(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

oo comnsesmoemeroe 0 JIMIMNTRR
CUC SO HUU TRi TUE
1-0033190
A61K 39/00; A61K 38/38; A61K (13) B
(51 39/165; A61K 39/02; A61K 39/12;
A61K 38/00
(21) 1-2019-02329 (22) 30/10/2017

(86) PCT/CU2017/050006 30/10/2017 (87) WO02018/082719 11/05/2018

(30) 2016-0161 01/11/2016 CU

(45) 25/09/2022 414 (43) 25/10/2019 379A

(73) CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA (CU)
Avenida 31 entre 158 y 190, Playa La Habana 11600, Cuba

(72) MARTINEZ RODRIGUEZ, Rebeca (CU); HERNANDEZ PEREZ, Liz (CU); GIL
GONZALEZ, Lazaro (CU); CARPIO GONZALEZ, Yamila (CU); ESTRADA
GARCIA, Mario, Pablo (CU).

(74) Cong ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) CHE PHAM VACXIN CHUA PEPTIT KiCH THICH BAI TIET HORMON TANG
TRUONG

(57) Sang ché d& cap dén ché pham vacxin chira peptit kich thich bai tiét hormon ting

truong ¢ trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1 hoic SEQ ID NO.2, it nhat mot khang

nguyén vacxin, va chit dan hodc chat pha loing duoc dung, trong d6 peptit kich thich bai

tiét hormon ting truéng nay 1a ¢ luong du dé kich thich dap tmg mién dich cua vat chi voi

khéng nguyén vacxin.



33190

Linh vye k§ thuit duge d@ cap

Sang ché dé cap dén ché phadm vacxin chira peptit kich thich bai tiét hormon ting
truong co trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1 hodc SEQ ID NO.2, it nhit mot khang
nguyén vacxin, va chit dan hoic chét pha lodng dugc dung, trong do peptit kich thich bai
tiét hormon ting truéng nay 13 & luong di dé kich thich dép Gng mién dich cta vét chil

v61 khang nguyén vacxin.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Chat kich thich bai tiét hormon ting truéng (Davenport e al. 2005, Pharmacol.
Rev. 57: 541-546) 1a nhém céc hop chat bao gdm hgp chét peptidyl va hop chat khong
peptidyl kich thich bai tiét hormon tang truéng (GH) in vitro va in vivo (Tannenbaum and
Bowers, 2001, Endocrine 14: 21-27).

Ghrelin Ia phdi tir ndi sinh ctia thu thé chét kich thich bai tiét hormon ting truong
(GHS-R) (Kojima et al., 1999, Nature 402: 656-660). Ghrelin tham gia vao nhidu qua
trinh, bao gdm diéu hoa can bang ning lugng, tinh trang thém #n, tin hiéu chuyén hoa, va
cac qua trinh khac (Dixit and Taub, 2005, Exp. Gerontoly 40: 900-910). Ngoai ra, ghrelin
c6 hoat tinh chéng viém, diéu hoa qua trinh thue bao va ting cudng san sinh té bao tuyén
Grc, ciing nhu 1am giam tinh trang séc nhiém trung (Hattori, 2009, J. Clin. Endocrinol.
Metab. 86: 4284-4291).

Ngoai kich thich bai tiét hormon ting truéng, chét kich thich bai tiét hormon tdng
trudng ciing diéu hoa tinh trang thém &n va tang can & dong vat c6 vu, gia cdm va dong
vat thiy sinh (Kaiya et al., 2008, Comp. Biochem. Physiol. A 149: 109-128). Chét kich
thich bai tiét hormon ting trudng cling c6 dic tinh bao vé tim mach, bang cach cai thién
c4c théng sb chuc ning tim mach trong mot s6 nghién ciru in vivo, va (tc ché tang sinh té
bao ung thu (Locatelli and Rossoni, 1999, Endocrinol. 140:4024-4031; Tivesten and
Bollano, 2000, Endocrinol. 141: 60-66; Cassoni et al., 2001, J. Clin. Endocrinol. Metab.
86: 1738-1745). Hon nita, chét kich thich bai tiét hormon tdng trudng tham gia vao céc
qua trinh, nhu qua trinh viém va 130 héa (Hattori, 2009, J. Clin. Endocrinol. Metab. 86:
4284-4291).
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D3 biét ring peptit hexame GHRP-6 (c6 trinh tu axit amin 1a His-D-Trp-Ala-Trp-
D-Phe-Lys-NH,) c6 hoat luc rat manh, an toan, va hoat héa gidi phong hormon tang
truong ¢ dong vat c6 va va gia cim (Bowers et al., 1984, Endocrinol. 114: 1537-45),

cling nhu dong vat gidp xac (Patent Chau Au s EP1477181 B 1).

Hoat tinh chdng viém cua ghrelin da dugc mo ta trén cidc mé hinh dong vat (Smith
et al., 2005, Trends Endocrinol. Metab. 16, 436-442). Hu hét cac nghién ciru trong tai
liéu Baatar et al., 2011, Molecular and Cellular Endocrinology 340: 44- 58 cho thay
ring viéc st dung axyl-ghrelin &rc ché biéu hién va/hodc san sinh céc xytokin tién viém,
khong phu thude vao tinh trang bénh ly hogc liéu, va phac dd didu tri duoc sir dung. Tai
liéu Dixit et al., 2004, J. Clin. Invest. 114: 57-66; Taub, 2007, Vitam. Horm. 77: 325-
346 d& cap dén vai trod cua ghrelin trong viéc 1am giam ty 18 chét va tac dung viém gdy ra
bdi lipopolysaccarit (LPS), trong ca diéu kién in vivo va in vitro, cling nhu tinh trang

nhiém tring trén mo hinh dong vat gam nhim.

Trong cac nghién ctru dugce thuc hién trén mo hmh chudt nhit bi viém man tinh,
ghrelin va peptit cht véan tong hop GHRP-2 da tc ché dang ké giai phéng interleukin 6
(IL-6) va axit nitric tir dai thuc bao dugc hoat hoa, va 1am gidm tinh trang viém khop
(Granado et al., 2005, Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 288: E486-E492). Ngoai ra,
cac nghién ctru tuong tu di dugce thyc hién va kiém chimg duoc hoat tinh chéng viém ciia
ghrelin va peptit chd véan téng hop GHRP (Gonzélez-Rey et al., 2006, Gastroenterol. 130
(6), 1707-1720).

