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(54) POLYPEPTIT DUNG HOP VA CHE PHAM VACXIN

(57) Sang ché dé cap dén polypeptit gay mlen dich va ché phim vacxin chtra chung. Sang
ché con dé cap dén axit nucleic, vecto va té bao biéu hién polypeptit nay. Cu thé hon 13,
polypeptit theo sang ché con chira ving gy mién dich va ving dinh huéng mang te bao co
nguodn goc tu gen B5SR. Polypeptit theo sang ché 1a dic biét thich ‘hop dé san xudt vacxin
cho dong vat khong phai ngudi, dic biét dé chung ngtra cho lon chéng nhiém PCV?2.
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Linh vwe k¥ thuat dwege dé cap

Sang ché dé cap dén polypeptit gy mién dich va st dung ching trong ché
phdm vacxin. Sang ché con d& cép dén axit nucleic, vecto va t& bao biéu hién
polypeptit nay va st dung chung. Cu thé hon, polypeptit theo sang ché chira mién gay
mién dich va mién dinh huéng mang té bao c6 ngudn gdc tir gen B5R. Sang ché dic
biét thich hop dé san xuét vacxin cho dong vat khong phai ngudi, ddc biét la dé ching

ngira cho lgn chéng nhiém PCV2.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Circovirus & lon (Porcine circovirus - PCV) dugc xac dinh lan dau tién duéi
dang chét lay nhidm trong méi trudng nudi cdy té bao than lon (PK15 ATCC CCL-
33). Hat virut PCV c6 dédc diém 1a virut khong c6 vo ngoai, c6 hinh khdi hai muoi mat
v6i ADN s¢i don dang vong dai khoang 1,76 kb. PCV duoc xép vao chi Circovirus
thudc ho Circoviridae, ma gém céc circovirus & dong vat khac nhu virut gdy benh mo-
16ng & vet, circovirus & ngdng, circovirus & vit, va circovirus ¢ chim bd cau. Hai kiéu
gen ctia PCV da duoc nhén dién. PCV ¢6 ngudn gde tir té bao PKlS dugc coi 1a khong
gdy bénh‘ cho lon, va dugc chi dinh 1a PCV typ 1 (PCV1). Mit khéac, PCV typ 2
(PCV2) da dugc thira nhén 13 tac nhan gy nhiém chinh lién quan dén mot vai bénh &
lon. Céc bénh li€n quan dén PCV2 gay thiét hai kinh té dang ké cho céc nha chin nudi
lon trén toan thé giéi. Cac bénh lién quan dén PCV2 dugc md ta trong
W02007/076520 va bao gdm, vi du, Hoi chung cdi coc & lon sau cai sita (Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome - PMWS), Hoi chiing viém da va bénh than ¢ lon
(Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome - PDNS), Bénh h6 hép phirc hop &
lon (Porcine Respiratory Disease Complex - PRDC), r6i loan sinh san, viém rudt gy u
hat, viém loét da do tu ciu khuin, viém hach bach huyét hoai tr, va bénh run bam
sinh. Su xuAt hién ciia PCV2 kidu phu A (PCV2A) va PCV?2 kiéu phu B (PCV2B) da
duge bao céo cu thé nam 2000 & Tay Au va ¢ Trung Au nim 2003. Céc thay dbi twong

tu gin ddy hon da dugc bao cédo ndm 2008 & lon ring.

Vacxin PCV2 dugc phat trién gin ddy, nhu Circovac® (Merial), Ingelvac®,
CircoFLEX (Boehringer Ingelheim Vetmedica), hodc Suvaxyn®, la vacxin PCV2 bét
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hoat hodc vacxin tiéu phan. Lién quan dén vacxin PCV2 bét hoat, cac chiing PCV2
kiéu phu A hodc B hién nay thé hién mot vai nhuge diém. Cu thé 13, céc virut PCV2
chi ¢6 thé dugce tao ra & d chuén thip, thudong it hon 10<5> hat virut TCID50 mdi ml.
Tuong ty, cac virut ndy khong thé dugc duy tri trong mdi trudong nudi cdy mo va dong
t& bao 14y nhiém 1au dai. Lién quan dén vacxin tiéu phdn PCV?2, chiing thudng st dung
protein capsid cia PCV2 téi td hop, dugc tinh ché, duoc tao ra béi viéc biéu hién gen
ORF2 cua PCV2 trong h¢ baculovirut. V& diém nay, protein dwgc ma hoa bdi ORF2
cla céc thé phan 1ap PCV2 Imp1011 da dugc bao céo trong EP 1741785. Protein dugc
m3 hoa bdi ORF2 cua thé phan 1ap PCV2 PCV2Rm da dugc bdo cdo trong
W02010/061000. Protein dugc ma héa bdi ORF2 cua thé phén 1dp PCV2 412 di dugc
béo céo trong EP1816200. Protein khac dugc mad héa boi ORF2 cua thé phan lap
PCV2 khéac d3 dugc bao cao trong EP 1036180 hodc EP2225367.

‘Tuy nhién, hiéu qua biéu hién va tinh sinh mién dich cta cac protein capsid tu
nhién nay 1a khong t8i wu va khong phai 12 ludn ludn tao ra cac mirc bao vé mién dich
yéu ciu & cac dong vat duge chung ngira. Cu thé, protein ORF2 chira trinh ty dinh vi
nhan ma din dén su biéu hién protein trong nhén cia té bao. Su dinh vi trong t& bao
nay khong tao thuén lgi cho viéc tach chiét hodc tinh ché protein va c6 thé con ngin
can hoic lam giam hiéu qua cua vacxin ADN hodc vecto ma biéu hién protein ORF2

in vivo & dong vat.

Tai liéu WO2010/068969 d& xuit viéc bién dbi profin biéu hién ciia ORF2 dé
biéu hién khéng nguyén ORF2 & dang hoa tan bang cach st dung trinh tu peptit tin
hidu tiét ngoai lai. Tai liéu nay d& xuét viéc dung hop ORF2 véi tin hiéu tiét hogc tin
hiéu mang té bao, va bao gbm vi tri phéan cét trong cAu tric sao cho ORF2 hoa tan
dugc c6 thé duoc gidi phong & dang hoa tan. Tai li€u nay dé xult mot danh sach du
doén dai cac peptit tiét Gng cit tiém ning. Tuy nhién, tai liéu nay khong chira bét ky dit
liéu thir nghiém nao cho thdy ring sy biéu hién/tinh sinh mién dich higu qua hogc dugc
cai thién c6 thé thu dugc biang cach 1am bién ddi profin bidu hién ctia ORF2. Khong c6

chu trac nao duge boc 10¢ 12 cho phép su gay mién dich hiéu qua.

Sang ché @ xuft ciu tric méi duge cai thién dé biéu hién polypeptit khang

nguyén. Sang ché boc 16 san phdm dung hop ma dic biét thich hop cho sw biéu hi¢n
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dugc cai thién cia polypeptit khdng nguyén ¢ bé mat té bao, cu thé 13 bang cach st

dung vecto biéu hién cua virut nhu virut giy bénh dau lon.

Sang ché cho thiy ring bing cach biéu hién polypeptit khang nguyén & bé mit
cuia té bao bi nhiém/tai nap st dung tin hiéu dinh huéng c6 ngudn gdc tir BSR, s& thu
dugc dap tng mién dich cai thién, tao ra sy bao vé& hiéu qua. Béng cach trinh dién
khang nguyén & bé mit t& bao in vivo & dong vat, vacxin theo sang ché phén phdi va
phoi khang nguyén mét cach hi€u qua nhit v6i hé mién dich, cu thé 13 véi cac té bao
mién dich nhu té bao lympho, té bao dudi gai va dai thuc bao. Bing cach trinh dién
khéng nguyén & bé mit t& bao, sang ché d& xult chit khéang nguyén & cAu hinh hoat
dong dé gay ra dép tng mién dich bao vé tiém nang. Sang ché ¢6 thé dwgc 4p dung

cho polypeptit khang nguyén bat ky, dic biét 1a khang nguyén cua virut.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich cua sang ché 13 d& xuét polypeptit chira peptit tin hiéu c6 ngudn gbc
tir gen BSR cua virut Vaccinia lién két hoat dong v6i polypeptit khang nguyén khéc

loai.

Theo mot phuong an cy thé, peptit tin hiéu chira SEQ ID NO: 1 hodc trinh tyr 6
do twong ddng it nhit 90% véi SEQ ID NO: 1. Polypeptit khang nguyén c6 thé 1a
khang nguyén virut, vi khudn hogc ky sinh trung. Tét hon néu polypeptit khéng
nguyén la khéng nguyén virut, tdt hon nita néu 14 protein capsid hoic mién gy mién

dich cua no.

Theo modt phuong an cu thé, polypeptit khdng nguyén 1a ORF2 cua virut PCV2,
hodc mién khang nguyén cta né. Phuong 4n dugc uu tién sit dung polypeptit khang
nguyén chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 3 hodc trinh ty c6 do tuong déng it nhét
80% véi SEQ ID NO: 3.

Polypeptit theo séng ché c6 thé 1a tdng hop hoic tai td hop, va cé thé chtra céc
bién ddi sau phién ma nhu glycosyl hoa, nhém hoéa chét bd sung, v.v.. Tét nhét 13,
polypeptit theo sang ché khéng c6 vi tri phan cit gifta peptit dinh huéng va peptit
khang nguyén. | |
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Mot muc dich khéc cua sang ché 12 t& bao bidu hién polypeptit nhu dugc xac

dinh & trén trén bé mit cua no.

Muc dich khéc nita ctia sang ché @& cap dén axit nucleic ma héa polypeptit nhu

duoc xac dinh ¢ trén.

Mot muc dich khac cta sang ché 13 vecto chira axit nucleic theo sang ché. Tét
hon 14, vecto 13 vecto virut, nhu tdt nhit 13 virut bénh gia dai (pseudorabies virus
PRV) hoic virut bénh du lgn (SPV). Str dung virut bénh déu lon la ddc biét co loi do
peptit tin hiéu B5R c6 ngudn gdc tir virut Vaccinia c6 tinh twong thich cao véi virut

bénh dau lon.

Muc dich khac nita cta sang ché bao gdbm ché phdm chira polypeptit, té bao,

axit nucleic, hodc vecto nhu dugce xac dinh & trén.

Muc dich khac nira cla sang ché 13 vacxin chura polypeptit, té bao, axit nucleic,

hodc vecto nhu dugc xac dinh & trén va, tuy y, chét bd trg.

Sang ché con d& cap dén phuong phap gdy mién dich hodc gdy dép tmg mién
dich & dong vat khong phai ngudi (vi du, lgn) bao gém viéc cho dong vit nay sir dung
polypeptit, axit nucleic, té bao, vecto hogc vacxin nhu duge mo ta ¢ trén.

Sang ché cling md td phuong phép diéu tri va/hoic ngin ngira cdc bénh lién
quan dén PCV2 & dong vat khong phai ngudi (vi dy, lon) bao gbm viéc cho dong vat
nay dung polypeptit, axit nucleic, té bao, vecto hodc vacxin nhu dugc mo ta & trén.

Séang ché ciing md ta viéc st dung peptit tin hiéu c6 ngudn gdc tir gen BSR cla
virut Vaccinia @& biéu hién polypeptit khang nguyén khac loai & té bao.

Sang ché c6 thé dugce sir dung dé gay dap Gtng mién dich va/hodc dé ching ngira
cho ddng vat khong phai ngudi bét ky. Sang ché dic biét hiru dung dé ching ngira cho
lon khang sy nhiém PCV2 hogc cac bénh do PCV2.

MO ta viin tit cic hinh vé

Fig. 1 1a hinh thé hién so dd cdu tric cla plasmit twong ddng, pSP72-
Ess_ORF2.
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Fig. 2 13 hinh thé hién thir nghiém mang den ciia rSPV (SVR3, SVR7) sit dung
khang thé don dong 36F1. Cac té bao ESK-4 duoc gdy nhiém SPV bd me hoic céc
virut tai t6 hgp (SVR3 hodc SVR7). Sau ngiy sau, té bao dugc dua qua thir nghiém
mang den st dung khéng thé don dong 36F1 (1:500), khang thé tho khéang IgG cula
chuot lién hop biotin, va ABC- ALP (Vecterstain).

