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(57) Sang ché dé cap dén hat twong tu virut (virus-like particle-VLP) duoc cai bién cua
virut thé kham giy bénh & cdy dua chudt (cucumber mosaic virus-CMV), trong do6 hat
tuong tu virut duoc cai bién nay chua it nhat mot polypeptit CMV dugc cai blen trong do
polypeptit CMV dugc cai bién nay chira (a) polypeptit CMV, va (b) epitop té bao T hd tro;
trong d6 epitop té bao T hd trg nay thay thé ving tdn cung N cia polypeptit CMV nay,
trong do vung tan cung N cua polypeptit CMV nay tuong img vi cdc axit amin 2-12 cua
trinh ty SEQ ID NO.1; va trong d6 polypeptit CMV nay chura (i) trinh ty axit amin cua
protein vo cua CMV; hoac (ii) trinh ty axit amin d6t bién, trong d6 trinh ty axit amin can
dugc dot bién 1a trinh ty axit amin cla protein vé cua CMV, va trong do trinh tu axit amin
dot bién va protein vo cia CMV nay c6 d6 twong dong trinh tu it nhat bang 90%; va ché
pham chta hat nay.
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén hat twong tu virut cta virut thuc vat, virut thé kham gdy bénh
& cay dua chudt, cu thé sang ché @ cap dén hat tuong tu virut dugce cai bién cua virut thé
kham gay bénh & cdy dua chudt chira cic epitop té bao T hd trg, cu thé 1a cac epitop té
bao T hd tro toan ph?ln. Ngoai ra, t6t hon néu hat tuong tu virut dugce cai bién nay duoc
st dung lam chit nén vacxin dé tao ra dap ung mién dich, cu thé 1a dap tng khang thé
khang khang nguyén duoc lién két v6i hat twong tu virut duge cai bién nay. Su c6 mit
ctia cac epitop t€ bao T hd trg, cu thé 13 cac epitop t& bao T hd trg toan phan, ting cudng
déap tng mién dich dugc tao ra.
Tinh trang ky thuit clia sang ché

Trong ba thdp ky qua, hat twong tu virut (virus-like particle-VLP) da tr¢ thanh
cong ngh¢ duogc chép nhén, cu thé 1a trong linh vuc phat trién vacxin (Zeltins A, Mol
Biotechnol (2013) 53:92-107). Mbi quan tdm ngay cang gia ting vé cic VLP nay duogc
thu hiit ddc biét nho sy phat trién va dua vao thanh cong khang nguyén bé mit virut viém
gan B (hepatitis B virus: HBV) v protein capsit L1 cta virut gdy u nhi & ngudi (human
papillomavirus: HPV) 1am vacxin thuong mai phong bénh viém gan B va bénh ung cd tir
cung do HPV gay ra tuong ting. Hon nita, hat tuong tu virut da dugc mo ta duédi dang vat
mang mién dich c6 kha ning gy ra ddp ing mién dich manh khang lai khang nguyén
tiép hop (Jennings GT and Bachmann MF, Annu Rev Pharmacol Toxicol (2009) 49:303-
26, Jennings GT and Bachmann MF, Biol Chem (2008) 389:521-536, W(02002/056905,
W02003/024481). Tiép d6, su phat trién cia vai tmg vién vacxin dugc tao ra chi yéu tir
VLP di duoc dwa vao cic giai doan khac nhau cia qua trinh danh gia 14m sang nhim
phat trién vacxin trén co s¢ VLP ding cho muc dich y hoc va thu y trong tuong lai gin
(Liu F, et al., Research in Veterinary Science (2012) 93:553-559; Roldao A., et al.,
Expert Review of Vaccines .(2010) 9:1149-1176).

Cho dén nay, VLP dugc phat trién co nguén géc tr cac virut vi sinh vét, thuc vat,
con tring hodc dong vét c¢6 vi. Bén canh cac hé VLP néu trén, cac VLP c6 ngudn gbc tir
virut thuc vat da thu hit dugc sy chu y g?m day, chu yéu la do vai tro cua thuc vat lam

nén thay thé ré tién va nhanh chdéng de€ tao ra cdc vacxin VLP theo quan diem vé kha
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nang tao ra cc cai bién sau dich ma khac biét ctia chung véi chi phi hitu hiéu, téc do va
quy md san xuit (Chen Q and Lai H, Human Vaccines & Immunotherapeutics (2013)
9:26-49; Zeltins A, Mol Biotechnol (2013) 53:92-107).

Virut thé kham giy bénh & cdy dwa chudt (CMV, ho Bromoviridae, chi
Cucumovirus) 13 virut thuc vat c6 duong kinh déu, nghia dwong, mach thing v6i khoang
vat chu rat rong. Hé gen cta virut gdm c6 ba ARN soi don (ARN1, ARN2 va ARN3),
gen protein vo (coat protein: CP) c6 mit trong cd ARN3 hé gen (khoang 2200nt) va trong
ARN4 hé gen phu (khoang nt). Capsit bao gdm 180 ban sao cta céc loai mét protein c6
chiéu dai khoang 26kDa. Cé nhiéu chiing khéc nhau da biét tir CMV két hop véi cac triéu
ching thay dbi lién quan dén thuc vét cha nhu ching CMV-B, ching CMV-C, ching
CMV-D, chiing CMV-L, chung CMV-§, ching CMV-T, ching CMV-WL, chiing CMV-
V, ching CMV-Fny, chung CMV-Ix, ching CMV-Q, ching CMV-R hodc céic chung
tuong tu (Carrére I, et al., Arch Virol (1999) 144:1846-1857; Edwards MC, et al.,
Phytopathology 81983) 73:1117-1120; www.dpvweb.net).

Gan day, cac dang thé kham ciia CMV da dugc thiét ké dé c6 chuc nang nhu hé
trinh dién va biéu hién trén céc epitop mit ngoadi cia ching c¢6 ngudn gbc tir virut viém
gan C (hepatitis C virus: HCV). Cu thé, dang gia tai t6 hop CMV-D/S ctia CMV da duoc
thiét ké dé mang ARN3 hé gen tir ching CMV-S va ARN1 va ARN2 tir ching CMV-D.
Heé nay da phat trién céc triéu chimg ctia virut nhu thé kham nhe va 1am sach gan 1a & cay
thubc 14 Xanthi sau khi céy. Sau do, gen CP dugc thiét ké & cac vi tri khac nhau dé ma
hoa epitop cila virut viém gan C (HCV). Peptit d& chon con duge goi 14 mimotop RO,
peptit tong hop cé ngudn gde tir nhidu trinh tu ving siéu bién 1 (hypervariable region 1:
HVR1) cla protein E2 v6 ctia virut HCV. Cac mau huyét thanh 14y tir bénh nhan mic
bénh viém gan C man tinh c6 hoat tinh mién dich dang ké d6i vdi cac phan chiét tho cia
thuc vat duge gy nhiém biang mét trong sd cac dang thé kham gia tai tb hop dugce thiét
ké d4 chon ctia CMV. Do d6, da c6 d& cap dén ring cac hé nay c6 thé 1 vat mang thich
hop cho phép phit trién cac chién luoc géy mién dich qua dudng miéng c6 trién vong.
Céc chién lugc nay c6 thé phu hop v6i céc khai niém vé thuc vat nhu cac vat phan Gng
sinh hoc ¢6 thé ¢6 ctia dugce phim dinh dudng do chung sao chép cha dong & thue vét va
do d6 c6 thé nhan biét dé dung 1am vacxin dn dugc do can tdy, rau diép, dua chudt, ca

chua, ca rét, cay hd tiéu va chudi 12 cac vat chu cia CMV. (Natilla A, et al., Arch Virol
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(2004) 149:137-154; Piazzolla G, et al., J Clin Immunol (2005) 25:142-152; Nuzzaci M,
et al., Arch Virol (2007) 152:915-928; Nuzzaci M, et al., Journal of Virological Methods
(2009) 155:118-121; Nuzzaci M, et al., Journal of Virological Methods (2010) 165:211-
215; Piazzolla G, et al., J Clin Immunol (2012) 32:866-876).

Su chén doan cia cac mimotop R9 dugc thuc hién ¢ cac vi tri khac nhau trong gen
CP ctia ARN3 CMV-S (AF063610, www.dpvweb.net). D& chén mét mimotop R9 don
vao gen CP nay, trinh tu nucleotit ciia mimotop R9 dugc chén vao cac vi tri 253, 475,
529 cua gen CP, trong khi d6 dé chén hai mimotop R9, trinh tu nucleotit cia mimotop R9
dugc chén vao vi tri 392 va 529. Céc san phém cudi 1 hat thé kham CMV mang trén 180
hodc 360 béan sao mit ngoai cua ching ctia mimotop R9 ctia mdi hat virut. (Natilla A, et
al., Arch Virol (2004) 149:137-154; Piazzolla G, et al., J Clin Immunol (2005) 25:142-
152; Nuzzaci M, et al., Arch Virol (2007) 152:915-928; Nuzzaci M, et al., Journal of
Virological Methods (2009) 155:118-121; Nuzzaci M, et al., Journal of Virological
Methods (2010) 165:211-215; Piazzolla G, et al., J Clin Immunol (2012) 32:866-876).