Theo tai liéu Lofti et al., 2011, Kafkas Univ Vet Fak Derg 17 (6): 949-952),
ghrelin duoc tiém qua dudng in ovo cé anh huéng dén mirc do biét héa té bao lympho &
cac ga con méi nd. Sau 10 ngay 4p, ghrelin duoc tiém & liéu bang 100ng d3 lam ting s6
lugng bach ciu trung tinh, bach ciu wa bazo va bach ciu wa eosin, va ty 1& bach ciu trung

tinh/té bao lympho, dong thoi 1am giam sb lugng té bao Iympho.

Trong trudng hop cta phén 16p c4 xuong that, cac nghién ctru in vitro cho thy
ring qué trinh diéu tri bach ciu ca c4 hdi ciu vong (Oncorhynchus mykiss) bang ghrelin
lam tang san sinh anion superoxit, ndng do éxit ribonucleic thdng tin md héa hormon
tang trudng, va superoxit dismutaza & cac té bao nay (Yada et al., 2006, Endocrinol. 189
57-65). Trong nghién ctru ndy, da ghi nhan dugc ring qua trinh 0 trudce bang peptit d6i
khang thu thé cht kich thich bai tiét [D-Lys3]-GHRP-6, va qua trinh trung hda min dich
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hormon ting truéng, da lam gidm san sinh cac gdc oxy phan tmg (O%), cho thiy tac dung
ctia ghrelin dén cac bach ciu duoc diéu hoa bdi qua trinh bai tiét hormon tdng trudng
(Yada et al., 2007, Endocrinol. 152: 353-358). Mat khac, cac nghién ctu in vitro duoc
thuc hién v6i peptit kich thich bai tiét hormon ting trudng c6 cdu truc tuong tu peptit
GHRP-6, ttic 1a peptit A233, cho thdy qué trinh san sinh c4c chit chi thi hoat tinh dai
thuc bao, nhu anion superoxit, & cic bach cdu cta ca diéu hong (Oreochromis sp.)
(Martinez et al., 2012, J. of Endocrinol. 214: 409-419) dugc kich thich. Nghién ciru nay
ciing da kiém chimg duoc rang viée sit dung peptit A233, qua bé ngam, kich thich cac
thong sé cia qua trinh bao vé chéng oxy hoa chéng lai 4u tring bang enzym superoxit
dismutaza & c4 diéu hdng (Oreochromis sp.), ciing nhu ndng dd lectin va hoat tinh khéng
proteaza. Trong cac tht nghiém khac, dugc thuc hién trén ca diéu héng mdi sinh, duoc
sir dung qua duong miéng bang peptit GHRP-6, ndng do lectin, va sd luong té bao
lympho biéu md & niém mac da day da duoc gia ting (Martinez et al., 2016, Aquaculture
452 304-310). S6 lwong té bao lympho biéu mé & niém mac da day lién quan dén hé mién

dich bdm sinh khong dic hiéu, va khong lién quan dén viéc sir dung khang nguyén cu thé.

Mién dich bao vé chéng lai cac tac nhan giy bénh khac nhau can céc dap tng cé
thé dugc tao ra bang chit bd trg vacxin thich hop (Awate et al., 2013, Frontiers in
Immunology 4: 1-10). Do d6, cin nghién ciru va phat trién chat b trg vacxin thé hé mdi,
dé phat trién vacxin chéng lai cAc tic nhan gy bénh cho dén nay van chua duogc diéu tri
hiru higu bang cac phac db tiém phong thong thudng va khic phuc cic nhuoc diém cia
mdt s6 chit bd trg vacxin di biét (Harandi ez al., 2010, Vaccine 28(12):2363-6; Pérez et
al., 2012, Braz J Med Biol Res 45(8):681-92).

Nhiéu chit b6 trg vacxin ting cudng dép tmg viém manh va khong dic hiéu, lam
tdng kha ning sinh mién dich ctia khdng nguyén duoc st dung dong thoi, nhung ciing c6
thé gdy ra cac tac dung khéng mong muén. Do d6, cin phét trién chit bd trg vacxin thé
hé méi gy dép Gmg mién dich dic hiéu hon, d thu dugc tc dung bao vé an toan va tdi

uu tao ra boi cac vacxin.
Ban chat ky thuit cta sang che

Dé khdc phuc cdc nhugce diém néu trén, sang ché dé cip dén chat bo trg vacxin ¢
thé ting cudng hitu hiéu dap tng mién dich véi khang nguyén dugc st dung dong thoi.

Cu thé, sang ché d& cép dén ché phim vacxin chira peptit kich thich bai tiét hormon tdng
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truéng c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1 hozc SEQ ID NO.2, it nhit mot khang
nguyén vacxin, va chit dn hoic chét pha loing duoc dung, trong dé peptit kich thich bai
tiét hormon ting trudng ndy 1a & lugng du dé kich thich dap tmg mién dich ciia vat chu

v6i khang nguyén vacxin.
Mo ta vat tat hinh vé

Fig.1 1a biéu d6 thé hién d4p ung khang thé & cac chudt nhit duoc gy mién dich
béng albumin triing, peptit GHRP-6 va chit bd trg Freund, hodc b%mg albumin tring va
chit b6 tro Freund. Fig.1A 13 biéu db thé hién ndng d6 cua globulin mién dich G (IgG) &
céc nhém dugc gay mién dich qua dudng tiém duéi da. Fig.1B 13 biéu dd thé hién ndng
do cua IgG & cac nhém dugc gdy mién dich qua dudong tiém mang bung. Tri sd trung
binh va do léch chuan trong mdi nhém dugc thé hién. ** thé hién p< 0,0014; *** thé
hién p< 0,001.

