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Linh vue ky thuit dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén cac ché phém dé didu tri hodc ngin ngra bénh cum lon &
dbi tuong. Cu thé 13, sang ché @ cap dén cac ché phém chtra virut cam lon A bit hoat

va hat nano poly(lactit co-glycolit) (PLGA), va cc vacxin chtra cac ché phdm nay.

Tinh trang ki thuit ciia sing ché

Ctm lon 12 bénh truyén nhiém duong hé hip cip tinh & lon do virut cim A (TAV)
thudc ho Orthomyxoviridae gay ra. Hién tai, cac phan 16p HIN1, HIN2 va H3N2 cta IAV
giy ra da s6 bénh truyén nhidm & lon. Do ¢6 sy hién dién ctia ca thu thé IAV & chim (02,3
Gal) va thu th8 IAV & ngudi (02,6 Gal), co thé lon s& ¢ thé 13 noi chira cdc TAV khac nhau
cling hoa tron. Céc tin hiéu 1am sang cép tinh & lon mic cim bao gdm sét cao, biéng an,
suy ho hip, chay nude miii, va ho. Bénh ctim gay tn thit kinh t& dang ké trong nganh chin
nudi lon do tinh trang méc bénh, khong ting trong, kéo dai thoi gian xudt chudng, kha ning
d& méc cac bénh lay nhidm thit cAp gy ra bdi vi khuan va virat nhw mycoplasma va hoi
chimg 16 loan hd hép va sinh san & lon (PRRS), chi phi thudc men va khdm chita bénh thu
y. Mot s6 virut ctiim lon (SWIV) ciing c6 thé truyén tir lon sang ngudi gy ra nguy co de doa
strc khoe cong dong. Vi dy, virut cam lon HIN1 ndm 2009 14y truyén cho khoang 20% dén
s toan cau va dan dén khoang 200.000 ca tir vong, bén canh khoang 500.000 nguoi chét

do lay nhiém ctim hing nim theo mua.

Chuing nglra 12 mot trong nhitng phuong phap kiém soat bénh cim hiéu qua
nhét. O thoi diém hién tai, vacxin phong bénh cim lon dé su dung cho lon d4 ¢6 sén
trén thi truong. Do ty 1& d6t bién cao trong cac virut cim dang luu hanh ¢ dong vat
nén hiéu qua cia cdc vacxin thuong mai trong linh vire ndy ludn & mue thip. Cac loai
vacxin da tri thuong mai dugc cho st dung ddng thoi véi chat b trg ding qua duong
tiém bap vi phuong phép tiém nhéc lai tao dugc mién dich ddng chiing, nhung mién
dich di chiing lai yéu. Chiing ngira trong bap khong tao ra cac mirc dap tmg mién dich
té bao va khang thé niém mac tai chd nhu yéu cAu; hon nita, d& c6 cac bao céo vé bénh

hé hép tré nén manh hon lién quan dén vacxin bit hoat. Do d6, ganh ning kinh té dai
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dang do cim lgn gy ra trong nganh chin nubi lgn va nguy co 1ay truyén tiém an bénh
tir dong vat sang ngudi 1a cdn ¢t ddm bao cho viéc phét trién nén ting vacxin mién

dich chéo trén dién rong.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Béan md ta séang ché boc 16 cac phuong phap va ché pham dé diéu tri hodc ngan
nglra cim lon & d6i tuong. Cu thé, ban mo ta sang ché boc 16 ché phdm sinh mién dich
bao gdm virut cum lon A bit hoat va hat nano poly(lactit co-glycolit) (PLGA). Trong

mot s phuong 4n, ché pham va/hodc hat nano con bao gom chat bé trg.

Trong mot sb phuong 4n, virut cim lon A bét hoat 1a ching virut cim lgn A

HIN1, HIN2 hodc H3N2.

Ban md t& cling boc 1§ vacxin chira ché pham sinh mién dich d néu trong chét

mang dugc dung.

Ban md ta cling boc 16 phuong phap tao ra dap ing mién dich chdng lai virut

cum A & lon bao gdm budc cho lgn sir dung loai vacxin dugce boc 10.
Trong mot s6 phuong &n, vacxin dugc cho str dung trong miii.

Chi tiét vé mot hodc nhi€u phuong an cia sang ché dugc trinh bay trong cac hinh
vé& di kém va phan md ta dudi day. Cac dac diém khac, muc dich va loi ich cua sang ché
s& duoc thé hién rd rang trong phan md ta va cac hinh v&, cling nhu trong cac diém yéu

cau bao ho.
Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1: Biéu thj dic trung vat ly in vitro cia NP PLGA-KAg va vai tro cua
chung trong sy truéng thanh cta cdc APC. (A) Hinh thai hoc bé mit cia PLGA-KAg
(46 phong dai 10 Kx). (B) Phan b kich thuéc cia PLGA-KAg. Ty 18 phén tram duoc
tinh dya trén viéc x4c dinh kich thude ctia 200 NP. (C) Muc phong thich protein in
vitro ctia PLGA-KAg trong khoang thoi gian 4 tuan. Hiéu qua diéu tri cia PLGA-KAg
dva trén biéu hién ctia phan tir ddng kich thich CD80/86 trén (D) MoDC va (E) dai
thuc bao ¢ lon. Dt li€u dugc phan tich béng ANOVA mot yéu t8, sau d6 thuc hién
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kiém dinh post-hoc (hau dinh) Tukey. D4u sao biéu thi sy chénh l6ch ¢6 ¥ nghia théng
ké gifta hai nhdm lon dugc chi dinh (* p<0,05; ** p<0,01; va *** p<0,001).

Hinh 2: P4p tmg mién dich t€ bao va mién dich thé dich & lon duoc chiing ngtra
PLGA-KAg truée thtr nghiém. PBMC (Té bao don nhin méu ngoai vi) phéan l4p sau khi
chiing ngtra nhic lai vao ngay 35 sau ching ngira (PV) (DPV 35)/ ngay 0 sau thir nghiém
(PC) (DPC 0) duoc tai kich thich va sy ting sinh lympho bao dic hiéu dugc xéac dinh ddi
V6i (A) virut vacxin dong chimg (SwIV HIN2) va (B) virut thir nghiém di ching (SwIV
HIN1). Tan suat cta (C) té bao CD3+CD4+CD8o+; (D) té bao CD3+CD4+CD8af+; va
(E) t bao T CD3+5+ 8 trong PBMC duoc xé4c dinh vao ngay 0 PC bing phuong phép
phan tich &m & bao theo dong (flow cytometry). D& danh gi4 dap ung mién dich thé dich,
(F) hiéu gia HI trong huyét tuong va (G) d4p tng khang thé IgG trong huyét tuong véi ty
1& pha loding 1:200 duoc xac dinh déi véi virut vacxin ddng ching (SwIV HIN2). Dit liéu
duoc phan tich bing ANOVA mdt yéu td, sau d6 thuc hién kiém dinh post-hoc (hdu dinh)
Tukey. D4u sao biéu thi su chénh 1éch v& mat théng ké gitra hai nhém lgn duoce chi dinh (*
biéu thi p<0,05; ** biéu thi p<0,01; va *** biéu thi p<0,001).

Hinh 3: Chung ngtra vacxin PLGA-KAg trong miii [am giam cum 14m sang gay
ra bdi thir nghiém virut di chiing & lgn. (A) Lon dugc ching ngira KAg hodc PLGA-
KAg bing dudng trong miii duéi dang swong mu bang dung cu dan truyén da lidu. (B)

Nhiét d¢ truc trang & lon duge ghi chép lai hang ngay sau thir nghiém.

Hinh 4: Bénh tich phéi giam & nhiing con lon dugc ching ngira PLGA-KAg va
virut gay bénh doc hai dugc thir nghiém. Hinh anh phéi tiéu biéu ctia cdc nhém lon thix
nghiém duoc thé hién: (A) Bénh tich dai thé & phdi dang dong dic dugc biéu thi biang
mfii tén; (B) cac phan phéi bi bénh tich vi thé dugc nhudém mau bing H&E; va (C) phan

tich héa md mién dich céc phan phdi vé cac khang nguyén SwIV.

Hinh 5: Bidu d6 tiéu biéu cta phuong phép dém té bao theo dong thé hién mé
hinh clia quy trinh déng mé cdng (gating) ctia lympho bao ctia lon. PBMC phén lap
vao ngay 6 PC tir lon dugc ching ngra PLGA-KAg va dugc thir nghiém virut dugc
tai kich thich bang SwIV HIN1 va dugc xir Iy bang Golgiplug/khdi, va duge nhudm
mién dich bing chét danh diu bé mit lympho bao dic hiéu, sau d6 12 IFNy ndi bao, va

tan suit ctia cac phan nhém nhé lympho bao (IFNy+) hoat héa duoc uée tinh. M6 hinh
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gating ctia 16p khang thé va céc chat danh ddu dic hiéu lympho bao dugc nhudm véi
CD3¢, CD4a, CD8a, CD8B va IFNy dé x4c dinh tan sudt ctia cac t& bao CD3-IFNy+,
CD3-CD4-CD8o+IFNy+, CD3+IFNy+, CD3+CD4+CD8a-IFNy+,
CD3+CD4+CD8a+IFNy+ va CD3+CD4-CD8af+IFNy+ duogc thé hién.

Hinh 6: Dap tng nhé ¢ lympho bao & Ign dugc ching ngira PLGA-KAg va
duogc thir nghiém virut ting 1én déng ké. Vao ngay md x4c (ngay 6 PC) cac PBMC da
phan 1ap dugc tai kich thich bing vacxin hodc virut thir nghi€ém va tn sudt cac lympho
bao (IFNy+) hoat héa duge x4c dinh béi phuong phap dém té bao theo dong. Tan suét
trung binh cua céc lympho bao: (A) CD3+IFNy+; (B) CD3-IFNy+; (C)
CD3+CD4+CD8a+IFNy+; (D) CD3+CD4+CD80-IFNy+; (E) CD3+CD4-
CD8af+IFNy+; va (F) CD3-CD4-CD8o+IFNy+ tir tit ca cac nhém lon thir nghiém
duoc dinh lwong. Mbi cot biéu thi tin suét trung binh ctia tdp hop con lympho bao
duogc xéac dinh ctia 7 hodc 9 con lgn = SEM. Dit liéu dugc phan tich béng ANOVA mot
yéu t8, sau d6 thuc hién kiém dinh post-hoc (hau dinh) Tukey. DAu sao biéu thi su
chénh léch c6 ¥ nghia théng ké gitta hai nhém lon duoc chi dinh (* p<0,05; ** p<0,01;
va ¥** p<0,001).

Hinh 7: Ting cudng tiét IFNy va dap tng t& bao T nhé & lon duge ching ngira
PLGA-KAg va dugc thtr nghiém virut. PBMC phan 14p vao ngay 6 PC dugc tai kich thich
bang vacxin hozc virut thir nghiém trong 3 ngay. (A) Lép bé mit moi trudng nudi cdy té
bao dugc thu hoach va x4c dinh muc tiét IFNy bang k§ thuat ELISA. Kha ning d4p tng té
bao nh¢ ctia PBMC chi ¢ lon dugc ching ngira PLGA-KAg dugc tai kich thich (SwIV
HIN1 hoic HIN2) hodc khéng dugc kich thich (d6i chimg t& bao, CC) duoc thé hién vé
mit tAn suat lympho bao: (B) CD3+IFNy+; (C) CD3+CD4-CD8op+IFNy+; va (D) IFNy
duoc tiét & 16p bé midt moi trudng nudi cdy té bao. Ty 1& phan trim té bao thé hién & trén
duomg nét dirt biéu hién dap tmg té bao T nhé dic hidu khi khong duoc kich thich. M&i cot
biéu thi tan suét trung binh ctia tap hop con lympho bao duoc biéu thi ciia 7 hodc 9 con lon
+ SEM. Dt li€u dugc phan tich béng ANOVA mot yéu td, sau d6 thuc hién kiém dinh post-
hoc (hu dinh) Tukey. D4u sao biéu thi s chénh léch c6 ¥ nghia thng ké gifta hai nhém
lon dugc chi dinh (* p<0,05; ** p<0,01).
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Hinh 8. D4p tng mién dich thé dich ¢ lon dugc ching ngtra va lon duoc cho
thtr nghiém virut. Pap tmg khang thé IgA d6i véi SWIV HIN1 thir nghiém & lon trong
cdc mau (A) dich phét mili khong pha lodng; (B) dich BAL va (C) dich thily phan té
bao phdi pha lodng theo ty 18 1:200. Pap tung IgG d6i véi SWIV HIN1 trong céc miu
(D) huyét trong va (E) dich BAL pha loéng theo ty 1& 1:200. Hiéu gia HI trong céc
mau (F) dich BAL va (G) huyét twong, va (H) hiéu gia VN trong c4c miu dich BAL.
Dit lidu dugc phan tich bing ANOVA mét yéu t8, sau dé thuc hién kiém dinh post-
hoc (h4u dinh) Tukey. D4u sao bidu thi su chénh léch c6 y nghia théng ké gifta hai
nhom lon dugc chi dinh (* p<0,05; *** p<0,001).

M5 ta chi tiét sang ché

Ban mo ta sang ché boc 16 cac phuong phap va ché phim dung dé diéu tri hoic
ngin ngira cum lon & ddi tuong bao gém budce két hop virut cm lon A bat hoat véi

hat nano.