D3 biét ring viéc chon cac didm chén ctia mimotop R9 vao RNA3 ciia CMV-S
dya trén viéc xem xét mot s6 yéu t6 chinh i) can bao vé ving tan cing N cia protein vo
ctia CMV (chira ndng d¢ axit amin bazo cao, dugc goi 1 ving R bén trong, lién quan dén
c4c tuong tac protein-ARN lam 6n dinh CMV (Wikoff WR, et al., Virology (1997) 232:
91-97)) khac biét béi chudi xoin dau tin cung N khac thudng véi vai trd 1am 6n dinh
thém trong capsit (Smith TJ, et al., J Virol (2000) 74: 7578-7686)); ii) vi tri bé mit cia
epitop ngoai lai dé ting cudng co hoi vé kha ning giy mién dich gia dinh cta no; iii) tinh
sdn c6 clia cac con dudng gdy dot bién c6 kha ning tao ra cac dong vo tinh dugc cai bién.
Trén co s& cac xem xét ndy, tip trung nghién ciru vao ving axit amin tir 70 d&n 192 va
céc viing nucleotit twong tmg nhu da thé hién trén day. Do d6, cac CMV thé kham duoc
tao ra van duy tri duoc kha ning ctia chiing trong viéc lan toa theo hé théng trong thuc
vat chii, 14 muc tiéu khong thay thé trong viée xdy dung vat mang virut thuc vat tidém
ning déi voi sy biéu hién cua gen ngoai lai & thuc vat. Cac thtr nghiém ELISA va IEM da
ching minh ring mimotop R9 dwgc thé hién theo so dd & vi tri dung (Natilla A, et al.,
Arch Virol (2004) 149:137-154).

Ngoai ra, hé biéu hién trén co s& virut thé kham giy bénh & cdy dua chudt dé san

xuét vacxin dac hiéu vai virut gy coi coc ¢ lgn gén day da dugc mo ta (Gellert A, et al.,
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PLoS ONE (2012) 7(12): €52688). Cu thé, cac epitop clia protein capsit ctia virut gay cdi
coc & lon typ 2 (porcine circovirus type 2: PCV2) da duoc két hop vio protein vé cia
ching R ciia virut thuc vat 13 virut thé kham gy bénh & cdy dua chudt (CMV) sau vj tri
axit amin 131. Cac thé tai t6 hop duoc thir nghiém vé tinh gy nhidm va tinh én dinh trén
céc loai Nicotiana khac nhau va cac hat virut tai t6 hop én dinh dugc tinh ché. Cac hat
nay dugc thir nghiém vé tinh 6n dinh cua chung dé gén két voi PCV tao ra khang thé cia_
lon va duogc ding dé tao ra khang thé dic hidu & chudt va lon. Cac két qua nay cho thiy
ring cac epitop clia PCV dugc biu hién trén bé miat CMV duoc nhan biét béi cac khang
thé cta lon va ching ciing c6 kha ning gy dap tmg khang thé dic hiéu PCV. Thi
nghiém thach thirc véi PCV2 duoc tién hanh & lon dugc gdy mién dich cho thiy tic dung
bao vé mdt phan dbi véi su gay nhim.

Cho dén nay, cAc epitop ciia protein capsit PCV2 dugc két hop vao protein vo ctia
virut thé kham gy bénh & cdy dua chudt (CMV) & ba diém chén epitop on dinh cta
CMYV dugc bio cao (Nuzzaci M, et al., Arch Virol (2007) 152:915-928; Vitti A, et al., J
Virol Methods (2010) 169:332-340). Cac epitop gin két & cac diém nay khéng trc ché su
phat tan cia CMV va su di chuyén khoang cach dai trong thuc vét. Hai trong s6 chiing
duge biu hién trén mit ngoai cda virion trong khi diém thir ba nho vé phia bén trong cia
virion ndy. C6 su gidi han tinh dién dé biéu hién céc epitop hudng vé phia bén trong cta
virion khi chi c6 su biéu hién ciia céc epitop c6 dién tich dwong ma khong can trd su gin
két ARN ctia mat trong cda capsit CMV cé thé duoc thir mot cach thanh cong. Cu thé,
diém chén thr nhit ndm & vi tri axit amin tir 83 dén 84 va ¢ diu vong BBPC cua CP
CMV. Céc epitop grfm két duoc biéu hién trén bé mit ciia virion CMV. Diém chén thir hai
nam & vi tri axit amin tir 131 dén 132 va & phan gifta ctia vong PE-oEF ciia CP CMV.
Céc epitop gin két ciing duge biéu hién trén bé mit ctia virion CMV. Diém chén tht ba
nam & vi tri axit amin tir 176 dén 177 va & phan giita ctia vong BG-pH. Trong trudong hop
cubdi nay, cac epitop chen vao duogc biéu hién trén mat trong cda virion CMV.

Ngoai ra, viéc tao ra hat tuwong tu virut (VLP) thé kham dua trén CMV di duoc md
ta va viéc st dung né lam vacxin dong vat dugc dé cap dén (Natilla, A, et al., Arch Virol
(2006) 151:1373-1386; Natilla, A, et al., Protein Expression and Purification (2008)
59:117-121). Tuy nhién, su biéu hién cta protein capsit virut (CP) ctia CMV do hé biéu

hién E. coli truyén théng duoc st dung roéng rdi chi dan dén cac thé vii khong hoa tan
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hoic luong rét thip cla protein hoa tan (Xu Y, et al., Chem Commun (2008) 49-51). Mt
khac, protein vo (CP) duoc biéu hién & virut khoai tdy X (Potato virus X-PVX) ctia VLP
tao ra CMV-Fny, ding 1am vt mang di v6i sy biéu hién bé mit cta cic epitop trung
hoa khéc nhau cua virut gdy bénh Newcastle (Newcastle disease virus: NDV), tac nhan
gy bénh gia cAm quan trong vé mit kinh té. Nhim muc dich nay, cac epitop tir thé dung
hop (F), protein aglutinin héng ciu-neuraminidaza (hemagglutinin-neuraminidase: NH)
va peptit F-NH néi tiép duoc dung hop di truyén vao vong pH-BI (cAu tric 5) bén trong
ctia Fny-CMV CP (twong tng véi cic axit amin tir 194 dén 199 cta nd) va duge biéu
hién qua céc vat truyén PVX & thuc vat Nicotiana benthamiana. Cic VLP cia CMV thé
kham khong phan biét dugc vé mat hinh thai véi cac hat CMV kiéu dai. Hon nira, ga
dugc gdy mién dich biang VLP ctia NH-CMV tinh ché di phét trién dap ung khang thé
ddc hiéu khang nguyén, tuy nhién, ga dugc giy mién dich khoéng duogc bao vé dbi véi
thach thuc thir nghiém véi NDV (Natilla, A, et al., Arch Virol (2006) 151:1373-1386;
Natilla, A, et al., Protein Expression and Purification (2008) 59:117-121; Chen Q and Lai
H, Human Vaccines & Immunotherapeutics (2013) 9: 26-49).

Nhu da néu, sy biéu hién ctia protein capsit (CP) virut CMV trong E. coli chi din
dén cac thé viii khong hoa tan hodc lugng rit thip cac protein hoa tan (Xu Y, et al., Chem
Commun (2008) 49-51). Mt khéc, giai phap ctia Xu va cac dong tac gia c¢6 kha ning
~ ghép v& mit di truyén in vitro cac CP tai té hop cia CMV thanh cac 6ng nano sinh hoc
duoc khoi mao bdi cdc ADN soi kép co chiéu dai khac nhau (Xu Y, et al., Chem
Commun (2008) 49-51). Tuy nhién, nhim muc dich nay, Xu va cdc dong tac gia phai tao
ra cac CP cia CMV hoa tan tinh khiét. Piéu nay dat duoc bang quy trinh ti tb hop sau
khi biéu hién CP & E.coli. Quy trinh bao gém viéc tach va tinh ché cac thé vii dugc tao ra
sau khi biéu hién gen CP c6 chiéu dai ddy du g_é)m 218 gbc axit amin (ID AB008777,
www.dpvweb.net), sau 6 hoa tan cac thé viii bang cach 1am bién tinh va, cudi cling bang
cach 4p dung quy trinh gip nép lai cho protein bién tinh.

Mic dit da c6 su tién trién trong viéc phat trién vacxin tir VLP, van can ¢ thém
céc hé VLP khac. Cu thé, cac vacxin gy ra dap tmg khang thé khac nhau & cac ddi tuong
va c4 thé dugc gdy mién dich va déap u’ng khéng thé thuong mé rong khoang thay d6i hon
100 14n. Nigoai ra, mét s§ vacxin, nhu vacxin phong bénh viém gan B, gip phai van dé 1a

s6 lugng khong dap Gmg nhét dinh. Su khong dép ung da dugc biét 1 co lién quan dén
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mdt s6 phan tr MHC nhém II va duogc cho 12 khéng gy dap ung té bao T hd tro (Th) tbt
gdy ra dap ung khang thé kém da biét & ddi tuong ndy (Goncalves L, et al., Virology
(2004) 326:20-28). Ngoai ra, néi chung, ngudi cao tudi va ngudi gia c6 dap ung khang
thé kém va déap tmg t& bao Th kém lai dugc cho 1 nguyén nhan gy ra dap ung khang thé
khong hiéu qué. Do d6, cac vacxin gy déap tmg t& bao Th t&t hdu nhu & toan bd cac ddi
tuong 1a dich quan trong trong linh vurc phét trién vacxin.

Ban chit k¥ thuat ciia sang ché ,

Céc tac gia sang ché da bit ngd phat hién thdy ring cc protein v6 cia virut thé
kham gdy bénh & ciy dua chudt (CMV) c6 thé dugc cai bién dé hop nhét cac epitop té
bao T hd tro (Th) va t6t hon néu hop nhét cc epitop té bao T hd trg toan phﬁn. Cu thé, su
hop nhét nay 13 bat ngd do cac epitop t& bao T hd tro manh da biét 13 gay ra sy két tu va
do do, s& dugc cho 1a can tré viéc tu ghép khi biéu hién din dén VLP. Ngoai ra, sang ché
khong chi dé cap dén cac VLP cia CMV duge cai bién chua cac epitop t€ bao T hd tro,
t6t hon néu cac epitop té bao T hd trg toan phan, sang ché con dé cap dén VLP ctia CMV
duogc cai bién cling nhu VLP ctia CMV kiéu dai thu dugce nho su biéu hién trong E.coli,
day ciing 1 didu bat ngd so v6i cac nd luc trude d6 dé tao ra VLP ciia CMV trong E. coli
dan dén sy két tu chtr khong phai VLP. Ngoai ra, VLP theo sang ché dung 1am nén mang,
cu thé 1a nén vacxin, trong d6 khdng nguyén ma dap ing mién dich mong muén tao ra
duoc lién két v6i VLP cua sang ché. Céc epitop té bao T hd trg dua vao duge hop nhit
trong hat twong tu virut duge cai bién ciia virut thé kham gy bénh & cay dua chudt theo
sang ché ting cudng tinh sinh mién dich cta cac VLP va din dén sy gia ting dap Gng
mién dich chung duoc tao ra bdi ché phdm theo sang ché, cu thé 1a ting cuong dap tng
khang thé.