Fig. 3: 12 hinh thé hién IFA cta té bao nhiém SPV. Té bao ESK-4 dugc gly
nhiém béng rSPV (SVR3 hodc SVR7) hodc SPV bd me. Nam ngay sau, té bao bi
nhidm dugc xt 1y bing axeton/metanol (a) hodc khong xir 1y (b), va dugc cho phan
ting v6i céc khang thé tht nhét [khéng thé thé khang B-Galactosidaza (a-pGal) va
khang thé chudt khang PCV2-ORF2 (0-ORF2) (1:1000)] va céc khang thé tht hai
[khang thé dé khang IgG cua thd Alexa Fluor 488 va khang IgG cua chuft Alexa Fluor
546 (1:1000)].

Fig. 4 1a so dd do chuln IF huyét thanh hoc khéang PCV2. Té bao RPL-2 nhiém
Rm40 duoc phi lén mdi giéng trong tAm 96 giéng. Té biao dugc cb dinh bing
axeton/metanol, va dung dich huyét thanh pha loang hai 14n dugc 0 trong 1 gid sau khi
phong bé (sita khong béo 0,5% trong PBS). Khéng thé FITC khang IgG ciia lon duge
tao ra & thd (SIGMA Cat. #: F1638, 1:1000) dugc st dung lam khang thé thir cép. PO
chudn IF ctia huyét thanh lon dwong tinh tiéu chuan, PAB-PCV2 (VMRD) 1a 2560.
M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén polypeptit gdy mién dich méi va sir dung chung, dic biét
1a trong ché pham vacxin. Sang ché con @& cap dén axit nucleic, vecto va té bao bidu
hién polypeptit va st dung chung. Cu thé hon, polypeptit theo sang ché chira mién gay
mién dich va mién dinh huéng mang té bao ma duoc lién kétbhoat dong, trong d6 mién
dinh huéng mang té bao c6 ngudn goc tir gen B5R. Sang ché 13 dic biét thich hop dé
san xuét vacxin cho dong vat khong phai nguoi, dic biét 1a dé ching ngira cho lgn

khang lai sy nhiém PCV2.
Peptit dinh hudng mang té bao c6 ngudn gbe tir BSR

Thuat ngit "co n udn gbe tir" chi ra ring trinh ty cia peptit dinh hudng 12 i6n
guon g g pep g la giong

v6i hodic gin nhu twong ty véi trinh ty cta peptit tin hi¢u cia gen B5R cua virut
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Vaccinia. Theo phuong an dugc uu tién, peptit dinh huéng chira trinh tu c6 46 tuong
déng it nhat 90% véi trinh ty cia peptit tin hiéu cuia gen B5R ctia virut Vaccinia, con
t6t hon nita 1a c6 @) twong ddng vé trinh tu it nhét 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 hoic
99%.

Vi du dugc vu tién nhét vé trinh tu cua peptit tin hiéu ciia gen B5R 1a SEQ ID
NO: 1 hodc trinh t c6 d0 twong ddng it nhit 90% véi SEQ ID NO: 1, t6t hon 1a ¢6 do
twong ddng it nhét 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 hogic 99% véi SEQ ID NO: 1. Do dé,
theo mdt phuwong an cu thé, polypeptit theo sang ché chira trinh ty cia peptit tin hiéu
ma chiza SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu c6 40 twong dong it nhét 90% véi SEQ ID NO:
L.

Peptit tin hidu co thé con chira axit amin ¢6 ngudn gbc tir gen B5R, mién 13 axit
amin ndy khong lam thay dbi cac dic tinh dinh huéng mang cua peptit. _Vé diém nay,
theo mot phuong an cu thé, peptit tin hiu chira SEQ ID NO: 2. Axit amin tir 23 dén
36 néu trorig SEQ ID NO: 2 gin nhu khéng tham gia vao chic nang dinh huéng mang.
Tuy nhién, Kkét qua thé hién r%mg c4c axit amin nay tao thudn lgi cho sy bn dinh va ciu

tao thich hgp cua polypeptit dung hop.

Theo cach khac, ho#ic ngoai ra, peptit tin hiéu co thé con chta axit amin ma
khong c6 ngudn gdc tir gen BSR, mién 13 cc axit amin nay khong lam thay dbi cac
dic tinh dinh huéng mang cta peptit. Céc axit amin he‘ly c6 thé c6 tinh hitu dung trong
viée tach dong (vi du céc vj tri gi6i han, vi du), hodc co thé tham gia vao kha ndng on

dinh cua polypeptit.

Tt hon 13, peptit tin hiéu khong chira nhiéu hon 100 axit amin, con tt hon nita

1a khong nhiéu hon 50 axit amin.

Nhu dugce néu & trén, sang ché bao gbm cac peptit tin hiéu chura trinh tu c6 d6
twong ddng it nhét 90% véi SEQ ID NO: 1 hogc 2. Mirc do twong ddng gitta hai trinh
tu axit amin hoc trinh ty axit nucleic ¢6 thé dugc xac dinh bing cac chuong trinh may
tinh vén da duoc biét dén trong linh vic nhu GAP duge cung cép trong gbi chuong
trinh GCG (Program Manual for the Wisconsin Package, Phién ban 8, thang 8/1996,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 5371 1)
(Needleman, S. B. and Wunsch, CD., (1970), Journal of Molecular Biology, 48, 443-
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453). Stt dung GAP (khoang trbng) véi cac cai dit sau day dé so sanh trinh ty ADN:
didm trir tao GAP bing 5,0 va diém trir m& rong GAP bang 0,3. Phén tir axit
nucleic/axit amin c6 thé dugc xép thing hang véi nhau bing phin mém xép hang
Pileup, 12 mat ph?m ciia gbi chuong trinh GCG, sir dung, vi dy, cai dit méc dinh véi

diém trir tao gap bang 5 va diém trr mé rong gap bang 0,3.

Céac diéu kién thir nghiém thich hop dé xac dinh xem phén tr axit nucleic xéac
dinh c6 lai véi axit nucleic cu thé hay khong c6 thé bao gbm viéc ngam trude dich loc
chita miu axit nucleic dugc kiém tra trong dung dich 5 x SSC trong 10 phit, va viéc
lai trude dich loc trong dung dich 5 x SSC, 5 x dung dich Denhardt, SDS 0,5% va 100
[mu]g/ml cia ADN trong tinh dich ca hdi dugc bién tinh bing siéu am, sau d6 lai
trong cing dung dich chira mau do dugc dénh ddu P-dCTP ndng @ 10 ng/ml trong 12
gi0 & nhiét do xép xi 45°C, theo cac phuong phap lai nhu dugc md ta trong tai lidu
Sambrook va cdng su (1989; Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2™ edition,
Cold Spring Harbour, New York). Sau d6, dich loc dugc rira hai 14n trong 30 phut
trong dung dich 2 x SSC, SDS 0,5% & nhiét do it nhat bing 55°C (d0 nghiém ngjt
thép), it nhét bing 60°C (46 nghiém ngit trung binh), it nhat bing 65°C (d9 nghiém
ngdt trung binh/cao), it nhit bing 70°C (d6 chinh xé4c cao), hoc it nhét bang 75°C (d9
nghiém ngit rit cao). Viéc lai c6 thé duge phat hién bing cach phoi dich loc ra mang

tia X.
Theo phwong 4n dugc wu tién, tin hiéu peptit chita SEQ ID NO: 1 hogc 2.
Theo mdt phuong an cu thé, tin hidu peptit chira SEQ ID NO: 1 hodc 2.
Céc polypeptit khéng nguyén |

Séang ché c6 thé dugc st dung véi polypeptit khang nguyén bét ky, nghia 13, véi
polypeptit bat ky chira mot hodc nhiéu epitop ma c6 thé gy ra dap tng mién dich.
Polypeptit c6 thé 1a protein toan ven, manh protein, hodc peptit nho gbm, vi du 10 axit
amin. Tt hon 13, polypeptit khdng nguyén chira it hon khodng 500 axit amin.

Polypeptit khang nguyén 1a "khac loai" so véi peptit tin hiéu, didu nay nghia Ia
polypeptit khang nguyén khong két hop mdt cach ty nhién véi peptit tin hiéu trong ty
nhién. Théng thudng, polypeptit khang nguyén khdng phai la trinh tu cua protein B5R.
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Thuat ngit khac loai c6 nghia 13, vi du, polypeptit khang nguyén 1a tlr virut khéc virut

Vaccinia, ho#c tit protein khac protein BSR, vi du.

Polypeptit khang nguyén co thé 1a polypeptit khang nguyén cua tic nhan virut,
t& bao (vi dy, vi khuan) hogc ky sinh trung.

V& diém nay, nhu dugc néu & trén, theo phuong 4n dugc wu tién, polypeptit

khang nguyén 13 protein ORF2 cua virut PCV2, hodc mién khang nguyén cua né.

Protein ORF2 cua thé phén 1ap PCV2 ImplOll d& dugc bdo céo trong
EP1741785. Protein ORF2 cia thé phan l1ap PCV2 PCV2Rm d4 dugc bdo céo trong
W02010/061000. Protein ORF2 cua phin 14p PCV2 412 did dwgc bao cdo trong
EP1816200. Protein ORF2 khac cia phin 1a4p PCV2 khic dugc béo cdo trong EP
1036180 hoic EP2225367. T4t ca cac protein ORF2 nay duge thiét ké dé sir dung

trong sang ché.

Theo phwong an dugc wu tién, protein ORF2 dé dung trong sang ché chira SEQ
ID NO: 3 hoic trinh tu bat ky c6 do twong ddng it nhit 80% véi SEQ ID NO: 3, con
tét hon nita 1 ¢6 46 twong ddng it nhat 82, 84, 86, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, hodc 99% véi SEQ ID NO: 3.

7 Thong thudng, protein ORF2 ctua PCV2 chira khoang 234 axit amin. Trinh tu
ndy chua trinh ty dinh vi nhén, ma thuong twong ng vdi axit amin tir 1 dén 42 cia

trinh tu.

Dugc uu tién theo sang ché 13 sir dung mot phén cia protein ORF2 ma khong
¢6 trinh tu dinh vi nhan ty nhién (nghia 13, trinh ty & gbc 1 dén 42 cia ORF2 tu nhién),
va thay thé trinh tu nay bang peptit dinh hudéng mang té bao. SEQ ID NO: 3 1a trinh ty

axit amin ctia protein ORF2 khong c6 trinh tu dinh vi nhan.

