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Linh vuc k§ thuit dwoe dé cap

Séang ché dé cap dén phic chét chira oligonucleotit c6 hoat tinh kich thich
mién dich, va s dung né. Cu thé 13, sang ché d& cap dén phirc chét chua
oligodeoxynucleotit CpG (ODN) c6 hoat tinh kich thich mién dich, B-glucan, va st
dung ctia no.

Tinh trang k¥ thuét ciia sang ché

Oligodeoxynucleotit CpG (ODN CpG) 1a ngén (khoang 20 cip bazo), doan
ADN tdng hop soi don chira md-tip CpG kich thich mién dich, chat chi van tiém tang
cho thy thé gidng Toll 9 (TLRY), hoat hoa céc té bao dudi gai (DC) va cée té bao B dé
sén xudt c4c interferon (IFN) typ I va cac xytokin gy viém (céc tai liéu phi sang ché
1, 2), va déng vai tro 13 t4 duge dbi véi ca cac phan tmg dich thé typ Th1 va mién dich
t& bao bao gdm cac phan tmg lympho bao T gy doc t€ bao (CTL) (c4c tai liéu phi
sang ché 3, 4). Do d6, ODN CpG dugc cho 1a thude c6 kha ning diéu tri mién dich
chdng lai cac bénh 13y nhiém, bénh ung thu, bénh hen suyén, va chimg hen suyén do
phan hoa (c4c tai liéu phi séng ché 2, 5)

C6 it nhét 4 loai ODN CpG, mdi loai ¢6 cdu trac chinh, trinh t, va cac dic
tinh kich thich mién dich khac nhau (tai liéu phi séng ché 6). ODN CpG typ D (con
dugc goi 1a A), thudng chita mdt mo-tip CpG dbi ximg v6i chu tric chinh
phosphodieste (PO) va doan cudi phosphothioat (PS) poly G, ma hoat héa cac té bao
dudi gai dang tuong bao (cac pDC) dé san xuét luong 16n IFN-a, nhung khong kich
thich sy trudng thanh pDC va su hoat hoa té bao B (c4c tai lidu phi sang ché 7, 8). Ba
typ khéc ctia ODN ¢6 cdu triic chinh PS. ODN CpG typ K (con dugc goi 1a B) chira
nhiéu mé-tip CpG bét dbi ximg, va hoat hoa manh cac t& bao B dé san xuét IL-6 va
cac pDC dén luc trudng thanh, nhung hiu nhu khéng san xuat IFN-o. (c4c tai lidu phi
sang ché 8, 9). Gan day, ODN CpG loai C va P di dugc phat trién; cac loai nay tuong
tmg chira mot va hai trinh ty CpG dbi xtmg, ca hai loai déu c6 thé hoat hoa cac té bao
B gibng typ K va cac pDC gidng typ D, mic dit ODN CpG loai C gdy ra sy san xuét
IFN-0. yéu hon so v6i ODN CpG typ K (céc tai liéu phi sang ché tir 10 dén 12).
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Nhiéu ODN CpG typ K vuot trdi duge md ta ¢ tai lidu sing ché 1.

ODN CpG typ D va P dugc thé hién duéi dang cac chu tréc béc cao, su ghép
cip bazo Hoogsteen dé tao thanh cac cdu tric c6 bén gen trdi song song duoc goi 1a
céc bd bdn G, va sur ghép cip bazo Watson—Crick twong Umg giita céc phén tai nhiém
cis- VA trans-, ma can cho viéc san sinh IFN-0. manh m& boi cac pDC (c4c tai lidu phi
sang ché 12-14). Mac du céac cAu trac béc cao nay co vé la can thiét cho su khu tra &
céc thé ndi bao sém va su truyén tin hiéu qua TLRY, chiing trai qua cc hién tuong da
hinh san phdm, su két tu va két tia, do d6 giy can tré cac Umng dung 1am sang cla
chiing (tai liéu phi sang ché 15). Do d6, chi cé6 ODN CpG typ K va C thuong cb san
14 cac thude didu tri mién dich va céc ta duoc cua vacxin dé sir dung & nguoi (tai lidu
phi sang ché 16 va 17). Trong khi ODN CpG typ K ting cudng tinh gy mién dich
cla cic vacxin c¢d muc tiéu 1a cac bénh lay nhiém va cac bénh ung thu & céc thir
nghiém 1am sang & ngudi (cc tai lidu phi sang ché 6, 16), lién két hoa hoc hogc vat
Iy gitta khang nguyén va ODN CpG typ K 14 can thiét cho c4c hiéu qua t4 duore toi uu.
Céc két qua nay chi ra ring bdn typ nay (K, D, P, va C) ctia ODN CpG c6 céc uu
didm va nhuge diém, tuy nhién su phét trién ODN CpG ~ “tét ca trong mdt” hoat hod
ca cac té bao B va cac pDC ma khong gy két tu van chua dugc hoan thanh.

Schizophylan (SPG), B-1,3-glucan hoa tan dugc dan xuét tir Schizophyllum
commune, 12 thubc di duge phé duyét & Nhat Ban 1am chét ting cudng phép tri liéu
bang tia X & c4c bénh nhan ung thu bidu mé ¢ tir cung, trong ba thap ky gan day (tai
liéu phi sang ché 18). Tuong tu, lentinan (LNT), B-1,3-glucan tan dugc dan xuét tir
ndm dong 6, 1a thudc duge phé duyét nam 1985, va duoc st dung két hop véi
thube floropyrimidin cho cac bénh nhan méic bénh ung thu da day ti phat va
khong phau thuat duge (cac tai liéu phi sang ché 19, 20). p-1,3-Glucan thé hién sy
tao thanh phtc chat véi poly deoxyadenylat (dA) & dang ciu tric chudi xoén ba (tai
liéu phi sang ché 21). |

Céc tai liéu sang ché tir 2 dén 4 boc 16 sir dung phiic chat hoa tan trong
nude cta B-1,3-glucan bao gdm schizophyllan va axit nucleic (gen) lam chit mang
gen. Céc tai liéu nady md ta rang su hinh thanh phtic chit ting cudong hoat dong dbi
nghia cuia gen va hoat ddng khang nucleaza cta no.

Tai liéu sdng ché 5 boc 10 sir dung céc polysacarit ¢6 lién két f-1,3 1am chat
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mang (cht chuyén nap) ting cuong hoat dong cta oligonucleotit kich thich mién
dich ¢6 trinh tu CpG, trong d6 lién két phosphodieste dugc thé bang lién két
phosphothioat hoic lién két phosphodithioat.

Tai liéu séng ché 6 boc 16 phire chét kich thich mién dich gdm ¢6 nucleotit
kich thich mién dich va B-1,3-glucan c6 chudi bén lién két B-1,6-gluco dai.

Trude day, cac tic gia sang ché di ching minh rang chudt va ODN CpG
duoc 1am gidng nhu ctia nguoi lién két véi poly dA c6 lién két phosphodieste & dau 5’
duoc tao phirc véi SPG dé ting cuong sur san xuét xytokin va dong vai trd lam ta dugc
cia vacxin cim va thudc phong ngira hosic diéu tri cdc bénh lién quan dén t& bao Th2
(c4c tai liéu phi sang ché 22, 23, tai liéu sang ché 7). Khi poly(dA) dugc thém vao
dau 5’ctia CpG ctia mdi typ K va typ D d& tao thanh phirc chét véi SPG thi cé hai
du thé hién hoat tinh da duoc ting cudng trong khi d6 van duy tri duge dic tinh
cua typ K va typ D. Tuy nhién, kho dé dat duoc céc hiéu suit cao clia phiic chat
CpG-SPG theo hudng hiéu qua ctia né cao hon va hiéu qué chi phi tién 1am sang ciing
nhu phét trién 14m sang. Gan day, khi poly(dA) 6 lién két phosphothioat lién két véi
ODN CpG, thi hiéu qua cta su hinh thanh phutrc chit d3 duoc nang cao 1én gan 100%
(tai lidu phi sang ché 24). Tuy nhién, khéo sat toan dién chua dugc tién hanh d xé4c
dinh trinh tw CpG duoc lam giéng nhu ctia ngudi 8t nhat va sy t6i uu héa cac yéu tb
d8 dat dugc cc hoat tinh “tit ca trong mot” cho bén typ ctia ODN CpG.

Tai lidu sang ché 8 boc 16 phuong phap san xuét phtic chét loai tam phan
khang nguyén/ CpG oligonucleotit/B-1,3-glucan.
Danh sach tai liéu
Céc tai lidu sang ché
Tai lidu sang ché 1: US 8,030,285 B2
Tai lidu séng ché 2: WO 01/034207 Al
Tai lidu sang ché 3: WO 02/072152 Al
Tai liéu sang ché 4: JP-A-2004-107272
Tai liéu sang ché 5: WO 2004/100965 A1
Tai lidu séng ché 6: JP-A-2007-70307
Tai liéu séang ché 7: JP-A-2008-100919
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Tai liéu séng ché 8: JP-A-2010-174107

Céc tai liéu phi sang ché

Tai liéu phi sang ché 1: Hemmi, H., et al. A Toll-like receptor recognizes bacterial
DNA. Nature 408, 740-745 (2000).

Tai liéu phi sang ché 2: Krieg, A.M. Therapeutic potential of Toll-like receptor 9
activation. Nature reviews. Drug discovery 5, 471-484 (2006).

Tai liéu phi sang ché 3: Brazolot Millan, C.L., Weeratna, R., Krieg, A.M., Siegrist,
C.A. & Davis, H.L. CpG DNA can induce strong Th1 humoral and cell-mediated
immune responses against hepatitis B surface antigen in young mice. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America 95, 15553-
15558 (1998).

Tai liéu phi sang ché 4: Chu, R.S., Targoni, O.S., Krieg, A.M., Lehmann, P.V. &
Harding, C.V. CpG oligodeoxynucleotides act as adjuvants that switch on T helper 1
(Thl) immunity. The Journal of experimental medicine 186, 1623-1631 (1997).

Tai liéu phi sang ché 5: Klinman, D.M. Immunotherapeutic uses of CpG

oligodeoxynucleotit. Nature reviews. Immunology 4, 249-258 (2004).

Tai liéu phi sang ché 6: Vollmer, J. & Krieg, A.M. Immunotherapeutic applications
of CpG oligodeoxynucleotide TLR9 agonists. Advanced drug delivery reviews 61,
195-204 (20009).

Tai liéu phi sang ché 7: Krug, A., et al. Identification of CpG oligonucleotide
sequences with high induction of IFN-alpha/beta in plasmacytoid dendritic cells.
European journal of immunology 31, 2154-2163 (2001).

Tai liéu phi séng ché 8: Verthelyi, D., Ishii, K.J., Gursel, M., Takeshita, F. &
Klinman, D.M. Human peripheral blood cells differentially recognize and respond to
two distinct CPG motifs. Journal of immunology 166, 2372-2377 (2001).

Tai liéu phi sang ché 9: Hartmann, G. & Krieg, A.M. Mechanism and function of a
newly identified CpG DNA motif in human primary B cells. Journal of immunology
164, 944-953 (2000).

Tai liéu phi sang ché 10: Hartmann, G., et al. Rational design of new CpG

oligonucleotides that combine B cell activation with high IFN-alpha induction in
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plasmacytoid dendritic cells. European journal of immunology 33, 1633-1641 (2003).
Tai lidu phi sang ché 11: Marshall, J.D., et al. Identification of a novel CpG DNA

class and motif that optimally stimulate B cell and plasmacytoid dendritic cell
functions. Journal of leukocyte biology 73, 781-792 (2003).

Tai lidu phi sang ché 12: Samulowitz, U., et al. A novel class of immune-stimulatory
CpG oligodeoxynucleotides unifies high potency in type I interferon induction with
preferred structural properties. Oligonucleotides 20, 93-101 (2010).

Tai liéu phi sang ché 13: Kerkmann, M., et al. Spontaneous formation of nucleic
acid-based nanoparticles is responsible for high interferon-alpha induction by CpG-A
in plasmacytoid dendritic cells. The Journal of biological chemistry 280, 8086-8093
(2005).

Tai li€u phi sang ché 14: Klein, D.C., Latz, E., Espevik, T. & Stokke, B.T. Higher
order structure of short immunostimulatory oligonucleotides studied by atomicforce
microscopy. Ultramicroscopy 110, 689-693 (2010).

Tai liéu phi sang ché 15: Puig, M., et al. Use of thermolytic protective groups to
prevent G-tetrad formation in ODN CpG D type: structural studies and
immunomodulatory activity in primates. Nucleic acids research 34, 6488-6495 (2006).
Tai li€u phi sang ché 16: Bode, C., Zhao, G., Steinhagen, F., Kinjo, T. & Klinman,
D.M. CpG DNA as a vaccine adjuvant. Expert review of vaccines 10, 499-511 (2011).
Tai li€u phi sang ché 17: McHutchison, J.G., et al. Phase 1B, randomized, double-
blind, dose-escalation trial of CPG 10101 in patients with chronic hepatitis C virus.
Hepatology 46, 1341-1349 (2007).

Tai liéu phi sang ché 18: Okamura, K., et al. Clinical evaluation of schizophyllan
combined with irradiation in patients with cervical cancer. A randomized controlled

study. Cancer 58, 865-872 (1986).
Tai liéu phi sang ché 19: Oba, K.; Kobayashi, M.; Matsui, T.; Kodera, Y.; Sakamoto,
J. Individual patient based meta-analysis of lentinan for unresectable/recurrent gastric

cancer. Anticancer Res., 2009, 29, 2739-2746.
Tai li€u phi sang ché 20: Nakano, H.; Namatame, K.; Nemoto, H.; Motohashi, H.;
Nishiyama, K.; Kumada, K. A multi-institutional prospective study of lentinan in
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advanced gastric cancer patients with unresectable and recurrent diseases: Effect on
prolongation of survival and improvement of quality of life. Hepato-Gastroenterol.,
1999, 46, 2662-2668.

Tai liéu phi sang ché 21: Sakurai, K., Mizu, M. & Shinkai, S. Polysaccharide-
polynucleotide complexes. 2. Complementary polynucleotide mimic behavior of the

natural polysaccharide schizophyllan in the macromolecular complex with single-
stranded RNA and DNA. Biomacromolecules 2, 641-650 (2001).

Tai liéu phi sang ché 22: Shimada, N., et al. A polysaccharide carrier to effectively
deliver native phosphodiester CpG DNA to antigen-presenting cells. Bioconjugate
chemistry 18, 1280-1286 (2007).

Tai lidu phi sang ché 23: Koyama, S., et al. Plasmacytoid dendritic cells delineate
immunogenicity of influenza vaccine subtypes. Science translational medicine 2,
25ra24 (2010).

Tai liéu phi sang ché 24: Minari, J., et al. Enhanced cytokine secretion from primary
macrophages due to Dectin-1 mediated uptake of CpG DNA/beta-1,3-glucan complex.
Bioconjugate chemistry 22, 9-15 (2011).
Ban chét ky thuit cia sang ché
Céc van d& can duoc giai quyét

Van dé duogc giai quyét boi sang ché 13 tao ra thude kich thich mién dich c6
hoat tinh manh hon c4c phirc chit CpG-SPG théng thudng,
Cach thirc giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché da tién hanh cac nghién ctru chuyén sdu va nhén thiy
rang phtic chit méi chira ODN CpG typ K (K3) (SEQ ID NO: 2) ¢6 doan cudi
poly(dA) & d4u 3’ va SPG, cu thé 13 K3-SPG. N6 tao thanh hat nano bac cao ma c6
thé dugc hoa tan hoan toan. Tuong ty, cac tac gia sang ché ciing thanh cong trong
viée san xuét phic chit K3-LNT méi chita ODN CpG typ K néu trén va lentinan
(LNT). Mac du K3-SPG va K3-LNT khong c6 trinh tv ODN CpG typ D, nhung
dong thoi c6 hoat tinh kich thich mién dich chi ¢6 riéng & ODN CpG typ K (vi du
nhu, hoat tinh dé hoat héa céc t& bao B (tdt hon 13, cac té bao B & ngudi) dé san

xuét IL-6), va hoat tinh kich thich mién dich chi ¢6 riéng & ODN CpG typ D (vi du

_7-



33301

nhu, hoat tinh d& hoat hoa t& bao plasma gidng cac té bao dudi gai dé san xuét IFN-
). Ngoai ra, K3-LNT va K3-SPG c6 hoat tinh ta duoc ctia vacxin tiém tang va, khi
duge tiém chung cung vdi khang nguyén dé gy mién dich, ching gay ra ca mién
dich dic hiéu ctia khang nguyén va mién dich t& bao, va da thuc su thé hién higu
qua bao vé khoi sy lay nhidm virat RSV va vir(t cim mét cach rat tiém ning.
Ngoai ra, cc téc gia sang ché da nghién clru dya trén cac phat hién nay va hoan
thanh sang ché.
Theo d6, sang ché d& cép dén cac van dé sau.

[1] Oligodeoxynucleotit chira oligodeoxynucleotit CpG typ K duoc lam gidng nhu
clia ngudi va poly deoxyadenylat, trong do poly deoxyadenylat dugc dat & dau 3’
cua oligodeoxynucleotit CpG typ K dugc lam gibng nhu ctia nguoi.

[2] Oligodeoxynucleotit theo [1], trong do6 oligodeoxynucleotit CpG typ K dugc
lam gibéng nhu cia ngudi cb chidu dai khong dudi 10 nucleotit, va ¢6 trinh tu

nucleotit duoc thé hién béng cong thuc sau:
5N, N, N3 T-CpG-WN, NN 3"

trong d6 md tip CpG ¢ trung tdm khong dugc metyl hoa, W 1a A hodc T, va Ny, Na,
N3, Ny, N5 va Ng co thé 13 cac nucleotit bat ky.

[3] Oligodeoxynucleotit theo [1] hodc [2], trong d6 oligodeoxynucleotit CpG typ K
duoc lam gidng nhu clia ngudi ¢6 trinh tu nucleotit dugce thé hién bang SEQ ID
NO: 1.

[4] Oligodeoxynucleotit theo muc bét ky tir [1] dén [3], trong d6 cac lién két
phosphodieste trong oligodeoxynucleotit dugc thé mot phan hoic toan bo béng céc
lién két phosphothioat.

[5] Oligodeoxynucleotit theo [4], trong d6 céc lién két phosphodieste trong
oligodeoxynucleotit dugc thé toan b bang céc lién két phosphothioat.