Do d6, theo khia canh tht nhét, séng ché dé cap dén hat tuong tu virut dugc cai
bién (VLP) cta virut thé kham gy bénh & ciy dua chudt (CMV), trong d6 hat twong tu
virut duoc cai bién nay chtra, chu yéu bao gém hodc theo cach khac bao gém, it nhat mot
polypeptit CMV dugc cai bién, trong d6 polypeptit CMV dugc cai bién nay chira hoic t6t
hon néu ciu thanh tir, (a) polypeptit CMV, va (b) epitop té bao T hd trg; va trong d6
polypeptit CMV nay chira hoic tét hon néu ciu thanh tﬁ’, (1) trinh tu axit amin cda protein
vo cia CMV; hodc (ii) trinh ty axit amin dot bién, trong do trinh ty axit amin can dugc

dot bién 1a trinh ty axit amin cta protein vé cuia CMV, va trong do6 trinh tu axit amin dot



35107

bién va protein vo cia CMV nay cé do twong ddng trinh tu it nhat bing 90%, t6t hon néu
it nht béng 95%, tot hon nita néu it nhat bang 98% va tdt hon nita néu it nhét bing 99%.

Theo mot khia canh khéac, séng ché dé cap dén hat tuong tu virut duogc cai bién
(VLP) cua virut thé kham gy bénh & cdy dua chudt (CMV), trong d6 hat tuwong tu virut
duoc cai bién nay chtra, cha yéu bao gém hodc theo cach khac bao gém, it nhat mot
polypeptit CMV duoc cai bién, trong d6 polypeptit CMV dugc cai bién nay chira hodc tdt
hon néu cAu thanh tir: (a) polypeptit CMV, va (b) epitop té bao T hd trg; va trong d6
polypeptit CMV nay chira hoic t6t hon néu ciu thanh tir: (i) trinh tu axit amin cta protein
vO cia CMV; hoac (ii) trinh tu axit amin dot bién, trong do trinh tu axit amin can dugc
dot bién 14 trinh tu axit amin cta protein vé cia CMV, va trong do trinh tu axit amin dot
bién va protein vo cia CMV nay cé do twong dong trinh ty it nhit bang 90%, t6t hon néu
it nhét bang 95%, tdt hon nita néu it nhit bang 98% va t6t hon nira néu it nhét bang 99%;
trong d6 epitop té€ bao T hd tro nay (i) dwoc dung hop véi ddu tan cing N cia polypeptit
CMYV; (ii) duogc dung hop véi dau C cta polypeptit CMV; (iii) thay thé viing axit amin
lién tiép cua polypeptit CMV nay, trong d6 d6 twong dong trinh tu gitta ving dugc thay
thé ctia c4c axit amin lién tiép cua polypeptit CMV nay va epitop t& bao T hd tro it nhat
bang 15%, tét hon néu it nhit bang 20%; hodc (iv) thay thé ving tan cing N cia
polypeptit CMV v trong d6 viing tin ciing N da thay thé ctia polypeptit CMV bao gém
tir 5 dén 15 axit amin lién tiép.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @ cap dén hat tuong tu virut (VLP) cta virut
thé kham gy bénh & cdy dua chudt (CMV), trong d6 VLP cia CMV nay chira, chi yéu
bao gbm, hoic theo cach khac bao gdm, it nhit mot polypeptit CMV chira hoidc t&t hon
néu ciu thanh tir: (i) trinh tu axit amin cta protein vé cia CMV; hodc (ii) trinh tu axit
amin dot bién, trong d6 trinh tu axit amin can dugc dot bién 1a trinh tu axit amin cua
protein vo ctia CMV, va trong d6 trinh tur axit amin dot bién va protein v6 cia CMV nay
c6 dd tuong déng trinh tu it nhét béng 90%, tot hon néu it nhét béng 95%, tot hon nita
néu it nhit bing 98% va tét hon nira néu it nhit bang 99%; va trong d6 VLP cia CMV
nay thu dugce nhd su biéu hién cia polypeptit CMV & E.coli., va trong d6 tét hon néu su
bidu hién nay dugc thuc hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 10°C dén 25°C, t6t hon néu
& nhiét do 20°C.

Theo mot khia canh khéc, sdng ché @ cap dén ché phdm chira hat twong tir virut
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duoc cai bién. Ngoai ra, t6t hon néu hat tuong tu virut dugc cai bién nay dugc sir dung
13m nén vacxin dé tao ra dap tmg mién dich, cu thé 1a dép tng khang thé, khang lai cac
khang nguyén duoc lién két v6i hat twong tw virut duoc cai bién nay. Su c6 mit cia cac
epitop t& bao T hd tro, cu thé 1a cc epitop té bao T hd trg toan phén, ting cuong dap tng
mién dich duoc tao ra.

Céc khia canh khéc va cdc phuong an uwu tién cta ching dugc mé ta chi tiét hon
trong ban mo ta nay.

M5 ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1 thé hién ban db plasmit pET-CMVwt. Cac vi tri tuong dbi ctia toan bd cac
gen lién quan va céc vi tri enzym gi6i han dugc thé hién.

Fig.2 thé hién két qua phén tich SDS/PAGE vé su biéu hién va tinh ché gradien
sucroza cta protein CMVwt. M - thé hién kich ¢ protein; S - cAc protein hoa tan sau khi
siéu 4m; P - cac protein khong hoa tan sau khi si€u dm; Ps - cic protein hoa tan trong
vién amoni sulfat (mau dung cho qua trinh siéu ly tim gradien sucroza); Pp - protein
khong hoa tan trong vién amoni sulfat; 1, 2, 3, 4, 5, 6 - cac phan doan gradien sucroza tu
day dng gradien 35ml.

Fig.3A thé hién dd thi tin xa anh sang dong ciia VLP ctia cic CMVwt duge tinh
ché. Kich c& hat dugc phét hién bang cach sir dung thiét bi Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., United Kingdom).

Fig.3B thé hién hinh anh phan tich bing kinh hién vi dién tr cia VLP ctia cac
CMVwt dugce tinh éhé. pé phan tich hinh thai hoc cua cac VLP, sir dung kinh hién vi
dién t& JEM-1230 (Jeol Ltd., Tokyo, Japan).

Fig.4 thé hién két qua phén tich phd khédi ctia cac VLP c6 ngudn gbc tir CMV.
Phép phén tich qué trinh giai hip/ion hoa bing laze dua trén co chit (matrix-assisted laser
desorption/ionization-MALDI)-TOF MS dugc thuc hién trén thiét bi Autoflex MS
(Bruker Daltonik, Germany). Tiéu chudn hiéu chinh II d6i véi khdi lugng phan tir
(molecular mass-MM) cua protein (22,3 dén 66,5kDa; Bruker Daltonik) duoc sir dung dé
xé4c dinh khéi lugng.

Fig.4A thé hién két qua phan tich phd khdi ctia cac VLP ctia CMV kidu dai (“wt”);
MM theo ly thuyét =24069; MM phat hién dugc = 24058

Fig.4B thé hién két qua phan tich phd khéi ciia cac VLP ctia CMV-Npadr; MM
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theo 1y thuyét = 24161 (khong c6 Met thi nhat); MM phat hién dugc = 24160

Fig.4C thé hién két qua phan tich phd khéi ciia cac VLP ctia CMV-Ntt830; MM
theo 1y thuyét = 24483 (khong c6 Met thtr nhat); MM phat hién dugc = 24477

Fig.SA thé hién dd thi tan xa anh sang dong ciia cac VLP ciia CMV-Ntt830 dugc
tinh ché. Kich ¢& hat duoc phat hién béng cach su dung thiét bi Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments Ltd., United Kingdom).

Fig.5B thé hién két qua phdn tich bang kinh hién vi dién tir ctia cic VLP clia
CMV-Ntt830 dugc tinh ché. D& phan tich hinh thai hoc ciia cac VLP, sit dung kinh hién
vi dién tr JEM-1230 (Jeol Ltd., Tokyo, Japan).

Fig.6A thé hién do thi tan xa anh sang dong cua cac VLP ciia CMV-Npadr duoc
tinh ché. Kich ¢& hat dugc phat hién bang cach st dung thiét bi Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments Ltd., United Kingdom).

Fig.6B thé hién két qua phén tich bang kinh hién vi dién tir ciia cic VLP cia
CMV-Npadr dugc tinh ché. D& phan tich hinh thai hoc ctia cac VLP, sir dung kinh hién vi
dién ttr JEM-1230 (Jeol Ltd., Tokyo, Japan).

Fig.7A 1a dd thi thé hién muc do dap ung khang thé xac dinh duoc sau khi gy
miéﬁ dich bang VLP ciia CMV kiéu dai. C4c nhém chudt duoc giy mién dich bang 10pg,
1pg hodc 0,1pg VLP cia CMV-wt vao ngay 0 va ngay 7. Téng do chuan IgG dic hiéu
dugc xac dinh vao ngay 0 (trude khi gy mién dich), ngay 7, 14 va 28. 4 chudt/nhém.

Fig.7B 1a db thi thé hién muc do dap ung khang thé xac dinh dugc sau khi gay
mién dich bang VLP ctia CMV-Npadr. C4c nhém chudt duoc gy mién dich bang 10pg,
1pg hodc 0,1pg VLP cia CMV-Npadr vao ngay 0 va ngay 7. Tong d6 chudn IgG dic
hiéu dugc x4c dinh vao ngdy 0 (truéc khi gdy mién dich), ngay 7, 14 va 28. 4
chudt/nhom.