Thuat ngit “dbi twong” dé cap dén bit ky ca nhan nao 13 muc tiéu cua viée sit
dung thudc hodc diéu tri. Pbi tuong c6 thé 1 dong vat c6 xuong sdng, vi du, dong vt
¢6 vi. Do d6, dbi tugng c6 thé 1a nguoi hodc dbi tuong bi bénh thudc nganh tha y.
Thuat ngtt “bénh nhan” dé cap dén ddi twong dang nhan dugc su diéu tri ciia bac si

kham chita bénh, vi du, bac si diéu tri.

“Ché pham sinh mién dich” 1a ché phim bao gdm chét pht hop d& st dung & déi
tuong 1a nguoi hodc dong vat (vi dy, trong hoan canh thir nghi€ém) c6 kha niang tao ra
d4p tmg mién dich dic hiéu, vi dy, chéng lai mam bénh, nhu virut cam A & lon. Nhu
vay, ché phém sinh mién dich bao gém mot hodc nhiéu khéng nguyén (vi duy, virut tinh
ché toan phén hodc cac phan don vi khang nguyén, vi du, polypeptit ctia ching) hodc
epitop khang nguyén. Ché phim sinh mién dich cfing c6 thé bao gdm mét hogic nhiéu
thanh phan b sung c6 kha ning tao ra hodc lam ting d4p tmg mién dich, nhu t4 duoc,
chit mang, va/hodc chit b trg. Trong mét sb trudmg hop, cac ché phim sinh mién dich
duogc sir dung dé tao ra dap tmg mién dich bao vé dbi twong khoi céc triéu chimg hoic
tinh trang do mim bénh gdy ra. Trong mot sd trudong hop, céc tricu chiing hodc bénh tat
do mam bénh gay ra duoc ngin ngira (hodc duoc didu tri, vi du, dwoc 1am giam bét hodc

gidm nhe) bang céch rc ché mam bénh nhan 1én sau khi d6i twong phoi nhiém véi mam
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bénh. Trong ngft canh ctia ban md ta nay, thuat ngit ché phdm sinh mién dich s& duoc
hiéu 12 bao gdm c4c ché phim dugc du dinh cho mdt déi twong hodc nhém ddi tuong st
dung nhdm muc dich tao ra d4p tmg mién dich bao vé chéng lai virut hodc lam giam nhe

tac hai ctia virut (d6 1a cac ché pham vacxin hodc vacxin).

“Khang nguyén” 1a hop chat, ché phdm hodc chit c6 thé kich thich san sinh
khang thé va/hodc dap tmg té bao T & dong vat, bao gdm céc ché phim duoc tiém, hip
thu hodc dugc dua vao trong dong vat béng hinh thire khac. Thudt nglt “khang nguyén”
bao gbm tit ca céc epitop khang nguyén lién quan. Thuét ngi “epitop” hodc “yéu td
quyét dinh khang nguyén” d& cip dén vi tri trén khang nguyén ma té bao B va/hodic T
dap Umg. “Epitop khang nguyén tr6i” hodc “epitop trdi” la nhiing epitop ma dap Gng
mién dich dang ké & vat cht v& mit chirc ning, vi du, d4p Gmg khang thé hodc dap ung
té bao T, duoc tao ra cho chung. Theo d6, vé mat dap tng mién dich bao vé chéng lai
mam bénh, cic epitop khang nguyén trdi 1a cac phan khéng nguyén ma khi duoc nhan
dién bdi hé mién dich cht s& dAn dén kha ning bao vé chdng bénh tat do mim bénh

~, G

gdy ra. Thuat ngit “epitop té bao T” d& cap dén epitop ma khi gin két v6i phan t MHC
thich hop thi s& dugc lién két diic hiéu véi té bao T (théng qua thu thé té bao T). “Epitop
té bao B” 1a epitop dugc lién két dic hiéu véi khang th (hodc phén tir thu thé t& bao

B). Khéng nguyén ciing c6 thé anh huéng dén dép tmg mién dich bim sinh.

“Pép tmg mién dich” 1a d4p ting ctia t& bao trong hé mién dich, nhu té bao B,
té bao T, hogc bach cau don nhan, ddi v&i tac nhan kich thich. Pap tmg mién dich c6
thé 13 dép mg té bao T, d4n dén san sinh ra cac khang thé dic hiéu, nhu céc khang thé
trung hoa dic hiéu khéang nguyén. Pap tmg mién dich ciing ¢6 thé 1a dp vmg té bao T,
nhu d4p tng té bao T CD4+ hoic dép tmg té bao T CD8+. Trong mot s trudng hop,
dap ing mang tinh dic hiéu d6i v6i khang nguyén cu thé (d6 1a “dap ung ddc hiéu
khang nguyén”). Dap ting mién dich ciing c6 thé bao gébm dép ung bim sinh. Néu
khang nguyén c6 ngudn gdc tir mam bénh, dap ung dic hidu khdng nguyén 1a “dap
tmg ddc hidu mim bénh.” “Pap tmg min dich bao v&” 12 d4p tmg mién dich lam wc
ché chirc ning hoic hoat tinh bat loi cia mdm bénh, 1am giam kha ning gy bénh cua
mam bénh, hoic giam triéu ching (ké ca ttr vong) do bi nhidm bénh tir mdm bénh. Pap
g mién dich bao vé c6 thé do ludng duoc, vi dy, bang cich gdy e ché kha ning sao

chép ctia virut hodc su hinh thanh & nhidm virut trong thi nghiém lam gidm 4 nhidm
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virut hoic thi nghiém lam trung hoa ELISA, hoic biang cach do sirc dé khang véi mam

bénh dugc thir nghiém trong co thé séng.

Céc ché phdm sinh mién dich duoc bdc 16 trong tai liéu nay phu hop dé ngan

nglra, 1am gidm nhe va/hoic diéu tri bénh do nhiém virut gay ra.

“KAg” 1a tir viét tit ctia “killed antigen” (khang nguyén bi triét tiéu) va chi virut
bi triét tiéu hodc bat hoat. Virut bat hoat bao gém mot hodc nhiéu protein virut sinh

mién dich va do d6 virut bat hoat c6 thé duogc coi 1a khang nguyén bi triét tiéu.

“NP-KAg” 14 tir viét tit cua “nanoparticle-killed antigen” (khang nguyén bi hat

nano triét tiéu). Tir ndy mé ta virut cim lon bit hoat bi hat nano boc kin.

Trong ban md ta nay, thudt ngit “hat twong tu virut” hoac “VLP” dugc ding dé
chi vo virut khdng c6 kha ning sao chép. VLP thudong bao gdm mdt hoic nhiéu protein
virut lién quan dén céu triic vé protein bé mit ctia virut. VLP ¢6 thé hinh thanh tw phat
dua trén biéu hién t4i td hop cua protein trong hé théng biéu hién thich hop. VLP, khi
cho dong vat st dung, c6 thé sinh mién dich va do d6 c6 thé tao ra dap ing mién dich
bao vé hoidc diéu tri & dong vat. Cac phuong phép tao ra VLP thudong dugc biét &
trong linh vyc va duge thao luan ddy du hon & phan dudi day. C6 thé phat hién sy hién
dién ctia VLP sau su biéu hién tai t8 hgp cuia cac protein virut béng cac k¥ thuat thong
thuong duoc biét dén trong linh vuc nay, nhu kinh hién vi dién to, dac trung sinh ly,
v.v. Xem, vi du, Baker va cong su, Biophys. J. (Tap chi ly sinh hoc) (1991) 60:1445-
1456; Hagensee va cdng su, J. Virol. (Tap chi virut hoc) (1994) 68:4503-4505. Vi duy,
VLP c6 thé dugc phén l4p bing cach ly tAm gradien ty trong va/hodc duge x4c dinh
bang phan dai ty trong dic trung.

Thuét ngit “diéu tri” duge ding dé chi viéc can thiép y té dbi voi bénh nhan
nham muc dich chita, giam nhe, 1am n dinh hoic ngdn ngura bénh tat, tinh trang bénh
Iy hodc ching réi loan. Thudt ngit nay bao gdm didu tri chii dong, nghia 14 diu tri theo
hudng cu thé dé cai thién bénh tat, tinh trang bénh ly, hodc ching r6i loan, déng thoi
bao gdm diéu tri theo cin nguyén, nghia 1a didu trj theo huéng loai bé nguyén nhan
gy bénh tat, tinh trang bénh ly, hoic chimg réi loan lién quan. Ngoai ra, thuat nglt

nay con bao gom di€u tri gidm nhe, nghia 1a di€u tri nham muc dich giam nhe tri¢u
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chirng hon 1a chita bénh, tinh trang bénh ly, hodc chimg 161 loan; diéu tri phong ngra,
nghia 12 diéu tri theo hudng 1am giam thiéu hoic gay trc ché mot phin hoic toan bo su
phat trién cua bénh tat, tinh trang bénh ly, hodc ching 161 loan lién quan; va didu tri
hd trg, nghia 1a diéu tri bd sung vao lidu phép cu thé khac theo hudng cai thién bénh

tat, tinh trang bénh ly, hodc ching rdi loan lién quan.

N, 66

Thuét ngit “ngin ngira” duoc dung dé chi viée diéu tri xur ly sém hoac lam cham
su khoi phat bénh hodc tinh trang, hodc lam giadm murc d6 nghiém trong cta bénh hoic
tinh trang. Do d6, néu viéc diéu trj c6 thé didu tri bénh & dbi tugng cé céc tri€u chiing
bénh thi cling c6 thé ngdn ngua bénh & ddi tuong chua c6 mdt sb hay toan bd tri€u

ching bénh.

Cac ché phdm, ché phim sinh mién dich, va vacxin duoc mé ta trong tai liéu nay c6
thé bao gém mot hodc nhiéu hat nano. Vi du vé hat nano (c6 thé str dung thay thé cho thuét

~, ¢

ngit “chit mang nano™) bao gdm, nhung khong chi giéi han & cac chat mang nano bao gdm
mdt hodc nhiéu polyme. Trong mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu polyme 14 polyme tan
trong nudc, khong két dinh. Trong mdt s§ phuong 4n, polyme 1 polyetylen glycol (PEG)
hodc polyetylen oxit (PEO). Trong mdt s6 phuong 4n, polyme 14 polyalkylen glycol hogic
polyalkylen oxit. Trong mét s6 phuong 4n, mot hogic nhidu polyme 1a polyme c6 kha nang
phan huty sinh hoc. Trong mdt s6 phuong 4n, mét hodc nhiéu polyme 13 polyme tuong hop
sinh hoc ma 13 thé lién hop gitta polyme tan trong nuée, khong két dinh v6i polyme c6 kha
ning phén huy sinh hoc. Trong mét s6 phuong 4n, polyme c¢6 kha ning phan huy sinh hoc
1a axit polylactic (PLA), axit poly(glycolic) (PGA), hoac axit poly(lactic/glycolic) (PLGA).

Trong mdt s6 phuong 4n, chit mang nano bao gdm céc polyme PEG-PLGA.

Trong mdt sb phuong 4n, chat mang nano duoc hinh thanh bing cch tu rép ndi.
Tu rap n6i chi qua trinh hinh thanh chét mang nano sir dung cc thanh phan c¢6 thé du
doén 14 sé& tw dinh huéng dé hinh thanh chit mang nano mét cach c6 thé lap lai va du
doén dugc. Trong mot sd phuong 4n, chit mang nano duoc tao thanh bdi cac vét cht
sinh hoc ludng tinh tu dinh huéng véi nhau dé tao thanh céc chit mang nano c6 kich
thuée, thanh phan, va cach xép dat thanh phdn c6 thé du doén. Trong mét s6 phuong én,
chét mang nano 1a vi hat, hat nano, hodc hat pico. Trong mdt s6 phuong an, vi hat, hat

nano, hodc hat pico 1a tu rap noi.
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Trong mét s§ phuong 4n, chit mang nano c6 dién thé zeta dwong. Trong mot sb
phuong 4n, chit mang nano c6 dién tich dwong toan phan khi pH 6 muc trung tinh. Trong
mdt s6 phuong 4n, chét mang nano bao gdm mét hosc nhidu gc amin tai bé mit. Trong
mot s6 phuong an, géc amin 13 amin béc 1, bac 2, bac 3, hodc bac 4. Trong mot 36 phuong
4n, gbc amin 13 amin béo. Trong mot s6 phuong 4n, chit mang nano bao gdm polyme
chita amin. Trong mét s6 phuong 4n, chit mang nano bao gdm lipit chtra amin. Trong
mdt s6 phuong 4n, chit mang nano bao gdm protein hodc peptit mang dién tich duong khi
pH & muc trung tinh. Trong mét s6 phwong 4n, chit mang nano 13 hat latec. Trong mot sb
phuong 4n, chit mang nano ¢6 mot hodc nhiéu gdc amin trén bé mit c6 dién tich duong

toan phan khi pH & murc trung tinh.