[6] Oligodeoxynucleotit theo muc bit ky tir [1] dén [5], trong d6 poly
deoxyadenylat ¢ chiéu dai tir 20 dén 60 nucleotit.

[7] Phuc chét chira oligodeoxynucleotit theo muc bat ky tir [1] dén [6] va B-1,3-

glucan.



33301

[8] Phic chit theo [7], trong d6 P-1,3-glucan 13 lentinan, schizophyllan,
scleroglucan, curdlan, pachyman, grifolan, hoac laminaran.

[9] Phirc chét theo [8], trong d6 B-1,3-glucan 13 lentinan, schizophyllan hodc
scleroglucan.

[10] Phuc chét bao gém oligodeoxynucleotit duoc mé ta & muc (i), va B-1,3-glucan
dugc mo ta & muc (ii) sau day:

(i) Oligodeoxynucleotit trong do poly deoxyadenylat dai ttr 20 dén 60 duoc lién két
& dau 3’ cla oligodeoxynucleotit co trinh tu nucleotit dugc thé hién béng SEQ ID
NO: 1, va tht ca lién két phosphodieste duoc thé bang cac lién két phosphothioat
(ii) lentinan hodc schizophyllan.

[11] Phirc chét theo muc bt ky tir [7] dén [10], ¢6 cAu trac chudi xodn ba.

[12] Phute chit theo muc bat ky tir [7] dén [11], ¢6 hoat tinh dé hoat héa cac té bao
B dé san xuét IL-6, va hoat tinh dé hoat héa céc té bao dudi gai dé san xuét IFN-q.
[13] Duoc phdm chira oligodeoxynucleotit theo muc bét ky tir [1] dén [6], hodc
phtic chét theo muc bat ky tir [7] dén [12].

[14] Dugc phim theo muc [13] ding dé phong ngira hozic diéu tri bénh nhiém virut,
bénh ung thu, bénh di tng, hodc bénh nhiém dong vat nguyén sinh ky sinh ndi bao
hodc vi khuan.

[15] Duoc pham theo muc [14] ding dé phong ngira hogc didu tri bénh nhiém virut.
[16] Dugc phim theo muyc [15], trong d6 bénh nhiém virut 13 bénh nhiém virut RS
hodc virut cim.

[17] Thudc kich thich sy san sinh interferon typ I v&/ hodc typ II, chira phtic chat
theo muc bat ky tir [7] dén [12].

[18] Thudc kich thich mién dich chira oligodeoxynucleotit theo muc bt ky tir [1]
dén [6], hodc phitc chét theo muc bét ky tir [7] dén [12].

[19] Thudc kich thich mién dich theo muc [18] ma 14 t4 duoc ciia vacxin.

[20] Thudc phong ngira hodc diéu tri bénh nhiém virut, bénh ung thw, bénh di tmg,
hodc bénh nhiém ddng vat nguyén sinh ky sinh néi bao hodc vi khuén chua
oligodeoxynucleotit theo muc bét ky tir [1] dén [6], hodc phirc chét theo muc bat

-0



33301

ky tir [7] dén [12].

[21] Thudc phong ngira hodc diéu tri theo muc [20], trong d6 bénh nhiém virut 1a
bénh nhiém virut RS hodc virut ciim.

[22] St dung oligodeoxynucleotit theo muc bét ky tir [1] dé [6], hodc phirc chat
theo muc bét ky tir [7] d&én [12] trong san xuét duge phdm.

[23] St dung theo muc [22], trong d6 dugc phdm 13 duoc phdm dé phong ngira
hodc didu tri bénh nhidm virut, bénh ung thu, bénh di tng, hodc bénh nhiém dong
vét nguyén sinh ky sinh ndi bao hodc vi khuén.

[24] St dung theo muc [23], trong d6 bénh nhiém virut 1a bénh nhiém virut RS
hodc virut ciim.

[25] Phuong phap diéu tri hodc phong ngira bénh & dong vat mau néng bao gbém
cho dong vat mau néng st dung lugng duge ly hi€u qua oligodeoxynucleotit theo
muc bat ky tir [1] dén [6], hodc phrc chét theo muc bat ky tir [7] dén [12].

[26] Phuong phép theo muc [25], trong d6 bénh 1a bénh nhiém virut, bénh ung thu,
bénh di g, hodc bénh nhiém ddng vat nguyén sinh ky sinh ndi bao hodc vi khuén.
[27] Phuong phap theo muc [26], trong d6 bénh nhiém virut 1a bénh nhiém virut
RS hodc virut cam.

[28] Phuong phéap theo muc bat ky tir [25] dén [27], trong d6 dong vat méu néng 1a
nguoi.

[29] Phuong phap kich thich phan ting mién dich bdo vé & dong vit mau néng bao
gdm cho dong vt mau nong st dung lugng duoc ly hiéu qua oligodeoxynucleotit
theo muc bét ky tir [1] dén [6], hodc phirc chit theo muc bét ky tir [7] dén [12].

[30] Oligodeoxynucleotit theo muc bat ky tir [1] dén [6], hodc phic chét theo muyc
bat ky tir [7] dén [12] dé st dung trong didu trj hodc phong ngira bénh nhiém virut,
bénh ung thu, bénh di img, hodc bénh nhiém dong vat nguyén sinh ky sinh ndi bao
hodc vi khuén.

[31] Oligodeoxynucleotit hodc phiic chét theo muc [30], trong d6 bénh nhiém virut
12 bénh nhiém virut RS hodc virut cim.

[32] Duoc pham chia
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(a) oligodeoxynucleotit theo muc bét ky tir [1] dén [6], hodc phirc chét theo muc
bat ky tir [7] dén [12], va
(b) khang nguyén.
[33] Dugc phim theo muc [32] ma ding dé kich thich phan Gmg mién dich véi
khang nguyén.
[34] Duogc pham theo muc [33], trong d6 khang nguyén ¢ ngudn gde tlr tac nhan
gay bénh.
[35] Duoc phim theo muc [34], ma ding dé phong ngira hozic diéu tri bénh nhiém
tac nhan gy bénh.
[36] Dugc phdm theo muc [35], trong d6 tic nhan gdy bénh 14 virut.
[37] Dugc phim theo muc [36], trong d6 virut 1a virut RS hogc virut cim.
Hiéu qua cia sang ché

Séng ché d& xuét oligodeoxynucleotit c6 hoat tinh kich thich mién dich
vuot trdi va phirc chét chita oligodeoxynucleotit nay. Cu thé 13, phiic chét theo
sang ché c6 ddng thoi ca hoat tinh kich thich mién dich chi ¢6 riéng & ODN CpG
typ K, va hoat tinh kich thich mién dich chi c6 riéng & ODN CpG typ D. Ngoai ra,
do phtrc chét theo séng ché c6 hoat tinh t4 dugc ctia vacxin manh, nén khi su gay
mién dich bang phirc chét theo sang ché clng v6i khang nguyén dugc thuc hién, ca
mién dich dic hiéu ctia khdng nguyén va mién dich t& bao déu dugc kich thich dé
tao ra hidu qua bao vé khoi su 14y nhiém mot cach manh mé&. Do do, phirc chét theo
sang ché 13 httu ich 1am thude kich thich mién dich hodc t4 dugc clia vacxin.
MO ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién phuong phép tao phirc ctia ODN CpG va LNT hodc SPG.

Fig.2 thé hién su san sinh moi IFN-0, bang cic PBMC.

Fig.3 thé hién profin cta xytokin dugc sin xuét tir cac PBMC ngudi kich
thich K3, K3-dA40 hodc K3-SPG.

Fig.4 thé hién hinh anh quét cia K3-SPG qua kinh hién vi dién .

Fig.5 thé hién céc c& hat K3-SPG, SPG va D35 dugc phan tich bing tin xa
anh sang dong.
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Fig.6 thé hién su san sinh moi IFN-a, IFN-02, va IFN-y béng cac PBMC
duoc gy ra bdi su kich thich vai K3, K3-SPG hodc D35.

Fig.7 thé hién sy san sinh moi IFN-a. va IL-6 béng cac PBMC ngudi, ma
duoc gy ra bang sy kich thich véi K3, K3-dA40, K3-SPG, CpG21798 (ODN CpG
typ P), CpG21889(P), CpG2395(C) hodc M362(C) (0,74, 2,2, 6,6 hodc 20ug/ml).

Fig.8 thé hién su cung khu trt ctia K3-SPG véi ODN CpG thé ndi bao chira
ODN CpG typ K. Thang do thé hién 10pM. Cac két qua 12 dai dién cua it nhat hai
thi nghi€m doc 1ap.

Fig.9 thé hién su cing khu tri cia K3-SPG véi thé ndi bao chira ODN CpG
typ D. Thang do thé hién 10uM.

Fig.10 thé hién cac chudn do do khang thé huyét thanh dic hidu khang
nguyén cua chudt dugc mién dich v6i OVA riéng 1& OVA+K3, hoiic OVA+K3-
SPG. *p < 0,05 (Thir nghiém Mann-Whitney U).

Fig.11 thé hién su san sinh IFNy tir c4c té bao 14 lach clia chudt dugc mién
dich v6i OVA riéng r&, OVA+K3, hodc OVA+K3-SPG, ma duoc gy ra béng cach
tai kich thich v6i khang nguyén.

Fig.12 thé hién ty 1& ctia cac t& bao CD8 T dic hidu OVA bang cach mién
dich v6i OVA riéng 1&, OVA+K3, hoic OVA+K3-SPG. *p < 0,05 (Thtr nghiém
Mann-Whitney U).

Fig.13 thé hién cac hoat tinh CTL dic hiéu OVA in vivo dugc giy ra bdi sy
mién dich véi OVA riéng 18, OVA+K3, OVA+K3-dA40 hodc OVA+K3-SPG. *p
< 0,05 (Tht nghiém Mann-Whitney U).

Fig.14 thé hién hiéu qua ta dugc peptit cta vacxin cua K3-SPG.

Fig.15 thé hién hiéu qua t4 dugc phu thude liéu cia K3-SPG.

Fig.16 thé hién c4c chudn do khang thé huyét thanh ddc hiéu véi khang
nguyén cda chudt dugc mién dich véi OVA riéng r&, OVA+K3, hodc OVA+K3-
SPG. Lidu lugng OVA & thdi diém mién dich dugc thé hién trén mbi biéu do. *p <
0,05 (Th nghiém Mann-Whitney U).

Fig.17 thé hién su san sinh IFNy tir c4c té bao 14 lach cta chudt duge mién
dich v&i OVA riéng 1&, OVA+K3, hodc OVA+K3-SPG, ma dugc gy ra bdi su tai
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kich thich v6i khang nguyén. Liéu luong OVA & thoi diém mién dich dugc thé
hién trén mdi biéu do.

Fig.18 thé hién lién két ciia SPG véi miu trdng (vecto), chét chuyén nhiém
Dectin-1, hodc Dectin-2.

Fig.19 thé hién lién két ciia K3 hodic K3-SPG véi tréng (vecto), chét
chuyén nhiém Dectin-1, hozc Dectin-2.

Fig.20 thé hién su san sinh TNF-o tr cdc t& bao 14 lach clia chudt
C57BL/6J hodc chudt thiéu hut Dectin-1 gay ra bdi su kich thich loai bé Zymosan.

Fig.21 thé hién sy san sinh TNF-a tir cac t& bao 14 lach cta chudt
C57BL/6J hodc chudt thiéu hyt Dectin-1 gdy ra boi su kich thich SPG.

Fig.22 thé hién hiéu qua ctia Zymosan d4 loai bd tir sy san sinh IFN-a. tlr
céc & bao 14 1ach ctia chudt C57BL/6J hode chudt thiéu hut Dectin-1 gay ra boi sur
kich thich ODN CpG. *p < 0,05 (thr nghiém t).

Fig.23 thé hién hiéu qua ctia SPG ddi v6i su san sinh IFN-a, tir céc té bao 14
lach ctia chuot C57BL/6J, ma dugc gdy ra boi su kich thich ODN CpG.

Fig.24 thé hién su san sinh xytokin gay ra bdi K3-SPG phu thudc TLRO. a)
su san sinh IFN-o, bdi cac FL-DC, b) su san sinh IL-6 va IL-12 p40 tir cac té bao 14
lach, ¢) sy san sinh IFN-a tir cac FL-DC, d) su san sinh IL-6 va IL-12 p40 tir cac té
bao 14 lach.

Fig.25 thé hién céc chudn d6 khang thé huyét thanh dic hiéu véi khang
nguyén cta chudt Tlr9+/+ hodc Tlr9-/- duge mién dich véi OVA+K3-SPG. *p <
0,05 (Thir nghiém Mann-Whitney U).

Fig.26 thé hién su san sinh IFN-y tir céc té bao 14 lach cua chudt Tlr9+/+
hodc TIr9-/- duoc mién dich vdi OVA+K3-SPG gay ra boi su tai kich thich véi
khang nguyén. *p < 0,05 (Tht nghiém Mann-Whitney U).

Fig.27 thé hién ty 18 ctia céc té bao CD8 T dic hiéu OVA gay ra béi sy
mién dich cua chudt Tlr9+/+ hodc TIr9-/- véi OVA+K3-SPG. *p < 0,05 (Thu
nghiém Mann-Whitney U).

Fig.28 thé hién hiéu qua t4 duoc ctia K3-SPG khéng phu thudc Dectin-1. a)
Chuan do khang thé dic hiéu khang nguyén trong huyét thanh. b) Sy san sinh IFN-
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v tir té bao 14 lach do su tai kich thich khang nguyén. c) Ty 1¢ clia c4c té bao CD8 T
dac hiéu khang nguyén dugc gay ra in vivo.

Fig.29 thé hién c4c chudn do khéng thé huyét thanh dic hiéu véi khang
nguyén cta chudt Dectin-1+/- hodc Dectin-1-/- dugc mién dich véi OVA+K3-SPG.

Fig.30 thé hién sy san sinh IFNy tir cac t& bao 14 lach cua chudt Dectin-1+/-
hodic Dectin-1-/- duoc mién dich véi OVA+K3-SPG gy ra boi su kich thich tai
kich thich véi khang nguyén.

Fig.31 thé hién ty 18 cta cac té bao CD8 T dic hiéu OVA gy ra boi su
mién dich ctia chudt Dectin-1+/- hodc Dectin-1-/- véi OVA+K3-SPG. *p < 0,05
(Thir nghiém Mann-Whitney U).

Fig.32 thé hién su khu tri cia K3-SPG trén bé mit cac iLN 1 gid sau khi
sir dung 488-K3-SPG.

Fig.33 thé hién sy khu tr cia OVA, céc té bao MARCO?, va c4c té bao
Siglec-1* trong céac iLN 1 gio sau khi str dung DQ-OVA.

Fig.34 thé hién céc két qua phan tich, béi Volocity, cla su cing khu tri cta
OVA véi cac t& bao MARCO+ hodc céc té bao Siglec-1+ & Fig.33. *p < 0,05 (thwr
nghiém t).

Fig.35 thé hién su khu trt cia K3, K3-SPG, va cc té bao MARCO+ trong
cac iLN 1 gid sau khi st dung Alexa 488-K3 hodc Alexa 488-K3-SPG.

Fig.36 thé hién céc két qua phan tich bang Volocity, sy cing khu trd cia
K3 hotic K3-SPG véi céc té bao MARCO+ & Fig.35. *p < 0,05 (tht nghiém t).

Fig.37 thé hién céch thirc thi nghiém loai bo béang liposom clodronat (bang
phia trén), chuin do khang thé dic hidu khang nguyén trong huyét thanh (phia dudi
bén trai), va su san sinh xytokin bang su kich thich khang nguyén. *p <0,05 (thir
nghiém t).

Fig.38 thé hién biéu hién CD40 & cc DC ctia chudt C57BL/6] hodc Tlr9-/-
dugc st dung véi K3 hodc K3-SPG.

Fig.39 thé hién chudn do khang thé dic hiéu khang nguyén trong huyét
thanh & chudt dugc gdy mién dich bang SV, WIV hodc SV+K3-SPG.

Fig.40 thé hién cac thay ddi theo thoi gian cta trong luong co thé (trdi) va
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dudng cong sdng sét (phai) khi dugc gdy mién dich bing SV, WIV hodc SV+K3-
SPG, sau d6 duoc thir véi virut cim A/P/R8(HINT).

Fig.41 thé hién c4c thay ddi theo thoi gian ciia chudn d¢ khang thé huyét
thanh dic hiéu khang nguyén trong huyét thanh ctia khi Macaca fascicularis dugc
gay mién dich bang SV+ K3 hoic SV+K3-SPG. *p < 0,05 (thir nghiém t).

Fig.42 thé hién chuén do khang thé huyét thanh dic hidu khang nguyén
trong huyét thanh ctia khi Macaca fascicularis duge gay mién dich bang SV+ K3
hodc SV+K3-SPG (¢ tuan 110).

Fig.43 thé hién su so sanh hiéu qua t4 dugc clia vacxin gitta K3 va K3-SPG.

Fig.44 thé hién su san sinh moi IFN-a va sy san sinh IL-6 bing K3, K3-
LNT hoac K3-SPG.

Fig.45 thé hién c4c chuén do khang thé IgG dic hiéu khang nguyén RSV F
trong huyét thanh cta chudt duoc tiém véi K3-, vacxin tiéu don vi dugc thém K3-
LNT hodc K3-SPG.

Fig.46 thé hién sy san sinh xytokin cu thé dugc gy ra boi sy kich thich
khang nguyén RSV F & chudt dugc tiém vacxin tiéu don vi duoc thém K3 hoic
K3-LNT hoéc K3-SPG.

Fig.47 thé hién hiéu qué bao vé sy nhiém RSV & chudt cotton duoc tiém
vacxin tiéu don vi dugc thém K3 hodc K3-LNT hoidc K3-SPG.

M ta chi tiét sang ché
1. Oligodeoxynucleotit

Sang ché dé& cap dén oligodeoxynucleotit chira oligodeoxynucleotit CpG
typ K va poly deoxyadenylat (dA) (sau ddy con dugc goi la oligodeoxynucleotit
theo sang ché).

Oligodeoxynucleotit theo sang ché chtra mét oligodeoxynucleotit trong d6
c4c lién két phosphodieste duge bién dbi (vi du nhu, mét phan hogc tét ca cac lién
két phosphodieste dugc thé bang lién két phosphothioat).

Oligodeoxynucleotit theo sang ché bao gdm cac mudi dugce dung.