Fig.7C 1a @b thi thé hién mtc do dap tmg khang thé xac dinh duoc sau khi gy
mién dich bang VLP ctia CMV-Ntt830. Cac nhém chudt dugce gy mién dich bang 10pg,
1pg hodc 0,1pug VLP cia CMV-Ntt830 vao ngay 0 va ngay 7. Tong d6 chudn IgG dic
hiéu x4c dinh vao ngdy 0 (trudc khi gy mién dich), ngay 7, 14 va 28. 4 chudt/nhém.

Fig.8A 1a dd thi thé hién muc d6 déap ung thé dich khéng di nguyén Fel D1 dugc
phat hién & chudt. Di nguyén Fel D1 chii yéu & méo duoc ghép cip v6i CMV Npadr.
Chudt duoc gay mién dich bang 5pg Fel D1-VLP vao ngay 0 va ngay 7. Cac khang thé
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dac hiéu Fel D1 duoc xac dinh & cac thoi diém da néu. 5 chudt/nhém.

Fig.8B 12 dd thi thé hién muc do dap tng thé dich khang di nguyén Fel D1 dugc
phat hién & chudt. Di nguyén Fel D1 chu yéu & méo duoc ghép cip v6i CMV Nitt830.
Chubt dugc giy mién dich bang 5pg Fel D1-VLP vao ngay 0 va ngay 7. Cac khang thé
dic hiéu Fel D1 dugc xac dinh & cac thoi diém da néu. 5 chudt/nhém -

Fig.9 1 d thi thd hién mtc do dap tng thé dich khang peptit c6 ngudn gbc tir a-
synuclein. Chudt dugc gy mién dich vao ngay 0 va ngay 14 bang 20pg peptit c6 ngudn
gbc tir a-synuclein duge ghép cip v6i CMV Ntt830. Do chuén khéang thé dic hiéu véi
peptit dugc xac dinh & cac thoi diém d3 néu. Sb lugng chudt =4 con.

Fig.10 1a dd thj thé hién muc do dap ung khang thé khang protein ban than IL17
dugc phat hién ¢ chudt. Xytokin IL17 duge ghép cdp véi CMV Nitt830. Chudt duoc gly
mién dich bing 20pg IL17-CMV Nitt830 vao ngiy 0 va ngay 14. Céc khang thé dic hi¢u
v6i IL17 duge x4c dinh & cdc thoi diém da néu. SO lugng chudt = 3 con.

Fig.11A thé hién két qua phan tich SDS/PAGE vé su biéu hién va tinh ché protein
F12H6GGC tir té bao E.coli C2566, bing cach sir dung kit PrepEase (USB). M - thé hién
kich ¢ protein; S - phan doan protein hoa tan; P - manh v& té bao; F - Dong qua tir cot
Ni-IDA (protein khong gén két); W1, W2 - Cac phan doan rta (2x2ml 1x chit dém
LEW), W3, W4- cac phan doan rira (2x2ml 1xXLEW + 10mM imidazol); E1, E2 - cac
phén doan rua gidi (2x1,5ml chét dém E 250mM imidazol). _

Fig.11B thé hién két qua phén tich phd khéi ctia FI2H6GGC d4 tinh ché. Khéi
luong trung binh tinh dugc ctia F12H6GGC tuong tng véi 20089,8Da. Khéi lugng quan
sat dugc bang 20105,3 twong tng véi F12H6GGC trong d6 mot luu huynh ctia methionin
dugc oxy hod thanh nhom sulfoxit.

Fig.11C thé hién két qua phéan tich SDS-PAGE nhudém xanh Coomassie clia san
phdm tinh ché F12GGC. (A) AmS - chit két tia dugc hoa tan sau 50% (NH,),SO,. Cac
phén doan khéac nhau tir quy trinh cot DEAE va viéc tinh ché tiép theo bang MonoQ: FT -
chay qua, A4-A7 - cic phan doan dugc rua giai bing cach lam ting gradien NaCl (B)
Tinh ché cubi bang cot Butyl HP (HIC).

Fig.12 1a @b thi thé hién két qua thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym
(ELISA) kiéu banh kep do Indoor Biotechnologies cung cép bang cach st dung khang thé
don dong (mAb) lam ting su khang l‘ai Fel d1 ty nhién. Céac khang thé mADb nhan biét
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F12H6GGC va Fel d1 ty nhién ciing bing nhau.

Fig.13A 12 db thi thé hién két qua thir nghiém hoat héa bach cau ua kiém (basophil
activation test: BAT) ddi vé6i Fel d1 tu nhién. _

Fig.13B 1a db thi thé hién két qua thir nghiém hoat héa bach cdu wa kiém (BAT)
d6i voi F12H6GGC. F12H6GGC va Fel d1 tu nhién giy ra mirc do hoat hoa bach cu ua
kiém tuong duong trong méu cia bénh nhan di Gmg véi méo duoc thé hién bing su didu
hoa ting ciia CD63 trén bach ciu ua kidm CCR3+.

Fig.14 1a d6 thi thé hién mirc d6 dap ung khang thé cta chudt khi duge cho st
dung 10pg Fel d1-VLP cua CMV (Fel d1-CMV-Ntt830-VLP hodc Fel d1-CMV-Npadr-
VLP) hoic CMV-VLP (CMV-Nitt830-VLP hoic CMV-Npadr-VLP) chi dugc tron véi
protein dung hop Fel d1 F12H6GGC vao ngay 0 va ngay 14. Huyét thanh duoc ldy vio
cac ngay 0, 14 va 21 va dugc phan tich bang phuong phap ELISA ddi vé6i cac khang thé
IgG déc hiéu Fel d1 tu nhién. N=3.

M0 ta chi tiét sing ché

Trir khi ¢6 quy dinh khac, toan bo céc thuat ngit khoa hoc va k§ thuét duge st
dung trong ban mé ta nay c6 cing nghia nhu thudng duge hiéu bsi chuyén gia trong linh
vuc ma sang ché nay thudce vé.

Thuét ngit “hat twong tu virut” duoc st dung trong ban md ta dé chi hat virut
khong sao chép hoic khong giy nhiém, tdt hon néu hat virut khéng sao chép va khong
gy nhiém hoic ding duoc st dung trong ban md ta dé chi cdu tric gidng hat virut khong
sao chép hoic khong gy nhiém, t6t hon néu cdu tric giéng hat virut khéng sao chép va
khong gy nhiém, t6t hon néu capsit ciia virut. Thut ngir “khdng sao chép” dugc st
dung trong ban md ta dé chi viéc khong c6 kha ning sao chép hé gen ctia VLP. Thuat ngit
“khong gay nhiém” duge sir dung trong ban mo ta dé chi viéc khong c6 kha ning di vao
té bao chu. Hat twong tu virut theo sang ché khong sao chép va khong gy nhidm do n6
thiéu toan bd hodc mot phﬁn hé gen cuia virut hodc chirc ndng cua hé gen. Hat tuong tu
virut theo sang ché c6 thé chtra axit nucleic khac biét véi hé gen ciia chung. Hat twong tu
virut duoc tao ra bing phuong phép tai td hop thudng chira ARN cé ngudn gbc tir té bao
chi. Phuong 4n dién hinh va dugc vu tién cia hat twong tu virut theo sang ché 13 capsit
virut gdm cac polypeptit theo sang ché. Hat twong tu virut thuong 13 tip hop dai phén tir
bao gdm protein v virut thudng gdm 60, 120, 180, 240, 300, 360 hodc nhiéu hon 360
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cu trac dudi phén tr ctia protein/hat twong tu virut. Thong thuong va 6t hon néu su
tuong tac cla cac ciu tric dudi phan tir nay din dén sy hinh thanh capsit virut hodc ciu
trac tuong tur capsit-virut véi td chirc 1ap lai vén c6. Mot dic diém cua hat twong ty virut
12 su b tri cac cAu trac dudi phan tir 13p lai va theo thit ty & mirc cao cua nod.

Thuét ngit “hat twong ty virut cia CMV” hodc “VLP cia CMV” dugc st dung
trong ban mo ta dé chi hat tuong tu virut chira hozc t6t hon néu chu yéu bao gdm hoic ot
hon néu bao gém it nhit mot polypeptit CMV. Tét hon, néu hat tuong tu virut cia CMV
chita polypeptit CMV néu trén 1am thanh phin chi yéu va dic biét t6t hon nita 1a lam
thanh phan protein duy nhat ciia cdu tric capsit. Thong thudng va t6t hon néu hat tuong
tir virut cia CMV gibng céu tric cta capsit cia CMV. Hat twong tu virut cia CMV
khéng sao chép va/hodc khong gy nhiém va khong c6 it nhét mot hodc nhiéu gen ma hoa
d6i v6i co ché sao chép cia CMV va thong thudng ciing khong ¢6 mdt hodc nhiéu gen
m3 hoa mot hodc nhiéu protein gy ra su lién két cua virut voi hodc di vao vat cht. Pinh
nghia nay ciing bao gdm hat twong tir virut trong d6 mdt hoic nhidu gen néu trén van co
mat nhung khong cé hoat tinh. Cac phuong phap dugc wu tién dé hat tuong tu virut ctia
CMV khéng sao chép va/hoic khong gy nhidm 13 phuong phap bat hoat vat 1y hozc hoa
hoc, nhu chibu tia tir ngoai, xir ly bang formaldehyt. Tét hon, néu cic VLP cia CMV
khong c6 médt hodc nhidu gen ma hoa ddi v6i co ché sao chép ctia CMV va ciing khong
c6 mét hodc nhiéu gen ma hoa mot hoic nhiéu protein gy ra su lién két cua virut voi
hodc di vao vat chu. Tét hon nita néu cac hat twong tu virut khong sao chép va/hoic
khong gy nhidm thu dwoc bing cong nghé gen tai td hop. Hat tuong tw virut cia CMV
theo sang ché duoc tao ra bang phuwong phép tii td hop thong thuong va t6t hon néu
khong chira hé gen cua virut. Hat twong tu virut chira nhidu hon mét loai polypeptit,
thuong duoc goi 1a cac VLP thé kham ciing thudc pham vi ciia sing ché. Do d6, theo mot