Fig.2 1a biéu db thé hién dap tig khang thé & cac chudt nhit duoc gdy mién dich
bang albumin trimg, peptit GHRP-6 va chit bd tro Freund, qua dudng tiém duéi da va
dudng tiém mang bung. (nhém 3 va nhém 4 twong mg); hoic bing albumin trimg va
chét bd trg Freund, qua dudng tiém dudi da va duong ti€ém mang bung (nhém 5 va nhom
6 twong tng). Fig.2A 12 biéu d6 thé hién ndng do cua IgG1. Fig.2B 1a biéu dd thé hién
néng do ctia IgG2a. Tri sb trung binh va d6 1éch chuin trong mdi nhém dugc thé hién. **

thé hién p< 0,0014; *** thé hién p< 0,001.

Fig.3 12 biéu d6 thé hién ndng do ciia IgG & cac chudt nhit duoc gy mién dich
béng peptit A233, albumin trimg va chét bd trg Freund; hodc albumin trimg va chét b
trg Freund, qua dudng tiém mang bung. Nong dd cia cac khang thé duge phat hién trong
huyét thanh dugc 14y vao ngay 22 clia qué trinh thir nghiém duoc thé hién. Tri sb trung
binh va d6 1&ch chuin trong mdi nhém dugc thé hién. ** thé hién p< 0,0014.

Fig.4 14 biéu db thé hién ndng do6 cta IgG (duoc phat hién vao ngay 28 cua qua
trinh thtr nghiém) & céc nhém duge gdy mién dich bang protein C2 va nhdm; hoidc bang
protein C2, peptit GHRP-6 va nhém, qua dudong tiém dudi da. Tri sb trung binh va do
1éch chuén trong mdi nhém duoc thé hién. * thé hién p<0,05.

Fig.5 13 biéu dd thé hién ndng do cua IgG & cac chudt nhit duogc gay mién dich

bang peptit PO va chét bd trg Freund; hodc bang peptit PO, peptit GHRP-6 va chét bd tro
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Freund qua duong tiém mang bung, vao ngay 36 ctia qua trinh thir nghiém. Tri s6 trung

binh va d6 1éch chuin trong mdi nhém duge thé hién. * thé hién p< 0,05.

Fig.6 1 biéu db thé hién ndng do cia globulin mién dich M (IgM) & cac c4 diéu
héng dugc gdy mién dich bang protein thé kham P0-my32 hoac bang protein thé kham
P0-my32 két hop véi peptit GHRP-6 hoic véi peptit A233, dugc phat hién vao ngéy728
cua thr nghiém, céc khang nguyén dugc str dung qua duong ti€ém mang bung. Fig.6A va
Fig.6C 1 biéu do thé hién ndng do IgM chdng lai my-32. Fig.6B va Fig.6D 1a biéu dd thé
hién néng d6 IgM chéng lai P0. Fig.6A va Fig.6B l1a biéu dd thé hién ndng do cua IgM &
cac ca diéu hong duoc diéu tri hoic khong duoc didu tri bang peptit GHRP-6 duoc thé
hién. Fig.6C va Fig.6D 1a biéu do thé hién ndng do cia IgM & céc ca diéu hdng duge didu
tri hodc khong duoc diéu tri bang peptit A233 dugc thé hién. Tri sé trung binh va do 1&ch
chuén trong m&i nhém dugc thé hién. * thé hién p< 0,01; ** thé hién p< 0,0014; *** thé

hién p< 0,001.

Fig.7 1a biéu do thé hién ty 1& phan trim ca diéu hong c6 ndng do IgM 16n hon
1:1000, sau khi gAy mién dich bang ché phim P0-my32 chira montanide ISA 50 hodc ché
phim P0-my32 chtra peptit GHRP-6 va montanide ISA 50, vao ngay 28 cua thir nghiém.
Fig.7A 12 biéu dd thé hién ty 1& phan trim c4 diéu hdng dap ung khang my32. Fig.7B 1a
biéu do thé hién ty 1& phan tram c4 diéu hdng dap Gng khang PO.

Fig.8 1a biéu dd thé hién nong d6 khang thé IgM & céc cé tré phi duge gdy mién
dich bang polypeptit dung hop PO-TT hoic bang polypeptit dung hgp PO-TT trong su c6
mdt cua peptit GHRP-6 hodc peptit A233, vao ngay 28 cua thir nghiém, trong dé céac ca
tré phi dugc gdy mién dich qua dudng tiém mang bung. Fig.8A 1 biéu d6 thé hién ndng
d6 khang thé IgM khang PO & cac nhom thir nghiém v6i chét bd tro 13 peptit GHRP-6.
Fig.8B 14 biéu d6 thé hién néng d6 khang thé IgM khang PO & cic nhom thir nghiém véi
chit bd trg 13 peptit A233. Toan bd cac khang nguyén duoc két hop v6i montanide ISA
50.

Fig.9 13 biéu dd thé hién ndng d6 cia cac khang thé ngung két chéng lai
Aeromonas hydrophila & cac ca chép. Céc tri s6 trén truc Y thé hién trj sé trung binh +
sai s6 chuan. * thé hién p< 0,05; ** thé hién p< 0,0/. Nhém 1: duoc tiém bang PBS,
nhém 2: dugc tiém bing té bao Aeromonas hydrophila dugc bt hoat bing formalin,

nhém 3: dugc tiém bing t& bao Aeromonas hydrophila duge bit hoat bang formalin va
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peptit GHRP-6 (20pg/c4). Toan bo cac khang nguyén dugc két hop v6i montanide ISA
50.

M@ ta chi tiét sang ché
Sang ché dé cap dén ché phim vacxin chira peptit kich thich bai tiét hormon tdng
truéng c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1 hodc SEQ ID NO.2, it nhat mét khang

nguyén vacxin, va chit dan hodc chét pha lodng dugc dung.

Sang ché mé ta viéc sir dung peptit kich thich bai tiét hormon tdng trudng cd trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.1 (GHRP-6) hodc SEQ ID NO.2 (A233), 1am chét bd tro
vacxin dugc st dung trong phac dd tiém phong khac nhau. Theo mét phuong 4n vacxin
ndy dugc st dung trong phong nglra bénh giy ra bdi tdc nhan truyén nhidm. Theo
phuong 4n cu thé, cic bénh nay anh huéng dén dong vat ¢6 via, gia cdm hodc dong vat
thity sinh; va tic nhan truyén nhidm c6 thé 13 virut, vi khuén va sinh vét ngoai ky sinh, va
c4c tic nhan 14y nhiém khAc.