Trinh ty c6 tinh twong déng véi SEQ ID NO: 3 va duy tri hoat tinh gay mién
dich ctia PCV2 c6 thé c6 ngudn gbc nhan tao hodc thu duge tir cac kiéu huyét thanh
ctia PCV2 dugc liét ké & trén, hodc tir cac kiéu huyét thanh khéc nita. Thong thuong,
42 axit amin dau tién cia protein ORF2 dugc loai bo dé wc ché chirc nang dinh vi

nhan.
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Nhu di duogc chi ra, sang ché c6 thé dugc sir dung véi polypeptit gy mién dich
ctia khang nguyén virut hodc khang nguyén gdy bénh khac nhu, vi dy, protein bét ky
(vi dy, glycoprotein, protein v ngoai, hodc manh khéng nguyén cia ching) cia virut
hodc tac nhin gdy bénh dugc chon tir vi dy, Actinobacillus pleuropneunomia;
Adenovirut; Alphavirut nhu Virut viém nfo ngua mién Pong; Balantidium coli;
Bordetella bronchiseptica; Brachyspira spp., tdt hon 1a B. hyodyentheriae, B.pilosicoli,
B. innocens, Brucella suis, t5t hon 1a céc bién thé sinh hoc (biovar) 1, 2 va 3; Virut gay
sbt cb dién & lgn, Virut gy dich ta heo chau Phi; Chlamydia va Chlamydophila sp. va
tdt hon 14 C. pecorum va C. abortus; Clostridium spp., t6t hon 13 Cl. difficile, Cl.
perfringens kiu A, B va C, Cl.novyi, Cl.septicum, Cl.tetani; Coronavirut gy bénh
tiéu hoéa va ho hép; Cryptosporidium parvum; Eimeria spp; Eperythrozoonis suis tén
hién nay 1a Mycoplasma haemosuis; Erysipelothrix rhusiopathiae; Escherichia coli;
Haemophilus parasuis, t6t hon 14 cac nhém phu 1, 7 va 14; Virut gay bénh viém da day
rudt; lsospora suis; Virut viém ndo Nhat Ban; Virut viém rudt; Leptospira spp., t6t hon
1a Leptospira australis, Leptospira canicola, Leptospira grippotyphosa, Leptospira
icterohaemorrhagicae, Leptospira interrogans, Leptospira Pomona va Leptospira
tarassovi; Mannheimia haemolytica; Mycobacterium spp., tdt hon 13, M. avium, M.
intracellular va M.bovis: Mycoplasma hyponeumoniae; Parvovirut; Pasteurella
multocida; Virut cytomegolo & lon; Parovirut & lon, Virut gdy hoi ching sinh sén va
ho hip & lgn: Virut bénh gia dai; Rotavirut; Sagiyama virut; Salmonella spp. t6t hon
13, S. thyhimurium va S.choleraesuis; Staphylococcus spp., tét hon 13, S. hyicus;
Streptococcus spp.; t6t hon 1a Strep, suis; Cytomegalovirut & lon; Virut gdy bénh mun
nuéc & lon; Virut cim & lgn; Virut gdy bénh dau lon; Toxoplasma gondii; Virut giy
bénh viém miéng c6 mun nudc va virut gay ban boc nudc ¢ lon hodc cac thé phén lap

va cdc nhom phu cua circovirus & lon.
Ghép va san xuat polypeptit

Polypeptit theo sang ché thuong chia peptit dinh huéng mang té bao lién két
hoat dong véi polypeptit khang nguyén. Thuét ngit "lién két hoat dong" nghia 13 hai

mién dugc dung hop v6i nhau, truc tiép hojc gién tiép, theo cach ma cho phép dinh
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hudng polypeptit dén mang té bao va biéu hién polypeptit khang nguyén bén ngoai té

bao.

Tbt nhét 13, peptit dinh huéng mang té bao nam & déu tan cing N va polypeptit
gdy mién dich ndm & dau tan cing C. C4 hai mién dugce lién két cong hoa tri, t6t hon 13
bing lién két amin. Do do, polypeptit theo sang ché t6t hon 1a chira, tir dau tin cing N

dén déu tan cing C:
. peptit dinh huéng mang té bao,
. polypeptit gy mién dich

Polypeptit co thd con chira mién hodc trinh tr bd sung. Vi dy, polypeptit c6 thé
chtra trinh tu lién két, gitta peptit dinh huéng mang t€ bao va polypeptit giy mién dich.
Tuy nhién, tét hon 13, hai mién duoc lién két truc tiép ma khong c6 trinh ty phan lién
két. Tuong tu, theo phuong 4n dugc uu tién, polypeptit khong 6 vi tri phan cit sao
cho polypeptit gay mién dich dugc phoi & bén mit cia t& bao va vé co ban 13 khong

duoc giai phong dudi dang tan dugc.

Vi du dugce wu tién va cu thé cua polypeptit theo séng ché chua trinh ty axit

amin néu trong SEQ ID NO: 4.
Polypeptit theo sang ché c6 thé con chira gbc methionin & d4u tan ciing N.
Polypeptit theo sdng ché c6 thé duoc glycosyl héa.

Polypeptit theo sang ché c6 thé duoc tao ra bdi quy trinh tdng hop, hodc 1a tai td
hop. T4t hon 13, polypeptit theo sang ché dugc thiét ké d€ dugc tao ra/duge biéu hién
truc tiép trong té bao hodc toan bd co quan bing cach biéu hién phéan tir axit nucleic
m3 héa. Thét vdy, profin biéu hién méi ciia polypeptit theo sang ché 1a dic biét thich
hop dé thiét ké vacxin ADN hodc vacxin vecto, ma chtra phan tir axit nucleic ma hoa
polypeptit theo sang ché. Bing viéc dua vao mdt co quan, axit nucleic di vao t€ bao va
biéu hién polypeptit ma s& dugc phoi & bé mit té bao va thé hién kha ning gly mién
dich céi thién. Nhu s& dugc ban dén dudi day, axit nucleic c6 thé 13 tran, hogc dugc tao
ché phim véi vecto thich hop bét ky. Theo cach khéc, sang ché co thé sir dung vacxin
té bao, trong d6 polypeptit duge biéu hién trong moi truong nudi cdy & bé mit té bao

va té bao thu duge duge sit dung 1am ché pham vaxin.
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Do d6, sang ché con bao ham va sit dung phan tir axit nucleic ma héa polypeptit

nhu dugce xac dinh & trén.
Axit nucleic

Muc dich khac nita cua sang ché d& cap dén phan tr axit nucleic ma hoa
polypeptit nhu dugc xac dinh & trén. Axit nucleic c6 thd dugc ding dé tao ra
polypeptit in vitro, hodc dé tao ra té bao biéu hién polypeptit trén bé& mit cla ching,

hodc dé san xuét vacxin trong d6 hoat chét 13 axit nucleic hodc vecto chira axit nucleic.

Axit nucleic theo sang ché ¢6 thé 13 ADN hoidc ARN, s¢i don hodc s¢i doi. Axit
nucleic thudng 1a cADN hodc ARN. Axit nucleic ¢6 thé duoc tao ra boi cac phuong
phép da biét trong linh vuc, nhu tdng hop, hoe tach dong, hodc khuéch dai trinh ty ma
hoa polypeptit gy mién dich; tdng hop, ho#ic tach dong, hodc khuéch dai trinh ty ma
hoéa trinh ty hudng dich mang té bao; ndi trinh tu va tach d(‘)ng/khuéch dai chiing trong

vecto va té bao thich hop.

Theo mdt phuong an cu thé, sang ché dé cép dén phan tr axit nucleic chira SEQ

ID NO: 5.
Vecto

Phén tir axit nucleic theo sang ché c6 thé dugc tao ra dudi dang phan tir axit
nucleic v& ban chét nhu phan t axit nucleic trin; vecto; virut hodc té bao chu v.v,
hogc 13 ¢6 ngudn gbe tir té bao tién nhan hoc tir t& bao nhan chudn. Vecto bao gbm
vecto biéu hién ma chra phan tit axit nucleic theo sang ché. Vecto theo sang ché c6
thé, vi dy, chira gen khoi d4u phién ma, va/hodc gen két thac phién mi, trong d6 gen
khéi ddu lién két hoat dong v6i phan tir axit nucleic, va trong d6 phan tir axit nucleic

lién két hoat dong voi gen két thuc phién ma.

V& diém nay, muc dich cu thé cua séng ché 13 vecto virut chtra axit nucleic nhu
dugc xac dinh & trén. Vecto virut c6 thé c6 ngudn gbc tlr cac loai virut khac nhau, nhu,
tdt hon 13, Virut gdy bénh dau lon, Virut gdy bénh ddu ga, Virut gdy bénh gia dai, virut
Aujeszky, samonella, virut Vaccinia, Virut gdy bénh myn nu6c ¢ bo (Bovine Herpes
Virus - BHV), Virut gy bénh myun nudc & ga ty (Herpes Virus of Turkey — HVT),

Adenovirut, Coronavirut gdy bénh viém da day rudt truyén nhiém & lon (Transmissible
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Gastroenteritidis Coronavirus - TGEV), Erythrovirut, va virut gay suy giam mién dich

& khi SIV (Simian Immunodeficiency Virus - SIV).

Theo phuong 4n dugc wu tién, vecto 1 virut bénh dau lon tai t6 hop. Virut bénh
dau lon (SPV) chi gdy bénh nhe & lgn, va tao ra dap ing mién dich bao vé. Do do,
SPV la rng vién tuyét voi dé 1am vecto virut & lon. Quy trinh chung d8 tao SPV tai tb
hop dugc mo ta trong mot sb tai liéu tham khao (Vet Rec. 1994 Jan 1; 134(1): 13-8.).
Theo phuong phép thong thuong, budce thir nhét trong viéc cdu tric SPV tai t6 hop 1a
tao ra plasmit twong déng ma cé thé diéu khién viéc chén (cac) don vi phién ma cho
gen polypeptit khang nguyén theo sang ché vao bd gen SPV. Viéc chén xay ra béi su
t4i t& hop twong ddng va vi vy doi hdi ADN chén dugc bo qua boi ving bd gen SPV
lién tuc. Trong trudong hgp céc tai tb hop SPV, gen thymidin kinaza (TK) dugc chon
truée tién 1am vi tri chén va cho thdy 13 ving khong thiét yéu dé sao chép virut. Do bd
may phién ma cla virut truyén bénh dau s& khong nhan ra gen khoi dAu cua té bao chu,
gen polypeptit khang nguyén theo séng ché tét hon 1a duoc lién két véi gen khoi diu
cla virut truyén bénh dau. Gen khdi dAu cta virut Vaccinia nhu P11 hoic P7.5 dugc
wu tién dé biéu hién trong SPV tai td hop, nhung cac gen khoi dAu cta virut truyén
bénh d4u khac c6 thé duoc sit dung. Khi plasmit trong ddng dugc tao ra, né duge
chuyén nhidm sang cac té bao kha bién nhu t€ bao than cua lon phéi thai (ESK-4) hodc
té bao than cta lon (PK-15) ma da dugc gy nhim truée véi SPV. Céc téi td hop duge
tao ra bang céch tai td hop tuong ddng giita bd gen SPV sao chép va plasmit chuyén
nhidm. SPV tai t6 hop c6 thé duge chon/sang loc bang cach sit dung céc ky thuft
thong thudng. Mot phuong phap nhan dién sir dung gen Escherichia coli lacZ lam gen
d4nh diu. Trong truong hop ndy, chit nén sinh mau, 5-brom-4-clo-3-indolyl B-D-
galactosit (X-gal), ma chuyén thanh hop chit mau xanh lam do tic dung cia enzym
duoc biéu hién (B-galactosidaza) sau d6 dugc ding dé nhén dién mang virut tao ra boi
virut tai td hop & ddi con so voi nén ctia mang khong mau tao ra béi virut khong tai td
hop. Trong trudng hop khong c6 gen danh déu, viéc tao ra polypeptit khdng nguyén
dugc bidu hién bdi SPV t4i td hop c6 thé dugc kiém tra bing cach sir dung c4c khang
thé dic hiéu khang polypeptit khang nguyén trong thir nghiém mién dich huynh quang.
St dung quy trinh duoc dé cap & trén, SPV tai t5 hop biéu hién polypeptit khang

nguyén theo sang ché c6 thé dugc tao ra.
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Céc hé biéu hién va vecto khac cling c6 thé dugc sir dung, nhu plasmit ma sao

chép va/hodc hop nhat vao t€ bao nam men.

Sang ché con @ cép dén phuong phép didu ché polypeptit theo séng ché,
phuong phép nay bao gdm viéc nudi cdy té bao chi chira axit nucleic hogc vecto nhu
dwoc xéc dinh & trén dusi céc didu kién thich hop dé biéu hién axit nucleic va thu hoi
polypeptit. Nhu dugc néu & trén, cic protein va peptit ¢6 th8 dugc tinh ché theo k¥
thuat vén da biét trong linh vyc. Séng ché con d& xuét b6 kit bidu hién bao gdm (a) té
bao chu (tbt hon 12 té bao con trung hodc té bao nAm men), (b) phuong tién biéu hién
polypeptit theo sang ché, vi du bao gdm hé vecto c6 kha ning sao chép trong té bao

nay, va (c) phuong tién thu hdi protein hoic peptit theo sang ché.
Ché phim vacxin

Thudt ngit "vacxin" dugc sit dung & day bao gbm tdc nhan ma co6 thé dugc sir
dung dé tao ra, kich thich hodc khuéch dai hé mién dich cua dong vat (vi dy, lon)
chdng lai tic nhan gy bénh. Vacxin theo séng ché c6 kha ning tao ra hogc kich thich

hodc khuéch dai tinh mién dich chéng lai virut PCV2.