_phuong an, hat tuong tu virut theo sdng ché chura it nhét hai loai polypeptit khac nhau,
trong d6 it nhit mét trong sb cac loai polypeptit nay 14 polypeptit CMV. Tét hon, néu
VLP cia CMV la tép hop dai phan tir gdm protein vo cia CMV thudng chira 180 cu
trac dudi phan t cta protein vo/VLP. Khi duge st dung trong ban mo ta nay, thong
thuong va t6t hon néu VLP ctia CMV chtra, chii yéu bao gdm, hoic theo cach khac bao
gbm, it nhit mot polypeptit CMV chtra hodc t6t hon néu céu thanh tir (i) trinh tu axit

amin cla protein v6 cia CMV; hoic (ii) trinh ti axit amin dot bién, trong d6 trinh tw axit
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amin cin dugc dot bién 14 trinh tu axit amin cia protein vo cia CMV, va trong d6 trinh ty
axit amin dot bién va trinh tu axit amin cin dugc dot bién nay c6 do twong dong trinh tur
it nhét bing 90%, tbt hon néu it nhit bing 95%, t6t hon nita néu it nhit bang 98% va tdt
hon nita néu it nhét bang 99%. | |
Thuat ngit “polypeptit” dugc st dung trong badn md ta dé chi polyme bao gdbm
c4c monome axit amin duoc lién két thang boi cac lién két peptit (con dugc goi 1a cac
lién két amit). Thuat ngit polypeptit dugc st dung trong ban mo ta dé chi chudi axit amin
lién tiép va khong ding duge st dung trong ban md ta dé chi chiéu dai cu thé cua san
phim nay. Do dé, cac peptit va protein c6 trong dinh nghia ciia polypeptit.
Thuét nglr “polypeptit cua virut thé kham gdy bénh & ciy dua chudt (CMV)”
dugce st dung trong ban mo ta dé chi polypeptit chtra hodc t6t hon néu ciu thanh tir: (i)
trinh ty axit amin cta protein v clia virut thé kham gy bénh & cdy dua chudt (CMV),
hogc (ii) trinh tu axit amin dot bién, trong do trinh ty axit amin can dugc dot bién 1a trinh
tu axit amin cta protein vo cia CMV, va trong d6 trinh tu axit amin dot bién va trinh tu
axit amin can dugc dot bién ndy, nghia 1a protein vé cia CMV néu trén, c6 do tuong
ddng trinh tu it nhit bang 90%, tbt hon néu it nhit bing 95%, t6t hon nita néu it nhét
bing 98% va tét hon nira néu it nhéit bang 99%. Thong thuong va tdt hon néu polypeptit
CMV c6 kha nang tao ra hat twong tu virut cia CMV khi biéu hién bang cach tu ghép.
Thuat ngit “protein vé (CP) cua virut thé kham gy bénh & ciy dua chudt (CMV)”
duogc st dung trong ban mé ta dé chi protein vé cia virut thé kham giy bénh & cay dua
chudt c6 trong tu nhién. Do khoang vat chud cta virut thé kham gy bénh & cdy dua chuot
14 r4t 16n, nhidu ching khéc nhau va céc thé phan l4p ciia CMV 14 da biét va céc trinh tu
protein vo ciia cac ching hodc thé phan 1ap nay da duge x4c dinh va do d6 da biét dbi véi
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Céc trinh tu cta protein v6 (CP) cia
CMV néu trén duge mo ta va c6 thé truy cdp tir cac co s& dit lidu da biét nhu Genbank,
www.dpvweb.net, hodc www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/. Céac vi du vé CP ciia CMV dugc
mbé ta 13 CAD92034.1, CD033961.2, AHZ89404.1, CD033963.1, ACN60036.1,
CAC18660.1, CAC18661.1, CAC18658.1, CAC18657.1, CAC18659.1, AFS64321.1,
AFS64320.1, ABG76792.1, CAI68015.1, AAQ22992.1, AEM36051.1, AEM360438.1,
ADA77134.1, AIS22690.1, AGT15706.1, AFR44555.1, AHY22574.1, ACMg9097.1,
AABO07137.1, AAD17927.1, AAM81371.1, AAM81365.1, AAM81374.1, AAM81372.1,
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AAMS1368.1, ABCI18318.1, AAX70966.1, AAU14864.1, AHJ11230.1, AHJ11229.1,
AHJ11228.1, 040980.1, CABA43510.1, Q66143.1, CAA77065.1, CAB77390.1,
CAC18666.1, NP _040777.1, P16489.1, AGV39216.1, AGW51600.1, AGN56074.1,
AGN56050.1, AGG16159.1, AGGI16145.1, AGG16143.1, AFZ99011.1, 1407131A,
CAA71834.1, CAA(07411.1, CACI18665.1, Q66135.1, 1F15 A, O40983.1, Q00259.1,
AER25350.1, AER25348.1, ADN84922.1, ABU95611.1, BAF93916.1, BAF93914.1,
AAY46239.1, AAY46233.1, AAY46235.1, AAY46231.1, AAY46230.1, AAY46237.1,
BAF45130.1, ABM46611.1, ABC00925.1, AAY42625.1, CAH25533.1, CAH25541.1,
CAH25539.1, AAV63980.1, AAQ89596.1, AAQR9571.1, AAQ8&9570.1, AAQ83697.1,
AAQ83689.1, AAKS52423.1, CCN27449.1, CEF39516.1, CAE51926.1, CACI13146.1, .
BAM15840.1, AEK33396.1, ABY21417.1, ABM89156.1, CAI84629.1, AGA20617.1,
AAO17725.1, CAD42338.1, ABO18585.1, CDF77337.1, CAG25710.1, CAG25430.1,
CAE30336.1, BAF45378.1, AADI17925.1, AGV39211.1, BAAO07858.1, Q66141.1,
040981.1, ACB&7210.1, CAI77626.1, CAH25521.1, ABGR89138.1, AGT15712.1,
AGT15703.1, AII01134.1, AIC76579.1, AIC76576.1, AIC76574.1, AIC76573.1,
AIB09173.1, AIB09172.1, ADF81043.1, ACQ99349.1, ACQ99348.1, CBF03403.1,
CBF03405.1, CAX45872.1, CAX45871.1, ACH48048.1, AAG01451.1, AAA46409.1,
AAD45249.1, AAG25053.1, AAA46410.1, AAA46411.1, AAA46412.1, ABB89052.1,
AAY19285.1, AAW21981.1, AAW21983.1, AAA74483.1, AHL30195.1, BAA95601.1,
Q00261.1, CAB89799.1, AGZ63887.1, BANG67666.1, AFZ62498.1, AFZ62495.1,
AF762494.1, AGN56098.1, AGN56028.1, AGG16155.1, AGG16151.1, ACS83814.1,
ACS83810.1, ACS83800.1, ACS83791.1, CCM80413.1, CCM80411.1, CCM80409.1,
AFX68432.1, AFX68428.1, CAI39235.1, CAJ20021.1, CAE51924.1, AASS7946.1,
Q66154.1, Q00260.1, CAA61802.1, P21368.1, BABI11693.1, AFV99523.1,
AFV99515.1, AER25351.1,  AFMS56037.1, AFJ92022.1, AFH88687.1, AFC40207.1,
BAL63166.1, AFA53169.1, AFA53167.1, BAL61194.1, AEU12505.1, AER35119.1,
AEK86513.1, AEK69525.1, AEK69524.1, AEK33395.1, AEK33393.1, AEG79911.1,
ADZ54767.1, ADZ54111.1, ADX86746.1, ADN84923.1, ACR14828.1, ACR14827.1,
ABU62578.1, ACA13281.1, ABZR0826.1, ABY47903.1, ABY21424.1, ABY21420.1,
ABY21419.1, ABY21418.1, ABY21413.1, ABX38992.1, ABV55389.1, ABV49618.1,
ABO18588.1, ABO18589.1, ABN72590.1, ABN72591.1, ABN12319.1, ABN12316.1,
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BAF44939.1, ABM46612.1, CAJ15158.1, ABC00922.1, ABC00921.1, ABC00928.1,
ABC00923.1, ABI94145.1, ABI94151.1, ABI94129.1, ABI94150.1, BAF33384.1,
ABI93181.1, ABE68905.1, ABC00927.1, AAS48545.1, AAR89470.1, AAR23529.1,
AAQB2698.1, AAM95241.1, AAM97677.1, AAKS2977.1, AAW71967.1, ABJ55780.1,
CAH17693.1, CAH17700.1, CAH17692.1, Q66140.1, ABM63376.1, AGT15704.1,
CAB41491.1, AAR89478.1, CCJ09634.1, AEK69527.1, ACS83801.1, AIC76582.1,
AHJ58884.1, AHJ11231.1, AGJ94707.1, ACS83798.1, ACS83793.1, ABKS&1652.1,
AAS57945.1, AAN04483.1, AD0O66659.1, AAN17777.1, ADG26754.1, AFV99520.1,
ABD73006.1, ACE07024.1, ABD64220.1, ABD72575.1, ABP87978.1, ABN13961.1,
AAY85627.1, AGG16139.1, ACS83811.1, CAH17699.1, CAH17694.1, AFV69240.1,
ACB56602.1. ADJ10637.1, ABM46614.1, AAY45749.1, AAA74484.1, CAH17697.1,
ADA63484.1, ADA63482.1, ADA63480.1, Q83251.1, AIC76584.1, AIC76583.1,
AAK27169.1, ABC00924.1, ACD62520.1, ABO18591.1, AAO62575.1, AAL48223.1,
ATA99525.1, CAH17698.1, AAZ38725.1, AAF09246.2, CAH17701.1, ACB58305.1,
AGG16158.1, CAH17695.1, AHJ58883.1, AEZ03836.1, BAB63959.1, ACD62519.1,
BAF93912.1, AAZ78354.1, ACN38326.1, AFV99522.1, ADZ54109.1, CAA46151.1,
AGV39213.1. Céac vi du khac vé protein vé cia CMV dugce dé cap dén trong cac trinh tu
tir SEQ ID NO.1 dén 3.