Céc hat nano c6 thé hd trg dan truyén virut cam lon A bét hoat va/hodc cling co thé
sinh mién dich. C6 thé dan truyén dén mot ving quan tdm cu thé, vi du, niém mac. Trong
mdt s6 phuong an, hat nano c6 thé dinh thoi gian giai phéng virut cum lon A bat hoat dé
ting cudng va/hoic kéo dai dap tmg mién dich. Trong mot sb phuong 4n, hat nano lién két
v6i virut cim lon A bat hoat dé ché phdm c6 thé tao ra dép tmg mién dich. Su lién két nay
c6 thé Xay ra, vi dy, trong trudng hop hat nano dugc giit lai hodc tao nang véi virut cim lon
A bét hoat. Pugc giit lai nghia 14 trudng hop bao boc vat Iy virut cum lon A bt hoat trong
c4c hat nano. Trong mot sb phuong 4n, virut ciim lon A bat hoat duoc giit lai trong hat nano
bang phuong phap tao nhil tuong trong nudc/dauw/nude. Trong mot sb phuong 4n, hat nano
1a poly(lactit co-glycolit) (PLGA). Tuy thudc vao ty 1€ giita lactit véi glycolit ding trong
qué trinh tring hop, ¢6 thé thu dugc va sir dung cac dang PLGA khac nhau. Céc dang nay
thudng duge xéc dinh lién quan dén ty 1€ ctia cac monome dugc st dung (vi du, PLGA
75:25 duge xéc dinh 12 chat ddng tring hop c6 thanh phén 1a 75% axit lactic va 25% axit
glycolic). C6 thé str dung cac ty 16 khac nhau trong sang ché nay, vi du: 90:10, 80:20, 70:30,
60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, va cc sd nim trén va ndm trong nhiing ty 18 nay.
Vi du bd sung vé cac hat nano phit hop bao gdm chitosin, canxi phosphat, lipit ctia cc vi
khuan khéc nhau nhu E. Coli, mycobacteria, leptospira va céc két hop gitta chtng. Trong
mdt vi dy, ché phim c6 thé thu duoc bing cach pha tron 180 mg PLGA véi khoang 5 mg
virut ciim lon A bét hoat (hozic khoang 36 mg PLGA véi 1 mg virut cim lon A bét hoat).
Hiéu suét cia quy trinh bao boc (tao nang) virut cim lon A bét hoat c6 thé khéc nhau. Trong

mot phuong 4n, hat nano dugc bao boc /tao nang 50-55%, tinh trén tng luong protein virut
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ctim lon A bt hoat dugc st dung trong qué trinh bao boc. Virut cum lon A bét hoat duogc
gitt lai c6 thé dugc str dung dudi dang cac hdn hop cac khang nguyén duoc gift lai/duoc tao
nang va khong duoc gitt lai/khong dugc tao nang hodc cac khang nguyén duoc gift lai/duoc

tao nang c6 thé duoc tiép tuc tinh ché.

Trong mdt s§ phuong 4n, khang nguyén c6 ngudn gde tir virut cum lon A bt hoat
hoic bi triét tidu. Trong mét phuong an, virut cim lon A dwoc 1am cho bét hoat hoic bi triét
tiéu boi tia cyc tim. Cac phuong tién lam bét hoat khac bao gém héa chit, nhiét, hoic phéng

Xa.

Bét ky virut cim lon A bét hoat hodc khang nguyén virut cim lon A bét hoat sinh
mién dich phit hop nao déu c6 thé duogc sir dung trong ché phim nay. Vi dy, khang nguyén
virut cim lon A c6 thé 14 glycoprotein bé mit cta virut cam lon A. Vi du vé céc khang
nguyén sinh mién dich bao gdm ngung két t5 hdng ciu (hemagglutinin) c6 ngudn gdc tir
tai t6 hop, neuraminidaza, nucleocapsid va c4c protein nén. Khang nguyén virut cim lon

A c6 thé c6 ngudn gbe tir tai td hop.

Ban m6 ta sang ché boc 16 cac ché phém bao gém cac hat tuong tu virut (VLP)
va hat nano. C4c ché phdm dugc boc 16 ¢6 thé bao gdbm VLP sinh mién dich. Cac VLP
giéng virut, nhung khong gay 14y nhidm vi ching khong chita bt ky chét liéu di truyén
virut nao. Biéu hién cua céac protein ciu tao virut, nhu Capsid, ¢6 thé din dén quy trinh
tu rap ndi cua cac VLP. C6 thé tao ra VLP trong nhiéu hé théng nudi céy t€ bao bao
gém dong té bao dong vat c6 vu, dong té bao coén trung, ndm men, va té bao thuc vat.
Vi duy, c¢6 thé tao ra VLP bang hé thuc vat hoic baculovirus. VLP ¢6 thé ¢6 tinh sinh
mién dich. C6 thé sir dung hat nano dugc boc 16 bat ky dé gift lai VLP ctia virut cum
lon A. Vi dy, ban md t4 bdc 16 cdc VLP cuia virut cum lgn A dugc giit lai trong céac hat

nano PLGA.

Ban md ta ndy mb ta cAc vacxin bao gdm ché phim sinh mién dich dwoc boc 16
trong ban md ta ndy trong chit mang ma trong dé vacxin mang tinh bao vé chéng lay
nhiém virut cim lon A. Thuat ngit “ch4t mang sinh min dich” duoc sir dung trong
ban mé ta nay c6 thé chi polypeptit thir nhit hodc doan, bién thé, hodc chit din xuét
clia n6 lam ting kha ning sinh mién dich ctia polypeptit thir hai hodc doan, bién thé,

hodc din xuat ctia né. “Chét mang sinh mién dich” c6 thé duogc dung hop, hodc dugc
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lién hop/két hop v6i polypeptit mong mudn hozc doan ctia né. Xem, vi du, Bing séng
ché chau Au s§ EP 0385610 B1, dugc két hop diy du vao don ding ky niy bing cach
vién din nhdm muc dich giai thich v& viéc dung hop, lién hop hoic két hop polypeptit
v6i chit mang. Vi du vé “chit mang sinh mi&n dich” 1a PLGA. Trong mét sd phuong
&n, vacxin c6 thé bao gém virut cim lon A bat hoat toan phan, duoc tao nang bai

PLGA, va chit mang.

Ban mb ta boc 16 cc vi du vé ché phim sinh mién dich, vi du, cdc ché phdm vacxin.
Ngoai ra, céc ché pham duoc mo ta trong tai liéu nay c6 thé bao gdm mdt hoic nhiéu chit
kich thich sinh mién dich. Chét kich thich sinh mién dich v& co ban d& cap dén bat ky chit
nao ma ting cudng hoic tao kha ning dap img mién dich (qua trung gian khang thé hoic té
bao) véi khang nguyén ngoai sinh. Mot loai chét kich thich sinh mién dich wu tién khac bao
gdm chét b tro. Nhidu chét bd tro chira chét liéu duoc thibt ké dé bao vé khang nguyén
khéi hién tugng di héa nhanh, nhur nhdm hydroxit hodc dau khoang, va chét kich thich dap
{tmg mién dich, nhu lipit A, cac protein c6 ngudn géc tir vi khuén ho ga Bortadella pertussis
hozc vi khuén lao Mycobacterium tuberculosis. Mt s6 chit bd tro ¢6 sén trén thi trudng
nhu, vi du, chit bd trg Freund khong hoan chinh va hoan chinh (Difco Laboratories, Detroit,
Mich.); chit bd tro Merck 65 (Merck and Company, Rahway, N.J.); AS-2
(GlaxoSmithKline, Philadelphia, Pa.); muéi nhém nhu gel nhém hydroxit (nhém) hozc
nhdm phosphat; mudi canxi, sit hodc kém; huyén phi khong tan cta tyrosin axyl hoa;
dudng axyl hoa; polysacarit dwoc dén xudt c6 tinh cation hoic anion; polyphosphazen; cac
vi ciu c6 kha ning phan hity sinh hoc; monophosphoryl lipit A va quil A. Céc cytokin, nhur
GM-CSF, interleukin-2, -7, -12, va cac yéu t6 ting trudng khac ciing ¢6 thé dugc sir dung

1am chét b tro.

Ché pham chét bd trg c6 thé 1 ché phdm cam tmg dap tmg mién dich chéng viém
(qua trung gian khang thé hoic té bao). Theo d6, cac mirc cytokin chéng viém cao
(cytokin chdng viém c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han, interleukin 4 (IL-4),
interleukin 5 (IL-5), interleukin 10 (IL-10), va yéu t6 ting trudng bién nap beta (TGFB).
Tuy chon, d4p ting chdng viém c6 thé qua trung gian t& bao hd trg T CD4+. Protein
flagellin & vi khudn dugc chimg minh 13 c6 tac dong bd tro (McSorley va cong su, J.

Immunol. (Tap chi mién dich hoc) 169:3914-19, 2002). Ban m6 ta ciing boc 16 cac chudi
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polypeptit ma héa céc protein flagellin ma cé thé duoc sir dung trong céc ché phdm bd

trg.

Tuy chon, céc chit bd tro si dung két hop véi cac ché phém duoc bdc 16 lam
tédng tinh dép tmg lipopolysacarit (LPS). C4c chét bd trg mang tinh minh hoa bao gdm
nhung khong gidi han & monophosphoryl lipit A (MPL), aminoalkyl glucosaminid 4-
phosphat (AGP), bao gdm nhung khdng giéi han & RC-512, RC-522, RC-527, RC-
529, RC-544, va RC-560 (Corixa, Hamilton, Mont.).

Ngoai ra, ché phim b tro c6 thé 1a ché phim cam tmg d4p tmg mién dich chi yéu
1a ctia loai Thl. Cac muc cytokin loai Thl (vi dy, IFN-y, TNFa, IL-2 va IL-12) cao cé xu
huéng tao thuan 1oi cho viéc cam tmg d4p img mién dich qua trung gian t& bao véi dbi voi
khéng nguyén dugc str dung. Ngugce lai, cac mire cytokin loai Th2 (vi du, IL-4, IL-5, TL-6
va IL-10) cao c6 xu huéng tao thuan loi cho viéc cam tmg dap tng mién dich thé dich. Sau
khi str dung vacxin dugc cung cAp trong tai liéu nay, dbi twong s& hd tro dép tmg mién dich
bao gdm dép tng loai Thl va Th2. Tuy chon, muc cytokin loai Thl s& tang 1én dén mirc
16n hon mitc cytokin loai Th2. Céc mitc cytokin ndy c¢6 thé duoc dénh gia d& dang bang cac
xét nghiém tiéu chuén. Mic cytokin loai Th2 c6 thé ting 1én dén muc 16n hon muc cytokin

loai Thl.

Mot s6 chét bd tro nhit dinh dé tao ra chi yéu 14 dap ung loai Thl bao gdm, vi
du, két hop monophosphoryl lipit A, t6t hon 1a monophosphoryl lipit A 3-de-O-axyl
héa, cling v6i cac chat bd trg 14 mubi nhém duge cung cip tir Corixa Corporation
(Seattle, Wash.; xem, vi du, Bz"mg séng ché Hoa Ky S6 4,436,727, 4,877,611; 4,866,034
va 4,912,094, duoc két hop vao don ding ky nay bing cach vién dan dé giai thich).
Oligonucleotit chira CpG (trong d6 dinucleotit CpG khong dugc metyl hoa) cling tao ra
dap ing Thl chu yéu. Céc oligonucleotit nay duoc biét dén rong rai va dwoc mé ta, vi
du, trong WO 96/02555, WO 99/33488 va Bing sang ché Hoa Ky S6 6,008,200 va
5,856,462. Céc trinh tw ADN mang tinh kich thich sinh mién dich cling dugc mé ta, vi
du, bdi Sato va cong sy, Science (Khoa hoc) 273:352, 1996. Chét bd tro khac bao gém
saponin, nhu Quil A, hodc chit din xuit cua nd, bao gdbm QS21 va QS7 (Aquila
Biopharmaceuticals Inc., Framingham, Mass.); Escin; Digitonin; hodc Gypsophila hoéc

cdc saponin cua chenopodium quinoa. Cac ché pham khéc c6 thé bao gom nhiéu hon
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mdt saponin trong két hop céc chat bd tro, vi du cac két hop bao gdm it nhit hai chit

trong nhém sau day bao gém QS21, QS7, Quil A, B-escin, hodc digitonin.

Céc ché phadm saponin ciing ¢6 thé dugc két hop v6i cac chit mang vacxin bao gdm
chitosan hodc cac polyme mang tinh polycation khac, cic hat polylactit va polylactit-co-
glycolit, nén polyme gdc poly-N-axetyl glucosamin, cic hat bao gdm polysacarit hodc
polysacarit dugc thay ddi vé mit héa hoc, liposom va cac hat géc lipit, cac hat bao gém
monoeste glyxerol, v.v. C4c saponin ciing ¢6 thé duoc phdi ché vé6i sy hién dién coa
cholesterol dé hinh thanh cac cAu tric hat nhur liposom hoic cac phitc chét kich thich min
dich (ISCOM). Ngoai ra, cac saponin c6 thé duoc phdi ché ciing véi ete hoic este cua
polyoxyetylen, duéi dang dung dich hozic huyén phi khong chira hat, hodc duéi dang cAu
trac hat nhu liposom paucilamelar hosc ISCOM. Cac saponin ciing c¢é thé dugc phbi ché
v6i céc ta duge nhe CARBOPOL™ (Noveon, Cleveland, Ohio) dé tang do nhot, hoac co

thé duoc phéi ché dudi dang bot kho véi t4 duoc bot nhu lactoza.

Tty chon, hé thdng chét bd trg bao gdm két hop cua monophosphoryl lipit A
va din xuit saponin, nhu két hop ctia QS21 va chat bd trg 3D-MPL., nhu dugc mo ta
trong WO 94/00153, hoidc ché pham it ¢ kha ning gdy phan tmg hon trong trudng
hop QS21 duoc lam ngudi béng cholesterol, nhu dugc md ta trong WO 96/33739. Cac
ché phim khac bao gdm nhii tuong diu trong nudce va tocopherol. Ché pham bd tro
khac stt dung QS21, chit bd trg 3D-MPL.RTM. va tocopherol trong nhil tuong dau
trong nuéc duge mo ta trong WO 95/17210.

Heé thdng bd tro ting cudng khéac bao gbm két hop ciia oligonucleotit chira CpG
va din xuit saponin, cu thé 1a két hop gitra CpG va QS21 duogc boc 16 trong WO
00/09159. Tuy chon, ché phdm ngoai ra con bao gdm nhii twong diu trong nudc va

tocopherol.