Thuét ngtt "gay mién dich" bao gdm qua trinh cung chp chét khang nguyén cho
d6i twong. Gay mién dich c6 thé, vi du, cho phép mitrc khang thé va/hodc dap ting cua
té bao cao lién tuc trong d6 té bao lympho T ¢6 thé diét hodc trc ché tac nhan gy bénh
& dong vat khong phai ngudi duge gay mién dich, nhu lon, ma nhr?lm chdng lai tac

nhan gdy bénh hoic khéng nguyén ma dong vét dd dugc phoi ra trude do.

Vacxin theo sang ché chira lugng c6 hiéu qua mién dich cua polypeptit, té bao
hoic axit nucleic nhu dugc mo td & trén trong chét dan thudc duge dung. Két qua cua
viéc ching ngira bing ché phim theo sang ché 1a dong vat trd nén mién dich it nhét
mot phén ho#c hoan toan véi viée nhiém PCV2, hoic khéng lai viéc nhiém PCV2 phat
trién vira hodc ning. Vacxin PCV2 ¢6 thé dugc st dung dé gay ra dap tng thé dich

va/hodc té bao.

Nhi&m PCV2 hoic c4c bénh c6 lién quan dén PCV2 bao gbm, khong ké nhiing
cai khac, Hoi cht’tng coi coc sau cai sita (Postweaning Multisystemic Wasting

Syndrome — PMWS), Hoi ching viém da va bénh thin & lgn (Porcine Dermatitis and
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Nephropathy Syndrome - PDNS), Bénh ho hép phirc hop & lon (Porcine Respiratory
Disease Complex - PRDC), 161 loan sinh san, viém rudt gy u hat, viém loét da do tu
cAu khuén, bénh hach bach huyét hoai tit, va bénh run bim sinh. T4t hon 13, d6i twong
dong vat khong phai nguoi, nhu lgn, dugce bao vé dén muc do & d6 mot dén tAt ca céc
triéu trirg sinh ly hodc tdc dong bét loi do nhiém PCV2 duoc giam dang ké, duoc cai

thién hodc dugc ngédn nglra hoan toan.

Sang ché con dé cap dén vacxin két hop chira polypeptit, axit nucleic hoic té
bao theo sang ché két hop véi it nh4t mot khang nguyén protein bd sung [Gupi P. S.
Nayar va cong sy (Can. Vet. J, vol. 38, 1997: 385-387) va Clark E. G. (Proc. Am.
Assoc. Swine Prac. 1997; 499-501)].

Trong thuc té, lugng chinh xac cin cho lidu c6 hiéu qua mién dich c6 thé thay
dbi & dbi tugng nay so voi dbi twong khac phu thude céac yéu t6 nhu do tudi va céc tinh
trang chung cua dé.i tugng, ban chit ciia ché phim va cach st dung. “Lugng c6 higu
qua” thich hop ¢6 thé duoc xac dinh boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
chi can sir dung thir nghiém thong thuong. Vi duy, cac phuong phép da biét trong linh
vuc @8 xéc dinh hodc chudn @9 liéu ding thich hop ctia vacxin dé tim ra liéu ding c6
hi€u qua ti thidu dya trén trong lugng cia d6i twong dong vat khong phai ngudi, ndng
d6 ctia vacxin va cac yéu t6 thong thuong khéc.

Theo phuong 4n thong thuong, vacxin chtta lidu don nhét ciia khéang nguyén
polypeptit hodc axit nucleic theo sang ché voi lwong nim trong khoang tir 0,1 dén
50pg, t&t hon la tir 0,1 dén 25, con tt hon nita Ia tir 1 dén 15pg, théng thudng 1
khoang 10pg.

Liéu ding cua vacxin, ndéng d6 cla cac thanh phén trong d6 va thoi gian s
dung vacxin, ma gy ra dép ng mién dich thich hop, c6 thé dugc xac dinh bang céc
phuong phép nhu chudin d6 khang thé cta huyét thanh, vi dy, béi k§ thuét phan tich
ELISA va/hoic phan tich thr nghiém trung hoa huyét thanh va/hoic dénh gia thi
thach ching ngura.

Theo mdt phuong an cu thé, vacxin chira polypeptit theo sang ché & dang dugc

tinh ché, tlly y két hop véi t4 duge hoic chit mang thich hop bat ky.
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Theo phuong 4n cu thé khéc, vacxin chtra axit nucleic nhu duge xéc dinh ¢
trén, tuy v két hop véi t4 duge hodc chét mang thich hgp bét ky. Vacxin dugc wu tién
nhét chita vecto virut chita axit nucleic nhu duge xac dinh & trén. Vacxin dugc yu tién

hon nita chira virut bénh dau lon chira axit nucleic nhu duge xé4c dinh & trén.

Vacxin c6 thé chtta cac thanh phdn khéc, vén da dugc biét dén béi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vyc, nhu chit mang, t4 dugc, chit pha lodng, chét bd
trg, chat &n dinh dong khd, tic nhén thAm w6t hodc nhil héa, tic nhan dém pH, chét
phu gia tao gel hodc chét phy gia ting cudng dd nhdt, va chét bao quan dugc dung,

phu thudc vao duong dung.

Vi du vé& chit mang, t4 dugc hodc chét pha lodng dugc dung bao gbm, nhung
khong gi6i han ¢ nuéc khir khoang hodce nude cat; dung dich nuéc mubi; dau géc thuc
véat nhu dau cu lac, dau lac, diu rum, dau 6 liu, diu hat bong, dau ngd, dau vimg, hoic
dAu dira; dau silicon, bao gbm polysiloxan, nhu metyl polysiloxan, phenyl polysiloxan
va metylphenyl polysolpoxan; silicon dé bay hoi; diu khoang nhu diu parafin 16ng
nhe, hodc diu parafin 16ng ning; squalen; din xuét xenluloza nhu metyl xenluloza,
etyl xénluloza, carboxymetylxenluloza, mudi natri carboxymetylxenluloza, hodc
hydroxypropyl metylxenluloza; alkanol thép, vi du etanol hogc iso-propanol; aralkanol
thip; polyalkylen glycol thip hodc alkylen glycol thdp, vi du polyetylen glycol,
polypropylen glycol, etylen glycol, propylen glycol, 1,3-butylen glycol hogc glyxerin;
este cla axit béo nhu isopropyl palmitat, isopropyl myristat hodc etyl oleat;
polyvinylpyrolidon; aga; carrageenan; gém tragacan hogc gom acacia, va m& dau héa.
Thong thudng, chit mang hoidc céc chit mang s& tao thanh tir 10% dén 99,9% theo
khdi lwong ché phim vacxin va c6 thé dugc dém bing cac phuong phap thong thuong
stt dung céc chét phan tng da biét trong linh vuc, nhu natri hydro phosphat, natri
dihydro phosphat, kali hydro phosphat, kali dihydro phosphat, hdn hop cla ching, va
chét twong tu.

Céc vi du vé chét bd trg bao gbm, nhung khong gi¢i han &, nhii twong dau trong
nuéc, nhom hydroxit (alum), phitc chét kich thich mién dich, polyme khéi khéng ion
hodic copolyme, xytokin (nhw IL-1, IL-2, IL-7, IFN-[alpha], IFN-[beta], IFN-y, v.v.),
saponin, monophosphoryl lipit A (MLA), muramyl dipeptit (MDP) va chét twong tu.
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chit bd trg thich hop khéac bao gdm, vi dy, nhom kali sulfat, (cac) doc tbc trong rudt
khong én dinh nhiét hodc dn dinh nhiét dugce phan 1ap tir Escherichia coli, dc tb ta
hoac tiéu phén B cia ching, doc td bach hau, doc td udn van, doc t6 ho lau ngay, ta
dugc ddy da hoic khong ddy da cua Freund, v.v.. Chét bd trg trén co sd doc t6, nhu
doc tb bach hau, doc t6 udn vén va doc td ho lau ngay co thé dugc 1am bét hoat trudc

khi st dung, vi du, bang cich xtt ly v6i formaldehyt.

Cac vi du cia chit én dinh dong kho cé thé 13, vi du cac hydrat cacbon nhu
sorbitol, manitol, tinh bot, sucroza, dextran hodc glucoza, protein nhu albumin hodc

casein, va cac dan xuat ctia chung.

Vacxin c6 thé con bao gdm it nhit mot chit khang nguyén tir it nhét mot tac
nhin gdy bénh b sung, vi du, tdc nhdn gdy bénh cta lon nhu Actinobacillus
pleuropneunomia; Adenovirut; Alphavirut nhu Virut gy viém néo ngua mién Pong;
Balantidium coli; Bordetella bronchiseptica; Brachyspira spp., tbt hon la B.
hyddyenfheriae, B.pilosicoli, B. innocens, Brucella suis, t&t hon 13 cic bién thé sinh
hoc 1,2 va 3; Virut gy sbt cb dién & lon, Virut gdy dich ta heo chau Phi; Chlamydia
va Chlamydophila‘ sp. va tét hon 1a C. pecorum va C. abortus; Clostridium spp., tot
hon 1a CI. difficile, Cl. perfringens kiéu A, B va C, ClLnovyi, Clsepticum, Cl.tetani;
Coronavirut géy' bénh tiéu hoa va hd hép; Cryptosporidium parvum; Eimeria spp;
Eperythrozoonis suis tén hién nay 14 Mycoplasma haemosuis; Erysipelothrix
rhusiopathiae; EScherichia coli; Haemophilus parasuis, t6t hon 13 cac nhém phu 1,7 va
14; Virut gdy bénh Viém da day rudt; Isospora suis; Virut viém nido Nhét Ban; Virut
viém rudt; Leptospira spp., tt hon 1a Leptospira australis, Leptospira canicola,
Leptospira grippotyphosa, Leptospira icterohaemorrhagicae, Leptospira interrogans,
Leptospira Pomona va Leptospira tarassovi; Mannheimia haemolytica;
Mycobacterium spp., tot hon 13, M. avium, M. intracellular va M.bovis: Mycoplasma
hyponeumoniae; Parvovirut; Pasteurella multocida; Virut cytomegolo & lon; Parovirut
& lon, Virut gdy hoi ching sinh san va ho hép & lon: Virut bénh gia dai; Rotavirut;
Sagiyama virut; Salmonella spp. t6t hon 13, S. thyhimurium va S.choleraesuis;
Staphylococcus spp. tdt hon 13, S. hyicus; Streptococcus spp., t6t hon 13 Strep, suis;

Cytomegalovirut & lgn; Virut gdy bénh mun nu6c & lon; Virut cum & lon; Virut gy |
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bénh dau lon; Toxoplasma gondii; Virut gdy bénh viém miéng c6 mun nudc va virut

gy ban boc nuéc & lgn hodc cac phéan 18p va cac nhom phu cia Circovirus ¢ 1on.

Ché phim vacxin theo séng ché ¢6 thé 1a ché phdm léng nhu dung dich nuéc,
nhil trong nudc trong diu hogc nhil twong dau trong nudc, sird, cdn ngot, cdn thudc,
ché phdm @ ding ngoai dudng tiéu hoa, dudi da, trong da, trong co hodc trong tinh
mach (vi du, st dung dé tiém), nhu huyén phi hogc nhil twong vo tring. Cac ché phdm
nay 13 da biét trong linh vyc va thuong duge diéu ché bing cach hoa tan khdng nguyén
va cac phu gia thong thudong khac trong chit mang hodc hé dung méi thich hop. Ché
phém 1éng con c6 th8 bao gdm huyén phil va nhil twong ma chtra tc nhén tao huyén

phu hodc nhii hoa.

Puong ding co thé 1a qua da, thong qua sit dung qua niém mac, hodc qua
dudng ngoai duong tiéu hoa (trong da, trong co, dudi da, trong tinh mach, hodc trong
mang bung). Ché phém vacxin theo sang ché c6 thé duge str dung mdt minh, hodc ¢o6
thé dugc sit dung ddng thdi hodc duge ding lién tiép véi cac diéu tri hodc liéu phéap

chita bénh khéc.