Cén luu ¥ ring cic ching va thé phan I4p ndy c6 cac trinh tu protein vo tuong
dong & mirc cao & cac ving protein khac nhau, ké ca dau tin cing N ctia protein vo. Cu
thé, 98,1% trong sb toan bo céac thé phan ldp CMV c6 trinh tg hoan chinh c6 dj tuong
dong trinh tr hon 85% trong 28 axit amin thir nhit ctia trinh tw protein vé cta ching va
thdm chi 79,5% trong sb toan bo cac thé phan ldp CMV c6 trinh tu hoan chinh c6 do
tuong ddng trinh t cao hon 90% trong 28 axit amin thu nht cia trinh ty protein vé cua
chung.

Thong thudng va tét hon néu protein vé cia CMV dugce sir dung theo sang ché c6
kha ning tao ra hat twong tu virut cia CMV khi biéu hién bang cach tu ghép. Tét hon,
néu protein vé cia CMV duogc st dung theo sang ché c¢6 khd ning tao ra hat twong tu
virut cia CMV khi biéu hién bang cach tu ghép trong E.coli.

Trinh ty SEQ ID NO.1 tuong tng véi trinh tu axit amin cda CP dugc phan 1ap va

tach dong tir 1a cdy hoa loa kén dugc nhidém bing CMV cé ngudn gbc tir vuon riéng &
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Riga, Latvia. Do d6, khi duoc sit dung trong ban mé ta ndy, tét hon néu thuat ngi
“protein v6 cla virut thé kham gy bénh & cdy dua chudt (CMV)” dugc sir dung trong
ban md ta dé chi trinh tu axit amin cta protein vé cia CMV, trong do trinh tu axit amin
ndy chira hodc t6t hon néu cdu thanh tir, SEQ ID NO.1 hoc trinh tw axit amin c6 d
tuong ddng trinh ty it nhit bang 75%, t6t hon néu it nhat bing 80%, t&t hon nira néu it
nhét bang 85%, tt hon nira néu it nhat bing 90%, t6t hon nita néu it nhat bang 95%, t6t
hon nita néu it nhat bing 98% va tdt hon nita néu it nhét bang 99% so v6i SEQ ID NO.1.

Theo phuong 4n uu tién khéc, protein vé cia CMV néu trén 1a trinh ty axit amin
cta protein vé cua CMV, trong d6 trinh tu axit amin nay chira SEQ ID NO.21 1a cac axit
amin lién tiép tir 2 dén 27 cta SEQ ID NO.1 hoic trinh ty axit amin ctia protein vo clia
CMYV chta vung trinh ty axit amin, trong d6 vung trinh ty axit amin nay c6 do tuong
dong trinh tu it nht bang 75%, t6t hon néu it nhit bing 80%, tdt hon nita néu it nhat
bing 85%, t6t hon nita néu it nhét biang 90%, t&t hon nita néu it nhit bang 95%, t&t hon
nita néu it nhit bang 98% va tét hon nira néu it nhat biang 99% so véi SEQ ID NO.21. Cy
thé, phuong 4n nay dugc wu tién do t&t hon néu epitop té bao T hd trg thay thé ving tan
cung N ciia polypeptit CMV theo sang ché. Tét hon, néu dd tuong dong trinh trr cao &
dau tan cung N cua cac CP cia CMV véi trinh ty duge st dung trong phén vi du thuc
hién sang ché, hién nay bao dam ring viéc ghép thich hop khi su biéu hién cac CP c6 thé
di&n ra bén canh su thay thé ciia ving tin cing N nhd epitop t& bao Th thudong giy ra su
két tu.

Theo phuong an uu tién khac, protein vo cia CMV 1a (a) trinh tu axit amin cua
protein v6 ctia CMV, trong d6 trinh ty axit amin nay chtra hodc tdt hon néu cu thanh tir
SEQ ID NO.1, hoic (b) trinh tu axit amin c6 d twong dong trinh tur it nhat bing 75%, tdt
hon néu it nhit bing 80%, t6t hon nira néu it nhit bang 85%, t6t hon nita néu it nhét bing
90%, t6t hon nita néu it nhit bang 95%, tot hon nita néu it nhit bang 98% va tbt hon nita
néu it nhit bang 99% so v6i SEQ ID NO.1; va trong d6 trinh tu axit amin nhu duoc xéac
dinh trong muc (a) hoic (b) chira SEQ ID NO.21 1 c4c axit amin lién tiép tir 2 dén 27
cua SEQ ID NO.1; hodc trong d6 trinh tu axit amin nhu dugc x4c dinh trong (a) hoac (b)
chira ving trinh tu axit amin, trong d6 vung trinh ty axit amin ndy c6 do twong dong trinh
tu it nhit bang 75%, t6t hon néu it nhit bang 80%, t6t hon nita néu it nhat bang 85%, tbt

hon nita néu ft nhét béng 90%, t6t hon nira néu it nhit bang 95%, t6t hon nira néu it nhit
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bang 98% va t&t hon nita néu it nhét bang 99% so véi SEQ ID NO.21.

Hat twong ty virut (VLP) duoc cai bién ciia virut thé kham gay bénh & cay dua
chugt (CMV): Thuét nglt “hat tuong tu virut (VLP) duoc cai bién cua virut thé kham gay
bénh & cdy dua chudt (CMV)” duge st dung trong ban md ta d& chi VLP cia CMV dugc
cai bién theo cach sao cho né chira hodic t6t hon néu chi yéu bao gdm hoic tét hon néu
bao gdm it nhit mét polypeptit CMV dugc cai bién, trong d6 polypeptit CMV dugc cai
bién nay chira hodc t&t hon néu ciu thanh tir, polypeptit CMV, va epitop té bao T hd trg.
Thong thuong va tdt hon néu epitop té bao T hd tro nay (i) dugc dung hop véi dau tan
cung N ciia polypeptit CMV, (ii) dugc dung hop véi dau C cia polypeptit CMV, (iii)
thay thé ving axit amin lién tiép ctia polypeptit CMV, trong d6 dd tuong dong trinh tur
gifta ving duoc thay thé cta axit amin lién tiép cia polypeptit CMV va epitop té bao T
hd tro it nhit bang 15%, t6t hon néu it nhit bang 20%, hoic (iv) thay thé ving tan cing N
ctia polypeptit CMV va trong d6 ving tan cing N duoc thay thé cia polypeptit CMV nay
bao gbm tir 5 dén 15 axit amin lién tiép. TSt hon, néu epitop té bao T hd trg thay thé ving
tan cung N cua polypeptit CMV va trong d6 viung tdn cung N dugc thay thé cia
polypeptit CMV bao gdm tir 5 dén 15 axit amin lién tiép, tot hon néu tir 9 dén 14 axit
amin lién tiép, t6t hon nira 12 tir 11 dén 13 axit amin lién tiép, va t6t nhét 1a 11, 12 hogc
13 axit amin lién tiép. Tét hon, néu VLP dugc cai bién ctia CMV ctia sang ché 1a VLP
duge cai bién tai t6 hop cia CMV.

Thuét ngit “polypeptit CMV duoc ci bién” duge sir dung trong ban mb ta dé chi
polypeptit CMV dugc cai bién theo cich nhu dugc x4c dinh trong bin md ti nay,
polypeptit CMV dugc cai bién chtra hodc t6t hon néu ciu thanh tir, polypeptit CMV, va
epitop té bao T hd trg. Thong thudng, polypeptit CMV duge cai bién c6 kha ning tao ra
hat twong tu virut cia CMV khi bidu hién bang cach tu ghép. Tét hon, néu polypeptit
CMYV dugc cai bién 13 polypeptit tai td hop duoc cai bién cia CMV va c6 kha ning tao ra
hat tuong tu virut cia CMV khi biéu hién bang cach tu ghép & E.coli.

Thuat ngit “ving tdn cung N cua polypeptit CMV” duoc st dung trong ban mo ta
d& chi du tan cing N cia polypeptit CMV, va cu thé 1a dau tan cing N ctia protein vo
cia CMV hodc vung tan cung N cua polypeptit CMV hodc protein vé cia CMV nhung
bt dAu v6i axit amin thir hai cia dau tan cing N ciia polypeptit CMV hoic protein vo

cua CMV nay néu polypeptit CMV hoic protein vé chita gbc methionin & dau tin cling
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N. Tét hon, néu theo quan diém thuec tién, trong trudng hop polypeptit CMV hoic protein
v6 chtra gbc methionin & ddu tin cing N, bd ba khdi ddu ma hod methionin s& thudng
duoc loai b6 va duge bd sung vao du tin cing N cia epitop t& bao T hd trg. Tt hon nita
néu mot, hai hoac ba axit amin bo sung, tot hon néu mét axit amin, tuy y c6 thé dugc
Chén vao gitra methionin khoi ddu va epitop té bao T hd trg ddi véi muc dich tach dong.
Thuat ngli “vung tdn cung N cua trinh ty axit amin dot bién ctia polypeptit CMV hoic
protein vo cia CMV” duoc sit dung trong ban mé ta dé chi dau tan cting N cua trinh tu
axit amin dot bién cta polypeptit CMV hoic protein vo ctia CMV, hodic ving tin ciing N
clia trinh tu axit amin dot bién cta polypeptit CMV hodc protein v ctia CMV nhung
khoi ddu voi axit amin tht hai & ddu tin cing N cia trinh ty axit amin dot bién cia
polypeptit CMV hoic protein v6 ctia CMV, néu trinh tur axit amin dot bién nay chtra goc
methionin & ddu tan cing N. Tt hon, néu theo quan diém thuc tién, trong trudng hop
polypeptit CMV hoic protein v6 chira gbc methionin & dau tan ciing N, bd ba khéi dau
ma hod methionin thudng s& dugc loai bé va dugc bd sung vio dau tan cing N ctia epitop
té bao T hd tro. Tt hon nita néu mét, hai hoic ba axit amin b sung, t5t hon néu mot axit
amin, tuy y ¢6 thé dugc chén vao giita methionin khéi dau va epitop té bao T hd trg dbi
v6i muc dich tach dong.