Theo ban md td ndy, oligodeoxynucleotit va ODN la mdt. Ngoai ra,
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“oligodeoxynucleotit CpG (ODN CpG) typ K dugc lam gidng nhu clia nguoi” va
“odc oligodeoxynucleotit CpG (ODN CpG) typ K dugc 1am gidng nhu ctia nguoi”
14 nhu nhau bét k& 13 ¢6 hay khong c6 thuat ngit “gdc” & dau, va duoc st dung thay
thé cho nhau. Ngoai ra, poly deoxyadenylat va axit poly deoxyadenosin (gbe) 1a
nhu nhau. Thuét ngfr “gdc” nghia 13 ciu tric mot phan ctia hop chat c6 trong luong
phén tir cao. Nhimng ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay dé& dang hiéu
rang trong ngit canh “oligodeoxynucleotit CpG (ODN CpG) typ K dugc lam gidng
nhu ctia nguoi” 1a phan i doc 1ap, hodc cAu triic mot phan ctia hop chat co trong
luong phén tir cao trong ban mo ta sang ché nay. Ap dung twong tur cho cac thust
ngit lién quan dén cac chu trac mdt phan khac trong oligodeoxynucleotit theo séng
ché, nhu 14 “poly deoxyadenylat” va tuong tu.

Oligodeoxynucleotit CpG (ODN CpG) la ADN soi don chira mo-tip CpG
khong metyl héa kich thich mién dich, va 1a chit chti van TLR9. ODN CpG chira 4
typ 1a typ K (con dugce goi 1a typ B), typ D (con duoc goi 1a typ A), typ C vatyp P,
ma khdc nhau vé& cdu triac chinh, trinh ty va dic tinh kich thich mién dich
(Advanced drug delivery reviews 61, 195-204 (2009)). Trong s nay,
oligodeoxynucleotit theo sang ché chira ODN CpG typ K.

ODN CpG typ K 1a ODN CpG c6 cac dac tinh chu tric va chiic ndng ma
né thuong chira cac md-tip CpG khong metyl hoa bat ddi xting, hoat héa cac té bao
B dé san sinh IL-6, nhung hdu nhu khong giy ra su san sinh IFN-a. clia c4c té bao
dudi gai gidng t& bao plasma (cac pDC). Mo-tip CpG khéng metyl héa 14 trinh ty
nucleotit ngin chira it nhat mot trinh ty xytosin(C)-guanin (G), trong d6 vi trf 5 cia
Xytosin trong trinh ty xytosin-guanin khong dugc metyl hoa. Theo su giai thich sau
day, CpG nghia la CpG khong metyl hoa, trir khi dugc chi dan cy thé. Do @9,
oligodeoxynucleotit theo sang ché c6 hoat tinh kich thich mién dich chi c6 & ODN
CpG typ K (vi du nhu, hoat tinh d& hoat hoa céc t& bao B (tt hon 13, cc té bao B &
nguoi) dé san sinh IL-6) bang cach chira ODN CpG typ K. Nhiéu ODN CpG typ K
duoc lam gidng nhu ciia ngudi dugce biét dén trong linh vuc k¥ thuat c6 lién quan
(Journal of immunology 166, 2372-2377 (2001); Journal of immunology 164, 944-
953 (2000); US 8, 030, 285 B2).

ODN CpG typ K chira trong oligodeoxynucleotit theo sang ché t6t hon 1a
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duoc lam gidng nhu cta nguoi. Thuat ngit “duge 1am gidng nhu ctia ngudi” nghia
12 né ¢6 hoat tinh chat chu van v6i TLRO ngudi. Do d6, oligodeoxynucleotit theo
sang ché chira ODN CpG typ K dugc lam gidng nhu clia ngudi ¢ hoat tinh kich
thich mién dich cho ngudi, ma chi c6 & ODN CpG typ K (vi du nhu, hoat tinh dé
hoat héa céc té bao B & ngudi dé san sinh IL-6).

ODN CpG typ K duogc str dung theo sang ché 6t hon 14 ¢6 chidu dai khong

dudi 10 nucleotit va c6 trinh tu nucleotit duoc thé hién bang céng thirc:

SN Ny N3T-CpG-WN, N, N3

trong d6 mé-tip CpG & trung tAm khong duge metyl hoa, W 1a A hodc T, va Ny, Na,
Ni, Ny, Ns va Ng 6 thé 13 nucleotit bét ky.

Theo mét phuong an, ODN CpG typ K theo sang ché c6 chidu dai khong
dudi 10 nucleotit va cé trinh tu nucleotit duge thé hién bang cong thirc néu trén.
Theo cong thirc néu trén, mo-tip CpG cta 4 bazo (TCpGW) & trung tdm chi can ¢
trong 10 nucleotit, va khéng can duoc dat gitta N3 va Ny theo cong thirc néu trén.
Ngoai ra, Ny, Np, N3, N4, N5 va Ne theo cdng thirc néu trén cd thé 13 nucleotit bat ky,
va su két hop ctia it nhét mét (5t hon 13 mot) trong s6 N va Ny, N, va N3, N3 va Ny,
N4 va Nis, va Ns va N ¢6 thé tao thanh mé-tip CpG hai bazo. Khi mé-tip CpG v6i 4
bazo néu trén khong duoc dit gifta N va N, thi 2 bazo lién tiép bét ky trong sb 4
bazo & trung tAm (tir bazo sb 4 dén bazo sd 7) cua coéng thic néu trén 1a mo-tip
CpG, va 2 bazo khac c6 thé 1a nucleotit bat ky.

ODN CpG typ K dugc str dung theo sang ché 6t hon nita 1a chira cAu tric
bat d6i xtmg chita mot hoc nhiéu méd-tip CpG. Ngoai ra, ODN CpG typ K duoc
str dung theo sang ché con tét hon nita 13 gdm cAu trac bt ddi ximg chita mot hodc
nhiéu mé-tip CpG.

ODN CpG typ K duogc lam giéng nhu cia ngudi thuong duge dic trung
bai mo-tip CpG chira 4 bazo ciia TCGA hodc TCGT. Trong nhiéu trudng hop, 2
hoic 3 cta md-tip CpG 4 bazo ndy duge chira trong mét ODN CpG typ K dugce
lam gidéng nhu ctia ngudi. Do d6, theo phuong 4n uu tién, ODN CpG typ K ¢6

trong oligodeoxynucleotit theo sang ché chira it nhat mot, t5t hon nita 13 hai hoic
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nhiéu hon, ngoai ra t6t hon 13 2 hodc 3, cta cac mo-tip CpG 4 bazo chira TCGA
hodc TCGT. Khi ODN CpG typ K c6 2 hoac 3 cta cac mo-tip CpG 4 bazo, cac
mé-tip CpG 4 bazo nay c6 thé gidng nhau hogc khac nhau, va khong bi gi6i han cu
thé mién 14 n6 ¢6 hoat tinh cht vén trén TLR9 nguoi.

ODN CpG typ K chira trong oligodeoxynucleotit theo sang ché t6t hon nita
14 ¢6 trinh tu nucleotit duoc thé hién b%mg SEQID NO: 1.

Chiéu dai ctia ODN CpG typ K khong bi giéi han cu thé mién 14
oligodeoxynucleotit theo sang ché c6 hoat tinh kich thich mién dich (vi du nhu,
hoat tinh ma hoat héa céc té bao B (tdt hon 13, c4c t& bao B ngudi) dé san sinh IL-
6), thi tdt hon 1a n6 khong dai hon 100 nucleotit (vi du nhu chidu dai tir 10 dén 75
nucleotit). Chiéu dai cia ODN CpG typ K tbt hon nita 13 khong dai hon 50
nucleotit (vi du nhu chiéu dai tir 10 dén 40 nucleotit). Chiéu dai cia ODN CpG typ
K t8t hon nita 12 khong dai hon 30 nucleotit (vi du nhu chidu dai tir 10 dén 25
nucleotit). Chidu dai ctia ODN CpG typ K t6t hon nita 13 chidu dai tir 12 dén 25
nucleotit.

Chiéu dai cua poly deoxyadenylat (dA) khong bi gi6i han cu thé mién 1a né
@ dé tao thanh céu tric chudi x0én ba véi chudi B-1,3-glucan (tét hon 13, lentinan,
ho#c schizophyllan), tir cac khia canh tao thanh chu tric chudi xodn ba on dinh,
chidu dai thudng 1a khong dudi 20 nucleotit, chiéu dai t6t hon 14 khong dudi 40
nucleotit, chidu dai tét hon nita 1a khong du6i 60 nucleotit. Theo 1y thuyét, poly dA
khéng c6 gi6i han trén vé chidu dai, vi poly dA dai hon tao thanh cau tric chudi
xo0én ba v6i p-1,3-glucan 6n dinh hon. Tuy nhién, khi n6 qué dai thi chiu dai cta
oligodeoxynucleotit thay dbi khi tbng hop. Do d6, chidu dai thudng 1a khong nhiéu
hon 100 nucleotit, t&t hon 1 khong nhiéu hon 80 nucleotit. Mt khdc, tir cic khia
canh cua su tao thanh cAu tric chudi xoén ba 6n dinh néu trén, cling nhu lugng
tang lén oligodeoxynucleotit theo sang ché ma lién két v6i mbi luong don vi ctia B-
1,3-glucan, tranh duoc su thay doi chiéu dai khi téng hop cua oligodeoxynucleotit,
va hiéu qua tao phic, chiéu dai cta poly dA tt hon 13 chiéu dai cia 20 dén 60
nucleotit (cu thé 13, chidu dai cua 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 57, 58, 59 hoic 60 nucleotit), t5t hon nira 1 chiéu dai cta 30 dén 50
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nucleotit (chiéu dai cua 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49, 50 nucleotit), tdt nhét 1 chidu dai cia 30 dén 45 nucleotit (chidu dai
cta 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 nucleotit). Cu thé 13,
khi chiéu dai khéng dudi 30 nucleotit thi dat dugc hiéu qua tao phic tdt.
Oligodeoxynucleotit theo sang ché chtra poly dA c6 hoat tinh dé tao thanh cu tric
chudi xoén ba véi hai chudi schizophyllan. Luu y réng, doi khi poly deoxyadenylat
duoc quy dinh 1a “poly(dA)” hodc “poly(dA)”.

Khi mot phan tir cta oligodeoxynucleotit theo sang ché ¢6 thé chira nhidu
ODN CpG typ K va/hogic nhiéu poly dA, né tot hon 1a chira mét trong cic ODN
CpG typ K va poly dA, t6t nhat 1a gdm mdt ODN CpG typ K va poly dA.

Oligodeoxynucleotit theo sang ché dugc dic trung & chd poly dA duoc dit
& dau 3’ cia ODN CpG typ K. Theo sy sép xép nay, phic chét theo sang ché (chi
tiét duge md ta dudi ddy) c6 hoat tinh kich thich mién dich chi c6 & ODN CpG typ
K ciing nhu hoat tinh kich thich mién dich chi ¢6 & ODN CpG typ D.

ODN CpG typ K va poly dA c6 thé duoc lién két truc tiép bang lién két
cdng hoa tri, hoac dugc lién két qua trinh ty doan dém. Trinh tur doan dém nghia 13
trinh tu nucleotit ¢6 mot hodc nhiéu nucleotit dugc chén gifta hai nguyén t6 cau tao
lidn k&. Chidu dai cua trinh tu doan dém khong bi giéi han cu thé mién 14 phic chat
theo sang ché ¢4 hoat tinh kich thich mi&n dich (t6t hon 13 hoat tinh ¢ hoat héa céc
t& bao B dé san sinh IL-6, va hoat tinh dé hoat héa céc té bao dudi gai dé san sinh
IFN-0), chidu dai thuong 14 tir 1 dén 10 nucleotit, chidu dai tot hon 14 tir 1 dén S
nucleotit, chiéu dai tt hon nita 14 tir 1 dén 3 nucleotit. Tt nhat 1a, ODN CpG typ
K va poly dA duoc lién két truc tiép bang lién két cong hoa tri.

Oligodeoxynucleotit theo sang ché tiy y ¢6 trinh ty nucleotit bd sung & dau
5’ va/hodc dau 3’ cua né, ngoai ODN CpG typ K, poly dA va trinh ty doan dém
tuy y. Chiéu dai cta trinh ty nucleotit bd sung khong bi gii han cu thé mién 1a
phitc chét theo sang ché c6 hoat tinh kich thich midn dich (t5t hon 12 hoat tinh dé
hoat hoa céc t& bao B dé san sinh IL-6, va hoat tinh d& hoat héa céc té bao dudi gai
dé san sinh TFN-q), chiéu dai thuong 13 tir 1 dén 10 nucleotit, chiéu dai tot hon 1a tir
1 dén 5 nucleotit, chiéu dai t5t hon nita 13 tir 1 d&én 3 nucleotit.

Theo phuong an uu tién, oligodeoxynucleotit theo sang ché khéng chia

-19-



33301

trinh tu nucleotit bd sung nay & dau 5° va/hosdc dau 3°. Tuc 13, oligodeoxynucleotit
theo sang ché t6t hon 14 chita ODN CpG typ K, poly dA va trinh tu doan dém tuy y,
t6t hon nira 13 gdm ODN CpG typ K va poly dA.

Theo phuong an uu tién nhét cua sang ché, oligodeoxynucleotit theo séang
ché gdm ODN CpG typ K (cu thé 13, vi du nhu, oligodeoxynucleotit chtra trinh tu
nucleotit duge thé hién bang SEQ ID NO: 1) va poly dA, trong &6 ODN CpG typ
K c6 mit & ddu 5’ cta oligodeoxynucleotit va poly dA c6 mit & dau 3’ cta né. Cu
thé 13, né 13 oligodeoxynucleotit trong d6 poly dA 1a chidu dai ctia 20 — 60
nucleotit (tbt hon nita 1a chidu dai ctia 30 dén 50 nucleotit (chidu dai caa 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 nucleotit), tot
nhét 14 chidu dai ctia 30 — 45 nucleotit (chiéu dai cta 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 nucleotit)) dugc ndi & dau 3’ clia oligodeoxynucleotit
chira trinh tu nucleotit duogc thé hién béng SEQ ID NO: 1, vi du nhu,
oligodeoxynucleotit gdm c6 trinh tu nucleotit dwoc thé hién bang SEQ ID NO: 2,
hodc 9 dén 12.

Chiéu dai day du cua oligodeoxynucleotit theo séng ché thuong 13 chiéu dai
ctia 30 dén 200 nucleotit, tot hon 13 chidu dai cua 35 dén 100 nucleotit, tbt hon nita
1a chiéu dai ctia 40 dén 80 nucleotit (cu thé 1a chidu dai clia 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 hodc 80 nucleotit), tét hon nita 14 chiéu
dai cua 50 dén 70 nucleotit (cu thé 1a chidu dai cua 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70 nucleotit), tot nhat 1a chiéu dai cua
50 dén 65 nucleotit (cu thé 1a chiéu dai ctia 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65 nucleotit).

Tét hon 1, oligodeoxynucleotit theo sang ché bao gdm bién thé cua lién két
phosphodieste, t6t hon nita 13, bién thé cua lién két phosphodieste 13 lién két
phosphothioat (tic 1a, nhu dugc mo ta & WO 95/26204, mot trong cac nguyén tu
oxy khéng c6 lién két ngang duge thé boi nguyén tir sulfua). Tte 14, mot phén hozc
tAt ca céc lién két phosphodieste & oligodeoxynucleotit theo sang ché dugc thé boi
lién két phosphothioat.

Oligodeoxynucleotit theo sang ché t&t hon 1a chira bién thé boi lién két
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phosphothioat hodc lién két phosphodithioat & ODN CpG typ K, t6t hon nita 13, tat
ca cac lien két phosphodieste & ODN CpG typ K dugc thé boi céc lién két
phosphothioat. Ciing nhu vay, oligodeoxynucleotit theo sang ché tét hon 13 chira
lién két phosphothioat hodc lién két phosphodithioat & poly dA, tot hon nita 13, tat
ca cac lién két phosphodieste & poly dA duoc thé boi cac lién két phosphothioat.
Tét hon nita 13, tit ca cac lién két phosphodieste & oligodeoxynucleotit theo sang
ché chira CpG oligodeoxynucleotit typ K dugc lam gidng nhu cua ngudi va poly
deoxyadenylat dugc thé boi cac lién két phosphothioat. TOt nhét 13,
oligodeoxynucleotit theo sang ché 1a oligodeoxynucleotit trong d6 poly dA cta
chidu dai ctia 20 dén 60 nucleotit (tdt hon nita 13, chiéu dai ctia 30 dén 50 nucleotit
(chiéu dai cua 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50 nucleotit), tt nhat 13, chidu dai cta 30 dén 45 nucleotit (chidu dai ctia 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 nucleotit)) duoc ndi dén
dau 3’ ctia CpG oligodeoxynucleotit typ K dugc 1am gibng nhu ctia nguoi (vi du
nhu, SEQ ID NO: 1), va tit ca cic lién két phosphodieste c6 trong
oligodeoxynucleotit duoc thé bing céc lién két phosphothioat. Do lién két
phosphothioat, oligodeoxynucleotit theo sang ché dugc mong chd khéng chi thé
hién tinh khang sy thoai bién ma con thé hién su ting cudng hoat tinh kich thich
mién dich (vi du nhu, hoat tinh dé hoat hoa céc t& bao B dé san sinh IL-6), v hi¢u
suét cao ctia phirc chit CpG-B-1,3-glucan. Theo ban md ta sang ché nay, lién két
phosphothioat gidng nhu 14 cau tric chinh phosphothioat, va lién két phosphodieste
gibng nhu 14 cAu trac chinh phosphat.

Oligodeoxynucleotit theo sang ché bao gdm céc mudi duoc dung, este va

cac muoi cla este cua oligodeoxynucleotit néu trén.