Sang ché con @& cap dén phuong phap gy mién dich hodc gy dap ng mién
dich & dong vat khong phai nguoi (vi du, lon) bao gbdm viéc cho dong vat nay dung

polypeptit, axit nucleic, té bao, vecto hodic vacxin nhu dugc md ta ¢ trén.

Séng ché con @ cap dén phuong phap diéu tri vd/hodc phong nglra cic bénh
lién quan dén PCV2 & dong vat khong phai nguoi (vi dy, lon) bao gbm viéc cho dong

vat ndy dung polypeptit, axit nucleic, té bao, vecto hodc vacxin nhu dugc mo ta & trén.

Nhu duoc d& cap & trén, nhidm PCV2 hodic cac bénh c6 lién quan dén PCV2
bao gbm, khong ké nhitng céi khac, Hoi chiing coi coc sau cai sita (Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome — PMWS), Hoi ching viém da va bénh than & lon
(Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome - PDNS), Bénh ho hép phirc hop &
lgn (Porcine Respiratory Disease Complex - PRDC), 16i loan sinh san, viém rudt gdy u

hat, viém loét da do tu cAu khuén, bénh hach bach huyét hoai tit, va bénh run bam sinh.

Vacxin theo sang ché c6 thé dugc ding mot cach thuan loi trong mili, qua da

(cu thé 13, ding trén hodc & bé m3t da dé hip thy theo dudng toan thén), ngoai dudng
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tiéu hoa, trong mét, v.v. St dung ngoai dudng tiéu héa bao gdm, nhung khong gidi
han &, cac dudng dung trong co, trong tinh mach, trong mang byng va dudng ding

tuong tu.

Lidu ding cia vacxin theo sang ché s& phu thudc vao loai, giéng, d6 tudi, kich
thudc, lich st chiing ngira, tinh trang sirc khoe ciia dong vat duge chiing ngura, cling
nhu duong dung, vi dy, ding dudi da, trong da, qua miéng, trong co hodc trong tinh

mach.

Vacxin theo sdng ché ¢6 thé duoc ding & dang lidu don hodc lidu lap lai.
Vacxin theo sdng ché c6 thé dugc dung mot minh, hodc ¢6 thé dugc dung d(“)ng thoi
hodc duge dung lién tiép v6i mot hogc nhiu ché phim khac, nhu vi du ché phdm gay
mién dich & lgn khac hodc ché phém vacxin. Khi ché phém dugc dung & cac thoi diém

khac nhau, viéc ding c6 thé tach biét voi nhau hodc hodc chong chéo ve thoi gian.

Theo mot phuong an, ché phim vacxin theo sang ché dugc ding cho ddi tuong
méc hosic mit khac c6 nguy co nhidm PCV2 dé ting cudng kha ning dép tmg mién
dich ctia dbi tugng. Theo mdt phuong én, déi twong dugc ding vacxin 1a lon. Dong vat

¢6 thé d& bi nhidm PCV2 hojc virut ¢6 quan hé gan giii.

T.c")t hon 13, Vacxin theo séng ché dugc dung cho lon, lon trudng thanh, va ca lgn
con, lon con ho#c lgn cai mang thai, hodc cho c.éc loai dong vét khong phai nguoi
khdac. Viéc chung ngira cho lon ci mang thai 1a ddc biét co loi vi noé tao ra mién dich
thu dong cho lgn so sinh thong qua viéc truyén khang thé cia me. Lon c6 thé it hon 7,
6.5, 4, 3,2 hotc 1 tudn tudi; tir 1 dn 6 tudn tudi; tir 2 dén 5 tudn tudi; hogc tir 3 dén 4
tudn tudi. Vi du, dong vat "tht nghiém" c6 thé dugc ding vacxin theo sang ché dé
danh gia hiéu qua cta vacxin dbi v6i viée sit dung cudi cling hodc sy phat trién ctia
vacxin cho lgn. Mong muén 13, vacxin dugc ding cho dbi twong chua bao git bi phoi
véi virut PCV2. Tét hon 13, d6i twgng 13 lon cin ching ngira chdng lai Hoi chimg coi
coc sau cai sita (Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome — PMWS) va/hodc
Hoi ching viém da va bénh thin & lon (Porcine Dermatitis and Nephropathy

Syndrome - PDNS).

Séng ché con bao gdm vacxin két hop, bao gom vacxin theo sang ché va it nhat

mot thanh phan ¢6 hoat tinh gdy mién dich c6 hiéu qué chdng lai sinh vat gdy bénh
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khac & lon nhu, vi du Actinobacillus pleuropneunomia; Adenovirut; Balantidium coli;
Bordetella bronchiseptica; Brachyspira spp., t6t hon 14 B. hyodyentheriae, B.pilosicoli,
Brucella suis, tot hon 13 cac bién thé sinh hoc 1, 2 va 3; Virut gdy sbt ¢ dién & lon,
Virut gy dich ta heo chau Phi; Chlamydia va Chlamydophila sp. va t5t hon 1a C.
pecorum va C. abortus; Clostridium spp., t6t hon 13 Cl. difficile, Cl.perfringens;
Coronavirut giy bénh hd hip & lon; Cryptosporidium parvum; Eimeria spp;
Eperythrozoonis suis c6 tén hién nay la Mycoplasma haemosuis; Erysipelothrix
rhusiopathiae; Escherichia coli; Haemophilus parasuis; Virut viém ndo tiy ngung két
hdng ciu; lsospora suis; Lawsonia intracellularis; Leptospira spp., t6t hon Ia
Leptospira Pomona; Mannheimia haemolytica; Mycobacterium spp. tbt hon 13, M.
avium; Mycoplasma hyponeumoniae; Pasteurella multocida; Virut cytomegolo & lon;
Parovirut & lon, Virut gy hdi chimg sinh san va ho hép & lon, Virut bénh gid dai;
Rotavirut; Salmonella spp., t6t hon 13, S. thyhimurium va S.choleraesuis;
Staphylococcus spp., tdt hon 13, S. hyicus; Streptococcus spp., t6t hon 1a S. suis;
Cytomegalovirut & lon; Virut cam & lon; Virut gy bénh dau lgn; Toxoplasma gondii;
Virut gdy bénh viém miéng c6 myn nudec va virut giy ban boc nuéc & lon hodc cac

phan 14p va c4c nhém phu ctia Circovirut ¢ lon.

Sang ché con d8 xuét vat chtra chira polypeptit, axit nucleic hodc vacxin v6i
lwong c6 hidu qua mién dich nhu duge md ta & trén. Sang ché con dé xuét bo kit ching
ngua bao gém vét chita vo trung tiy ¥ chira lugng ¢6 hiéu qua mién dich cta vacxin,
phuong tién dé dua vacxin vao dong vat, va tuy y, huéng din st dung bao gdm thong
tin dé st dung luong c6 hiéu qua mién dich cta ché phim dé didu tri vd/hodc phong

ngira cac bénh li€n quan dén PCV2.

Céc khia canh va lgi ich khac cua sang ché duoc @& xuit trong phﬁn dudi day,

ma duogc coi 1a chi nhdm minh hoa.
Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: Chu trac axit nucleic ma héa polypeptit khang nguyén chira peptit tin hiéu

B5R va PCV2 ORF2

Hai ADN soi doi tdng hop néu trong SEQ ID NO: 6 va NO: 7 dugc dat hang tir

Takara Bio (Japan). Vi tri enzym giéi han & diu 5°/3° cia chung lan luot 1a
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BamH1/Sall va Xbal/Sall. Cac ADN dugc tach dong 1an lugt vao cac plasmit pMD18-
Ess (B/X/S) va pMD18-ORF2(X/S).

Do ¢6 vi tri Xbal & trude vi tri Sall & d4u 3’ néu trong SEQ ID NO: 6, pMD18-
~ Ess (B/X/S) dugc c4t biang hai enzym gi6i han, Xbal va Sall. Doan ADN dai 561bp ¢6
nguén géc tlr pMD18-ORF2(X/S) dugc cit bang Xbal va Sall dugce chén vao vi tri
Xbal/Sall cua pMDiS-Ess (B/X/S). Plasmit thu dugc, pMD18-Ess ORF2, bao gE‘)m
gen peptit khang nguyén néu trong SEQ ID NO: 5.

Plasmit, pGTPs40K-S (dugc mo ta trén Fig. 2 cua tai liéu USP7,348,422) dugc
cit bang hai enzym gi¢i han, BamHI va Sall, va dugc thay bang doan dai 0,7 kbp dugc
c4t bang BamHI/Sall c6 ngudn gbc tir pMD18-Ess_ORF2. Plasmit thu duge duge goi
1a pGTPs-Ess_ORF2. Plasmit ndy bao gdm gen khéi ddu ctia virut bé¢nh dgu manh (Ps)
va gen peptit khang nguyén néu trong SEQ ID NO: 5.

Vi du 2: Céc plasmit dé tao ra SPV t4i t6 hop
Trudc tién, ADN b gen cia SPV duoc diéu ché nhu sau:

Chung kasza ctia SPV (VR-363) va té bao than cta lon phdi thai, t& bio ESK-4
(CL-184) c6 thé dwoc mua tir American Type Culture Collection (ATCC). Té bao
ESK-4 dugc nudi cdy thong thuong & nhiét do 37°C trong CO2 5% trong mdi trudng
F-12K ctia Ham (Gibco, Cat. No.: 21127-022) dugc bd sung streptomyxin-penixilin
1% (Gibeo, Cat. No.: 15140-122) va FBS 5% (Gibco, Cat. No.: 10437-028). Bé diéu
ché ADN b6 gen ciia SPV, té bao ESK-4 hop dong trong binh thét ¢ c6 dudng kinh
225cm2 duge gy nhidm SPV va duoc @ trong 6 ngay dén khi té bao thé hién 100%
hiéu émg bénh 1y té bao (CPE). Sau do, té bao da gdy nhiém dugc thu hoach bang cach
cao té bao vao mdi trudng va quay ly tm véi tdc dd 1300 vong/phut trong 5 phit. Moi
truong dugc gan, va vién té bao duge tao huyén phu lai mdt cach nhe nhang trong 2ml
nudc mudi dém Phosphat (PBS: 1,5g Na2HPO4, 0,2g KH2PO4, 0,8g NaCl va 0,2g
KCI cho mbi lit H20) va dugc két dong - x4 dong hai 1an lién tiép. Sau do, cic manh
té bao duge loai bd bing cach ly tdm véi tc d6 3000 vong/phut trong 5 phut & nhiét
do 4°C. Hat virut SPV, c6 mit trong chét ndi trén bé mit, sau d6 dugc két vién b%lng
cach quay ly tdm véi tbc do 20.000xg trong 20 phut & nhiét d6 4°C. Sau do, vién thu
duoc duoc tao huyén phu véi Tris 10mM pH=7,5. Sau do, ADN bd gen SPV dugc
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tach chiét tir hat virut SPV bing cach tao huyén phu véi dém dung giai (Tris 20mM,
pH=9, NaCI2 0,1M, EDTA 5mM, SDS 0,1%, proteinaza K 0,2mg/ml) va u & nhiét do
60°C trong 5 phat. Thyc hién tach chiét phenol:cloroform (1:1) hai 14n, va miu dugc
két tia bing cach thém hai thé tich etanol va ly tim. Phén ndi trén bé mit duoc gan, va
vién (ADN cua SPV) dugc 1am khé trong khong khi va dugc hydrat hoa lai trong Tris
10mM pH=7,5, EDTA 1mM 6 nhiét 4o 4°C.

Tiép theo, ving kep sudn TK trong bd gen SPV dugc tach dong bing phan tmg
chudi polymeraza (PCR). Hai doan mdi (oligonucleotit tbng hop), SP54242F va
SP57617R dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va 9 duoc mua tir Takara Bio. Phan tng
PCR dugc thuc hién sir dung LA Taq polymeraza (Takara Bio) va bd doan mdi gdm
SP54242F va SP57617R véi ADN cta SPV 1am khuén theo huéng dén cia nha san

xuat.