Thuat ngit “chit b tro” dugc st dung trong ban md ta dé chi hop chét c6 kha
ning diéu hoa hitu hidu d4p tng mién dich chdng lai khang nguyén vacxin, din dén lam
ting d4p tng mién dich. Cho dn nay chwa c6 nghién ctru kiém chung hodc dé cap dén
viéc str dung ghrelin, hoic peptit trong tu ciu tric ctia nd, 1am chit bd trg vacxin. Ngugce
lai, viéc st dung ghrelin dé diéu tri bénh viém di dugc dé cip dén (Gonzélez-Rey et al.,
2006, Gastroenterology 130 (6), 1707-1720; Baatar et al., 2011, Mol Cell Endocrinol
340: 44- 58). Céc tac gia sang ché da ngac nhién phat hién thiy riang peptit GHRP-6 hodc
peptit A233 dugc sir dung két hop véi khang nguyén vacxin, kich thich dap tmg mién
dich dic hiéu chdng lai khang nguyén.

Theo mét phuong 4n khac, sang ché dé cip dén ché phim vacxin chaa peptit kich
~ thich bai tiét hormon ting truéng c6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.1 (peptit GHRP-
6) hodc SEQ ID NO.2 (peptit A233), it nhat mot khang nguyén vacxin, va chit din hodc
chit pha loang duoc dung. Ché phidm vacxin theo sang ché c6 thé chira cac hop chét khac
dong vai trd 13 cac chit bd tro vacxin di biét trong linh vire nay. Vi du vé céc chét bd tro
nay bao gdm chét b trg dang mudi nhom va chit bd trg dang dau.

Theo cac phuong 4n khac nhau, ché phim vacxin theo sang ché chira cac khéang
nguyén khac nhau va peptit GHRP-6 hodc peptit A233. Cac khang nguyén két hop véi
GHRP-6 hogc peptit A233 twong tir cdu triic clia n6 bao gém albumin trimg (OVA),
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protein capsit cta virut Dengue 2 (C2), peptit pPO c6 ngudn gbc tir Rhipicephalus
sanguineus (Rodriguez-Mallén et al., 2012; Vaccine 30: 1782-1789), protein thé kham
PO-my32 (polypeptit dung hop ciia hai khang nguyén c6 ngudn tir Lepeophtheirus
salmonis), va protein dung hop ctia peptit PO c6 ngudn tlr L. salmonis va epitop té bao T
(PO-TT). Khong c6 gi6i han cu thé , ché phdm vacxin theo sang ché duoc st dung cho
chu(f)t nhit, gia cam va dong vat thiy sinh, va trudc tién tac dung b tro vaxin duogc kiém
chiing ddi v6i céc peptit kich thich bai tiét hormon ting truong niy. Céc tac gia sang ché
da hgac nhién phét hién thiy rang peptit GHRP-6 hoic peptit A233 duge st dung két hop
v6i khang nguyén lam ting ndng d6 khang thé dic hiéu khang nguyén, & mot sb loai
dong vat.

Theo mdt phuong 4n, khdng nguyén vacxin dugc chon tir nhém bao gdém peptit,
protein, virus va vi khuin giam doc luc. Theo mdt phuong an uu tién, vacxin nay dugc sir
dung cho dong vt c6 vi, gia cdm hodc dong vat thiy sinh. Theo phuong an uu tién hon,
ché pham vacxin theo sang ché dugc sir dung qua dudng miéng hodc duong tiém. Theo
phuong 4n cu thé, trong ché phim vacxin, peptit c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1
hodc SEQ ID NO.2 & lidu ndm trong khoang tir 50 dén 600pg/kg thire &n chin nudi, khi

vacxin riéy dugc str dung qua duong miéng cho dong vit thiy sinh.

Sang ché ciing m6 ta phuong phép lam ting dap tng mién dich chéng lai khang
nguyén vacxin, bao gém buéc sir dung luong hitu hiéu cua peptit kich thich bai tiét
hormon tdng trudéng c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1 (GHRP-6) hoac SEQ ID
NO.2 (A233), 1am chét bd tro cho khang nguyén vacxin nay. Theo mot phuong an, khang
nguyén vacxin dugc st dung trong phong ngira bénh gy ra bdi tac nhan truyén nhidm.
Theo phuong 4n cu thé, peptit kich thich bai tiét hormon ting trudng c6 trinh tw nhu néu
trong SEQ ID NO.1 hOEflC‘ SEQ ID NO.2 dugc sir dung & liéu nim trong khoang tir 50 dén
600pg/kg thirc &n chin nudi, khi khang nguyén vacxin va chat bé trg peptit duge sir dung
qua duong miéng. Theo mot phuong 4n khac, peptit kich thich bai tiét hormon ting
truéng c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1 hoic SEQ ID NO.2 duoc st dung & lidu
nam trong khoang tir 0,1 dén 40pg/g trong lugng co thé ctia dong vat, khi khang nguyén
vacxin va peptit dong vai trd 1am chét bd trg duge sir dung qua dudng tiém. Dé dat dugc
muc dich theo sang ché, peptit GHRP-6 va peptit A233, 13 c4c peptit kich thich bai tiét
hormon ting trudng di biét, duge didu ché bang phuong phép tng hop hoéa hoc.
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Nhu duge thé hién trong cic phuong an khac nhau theo sang ché, dap g mién
dich gia ting chéng lai khang nguyén quan tAm tao ra muc do bao vé cao hon chbng lai

cac tac nhan truyén nhiém khac nhau, bao gom virut, vi khuan va sinh vt ngoai Ky sinh.
Vi du thwe hién sang cheé

Vi du 1. Tac dung cua viéc sir dung dong thoi peptit GHRP-6 dén dép Gng mién
dich dich thé chéng lai albumin tring

Céc chudt nhat cai BALB/c (36) duogc st dung va chia thanh 6 nhém nghién ctru,
v6i mbi nhém bao gdm 6 chudt nhit. Ba nhém dugc giy mién dich qua duong tiém dudi
da va ba nhém con lai dugc gy mién dich qua dudng tiém mang bung. Trong toan bod

cac nhém, cac khang nguyén duogc nhii héa véi chat bo trg Freund.