Céc vi du uu tién ctia cac mudi duge dung cia oligodeoxynucleotit theo
séng ché bao gdm cac mudi kim loai nhu cac mudi ctia kim loai kiém (nhu mubi
natri, mudi kali, va muéi liti), c4c mudi ctia kim loai kiém thé (nhu mudi canxi, va
mudi magie), mubi nhém, mudi sit, mudi kdm, mudi dé)ng, mubi niken, mudi
coban va tuong ty; cac mudi amin nhur céc mudi v6 co (nhu mubi amoni), va céc
mubi hitu co (nhu mubi t-octylamin, mubi dibenzylamin, mubdi morpholin, mudi

glucosamin, mudi  alkyleste phenylglyxin, mudi  etylendiamin, mudi  N-
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metylglucamin, mudi guanidin, mubi dietylamin, mudi trietylamin, mudi
dixyclohexylamin, mubi N,N’-dibenzyletylendiamin, mubi cloprocain, mubi
procain, mudi dietanolamin, mudi N-benzyl-phenetylamin, mudi piperazin, mubi
tetrametylamonti, mudi tris(hydroxymetyl)aminometan) va twong tu; céc mubi cia
axit vo co nhu cac mudi hydraxit duoc halogen hoa (nhu hydroflorua, hydroclorua,
hydrobromua, hydroiodua), mudi nitrat, perclorat, sulfat, phosphat va twong tu; céc
mubi cua axit hitu co nhu cac alkansulfonat thép (vi du nhu, metansulfonat,
triflometansulfonat, etansulfonat), cac arylsulfonat (vi du nhu, benzensulfonat, p-
toluensulfonat), axetat, malat, fumarat, sucxinat, Xitrat, tartrat, oxalat, maleat va
twong tw; va cdc mudi ctia amino axit nhu mudi glyxin, mudi lysin, mubi arginin,
mubi ornithin, glutamat va aspartat.

Oligodeoxynucleotit theo séng ché ¢6 thé & bét ky dang soi don, soi doi, va
soi ba, nhung t6t hon 14 soi don.

Oligodeoxynucleotit theo sang ché t6t hon 13 dugc phan tach. Thuit ngit
“dugc phan tach” nghia 14 thao téc dé loai bé cic nhan td ngoai cac thanh phan
theo sang ché duogc thuc hién, va oligodeoxynucleotit khdng & trong trang thai t6n
tai trong tu nhién. Do tinh khiét ctia “oligodeoxynucleotit duge phan tach” (phan
tram trong luong cia oligodeoxynucleotit theo sang ché tinh theo téng khdi lugng
cua san pham dich ding dé danh gia) thudng khéng nhé hon 70%, t6t hon 1a khong
nhé hon 80%, t6t hon nita 14 khéng nhé hon 90%, t6t hon nita & khéng nho hon
99%.

Do oligodeoxynucleotit theo sang ché c6 hoat tinh kich thich mién dich
vuot troi (nhu hoat tinh d& hoat héa céc té bao B (tét hon 13, cac t& bao B ngudi) dé
sén sinh IL-6), né hitu dung dé lam chét kich thich mién dich va twong tw. Ngoai ra,
do oligodeoxynucleotit theo sang ché c¢é tinh chit dé tao thanh céu tric chudi xoén
ba v6i hai B-1,3-glucan (tot hon 13, lentinan, schizophyllan, hodc scleroglucan), nd
hitu dung dé didu ché phtic chét theo sang ché néu trén.

2. Phttc chat
Séang ché d@é cap dén phtrc chét chira oligodeoxynucleotit theo sang ché néu

trén va B-1,3-glucan (sau day duoc goi 1a phirc chét theo sang ché).
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Do oligodeoxynucleotit theo sang ché néu trén chra ODN CpG typ K,
chinh n6 thé hién hoat tinh kich thich mién dich chi c6 & ODN CpG typ K (nhu
hoat tinh d& hoat héa céc té bao B (tdt hon 14, cac t& bao B nguoi) dé san sinh IL-6),
va khong du hoat tinh kich thich mién dich chi c6 & ODN CpG typ D (nhu hoat
tinh d& hoat hda cac té bao dudi gai gidng € bao plasma dé san sinh IFN-q). Tuy
nhién bat ngd 1a né lai dat dwoc hoat tinh kich thich mién dich chi c6 & ODN CpG
typ D (nhu hoat tinh d& hoat héa cac té bao dudi gai gidng té bao plasma dé san
sinh IFN-0)) bing cach tao phirc chét véi p-1,3-glucan (tdt hon 13, lentinan, hozc
schizophyllan), ma khéng can trinh tw ODN CpG typ D. Tic 14, phiic chét theo
séng ché ¢6 ca hoat tinh kich thich mién dich chi c6 & ODN CpG typ K (nhu hoat
tinh dé hoat hda céc t& bao B (t6t hon 13, cc t& bao B nguoi) dé san sinh IL-6), va
hoat tinh kich thich mién dich chi ¢6 & ODN CpG typ D (nhu hoat tinh dé hoat héa
céc t& bao dudi gai giéng € bao plasma (t6t hon 12 nguoi cac t& bao dudi gai giéng
t& bao plasma) dé san sinh IFN-q..

Céc vi du vé& B-1,3-glucan dugc sir dung theo séng ché bao gbém lentinan,
schizophyllan, scleroglucan, curdlan, pachyman, grifolan, laminaran va tuong tu.
B-1,3-glucan tét hon 13 chita nhiéu mach 1,6-glucopyranosit (ty 1 chudi bén 1a 33
dén 40%) nhu lentinan, schizophyllan va scleroglucan, tdt hon nita 1a lentinan,
hogc schizophyllan, t&t nhét 13 lentinan.

Lentinan (LNT) 13 B-1,3-1,6-glucan c6 ngudn gdc tir ndm dong co da biét
va c6 cong thirc phan tr 1a (CeH;00s)n, va trong lugng phan tir nam trong khoang
tir 300.000 dén 700.000. Mic du, nd hau nhu khong tan trong nudc, metanol,
etanol(95) va axeton, nhung né tan trong cac dung dich hitu co phan cuc (DMSO)
va dung dich natri hydroxit chira nudc. '

Lentinan ¢6 hoat tinh dé tang cuong dai thuc bao dugc hoat héa, cac té bao
T tiéu diét, cac t& bao tiéu diét tw nhién va hoat tinh gy doc té bao qua trung gian
dai thuc bao phu thudc khang thé (ADMC) (Hamuro, J., et al.: Immunology, 39,
551-559, 1980, Hamuro, J., et al.: Int. J. Inmunopharmacol., 2, 171, 1980, Herlyn,
D., et al.: Gann, 76, 37-42, 1985). Trong cac thr nghiém trén dong vat, viéc sir
dung két hop cing v&i chét héa tri lidu thé hién téc dung ngin ngira sy phét trién

cua khoi u va hiéu qua dong van kéo dai sy song trén khoi u va khoi u tu ghép.
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Cling nhu vy, viéc st dung lentinan riéng thé hién tac dung ngin nglra sy phét
trién ctia khéi u va hiéu qué kéo dai sy séng. Trong cac thir nghiém 1am sang, st
dung két hop cling véi st dung tegafur qua dudng miéng da kéo dai thoi gian sdng
ctia cac bénh nhan méc bénh ung thu da diy tai phat hogc khong phau thuét duge
(dang duoc pham sin c6 “thudc tiém tinh mach lentinan 1mg” Ajinomoto Co.,
Inc.), va da duoc phé duyét ¢ Nhat Ban. Hiéu qua cia sir dung lentinan riéng cho
dén nay van chua dugc xac nhan.

Schizophyllan (SPG) 1a B-glucan hoa tan c6 ngudn gbc tir ndm chén chim
(Schizophyllum commune) da biét. SPG chira chudi chinh B-(1—3)-D-glucan, va
mdot chudi bén B-(1—6)-D-glucosyl trén 3 glucoza (Tabata, K., Ito, W., Kojima, T.,
Kawabata, S. va Misaki A., “Carbohydr. Res.”, 1981, 89, 1, p.121-135). SPG da
duoc st dung thuc té trong 20 nam hodc 1au hon lam thubc 14m sang dang diéu ché
dé tiém bép cho tri liéu hd trg mién dich cia bénh ung thu phu khoa (Shimizu,
Chin, Hasumi, Masubuchi, “Biotherapy”, 1990, 4, p.1390 Hasegawa, “Oncology
and Chemotherapy”, 1992, 8, p.225), va an toan in vivo da duogc xac nhén (Theresa,
M. Mclntire va David, A. Brant, “J. Am. Chem. Soc.”, 1998, 120, p.6909).

Theo ban mé ta sang ché nay, “phirc chat” nghia 13 san phdm thu dugc tir
su lién két cta nhidu phan tir thong qua lién két khong phai lign két cong hoa tri
hoic lién két cong héa tri nhu lien két tinh dién, lién két Van der Waals, lién két
hydro, tuong tac ky nudc va tuong tu.

Phttc chit theo sdng ché t&t hon 13 thé hién cau triic chudi xodn ba. Theo
phuong 4n uu tién, trong ba chudi tao thanh chu triic chudi xodn ba, hai chudi 14
chudi pB-1,3-glucan, va mot chudi la chudi poly deoxyadenylat theo
oligodeoxynucleotit theo sang ché néu trén. Phuc chét ¢6 thé chira phan khong tao
thanh c4u tric chudi xoén ba.

Ty 16 thanh phan cta oligodeoxynucleotit va B-1,3-glucan trong phtrc chit
theo sang ché c6 thé thay d6i phu thudc vao chiéu dai chudi poly deoxyadenylat
trong oligodeoxynucleotit, chiéu dai cta B-1,3-glucan va tuong tu. Vi du nhu, khi
chiéu dai cua chudi B-1,3-glucan va chudi poly deoxyadenylat la twong duong, thi
hai chudi B-1,3-glucan va mdt oligodeoxynucleotit theo sang ché c6 thé duogc két

hop d& tao thanh cu triic chudi xofn ba. Théng thuong, do chiéu dai chudi poly
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deoxyadenylat ngin hon chidu dai cia chudi pB-1,3-glucan, nén nhiéu
oligodeoxynucleotit theo sang ché ¢6 thé dugc két hop vé6i hai chudi B-1,3-glucan
thong qua poly deoxyadenylat d8 tao thanh cu tric chudi xoin ba (xem Fig.1).

Phirc chét theo séng ché 1a phirc chit chira ODN CpG dugc lam giéng nhu
cua nguoi typ K va B-1,3-glucan (vi du nhu, lentinan, schizophyllan, scleroglucan,
curdlan, pachyman, grifolan, laminaran), tt hon 1a phtic chét chita ODN CpG
duoc lam giéng nhu cta nguoi typ K va B-1,3-glucan (vi du nhu, lentinan,
schizophyllan, scleroglucan). T6t hon nita 14, nd la phic chit chia
oligodeoxynucleotit trong d6 poly deoxyadenylat co chiu dai 20 dén 60 nucleotit
(cu thé 1a chidu dai cua 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59 hoic 60 nucleotit) duoc nbi véi phia 3’ clia oligodeoxynucleotit chira trinh
tu nucleotit duoc thé hién béng SEQID NO: 1, va tAt ca cac lién két phosphodieste
duoc thé boi cac lién két phosphothioat, va p-1,3-glucan (vi du nhu, lentinan,
schizophyllan) (vi du nhu, K3-dA20-60-LNT, K3-dA20-60-SPG), t6t hon nita 13,
né 13 phirc chit chira oligodeoxynucleotit trong d6 poly deoxyadenylat c6 chiéu dai
30 dén 50 nucleotit (cu thé 1a chiéu dai cta 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 nucleotit) duwoc ndi véi dau 3’ cua
oligodeoxynucleotit c6 trinh tu nucleotit dugc thé hién bang SEQ ID NO: 1, va tht
cé céc lién két phosphodieste duoc thé bang céc lién két phosphothioat, va B-1,3-
glucan (vi du nhu, lentinan, schizophyllan) (vi du nhu, K3-dA30-50-LNT, K3-
dA30-50-SPG), t6t nhét 13, n6 1a phirc chit chira oligodeoxynucleotit trong d6 poly
deoxyadenylat ¢6 chidu dai 30 dén 45 nucleotit (cu thé 1a chiéu dai 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 nucleotit) dugc ndi véi diu 3’ cla
oligodeoxynucleotit gém trinh tw nucleotit duoc thé hién bang SEQ ID NO: 1, va
tAt ca c4c lién két phosphodieste duge thé bing cac lién két phosphothioat, va B-
1,3-glucan (vi du nhu, lentinan, schizophyllan) (K3-dA30-45-LNT, K3-dA30-45-
SPQ).

Phuong phép diéu ché phirc chat theo sang ché ¢6 thé dugc thuc hién & cac
didu kién tuong tw nhu cac didu kién duge mé ta & céc tai lidu phi sang ché 21 - 24,

va JP-A-2008-100919. B¢ 1a, B-1,3-glucan ma san c6 trong tu nhién 13 cAu trac
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chudi xodn ba dugc hoa tan trong dung moi hitu co phan cuc aprotic (dimetyl
sulfoxit (DMSO), axetonitril, axeton, v.v.) hodc dung dich kiém chtra nude (natri
hydroxit, kali hydroxit, amoniac, canxi hydroxit, v.v.) dé duge néi léng thanh soi
don. Dung dich ctia B-1,3-glucan sgi don thu dugc tir d6 va dung dich cua
oligodeoxynucleotit theo sang ché duoc tron véi nhau (dung dich chtra nuée, dung
dich dém chtra nude c¢6 d6 pH gan trung tinh, hogc dung dich d&m c6 tinh axit chira
nude, t6t hon 14, dung dich chtra nudc hodc dung dich dém chtra nuéc c6 do pH
gan trung tinh), d6 pH duoc diéu chinh dén d6 pH gin trung tinh khi can, va hon
hop nay dugc duy tri trong thoi gian thich hop, vi du nhu, qua dém ¢ 5°C. Két qua
13, hai chudi B-1,3-glucan va mot chudi poly dA trong oligodeoxynucleotit tao cau
trac chudi xodn ba, theo d6 phuc chét theo sang ché c6 thé duoc tao thanh. Phuc
chét thu duoc c6 thé phai trai qua sy tinh ché bang sic ky khong ké ¢d, su siéu loc,
su thdm tach va tuong tu dé loai bé oligodeoxynucleotit khong tao thanh phirc chét.
Ngoai ra, phirc cht thu dugc c6 thé phai trai qua su tinh ché bai sic ky trao dbi
anion dé loai bé B-1,3-glucan khong tao thanh phtic chét. Phiic chét c6 thé dugc
tinh ché thich hop bang céc phuong phap néu trén.

Sutaothaﬂlph&cchQﬂheoséngchécéthéduqcxécnh@nbéng,vidunhu
cach do ludng su thay dbi hinh dang bang phd CD (phé 4nh sang phéan cuc vong),
dich chuyén hép thu tir ngoai boi séc ky khéng ké c&, dién di trén gel, dién di vi
mach, dién di mao quan, du vay phuong phap nay khong bi gidi han ¢ do.

Khi ty 1€ trdn cta oligodeoxynucleotit theo sang ché va B-1,3-glucan c6 thé
duoc x4c dinh thich hop khi xét dén chidu dai ctia chudi poly dA va tuong ty, thi ty
18 phan tir (SPG/ODN) thudng 13 0,02 dén 2,0, t6t hon 12 0,1 dén 0,5. Theo phuong
an khéc, ty 1€ phéan t (B-1,3-glucan (LNT, v.v.)/ODN) 14, vi du nhu, 0,005 dén 1,0,
tot hon 12 0,020 dén 0,25.

Phuong phép didu ché phiic chét theo séng ché dugc gidi thich bing cach
liy phtic chit CpG-ODN va LNT lam vi dy. Hoa tan LNT trong dung dich kiém
chtta nuée 0,05 - 2N, t6t hon 13 0,1 — 1,5N (nhu dung dich natri hydroxit chira
nuée 0,25N), va hdn hop nay duoc dé yén & 1°C - 40°C trong 10 gioy dén 4 ngay
(vi du nhu, dé yén qua dém & nhiét do trong phong) dé diéu ché dung dich soi don
LNT chra nude (vi du nhu, 50mg/ml dung dich LNT chira nudc). Dung dich LNT
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chira nudc néu trén va dung dich CpG chira nude (vi du nhu, dung dich CpG chia
nude 100uM) da didu ché riéng dugc trdn v6i nhau theo ty 1€ phan tir (LNT/ODN)
12 0,005 — 1,0, sau d6 dung dich LNT chira nudc néu trén duoc trung hoa véi dung
dich dém chira axit chtra nude (vi du nhu, NaH,POy) va duogc duy tri ¢ 1 - 40°C
trong 6 gid dén 4 ngdy (vi du nhu, qua dém & 4°C) dé hoan thanh su tao phirec.
Dung dich LNT chtra nudce c6 thé dugc bd sung sau cliing va duge tron vao su tao
phirc néu trén. Sy hinh thanh phirc chét c6 thé duge xac nhan bang céch, vi du nhu,
dich chuyén ODN CpG vé phia trong lugng phan ti cao bang séc ky khong ké cd,
trong khi theo ddi sy hap thu & 240 — 280nm (vi du nhu, 260nm).

Theo mét phuong 4n, phirc chét theo sang ché thé hién dang cac hat hinh
que. C& hat twong duong voi cd hat dugc tao thanh tu nhién bai -1,3-glucan (vi
du nhu, schizophyllan), dugc st dung lam nguyén liéu, bang cach thé hién céu triic
chudi xoén ba. C& hat trung binh thuong 14 tir 10 dén 100nm, tt hon 14 20 dén
50nm. C& hat c6 thé dugc do bang cach hoa tan phirc chét trong nuéc, va cho dung
dich nay tham gia phuong phap tan xa 4nh sang dong ¢ 80°C bang cach sir dung
Malvern Instruments Zeta Sizer.

Phttc chét theo séng ché tot hon 1a duoc phan tach. D6 tinh khiét ctia “phirc
chit duoc phan tach” (phan trdm trong lugng cla phic chét theo sang ché so vdi
trong luong clia cac san pham dich ding dé danh gi4) thudng khong nhé hon 70%,
tdt hon 12 khong nhé hon 80%, tét hon nita 14 khong nhé hon 90%, tot hon nita 14
khong nhé hon 99%.

Do phirc chét theo sang ché ¢6 hoat tinh kich thich mién dich vuot trdi va
c¢6 ca hoat tinh kich thich mién dich chi c6 & ODN CpG typ K (nhu hoat tinh dé
hoat héa cac t& bao B (8t hon 13, céc t& bao B nguoi) dé san sinh IL-6), va hoat
tinh kich thich mién dich chi c6 & ODN CpG typ D (vi du nhu, hoat tinh dé hoat
héa cac t& bao dudi gai gidng té bao plasma (t6t hon 14 céc té bao dudi gai giéng té
bao plasma ngudi) dé san sinh IFN-0, né hitu dung 1am chét kich thich mién dich
va tuong tw. Vi du nhu, phirc chét chita ODN CpG typ K (vi dy nhu, SEQ ID NO:
2,11, 12) va LNT (K3-LNT) va phtrc chét chira ODN CpG typ K (vi du nhu, SEQ
ID NO: 2) va SPG (K3-SPG) c6 kha nang gay ra phan ing viém (moi IFN-a, IL-6,
v.v.), hoat tinh dé ting cudng do chuan khéng thé IgG dic hiéu cta khdng nguyén
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(tdng 1gG, IgG2c, v.v.) trong huyét thanh ctia c4 thé duoc tiém virut, c6 kha ning
san xuAt xytokin dac hiéu cua (IFN-y,IL2, v.v.) 6 ca thé duge tiém virut, va hiéu
qua bao vé viém chéng lai cac virut. K3-LNT cling c6 kha ning tdng cudng su san
xut xytokin Th2 (IL-13, v.v.) & c4 thé duogc tiém virut. Do dé, ching hitu dung
lam d6i twong muc tiéu ta dugc méi clia vacxin.