" ADN duoc khuéch dai dai khoang 3,4kbp dugc x4c nhan bang cach dién di trén
gel agaroza 0,8%, va duoc tinh ché tir gel nay sir dung B9 kit chiét gel QIAquick Gel
Extraction (Qiagen). Doan ADN tinh ché dugc tich dong vao vecto pCR4-TOPO
(Invitrogen) theo huéng dn cua nha san xuét. 14 thé bién nap khang ampixilin méui
tring dugc nhat :ra va dugc nudi trong modi trudng nudi cdy canh LB v mdi plasmit
dugc didu ché voi bo kit QuickLYse Miniprep (Qiagen). MBbi plasmit dugc cit bing
Spel, va hai loai plasmit ung vién (ca hai huéng cua ADN dugc chén) dugc chon.
ADN dugc chén cua ching dugc doc trinh tu béng chét phan tng DTCS (Dye
Terminator Cycle Sequencing) va thiét bi doc trinh ty CEQ2000XL (Beckman
Coulter). Mot trong sb cac plasmit (mg vién, pCR-SPV54242/57617 (#2), dugc xac
nhén 14 ¢6 chira doan ADN nam trong khoang tlr 54.242nt dén 57.617nt cia ADN bd
gen ciia SPV (GeneBank Acc: NC_003389) va st dung lam plasmit co s¢ (Fig. 1).

Tiép theo, k¥ thut gdy dot bién bing PCR dugc thyc hién d€ 1am khuyét mot
phin cia gen TK va dwa cac vi tri enzym da gi6éi han vao st dung pCR-
SPV54242/57617 (#2) 1am khudn va st dung hai loai by doan mdi, (1) SEQ ID NO:
10 va 11 hodc (2) SEQ ID NO: 12 va 13.

MB&i san phdm PCR duge ép dung dién di trén gel agaroza 0,8% va dugc tinh

ché sir dung B kit chiét gel QIAquick. Poan ADN tinh ché, ma dugc khuéch dai bdi

-22-



28758

PCR bing cach st dung bd doan mdi néu trong SEQ ID NO: 10 va 11, dugc cit bing
hai enzym gidi han, Kpnl va HindIll, va dugc nbi bang pBluescript KS (+) dugc cét
b&i cung enzym gidi han (Stratagene). Plasmit pBS-TKR (Kpn.Hin) thu dugc (Fig. 1)
dugc cit bang Sacl va Pstfl, va doan ADN dugc cit boi cing enzym giéi han duge
khuéch dai bsi PCR bing cach sit dung bd doan mdi néu trong SEQ ID NO: 12 va 13,
duge chén vao né. Plasmit thu duge dugc goi 1a pSP70 (Fig. 1).

Giita vi tri EcoRI va HindIII trong cac vi tri enzym da gidi han ctia pSP70 dugc
thay bang doan ndi (adapter) oligonucleotit dugc didu ché bing cach bat cip hai
oligonucleotit ADN tdng hop néu trong SEQ ID NO: 14 va 15. Plasmit thu dugc duge
goi 1a pSP71 (Fig. ).

Céc doan ADN cua catxet gen 'gen khdi diu P7.5-LacZ' ¢6 ngudn gbe tir
pNZ76, ma duge cht bing HindIll va Smal cia pNZ76 va sau d6 cét cut bing ADN
polymeraza (dugc md ta trong USP5,387,519) dugce ndi vao vi tri Smal cta pSP71.
Plasmit thu dugc goi 13 pSP72 (Hinh 1), va catxet gen 'P7.5-LacZ' dugc cheén vao gen
TK (tir 55625nt dén 56170nt trong bd gen cua SPV).

Poan dugc cét bing B/l dai 0,8kb thu dugc tir pGTPs-Ess_ORF2 (Vi du 1)
dugc chén vao vi tri Sl ctia pSP72, va plasmit thu dugc duge goi 1a pSP72-Ess_ ORF2
(Fig. 1). Plasmit nay bao gdm catxet gen 'gen khoi du cua virut bénh dau lon manh
(Ps)-Ess_ ORF2' cling nam trong gen TK, va dugc st dung 1am plasmit twong ddng dé
tao ra SPV, SVR7 tai t& hop.

Thay vi Ess ORF2, gen PCVZ-ORF2 tu nhién dugc chén vao plasmit tuwong
ddng khéc @& dung 1am tham chiéu. M3c di nhiéu dit liu trinh ty ciia PCV2-ORF2 da
duoc béo céo, mot trong sb chiing, ADN s¢i d6i néu trong SEQ ID NO: 16, dugc tbng
hop. SEQ ID NO: 16 13 ADN bd trg ma héa ORF2 ciia PCV2 dugc phan 1ap tir Phap
(GenBank: AF055393), va vi tri BamHI va Sall duge gén twong (mg & dau 5' va 3' clia
n6. ADN téng hop dugc cét bang BamHI va Sall va dugc thay bang ving BamHI/Sall
ctia pSP72-Ess_ORF2. Plasmit thu dugc dugc goi 1a pSP72-ORF2 va dugc su dung
lam plasmit tuong ddng dé tao ra SPV, SVR3 tai t hop.

Vi du 3: San xudt SPV, SVR3 va SVR7 tdi td hop
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(1) San xuit SPV, SVR3 va SVR7 t4i td hop

SPV t4i t& hop dugc tao ra trong té bao ESK-4 bing céch t4i td hop twong dong
gitta by gen SPV kidu dai va vecto twong dbng. Té bio ESK-4 hop dong phu trong tdm
6 giéng dugc gay nhiém SPV kiéu dai, 4 gio trudc khi chuyén nhidm véi mbi 2pg
pSP72-Ess ORF2 hodc pSP72-ORF2 st dung chat phan tng Lipofectamin Plus
(Invitrogen) va d& i & nhigt do 37°C trong 5 ngdy dén khi higu Gng bénh ly té bao
(CPE) x4y ra. San phim dung giai té bao tir té bao ldy nhidm-chuyén nhiém duge sang
loc cho c4c mang téi t6 hop biéu hién B-galactosidaza bang cach thém 0,5mg/ml Bluo-
gal (Invitrogen Cat. No.: 15519-028) trong 16p phu agaroza dinh dudng. Virut téi t6
hop khong kiéu dai duoc tinh ché qua 4 dén 6 vong sang loc. SPV tai td hop dugce tao
ra bang cach st dung pSP72-Ess_ORF2 hodc pSP72-ORF2 14n luot duge goi 1a SVR7
va SVR3.

(2) Thir nghiém mang den (BP A)

Té bao ESK-4 trong tAm 24 giéng dugc gy nhiém SVR3, SVR7 hodc SPV dai,
va dugc U & nhiét do 37°C. Sau 6 ngay, 16p don dudc ¢b dinh bang axeton va metanol
(2:1); Khéng thé don dong khang PCV2 trung hoa (Ingenase clone 36F1) dugc pha
lodng (dung dich pha lodng c6 ty 1¢ 1:500) trong sita kh6 5% trong PBS va dugc su
dung cho té bao da dugc gay nhiém va dugc 1 trong 2 gid & nhiét dd phong (RT). Té
bao da dugc gy nhiém dugc ria bing PBS va dugc cho phan Gmg véi biotin lién hop
v6i khang thé tho khang IgG cua chudt (dung dich pha lodng c6 ty 1€ 1:1000), va b9 kit
chun VECTASTAIN ABC (Vector Laboratory PK-4000). Chit nén kiém
phosphataza, dung dich gbc NBT/BCIP (Roche, Cat. No.: 1 1681451001), dugc pha
lodng trong Tris 0,1M pH=9,5, NaCl 0,1M, MgCl12 50mM, va dugc thém vao té bao da
duoc ghy nhidm va dugc U trong khoang tir 5 dén 30 phut & nhiét o phong dén khi cac
mang SVR3 hodc SVR7 chuyén thanh mau tim/den. Trong khi cdc mang do SPV dai
c6 mau tring (dm tinh), tat ca cac mang do SVR3 va SVR7 dugce xac nhan 1a c6 mau

den (dwong tinh) (Fig. 2).
Vi dy 4: Khang thé da dong dé phat hién PCV2-ORF2

Dé tao ra khang thé da dong khang PCV2-ORF2, protein dung hop Glutathion
S-transferaza (GST) véi vung dau tdn C ctia PCV2-ORF2 dugc biéu hién & E.coli.
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Trudc hét, doan ADN dugc tao ra bdi PCR st dung pMD18-ORF2(X/S) (Vi du 1) lam
khuodn, va b doan mdi néu trong SEQ ID NO: 17 va 18.

ADN dugc khuéch dai dai 0,45kbp dugc cét bing BamHI va Sall, va duge chén
vao cac vi tri BamHI/Sall clia pGEX-6p-3 (GE Healthcare, 28-9546-51). Céc plasmit
Ung vién dugc doc trinh ty bing doan mdi doc trinh ty, pGEX-5'-SP hodc -3'-SP (GE
Healthcare, 27-1410-01 hodc 27-141 1-01, twong tng) va dugc xdc nhén la gidng so
dd chu tric. Plasmit thu dugc duoc goi 1a pGEX-TGXR2.

Té bao chu E. coli, BL21 (GE Healthcare, 27-1542-01) dugc bién nap bang
pGEX-TGXR2, va thé bién nap dwgc x4c nhén 13 biéu hién protein dung hop ¢6 khéi
lugng khoang 40kDa bang cach cam g Isopropyl B-D-thio-galactosit (IPTG).

Pé tao ra protein dung hop dé gay mién dich & dong vét, khudn lac don ctia thé
bién nap duoc cly vao cac phin 5 ml méi trudng nudi ciy canh LB chira 50pg/ml
ampixilin (Amp), va dugc nudi ciy qua dém & nhiét do 37°C trong didu kién lac. Séng
hom sau, giéng cdy qua dém duge duge cdy vao 1 lit moi trudng nudi ciy canh LB
chira Amp, va duge nudi cdy & nhiét do 37°C trong diéu kién lic dén OD600 béng 0,7,
khi IPTG dugc thém vao mdi truong nudi cdy dén ndng dd cubi bang 0,ImM. Moi
trromg nudi cdy duge @ thém 3 gidr & nhiét do 37°C trong diéu kién ldc. Vi khudn dugc
thu bang cach ly tAm véi tdc dd 3500xg trong 20 phut, va dugc tao huyén pht lai trong
20ml dém dung giai PBS (1% Triton X-100 trong PBS). Huyén phu ctia vi khuan dugc
xt Iy bang séng siéu 4m trén d4 lanh trong 10 gidy bung 1én voi 10 gidy nghi trén da
lanh ba 1An. Chat dung giai dugc ly tam véi toc do 17.000xg trong 20 phit & nhiét do

4°C, va chét ndi trén bé mat dugc chuyén sang ong moi.

Do céc protein dung hgp GST muyc tiéu dugc tao thanh thé vui, chting dugc tinh
ché bing chét rta gidi gel toan phin nhd (Mini Whole Gel Eluter, Bio-Rad

Laboratories, Cat. No.: 165-1255) theo hudéng dAn ctia nha san xuét.

