCAGCTCCGTGATCA
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CCTCCCTGGGCGCCATCGTGTCCTGCTACGGCAAGACCAAGTGCACCGC
CAGCAACAAGAACCGGGGCATCATCAAGACCTTCAGCAACGGCTGCGAC
TACGTGTCCAACAAGGGCGTGGACACCGTGTCCGTGGGCAACACCCTGT
ACTACGTGAACAAACAGGAAGGCAAGAGCCTGTACGTGAAGGGCGAGC
CCATCATCAACTTCTACGACCCCCTGGTGTTCCCCAGCGACGAGTTCGAC
GCCAGCATCAGCCAGGTCAACGAGAAGATCAACCAGAGCCTGGCCTTCA
TCAGAAAGAGCGACGAGCTGCTGCACAATGTGAATGCCGTGAAGTCCAC
CACCAATATCATGATCACCACAATCATCATCGTGATCATCGTCATCCTGC
TGTCCCTGATCGCCGTGGGCCTGCTGCTGTACTGCAAGGCCCGGTCCACC
CCTGTGACCCTGTCCAAGGACCAGCTGAGCGGCATCAACAATATCGCCT
TCTCCAAC
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YEU CAU BAO HQ
1. Vacxin khang virut hop bao hd hip (RSV), chita adenovirut ti t6 hop & ngudi cé
kiéu huyét thanh 35 bao gdm axit nucleic ma hoéa protein F ciia RSV hodc manh cla
chung.
2. Vacxin theo diém 1, trong d6 adenovirut tai t6 hop bao gbém axit nucleic ma hoa
protein F cia RSV bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1.
3. Vacxin theo diém bit ky trong sb cac diém trén, trong d6 axit nucleic mad hoa
protein F ctia RSV 1a don vi ma dugc t6i wru dé biéu hién trong té bao clia nguoi.
4. Vacxin theo diém bat ky trong sb cac diém trén, trong d6 axit nucleic mad hoa
protein F ciia RSV bao gdm trinh tu axit nucleic cia SEQ ID NO: 2.
5. Vacxin theo diém bt ky trong sé cac diém trén, trong d6 adenovirut tai t6 hop &
ngudi c6 loai bd trong vung El, loai bo trong ving E3, hodc loai bo trong ca hai
vung E1 va E3 cua b gen adenovirut.
6. Vacxin theo diém bat ky trong sb cac diém trén, trong d6 adenovirut tai t6 hop c6
bd gen bao gdm & dau fén cung 5’ trinh ty CTATCTAT.
7. Té bao chi dugc phén lap chira adenovirut tai tb hop & ngudi c6 kidu huyét thanh
35 bao gdm axit nucleic ma héa protein F ctia RSV hodc manh cua ching.
8. Phuong phdp san xut vacxin khéng virut hgp bao ho hép (RSV), trong do
phuong phap nay bao gdm cac budc: tao ra adenovirut tai t6 hop & ngudi c6 kidu
huyét thanh 35 bao gdm axit nucleic ma hoa protein F ctia RSV hogc manh cua
chiing, nhén 1én adenovirut tai t hop ndy trong mdi trudng nudi cAy ctia té bao chu,
phén 14p va tinh sach adenovirut tai t6 hop, va bao ché adenovirut tai t& hop trong
ché phdm dugc dung.
9. Axit nucleic tai t6 hop dugc phan 1ap ma tao thanh b gen cla adenovirut tai td
hop & ngudi c6 kiéu huyét thanh 35 bao gbm axit nucleic ma héa protein F ciia RSV

ho#c manh cta chung.
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<210> 1
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<212> PRT

<213> virut hop bao hd hép

<220>
<221> Protein F ciia RSV (ching A2)
<222> (1)..(574)
. <400> 1
Met Glu Leu Leu Ile Leu Lys Ala Asn Ala Ile Thr Thr Ile Leu Thr
1 5 10 15