3. Duoc pham

Sang ché dé cip dén dugc pham chira oligodeoxynucleotit theo séng ché
néu trén hodc phire chét theo sang ché néu trén. Dugc phim theo sang ché c6 thé
thu dugc bang cach bao ché oligodeoxynucleotit theo séang ché néu trén hosc phirc
chét theo sang ché néu trén theo cac cach thong thudng. Dugc phém theo sang ché
chtra oligodeoxynucleotit hodc phtrc chét theo sang ché va chit mang duoc dung.
Ciing nhu véy, dugc phim con co thé chtra khang nguyén. Ché phdm nay duoc dé
xuit & dang lidu luong thich hop ding qua dudng miéng hodc ngoai duong tiéu
hoa.

V6i ché pham ding ngoai dudng tidu héa, nhu tiém, dit va twong tu duogc
str dung, va ché pham tiém co thé bao gdm céc dang lidu lugng nhu tiém tinh mach,
tiém duéi da, tiém trong da, tiém bap, tiém nho giot va tuong tu. Ché phim tiém
nay c6 thé duogc bao ché theo phuong phap da biét. Phuong phép bao ché ché phdm
tiém bao gdm hoa tan hodc huyén phu oligodeoxynucleotit hodc phirc chét theo
séng ché néu trén trong dung dich chita nuéc vo tring thuong dugc st dung dé
tiém. Vi dung dich chira nude ding dé tiém nhu nude cat; nuée mudi sinh 1y; cac
dung dich dém nhu dung dich dém phosphat, dung dich dém carbonat, dung dich
dém tris, dung dich dém axetat va tuong tu; va tuong tu ¢ thé dugc stir dung. Do
pH cta dung dich chira nuéc nay la, vi du nhu, 5 - 10, t6t hon 14 6 - 8. Ché pham
tiém da bao ché tét hon 1a dugc nap vao éng thube tiém pht hop.

Ciing c6 thé bao ché ché phim dang bdt cia oligodeoxynucleotit hodc phrc
chét theo sang ché bang cach cho hdn dich clia oligodeoxynucleotit hodc phirc chét
theo sang ché tham gia qué trinh x{r ly nhu 1am khé trong chén khong, lam kho
lanh va tuong tu. Oligodeoxynucleotit hodc phtrc chét theo séng ché c6 thé duoc sir
dung béng cach bao quan twong tu & trang thai bdt, va phan tan bot trong dung dich

chira nudc de tiém khi sir dung.
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Ham luong oligodeoxynucleotit hodc phirc chét theo sang ché trong dugc
phdm thudng nam trong khoang 0,1 - 100% trong lugng, t6t hon 1a khoang 1 - 99%
trong lugng, t6t hon nita 14 khoang 10 - 90% trong luong, ctia toan bd duge pham.

Duoc phdm theo sing ché c¢6 thé chira, 1am thanh phan hoat tinh,
oligodeoxynucleotit hoac phtrc chit theo sang ché riéng hoic su két hop cua
oligodeoxynucleotit hodc phirc chét theo sang ché va thanh phan hoat tinh khéc.
4. Str dung dugc

Do oligodeoxynucleotit va phtic chat theo sang ché ¢6 hoat tinh kich thich
mién dich vuot trdi, nén oligodeoxynucleotit, phic chat va duoc phim theo sang
ché c6 thé duoc st dung lam cac chét kich thich mién dich. S dung
oligodeoxynucleotit, phirc chat hodc dugc phém theo sang ché & dong vat c6 vi
(c4c loai linh trudng nhu nguoi va tuong tu, cac loai gdm nhim nhu chudt va
twong tu, v.v.) ¢6 thé gy ra phan ing mién dich & dong vat ¢6 vi. Cu thé 13, do
phtrc chit theo sang ché ¢6 tinh chét hoat héa ODN CpG typ D, va kich thich cac
té bao don nhan mau ngoai vi dé san sinh lugng 16n interferon typ I (moi IFN-q,
IFN-02, v.v.) va interferon typ II (IFN-y), n6 hitu ich lam thudc kich thich sy san
sinh interferon typ I, thudc kich thich su san sinh interferon typ II, va thude kich
thich sy san sinh interferon typ I hodc typ II. Do phitc chit theo sang ché va dugc
phim chira tuong tur kich thich sy san sinh c inteferon typ I va typ II, nén ching
htru {ch dé phong ngtra hodc diéu tri bénh ma maot trong hai hodc ca hai interferon
typ I va typ II ¢6 hiéu qua véi. Cac vi du vé bénh ma interferon typ I c6 hidu qua
bao gébm bénh nhiém virut (vi du nhu, virut viém gan C (HCV), virut herpes, virut
u nhy, virut RS, virut cim, v.v.), bénh ung thu va tuong tu. Cac vi du vé bénh ma
typ II interferon c¢6 hiéu qua bao gdm bénh di tmg, bénh nhiém dong vét nguyén
sinh ky sinh ndi bao (Leishmania, v.v.), vi khudn (Listeria, Mycovi khuén
tuberculosis, v.v.) va tuong tu, va tuong tu. Vi bénh nhiém virut cép tinh voi1 virut
RS, virut cm va tuong tu, do ca interferon typ I va interferon typ II tdng cuong
cac phan tmg mién dich lién quan dén trir khir virut, phtrc chit va dugc pham chira
ching theo sdng ché dugc mong chd 14 c6 hiéu qua véi céc bénh nhidm virut cép
tinh.

Ngoai ra, oligodeoxynucleotit va phtrc chit theo sang ché, cu thé 13, phic

-20-



33301

chit theo sang ché, co6 hoat tinh td dugc clia vacxin manh, va st dung
oligodeoxynucleotit va phirc chét theo sang ché cung véi khang nguyén & dong vt
¢6 vl ¢6 thé gdy ra phan ing mién dich manh d6i véi khang nguyén. Do d6, sang
ché ciing d& xut ché phdm dé kich thich phan (mg mién dich vé&i khang nguyén,
ma chira (a) oligodeoxynucleotit theo sang ché, hodc phirc chét theo sang ché, va
(b) khang nguyén. Cu thé 13, phtic chét theo séng ché kich thich manh m& ca phan
{mg mién dich dich thd déi v6i khang nguyén (san xuat khang thé dic hiéu cla
khéng nguyén) va phan tmg mién dich té bao (gay ra CTL dic hiéu cta khang
nguyén). Do d9, oligodeoxynucleotit, phtrc chét, va duge phim theo sang ché, cu
thé 1a phirc chat theo sang ché va duoc phdm chira oligodeoxynucleotit 1a hitu ich
lam céc t4 dugc cia vacxin.

Theo ban md ta sang ché nay, ta duoc 14 chét tro duge ma thic ddy cac
phan tmg mién dich, 1a chit khong dac hidu giup ting cudng cac phan Gmg mién
dich v&i khang nguyén khi dugc str dung véi khang nguyén ¢ co thé sdng.

Khéng nguyén khong bi gidi han cu thé mién 1 né c6 tinh khang nguyén &
dong vat ¢6 va (cac loai linh trudng nhu ngudi va tuong tu, cac loai gdm nhim nhu
chuét va tuong tu, v.v.) 13 ddi tuong st dung, va cd thé dugc ghi nhan 14 khang
nguyén béi khang thé hodc lympho bao T gay doc té bao (CTL, céc té bao CDS* T).
Chit bat ky trd thanh khing nguyén (protein, peptit, axit nucleic, lipit, céc
carbohydrat, va bién thé cua chit néu trén (vi du nhu, bién thé gdy ra su loai bo, su
thé, va/hodc bd sung mot hodic nhiéu amino axit (sau ddy l1a sy dot bién, v.v.) va
twong t) ¢6 thé dugc st dung. Véi khang nguyén, khang nguyén c6 ngudn gbc tir
tdc nhan gdy bénh nhu dong vat nguyén sinh, nim, vi khuén, virut va tuong tu, va
khéng nguyén lién quan dén bénh ung thu hodic bénh cu thé ciing c6 thé dugc sir
dung.

Theo ban mé ta sang ché nay, “khang nguyén A c6 ngudn gdc tir tac nhan
gy bénh X nghia la khang nguyén A dugc chira lam yéu td cAu thanh nén tac
nhan giy bénh X. Vi du nhu, khi khang nguyén A la polypeptit nghia la trinh tu
amino axit ctia polypeptit dugc thé hién & trinh tw amino axit ctia protein dugc ma
hoa bdi bd gen cua tac nhan gy bénh X.

Céc vi du vé khang nguyén c6 ngudn gdc tir tac nhan gy bénh bao gdm
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chinh tac nhan gy bénh hodic mét phan clia nd, chinh téc nhan gy bénh duogc bat
hoat hodc bi 1am suy yéu hogic mot phén cta né, hodc bién thé gy ra su dot bién va
tuong tu, va tuong tu.

Khi khang nguyén c6 ngudn gdc tir tac nhan gay bénh dugc st dung lam
khang nguyén, phan tmg mién dich véi khéng nguyén dugc gly ra, va co ché dé
loai bé mién dich tac nhan giy bénh chira khdng nguyén tir co thé duoc xay dung.
Do d6, ché phim chira (a) oligodeoxynucleotit theo sang ché, hodc phirc chit theo
sang ché, va (b) khang nguyén co ngudn gdc tir tic nhan gy bénh, dé gay ra phan
mg mién dich véi khang nguyén, 13 hiru ich dé phong ngira hodc diéu tri tac nhan
gay bénh.

Phutc chét theo séng ché gy ra manh m& ca phan tng mién dich dich thé
(séan xuit khang thé dic hiéu cua khang nguyén), va phan (mg mién dich t& bao
(gdy ra CTL dac hiéu cua khang nguyén) véi khang nguyén. Do do, khang nguyén
c¢6 ngudn gdc tir tic nhan gay bénh lay nhiém trong té bao (virut, dong vat nguyén
sinh, ndm, vi khun, v.v.) da biét dwoc ghi nhan boi cac lympho bao T gay doc t
bao, khang nguyén ﬁén,quan.dén,cécté bao ung thu (nhu khang nguyén u) va
twong tu t6t hon 14 duoc str dung lam khang nguyén.

Khi virut lay nhiém trong té bao khong bi giéi han cu thé, cac vi dy ctia nd
bao gdm virut RS, virut ctim, virut 4 ctim, virut viém gan C (HCV), virut viém gan
A (HAV), virut viém gan B (HBV), virut Ebola, virut cu bao, virut adeno, virut
polio, virut viém n3o Nhét Ban, virut soi, virut quai bi, virut rubella, virut bénh dai,
virut sdt vang, virut herpes gy bénh thiy dau va zona, virut hanta, virut dengue,
virut noro, virut rota, virut parvo, virut corona, virut gdy bénh Carré & cho, virut
bach ciu t& bao T & ngudi 16n (HTLV-1), virut gdy suy giam mién dich & nguoi
(HIV), virut herpes, virut papilloma va tuong tu. Céc vi du vé vi khudn 14y nhiém
trong t& bao bao gdm mycoplasma va tuong tw. Céc vi dy vé dong vat nguyén sinh
lay nhiém trong t& bao bao gbm ky sinh tring sot rét, sin méang va tuong tw. Téc
nhan gy bénh lay nhiém trong té bao tdt hon 1a virut (cu thé 1a virut RS, hoc virut
cam, v.v.).

Céc vi du vé khéng nguyén lién quan dén céc té bao bénh ung thu bao gdbm

protein, chudi duong, peptit ma dugc thé hién cu thé béi cac té bao bénh ung thu,
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bién thé cua céc chit néi trén (duge loai bé, duge thé, va/hodc duge bd sung) hoic
bién thé ctia nd va tuong tu.

Do phtic chét theo sang ché kich thich manh mé& ca interferon typ I va typ II,
theo mot sang ché, virut (nhu virut RS, virut cim) ma géy ra bénh nhiém virut cap
tinh, ma ca hai interferon typ I va typ II interferon c6 hiéu qua, dugc lua chon lam
virut.

Vi du nhu, ché phdm chia (a) oligodeoxynucleotit theo sang ché, hozc
phtic chét theo séng ché, va (b) khang nguyén co ngudn gbc tir tac nhan gay bénh
hodc bénh ung thu, dé kich thich phan tmg mién dich véi khang nguyén, dugc st
dung cho bénh nhan ¢6 su lay nhiém tic nhan gy bénh hodc bénh ung thu hogc
ngudi ¢b kha ning bi anh hudéng véi su lay nhiém tic nhan giy bénh ho#ic bénh
ung thu, dé hoat tinh khang nguyén dic hiéu cac lympho bao T gay doc t& bao (cac
CTL) & dbi tugng duoc tiép nhan sir dung, gy ra san xut khéng thé dic hiéu cia
khéng nguyén, tic 13, gdy ra phan img mién dich bao vé & dong vat mau néng (t6t
hon 13 nguoi), theo d6 sur 1ay nhiém va bénh ung thu c6 thé dugc phong ngira hogic
diéu tri. Theo d6, ché phim hitu ich lam vacxin dé phong ngtra hoic diéu tri cac
bénh néu trén nhu bénh 13y nhiém, bénh ung thu va tuong tu.

Ngoai ra, do phtic chit theo séng ché c6 thé kich thich manh mé& ca phan
{mg mién dich dich thé (san xuét khang thé ddc hidu clia khang nguyén) va phan
g mién dich té bao (gdy ra CTL dic hiéu cua khang nguyén) vdi khang nguyén,
khéng nguyén bé mat va khang nguyén bén trong bét ky clia tac nhan gy bénh va
t& bao bénh ung thu c6 thé duoc sir dung 1am khang nguyén, va st dung hdn hop
cua khang nguyén bé mit va khang nguyén bén trong cfing duoc mong mudn.

Ché phim chua (a) oligodeoxynucleotit theo sang ché, hodc phirc chat theo
séng ché, va (b) khang nguyén, dé kich thich phan tmg mién dich véi khang
nguyén, c6 thé dugc diéu ché theo duoc phim néu trén theo séang ché.

Céc ham luong dugc boc 16 & bat ky tai liéu nao duge trich dan trong ban
md ta ndy, bao gdbm cac bing sang ché va cac don séng ché, duoc két hop & day
mdt céch tdng thé dé vién dan theo nhu chung duge boc 16 trong ban mo ta sang

ché nay.
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Vi du thwe hién sang ché

Séng ché duoc giai thich chi tiét hon sau ddy bing cich dé cap dén céc vi
du, ma khong nén hiéu 14 1am gi6i han séng ché.
Phuong phapCéc dong vat va cac thude thir

Thé hé chudt thiéu hut 7779 va thiéu hut Dectin-1 duge md ta & tai lidu
(Koyama, S., et al., Science translational medicine 2, 25ra24 (2010); Saijo, S., et al.,
Nature immunology 8, 39-46 (2007)). Chu¢t C57BL/6J dugc mua tir NIHON CLEA.
Tét c& céc thir nghiém trén dong vat duge tién hanh theo céc hudng dan c6 hé thong
ctia National Institute of Biomedical Innovation, va ciia bd phan nghién ctru dong vat
ctia Osaka University. Cac ODN CpG dugce tdng hop bang GenDesign, Inc.
(dAu gach chan quy dinh cac lién két phosphothioat).
Bang 1
K3 (5°’-ATC GAC TCT CGA GCG TTC TC-3*) (SEQ ID NO: 1);
K3-dA4 (5°-ATC GAC TCT CGA GCG TTC TC-40mer A-3’) (SEQ ID NO: 2);
dA40-K3 (5-40mer A-ATC GAC TCT CGA GCG TTC TC-3”) (SEQ ID NO: 3),
D35 (5’-GGT GCA TCG ATG CAG GGG GG-3’) (SEQ ID NO: 4);
CpG21798 (5°-TCG. TCG ACGATC GGC GCG.CGC CG-3’) (SEQ ID NO: 5);
CpG21889 (5°-TCG TCG ACG ATC GGC GCG CGC CG-3’) (SEQ ID NO: 6);
CpG2395 (5°-TCG TCG TTT TCG GCG CGC GCC G-3”) (SEQ ID NO: 7);
M362 (5°-TCG TCG TCG TTC GAA CGA CGT TGA T-3”) (SEQ ID NO: 8);

K3 duogc danh ddu Alexa 488;
K3-dA40 dugc danh déu Alexa 488;

K3 duogc déanh déu Alexa 647;
K3-dA40 duogc danh dau Alexa 647

Cu thé 13, su tdng hop K3-dA35 (SEQ ID NO: 12), K3-dA30 (SEQ ID NO:
11), K3-dA25 (SEQ ID NO: 10) va K3-dA20 (SEQ ID NO: 9), ngoai K3-dA40
(SEQ ID NO: 2) néu trén, dugc mo ta (bang 2).

Bang 2
K3-dA40:
AsTsCsGsAsCsTsCsTsCsGsAsGsCsGsTsTsCsTsCsAsAsASAsASAsASASASASA
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SASASASASASASASASASASASAsSASASASASASASASASASASASASAsASASASA
(Danh muyc trinh ty, SEQ ID NO: 2)

K3-dA35:
AsTsCsGsAsCsTsCsTsCsGsAsGsCsGsTsTsCsTsCsAsAsAsASASASASASASASA
sAsAsAsSASASASASASASASASASASASAsAsAsAsAsAsAsAsAsA (Danh muc
trinh ty, SEQ ID NO: 12)

K3-dA30:
AsTsCsGsAsCsTsCsTsCsGsAsGsCsGsTsTsCsTsCsAsASASASASASASASASASA
sAsAsAsAsAsAsAsAsAsAsAsAsAsAsAsSAsSAsASA (Danh muc trinh ty, SEQ ID
NO: 11)

K3-dA25:
AsTsCsGsAsCsTsCsTsCsGsAsGsCsGsTsTsCsTsCsAsASASASASASASASASASA
sAsAsAsAsAsAsAsAsAsAsASASASA (Danh muyc trinh tw, SEQ ID NO: 10)

K3-dA20:
AsTsCsGsAsCsTsCsTsCsGsAsGsCsGsTsTsCsTsCsAsAsAsAsAsASAsASASASA
sAsAsAsAsAsAsAsAsA (Danh muyc trinh ty, SEQ ID NO: 9)

(Theo céc trinh ty néu trén, s th8 hién rang lién két phosphodieste gifta cac
nucleozit duoc thé bang lién két phosphothioat.)