Céc protein dung hgp GST muc tiéu ~40 kDa dugc tinh ché trong phan doan s6
7 tr chét rira giai gel toan phén nho (Fig. 3b). Dung dich ctia phan doan s6 7 duge
thdm tach bang PBS. Khéng thé da dong khang protein dung hgp nay dugce tao ra bang
cach gy mién dich cho chudt. Ba chudt cai Wister (SPF) ¢ 5 tudn tudi dugc giy mién

dich duéi da bing 0,1 mg protein GST-ORF2 duéi dang nhii twong trong ta dugc
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Freund ddy du, va ba tuin sau, ching dugc ting cudng véi 0,05mg cing khang nguyén
nay tron voi td duge Freund khong dly du ba 1in mdi 13n c4ch nhau 3 tudn. Hai tudn

sau 1dn gdy mian dich cudi, chudt dugc 14y mau dé thu huyét thanh ~1ml mdi chudt.
Vi du 5: Pic trung hoa cac peptit khang nguyén dugc bidu hién boi SPV tai tb hop

Thir nghiém mién dich huynh quang (IFA) dugc thuc hién dé x4c nhan sy dinh
vi ciia protein ORF2 dugc biéu hién béi SVR3 hodic SVR7. Té bao ESK-4 dugc gay
nhidm rSPV (SVR3 hodc SVR7) hoic SPV bb me. Nim ngdy sau, té bao nhiém dugc
rira bang PBS hai 1an, duge xir 1y & nhiét d6 phong trong 5 phiit véi (a) axeton/metanol
(2:1) hotc (b) PBS. Axeton/metanol hodc PBS dugc 14y ra, va PBS dugc thém khong
dé miu kho di. Chung dugc rira hai 14n bing PBS va dugc phan tng & nhiét 4o 37°C
trong 30 phat véi khang thé so cip [khang thé tho khang B-Galactosidaza (o-BGal)
(CAPPEL, Cat.#: 0631-0002) va khéang thé chudt khang PCV2-ORF2 (0-ORF2) (Vi
du 4), (dung dich pha loang c6 ty 1& 1:1000 trong PBS)]. Tiép theo, mau thir dugc rira
biing PBS ba 14n, va duoc phan (mg & nhiét d6 37°C trong 30 phit véi khang thé thi
cip [khang thé dé khang IgG cua tho (H+L) Alexa Fluor 488 (Life technology, A-
11006) va khang IgG cuia chudt (H+L) Alexa Fluor 546 (A-11081) (dung dich pha
lodng c6 ty 1€ 1:1000 trong PBS)]. M3u thit dugc rira bing PBS ba 1an, va dugc quan
sat trong kinh hién vi huynh quang.

Trong truong hop (a) té bao duoc xit Iy bang Axeton/MeOH, cé B-galactosidaza
(d4u hiéu mau xanh lyc) va ORF2 (d4u hiéu mau do) déu duoc quan sat thy trong cac
t& bao dugc gay nhidm mdi SVR3 hodc SVR7, vi mang té bao ¢6 kha ning thdm qua
(Fig. 3a). Nguoc lai, trong truong hop (b) té bao nguyén ven, ca B-galactosidaza (mau
xanh luc) va ORF2 (mau do) déu khong dugc phat hién trén té bao duogc gy nhiém
SVR3, nhung ORF2 (d6) dugc quan sat thdy ro trén té bao dugc gy nhiém SVR7
(Fig. 3b). Céc két qua ndy chi ra rd rang rang viéc dinh vi ctia protein ORF2 da thay
déi tir trong t& bao nhu ORF2 gbc dugc biéu hién bai SVR3 ra ngoai té bao va trén be
mit té bao bdi SVRT.

Do d6, hiéu qua ctia vacxin do SVR7 12 manh hon SVR3, va tin hi¢u dinh
huéng thu duoc tir BSR c¢6 thé cai thién sy dap img mién dich khang PCV2-ORF2.

Vi du 6: Hiéu qua ching ngira trong co thé
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Lon dugc chung ngura bang vecto mi hoa polypeptit cia SVR7 theo sang ché.
Lam vi du so sanh, lgn dugc ching ngira bang SVR3. Pé gay mién dich, 3-5x10*
TCID50/1iéu dugc tiém. Sau do, lon dugce thir thach véi PCV2,

Cu thé hon 13, 24 lon con, ma khdng c6 hodc 4m tinh véi PCV2, duge thiét lap
& 3 tudn tudi, trudc khi ching ngira va dugc chia vao cac nhém khic nhau nhu dugc
thé hién duéi day:

Nhom SVR3: 7 lon con, 4 duc, 3 céi.

Nhém SVR7: 7 lon con, 4 duc, 3 céi.

Nhoém khong duoc gy mién dich: 7 lon con, 4 duc, 3 céi.

Nhom khong dugc gy mién dich, khdng dugc thir thach: 3 lon con, 3 cai.

Viéc ching ngira duge thuc hién & 4 tudn tudi va thir thich PCV2 dugc thyc
hién 2 tudn sau khi gy mién dich. Déi véi thir thich PCV2, 6x10° TCID50 ciia
PCV2/lidu duge tiém. Khi md tir thi (4 tuin sa.u_thfr thach PCV2), mét s6 co quan
duge thu dé phat hién PCV2, bao gbm ba co quan lympho, amidan, hach bach huyét

ben, lympho rudt va tuyén uc.

S6 luwong ban 520 bd gen cuia PCV2 dugc x4c dinh trong huyét thanh 1,2 va 3
tudn sau chiing ngira. Két qua dugc trinh bay dudi day cho thdy rang vacxin theo sang
ché dem lai sy gidam manh vé s6 luong ban sao bd gen ciia PCV2. Két qua nay chi ra

rﬁng vacxin theo sdng ché ¢6 hiéu luc hon vacxin trén co s& trinh tw ORF2 tu nhién.

Bang: Ty 1é phén trim (duong tinh/tdng s lon) clia lon duong tinh véi PCV2-
qPCR trong huyét thanh

Nhém Trudce Trude tht thach -1 wpc 2 wpce 3 wpce
mién dich (6 tuln) (7 tudn) (8 tuén) (9 tuén)
SVR3 0% (0/7) 0% (0/7) 17% (1/6) 33% (2/6) | 100% (6/6)
SVR7 0% (0/7) 0% (0/7) 0% (0/6) 0% (0/6) 67% (4/6)
Thtr thach NI | 0% (0/7) 0% (0/7) 0% (0/7) 29% (2/7) | 100% (7/7)
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NINC

0% (0/3)

0% (0/3)

0% (0/3)

0% (0/7)

0% (0/3)

Ngoai ra, két qua dugc thé hién trén Fig. 4 ching minh 15 rang ring SVR7 giy

ra dap ung khang thé khang PCV2. Céc két qua nay cho thiy ring SVR7 cam tUng
khéng thé quan trong cho PCV2 ORF2. Dap (g khang thé 1a 16n hon véi SVR3. Viée

gdy ra dap ung khang thé quan trong twong Ung v6i su giam déng ké sb lugng ban sao
cta by gen PCV2.

vecto theo sang ché.
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Danh muc trinh tu

SEQ ID NO: 1: KTISVVTLLCVLPAVVYSTCTV

SEQ ID NO: 2: KTISVVTLLCVLPAVVYSTCTVPTMNNAKLTSTETS

SEQ ID NO: 3:

GVLNTRLSRTFGYTIKRTTVKTPSWAVDMMRFNINDFVPPGGGSNPRSVPFEY
YRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRH
TITQPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTA
FENSKYDQEYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLNP

SEQ ID NO: 4:

KTISVVTLLCVLPAVVYSTCTVPTMNNAKL TSTETSWKKEKGVLNTRLSRTF
GYTIKRTTVKTPSWAVDMMRFNINDFVPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEF
WPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHTITQPFSYHSR
YFTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSKYDQEY
NIRVTMY VQFREFNLKDPPLNP

SEQ ID NO: 5:

ATGAAAACGATTTCCGTTGTTACGTTGTTATGCGTACTACCTGCTGTTGTTT
ATTCAACATGTACTGTACCCACTATGAATAACGCTAAATTGACGTCTACCG
AAACATCGTGGAAAAAAGAGAAAGGAGTCTTGAACACCAGATTGTCTAGA
ACCTTCGGTTACACCATTAAGAGAACCACCGTCAAAACCCCATCTTGGGCT
GTCGATATGATGAGATTCAACATCAACGATTTCGTCCCACCTGGTGGTGGA
TCAAACCCTAGATCCGTTCCATTCGAGTACTACAGAATCAGAAAAGTCAAA
GTCGAGTTCTGGCCATGCTCTCCTATTACTCAGGGTGATAGAGGAGTTGGA
TCAACTGCCGTCATCTTGGATGACAACTTCGTCACTAAGGCTACTGCCTTG
ACCTACGATCCTTACGTCAATTACTCTAGTAGACACACCATCACCCAACCA
TTCTCATACCATTCCAGATACTTCACTCCAAAACCTGTCTTGGACTCAACCA
TCGATTACTTTCAACCAAACAACAAGAGAAACCAATTGTGGTTGAGATTGC
AAACTGCCGGTAACGTCGATCATGTCGGATTGGGAACCGCCTTCGAAAACT
CCAAATACGACCAGGAGTACAACATTAGAGTCACCATGTACGTCCAATTC
AGAGAGTTCAACTTGAAGGACCCACCATTGAACCCATAA
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SEQ ID NO: 6:

GGATCCACCATGAAAACGATTTCCGTTGTTACGTTGTTATGCGTACTACCT
GCTGTTGTTTATTCAACATGTACTGTACCCACTATGAATAACGCTAAATTG
ACGTCTACCGAAACATCGTGGAAAAAAGAGAAAGGAGTCTTGAACACCAG
ATTGTCTAGACATTGAACCCATAAGTCGAC

SEQ ID NO: 7:

TCTAGAACCTTCGGTTACACCATTAAGAGAACCACCGTCAAAACCCCATCT
TGGGCTGTCGATATGATGAGATTCAACATCAACGATTTCGTCCCACCTGGT
GGTGGATCAAACCCTAGATCCGTTCCATTCGAGTACTACAGAATCAGAAA
AGTCAAAGTCGAGTTCTGGCCATGCTCTCCTATTACTCAGGGTGATAGAGG
AGTTGGATCAACTGCCGTCATCTTGGATGACAACTTCGTCACTAAGGCTAC
TGCCTTGACCTACGATCCTTACGTCAATTACTCTAGTAGACACACCATCAC
CCAACCATTCTCATACCATTCCAGATACTTCACTCCAAAACCTGTCTTGGA
CTCAACCATCGATTACTTTCAACCAAACAACAAGAGAAACCAATTGTGGTT
GAGATTGCAAACTGCCGGTAACGTCGATCATGTCGGATTGGGAACCGCCTT
CGAAAACTCCAAATACGACCAGGAGTACAACATTAGAGTCACCATGTACG
TCCAATTCAGAGAGTTCAACTTGAAGGACCCACCATTGAACCCATAAGTCG
AC

SEQ ID NO: 8:

AATATTACGGGTGCTGTTT

SEQ OD NO: 9:

AAAAACATCGTATTCCTG

SEQ ID NO: 10:
CGTTCATGTTAAGCTTAACCTGAAATATTG

SEQ ID NO: 11:
GTTTAAACGAATTCGGTACCCTTAAAAACATCG
SEQ ID NO: 12: |

CGCCGAGCTCGAGAATATTACGGGTGCTGTTTTTAC
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SEQ ID NO: 13:

CCAGACTGCAGAGAACATAGGTCCTAATATAAG

SEQ ID NO: 14:
AATTGCCCGGGTACCGTCGATCGACTTTTTATGGCCCCCCCGGCCA
SEQ ID NO: 15:
AGCTTGGCCGGGGGGGCCATAAAAAGTCGATCGACGGTACCCGGGC

SEQ ID NO: 16:

GGATCCACCATGACGTATCCAAGGAGGCGTTACCGGAGAAGAAGACACCG
CCCCCGCAGCCATCTTGGCCAGATCCTCCGCCGCCGCCCCTGGCTCGTCCA
CCCCCGCCACCGTTACCGCTGGAGAAGGAAAAATGGCATCTTCAACACCC
GCCTCTCCCGCACCTTCGGATATACTGTCAAGCGAACCACAGTCAGAACGC
CCTCCTGGGCGGTGGACATGATGAGATTCAATATTAATGACTTTCTTCCCC
CAGGAGGGGGCTCAAACCCCCGCTCTGTGCCCTTTGAATACTACAGAATAA
GAAAGGTTAAGGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCGATCACCCAGGGTGACA
GGGGAGTGGGCTCCAGTGCTGTTATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGG
CCACAGCCCTCACCTATGACCCCTATGTAAACTACTCCTCCCGCCATACCA
TAACCCAGCCCTTCTCCTACCACTCCCGCTACTTTACCCCCAAACCTGTCCT
AGATTCCACTATTGATTACTTCCAACCAAACAACAAAAGAAACCAGCTGTG
GCTGAGACTACAAACTGCTGGAAATGTAGACCACGTAGGCCTCGGCACTG
CGTTCGAAAACAGTATATACGACCAGGAATACAATATCCGTGTAACCATGT
ATGTACAATTCAGAGAATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAACCCTTAAT
AGTCGAC