Céc chat bd trg minh hoa bd sung dé su dung trong céac ché phém dugc bde 16
Montamide ISA 720 (Seppic, Phap), SAF (Chiron, California, Hoa Ky), ISCOMS
(CSL), MF-59 (Chiron), loat chit bd tro SBAS (vi du, SBAS-2 hoic SBAS-4, duoc
cung cip boi GlaxoSmithKline, Philadelphia, Pa.), Detox (Enhanzyn™) (Corixa,
Hamilton, Mont.), RC-529 (Corixa, Hamilton, Mont.) va cac aminoalkyl
glucosaminide 4-phosphat (AGP) khéc, nhu dugc md ta trong don yéu cdu cip bang
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sang ché Hoa Ky dang thdm dinh sb 08/853,826 va 09/074,720, toan bd thong tin dugc
bdc 16 cua don nay dugc két hop vao ddy bing cach vién din, va chit bd trg ete

polyoxyetylen nhu dugc mé ta trong WO 99/52549A1.

Ban mo ta séng ché ciing mé ta cic phuong phap tao ra d4p tmg mién dich
chéng lai virut cim A & lon bao gém budc cho lon st dung ché phém dugc boc 16 &
day. Pap tmg mién dich c6 thé mang tinh bao vé&. Phuong phap c6 thé con bao gdm

budc cho lon sir dung virut cim lgn A gy ddc hai d€ theo doi hiéu qua cta vacxin.

Ban mo6 t4 nay mo t& cic phuong phap lam giam kha ning khong sinh san hodc su
suy ho hép o lon bao gém bude cho lon st dung vacxin hoidc ché phém dugc bdc 10 trong
tai liéu nay. Phuong phap c6 thé con bao gdbm budc cho lon st dung virut cim lon A gay
doc hai @ theo doi hidu qué ctia vacxin. Ban mo ta ndy ciing md ta phuong phép kich thich
d4p tmg mién dich & lon bao gém: budc cho lon st dung vacxin hoac ché phim duoc cung

cép trong tai liéu nay.

Ban md ta nay cling md ta phwong phép va ché phdm c6 thé dugc ding 1am ting
(vi du, ting gip 0,5, 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20, 30 l4n, v.v.) dap tmg mién dich
thé dich va mién dich qua trung gian t& bao di v6i virut cim lon A so véi khang nguyén
vacxin virut cim lon A bi triét tiéu (K-Ag) & lon duoc thir nghiém virut ddng chling
dugc gay mién dich. Cac phuong phap va ché phim dugc mé ta & day c6 thé duge dung
d¢ lam ting dang ké (vi du, ting gép 0,5, 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30 lan, v.v.)
khéng thé trung hoa virut va d4p tmg IgA & phdi va mau khi so v6i khéng nguyén vacxin
virut cam lon A bi triét tiéu (K-Ag) ¢ lon duogc thir nghiém virut déng ching duogc gay
mién dich. C4c phuong phap va ché phim dugc mo ta & day ciing c6 thé duoc st dung
dé& cung cép cho dich thiry phan t& bao phdi va huyét thanh cta lon duge ching ngtra
Nano-KAg IFN-y va IL-12 véi mitc cao hon (vi dy, ting gép 0,5,1,2,3,4,5,6,7, 8,9,
10, 15, 20, 30 14n, v.v.) , va céc chat trung gian trc ché mién dich (IL-10 va TGF-B) véi
mttc thip hon (vi dy, giam xudng 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20, 30 lin, v.v.) so
v6i nhém lon déi chimg. Céc phuong phép va ché phim duge mo ta & day ciing c6 thé
dugc st dung dé cung cép cac t& bao don nhan tir phéi, mau, BAL, TBLN, va mau cua
lon duge chiing ngira Nano-KAg c6 tin sudt cac phan doan giau t& bao T CD4*, CD8*,

CD4*CD8, té bao T v8, té bao dang tiy, va té bao tua ting 1én (vi du ting gép 0,5, 1, 2,
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3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 30 lan, v.v.). Cac phuong phap va ché pham ciing c6 thé
duoc sir dung dé giam (vi dy, giam xudng 0,5, 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30 14n,
v.v.) té bao diéu hoa T Foxp3*. Cac ché pham va phuong phép ciing c6 thé dugc st dung
dé dan truyén qua dudng miii vacxin virut cim lon A d3 triét ti€u dugc bao boc trong
hat nano PLGA tao ra dap tmg mién dich & ca niém mac va toan than dén mirc vira du

8 loai b tinh trang virut xAm nhép huyét (viremia) & lon.

Sang ché cling dé xudt ché phdm va phuong phap ma c6 thé dugc sir dung dé
cung cap dap tmg mién dich bao vé niém mac va toan than chéng lai virut ciim lon A
ma c6 thé loai bo tinh trang virut xdm nhép huyét & giai doan diu sau khi 14y nhidm,
vi du ba, hai, v mot tudn sau khi 13y nhiém (bao gdm 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30 ngiy). |

Vacxin hodc ché phim ciing c6 thé duoc sir dung theo lidu, vi dy, trong khoang tur
100pg/con lon dénl mg/con lon. Cac vi du khac bao gdm céc lidu 50 pg/con lon va
500 pg/con lon. Ché phim hoic vacxin c6 thé duoc sir dung, vi du, theo mdt lidu, hoic theo
hai lidu tr& 18n. Trong mét phuong 4n, hai lidu duoc st dung voi khoang thoi gian cach lidu
13 hai tudn. Ché phém hodc vacxin c6 thé, vi du, duoc st dung qua dudng trong miii. Cac
vi du b6 sung vé& dudng chiing ngira thay thé bao gdm chiing ngira trong bip, dudi da, nhd

trong mii, va dn truyén bang sol khi trong mii.

Céc ché pham va phuong phép ciing ¢6 thé duoc st dung véi lidu vacxin hodc
chit sinh mién dich chtra it hon 1x108 TCIDs virut cum lon A. Sang ché ciing cung
cap lidu chira it hon 1x107, 1x106, va 1x105 TCIDso virut cm lon A. Sang ché ciing
boc 16 rang mdi lidu c6 thé c6 xép xi 5x10° TCIDso virut cim lon A. Ban md ta cling
cung cdp vi du vé cac liéu chira tir 1x108 TCIDso virut cim lon A dén 1x10° TCIDso
virut cum lon A, tir 1x107 dén 1x10° TCIDso virut ctm lon A, tir 1x10° dén 5x10°
TCIDso virut cim lon A. Céc lidu c6 thé thu duoc tir virut cim lon A duoc xt ly béng
tia cuc tim. C6 thé st dung céc liéu dudi dang liéu don giam virut dé tao ra dap tmg

mién dich bao vé.

Mot sO phuong én cia sang ché dd dugc mo ta. Tuy nhién, can hiéu rang cé the

c6 nhiéu phuong 4n cai bién s€ dugc thuc hién ma khéng tach roi khoi tinh than va pham
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vi cla sang ché nay. Theo d6, cac phuong an khac nam trong pham vi ctia bd yéu cau

bao hd kém theo.
Vi du thue hién sing ché

Vi du 1: Hat nano c¢6 kha ning phan hiy sinh hoc din truyén vacxin virut cim lon bat

hoat tao mién dich bao vé di chiing qua trung gian té bao & lon

Nguyén liéu va phuong phap

Té bao va virut: Té bao biéu md & than ché Madin-Darby én dinh khong ¢
mycoplasma (MDCK, CRL-2285, ATCC, VA) duoc duy tri trong mdi trudong nudi cy té
bao DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM) (Gibco) duoc bd sung huyét
thanh thai bd 10% va khang sinh-chdng ndm (Gibco) & nhiét d6 37°C trong méy i CO»
5%. Céac dang phan 1ap tai hién truong cta virut cam lon (SwIV), SW/OH/FAH10-1/10
(dong HIN2-81) (Ali A, va cdng su 2012. Vet Microbiol (Vi sinh tht y) 158:60-68) va
SW/OH/24366/2007 (HIN1-y) (Yassine HM, va cdng su 2009. Vet Microbiol (Vi sinh
thi y) 139:132-139) duoc sir dung 14n luot trong viée didu ché vacxin virut bit hoat va
gay truyén nhim thir nghiém & lon. Virut HIN2 (SW/OH/FAH10-1/10) c6 gen NP va M
c¢6 ngudn gdc tir dai dich HINT nidm 2009 (Ali A, va cong su 2012. Vet Microbiol (Vi
~ sinh thil y) 158:60-68), va A/swine/Ohio/24366/07 14 virut tir dong vat truyén sang ngudi
duogc phan 14p tir lon va ddng thoi dugc thé hién trong CDC 1a ¢6 trinh tw bo gen 100%
ddng nhét véi virut & ngudi lién quan trong hdi chg & hat Ohio (Yassine HM, va cong su
2009. Vet Microbiol (Vi sinh tht y) 139:132-139). Thu duoc quan thé SWIV (doan 3) tir
kho chita 8 FAHRP, Wooster, Ohio. Ca hai loai virut nay déu dugc nhan ban trén té bao
MDCK béng cach 1am 14y truyén tai MOI 0,005 va duy tri trong DMEM khéng chira
huyét thanh duoc bd sung TPCK-trypsin 1 pg/ml (Sigma, MO).

Piéu ché vacxin: Dich nudi cdy SW/OH/FAH10-1/10 (HIN2-81) thé phan lap
SwIV duoc thu hoach va lam sach dé loai bd manh vun té bao b'fmg cach ly tam tai
2000 xg trong 30 phut va dugc ting ndng d6 1én gip 10 14n bang cach loc cassette
Pellicon-2 (Millipore, MA) sau d6 thuc hién siéu ly tim bing mdy siéu ly tdm
Optima™ L[-100XP (Beckman Coulter) v&i dém chira sucroza 20% tai 107.000 xg
trong 4 gid khong nghi. Vién két virut duoc tao huyén phu trong PBS chira chét trc ché
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proteaza (Sigma, MO), duoc chuén d6 va bao quan & nhiét 4o -80°C. Virut dugc lam
bét hoat bang etylenimin nhi phan (BEI) (Sigma, MO) bing c4ch xtr 1y biang BEI
10 mM trong 6 gid & 37°C sau khi xir 1y bang natri thiosulphat 10 mM (Sigma, MO)
thém 2 gid nita & nhiét 46 37°C dé trung hoa BEI khong dugce st dung, va viéc lam bét
hoat virut duge x4c nhén trong té bao MDCK. Téng ndng d6 protein trong vién két
virut dugc udc tinh béng bd kit xét nghi€ém protein BCA cyc nho (Thermo Scientific,

MA) theo huéng dan ciia nha san xuat.

Khang nguyén SwIV bét hoat (KAg) duoc tao nang trong NP PLGA bing k¥ thuat
cho bay hoi dung méi tao nhii twong kép nudc/dawnude nhu mé ta & trén (Binjawadagi
B, va cong su 2014. Int J Nanomedicine (Tap chi vé y hoc nano) 9:679-694; Hiremath J,
va cong su 2016. PLoS One 11:¢0151922). Mb ta ngén gon, 5 mg KAg trong 500 ul PBS
va 250 pl rugu polyvinyl (PVA) 2% (khdi lwong/thé tich)véi chit dn dinh protein, 50 pl
sucroza 20% (khdi luong/thé tich) va 50 ul Mg(OH), 20% (khdi lwong/thé tich), duoc
nhil héa trong 180 mg dung dich polyme PLGA trong 4,5 ml diclometan st dung b xut
ly siéu &m cudng dd cao (Sonics and Materials Inc., CT) trong 30 gidy véi chu trinh hoat
dong 30% va diéu khién dau ra 3. Nhil trong so cip nude-trong-diu (w/o) tao thanh duoc
r6t vao hdn hop 23 ml PVA 2% khdi lugng/thé tich (Sigma) va 2 ml polaxmer 188 12,5%
(khéi lugng/thé tich) (Sigma, MO) dé tao thanh dung dich chtra nude. H3n hop dugc chia
du vao hai dng va dugc nhii hoa l4n nita bing céch nghién bing séng 4m trong 60 gidy
dé thu duoc nhii tuong nude/ddu/nude thi cip, va duge nhii hoa bing cach khudy tir qua
dém véi van tdc 400 vong/phut trong nhiét d6 lanh (4°C) dé cac dung méi hitu co bay hoi.
Céc hat polyme thu duge dugce rira ba lan bang nuée Milli-Q lanh v6 tring bing cach ly
tAm véi lyc 10.976 xg (Beckman Coulter, roto FX6100) trong 30 phit. Cudi ciing, hat
PLGA-NP dugc tao huyén phti trong sucroza 5% trong nuée milli Q, duoc 1am déng bing
¢ nhiét d6 -80°C, duoc séy lanh (Labconco, MO) trong 18-20 gid va céc phan udc duoc
bao quan ¢ nhiét do -20°C. KAg bét hoat duoc tao nang trong PLGA-NP duéi day duoc
goi la PLGA-KAg.