Cac oligodeoxynucleotit duoc téng hop bang phuong phap thong thuong,
phuong phép phosphoramidit pha rdn (Acid nucleics in Chemistry and Biology, 3.
Chemical synthesis (1990) ed. G. Michael Blackburn and Michael J. Gait. Oxford
University Press).

Bang 3 thé hién trong luong phan ti ctia cdc ODN CpG duge md ta ¢ bang
2, va thoi gian luu duge phén tich boi HPLC pha déo trong cac diéu kién sau (cot:
nudce, X-Bridge C18 2,5uM, 4,6x75mm, dung dich A: 100mM
hexafloroisopropanol, 8mM trietylamin, dung dich B: metanol, B%: 5%—30% (20
phut, do déc tuyén tinh); 60°C; 1ml/phut; 260nm).

Bang 3

Hop chét Thoi gian luu gid tri dd do gid tri d3 tinh (phut)
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K3-dA40 19520,3 19519,0 14,9
K3-dA35 17873,9 17872,8 15,0
K3-dA30 16227,5 16225,7 14,9
K3-dA25 14581,1 14580,5 14,7
K3-dA20 12934.8 12933.3 14.6

Ovalbumin (OVA) dugc mua tir Seikagaku Kogyo. DQ-OVA, Alexa488-
OVA, CFSE, va Lipofectamin 2000 dugc mua tir Invitrogen. Hoechst33258,
Zymosan, va Curdlan dugc mua tor SIGMA. Zymosan di rat ra dugc mua tur
Invivogen. Clodronat liposom dugc mua tr FormuMax. Vacxin san phém phén loai
theo cum, toan bd virut bat hoat bdi formalin (WIV), va céc virut cim da tinh loc
(HIN1) duoc didu ché nhu duoc mo ta néu trén (Koyama, S., et al., Science
translational medicine 2, 25ra24 (2010)).

Su tao phtrc cia ODN CpG va SPG (Fig.1)

Hoa tan 7,22mg K3-dA40 trong nuéc (3,7mL). Hoa tan SPG (15mg, Mitsui
Sugar Co., Ltd.) trong NaOH 0,25N (1mL). Bb sung 1mL thé tich cia 330mM
NaH,PO, vao dung dich ADN, sau d6 bd sung dung dich SPG vao dung dich
DNA/NaH,PO; va gitt ¢ 4°C qua dém dé hoan thanh su tao phuc. Ty 1€ phan tr
(MSPG/MDNA) dugc ¢ dinh 13 0,27. Sy hinh thanh cta phitc chat duge xac nhan
bang thiét bi dién di vi mach (SHIMADZU: MultiNA).

Su tao phurc cia ODN CpG va LNT (Fig.1)

Hoa tan lentinan (LNT: Ajinomoto Co., Inc., lot No.: 2D8X1) trong dung
dich NaOH 0,25N cho dén khi dat 50mg/ml, va dé yén hdn hop nay & nhiét do
trong phong qua dém. Hoa tan nhidu ODN CpG (céc bang 2, 3) trong nudc dén
100mM dé tiém. Tron dung dich LNT chira nudc va nhiéu dung dich CpG chira
nuée (K3-dA20 (SEQ ID NO: 9), K3-dA25 (SEQ ID NO: 10), K3-dA30 (SEQ ID
NO: 11), K3-dA35 (SEQ ID NO: 12), K3-dA40 (SEQ ID NO: 2)) theo cac ty 1¢
duoc thé hién & bang 4, sau d6 bd sung dung tich twong tu ctia NaH,PO4 330mM
nhu LNT, va duy tri hdn hop & 4°C qua dém dé hoan thanh sy tao phirc. Su tao
thanh phttc chét duge xac nhan bing céch dich chuyén ODN CpG vé phia trong
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lugng phan tr cao hon béi séc ky loai trir kich thude, khi theo doi do hép thu &
260nm. (hé thdng: Agilent 1100 series, cot: Asahipak GF7 M-HQ (Shodex), hai
cot duge két ndi, luu luong: 0,8mL/phit, dung dich dém: EDTA PBS 10mM, do
pH 7,4, nhiét d6: 40°C).
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Bang 4
CpG-LNT ODN CpG LNT
typ (ng) (ng)
K3-dA20-LNT K3-dA20 69 113
K3-dA20-LNT K3-dA20 138 136
K3-dA25-LNT K3-dA25 78 85
K3-dA30-LNT #1 | K3-dA30 433 425 Céc két qua 9)
K3-dA30-LNT#2 | K3-dA30 433 510 | Cackétqua9), 10), 11)
K3-dA35-LNT #1 | K3-dA35 477 496 Céc két qua 9)
K3-dA35-LNT#2 | K3-dA35 477 595 | Cackétqua9), 10), 11)
K3-dA40-LNT #1 | K3-dA40 521 567 Céc két qua 9)
K3-dA40-LNT#2 | K3-dA40 521 680 | Cackétqua9),10),11)
K3-dA35-LNT K3-dA35 1527 1524 Céc két qua 12)
K3-dA40-LNT K3-dA40 1667 1741 Céc két qua 12)

Su diéu ché va kich thich cac PBMC & ngudi (c4c Fig.2, 3, 6 va 7)

Thu dugc cac PBMC tir ba tinh nguyén vién 1a nam gidi trudéng thanh khoe
manh (30 dén 40 tudi). Cac thi nghiém st dung cdc PBMC & ngudi d& dugc phé duyét
boi Institutional Review Board of the National Institute of Biomedical Innovation. Sau
khi didu ché cac PBMC bing cach st dung Ficoll, ching dugc cdy & ndng do 1x107 té
bao/mL. Cac PBMC dugc duy tri hoan toan trong RPMI (RPMI 1640 duge b6 sung
FCS 10%, penixilin, va streptomyxin). Cac PBMC dugc kich thich v6i K3 (0,24, 0,74,
2,2, 6,6, 20ug/ml), K3-dA40, K3-SPG (phtrc chét K3-dA40), dA40-K3, SPG-K3
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(phtrc chét dA40-K3), D35, CpG21798, CpG21889, CpG2395, hodic M362 trong 24
gid. Cac phan dich ndi duge cho tham gia ELISA cho moi IFN-o. (Mabtech), IL-6
(R&D), va Milliplex (Millipore).
Phan tich hién vi dién tir (Fig.4)

Trude khi nhudm, cac miu dugc nhod trén cac ludi toa d6 duge phu
formvar-cacbon. Ddi véi nhudm am, giot uranyl axetat 2% (pH 4,0) dugc dat trén
ludi toa d6 va dé & khong khi kho. Cac ludi toa d6 dugc kiém tra véi d6 phong dai
x40.000 trén kinh hién vi dién tir (Hitachi H-7650).

Téan xa anh sang dong (Fig.5)

Céc c& hat nano trung binh trong dung dich chira nudc & 80°C dugc do
bing cach st dung tin xa 4nh sang dong trén Malvern Instruments Zeta Sizer.
Céc moi trudng nudi cdy té bao 14 1ach va té bao dudi gai (cac Fig.8 va 9)

Céc 14 lach chudt duoc thu gom tir chudt C57BL/6], thiéu hut TIr9, va thiéu
hut Dectin-1 6 tudn tudi. Sau khi hdn dich ciia cac té bao 14 lach, cac té bao méu d6
(cac RBC) dugc dung giai véi dung dich dém phén gidi ACK va cac t& bao duoc
duy tri hoan toan trong RPMI. Céac té bao dugc nudi cdy véi 1 x 107 t& bao/mL.
Céc DC ¢6 ngudn gbc tir tily xwong dugc san sinh bang cach nudi ciy trong 7 ngay
véi ngudi FIBL (Peprotech) (100ng/mL). Céc t& bao duge nudi cy & nong do 1 x
107 t& bao/mL. Ca4c BMDM duoc san sinh bang cach nudi cy trong 7 ngiy véi
chudt M-CSF (Peprotech) (20 ng/mL). Cac té bao ndy dugc duy tri hoan toan trong
RPML.

Su phan b ndi bao (cac Fig.8 va 9)

Cac BMDM dugc nudi céy & 5 x107 té bao/mL va duoc kich thich voi Alexa
488-K3 (1uM) thém Alexa 647-K3-SPG (1uM), hodc Alexa 488-D35 (1uM) thém
Alexa 647-K3-SPG (1uM) trong 3 gid. Céc té bao dugc nhudm véi Hoechst33258
trong 30 phut dé quan sat cac hat nhan, sau d6 cac té bao duoc cb dinh va duoc phan
tich bang cach st dung kinh hién vi huynh quang.

Mién dich
Chudt C57BL/6J, thiéu hut Tlr9, va thiéu hut Dectin-1 6 tuan tubi dugc sit

dung véi
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OVA (0,1; 1; 10; hodc 100ug);
OVA (0,37; 1,1; 3,3; hodc 10pg) va K3(538pmol);
OVA (0,37; 1,1; 3,3; hodc 10pg) va K3-dA40 (538pmol); hodc
OVA (0,37; 1,1; 3,3; hodc 10pg) va K3-SPG (538pmol)
& gbc dudi vao cac ngdy 0 va 10. Ddi vai cac thir nghiém khac, chudt CS7BL/6J
dugc st dung véi
vacxin phén chia (0,1pg) riéng r¢;
vacxin phén chia thém K3 (538pmol); hodc
vacxin phan chia thém K3-SPG (538pmol)
vao cac ngdy 0 va 10 & gbec dudi. Mau dugc rut ra vao ngay 17 va céc chuén d6
khéang thé huyét thanh dic hiéu cta khang nguyén dugc do bdi ELISA (céc Fig.10,
15a, 16, 25, 28a, 29 va 43a). Cac 14 lach chudt dugc thu gom vao ngay 17 va cac t
bao 14 lach duogc bao ché bing phuong phép néu trén. Cac t& bao dugc tai kich
thich v&i
OVA257-264 (OVA257):SINFEKL (10pg/ml);
OVA323-339 (OVA323):ISQAVHAAHAEINEAGR (10pg/ml);
Toan bo OVA protein (OVA) (10pg/ml);
NP260-283 (NP260):ARSALILRGSVAHKSCLPACVYGP (10pg/ml); hoac
vacxin phén chia (10pg/ml)
trong 24 hodc 48 gio. Cac phan dich ndi duge cho qua ELISA cho chudt IFN-y
(c4c Fig.11, 15b, 17, 26, 28b, 30 va 43b). Bbi vdi thir nghiém tetramer, cac té bao
14 lach dugc nhudm bang tetramer H-2Kb OVA (MBL), cac khang thé khang
CD8o, (KT15), khang TCRP (H57-597), khang CD62L (MEL-14), va khang CD44
(IM7), va 7-AAD. S luong té bao OVA tetramer” CD44* CD8a" TCRB" dugc x4c
dinh bang FACS (céc Fig.12, 15¢, 27, 28c va 31).
Thtr nghiém CTL in vitro CTL (Fig.13)

Chudt C57BL/6J 6 tudn tudi duoc st dung voi
OVA (100pg);
OVA thém K3 (3,3ug);
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OVA thém K3-dA40 (3,3pg); hoac

OVA with K3-SPG (3,3png)

& gbc dudi vao ngdy 0. 7 ngdy sau khi tiém chung, cic té€ bao 14 lach naive
C57BL/6J dugc dénh dau v6i ndng d6 khac nhau ctia CFSE (5 hoic 0,5uM) trong
10 phut & 37°C. Céac té bao da nhudm & cic ndng do cao dugc dao dong véi
OVA257 (10pg/ml) trong 90 phut & 37°C. Sau khi rira hai 1an bang dung méi, céc
té bao da danh dau dugce trén va d‘ugc truyén dén chudt d3 mién dich theo duodng
tiém tinh mach. 24 gi¢ sau khi truyén, cac té bao 14 lach dugc thu gom va phan
tram céc té bao da danh ddu CFSE duoc do bang FACS.

Su gay mién dich peptit

Chudt C57BL/6J dugc gay mién dich véi

OVA257 (10ug);

OVA257 thém K3 (10pg);

OVA257 thém K3-dA40 (10pg); hoac

OVA257 thém K3-SPG (10pg).

Bay ngay sau khi gy mién dich, c4c té bao 14 lach dugc chudn bi va dugc nhuém
véi cac khang thé H-2Kb OVA tetramer, céc khéng thé khang CD8a, khang TCRB,
khang CD62L, va khang CD44. S6 lugng céc té bao OVA tetramer® CD44* CD8a*
TCRP* dugc phan tich bang FACS (Fig.14 trai). Cac té bao 14 lach di chuan bi
duoc tai kich thich in vitro véi OVA257 (10pg/ml) thém Golgi Plug trong 4 gio.
Céc t& bao duge nhudm véi cac khang thé khang IFN-y, khang CDS8o, va khang
CD3e, va sb luong thé bao IFN-y* CD8a* CD3e" dugc xac dinh bing FACS
(Fig.14 phai).

Su chuyén nap va thir nghiém lién két Dectin-1 (c4c Fig.18 va 19)

Céc t& bao HEK293 dugc chuyén nap trong, céc plasmit biéu hién Dectin-1,
hodc Dectin-2 béng cach str dung Lipofectamin 2000. 48 gid sau khi chuyén nap, cac
& bao duge xtr Iy véi FITC-SPG (0,5uM), K3-dA40 duge danh déu Alexa 488
(0,51M), hoiic K3-SPG dugc danh dau Alexa 488 (0,5uM) trong 60 phit & 37°C. Sau
khi xtr Iy, cc té bao dugc thu hoach va SPG hoic céc té bao tich cuc ODN CpG dugce
phéan tich boi FACS.
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Su kich thich cta cac té bao mién dich (cac Fig.20, 21, 22,23 va 24)

Céc t& bao 14 lach va cac FL-DC tir chudt C57BL/6J, thiéu hut T1r9, hoic
thiéu hut Dectin-1 duoc kich thich véi K3-SPG (0,014; 0,03; 0,04; 0,08; 0,12; 0,25;
0,37; 0,74; 1,1; 2,2; 3,3; 6,7; 10, hodc 20ug/ml), Zymosan (3,7; 11,1; 33,3; hoac
100pg/ml), Curdlan, Zymosan da loai bd, hodc SPG trong 24 gio. O cac thir
nghiém khdc, cac té bao 14 14ch tir chudt C57BL/6J hodc thiéu hut Dectin-1 dugc
kich thich v&i Zymosan- d& loai bo (100; 33,3; hodc 11,1pg/ml) hoac SPG (100,
33,3; hodc 11,1ug/ml), ¢6 hodc khong c6 D35 (1uM) trong 24 gio. Cac phan dich
ndi duge cho qua ELISA déi véi IFN-a (PBL), IL-6 (R&D), IL-12 p40 (R&D), IL-
12 p70 (R&D), va Bioplex (BIO-RAD).

Héa mo6 mién dich (Fig.32)

Chuot C57BL/6]J duoc st dung véi

DQ-OVA (10pg);

Alexa 488-K3-SPG (10pg);

Alexa 647-K3-SPG (10pg); hoac

DQ-OVA thém Alexa647-K3-SPG (10ug)

& gbe dudi. Sau khi thu gom iLN, c4c phin dong lanh dugc bao ché bang céch sir
dung cryostat. Cac phan déng lanh dugc c¢b dinh boi 4% paraformaldehyt trong 10
phut va dugc U vdi cac khang thé khang Siglec-1 (MOMA-1), khang MARCO
(ED31), khang CD3e (145-2C11), hodc khang CD11c (N418). Cac két qua hinh
anh duoc phan tich bang Image].

Kinh hién vi hai photon (cac Fig.33 va 35)

Chudt C57BL/6J, thiéu hut 7779, hodc thiéu hut Dectin-1 dugc st dung véi
DQ-OVA (10ug), Alexa 488-K3 (10pg), hoac Alexa 488-K3-SPG (10ug) 6 gbc duoi.
30 phit trude khi thu gom iLN, chudt duge s dung voi cac khang thé khang PE-
MARCO, hoic khéng PE-Siglec-1 & gbc dudi. 1 gio sau khi st dung khédng nguyén
ho#ic t4 duoc, cac iLN dugc thu gom va duge bao ché cho su phan tich hinh anh st
dung kinh hién vi hai photon (Olympus). Hé sd twong quan Pearson duoc tinh bing
céch str dung phén tich sy cting khu tra Volocity.

Su phan bd cia khang nguyén va t4 duge In vivo (céc Fig.34 va 36)
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Chuot C57BL/6J dugc st dung voi

Alexa 647-K3 (538pmol);

Alexa 647-K3-SPG (538pmol);

Alexa 488-OVA (10ug);

Alexa 488-OVA thém K3 (10pg);

Alexa 488-OVA thém K3-SPG (10pg);

DQ-OVA (10pg);

DQ-OVA thém Alexa 647-K3 (538pmol); hodc

DQ-OVA thém Alexa 647-K3-SPG (538pmol)

& gbe dudi. 24 gio sau khi st dung, cac iLN dugc thu gom. Pé bao ché cac hdn
dich t& bao don, cac iLN dugc U vdi colagenaza D (Img/mL) va DNase I
(0,1mg/mL) trong 30 phiit & 37°C. Céc té bao di bao ché dugc 1 véi cac khang thé
khang B220 (RA3-6B2), khang CD8oa. (56-6,7), va khang CDl11c dé phan tach cac
tap hop DC khéc nhau. Té bao hip thu OVA va cac ODN CpG duoc phan tich
bang FACS.

Ché phdm tiém clodronat liposom (Fig.37)

Chudt C57BL/6J 6 tudn tudi duoc st dung clodronat liposom & goc dudi
trong 5 hoac 2 ngdy trude khi mién dich. Chuét duoc mién dich & géc dudi voi
OVA thém K3-SPG & ngay 0. Mau va 14 lach dugc thu gom vao ngay 8, va cac
chudn do khang huyét thanh va céc phan tmg té bao T dugc do bdi ELISA.