Thuét ngit “polypeptit tai té hop” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi polypeptit
thu duoc bang quy trinh bao gbm it nhit mét budc ctia cong nghé ADN t4i t6 hop. Thong
thuong va tét hon néu polypeptit tai td hop dugc tao ra trong hé biéu hién ciia sinh vat c6
nhan nguyén thiy. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc niy s& hiéu ring cac
polypeptit duoc tao ra bing phuong phap tai tb hop duoc biéu hién trong hé biéu hién cua
sinh vat ¢c6 nhan nguyén thiuy nhu E. coli c6 thé chira gbc methionin & dau tan cing N.
Gbc methionin & ddu t4n cing N thirdng dugc phén cat khéi polypeptit tai td hop & vat
chit biu hién trong qua trinh truéng thanh cia polypeptit tai td hop. Tuy nhién, su phan
cit methionin & dau tan cung N cé thé khong hoan toan. Do do, viéc tao ra ché phém
polypeptit tai t& hop c¢6 thé bao gdm bude trén hdn hop gdm cac polypeptit gidng nhau
khac c¢6 va khong c6 gbc methionin & du tan cing N. Thong thudng va tét hon néu viée
tao ra polypeptit tai tb hop chta it hon 10%, t6t hon nita néu it hon 5% va tot hon nita
néu it hon 1% polypeptit tai t6 hop v6i gbe methionin & dau tan cing N.

Thuat ngit “polypeptit tai t6 hop ciia CMV” dugc st dung trong ban md ta dé chi
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polypeptit CMV nhu duoc xac dinh trén dy, thu dugc bing quy trinh bao gdm it nhit
mdt bude cia cong nghé ADN tai t6 hop. Thong thuong va tét hon néu tao ra polypeptit
tai td hop ctia CMV chura it hon 10%, t6t hon nita néu it hon 5% va t6t hon nira néu it
hon 1% polypeptit tai t& hop cia CMV véi gbc methionin & dau tan cing N. Do d6, hat
tuong tyu virut tai td hop cia sang ché co thé chua cac polypeptit tai td hop giéng nhau
khac c6 va khéng c6 gbc methionin & diu tén cing N.

Thuét ngit “polypeptit CMV duoc cai bién tai to hop” duge st dung trong ban
md ta dé chi polypeptit CMV duogc cai bién nhu duoc xac dinh trén day thu dugc bang
qliy trinh bao gdm it nhit mét budce ca cong nghé ADN tai td hop. Thong thuong va tot
hon néu tao ra polypeptit CMV duoc cai bién tai tb hop chira it hon 10%, t6t hon nita néu
it hon 5% va tét hon nita néu it hon 1% polypeptit CMV duoc cai bién tai t& hop véi gbe
methionin & dau tan cung N. Do d6, hat tuong tu virut tai tb hop clia sang ché c6 thé chira
céc polypeptit tai t6 hop gidng nhau khac c¢6 va khong ¢ gdc methionin & du tin cling
N.

Thuét ngit “hat twong tu virut tai t6 hop” dugc st dung trong ban mé ta dé chi
hat twong tu virut (VLP) thu duoc bing quy trinh bao gdm it nhat mot bude ctia cong
nghé ADN tai td hop. Thong thuong va tét hon néu hat tuong tu virut téi td hop chira it
nhit mot polypeptit tai td hop, tot hon néu polypeptit tai td hop cia CMV hoic polypeptit
CMYV dugc cai bién tai t6 hop. Tét nhét, néu hat twong tur virut tai t6 hop bao gém hoic
chira cac polypeptit CMV tai t6 hop hodc polypeptit CMV dugc cai bién tai t6 hop. Do
doé, su dinh nghia vé cac VLP tai td hop theo sang ché duogc dua ra c6 dua vao cac trinh
tu axit amin dac hi€u chira géc methionin & dau tin cung N, pham vi cia cac VLP tai td
hop ctia sang ché bao gbm cic VLP duoc tao ra béi cac trinh ty axit amin dic hidu nay
khong cé gbc methionin & diu tan cing N, mic dii thudng véi lugng nhé nhu duoc thé
hién trong ban mo ta nay, cdc VLP duoc tao ra bdi cac trinh tu axit amin dic hiéu véi
methionin d4u t4n ciing N. Ngoai ra, vin s& nim trong pham vi bao hd ciia sang ché néu
dinh nghia vé cac VLP tai t6 hop cia sang ché duoc dua ra c6 dua vao cac trinh tyr axit
amin dic hiu chta cac VLP cua gbe methionin & du tan ciing N ¢6 ca trinh ty axit amin
vin chtra ca gbc methionin & dau tdn cing N va trinh ty axit amin khéhg c6 gbe
methionin & dau tan ciing N.

Thuat nglt “trinh ty axit amin dot bién” dugc sir dung trong ban md ta dé chi
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trinh ty axit amin thu duogc bing cach dua tip hop thé dot bién xac dinh vao trinh t axit
amin can dugc dot bién. Theo sang ché, trinh tu axit amin can dugc dot bién thong
thudong va tdt hon néu trinh tu axit amin ciia protein vo ciia CMV. Do d6, trinh tu axit
amin dot bién khac véi trinh tu axit amin cta protein v cia CMV vé it nhat mot géc axit
amin, trong d6 trinh ty axit amin dot bién va trinh tu axit amin can dugc dot bién nay co
d6 twong dong trinh tu it nhit bang 90%. Thong thu()’ng va t6t hon néu trinh tu axit amin
dot bién va trinh tyu axit amin can dugc dot bién ndy c6 d6 twong dong trinh tu it nhét
bing 91%, 92%, 93% 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99%. Tdt hon, néu trinh tu axit
amin dot bién va trinh tu cin duge dot bién nay khac nhau nhidu nhét vé 11, 10, 9, 8, 7, 6,
4, 3,2, hodc 1 géc axit amin, trong do t5t hon nira néu su khac nhau nay dugc chon tr sy
chén doan, khuyét doan va trao ddi axit amin. Tét hon, néu trinh tu axit amin dot bién
khéc véi trinh ty axit amin cua protein vé cia CMV vé it nhat mot axit amin, trong dé tbt
~ hon néu sy khac nhau nay la su trao ddi axit amin.

Vi tri tvong tng v6i gbe...: vi tri trén trinh ty axit amin twong tng véi cac gbc nhat
"dinh cta trinh tu axit amin khéac c6 thé duoc x4c dinh bang cach déng thiang hang trinh
tur, thong thudng va tdt hon néu bang cach st dung thuét toan BLASTP, tt nhat 13 bang
cach st dung céc thiét 1ap tiéu chudn. Cac thiét 1ap tiéu chuén thong thuong va duoc wu
tién 1a: ngudng dy kién: 10; ¢ chit: 3; mic do phi hop t6i da trong khoang truy vén: 0;
ma tran: BLOSUMS62; chi phi khoang tréng: t6n tai 11, mo rong 1; diéu chinh bd cuc:
diéu chinh ma tran diém sd theo bé cuc diéu kién.

Do tuong déng trinh tu cta hai trinh tr axit amin nhét dinh dugc x4c dinh dua
trén viéc dong théng hang cua hai trinh ty. Cac thuat toan dé x4c dinh do tuong déng
trinh tir 12 sin c6 di v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay. Tét hon, néu
d6 tuong ddng trinh ty cta hai trinh tu axit amin dugc x4c dinh béng cach su dung
chwong trinh twong ddng trén may tinh sin c6 cong cong nhu chwong trinh “BLAST”
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) hodc “CLUSTALW”
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/) va theo d6 tét hon néu chuong trinh “BLAST”
duoc cung cip trén trang chit NCBI & http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, bing cich
st dung céc thiét 13p mic dinh dugc trén do6. Cac thiét 1ap ti€u chuin thong thuong va
duoc wu tién 1a: ngudng du kién: 10; ¢& chir: 3; mic d6 phi hop tdi da trong khoang truy

vAn: 0; ma tran: BLOSUMG62; chi phi khoang tréng: ton tai 11, md rong 1; didu chinh b6
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cuc: diu chinh ma trin diém sd theo bd cuc diéu kién.

Thuéat hgﬁ' “su trao ddi axit amin” duoc st dung trong ban mo ta dé chi su trao dbi
ctia gbc axit amin nhét dinh trong trinh tu axit amin bing gbc axit amin khac bit ky c6
cAu tric hoa hoc khac nhau, t&t hon néu bang gbc axit amin sinh protein khac. Do d6, trai
v041 su chén doan hodc lam khuyét doan axit amin, sy trao d6i axit amin khong 1am thay
d6i téng s axit amin cia trinh tu axit amin. R4t duoc vu tién theo sang ché 1a su trao ddi
gbc axit amin ctia trinh ty axit amin cin duoc dot bién bang gbc lysin hodc gbc xystein.

Thuat ngit “epitop” dugc su dung trong ban mo ta dé chi cac phﬁn lién tuc hodc
gian doan cua khang nguyén, t6t hon néu polypeptit, trong d6 cic phén nay c6 thé duoc
gfn két dic hiéu boi khang thé hoic thu thé t& bao T trong nglt canh vé phan tr MHC.
Déi voi cac khang thé, su gin két dac hidu loai trir sy gin két khong dic hi¢u nhung
khong nhat thiét phai loai trir kha ning phan tmg chéo. Epitop thuong bao gdm tir 5 dén
20 axit amin trong ciu hinh khéng gian 1a duy nhét vé6i vi tri khang nguyén.