Ala Val Thr Phe Cys Phe Ala Ser Gly GIn Asn Ile Thr Glu Glu Phe
20 25 30

“Tyr Gln Ser Thr Cys Ser Ala Val Ser Lys Gly Tyr Leu Ser Ala Leu
35 40 45

Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Ser Val Ile Thr Ile Glu Leu Ser Asn Ile
-~ 50 55 60

Lys Lys Asn Lys Cys Asn Gly Thr Asp Ala Lys Ile Lys Leu Ile Lys
65 70 75 80

GIn Glu Leu Asp Lys Tyr Lys Asn Ala Val Thr Glu Leu Gln Leu Leu
85 90 95

Met Gln Ser Thr Pro Ala Thr Asn Asn Arg Ala Arg Arg Glu Leu Pro
100 105 110

Arg Phe Met Asn Tyr Thr Leu Asn Asn Ala Lys Lys Thr Asn Val Thr
115 120 125

Leu Ser Lys Lys Arg Lys Arg Arg Phe Leu Gly Phe Leu Leu Gly Val
130 135 140
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Gly Ser Ala Ile Ala Ser Gly Val Ala Val Ser Lys Val Leu His Leu
145 150 155 160

Glu Gly Glu Val Asn Lys Ile Lys Ser Ala Leu Leu Ser Thr Asn Lys
165 170 175

Ala Val Val Ser Leu Ser Asn Gly Val Ser Val Leu Thr Ser Lys Val
180 185 190

Leu Asp Leu Lys Asn Tyr Ile Asp Lys Gln Leu Leu Pro Ile Val Asn
195 200 205

Lys Gln Ser Cys Ser Ile Ser Asn Ile Glu Thr Val Ile Glu Phe Gln -
210 215 220

Gln Lys Asn Asn Arg Leu Leu Glu Ile Thr Arg Glu Phe Ser Val Asn
225 230 235 240

Ala Gly Val Thr Thr Pro Val Ser Thr Tyr Met Leu Thr Asn Ser Glu
245 250 255

Leu Leu Ser Leu Ile Asn Asp Met Pro Ile Thr Asn Asp GIn Lys Lys
260 265 270

Leu Met Ser Asn Asn Val Gln Ile Val Arg Gln Gln Ser Tyr Ser Ile
275 280 285

Met Ser Ile lle Lys Glu Glu Val Leu Ala Tyr Val Val Gln Leu Pro
290 295 300

Leu Tyr Gly Val Ile Asp Thr Pro Cys Trp Lys Leu His Thr Ser Pro
305 310 « 315 320

2
£
i

Leu Cys Thr Thr As:n Thr Lys Glu Gly Ser Asn Ile Cys Leu Thr Arg
325 330 335

Thr Asp Arg Gly Tfp Tyr Cys Asp Asn Ala Gly Ser Val Ser Phe Phe
340 ¢ 345 350

i

Pro Gln Ala Glu Thr Cys Lys Val GIn Ser Asn Arg Val Phe Cys Asp
355 360 365

Thr Met Asn Ser Leu Thr Leu Pro Ser Glu Val Asn Leu Cys Asn Val
370 375 380

Asp Ile Phe Asn Pro Lys Tyr Asp Cys Lys Ile Met Thr Ser Lys Thr
385 390 395 400
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Asp Val Ser Ser Ser Val Ile Thr Ser Leu Gly Ala Ile Val Ser Cys
405 410 415