Nhém 1: gia duge (dung dich mubi dém phosphat, duge viét tit 13 PBS) duoc gy

mién dich qua dudng tiém duéi da.
Nhém 2: gia duge (PBS) duoc gy mién dich qua duong tiém mang bung.

Nhoém 3: peptit GHRP-6 & lidu bang 10pg/chudt nhit va albumin tring & lidu bang
5ug/chudt nhit dugc gay mién dich qua dudng tiém duéi da.

Nhém 4: peptit GHRP-6 & lidu bang 10pg/chudt nhit va albumin trimg & lidu bang
Sug/chudt nhit dugc gdy mién dich qua dudng tiém mang bung.

Nhém 5: albumin tring & liéu bang 5pg/chudt nhit duge gdy mién dich qua duong
tiém dudi da.

Nhoém 6: albumin trimg & lidu bang Spg/chudt nhit duoc gdy mién dich qua dudng

tiém mang bung.

Céc chudt nhit duge tiém khang nguyén (150pL) trong toan bd cac nhém, dugc sir
dung cho cac chu6t nhit vao ngay 1 va ngly 15 ctia qua trinh thir nghiém. Mau dugc 14y
vao ngay 0 (huyét thanh tién mién dich), 8, 15, 22, 36, 43 va 50. Nong d6 cta IgG tong
56, IgG1 va IgG2a duge xac dinh. Chét bd tro Freund ddy du (CFA) dugce st dung trong
qué trinh gay mién dich 14n dau va chét b trg Freund khong day da (IFA) dugc st dung
trong qua trinh giy mién dich tiép theo.

Céac chudt nhit & nhém dugc gy mién dich biang peptit GHRP-6 va albumin

trimg, qua dudng tiém dudi da, c6 ndng do khang thé cao hon (v6i mirc v nghia thong ké:
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p<0,05) so v6i cac chudt nhit & nhém duge tiém albumin trimg va khéng duge tiém
peptit GHRP-6, theo cung duong tiém, vao ngay 22, 36, 43 va 50 cua thr nghiém
(Fig.1A). Céc chudt nhit duge tiém cing véi cac khang nguyén, nhung qua duong tiém

mang bung, cé cung trang thai vao ngay 36 va 43 cta thir nghiém (Fig.1B).

Nong d6 IgG1 va IgG2a dugc xac dinh trong huyét thanh dugc 14y vao ngay 36, &
cdc nhém duge gdy mién dich bang alubmin trimg két hop vé6i peptit GHRP-6 hodc
khong, qua dudng tiém dudi da va dudng tiém mang bung (Fig.2A va Fig.2B). Muc dd
khang biét c6 y nghia théng ké vé ndéng d6 IgG2a khong quan sat duge gifta cdc nhom
duoc tiém bang peptit GHRP-6 va nhom khong duoc tiém bing peptit GHRP-6, déi véi
c4 hai dudng tiém (Fig.2A va Fig.2B). Mitc d9 khac biét ¢6 ¥ nghia théng ké v& ndng do
IgG1 quan sat dugc & ca hai dudng tiém, va cao hon & cac nhém duge gdy mién dich

trong su c6 mat cia peptit GHRP-6.

Ty 18 1gG1/1gG2a, 1a thong s6 danh gia kha nang phan tung khac biét theo huéng
dap tng Th2 hogc déap tmg Thl twong g, va vuot trdi dang ké & nhém duge giy mién
dich qua dudng tiém mang bung, bang alubmin trimg trong su c6 mit cla peptit GHRP-6
va chét bd tro Freund, so véi nhom chi dugc tiém béng alubmin trémg va chit bd trg
Freund. Ty 1& ndy duoc thé hién trong Bang 1, trong d6 dit liéu thir nghiém thé hién tri sb

trung binh ctia ty 18 IgG1/IgG2a tuong duong véi 6 chudt nhit & mdi nhom.

Bang 1. Ty 1€ 1gG1/IgG2a & ca hai nhém duge giy mién dich qua dudng tiém

mang bung.
Khang nguyén ciia nhom | Ty 1€ IgG1/IgG2a
Peptit GHRP-6 + albumin trimg + chét b6 trg Freund 981,33*
Albumin tring + chét b6 trg Freund 172,33
* thé hién mirc d9 khac biét c6 ¥ nghia thdng ké: p<0,05.

Vi du 2. Tac dung clia viéc st dung dong thoi peptit A233 dén dap tmg mién dich

dich thé chdng lai albumin trimg.

Pé danh gia xem peptit A233 c6 phai 12 chit bd tro hitu hiéu dé kich thich ap Ung
mién dich dich thé chdng lai albumin trimg hay khéong, cic chudt nhét cai BALB/c (18)
dugc sir dung. Cac chudt nhét duge tiém khang nguyén (150pL) trong toan by cac nhém,
qua duodng tiém mang bung, duoc thye hién dbi voi cac chudt nhét vao ngay 1 va ngay 15
clia qua trinh thir nghiém. Cac miu mau duoc 14y vao ngay 0 (huyét thanh tién mién

dich), 8, 15, 22, 36, 43 va 50. Néng do cia IgG tong sé trong huyét thanh dugc x4c dinh.
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Céc chudt nhit duge gdy mién dich bing albumin trimg & liéu bang 5pg/chudt nhét va
peptit A233 & lidu bang 10pg/chudt nhit (nhém 2), hodc albumin trimg & lidu bang
Spg/chudt nhit (nhém 3). Nhém dbi ching duge tiém bing PBS (nhém 1). Toan b6 cac

khang nguyén duoc nhii hoa véi chit bd trg Freund.

O cac chudt nhit dugc tiém bing alubmin tring va peptit A233, ndng khang thé
khang albumin trimg dugc gia ting dang ké, so v6i cac chudt nhét duge gy mién dich

chi bang alubmin tring, vio ngay 22 ciia qua trinh thir nghiém (Fig.3).