Ddc trung ciia PLGA-KAg: Kich thudc va hinh thai hat dugc kiém tra bang kinh
hién vi dién tr quét FEI Quanta 250 (SEM, Kyoto, Nhat Ban) sau khi phu 2 nm iridi
bang bang may trang pht phtn xa Quorum Q150TS (Lewes, Anh). Dic trung phan bd
kich thudc hat nano dwgc biéu thi bing phin mém hinh anh ImageJ (National Institutes
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of Health, MD) véi ) luong trung binh 200 hat nano trén mdi hinh anh. Thi nghiém tén
xa anh sang Quasi-elastic (QELS) dugc st dung dé do dién thé € cua cac hat nano béng
may Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd., Worchester, Anh). 100 pg NP duoc tao
huyén phti trong nuée tinh khiét nano lanh va dwoc phén tin toan bd bang cach sir dung
mAy tao séng 4m dau do (Ultra Sonic Processor VC 130PB, Sonics Vibra Cell, CT)
trudc khi phén tich. Ba 14n do doc 1ap duogc tién hanh dé 14y gia tri dién thé ¢ trung binh.
Hiéu suét tao nang protein va murc phéng thich protein in vitro vao cac ngay 0,1, 3, 5, 7,
10, 15, 20, 25 va 30 dwoc udc tinh va thé hién dudi dang phan trim phéng thich tich liy
d6i véi khang nguyén SwIV tai mdi thoi didm sir dung cac phwong phap da dugc mé ta
(Binjawadagi B, va cong su 2014. Int J Nanomedicine (Tap chi v& y hoc nano) 9:679-
694; Hiremath J, va cong su 2016. PLoS One 11:¢0151922).

Kich hoat APC in vitro bang PLGA-KAg: Céc t& bao don nhén trong méu ngoai vi
(PBMC) duoc phan 18p va cac té bao trong dung dich rita phé quan phé nang (BAL) tir
lon 2 thang tudi khoé manh, khong bi cim duoc sit dung trong cac thi nghiém in vitro dé
mo ta dic trung ciia PLGA-KAg. Pé tao ra cac DC c6 ngudn gbc tir bach cAu don nhan
(MoDC), té bao CD172* tir PBMC dugc phén loai va xtr ly bing tir tinh bing cytokin
GM-CSF (50 ng/ml) va IL-4 (25 ng/ml) (Kingfisher biotech, MN) trong mdt tudn. Té bao
BAL (0,5 triéu) va MoDC (0,1 triéu) duoc nuéi cy véi: (i) mot minh RPMI duogc 1am
giau bang FBS 10% (E-RPMI); (ii) KAg (2 pg/ml) trong E-RPMI; (iii) PLGA-KAg (KAg
2 ug/ml duong luong NP); hozc (iv) NP PLGA (khéi lugng twong duong NP) trong E-
RPMI trong 24 gid & nhiét d6 37°C trong may 0 CO» 5%. Céc té bao duoc kich thich duoc
cb dinh va nhudm mién dich bang céc khang thé CD172a va CD80/86, va thu duoc 50.000
trudng hop bang phuong phap dém té bao theo dong (BD FACS Aria II, BD Pharmingen
CA) va dugc phén tich bing phan mém FlowJo (Tree Star, OR).

Thiét ké thir nghiém, chimg ngira, thir nghiém virut va thu thdp mdu: Lon con (s
luong=32) 4-5 tuan tudi lai giéng Large White-Duroc dugc sinh bang phwong phap sinh
mb thiéu sfta non (CDCD) va dugc nudi bing sita non bo trong co sé BSL2 ctia chu don tai
OARDC nhu md ta & trén (Hiremath J, va cong sy 2016. PLoS One 11:¢0151922) va duogc
str dung trong nghién ctru ciia cht don. Lon con duoc x4c dinh huyét thanh 4m tinh d6i véi
céc khang thé ngung két hdng cau (HI) khang phén 16p virut caim HIN1 va HIN2 va duoc
phan chia ngiu nhién thanh 4 nhém thi nghiém (n=7-9 con lon/nhém) (Bang 1). C4c con
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lon duoc nudi gitt, ching ngira va cho chét nhan dao theo céc tiéu chuan ctia Uy ban chim
s6c va st dung dong vat thi nghi€ém (Institutional Laboratory Animal Care and Use
Committee) tai truong dai hoc Ohio State University. Cac con vat dugc tiém vacxin trong
4-5 tudn, duoc tiém miii nhic lai sau 3 tuin va duoc thi nghiém sau 2 tuén tiém miii nhic.
Lon dugc ching ngra v6i duong luong 107 TCIDso HIN2 KAg hodc PLGA-KAg duoc tao
huyén phl trong 2 ml DMEM va dugc dua vao trong mili dudi dang phun swong bang thiét
bi d&n truyén da lidu (Prima Tech USA, NC) (Hinh 3A), va dugc thir nghiém bang cach st
dung HIN1 SwIV di ching (6x10° TCIDso) trong 2 ml, 1 ml dugc stt dung bén trong miii
va 1 ml con lai dugc st dung trong khi quan (Yassine HM, va cong su 2009. Vet Microbiol
(Vi sinh thu y) 139:132-139).

Céc mau huyét tuong dugc thu thap vao ngay 0, 21 va 35 sau ching ngira (post-
vaccination - PV). Tir ngay thir nghiém dén khi gy chét nhan dao, lon dwoc quan sét hai
1an mdi ngay vé cac ddu hidu 1am sang va nhiét d6 truc trang duoc ghi lai hang ngay. Cac
mau dich phét mili duoc thu thap vao ngay 4 va 6 sau thir nghiém (post-challenge - PC)
trong 2 ml DMEM chtra khéng sinh. Lon dugc cho chét nhan dao vao ngay 6 PC va trong
khi md xac, phéi dugc kiém tra va ghi lai bénh tich dai thé (Khatri M, va cdng su 2010.J
Virol (Tap chi virut hoc) 84:11210-11218). C4c miu mau va dich BAL duoc thu thap va
céc phan udc huyét trong va dich BAL dugc bao quan ¢ -80°C. Dich BAL duogc thu thép
bang cach truyén 20 ml PBS (chita EDTA 2%) qua khi quan va thu thap dich sau khi xoa
b6p nhe nhang tat ca thity phéi. Dé diéu ché dich thily phan té bao phdi, 1 gam mé phdi
tir thity dinh phai duoc trén déu trong 3 ml DMEM (v6i chit tc ché proteaza) va 16p bé
mat dugc thu thap sau khi ly tdm va cac phan udc duge bao quan & -80°C nhu dd mo ta
trén ddy (Renukaradhya GJ, va cong su 2010. Viral Immunol (Mién dich hoc virut)
23:457-466). Cac mé phdi dugc cb dinh trong formalin dém trung tinh 10% dé danh gia
mo bénh hoc va héa mé mién dich. Cac PBMC dugc phan 1ap vao ngay 0 va 6 PC va
duoc str dung trong xét nghiém ting sinh t& bao sau khi kich thich v&i SWIV ciing nhu

dugc sir dung trong phan tich dém té bao theo dong

Cdc xét nghiém ting sinh té bao va dém té bao theo dong: Vao ngay 0 PC, sur ting
sinh t& bao T dic hiéu khang nguyén dugc thuc hién trong cac PBMC bﬁng bo kit xét
nghiém ting sinh khéng phéng xa chira nude 96 chuan do té bao (Promega, WI) theo huéng
dan ctia nha san xuat. M6 ta ngén gon, 1x105 PBMC/I5 duoc dit trong dia c6 day chit U
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gdm 96 16 (Greiner bio-one, NC) trong 100 ul méi trudong E-RPMIL. Ca SwIV HIN2 va
HINT1 lan luot duoc st dung trong diéu ché vacxin va thi nghiém ¢ lon, dugc st dung tai
MOI 0,1 trong 100 pl (1x10° TCIDs¢/15) dé kich thich. Céc dia duoc ti & 37°C trong may
CO2 5%, va sau 72 gio, céc dia dugc ly tAm vai tde d6 2000 vong/phut trong 2 phit va 16p
bé mit duoc thu thap, va bd sung 100 pl E-RPMI va 20 pl dung dich MTS + PMS vio vién
két t& bao va duoc 1 thém 4 gid & 37°C trong méy i CO2 5%. Mét d6 quang (OD) & 490 nm
duoc ghi lai bang thiét bj doc dia ELISA (Spectramax plus384, Molecular Devices, CA).
Chi s6 kich thich (SI) dugc xé4c dinh bang cach chia OD ctia cac PBMC dugc kich thich
cho OD ctia dbi chimg t& bao cia cling con lon, va céc gid tri SI trung binh ctia 7 dén 9 con
lon trong mdi nhém duge so sanh véi nhau. Vao ngay 0 PC, cac PBMC chua duoc kich
thich cling duoc dénh gi4 dé x4c dinh tin sudt cia céc tip hop con té bao T khéc nhau bing

céch phén tich dém té bao theo dong.

Viao ngay 6 PC, cac PBMC cua lon dugc tai kich thich véi SwIV HIN2 va
HIN1 tai MOI 0,1 va trai qua sy ting sinh t& bao nhu di mé ta trén. Lop bé mat thu
dugc tlr 72 gid nudi cdy PBMC da duoc tai kich thich duge phén tich v& IFN-y bang
ELISA, va cé4c té bao duoc ap dung phéan tich d4u 4n mién dich t& bao va duoc phan
tich bang cach ¢ém té bao theo dong dé xac dinh tin suét cua cac tap hop con té bao T
dugc kich hoat theo mo ta trén (Hiremath J, va cong sw 2016. PLoS One 11:¢0151922).
Mo ta ngén gon, cac PBMC duoc phi 14p huyét thanh lon 2% 1én trén va duge danh
diu bé mit bang cac khang thé don dong lién hop véi flocrom hodc biotin, duge tinh
ché dic hidu lympho bao lon, tiép theo 12 xir Iy v6i khang thé streptavidin hodc khéng
thé dic hiéu khang khang thé chu6t d6i chimg dugc danh du flocrom. D& nhudém IFNy
ndi bao, GolgiPlugTM (BD Biosciences, CA) va Brefeldin A (Sigma, MO) dugc bd
sung trong 6 gid' cudi ctia qué trinh @ PBMC duoc xtt Iy ¢6 hodic khong c6 chat kich
thich chi dinh. Céc t& bao dugc nhuém min dich bé mit dwoc c¢b dinh voi
paraformaldehyt 1% va dugc tao tinh thdm véi dung dich dém tao tinh thdm té bao
(85,9% nudc duge khir ion, 11% PBS khong c¢6 Cax" hodc Mgy*, 0,1% dung dich
formaldehyt, va saponin) qua dém & 4°C. Cac té bao duoc rira va nhudém mién dich
bang khang thé don dong khang IFNy lon lién hop vé6i flocrom hodic khéng thé don
dong khang khang thé ddi chimg ciia né (BD Biosciences, CA) trong saponin 0,1%
chtta dung dich dém phan loai té bao hoat héa huynh quang (FACS). Céc té bao duoc
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nhudm mién dich thu duoc bing thiét bi dém t& bao theo dong BD Aria II (BD
Biosciences, CA) va duoc phan tich bing phdn mém FlowJo (Tree Star, OR). T4t ca
tan suat quan thé té bao dic hidu duoc trinh bay dudi dang phan trim téng lympho bao
CD3*/CD3. C4c khang thé dugc str dung trong phén tich dém té bao theo dong la:
khéng thé khang CD3 lon (Southernbiotech, AL), CD4a (Southernbiotech, AL), CD8a.
(Southernbiotech, AL), CD8B (BD Biosciences, CA), 6-chain (BD Pharmingen, CA),
khang thé bach ciu don nhan/bach ciu hat (CD172a, Southernbiotech, AL) va CD152-
mulg (Ancell, MN).

Chudn dé virut: Pha lodng gap 10 1an theo tudn tu cdc méu thir nghiém trong
DMEM khéng c6 huyét thanh chita TPCK-trypsin (1 pg/ml) 1am b6n b duge chuyén
dén 16p don cua cac té bao MDCK duogc nudi ciy qua dém trong céc dia nudi ciy té
bao 96 18. Céc dia duoc U trong 48 gid & 37°C trong may i CO2 5% va duoc cb dinh
bang 80% axeton trong nudc va duge nhudm mién dich bing khang thé so cip dic
hiéu nucleprotein IAV (#M058, CalBioreagents, CA) tiép theo 14 khéng thé khang IgG
chu6t (H+L) ngudn gbc tir dé lién hop véi Alexa Fluor 488 (Life technologies, OR).
Mién dich huynh quang dugc ghi lai bang kinh hién vi huynh quang (Olympus, NY)
va hiéu gia virut 1dy nhiém duogc tinh bang phwong phép Reed va Muench (Reed LJ,
va cong su 1938. The American Journal of Hygiene (Tap chi M§ vé vé sinh hoc)
27(3):493-497).