Khao sat su hoat hoa DC in vivo (Fig.38)

Chudt C57BL/6J hodc thiéu hut TIr9 dugc sir dung véi K3 (10pg) hodc
K3-SPG (10pug) & gbe dudi. 24 gio sau khi st dung, cdc iLN dugc bao ché boi cac
phuong phép néu trén. Cac té bao dugc U v6i cac khang thé khang CD11c, khang
mPDCA-1 (JF05-1C2.4.1), khang CD8a, va khang CD40 (3/23), sau d6 duoc phan
tich bang FACS.

Khao sét phan ting phong vé chéng bénh nhiém virut cim
Chudt C57BL/6J 6 tuan tudi duoc st dung véi

vacxin phén chia (0,1pg);

2.
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vacxin phén chia thém K3-SPG (10pg); hodc

WIV (0,2pg)

va0 ngdy 0 va 14. Hai tuan sau khi tao mién dich, céc chuin do khéng thé huyét thanh
dugc do biang ELISA (Fig.39) va chudt dugc thir qua dudng miii bing 2,3 x 10° pfu
(10 LDsp) cua virut cam A/PR/8/34. Sy thay ddi trong luong co thé va ty 16 tir vong
cua chu6t da thir duoc theo doi trong 20 ngay (Fig.40).

MO hinh vacxin ctia khi dudi dai (cac Fig.41 va 42)

Céc khi duoi dai dugc tiém dudi da voi
vacxin phén chia cim (5pg) thém K3(5nmol), hodc
vacxin phéan chia va K3-SPG (5nmol)

o ngay 0 va 14. Céc mau mau dugc thu gom & cac tudn -2, 2, 4, 6, 8, va 110, va cac
chuén d6 khang thé huyét thanh duoc do bang ELISA.
Phan tich thong ké

Do tin cdy mang tinh thdng ké (P < 0,05) gifta cAc nhém dugc x4c dinh
bang cach str dung phép thir t ctia Student hodc thir nghiém Mann-Whitney U.

Céc két qual) Hat c& nano hinh que ctia K3-SPG dat dugc cac dic tinh gap doi cia
ODN CpG typK vaD.

Hiéu qua tao phirc tt hon gitta ODN CpG va SPG yéu cdu c4c trinh tu bd
sung clia cdu tric chinh PS cho poly-dA40 & cac dau 5’ hodc 3’ théng qua cac quy
trinh bién tinh-phuc hdi dugc thé hién & Fig.l (Shimada, N., et al., Bioconjugate
chemistry 18, 1280-1286 (2007); Minari, J., et al., Bioconjugate chemistry 22, 9-15
(2011)). Trong khi t8i wu héa su hinh thanh phtrc chét boi ODN CpG dugc 1am gibng
nhu ctia ngudi, cac tac gia sang ché di kiém tra cac anh hudng kich thich mién dich
cta cac dau 5’ va 3’ cia ODN CpG. 5’-K3-dA40-3’, khong phai 5’-dA40-K3-3°,
duoc tao phirc chét v6i SPG d3 hoat hoa céc té bao don nhin mau ngoai vi & nguoi
(cac PBMC) dé san xuat lugng manh IFN-0, mic du cac hiéu qua tao phic ¢6 thé so
sénh duoc (cac Fig.2 va 3). K3, K3-dA40, va dA40-K3, ma co thé hoat hoa céc
PBMC ngudi dé san xudt cic xytokin khac, nhu IL-6, da tht bai dé san xut IFN-o,
(cac Fig.2 va 3). Céac két qua nay chi ra rang 5°-CpG dugc mong chd hon 3°-CpG aé

]am chét cha van TLR9 moi.
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Chét luogng va sb luong K3-SPG duoc tién hanh bang kinh hién vi dién tir
quét (SEM) va tan xa anh sang dong (DLS). K3-SPG c6 cu trac gidng hinh que, pht
hop vé6i su nhin thiy & bdo céo trude do (Bae, A.H., et al., Carbohydrate research
339, 251-258 (2004)) (Fig.4). N6 ¢c6 vé la hat monome nano tan véi duong kinh trung
binh 1& 30nm, c6 thé so sanh véi chinh SPG va nhé hon ODN CpG typ D (D35)
(Fig.5) (Klein, D.C. et al., Ultramicroscopy 110, 689-693 (2010); Costa, L.T., et al.,
Biochemical and biophysical research communications 313, 1065-1072 (2004)).

Gia dinh 12 K3-SPG tao thanh hat nano, cac hoat tinh kich thich mién dich ctia
K3-SPG duoc so sanh véi ODN CpG typ C, D va P. Cac PBMC dugc kich thich véi
K3-SPG d4 san xuét lugng IFN-o va IFN-y 1én hon, va thém nita céc ndng do thap
hon c4c PBMC dugc sén xuét bing D35 (Fig.6), ODN CpG typ P va C (Fig.7). Cac
két qua nay goi v rang K3-SPG lam tang dic tinh cia ODN CpG typ D, ma khong
1am mét dic tinh clia typ K, boi vi cac IFN niy duogc biét dén 14 cac xytokin dic hidu
typ D (Krug, A., et al., European journal of immunology 31, 2154-2163 (2001);
Verthelyi, D. et al., Journal of immunology 166, 2372-2377 (2001); Gursel, M. et
al., Journal of leukocyte biology 71, 813-820 (2002)). Pé hiéu céc chirc ning doi
ctia ODN CpG typ K va D, cac tac gid sang ché d3 phan tich sy khu trt bén trong té
bao ctia K3-SPG & céc dai thuc bao ¢6 ngudn gde tir ty xuwong. K3-SPG dugc cling
khu trd v6i khong chi cac thé ni bao chira ODN CpG typ K ma con véi céc thé noi
bao chira ODN CpG typ D (cac Fig.8 va 9) gibng ODN CpG typ C (Guiducci, C., et
al., The Journal of experimental medicine 203, 1999-2008 (2006)), goi y rang K3-
SPG ¢6 thé chuyén ddi cc dudng tin hiéu mién dich bam sinh trong méi trudng thé
ndi bao bang ODN CpG typ K va D. Céc két qua nay thé hién ring K3-SPG tao ra hat
¢& nano béc cao va tan hoan toan va phét hién thdy ring K3-SPG “t4t ca trong mot”
nay thé hién nhiéu hoat tinh tiém tang hon so véi va dic tinh khac véi céc ODN CpG
bt ky khéc va phirc chit CpG-SPG d biét trudc day.

2) K3-SPG 14 ta duoc ndi bat clia vacxin ma gay ra cac phan tng CTL ¢4 hiéu luc véi
khang nguyén protein ma khong lién két.

Céc tac gia sang ché da so sanh céc hiéu qua ta dugc cua K3, K3-dA40, va
K3-SPG trong mé hinh mién dich & chudt. Khi chudt typ hoang d& dugc mién dich
v6i OVA riéng, hodac OVA voéi ting ta dugc co ngudn gbc K3, K3-SPG d gay ra cac
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phan tmg mién dich dich thé cao hon déng k& (Fig.10), va céc phan tmg t€ bao T
manh hon la dugc gay ra boi K3 (Fig.11). Luuy ring, cac thir nghiém tetramer da boc
16 s6 luong té bao CD8 T dic hiéu OVA (Fig.12). Hoat tinh CTL in vivo chéng lai céc
khang nguyén protein ciing duong st dung ma cling khong quan sat thay bat ky lién
két cong hoa tri nao (Fig.13). Su kich thich CTL manh ndy boi K3-SPG duorc téi san
sinh bing su tiém chiing peptit (Fig.14), va phu thudc vao lidu (Fig.15). Kha nang tiét
kiém khéng nguyén ctia K3-SPG cfing rat hidu luc ma ¢6 thé so sanh khéng thé va céc
phéan Umg t& bao CD4 T da dat duoc bang cach st dung mdt trim 1an luong khang
nguyén OVA (céc Fig.16 va 17). Céc két qua ndy cho thdy r& rang rang K3-SPG 1a ta
duoc ndi bat hon K3 riéng r8.
3) SPG 1a phéi tir Dectin-1 tan, nhung khong phai chét cht van Dectin-1.

Vai tro ctia Dectin-1 trong su hép thu té bao clia, va su hoat hoa sau ddy bdi,
SPG va K3-SPG da duoc kiém tra, véi Dectin-1 d& duoc biét dén 1a thu thé cho céc B-
glucan nhu Zymosan (Herre, J., et al., Blood 104, 4038-4045 (2004)). Bang céch sir
dung phuong phap do & bao theo dong chay, da phat hién thiy rang cac té bao
HEK293 thé hién Dectin-1 nhung khong thé hién Dectin-2 hodc vecto kiém soét, da
ting su hip thu ctia SPG hoic K3-SPG in vitro bat ké su c¢6 mit cia ODN (céc Fig.
18 va 19). Vira dugc bao céo ring dang tan cta p-glucan khong hoat hda sy phét tin
hiéu Dectin-1 (Goodridge, H.S., et al., Nature 472, 471-475 (2011)). Ngoai ra, su
phat tin hiéu Dectin-1 thé hién sy san xuét xytokin trong méi trudng TLRY thdng qua
su gy ra hoat dong trc ché tin hiéu ctia xytokin ctia protein 1 (SOCS1) (Eberle, MLE.
& Dalpke, A.H., Journal of immunology 188, 5644-5654 (2012)). Do do, hoat tinh
chi van cta SPG da dugc kiém tra. Khi céc € bao 14 lach duge kich thich véi
Zymosan d4 rut ra ma khong phai SPG, liéu va TNF-a phu thude Dectin-1- va céc su
sén xudt xytokin khac duoge quan sat thay (Fig.20) (Fig.21). Su san xuét xytokin boi
Zymosan va Curdlan 1a khong phu thudc Dectin-1. Zymosan da rut ra da trc ché ODN
CpG san xudt IFN-0, v6i su tc ché ndy duoc gidm bét boi sy thiéu hut Dectin-1
(Fig.22). Nguoc lai, SPG khong trc ché sy san xut IFN-o, di dugc cam tmg ODN
CpG (Fig.23). Céc két qua nay cho thdy ring SPG 14 phdi tir chir khdng phai chat chu
van cua Dectin-1; do d6 SPG khong gdy tré ngai cho su san xuét IFN-0, trong moi
truong TLRO.
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4) Céc hiéu qua ta dugc ctia K3-SPG phu thude vao TLRY va phu thuéc mot phén vao
Dectin-1.

Do K3-SPG 1 phirc chat cia ODN CpG va B-glucan, nén vai trd ctia TLR9
(Hemmi, H., et al., Nature 408, 740-745 (2000)) va Dectin-1 (Saijo, S., et al.,
Nature immunology 8, 39-46 (2007)) da duoc kiém tra bang cach sir dung chudt
dugc tach thu thé. Khi cac t& bao 14 lach va cac DC c6 ngudn gde tir tly xwong dugc
san xuét tir phdi tir Flt3 (cac FL-DC) tir chudt thidu hut 779 va thiéu hut Dectin-1
duoc kich thich véi K3-SPG, sur san sinh xytokin phu thudc hoan toan vao TLR9 chir
khong phai Dectin-1 (Fig.24). Pht hop voi céac két qua in vitro, su kich thich & chudt
thiéu hut TI#9 v6i K3-SPG thém OVA dan dén dich thé bi giam va céc phan tmg té
bao T (c&c Fig.25-27). Chudt thiéu hut Dectin-1 da thé hién c4c phan tmg mién dich
c6 thé so sanh véi chudt typ hoang da khi chudt duge kich thich véi OVA thém 10pg
cta K3-SPG (Fig.28). Khi chudt thiéu hut Dectin-1 dugc kich thich v6i OVA thém
1ug ctia K3-SPG, chudt thé hién phan tng té bao CD8 T giam theo cac thir nghiém
tetramer (Fig.31), ma khong c6 su thay dbi dang ké nao su san xuét khang thé va
xytokin tir céc t& bao T (cac Fig.29 va 30). Cac két qua ndy goi ¥ rang hiéu qua t&
duoc ciia K3-SPG phu thudc vao sy phat tin hiéu TLR9. Mac du SPG va K3-SPG
khéng kichl thich su phét tin hiéu Dectin-1, nhung hiéu qua cua K3-SPG van phu
thudc mdt phan vao Dectin-1 in vivo.

5) Céc dai thuc bao MARCO", khong phai Siglec-1" & cac hach bach huyét thoat
nudce chiém duge K3-SPG trdi v6i khang nguyén.

Puoc cho rang K3-SPG cung cap cac hiéu qua t4 dugc manh in vivo thong
qua sy kich thich v6i hdn hop khéng nguyén don gian, dugc dua ra gia thuyét rang céc
té bao ma chiém duoc ca khang nguyén va K3-SPG nén dong vai trd quyét dinh trong
vide 1am méi trudng ctia cac hidu qua t4 dugc. D& kidm tra sy phan bd clia OVA va
K3-SPG duoc danh déu huynh quang in vivo, kinh hién vi huynh quang v& kinh hién
vi hai photon dugc st dung. Sau khi tiém & gbc dudi, ca khéang nguyén va ta dugc da
dat t&i bé mit cta céc hach bach huyét thodt nuéc & ben (céc iLN) trong vong 1 gid
(c4c Fig.32, 33 va 35). Sau 24 gio, mot s6 K3-SPG dugc di chuyén t6i ving t& bao
CD3e" T va duoc cung khu tri véi DQ-OVA. Cac t& bao ma chira ca K3-SPG va DQ-
OVA trong ving t& bao T ctia iLN la cac CD11c* DC.
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Tha vi 13, phén 16n céc tin hiéu huynh quang vAn con nguyén trén bé mit cia
iLN (Fig.32), thuc dy céc tic gia sang ché tép trung vao hai typ cia céc dai thuc bao
da biét dé duoc phan b trén bé mat LN, cac dai thuc bao Siglec-1 (cling duoc goi 13
CD169 hoic MOMA-1)* (ciing dugc biét dén 1a cac dai thuc bao xoang dudi vo) va
cac dai thuc bdo MARCO+ (Martinez-Pomares, L. & Gordon, S., Trends in
immunology 33, 66-70 (2012)). Phan tich m6 hoc bang cach str dung kinh hién vi
huynh quang théng thuong khong phét hién pht hop toan bo b& mit iLN; hon nita,
céc dai thue bao nay qua kho dé duoc phan tich cho sy phan tich do té bao theo dong
chay (Aoshi, T., et al., European journal of immunology 39, 417-425 (2009); Gray,
E.E. & Cyster, J.G., Journal of innate immunity 4, 424-436 (2012)). Do d6, phan
tich hinh anh bang kinh hién vi hai photon dugc st dung d8 1am 6 rang su phan bb
khang nguyén va K3-SPG ex vivo. Sau khi tiém cac khang thé khang MARCO va
khang Siglec-1, cac dai thuc bao cu thé dugc hién thi héa. Khi bé mit iLN dugc theo
doi bang kinh hién vi hai photon sau khi tiém 1 gio, thi OVA va K3-SPG dugc cling
khu trG véi cac dai thuc bao MARCO™ khong phai Siglec-17 (cac Fig.33 va 35). Céc
béo cao trudc goi y phirc chAt mién dich va virut cim bét hoat da bi chiém béi cac dai
thuc bao Siglec-17 dé gdy ra cac phan ung mién dich dich thé (Gonzalez, S.F., et al.,
Nature immunology 11, 427-434 (2010); Suzuki, K. et al., The Journal of
experimental medicine 206, 1485-1493 (2009)). M6 hinh phan b6 hoan toan phu
hop véi céc dai thuc bao MARCO™ ¢ cac iLN, va khong cting khu tri1 v6i cac dai thuc
bao Siglec-1" dugc x4c nhan bdi phén tich sy cung khu tril Volocity (cac Fig.34 va
36). Nguoc lai, K3 bi phan phdi ruom ra hon gitta cic ving MARCO™ va Siglec-1*
duogc so sanh véi K3-SPG (céac Fig.35 va 36). Ngoai ra, ca chudt thiéu hut 779 va
thiéu hut Dectin-1 déu thé hién su khu trt ¢6 thé so sanh ctia K3-SPG. Dé xac dinh su
déng gop cua cac dai thuc bao nay theo hudng cac hiéu qua ta dugc cua K3-SPG, cac
dong luc hoc phuc hdi khéc nhau ctia cac dai thuc bao va cac DC tiép sau khi tiém
clodronat liposom & géc dudi da duoc kiém tra. Sau khi tiém, cac dai thuc bao duge
rit ra hodn toan trong ngdy 2. Céc té bao nay khong phuc hdi trong it nhit mét tuan,
trong khi cac DC hau nhu dugc phuc hoi vao ngdy 5, nhu duoc bdo cdo trude day
(Aoshi, T., et al., Immunity 29, 476-486 (2008)). Khi ca céc dai thuc bao va cac DC
bi rt ra, cac phan tng mién dich bi ngén chin dang ké (Fig.37; Clo -d2). Chi c6 cac
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dai thuc bao, khong phai c4c DC, bi rit ra va cac phan img mién dich c6 thé so sanh
v6i chudt khong duoc didu tri (Fig.37; Clo—d5). Piéu nay s& goi ¥ rang mic du ca
OVA va K3-SPG déu chi yéu bi chiém béi céc dai thuc bao MARCO+ trong cac LN
sau khi tiém, nhung céc dai thuc bao di gy ra cac phan {mg mién dich c6 kha ning
thich nghi. Mt khéc, hiéu qua ta dugc ctia K3-SPG phu thudc nhiéu vao tap hop DC.
6) K3-SPG nhdm dén va hoat hoa manh tap hgp DC mang khang nguyén in vivo.

Su phéat hién cua céc tac gia sang ché goi ¥ ring mic di mot phén 16n ctia K3-
SPG dang hat nano dugc hép thu boi cac dai thuc bao MARCO+ trong céc iLN sau
khi tiém, nhung céac hi¢u qua ta dugc xuét hién dé duogc kiém soat boi cac DC. Khéng
nguyén va ta dugc hip thu béi tap hop DC trong cac iLN dugce hoi tu. 24 gid sau khi
tiém, su hép thu khéng nguyén va cic ta duge béi tap hgp DC duge phan tich boi
phuong phép do té bao dong chay. Tén s ctia mau duong CpG trong ba tap hop con
DC (cac pDC, cac CD8a" DC, va cac CD8o’DC) dugc ting 1én dang ké sau khi tiém
K3-SPG véi K3. Nguoc lai, tan s6 ciia cac DC duong tinh véi OVA c6 thé so sanh
sau khi tiém K3 va K3-SPG. Khi tip trung cac DC duong tinh véi cd khang nguyén
va t4 duoc, 6 su ting cudng dang ké cho K3-SPG hon K3. Ca cic pDC va cac
CD8o* DC trong céc iLN duge hoat hda manh boi K3-SPG nhung khong boi K3 24
gio sau khi tiém, va diéu nay phu thudc hoan toan vao TLR9 (Fig.38). Cac két qua
ndy goi y rang cac pDC va cac CD8o+ DC uu tién chiém K3-SPG hat nano hon 1a K3
khong phai hat cho sy truong thanh, va dé phat huy cac hiéu qua ta dugc.