Vi du 3. Tac dung ctia viéc sir dung ddng thoi peptit GHRP-6 dén dap tmg mién
dich dich thé chéng lai khang nguyén C2.

Khéng nguyén C2, 14 protein capsit cia virut Dengue 2, dugc diéu ché dudi dang
protein tai to hop trong Escherichia coli, c6 khdi luong phan tir bing 15 kDa. D& danh
gi4 dap tmg mién dich dich thé va dap tmg mién dich t& bao & cac chudt nhit dugc giy
mién dich bang protein C2, trong su c6 mit hodc ving mit cta peptit GHRP-6, c4c chudt
nhit cai BALB/c (24, 6 tudn tudi) duoc st dung, va chia thanh 3 nhém. Mdi chudt nhit

dugc tiém khang nguyén, theo nhém thir nghiém:
Nhom 1: 10pg protein C2
Nhém 2: 10ug protein C2 dugc sir dung ddng thoi voi 10pg peptit GHRP-6
Nhém 3: PBS

Trong toan by cdc nhom, cac khadng nguyén con chita nhom hydroxit, cling dugce
goi 1 phén. Céc chudt nhit dugc giy mién dich qua dudng tiém dudi da, vao ngay 0, 15
va 30 cla qud trinh thir nghiém. Cic miu mau dugc 1dy vao ngay 0 (huyét thanh tién

mién dich), 7, 16, 21, 28 va 35, dé xac dinh ndng d6 cua IgG tdng sb. .

Két qua thir nghiém dugc thé hién trén Fig.4 cho thdy, vao ngay 28 cta qu4 trinh
thir nghiém, nhém 2, dugc tiém bang protein C2 va peptit GHRP-6, ¢6 ndng d6 IgG
khang protein C2 duoc gia ting ddng ké, so v6i nhom 1, duge tiém bing protein C2 va
chat bd trg nhém hydroxit, trong su vang mit cta peptit GHRP-6.

Vi du 4. T4c dung ctia viéc st dung dong thoi peptit GHRP-6 dén d4p g mién
dich dich thé chéng lai peptit PO c6 ngudn gbc tir R. sanguineus.

Peptit PO 12 manh peptit twong duong véi ving c6 do twong ddng trinh ty thip
gifta protein ribosom P0 c6 ngudn gdc tir ve R. sanguineus va vat chi dong vat c6 vu cua
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n6. Pé danh gia dap tng mién dich dich thé stimulated by viéc str dung dong thoi peptit
GHRP-6 va PO, cac chudt nhit cai BALB/c (24, 6 tudn tudi) duoc sir dung, va chia thanh
ba nhém, mdi nhém bao gdm 8 chudt nhit. Mdi chudt nhét duoc tiém khéang nguyén
(150pL), qua duong tiém mang bung, vao ngay 1, 15 va 29 cla qua trinh thir nghiém.
Chat bd tro Freund ddy du (CFA) duoc sir dung trong qua trinh gAy mién dich lan dau va
chét bd trg Freund khong diy du (IFA) duoc st dung trong hai qua trinh giy mién dich
tiép theo.

Nhém 1. Béi ching (PBS)
Nhém 2. 100pg PO.
Nhém 3. 100pg PO duge st dung dong thoi vai 200pg peptit GHRP-6.

Céac miu mau dugc 1y vao ngay 0 (huyét thanh tién mién dich), 8, 16, 21, 28, 36,
43, 50 va 58, dé x4c dinh ndng d¢ cta IgG tdng sb. O cac chudt nhit dugc gay mién dich
bang peptit PO, trong su c6 mit cla peptit GHRP-6, ndéng d6 IgG dugc gia ting dang ké,
s0 v6i cac chudt khong dugce tiém bang peptit GHRP-6, nhu dugc thé hién trén Fig.5, 1a
biéu dd thé hién ndng d6 khang thé khang PO vao ngay 36 ciia qua trinh thir nghiém.

Vi du 5. Tac dung cia viée str dung dong thoi peptit GHRP-6 hodc peptit A233
dén dép tng mién dich dich thé chéng lai protein thé kham PO-my32 & c4 didu hdng

(Oreochromis sp.)

Protein thé kham PO-my32 dugc didu ché bang cach tach dong axit
deoxyribonucleic bd sung (ADN bd sung) mi héa pepit chira 35 axit amin cua protein
ribosom PO ¢ ngudn gbe tir L. salmonis dugc dung hop vé6i dau tan cing N ciia ADN bd
sung ma hda protein my32 cling c6 ngudn gboc tir L. salmonis (Carpio et al., 2013; Exp.
Parasitol 135: 188-199), trong vecto duge thiét ké dé biéu hién cam tng cic gen quan
tAm & vi khudn vat chu E. coli. Protein nay duoc san sinh trong vat chu vi khuan E. coli
va tinh ché, duéi dang protein dung hop chita dau tan cing histidin, bang phuong phép

sic ky &i luc phure chelat kim loai.

Dé thyc hién thir nghiém giy mién dich, cic ca diéu hong duc méi sinh
Oreochromis niloticus dugc s dung, va chia thanh 6 nhém, mdi nhém bao gém 15 ca

diéu hong duc méi sinh. Trong toan bd cac nhém, khang nguyén dugc sir dung qua
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dudng tiém mang bung, va bd tro bing montaide ISA 50. Cac nhém thir nghiém dugc

tiém cac khang nguyén sau:
Nhom 1: PBS
Nhém 2: PO-my32 (1pg/g thé trong c4)

Nhém 3: PO-my32 (1pg/g thé trong c4) duge st dung ddng thoi véi 20ug peptit
GHRP-6

Nhém 4: PO-my32 (1ug/g thé trong c) duge st dung dong thoi véi 20pg A233

Nhém 5: PO-my32 (1pg/g thé trong c4). Céc ca diéu hdng & nhém nay duge cho
an bang thirc an chan nudi chira 100pug peptit GHRP-6/kg thirc #n chan nudi, hai 14n mbi

ngdy, trong 1 tudn trude va 1 tudn sau khi tiém my32.