Chudn dp khdng thé: Hiéu gia Gc ché ngung két hdng cau (HI) va cic mirc
khéang thé dic hiéu dugc xac dinh theo mo ta trén day (Hiremath J, va cong su, 2016.
PLoS One 11:¢0151922). Mb ta ngén gon, c4c don vi HA ctia SWIV HINT1 trudc hét
duoc xac dinh va quan thé virut duge pha loing dé thu 8 don vi HA trong thé tich 50 pl
va duoc sir dung trong xét nghiém HI chudn. Cac mau huyét tvong va dich BAL duoc
U & 56°C trong 30 phut d& bt hoat hoat tinh bd thé bdm sinh. Ty 18 pha lodng huyét
tuong va dich BAL ban du cho xét nghiém HI 14 1:2. C4c khang thé IgG va IgA dic
hidu SwIV trong c4c mau dich phét miii, dich BAL, dich thay phan té bao phdi va
huyét twong duoc xac dinh bang k¥ thuat ELISA. M6 ta ngin gon, cac dia 96 16 day
bang lién két chit ch& véi nhau (Greiner bio-one, NC) duge phu céc khang nguyén
(5 pg/ml) SWIV HINT hodc HIN2 dugc chudn d6 trudc va duoc ban tinh ché va duoc
U & 4°C qua dém. Céac dia dugc phu 1ip bing sita gy (skim milk) 5% trong PBST
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trong 2 gio & nhiét d§ phong va dugc rua ba lan v6i PBST. Céac miu duge pha loadng
trong sita gdy 2,5% duoc bd sung 50 pl/18 hai 14n va duge U & nhiét d6 phong trong 2
gid. Sau ba lan rira, khang thé khang IgA lon ngudn gdc tir dé lién hop véi HRP (Bethyl
Laboratories Inc., TX) hodc khang thé khang IgG (y) lon ngudn gbc tir dé lién hop véi
HRP (KPL, MD) duoc bd sung véi lugng 50 pl/1d (ca hai khang thé déu duoc pha
lodng véi ty 18 1:1000 trong sita gay 2,5% trong PBST) va dugc U & nhiét d6 phong
trong 2 gid. Phan img Ag-Ab dugc phét trién bing cach do nhiét lugng bing cach bd
sung hdn hop dung dich chét nén peroxidaza B va chit nén peroxidaza TMB (KPL,
MD) theo ty 18 1:1 v6i ndng d6 50 pl/18. Phan tmg dimg sau 10-20 phut bang cach bd
sung axit phosphoric 1 M (50 ul/18). Mat d6 quang (OD) duoc do tai 450 nm bang
thiét bi doc vi dia Spectramax, va gia tri OD dugc chinh stra thu dugc sau khi trir OD
trbng tir OD trung binh ctia cic nhém didu tri khac nhau. Hiéu gi4 trung h(‘)é virut
(VNT) trong dich BAL duoc xac dinh bang cach st dung cac quy trinh theo mo ta
trudc day (Hiremath J, va cong su 2016. PLoS One 11:¢0151922).

Phdn tich mé bénh hoc va héa mé mién dich: Céc phan, mdi phan 13 5 pm, cta thiy
dinh, thity tim va thity hoanh ctia phéi lon dugc nhudém véi hematoxylin va eosin va duoc
kiém tra bang kinh hién vi v& c4c thay d6i mé bénh hoc theo mé ta trén (Khatri M, va cong
su 2010. J Virol (Tap chi virut hoc) 84:11210-11218). Su tich tu cac té bao viém don nhan
(MNC) quanh phé quan va quanh mach ciing nhu dich tiét phé quan bao gém céc t& bao
biéu mé chét bi bong tréc va cac MNC duoc ghi lai nhu sau: 0, khong thay dbi so voi binh
thuong; 0,5, c6 thay dbi nhung rat it; 1, thay ddi nhé so véi binh thuong; 2, thay d6i vira
phéi so v6i binh thudng; va 3, thay ddi 13 rét so véi binh thuong, Diém sb bénh Iy phdi cubi
cting cho m&i con lon duoc xac dinh bing cach tinh trung binh cac diém sd tir ba thily phéi

va so sanh céc so diém trung binh theo nhom.

Khéng nguyén dic hidu SWIV trong phdi duoc phat hién bang phwong phap THC
theo md ta trudc day (Dwivedi V, va cong sy 2012. PLoS One 7:¢51794; Richt JA, va cong
su 2006. J Virol (Tap chi virut hoc) 80:11009-11018) v6i mot s cai bién. M6 ta ngén gon,
céc phan md 5 pm duoc loai bd parafin va duge hydrat héa trong PBS ciia Dulbecco (D-
PBS) va duoc U trong dung dich natri borohydrua 0,05% trong 10 phiit d& pha v& cac lién
két aldehyt, duoc rira hai 14n va duoc 1 trong Proteaza VII (duoc pha lodng véi ty 18 1:6,5
v6i D-PBS) trong 30 phiit & nhiét @6 phong @ thu hdi khang nguyén. Cac lam kinh dugc
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rira ba 14n va dugc 1am ngudi trong dung dich H>O, 3% trong 5 phit, tiép theo 1a ba lan rira,
céc lam kinh duoc phu 14p bang cach U v6i huyét thanh ngua thong thudng 4% trong 20
phtit & nhiét do phong. Ngoai ra, cac lam kinh duoc 0 v6i khang thé dic hiéu nucleoprotein
SwIV (#MO58, CalBioreagents, CA) trong 60 phut & nhiét 6 phong, dugc rira ba lan, va
dugc 1 voi khang thé thir cAp duogce biotin héa trong 60 phut & nhiét d6 phong. D& phat hién
cac tin hi¢u duong, cac lam kinh dugc 0 trong thubc thir VECTASTAIN elite ABC (#PK-
7100, Vector Lab., CA), tiép theo 1a xir Iy véi chét nén InmPACT™ DAB (#SK-4105,
Vector Lab., CA) theo huéng dan ctia nha san xuét. Céc lam kinh duoc rira sach béng nudc
méy, duoc nhudm tuong phan véi hematoxylin, dugc rira k§ bang nudc may, duge khir
nude va duge lp. Cac tin hidu THC duong trén bidu mé phé quan cta cac thity phdi dinh,
tim va hoanh duoc cho diém theo c4c tiéu chi sau: 0, khong c6 thay ddi so véi dbi chimg
gi - binh thudng; 0,5, c6 biéu hién nhung khéng 13 rang; 1, thay d6i nho so véi binh thuong;
2, thay ddi vira phai so v6i binh thudng; va 3, thay dbi 16 rét so voi binh thuong. Piém sb
THC cho mdi con lon duoc x4c dinh bing c4ch tinh trung binh cac diém s tir tat ca ba thiy
phdi va cac sb diém trung binh ctia nhém loh didu tri duoc so sanh. Cac lam kinh hién vi va
THC duoc doc boi nha nghién ctru bénh hoc thi y ¢6 chimg nhén ctia hi ddng chuyén khoa,
ngudi nay khong duoc biét vé thiét ké thi nghiém va tinh trang nhiém SwIV.

Tiéu chudn dao dirc: Nghién ctru nay duoc thuc hién nghiém ngit theo cic yéu
cdu ctia Public Health Service Policy (Chinh sach dich vu y té cong cong), USDA
Regulations (Quy dinh USDA), National Research Council’s Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (Huéng dan ctia H6i ddng nghién ctru qudc gia vé chim
soc va str dung ddng vat thi nghiém) va Federation of Animal Science Societies’ Guide
for the Care and Use of Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching
(Hudéng din cua Lién minh cac hiép hoi khoa hoc dong vat vé chim séc va st dung
dong vat trong ndng nghiép trong nghién ctru va giang day vé nong nghiép). Tét ca lon
duoc nudi gitt, cac miu duoc thu thap va lon duogce cho chét nhan dao, va moi nd luc
duogc thuc hién dé giam thidu sy dau dén ctia lon theo quy dinh va chinh sach da duge
phé chuin ctia vién, tiéu bang va lién bang vé viéc chim séc dong vat tai truong dai
hoc Ohio State University vé Pao duic thi nghiém trén dong vat (D& cuong nghién ciu

s6: 2014A00000099).
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Phan tich théng ké: Dit liéu dugc trinh bay duéi dang gi tri trung binh + sai s6
chuén trung binh (SEM) ctia 7-9 con lon. Déi v6i hidu gia virut, cac higu gia 10° duge
st dung cho céc gia tri nho hon 10'; dugc chuyén sang thang do logio va duge phan
tich (Dwivedi V, va cdng su 2013. Vet Microbiol (Vi sinh tht y) 166:47-58). Trong
mdi xét nghiém, sy chénh 1&ch gifta cic gia tri trung binh trong cac nhém dugc xac
dinh bing cach phén tich phuong sai mot yéu t§ (ANOVA), tiép theo 1a thir nghiém so
sanh post-hoc (hau dinh) Tukey trong GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.,
CA). Gié tri p nh6 hon 0,05 duoc coi 14 ¢6 ¥ nghia thdng ké.

Két qua

Ddic trung in vitro ciia cde NP PLGA-KAg. Hiéu suét tao nang KAg trong cac NP
PLGA 14 57%. Két qua nay twong dwong véi céc két qua trude vé su tao nang PLGA cac
peptit cling nhu PRRSV bét hoat v6i hiéu sut tao nang 50-60% (Hiremath J, va cong su
2016. PLoS One 11:¢0151922; Dwivedi V, va cdng su 2013. Vet Microbiol (Vi sinh thu y)
166:47-58). Hinh thai ctia PLGA-KAg duoc xé4c dinh bang kinh hién vi dién tir tAn xa va
su phan bd kich thude duoc tinh bang cach phén tich 200 NP bang phin mém Imagel.
PLGA-KAg c6 hinh ciu (Hinh 1A) véi dudng kinh trung binh 14 313 nm va d6 1éch chuén
14 105 nm. Hau hét c4c NP déu nim trong khoang kich thudc c6 duong kinh 200-300 nm.
Pé cic APC va t& bao M & b mit niém mac hip thu hidu qua cac NP, kich thudc hat 1y
tuong 1a < 500 nm (Foged C, va cong su 2005. Int J Pharm (Tap chi qudc t& vé duoc)
298:315-322; Gregory AE, va cong su 2013. Front Cell Infect Microbiol (Céac giéi han
trong vi sinh té bao va gay nhidm tring) (3:13), va xap xi 95% hat PLGA-KAg 12 < 500 nm
(Hinh 1B). Dién tich ctia cac NP duoc x4c dinh bing thi nghiém tan xa 4nh sang chuin dan
hdi va duoc tim théy la -18+0,56mV. Kich thudc hat va dién tich twong duong véi cac NP
PLGA trude (Binjawadagi B, va cong su 2014. Int ] Nanomedicine (Tap chi vé y hoc nano
quéc t€) 9:679-694; Hiremath J, va cong su 2016. PLoS One 11:¢0151922; Dwivedi V, va
cong su 2013. Vet Microbiol (Vi sinh tht y) 166:47-58). Khi tao nang khang nguyén virut
trong cac NP, doan khéng nguyén ludn luon lién két voi bé mit ctia cac hat, duoc phéng
thich ngay 1ap tirc (< 30 phut) sau khi hoan nguyén trong dung dich dém sinh ly nhu PBS
va dugc goi la phong thich d at (Rawat A, va cong su 2008. J Control Release (Tap chi vé
su phéng thich c6 kiém soat) 128:224-232). C6 sy phong thich b at 22%, va sau 24 gio 1a
27% sb lwong KAg tich lily d4 duoc tao nang. Ngoai ra, quan sét thay cé su phéng thich
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khang nguyén chdm va kéo dai trong khoang thdi gian 4 tudn va tdng lugng phéng thich
KAg tich Ity 1a xép xi 50% sau mét thang (Hinh 1C). Két qua nay tuong duong véi cac ché
phdm NP PLGA duoc tao nang trudc véi cac peptit va PRRSV bt hoat (Binjawadagi B,
va cong sw 2014. Int J Nanomedicine (Tap chi vé y hoc nano qudc t&) 9:679-694; Hiremath
J, va cdng sy 2016. PLoS One 11:¢0151922).

Cdc NP PLGA-KAg cém ieng suw trudmg thanh ciia cdc té bao trinh dién khding
nguyén in vitro. Cac M va DC 1a cac APC chinh. Nhu & cic loai khac, cac t& bao
BAL lon chtta > 90% M¢ (Ganter M, Hensel A. 1997. Res Vet Sci 63:215-217), va vi
vay cac té bao BAL duoc st dung lam ngudn M cling véi cac MoDC dé nghién ctru
céc dic tinh bd tro cia PLGA-KAg in vitro. Céc té bao BAL va MoDC dugc xir Iy chi
bang méi truong, KAg (2 pg/ml) hoic PLGA-KAg (chita 2 pg/ml KAg) va duge phan
tich vé biéu hién ctia chi thi trudng thanh APC, phan tir ddng kich thich CD80/86. Cac
MoDC ciing duoc xir Iy bing cic NP PLGA tréng c6 ciing ndng d6 khéi lugng/thé tich
hién dién trong PLGA-KAg dé x4c dinh vai trd b tro cta riéng NP PLGA. Céac két
qué cho thdy trong MoDC duoc xtr Iy bing PLGA-KAg, biéu hién ctia CD80/86 cao
hon dang ké (40%) so véi xtr Iy bang d6i chimg mai trudong, riéng KAg va NP PLGA
tréng (< 25%) (Hinh 1D). Tuong tu, trong M, bidu hién cia CD80/86 ciing cao hon
dang ké trong xir 1y bang PLGA-KAg so v6i xit Iy bang dbi chtmg mdi truong. Phan
tram biéu hién CD80/86* trong M duoc xtt 1y bang PLGA-KAg (14%) cao hon chi
xtr Iy bang KAg (8,5%) (Hinh 1E). Xu huéng ndy ciing twong tu khi cac té bao BAL
va cac MoDC duogc xir Iy véi ndng d6 KAg (20 pug/ml) cao hon. Ngoai ra, cac NP
PLGA tréng va riéng KAg ciing khién cho biéu hién CD80/86 ting nhe trong cic
MoDC (26%) so vé&i dbi chtimng méi truong (21%) (Hinh 1D). Cac NP PLGA so véi
céc hat PLGA-KAg c6 hidu qua bd tro cao hon dang ké ddi véi cac MoDC duoc xir
ly, cho thiy 14 kha ning b trg ctia KAg ting 1én khi dugc tao nang trong cac NP.