Tyr Gly Lys Thr Lys Cys Thr Ala Ser Asn Lys Asn Arg Gly Ile Ile
420 425 430

Lys Thr Phe Ser Asn Gly Cys Asp Tyr Val Ser Asn Lys Gly Val Asp
435 440 445

Thr Val Ser Val Gly Asn Thr Leu Tyr Tyr Val Asn Lys Gln Glu Gly
450 455 460

Lys Ser Leu Tyr Val Lys Gly Glu Pro Ile Ile Asn Phe Tyr Asp Pro
465 470 475 480

Leu Val Phe Pro Ser Asp Glu Phe Asp Ala Ser Ile Ser Gln Val Asn
485 490 495

Glu Lys Ile Asn Gln Ser Leu Ala Phe Ile Arg Lys Ser Asp Glu Leu
500 505 510

Leu His Asn Val Asn Ala Val Lys Ser Thr Thr Asn Ile Met Ile Thr
515 520 525

Thr Ile Ile Ile Val Ile Ile Val Ile Leu Leu Ser Leu Ile Ala Val
530 535 540

Gly Leu Leu Leu Tyr Cys Lys Ala Arg Ser Thr Pro Val Thr Leu Ser
545 550 555 560

Lys Asp Gin Leu Ser Gly Ile Asn Asn Ile Ala Phe Ser Asn
565 570

210> 2
<2l1> 1722

<212> ADN ,
<213> virut hop bao hd hip

<220>
<221> trinh tu t6i uu c6don ma héa protein F cita RSV (chiing A2)
<222> (1)..(1722)

<400> 2
atggaactgc tgatcctgaa ggecaacgee atcaccacca tectgacege cgtgacctte 60

tgettcgeca geggecagaa catcaccgag gaattetace agageacctg tagegeegtg 120

tccaagggct acctgagege cetgeggace ggctggtaca ccagegtgat caccatcgag 180
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ctgagcaaca tcaaaaagaa caagtgcaac ggeaccgacg ccaaaatcaa getgatcaag 240
caggaactgg acaagtacaa gaacgccgtg accgagetge agetgetgat geagageace 300
ccegecacca acaaccggge cagacgggag ctgeceeggt teatgaacta caceetgaac 360
aacgccaaaa agaccaacgt gaccetgage aagaagegga ageggegett cotgggette 420
ctgetgggeg tgggeagege cattgetage ggagtggctg tgtetaaggt getgeacetg 480
gaaggcgaag tgaacaagat caagtccgee ctgetgagea ccaacaagge cgtggtgtee 540
ctgagcaacg gegtgteegt getgaccage aaggtgetgg atctgaagaa ctacatcgac 600
aagcagetge tgeccategt gaacaageag agetgeagea teageaacat cgagacagtg 660
atcgagttcc agcagaagaa caaccggetg ctggaaatca ccegegagit cagegtgaac 720
geeggegtga cecacccecgt gtecacctac atgetgacca acagegaget getgageetg 780
atcaacgaca tgcccatcac caacgaccag aaaaagetga tgageaacaa cgtgeagatc 840
gtgeggcage agagetacte catcatgtee atcatcaaag aagaggtget ggectacgtg 900
gtgcagetge cectgtacgg cgtgategac acceeetget ggaagetgea caccageeee 960
ctgtgcacca ccaacaccaa agagggeage aacatetgee tgaceeggac cgacegggge 1020
tggtactgeg ataatgecgg cagegtgtea ttctttccac aagecgagac atgeaaggtg 1080
cagagcaacc gggtgttetg cgacaccatg aacagectga ceotgeccag cgaggtgaac 1140
ctgtgcaacg tggacatctt caaccctaag tacgactgea agatcatgac ctecaagace 1200
gacgtgtcea geteegtgat caccteectg ggegeeatceg tgtectgota cggeaagace 1260
aagtgcaccg ccagcaacaa gaaccggggc atcatcaaga cottcageaa cggetgegae 1320
tacgtgtcca acaagggegt ggacacegtg tecgtgggea acaccetgta ctacgtgaac 1380
aaacaggaag gcaagagect gtacgfgaag ggcgagecca teatcaactt ctacgaccee 1440
ctggtgttee ccagegacga gttcgacgee ageatcagee aggtcaacga gaagatcaac 1500
cagagectgg ccttcatcag aaagagegac gagetgetge acaatgtgaa tgeegtgaag 1560
tccaccacca atatcatgat caccacaatc atcatcgtga t.catcgtcat cectgetgteec 1620
ctgategeeg tgggcetget getgtactge aaggeceggt ceaccectgt gaceetgtee 1680

aaggaccagc tgageggeat caacaatatc gectteteca ac 1722
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