Trong qua trinh thir nghiém, c4c c4 diéu hong & cac nhém 1 dén 4 duoc cho #n hai
1An mdi ngdy bang thirc an chin nudi cin bing khong dugc diu chinh c¢6 ban trén thi
trudng, & ty 16 biang 1% thé trong cta ching. Cac c4 diéu hdng duoc gay mién dich vao
ngay 0 va 14 cla qué trinh thir nghiém. Cac miu mau dugc 1iy vao ngay 0, 21, 28 va 35
tir khi bat dau thir nghiém.

O cac ca diéu hong dugc tiém bang protein thé kham PO-my32 trong su ¢4 mit
ctia peptit GHRP-6 ndng do khang thé IgM khang my32 dugc gia ting dang ké, so véi
nhém dugc tiém bang protein thé kham P0-my32. Mirc dd gia ting nay c6 ¥ nghia thng
ké, nhu dugce thé hién trén Fig.6A, 12 biéu dd thé hién ndng do cta khang thé trong huyét
thanh dugc iy vao ngay 28. Tac dung tuong tu dugce quan sat dbi v6i néng do IgM
khéng PO (Fig.6B). Viéc str dung dong thoi peptit A233 v6i khang nguyén thé kham nay
cling 1am ting ndng d6 IgM chéng lai my32 va PO, so v6i nhom ddi chung (Fig.6C va
Fig.6D). Nhém dugc tiém bang protein thé kham PO-my32 cho an ddng thoi bang thirc an
chin nudi chira peptit GHRP-6 ciing lam tang ndng d6 IgM, so v6i nhém duge tiém bang
protein thé kham, 12 nhém dugc cho an bing thirc dn chin nudi can bang khong dugc

‘diéu chinh ¢6 bén trén thi truong (Bang 2).
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Béang 2. Téc dung cua viéc str dung ddng thoi peptit GHRP-6 trong thirc an chan
nudi dén ndng d6 khang thé IgM khéang my32 va PO

Nong d¢ IgM Nhém 2 Nhém 5
Khang my32 601,0 + 4848 5760 + 1866 *
Khang PO 200,0 £ 150,0 6600 + 2229 *

* thé hién mirc do khac biét c6 ¥ nghia thdng ké giita cac nhém p<0,05.

Ngoai ra, & nhom duoc tiém qua dudng tiém mang bung bang khang nguyén chua
peptit GHRP-6 (nhém 3), s6 lugng cé diéu hdng dap tmg mién dich, c6 néng d6 IgM 16n
hon 1:1000, cao hon d6i v&i ca hai thanh phin cta protein thé kham, so véi nhém duge »
tiém bang protein thé kham P0-my32 va khong dugc tiém peptit GHRP-6 (nhém 2), nhu
dugc thé hién trén Fig.7A va Fig.7B.

Vi du 6. Tac dung clia viéc str dung dong thoi peptit GHRP-6 hoic peptit A233 va
protein PO-TT dén dap tmg mién dich dich thé & céc c4 tré phi (Clarias gariepinus).

Protein thé kham PO-TT chira: a) peptit pP0, chira 35 axit amin, tuong duong véi
ving it bdo thu giita protein ribosom PO c¢6 ngudn gdc tir L. salmonis va protein tuong tu
& mot trong s6 cac vat chii ctia né, Salmo salar va b) hai epitop té bao T, c6 ngudn gbc
tuong tng tir virut séi va doc t& udn van. D& thuc hién tht nghiém, cac ca tré phi thir
nghiém C. gariepinus dugc chia thanh 4 nhém, mdi nhém bao gdm 12 céc ca tré phi tht
nghiém. Cac cic ca tré phi ndy dugc gdy mién dich qua dudng tiém mang bung bing
protein PO-TT & lidu bang 1pg/g thé trong cé tré phi (nhém 2) hoic bang protein PO-TT &
liéu bang 1pg/g thé trong ca tré phi két hop véi peptit GHRP-6 & lidu bing 20pug/cé tré
phi hodc peptit A233 & liéu bang 20pug/ca tré phi (nhém 3 va nhém 4 tuong mg), trong
tong thé tich bang 120 puL. Nhém ddi chimg (nhém 1) dugc tiém PBS & thé tich tuong
duong. Cac khang nguyén twong tng v6i toan bo cac nhém duoc nhii hoa vai chét bd tro
diu montanide ISA 50. C4c c4 tré phi dugc gay mién dich trong cliing diéu kién, vao ngiy
0 va 14 clia qué trinh thit nghiém. C4c miu mau dugc 1y vao ngay 0, 21, 28 va 35 duge
tinh tir khi bat dau thir nghiém.

O céc ca tré phi duge gdy mién dich bang polypeptit dung hop PO-TT va peptit
GHRP-6 ndng d6 khang thé IgM khéng PO, khi so v6i nhém duge tiém bang polypeptit
dung hop PO-TT trong su vang mit cua peptit GHRP-6, két qua nay co6 y nghia thong ké
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vao ngay 28 (Fig.8A). Nong do khang thé ciing duoc gia ting déng ké sau khi s dung
polypeptit dung hop PO-TT va peptit A233 (Fig.8B).
Vi du 7. Kiém ching tac dung b6 trg ctia peptit GHRP-6 dén dap tmg mién dich

dich thé ctia ca chép (Cyprinus carpio) chéng lai vi khudn Aeromonas hydrophila.

Thir nghiém nay dugc thuc hién v6i céc ca chép (Cyprinus carpio) c6 trong lugng
bang 40 + 10g. Céc ca chép thir nghiém dugc nudi trong bé c6 dung tich bing 600L, &
nhiét d bang 28 + 2°C. Ba nhém thir nghiém, m&i nhém bao gdm 10 c4 chép duoc sir

dung va duogc tiém rhz‘mg bung véi cac khang nguyén sau:
Nhém 1: PBS + Montanide ISA 50.

Nhém 2: T bao Aeromonas hydrophila bat hoat (1 x 10® Pon vi tao khun lac,
duoc viét tit 1a CFU) + Montanide ISA 50.