Vacxin NP PLGA-KAg cém ieng ddp 1ing té bao dic hiéu khdng nguyén 6 lon trieée
khi thir nghiém. Chi sb kich thich (SI) ciia lon dugc ching ngira PLGA-KAg cao hon déng
ké so véi cac con vat duge ching ngira gia va ching ngira bang KAg dugc kich thich véi
SwIV HIN2 (Hinh 2A) hoic HIN1 (Hinh 2B), cho thdy lon dugc ching ngira PLGA-KAg
¢6 t& bao mién dich nhay cam ngay ca v6i SWIV di ching. Phéan tich dém té bao theo dong

v6i cac PBMC vio ngay 35 PV (khéng c6 bét ky su kich thich SWIV nao) da chimg minh
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ring su ching nglra PLGA-KAg d4 cam g viéc tao tAn suét t bao T CD3*CD4*CD8a*
(Hinh 2C) cao hon dang ké, duoc goila té baohd tro T ghi nhd/hoat hda & lon (Zuckermann
FA. 1999. Vet Immunol Immunopathol (Mién dich hoc va bénh ly mién dich tht y) 72:55-
66), va té bao T gy doc té bao (CD3"CD4*CD8aB") so véi nhém lon nhan duge KAg
(Hinh 2D). T4n suét té bao T y8 ciing gia ting dang ké & lon dugc ching nglra PLGA-KAg
so v6i nhom KAg (Hinh 2E).

Hiéu gia HI cao hon déng ké duoc quan sat ¢ ca hai nhém lon dugc ching ngira
KAg va PLGA-KAg so v4i nhém duge ching nglra gid. Tuy nhién, khong quan sat thay
¢6 su chénh 1éch théng ké v& hidu gia HI giita cac nhom tiép nhan KAg va PLGA-KAg
(Hinh 2F). Didu tha vi 1a dap tng khang thé IgG huyét twong cao hon déng ké & lon
dugc ching ngtra KAg so véi lon duge chung ngira PLGA-KAg (Hinh 2G). Khong c6
su chénh 1&ch déng ké trong hiéu gia khang thé IgA trong cac miu dich phét miii dugc
thu thap vao ngay 35 PV/ngay 0 PC trong cidc nhdm vacxin khac nhau. Dit liéu truéc
khi thtr nghiém da chiing minh réng su tao nang PLGA cho SwIV bat hoat dugc dan
truyén trong miii & lon d4 cam Ung dap ing mién dich qua trung gian té bao bat xtmg

véi dép ing mién dich thé dich mitc d6 vira dén yéu.

Vacxin NP PLGA-KAg déa ciku lon khoi cdc triéu chitng cum ldm sang, bénh Iy

phéi, tdi lwong virut & phéi sau khi thir nghiém.

Lon duoc chung ngira bén trong mili bang thiét bi sol khi da lidu, cung cap céac hat
swong rat nhé (Hinh 3A). Lon duoc ching ngira gia va KAg, dugc thit nghiém SwIV da bi
st véi nhiét do truc trang trung binh cho dén ngay 4 PC vAn >104 °F, va ddng thoi hau hét
nhitng con lon d6 déu bi biéng 3n va ng lim trong bdn ngay sau thir nghiém (Hinh 3B).
Trong khi d6 lon dugc ching ngira PLGA-KAg chi bi sdt dén ngay 1 PC (Hinh 3B) v6i céc
triéu chimg cum nhe, va tir ngay 2 PC tré di, 0 rang lon di binh thudng va c6 thé so sanh

v6i lgn duge ching nglra gia.

Vao ngay md x4c (ngay 6 PC), phdi duoc kidm tra va cho diém v& phan tram
déng ddc do nhidm ctm. Piém s bénh tich dai thé phdi & lon duge chiing ngira PLGA-
KAg (trung binh=12,1) thdp hon nhém ching ngira bing KAg (trung binh=20,8) va
thap hon déng ké so v&i céc con bi nhiém dugc ching nglra gia (trung binh=23,9)
(Béang 2). Hinh 4nh phdi dai dién minh hoa bénh tich dai thé & phdi (Hinh 4A). Bénh
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tich vi thé & phdi cho thdy phan trim thdm nhiém té bio viém quanh tiéu phé quan va
biéu mé phé quan thap hon cua lon dugc ching nglra PLGA-KAg, cho thay 1a vacxin
da tao ra sy bao vé€ trong phéi cua lon duoc thir nghiém SwIV di ching (Hinh 4B;
Bang 2).

Khéi khang nguyén & lon duoc ching ngira PLGA-KAg va duge thtt nghiém
virut thdp hon dang ké so v&i céc con vét dugce chiing ngira gia ciing nhu chung ngira
KAg va duge thir nghiém virut (Bang 2). Céc diém sé IHC va két qua H&E cho biét
phdi ctia lon duge ching ngira PLGA-KAg it nhét bi nhidm virut thir nghiém di ching
doc hai, va ching twong duong véi lon khong bi nhiém duoc ching ngtra gia vao ngay
6 PC vé khéi khang nguyén cim. Hinh 4nh THC dai dién tr mdi nhém lon twong tng
dugc minh hoa (Hinh 4C).

Hiéu gia virut SWIV HIN1 lay nhiém trong dich BAL vao ngay 6 PC duoc x4c
dinh, va tit ca lon duoc chiing ngtra gia va dugc thtr nghiém virut dugc phat hién duong
tinh v6i virut (8/8), trong khi 5 trong sé 8 con lon dugc chiing ngira KAg va chi 2 trong
s6 9 con lon duoc ching ngira PLGA-KAg 13 dwong tinh véi SwIV HIN1. Mic du ca
KAg va PLGA-KAg déu lam giam dang ké hiéu gia virut trong dich BAL so véi lon bi
nhim duoc ching ngira gia, su tao nang PLGA cho KAg din dén viéc giam thém hon 2
log trong hiéu gia virut phéi 1ay nhiém so véi chiing ngira KAg & lon. Nhin chung, & lon
duoc ching ngira PLGA-KAg, quan sat duoc téng lwong gidm 5 log trong hiéu gia virut
S0 V6i cac con bi nhiém duoc ching ngira gia (Bang 2). Ngoai ra, sy phong thich virut
cling dwoc thir nghiém trong céc dich phét miii vao ngay 4 va 6 PC, nhung diéu ngac nhién
la khong nhu trong dich BAL, sy phong thich virut & mii vao ngay 4 PC la nhu nhau
trong tat ca nhém lon dugc ching ngira va bi nhiém dugc chiing ngira gia; va vao ngdy 6
PC, su phéng thich virut giam nhw nhau trong tit ca cac nhém. Nhin chung, khong c6 su
chénh léch trong viéc phong thich virut & miii gitta lon dugce ching nglra KAg va lgn duoc
chung ngira PLGA-KAg (Bang 2). Dit liéu cho thdy viéc dua SWIV KAg duoc tao nang
PLGA vao trong miii d4 tao ra sy bao vé 14m sang chdng lai virut di chiing thir nghiém va

lam giam bénh ly phdi va tai lvong virut 1y nhiém nhan ban trong phdi.

Viéc ching ngiva PLGA-KAg cam iing tdng cuong sw tiét IFNy va ddp vng 1é

bao T nhé hoat héa & lon dwoc thir nghiém virut. Vao ngay 0 PC trude khi thir nghiém,

-28-



33254

phét hién dap ting mién dich té bao ting cudng & lon dugc ching ngira PLGA-KAg
trong cic PBMC (Hinh 2), vi vy phan tich tuong tu dugc thuc hién sau thir nghiém
vao ngay 6 PC trong cac nhém lon. P& phat hién dép tmg té bao nhd, cac PBMC duoc
kich thich ex vivo vi vacxin SwWIV (HIN2) hodac SwIV thir nghiém (HIN1) va dugc
phan tich vé céc tp hop con lympho bao T (IFNy*) hoat héa. Bidu d6 dai dién trinh
bay mau gating duoc theo ddi dé phan tich cac tap hop con té bao T khéac nhau & lon

béng k¥ thuat dém té bao theo dong dugc minh hoa (Hinh 5).

Téng t€ bao T (CD3™) tao ra IFNy cao hon déng ké trong nhém lon tiép nhan
PLGA-KAg so véi cac con tiép nhin KAg duoc kich thich véi virut vacxin va ca virut
thir nghiém (Hinh 6A). Céc té bao CD3TFNy* cao hon dang ké trong cac nhém lon duoge
ching ngira KAg so v6i lon duge chung ngira PLGA-KAg, bt ké cac diéu kién tai kich
thich virut (Hinh 6B). Cac t& bao (ghi nh¢/T hd trg hoat héa) CD3*CD4"CD8a ' TFNy" cao
hon dang ké trong nhém lon thir nghiém gia dép tmg sy kich thich ex vivo véi virut thir
nghiém, nhung khéng phai véi virut vacxin, cho thiy sw hoat héa cac té bao ghi nhé & lon
(Hinh 6C). Céc té bao (T hd tro hoat hoa) CD3*CD4*CD80 IFNy* cao hon dang ké trong
nhém lon duoc ching ngira PLGA-KAg so véi cac té bio ctia ca hai nhém thir nghiém
gia va tiép nhan KAg duoc kich thich v&i virut thir nghiém, nhung ting 1én déng ké so
v6i nhém thir nghiém gia vé kich thich véi virut vacxin (Hinh 6D). Céc t& bao (T gy doc
té bao hoat héa) CD3*CD4 CD8af*IFNy* tao IFNy ting 1én dang ké trong nhém lon duoc
chung ngtra PLGA-KAg so véi cac con duge thir nghiém gid va chung ngira KAg dugce
kich thich véi ca virut vacxin va virut thir nghiém (Hinh 6E). Phu hop véi sy dép Uing cua
tap hop con t& bao CD3TFNy" gia ting quan sat duoc trong nhém lon duge ching ngira
KAg, cic tap hop con t& bao NK tao IFNy (CD3 CD4"CD8a'TFNy*) ciing cao hon déng

ké so vdi cac con dugce thir nghiém gia (Hinh 6F).

Phithop véi dit liéu dém té bao theo dong, su tiét IFNy do PBMC duoc téi kich thich
ciing cao hon d4ng ké & nhing con lon duoc ching ngira PLGA-KAg va duoc thir nghiém
virut so v&i cac con dugce thr nghiém gia va dugce chung ngtra KAg (Hinh 7A). Vi PLGA-
KAg di cam tng d4p tmg t& bao T qua manh, d4p tmg nhé dic hidu khéng nguyén riéng &
lon dugc ching ngira PLGA-KAg con duoc x4c dinh bing cach so sanh tan sut t& bao
IFNy* trong cdc PBMC khéng dugc kich thich (d6i chimg t& bao, CC) hodc dugc kich thich
v6i SWIV HIN1 hodc HIN2. Céc két qua cho thdy tan suét ting (nhung khong dang ké)
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ctia ca té bao CD3*TFNy* va t& bao CD3*CD4 CD8of*IFNy" duoc kich thich véi ca hai
SwIV (Hinh 7B va C). Ngoai ra, sy tiét IFNy vao trong 16p bé mit méi trudng nudi cly té
bao cao hon dang ké trong cac PBMC duoc kich thich bang HIN2 ciia nhém lon duoc
ching ngira PLGA-KAg so véi céc t& bao khong duge kich thich (Hinh 7D), biéu thi su
xuét hién dap tmg Thl nhé dic hiéu khang nguyén. Luu y ring do phén tich d4p tmg té
bao T nhd chi sau 6 ngay sau thir nghi€m & lon dugce ching ngira PLGA-KAg, nén d& tim
thiy céc t& bao T thuc thi (kich thich CC) v6i mitc phan trim cao (Hinh 7B va C). Vi vay,
@& hidu cu thé vé dap tmg t& bao T ghi nhé dic hidu SWIV & lon duoc ching ngira PLGA-
KAg, can thuc hién phan tich tuong tur it nhit 3 dén 6 thang sau khi ching ngira. Nhin
chung, dit liéu phén tich dap ing lympho bao ca trude va sau thir nghiém & lon duge chung

nglra PLGA-KAg cho thiy su cam tmg dép tmg mién dich t& bao manh.