SEQID NO: 17: GGTGGTGGATCCAACCCTAGATCCG

SEQ ID NO: 18: GGTGGGTCGACCAAGTTGAACTCTCTG
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YEU CAUBAO HQ
1. Polypeptit chira peptit dinh huéng mang t€ bao lién két hoat dong truc tiép véi
polypeptit khang nguyén khéc loai, trong d6 peptit dinh huéng mang t& bao dugc dinh
vi & ddu tan N, va trong d6 trinh tw ctia peptit dinh huéng mang té bao c6 chidu dai la
50 axit amin hogc ngin hon va chira SEQ ID NO: 1 hoic trinh tw ¢6 do twong ddng voi
SEQ ID NO: 1 it nhat 1a 90%.
2. Polypeptit theo diém 1, trong d6 peptit dinh huéng mang t& bao bao gébm SEQ ID
NO: 1 hodc trinh ty c6 d§ twong ddng it nhit 90% véi SEQ ID NO: 1; hoic SEQ ID
NO: 2.
3. Polypeptit theo diém 1, trong d6 peptit dinh hudng mang té bao chira SEQ ID NO: 2
va c6 chiéu dai 50 axit amin hodc ngén hon.
4. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit khang nguyén nay 1a polypeptit khang
nguyén cua virut.
5. Polypeptit theo diém 4, trong d6 polypeptit khang nguyén nay 1 polypeptit khang
nguyén cua virut Circovirus lon typ 2 (PCV2).
6. Polypeptit theo diém 5, trong d6 polypeptit khang nguyén nay 13 ORF2 cua virut
PCV2 hoic mién khéng nguyén cta né.
7. Polypeptit theo diém 6, trong d6 polypeptit khang nguyén chira trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 3 hofc trinh tw ¢6 d9 twong dong it nht 80% véi SEQ ID NO: 3.
8. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit nay chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 4.
9. Polypeptit theo diém 8, trong d6 polypeptit nay con chira gbc methionin du tn N.
10. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit nay duoc glycosyl hoa.
11. Polypeptit chira peptit tin hiéu lién két hoat dong truc tiép v&i polypeptit khang
nguyén tir virut Circovirus lon typ 2 (PCV2), trong d6 peptit tin hiéu dugc dinh vi &
dau tan N va polypeptit khang nguyén duoc dinh vi & ddu tan C, va trong do peptit tin
hiéu bao gém SEQ ID NO: 1.

12. Ché phim vacxin chira polypeptit theo diém 1 va chét mang hodc ta duogc.
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13. Ché phim vacxin theo diém 12, trong d6 ché phdm vacxin nay con chira chét pha
lodng, chét bd tro, chit 1am dn dinh ddng kho, chit thAm w6t hodc chat nhil hda, chit
dém pH, chit phu gia tao gel hodc chét phu gia ting cudng d6 nhét, hoic chit bao

quan.
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Fig. 2
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DANH MUC TRINH TU
<110> CEVA SANTE ANIMALE
<120> POLYPEPTIT DUNG HQP VA CHE PHAM VACXIN
<130> B1588
<160> 18

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 22
-<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu tin hiéu cé ngudn gbc tlu vaccinia Virut BRS

<400> 1
Lys Thr Ile Ser Val Val Thr Leu Leu Cys Val Leu Pro Ala Val Val
1 5 ' 10 15

Tyr Ser Thr Cys Thr Val

20
<210> 2
<211> 36
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu tin hiéu cé ngudn gbc tu Vaccinia virut BRS

<400> 2
Lys Thr Ile Ser Val Val Thr Leu Leu Cys Val Leu Pro Ala Val Val

1 5 10 15

Tyr Ser Thr Cys Thr Val Pro Thr Met Asn Asn Ala Lys Leu Thr Ser
20 25 30

Thr Glu Thr Ser
35

<210> 3
<211> 191
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> PCV2 ORF2

<400> 3
Gly Val Leu Asn Thr Arg Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Ile Lys

1 5 10 15

Arg Thr Thr Val Lys Thr Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe
20 25 30

Asn Ile Asn Asp Phe Val Pro Pro Gly Gly Gly Ser Asn Pro Arg Ser
35 40 45

Val Pro Phe Glu Tyr Tyr Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp
50 55 60

Pro Cys Ser Pro Ile Thr Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala
65 70 75 80

Val Ile Leu Asp Asp Asn Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr Tyr
85 90 95

Asp Pro Tyr Val Asn Tyr Ser Ser Arg His Thr Ile Thr Gln Pro Phe
100 105 110

Ser Tyr His Ser Arg Tyr Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Ser Thr
115 120 125

Ile Asp Tyr Phe Gln Pro Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg
130 135 140

Leu Gln Thr Ala Gly Asn Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe
145 150 155 160

Glu Asn Ser Lys Tyr Asp Gln Glu Tyr Asn Ile Arg Val Thr Met Tyr
165 170 175

Val Gln Phe Arg Glu Phe Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Asn Pro
180 185 190
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<210> 4
<211> 232
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Polypeptit dung hgp

<400> 4
Lys Thr Ile Ser Val Val Thr Leu Leu Cys Val Leu Pro Ala Val Val

1 5 10 15

Tyr Ser Thr Cys Thr Val Pro Thr Met Asn Asn Ala Lys Leu Thr Ser
20 25 30

Thr Glu Thr Ser Trp Lys Lys Glu Lys Gly Val Leu Asn Thr Arg Leu
35 40 45

Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Ile Lys Arg Thr Thr Val Lys Thr Pro
50 55 60

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

Pro Gly Gly Gly Ser Asn Pro Arg Ser Val Pro Phe Glu Tyr Tyr Arg
85 90 95

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

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

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

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

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

vVal
195

Asp His

Glu Tyr Asn

210

Leu
225

Lys Asp

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

5
702
DNA
Trin

<220>
<223> ADN
<400> 5
atgaaaacga
60

tgtactgtac
120

gagaaaggag
180

accgtcaaaa
240

ccacctggtg
300

gtcaaagtcg
360

actgccgtca
420

tacgtcaatt
480

ttcactccaa
540

Asn

180

Gly

Ile

Pro

Gln Leu Trp

Leu Gly Thr

Arg Val Thr

Pro Leu Asn

Leu

Ala
200

Met
215

Pro

230

h tu

nhdn tao
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Arg Leu Gln
185

Phe Glu Asn

Tyr Val Gln

md hdéa polypeptit dung hop

tttccgttgt

ccactatgaa

tcttgaacac

ccccatcttg

gtggatcaaa

agttctggcc

tcttggatga

actctagtag

aacctgtctt

tacgttgtta

taacgctaaa

cagattgtct

ggctgtcgat

ccctagatcc

atgctctcct

caacttcgtc

acacaccatc

ggactcaacc

tgcgtactac

ttgacgtcta

agaaccttcg

atgatgagat

gttccattcg

attactcagg

actaaggcta

acccaaccat

atcgattact
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Thr Ala Gly Asn Val

190

Ser Lys Tyr Asp Gln

205

Phe Arg Glu Phe Asn

220

ctgctgttgt

ccgaaacatc

gttacaccat

tcaacatcaa

agtactacag

gtgatagagg

ctgccttgac

tctcatacca

ttcaaccaaa

ttattcaaca

gtggaaaaaa

taagagaacc

cgatttcgtc

aatcagaaaa

agttggatca

ctacgatcct

ttccagatac

caacaagaga
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aaccaattgt ggttgagatt gcaaactgcc ggtaacgtcg atcatgtcgg attgggaacc
600

gccttcgaaa actccaaata cgaccaggag tacaacatta gagtcaccat gtacgtccaa
660 '

ttcagagagt tcaacttgaa ggacccacca ttgaacccat aa

702

<210> 6
<211> 182
<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> ADN tdng hop

<400> 6
ggatccacca tgaaaacgat ttccgttgtt acgttgttat gcgtactacc tgetgttgtt
60

tattcaacat gtactgtacc cactatgaat aacgctaaat tgacgtctac cgaaacatcg
120

tggaaaaaag agaaaggagt cttgaacacc agattgtcta gacattgaac ccataagtcg
180

ac

182

<210> 7
<211> 561
<212> DNA

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> ADN tdng hop

<400> 7
tctagaacct tcggttacac cattaagaga accaccgtca aaaccccatc ttgggctgtc
60

gatatgatga gattcaacat caacgatttc gtcccacctg gtggtggatc aaaccctaga
120 '

tccgttccat tcgagtacta cagaatcaga aaagtcaaag tcgagttctg gccatgetct
180

cctattactc agggtgatag aggagttgga tcaactgccg tcatcttgga tgacaacttc
240
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gtcactaagg ctactgcctt gacctacgat ccttacgtca
300
atcacccaac cattctcata ccattccaga tacttcactc
360
accatcgatt actttcaacc aaacaacaag agaaaccaat
420
gccggtaacg tcgatcatgt cggattggga accgecttcg
480
gagtacaaca ttagagtcac catgtacgtc caattcagag
540
ccattgaacc cataagtcga ¢
561
<210> 8
<211> 19
<212> DNA
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh ty mdi
<400> 8
aatattacgg gtgctgttt
19
<210> 9
<211> 18
<212> DNA
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> Trinh ty méi
<400> 9
aaaaacatcg tattcctg
18
<210> 10
<211> 30
- <212> DNA
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh ty mdi
<400> 10

attactctag

caaaacctgt

tgtggttgag

aaaactccaa

agttcaactt

tagacacacc

cttggactca

attgcaaact

atacgaccag

gaaggaccca
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cgttcatgtt aagcttaacc tgaaatattg

30

<210> 11
<211> 33
<212> DNA

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu mdi

<400> 11

gtttaaacga attcggtacc cttaaaaaca tcg
33

<210> 12

<211> 36

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu mdi

<400> 12
cgccgagctc gagaatatta cgggtgctgt ttttac
36

<210> 13
<211> 33
<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty mdi

<400> 13

ccagactgca gagaacatag gtcctaatat aag
33

<210> 14

<211> 46

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> oligonucleotit téng hop

<400> 14
aattgcccgg gtaccgtcga tcgacttttt atggcccccc cggcca
46



Trinh ty nhén tao

oligonucleotit tdng hogp
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agcttggccg ggggggccat aaaaagtcga tcgacggtac ccggge

<210> 15
<211> 46
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 15
46

<210> 16
<211> 719
<212> DNA
<213>
<220>
<223> DNA
<400> 16
ggatccacca
60
catcttggcec
120
tggagaagga
180
aagcgaacca
240
gactttcttc
300
ataagaaagg
360
gtgggctcca
420
tatgacccct
480
tccegetact
540
aacaaaagaa
600

Trinh ty nhé&n tao

encoding ORF2

tgacgtatcc

agatcctccg

aaaatggcat

cagtcagaac

ccccaggagg

ttaaggttga

gtgctgttat

atgtaaacta

ttacccccaa

accagctgtg

aaggaggcgt

ccgccgcececcce

cttcaacacc

gccctectgg

gggctcaaac

attctggccc

tctagatgat

ctcctceccge

acctgtccta

gctgagacta

taccggagaa

tggctecgtcc

cgcctctcecce

gcggtggaca

cccegcetcetg

tgctccccga

aactttgtaa

cataccataa

gattccacta

caaactgctg
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gaagacaccg

acccccgceca

gcaccttcgg

tgatgagatt

tgccctttga

tcacccaggg

caaaggccac

cccagccctt

ttgattactt

gaaatgtaga

ccceccgceagce
ccgttaccgce
atatactgtc
caatattaét
atactacaga
tgacagggga
agccctcacc
ctcctaccac
ccaaccaaac

ccacgtaggc
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ctcggcactg cgttcgaaaa cagtatatac gaccaggaat acaatatccg tgtaaccatg
660

tatgtacaat tcagagaatt taatcttaaa gaccccccac ttaaccctta atagtcgac
719

<210> 17
<211> 25
<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu mdi

<400> 17

ggtggtggat ccaaccctag atccg
25

<210> 18

<211> 27

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty mdi

<400> 18

ggtgggtcga ccaagttgaa ctctctg
27
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