Nhém 3: Té bao deromonas hydrophila bat hoat (1 x 10 CFU) + 20pg peptit
GHRP-6/ca chép+ Montanide ISA 50.

Céc ca chép thir nghiém duoc tiém vao ngay 0 va 14, va cac miu mau duoc léy tr
tinh mach du6i vao ngay 0 va 21. Cac két qua thir nghiém cho théy ndng d6 cua cac
khang thé ngung két chéng lai deromonas hydrophila cao hon dang ké & nhém duge gay
mién dich bang vi khuin nay va peptit GHRP-6, so v6i nhém dugc gdy mién dich bing vi
khuéﬁ nay trong su ving mit cia peptit GHRP-6 peptit (Fig.9). Cac két qua nay kiém
ching tdc dung ctia peptit GHRP-6 1am chit bd trg & ca. Té bao Aeromonas hydrophila
dugc diéu ché va ndng d6 khang thé duoc do theo phuong phép dugc mo ta trong tai liéu
Yin et al. ((1996) Fish & Shellfish Immunol. 6, 57-69.

Vi du 8. Thir nghiém thir thach mién dich c¢6 déi ching & c4 duge gy mién dich
bang vi khudn Aeromonas hydrophila bat hoat va vi khudn Aeromonas hydrophila bét
hoat dugc str dung dong thoi véi peptit GHRP-6 peptit.

Thir nghiém nay dugc thuc hién véi cac ca chép (Cyprinus carpio) cé trong lugng
bang 30 + 5g. Cac c4 chép thr nghiém dugc nudi trong bé c6 dung tich bang 250L, &
nhiét do béng 30 + 2°C. Ba nhém thir nghiém, mdi nhém bao gf”)m 20 ca chép duogc st

dung va dugc tiém mang bung véi cac khang nguyén sau:

Nhom 1: PBS + Montanide ISA 50
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Nhém 2: Té bio deromonas hydrophila bit hoat (1 x 10° CFU) + Montanide ISA
50

Nhém 3: Té bao Aeromonas hydrophila bt hoat (1 x 10° CFU) + 20pg peptit
GHRP-6/ca + Montanide ISA 50.

Céc ca chép thir nghiém dugc tiém vao ngay 0 va 14. Thir nghiém thir thach mién
dich duoc thuc hién vao ngay 21, bang céch tiém mang bung lidu gay chét 50% (LDs)
cua vi khuén Aeromonas hydrophila, va ty 1& ca chép chét & mdi nhém dugc ghi lai trong
7 ngay. Ty 18 song sot tuong dbi (RSR) dugc tinh toan nhu sau:

Ty 18 RSR (%)= (% ty 1& ¢4 chép chét & cac nhém dbi ching - % ty 18 c4 chép chét
& cac nhom duge gdy mién dich)/(% ty 1€ ¢4 chép chét & cac nhom ddi chimg) x100.

Két qua thir nghiém cho thdy ty 16 RSR & nhdém 2 bing 65%, va ty 16 RSR & nhém
3 bang 95%, va két qua nay ciing kiém chimg dugc ring viée sir dung peptit GHRP-6 1am
tang ty 1& sdng sot & ca chép duoc gy mién dich va thir thach mién dich bing tac nhan

gay bénh 14 vi khuin deromonas hydrophila.

Vi du 9: Kiém chung tac dung bd trg cta peptit GHRP-6 dén d4p tmg mién dich

dich thé cta cac ga gio thir nghiém chéng lai albumin huyét thanh bo.

Céc ga gio méi sinh (15, giéng lai EB34 Cronish x White Plymoth Rock), dugc st
dung, va chi thanh ba nhém thtr nghiém, mdi nhém bao gdm 5 ga gid. Cac ga gid thi
nghiém dugc gdy mién dich qua dudong tiém mang bung, vao ngay 12 va 18 cua qua trinh
thir nghiém, bang albumin huyét thanh bd (BSA) & lidu bing 5pg/ga gid (nhém 2), hodc
bang albumin huyét thanh bd (BSA) & liéu bing 5pg/ga gid va peptit GHRP-6 & lidu
bang 20pg/ga gid (nhém 3). Nhém déi ching (nhém 1) duge gdy mién dich bing PBS.
Nong d6 cia khang thé IgY trong huyét thanh dugc xac dinh, vao ngay 25 cua tha
nghiém. Nong do khang thé & c4c ga gid & nhém duge gdy mién dich bang albumin huyét
thanh bo (BSA) va & céc nhém duge giy mién dich bang albumin huyét thanh bo (BSA)
va peptit GHRP-6 c6 muc d) khic biét c6 ¥ nghia thdng ké (Bang 3).
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Béng 3. Pap ting khang thé IgY dic hiéu khang nguyén itrong huyét thanh caa cac
ga gio thir nghiém dugce gy mién dich with BSA.

Nhéom | Khing nguyén IgY
1 PBS 0,10 £0,08
2 BSA 0,47 +£ 0,06
3 BSA+GHRP-6 | 0,65+0,07

Dit liéu thtr nghiém thé hién tri s trung binh va d6 1&ch chuédn cua tri sé do hip

thu cuc dai duge x4c dinh bang phuong phéap ELISA gién tiép.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phim vacxin chira peptit kich thich bai tiét hormon ting truéng c6 trinh ty nhu
néu trong SEQ ID NO.1 hoic SEQ ID NO.2, it nhit mét khang nguyén vacxin, va chat
din hodc chit pha loing dugc dung, trong d6 peptit kich thich bai tiét hormon tang
trudng nay 13 & luong di dé kich thich ddp ing mién dich cta vat chi véi khéang nguyén
vacxin.

2. Ché pham vacxin theo diém 1, trong d6 it nhat mot khéng nguyén vacxin dugc chon tir
nhém bao goém peptit, protein, virut va vi khudn giam doc luc.

3. Ché pham vacxin theo diém 1, trong d6 peptit kich thich bai tiét hormon tang trudng
c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1 hoac SEQ ID NO.2 dugc st dung & liéu ndm
trong khoang tir 50pg/kg dén 600ug/kg thirc an chin nudi khi ché pham vacxin nay duoc

st dung qua dudng miéng cho dong vt thuy sinh.
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