7) K3-SPG 1a t4 dugc manh cho vacxin cim & chudt va cdc m6 hinh dong vét linh
truong khong phai nguoi.

Hiéu qua ta dugc ctia K3-SPG dugc kiém tra bang cach st dung nhiéu hon
c4c mo hinh tiém vacxin cim thich hop 1am sang & ca chudt va céc loai linh truong
khéng phai nguoi. Khi chudt duge mién dich véi vacxin phan chia khong virion giau
khang nguyén hemagglutinin da diéu tri ete (SV) thém t4 duoc di quy dinh, K3-SPG
da chimg minh céc hiéu qua ta dugc siéu viét hon K3 khi céc phan Umg khang thé va
céc phan g t& bao T dugc so sanh (Fig.43). Quan trong hon, sy mién dich SV thém
K3-SPG din dén phan tng khang thé 16n hon gép 100 lan, tham chi so sénh véi tiém
vacxin v6i ca (virion) vacxin bat hoat (WIV) (0,2pg/chudt) (Fig.39), ma chira virut

ARN duoc xdy dung trong t4 dugc (Koyama, S., et al.,, Science translational
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medicine 2, 25ra24 (2010)). Chudt duoc mién dich véi SV (0,1pg/chudt) va K3-SPG
da thé hién trong luong co thé dudi chudt duge mién dich véi WIV (Fig.40). Pang
chti ¥, K3-SPG d4 ban 100% sy béo vé chdng lai thir thach virut PR8 gy chét, ¢ lidu
ma chi 10% chudt duoc tiém vacxin WIV séng sét (Fig.40). Cac két qua nay hd tro
manh mé& quan diém ring K3-SPG lam viéc nhu mét t& duge manh di véi protein
hodic céc vacxin gdc protein & md hinh chuét, thic day 1a tac gia sang ché mé rong
phat hién ndy sang m6 hinh dong vét linh truéng khong phai ngudi st dung khi dudi
dai. Mbi nhém gém khi duéi dai duoc mién dich voéi SV thém K3 hodc K3-SPG vao
cac ngay 0 va 14. Cac chuan do khéng thé huyét thanh sau d6 duogc kiém soét trong 8
tuan. SV thém K3-SPG di gy ra chudn do khang thé cao hon déng ké 2 tuan sau khi
tiém miém dich, va cic muc chuan d6 van & mirc cao trong it nhét 6 tuan sau (Fig.41).
2 nam (110 tudn) sau khi mién dich, nhém K3-SPG c6 chuén d6 khéng thé cao hon
dang k& so véi nhém K3 (cc Fig.42 va 43). Tém lai, cic két qua nay goi ¥ rang K3-
SPG 14 t4 duoc ndi bat ctia vacxin & md hinh dong vét linh trudng khong phai nguoi.
8) Khéo sat cac phan Umg viém gdy ra kha ning cta céc phirc chét K3-LNT va K3-
SPG bang céch str dung cac PBMC ngudi

St dung cac PBMC nguoi (Lonza, Cat# CC-2702, Lot# 0000396517), kha
ning cia K3 (K3-dA30, K3-dA35, K3-dA40) riéng 1€, cac phirc chit K3-LNT
(K3-dA30-LNT, K3-dA35-LNT, K3-dA40-LNT) va phutrc chit K3-SPG (K3-
dA40-LNT) dé gay ra su san xuit moi IFN-a (hIFNa) va IL-6 (hIL-6) dugc danh
gia.

Céc két qua dugc thé hién & Fig.44. Khi dugc kich thich & liéu thip, su san
xuit moi IFN-a va IL-6 cao hon K3-SPG ma la phirc chét ctia K3 va SPG, va K3-
LNT ma la phirc chat ctia K3 va LNT, dugc so sanh véi K3 riéng r&. Ngoai ra, kha
ning san xut xytokin giy viém ma dugc san xuét béi cac K3-LNT c6 d6 dai dubi
dA khic nhau (dA30, dA35, dA40) dugc goi y 1a c6 kha nang gan nhu tuwong
duong. Ngoai ra, khi kha ndng san xuét xytokin gdy viém ctia K3-SPG va K3-LNT
duoc so sanh, kha nang gdy ra sy san xuit moi IFN-a ctia K3-LNT duge goi y 1a ¢6
kha néng cao hon kha ndng gay ra su san xuét moi IFN-a ctia K3-SPG. Mit khéc,
K3-SPG va K3-LNT duoc thay 1a 'tu’ong dwong v6i sy san xuét IL-6.

9) Chuan d6 khang thé IgG dic hiéu khang nguyén RSV F trong cac huyét thanh
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clia chudt dugc tidém véi vacxin tidu don vi duoc b sung K3-LNT va phtic chat
K3-SPG

Chuét C57BL/6 7 tudn tudi dugc mién dich hai lan & gdc dudi véi khang
nguyén RSV F (0,5pug) va nhiéu ta duogc (10pg) (K3 riéng 1& (K3-dA30, K3-dA35,
K3-dA40), phic chat K3-LNT (K3-dA30-LNT, K3-dA35-LNT, K3-dA40-LNT)
va phte chit K3-SPG (K3-dA40-SPG), phosphat phén), trén moi con chudt, vao
mdi khoang 2 tudn. 1 tudn sau khi mién dich lan cubi cung, mau ngoai vi dugc
phuc hdi va huyét thanh dugc bao ché, ma duge st dung 1& cac mau danh gid.
Chuén d6 cta khang thé ma lién két véi khang nguyén vacxin RSV F trong huyét
thanh duoc do bang cach sir dung phuong phép ELISA. Nhu dugc thé hién &
Fig.45, sy gy ra IgG tong ddc hiéu khang nguyén RSV F duge duge ting cuong
bang cach bd sung ta duoc nhu di so sénh véi nhém tiém ching riéng r& khang
nguyén RSV F (F), ma goi y rang hiéu qua ta duoc ctia K3 riéng r& (F+K3-dA30,
F+K3-dA35, F+K3-dA40), K3-LNT (F+K3-dA30-LNT, F+K3-dA35-LNT, F+K3-
dA40-LNT) va phic chit K3-SPG (F+K3-dA40-SPG) va phosphat phén
(F+Alum) c6 thé 13 tuong duong. O nhém chudt dugc tiém phosphat phén
(F+Alum), ma 1a t4 dugc Th2, da phat hién thdy rang kha ning giy ra 16p phu
IgG1 cao hon nhém tiém ching doc theo khang nguyén RSV F. Mt khac, cac két
qua da thé hién ring nhém mién dich duge tiém K3 riéng (F+K3-dA30, F+K3-
dA35, F+K3-dA40), K3-LNT (F+K3-dA30-LNT, F+K3-dA35-LNT, F+K3-dA40-
LNT), K3-SPG (F+K3-dA40-SPG) la cao hon vé khéng thé 16p phu IgG2c véi
phosphat phén (F+Alum), ma goi ¥ ring phitc chat K3-LNT c6 thé 14 t& dugce Thl
gibng K3-SPG.
10) Kha ning san xuét xytokin ddc hiéu khdng nguyén RSV F & chudt duoc tiém
Vacxinvacxin tidu don vi dugc bd sung K3-LNT va phtic chat K3-SPG

Chuot C57BL/6 7 tudn tudi duge mién dich hai 1an & gbe dudi vé6i khang
nguyén RSV F (0,5ug) va nhiéu ta duoc (10ug) (K3 riéng ré (K3-dA30, K3-dA35,
K3-dA40), K3-LNT (K3-dA30-LNT, K3-dA35-LNT, K3-dA40-LNT) va phuc
chit K3-SPG (K3-dA40-SPG), phosphat phén), trén mdi con chudt, cach nhau
khoang 2 tudn. M6t tudn sau 14n mién dich cubi clng, 14 lach duogc phuc hdi, va céac

t& bao 14 lach duoc bao ché. Cac té bao 14 lach duge tao phéi & dia nudi cay 96
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giéng dugc kich thich véi tmg MHC 16p 1 bi han ché epitop peptit, MHC 16p II bi
han ché epitop peptit, va protein khang nguyén ctia khang nguyén RSV F, va dugc
nudi cdy trong 24 gid hodc 48 gid. Kha ning san xuét xytokin ddc hiéu khéng
nguyén RSV F dugc danh gia boi phuong phép xytokin ELISA va st dung phan
dich néi nuéi cdy lam mAau. O khao sat nay, ba loai xytokin (IFN-g ma 1a xytokin
Thi, IL-2 duoc san xuét tir cac t& bao T d& hoat hoa, va IL-13 ma 1 xytokin Th2)
duogc danh gia.

Két qua 13, nhu duoc thé hién ¢ Fig.46, n6 dugc goi y rang ting cudng cac
hiéu qua & su gy ra dac hiéu khang nguyén RSV F cua su san xuét IFN-g va su
san xuét IL-2 c¢6 thé 1a tvong duong & K3-LNT (F+K3-dA30-LNT, F+K3-dA35-
LNT, F+K3-dA40-LNT) va K3-SPG (F+K3-dA40-SPG). O nhém tiém chiing t4
dugc phosphat pheén (ta dugc Th2) (F+Alum), su san xuét IFN-g 1a duéi mic gisi
han phat hién bai su kich thich bét ky. Mt khac, hi€u qua ting cuong sy san Xuét
IL-13 13 cao & nhom tiém ching phosphat pheén (t4 dugc Th2) va thip & nhom tiém
ching K3-SPG (t4 dugc Thl). Thu vi la, & nhém tiém ching K3-LNT (F+K3-
dA30-LNT, F+K3-dA 35-LNT, F+K3-dA 40-LNT), hiéu qua tang cuong su san
xuat IL-13 13 cao khi so sénh v&i su san xudt d6 & nhom tiém ching t4 dugc Thi
(K3-SPG) (F+K3-dA40-SPG). Tir d6 duoc goi y rang phirc chét K3-LNT c6 kha
ning ting cudng phan ing Th2 ngoai hiéu qua téng cuong phan tng Thl cao dugc
s& hitu bai K3-SPG.

11) Hiéu qua béo v¢ ché)ng lai bénh nhiém RSV & chudt cotton dugc tiém vacxin
tiéu don vi RSV F dugc bd sung K3-LNT va K3-SPG

Céc chudt cotton tir 6 dén 7 tuan tudi duoc mién dich hai 14n & gbc dudi voi
khang nguyén RSV F (lug) va nhiéu t4 dugc (10pg) (K3-LNT (K3-dA35-LNT,
K3-dA40-LNT) va phirc chit K3-SPG (K3-dA40-SPG), phosphat phén), trén mdi
con chudt, cach nhau 2 tudn. 2 tuan sau khi mién dich 14n cudi, cac chubt cotton
duoc thir véi RSV serotyp A (soi dai) bang cach tiém chiing transnasal, va luong
virut trong phdi dugc do vao 3 ngay sau. Nhém st dung Synagis (palivizumab)
duoc st dung theo duong tiém bap véi Synagis (2,5mg/kg) mot ngdy trude khi thir
su 1ay nhi®m, va kha ning bao vé sy 14y nhiém dugc danh gia theo cach gidng nhu

& trén. Cac mau mau duoc thu gom tir tinh mach ¢ cia cac chudt trong khi gay té
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ngay trude khi thir su 1ay nhiém va chudn d6 khang thé trung tinh dugc nghién ctru
bang cach sir dung huyét thanh thu duoc.

Céc két qua cua lugng virut trong phdi duoc thé hién & bén trai Fig.47, va
c4c két qua cua chuén do khang thé trung tinh dugc thé hién & bén phai ctia Fig.47.
Céc két qua cia lugng virut trong phdi tiét 16 rang lugng virut 1a khoang 10°
pfu/phdi duge quan sat thiy & nhom st dung PBS, trong khi né duge ngan chin
lwong virut thip hon 100 1an (trung binh) & nhém st dung vacxin RSV F duoc bd
sung phosphat phén (F+Alum). Mat khac, hoat tinh d& gy ra sy bao vé su lay
nhiém ciing duoc quan sét thiy & nhom st dung vacxin bd sung K3-SPG (F+K3-
dA40-SPG). Nhém vacxin b sung K3-LNT (F+K3-dA35-LNT, F+K3-dA40-
LNT) d4 thé hién hidu qua bao vé t6t nhit khoi su 1ay nhiém, do d6 dé xuat kha
nang 1a dbi twong muc tiéu méi vé t4 duoc ctia vacxin, ma déng gop vao kha ning
bao vé su 1y nhiém, khi duoc so sanh véi alum phosphat va K3-SPG.

Péi voi kha ning gay ra khang thé trung tinh, hoat tinh trung tinh trong
mau tuong duong voi Synagis duoc phat hién thdy trong nhém sir dung vacxin
duoc bd sung phosphat phén (F+Alum). Mit khéc, do khang thé trung tinh hau nhu
khong duoc giy ra ¢ 3 trong 5 con chudt trong nhom sir dung vacxin duge b sung
K3-SPG (F+K3-dA40-SPG), hiéu quéa bao vé su 1y nhiém ma K3-SPG déng gop
duoc xem xét xuét phat tir co ché doc 1ap ctia khang thé trung tinh. Ngoai ra, do
khéng thé trung tinh cao dugc phat hién thidy & nhom st dung K3-LNT (F+K3-
dA35-LNT, F+K3-dA40-LNT), dugc so sanh voi K3-SPG, né goi y rang ta duoc
K3-LNT c6 thé c6 dic tinh khéc véi & K3-SPG, vi du nhu, kha ning ting cudng
phén tng Th2.

Kha nang ap dung cong nghiép

Sang ché dé cap dén oligodeoxynucleotit c6 hoat tinh kich thich mién dich
yuot troi va phirc chét chira oligodeoxynucleotit. Cu thé 13, phirc chét theo sang ché
ddng thoi ¢ hoat tinh kich thich mién dich chi ¢6 & ODN CpG typ K va hoat tinh
kich thich mién dich chi c6 & ODN CpG typ D. Ngoai ra, K3-SPG va K3-LNT c6
hoat tinh t4 dugc ctia vacxin manh, va sy gay mién dich véi K3-SPG hoic K3-
LNT cung véi khang nguyén kich thich ca mién dich dich thé dic hidu ctia khéng

nguyén va mién dich t& bao. Do d6, phirc chét theo sang ché hitu ich lam chét kich
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YEU CAUBAO HOQ
1. Phtc chit chia oligodeoxynucleotit va p-1,3-glucan, trong d6
oligodeoxynucleotit chira: oligodeoxynucleotit CpG typ K dugc lam gidng nhu cta
ngudi va poly deoxyadenylat, trong d6 poly deoxyadenylat duoc dit ¢ dau 3’ cla
oligodeoxynucleotit CpG typ K dugc lam gibng nhu ctia nguoi,
trong d6 oligodeoxynucleotit CpG typ K duoc lam gibng nhu ctia ngudi bao gdm
trinh tu nucleotit duoc thé hién bang SEQ ID NO: 1, trong d6 poly deoxyadenylat
¢6 chiéu dai tir 30 dén 40 nucleotit, va trong d6 B-1,3-glucan 13 lentinan.
2. Phic chit theo diém 1, trong d6 cac lién két phosphodieste trong
oligodeoxynucleotit dugc thé mot phan hosc toan bd bing cac lién két
phosphothioat, t6t hon trong d6 cac lién két phosphodieste trong
oligodeoxynucleotit duoc thé toan bd bang céc lién két phosphothioat.
3. Phirc chét theo diém 1 hodc 2, trong d6:
(i) poly deoxyadenylat duoc lién két & dau 3’ cua oligodeoxynucleotit c6 trinh tu
nucleotit duge thé hién bing SEQ ID NO: 1, va tit ca cac lién két phosphodieste
trong oligodeoxynucleotit duoc thé bang cac lién két phosphothioat,
(i) phtrc chit ¢6 cau tric chudi xoén ba; va/hodc
(iii) phirc chét c6 hoat tinh dé hoat héa céc té bao B dé san xuét IL-6, va hoat tinh
dé hoat héa cac té bao dudi gai dé san xuét IFN-o.
4. Dugc phim chira phitc chét theo diém bét ky trong s céc diém tir 1 dén 3.
5. Thubc phong ngira hodc diéu tri bénh & dong vat mau néng chira phirc chét theo
diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 3, trong d6 bénh 1a nhiém virut, bénh ung
thu, bénh di Gmg, hodc bénh nhiém dong vat nguyén sinh ky sinh ndi bao hodc vi
khuén, tity ¥ trong d6 nhiém virut 14 nhiém virut RS hodc virut ciim
6. Thudc theo diém 5, trong d6 dong vt mau néng 1a nguoi.
7. Thude kich thich phan ing mién dich bao vé & dong vat méu néng, chita phirc
chét theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 3.
8. Dugc pham theo diém 4 chira:

(2) phirc chét theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, va
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(b) khang nguyén.
9. Thuc kich thich phan tng mién dich véi khdng nguyén, tiy ¥ trong d6 khang
nguyén c6 ngudn gdc tlr tac nhan gay bénh, chira:
(a) phtic chat theo diém bét ky trong sb céc diém tir 1 dén 3, va
(b) khang nguyén.
10. Thudc phong ngira hodc diéu tri nhidém tac nhan gy bénh chira:
(a) phirc chét theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, va
(b) khang nguyén.
trong d6 khang nguyén c6 ngudn gbc tlr tac nhan gay bénh.
11. Thudc theo diém 10, trong d6 tac nhan gay bénh 14 virus, tity y trong d6 virus 13
virus RS hoac virut cum.
12. Thudc kich thich su san xuét interferon typ I va/hodc typ II, chira phtic chat
theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3.
13. Thudc kich thich mién dich chtra phirc chét theo diém bét ky trong sb cac diém

tir 1 dén 3, tuy y 1a ta dugc ctia vacxin.
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