Ching hgz‘ra KAg so voi PLGA-KAg dd cam ung dap ung IgA va IgG cao hon,
nhung hi¢u gi HI va hiéu gid trung hoa virut 1o twong dwong. Viéc din truyén vacxin
trong miii duwoc cho 12 cAm tmg mién dich niém mac tai chd. Vi vay, dap tng IgA duoc
xéc dinh trong cdc mau dich phét miii, dich BAL va dich thiy phén t& bao phdi, cho thy
dap ting d6i véi SWIV HIN1 cao hon d4ng ké trong lon dwoc chung ngira KAg so véi lon
duogc chung nglra PLGA-KAg va dugc thtr nghiém virut (Hinh 8A-C). Cac mtc khang
thé IgG dic hiéu khang SwIV HIN1 ciing duoc kiém tra. Khong tim thiy su khac nhau
trong huyét tuong trong tit ca cac nhém lon thi nghiém (Hinh 8D), nhung phét hién céac
mirc cao hon dang ké trong dich BAL cua lon duoc chung ngira KAg (Hinh 8D-E). Pap
tmg khang thé IgA va IgG dbi véi virut vacxin (SwIV HIN2) ciing ¢ xu hudng cao hon
tuong tu & lon dugc ching ngira KAg hon 1a lon dugc chiing ngira PLGA-KAg. Khong
c6 su chénh 1&ch théng ké vé hiéu gia HI khang SWIV HINI trong dich BAL va huyét
tuong gitta cac nhom lon dugce ching ngtra KAg va PLGA-KAg (Hinh 8F-G). Tuong tu,
khdng co6 sy chénh 1éch vé hidu gia HI khang SwIV HIN2 trong huyét twong, nhung hiéu
gid HI trong dich BAL khang SWIV HIN2 cao hon dang ké trong cic nhém lon duoc
chiing ngtra PLGA-KAg so véi cac nhém lon duge ching ngira KAg. Piéu ngac nhién 13
bat ké dap ung khang thé IgG va IgA cao hon dang ké duoc phat hién & lon dugc ching
ngtra KAg, hi¢u gié trung hoa virut cia ching lai twong duong véi higu gié cla cac con
duoc ching nglra PLGA-KAg (Hinh 8H). Nhin chung, dit lidu dap tmg mién dich té bao
va thé dich cho thiy su ching ngira bén trong mili v6i ca KAg va PLGA-KAg déu khong
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tao ra d4p tmg khang thé trung hoa virut va HI manh tai chd & phdi ciing nhu toan than
trong mau cua lgn. Tuy nhién, sy tao nang PLGA cho SwIV KAg d tao ra su mién dich

chéo manh qua trung gian té bao .
Thao luan

Polyme PLGA dugc st dung riéng trong nghién ctru vé dan truyén thubc va
vacxin do c4c tinh chét khoéng doc hai, co6 thé phén huy sinh hoc va tuong hop sinh hoc
(Danhier F, va cong su 2012. J Control Release (Tap chi vé su phéng thich c6 kiém
s04t) 161:505-522). Céc vacxin virut tng vién nén PLGA dugc din truyén trong miii
trong cac mAu loai gim nhim vé6i viée khong c6 bat ky chét bd tro nao d cho thdy kha
nang tuyét voi ctia chung trong viéc chéng lai viém gan B, viém ndo ngua, bénh ctim
va parainfluenza (virut giy bénh kho thd & tré em) bang cach cam tmg dép mg mién
dich té bao va thé dich manh (Thomas C, va cong sw 2011. Mol Pharm (Dugc hoc phan
tr) 8:405-415; Greenway TE, va cong su 1998. Vaccine (Vacxin) 16:1314-1323;
Shephard MJ, va cong s 2003. Res Vet Sci (Nghién cttu trong khoa hoc thiry) 74:187-
190; Yassine HM, va cong su 2015. Nat Med (Y hoc ty nhién) 21:1065-1070; Liu Q,
va cong su J Med Virol (Virut y hoc) 87:1807-1815; Singh M, va cong sy 2001. J
Control Release (Tap chi v& su phong thich ¢6 kiém soat) 70:267-276). Quan sat thay
dap tng khang thé dic hiéu virut duoc ting cudng & bé sita duge ching ngira qua
duong miii vai virut parainfluenza bo dugce tao nang PLGA (Mansoor F, va cong su
2015. BMC Veterinary Research (Nghién ctru thu y) 11:1-11). Céc nghién ctru & lon
cho thiy su din truyén PRRSV bét hoat nén NP PLGA trong mili chi cam {mg téng
cuong dap ung bao vé chéo khi cung st dung véi chit b trg hiéu luc, duoc hd tro véi
dap tng mién dich t€ bao va thé dich manh (Binjawadagi B, va cong su 2014, Int J
Nanomedicine (Tap chi vé y hoc nano quéc té) 9:679-694; Dwivedi V, va cdng su
2012. PLoS One 7:¢51794; Binjawadagi B, va cong su 2014. Int J Nanomedicine (Tap
chi v& y hoc nano quéc té) 9:1519-1535). O lon duoc ching ngira bén trong miii véi
hdn hop peptit t& bao B va T IAV bdo toan duge tao nang NP PLGA, dap tng mién
dich t& bao ddc hidu peptit dugc ting cudng, nhung dap tmg mién dich thé dich lai
yéu; tuy nhién lon khong bi cim 1dm sang va virut thit nghiém nhén bén trong phéi
duoc loai bo vao ngay 7 PC (Hiremath J, va cong su 2016. PLoS One 11:¢0151922).

Trong nghién cru nay, muc tiéu la cai thién dap tng thé dich niém mac va hé théng
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dic hiéu virut va d& minh chimg hiéu luc bao vé chéo cta cac NP PLGA chira SwIV
bét hoat, ma chiing c6 thé cung cip sb lugng epitop té bao B tiém ning 16n hon so véi

mot sb peptit d& chon cho hé mién dich cua lon.

Dé ngin chin su lay truyén va bao vé hiéu qua chéng lai virut cim giy nhiém
tring cac t& bao bidu mé dudng hd hip, viée cam tmg d4p tng khéng thé niém mac théa
dang rit quan trong, va su dan truyén vacxin qua dudng miii c6 kha ning d6 (Zaman M,
va cong su 2013. Methods (Céc phuong phéap) 60:226-231; Almeida AJ, va cong sy 1996.
J Drug Target (Tap chi v& muc tiéu ciia thudc) 3:455-467). Trong nghién ctru duge boc
16, hiéu gia HI dic hiéu ting & lon duoc chiing ngira PLGA-KAg khang virut vacxin,
nhung khong khang virut di ching thir nghiém. Diéu thu vi 14 cac dép tng IgA va IgG
trong dich BAL va d4p ung IgG trong huyét trong cao hon dang ké trong lon dugc ching
ngtra KAg so vé6i lgn duge chung ngira PLGA-KAg ¢ ca trudce va sau thir nghiém, nhung
hiéu gia trung hoa virut khang virut thir nghiém trong dich BAL 14 tuong duong & lon
duoc chiing ngira KAg va lon duge ching ngira PLGA-KAg. Su loai bé virut sao chép
trong 40% phéi lon & lon dugc ching ngtra KAg so véi lon bi nhiém duoc chung ngira
gia c6 thé 1a do céc khang thé va céc t& bio NK bam sinh gia ting, nhung bénh 18m sang
va bénh Iy phéi khong giam. Vi vdy, viéc cam tmg dép tmg mién dich manh qua trung
gian té bao & lon dugc ching ngira SWIV bét hoat 12 can thiét dé han ché muc d6 nghiém
trong ctia bénh cum & lon. Vi vy, cac phuong phap ching ngira d6i méi phai nghién ctru
su mién dich té bao T dé tao ra dap ung bao vé dién rong (Moss P. 2003. Developments
in biologicals (Su phat trién trong sinh hoc) 115:31-37; La Gruta NL, va cong su 2014.
Trends in Immunology (Cac xu huéng trong mién dich hoc) 35:396-402). Cac lympho
bao hoat héa tao ra IFN-y, 1a yéu t6 déng vai trd quan trong trong viéc loai bd virut cim
(Hiremath J, va cdng su 2016. PLoS One 11:¢0151922; Bot A, va cong su 1998. Journal
of Virology (Tap chi virut hoc) 72:6637-6645). Ching ngira PLGA-KAg cam ung déap
g khang thé IgA va IgG it hon ching ngira KAg & c4c vi tri niém mac va toan thén,

nhung hiéu gia HI va VN van twong duong.

Tém lai, su dan truyén vacxin SwIV bt hoat nén PLGA bén trong miii ¢4 cam
g d4p tng mién dich té bio manh, ctru lon khéi bénh 1am sang, lam giam bénh ly
phdi va tai luong virut thir nghiém di ching trong phéi. Ngoai ra, cic mtc ddp ung

khang thé dugc ching ngira bing PLGA-KAg tao ra cao hon nhiéu so véi chiing ngira
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bang peptit HIN1 duoc bao trong NP & lon (Hiremath J, va cong su 2016. PLoS One
11:0151922).

Trir khi duoc quy dinh khéc di, tat ca cac thuat ngit k¥ thuat va khoa hoc dugc st
dung trong tai liéu nay c6 ciing nghia thong thudng theo hidu biét ctia ngudi c6 trinh do
trong linh vuc ma sang ché nay lién quan ti. Cac cong bd duge trich dan trong bin mo
t4 ndy va cac tai lidu c6 céc cong bd duge trich din dugc két hop diy du vao don nay

bang céch vién dan.

Nhimng ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc s& hiéu, hogc c6 thé biét rd
bang cach thuc hién thi nghiém thudng xuyén, cdc phuwong 4n tuong duong véi cac
phuong 4n cu thé cia sang ché duoc mé ta & ddy. Cac phuong 4n twong dwong ndy duoc

bao gdm trong phan yéu ciu bao ho kém theo.

Bang 1: Thiét ké thi nghiém thé hién su phan bd lon & mdi nhém
.| Ché phim vacxin
Nhém  thi| o | Che ra  th
nghiém lon | =" neuad M Chiing ngira thirhai | Ngay thir nghiém
(DPV 0/DPC -35) (DPV 21/DPC -14) | (DPV 35/DPC 0)
gil;ung neta | 4 Chét chiing ngira gia | Chét chung ngira gia ;};at ching ngira
Ching nglra
gida + Tha|8 Chét ching ngira gia | Chét ching ngira gia SwIV OH7
A (HIN1)
nghiém
KAg + Thu g SwIV.~ OHI0 | SwIV ~ OHIO | SwIV OH7
nghiém (HIN2) bat hoat (HIN2) bat hoat (HINT)
SwIV OH10
X SwIV OH10
PLGA-KAg (HIN2) bat hoat B
N Thit | 9 dwoc  tao  nang (HIN2) bat hoat | SWIV OH7
nohiem PLGA dugc tao nang | (HIN1)
Shie PLGA
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Bang 2: Tdng hop diém s6 diém bénh tich phdi theo bénh 1y va hiéu gi4 virut thir

nghiém?

Hi¢u gia )

virut® Dich phét miii

i . |Diém ] £ [~ 2 £
Itjihom dicu bé nh ticl} dai I]?Izrélb sO I’E%T sO Dich
- thé & phdi BAL
(Ngay 6|Ngay 4
PC) PC Ngay 6 PC
0,140,0 0,040,0 |0,0+0,0
Ching ngira|0,0+0,0 C A 0,1£0,1 Al A 0,0+0,0 A
gia 0/7) 6 (1/7) o) o) (0/7)
Ching nglra|23943 18 |02 1224048 [53203B|2501 |23206B
gia + Thu B B
nghiém (8/8) ws GO (8/8) /8 (6/8)
20,843,7  [1,3+0,1 5,0+0,4 |1,8+0,5
KAg + Thu|ap B 1,3£0,3 B |2,4+0,7 C B AB
nghiém
& (8/8) @y |7®) R

PLGA-KAg 1,0+0,1 0,8+0,5 |4,7+0,1 |1,6£0,5
; e 12,1423 A | 03+0,1A | o B AR
nghigm  |©/) oo O 29 o/ |69

Phéi cua lon dugc ching ngira va thir nghiém virut duoc kiém tra vé bénh tich dai

thé & phdi, bénh tich vi thé & phdi, cac diém s6 héa mé min dich (IHC) va hidu gia

virut trong dich BAL va c4c mau dich phét mii.

2Cac gia tri trung binh ctia 7 hoac 9 con lon + SEM dugc trinh bay, trong ngoac la sb lon

duong tinh/téng s6 con lon. °Cac thity dinh bén phai, thily tim va thity hoanh duoc kiém

tra & mdi con lon va diém sb trung binh ctia 7 hodc 9 con lon trong nhém Ion duogc chi

dinh. °Céc gia tri duoc chuyén sang thang do log10. Cac mAu tu A, B va C dai dién c4c

nhém ctia cic gia tri trung binh theo mdi théng sb chénh 1éch déng ké gitta cac nhém véi

nhau (P < 0,05). Céac gié tri trung binh dugc danh dau béng cing mau tu khong c6 su
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chénh 1éch dang ké, trong khi céc gi4 tri trung binh dugc danh diu bang nhitng miu tur
khéc nhau c6 su chénh 16ch dang ké. Dit liéu duoc phan tich bing ANOVA mdt yéu td,
sau d6 thyc hién kiém dinh post-hoc Tukey.
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YEU CAUBAO HQ

. Ché phém dé diéu tri hodc ngan nglra bénh ciim lgn, chira virut cim lon A bét hoat va
hat nano, trong dé hat nano dugc li€n két vé&i virut cum lon A bét hoat, va ché phim

nay con chira chét bb trg.
. Ché phim theo diém 1, trong d6 hat nano c6 tinh sinh mién dich.

. Ché phém theo diém 1, trong do6 hat nano duoc lién hop véi virut cim lon A bat

hoat.

. Ché phdm theo diém 1, trong d6 hat nano duoc chon tir nhém bao gbm chitosin, canxi

phosphat, va cac lipit ctia céc vi khudn khac nhau.

. Ché phim theo diém 1, trong d6 virut cim lon A bat hoat 14 ching virut ctim lon A
HINT, HIN2 hodc H3N2.

. Ché phim theo diém 1, trong d6 virut ciim lon A bat hoat dwoc 1am bét hoat béi tia

cuc tim.
. Vacxin chira ché phdm theo diém 1 trong chit mang dugc dung.
. Ché phdm theo diém 1, trong d6 hat nano chira poly(lactit co-glycolit) (PLGA).

. Ché phim theo diém 4, trong d6 cic vi khudn khac nhau c6 thé 1a E. coli,

mycobacteria, leptospira va cac hdn hop ctia chiing.

10. Ché pham theo diém 1, trong d6 chat b trg chita san phdm phéan giai Mycobacterium.

11. Ché phim theo diém 1, trong d6 chét bd tro chira san phim phén giai toan bd t& bao

Mycobacterium smegmatis.

12. Ché phim theo diém 1, trong d6 chét bd tro chira san phdm phan giai toan bd t bao

Mycobacterium tuberculosis.

13. Vacxin theo diém 7, trong d6 ché phdm chira tir 1x10% ¢én 1x10° TCIDso virut cim

lon A trude khi bat hoat.

14.Ché phim dé didu tri hoic ngan ngira bénh ctim lon, chira virut cim lon A bit hoat

va hat nano, trong d6 hat nano duogc lién két v&i virut cim lon A bét hoat, va ché
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phdm nay con chtra chit bd tro, trong d6 ché phdm nay chira tir 1x10® dén 1x10°

TCIDso virut cim lon A trude khi bat hoat.
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