Thuét ngir “epitop t& bao T hd trg (Th)” dugc st dung trong ban md ta dé chi
epitop c6 kha ning nhan biét boi té bao Th hd trg.

Thuét ngit “epitop té bao T hd trg toan phan” dugc st dung trong ban mo ta dé chi
epitop té bao T hd trg c6 kha ning gin két v6i it nhit mot, tdt hon néu nhiéu hon mot
phan tt MHC nhom II. Cach don gian nhit dé x4c dinh xem trinh tu peptit c6 phai 13
epitop té bao T hd trg toan phin hay khong dé x4c dinh kha ning gén két cua peptit v6i
céc phan tirt MHC nhom II riéng biét. Piéu ndy c6 thé dugc x4c dinh theo kha ning cta
peptit canh tranh vé&i sy gan két clia peptit epitop té bao T hd tro da biét v6i phan tix
MHC nhém II. Viée lua chon dai dién ctia cac phan t& HLA-DR dugc mo ta trong tai
liéu, vi du: Alexander J, et al., Immunity (1994) 1:751-761. Ai luc cua cac epitop té bao
T hd tro db6i v6i cac phan tr MHC nhém II cidn phai it nhit bing
10°M. Céch khéc, dai hon nhung ciing 12 cach thich hop hon d xac dinh “tinh gbc” ctia
epitop t& bao T hd trg 14 chiing minh phan 16n ngudi (>30%) tao ra dap tmg té bao T ¢6
thé x4c dinh duoc khi gy mién dich va mot thang sau d6 nhic lai bang protein chira
epitop té bao T hd tro duge bao ché trong IFA. Tap hop céc phan tir MHC nhém II 1am
dai dién c6 mdt trong cac dbi tuong khac nhau dugc dua ra trong tai liu: Panina-
Bordignon P, et al., Eur Jimmunol (1989) 19:2237-2242. Do 49, t6t hon néu thuat ngir

“epitop t& bao T hd trg toan phan” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi epitop té bao T
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hd trg tao ra dap tng té bao T c6 thé x4c dinh dugc khi gy mién dich va nhic lai (sau do
mot théng bang protein chua epitop t& bao T hd tro duge bao ché trong IFA) 12 hon 30%
nhém déi tuong dugc chon nhu duge mo ta trong tai li€u: Panina-Bordignon P, et al., Eur
J Immunol (1989) 19:2237-2242. Ngoai ra va dugc uu tién hon nita, khi dugc st dung
trong ban md ta ndy, tbt hon néu thuat ngit “epitop té bao T hd tro toan phan” duoc st
dung trong ban mo ta dé chi epitop t€ bao T hd trg c6 kha nang gén két v6i it nhat mot,
t6t hon néu véi it nhat hai va tham chi t6t hon nita 12 v6i it nhat ba alen DR duogc chon tir
DR1, DR2w2b, DR3, DR4w4, DR4w14, DRS, DR7, DR52a, DRw53, DR2w2a; va tét
hon néu dugc chon tir DR1, DR2w2b, DR4w4, DR4w14, DRS5, DR7, DRw53, DR2w2a,
v6i 4 luc it nhit bang 500nM (nhu dugc mé ta trong tai liéu: Alexander J, et al.,
Immunity (1994) 1:751-761 dugc két hop vao sang ché bang cach vién din); thir nghiém
gin két dugc wu tién dé danh gia cac 4i luc néu trén 14 thir nghiém duoc mb ta trong tai
liéu: Sette A, et al., J Immunol (1989) 142:35-40. Theo cach dugc uu tién dic biét hon
nfta, Thuat ngit “epitop t€ bao T hd trg toan phén” dugc st dung trong ban md ta dé chi
epitop té bao T hd trg c6 kha ning gin két vai it nhat mot, t6t hon néu véi it nhét hai va
ddic biét tét hon nita 1a véi it nhét ba alen DR duoc chon tir DRI, DR2w2b, DR4w4,
DR4w14, DRS, DR7, DRw53, DR2w2a, v6i 4i luc it nhat bang 500nM (nhu duge mo ta
trong tai liéu: Alexander J, et al., Immunity (1994) 1:751-761 duoc két hop vao sang ché
bang cach vién dan); thir nghiém gin két dugc uu tién dé danh gia cac ai luc néu trén la
thr nghiém dugc mo ta trong tai liéu: Sette A, et al., J Immunol (1989) 142:35-40.

Céc epitop té bao T hd trg toan phan dugc mé ta va da biét dbi voi ngudi c6 hidu
biét trung binh trong linh vuc ndy, nhu trong tai liéu: Alexander J, et al., Immunity
(1994) 1:751-761, Panina-Bordignon P, et al., Eur J Immunol (1989) 19:2237-2242,
Calvo-Calle JM, et al., J Immunol (1997) 159:1362-1373, va Valmori D, et al., J
Immunol (1992) 149:717-721. '

Theo phwong 4n uu tién cta sang ché, epitop té bao T hd trg dwoc chon tir HA
307-319 (SEQ ID NO.26), HBVnc 50-69 (SEQ ID NO.27), TT 830-843 (SEQ ID NO.4),
CS 378-398 (SEQ ID NO.28), MT 17-31 (SEQ ID NO.29), TT 947-967 (SEQ ID NO.30)
va PADRE (SEQ ID NO.5). Theo phuong 4n uu tién khac, epitop té bao T hd trg toan
phan dugc chon tir HA 307-319 (SEQ ID NO.26), HBVnc 50-69 (SEQ ID NO.27), TT
830-843 (SEQ ID NO.4), CS 378-398 (SEQ ID NO.28), MT 17-31 (SEQ ID NO.29), TT

-23-



35107

947-967 (SEQ ID NO.30) va PADRE (SEQ ID NO.5). Theo phuong 4n uu tién, epitop té
bdo T hd tro 13 TT 830-843 (SEQ ID NO.4) hoic PADRE (SEQ ID NO.5). Theo phuong
an uu tién khac, epitop t& bao T hd tro toan phan 13 TT 830-843 (SEQ ID NO.4) hoic
PADRE (SEQ ID NO.5). Do d6, theo phwong 4n wu tién, epitop t& bao T hd trg néu trén
13 TT 830-843 (SEQ ID NO.4). Theo phuong 4n wu tién khac, epitop té bao T hd trg néu
trén 13 PADRE (SEQ ID NO.5).. Theo phuong 4n uu tién khac, epitop té bao T hd tro
toan phan 1a TT 830-843 (SEQ ID NO.4). Theo phwong 4n uu tién khéc, epitop té bao T
hd tro toan phin 13 PADRE (SEQ ID NO.5). Cac epitop ctia SEQ ID NO.4 va SEQ ID
NO.5 1a da biét va tham chi céc ung dung cta n6 da dugc mo td (Alexander J, et al.,
Immunity (1994) 1:751-761; Panina-Bordignon P, et al., Eur J Immunol (1989) 19:2237-
2242; Valmori D, et al., J Immunol (1992) 149:717-721; Lanzavecchia A, et al. Eur J
Immunol (1983) 13:733-738; Jemon K, et al., PLoS ONE (2013) 8(6): €66866; Jagu S, et
al., PLoS ONE (2012) 8(1): €55538.

Hi€u qua ghép cap cua hat tuong tu virut v4i khang nguyén dic hiéu dugc xéac
dinh bang phuong phap SDS-PAGE ciia cac phan ung ghép cip. Cudng dd ciia cac dai
chét nhudém xanh Coomassie tuong tng v6i cac thanh phin ctia phan tmg ghép cip dugc
xac dinh bang phuong phap do mat d6 va duge sir dung dé tinh hidu qua ghép cip. Hidu
qud ghép cdp dugc xac dinh theo ty 1€ polypeptit cia VLP dugc ghép cdp v6i khang
nguyén néu trén voi tong luong polypeptit ctia VLP.

Thudt ngit “ta4 dugc” dugce st dung trong ban mo ta dé chi cac tac nhan kich thich
khong dic hidu cia dap tmg mién dich hodc céc chét cho phép tao ra kho chtra & vét chu
ma khi duge két hop tuong tng véi vacxin va dugc phdm ciia sang ché c6 thé tao ra dap
{mg mién dich thdm chi duogc gia ting nhiéu hon. Céc ta dugc duge wu tién 1a ta duge
Freund toan ven va khéng toan ven, t4 dugc chira nhom, t6t hon néu nhom hydroxit va
muramyldipeptit dugc cai bién. Cac ta dugc dugc vu tién khac 13 cac gel khoang nhu
nhém hydroxit, chit hoat dong bé mit nhu lyso lexitin, pluronic polyol, polyanion, peptit,
nhii twong déu, hemoxyanin ha, dinitrophenol va cac t4 dugc dung cho ngudi nhu BCG
(bacille Calmette Guerin) va Corynebacterium parvum. Céc t4 dugc nay cling da dugc
biét 16 trong linh vuc nay. Céc ta duoc khéc c¢6 thé duge sir dung v6i ché pham cia sang
ché bao gdm, nhung khong chi giéi han &, chét diéu bién mién dich monophosphoryl
lipit, AdjuVax 100a, QS-21, QS-18, CRL1005, cac mudi nhém (Alum), MF-59, OM-174,
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OM-197, OM-294, va cong nghé ta dugc virosom. Cac ta dugc ciing c6 thé bao gébm hén
hop cia céic chét nay. Hat tuong tu virut dugc md ta chung nhu t4 dugc. Tuy nhién,
Thuit ngit “ta4 duge” duge st dung trong ban md ta dé chi ta duoc khéng phai 1a hat
tuong tu virut theo sang ché. Tét hon, néu “ta dugc” dé cap dén thanh phan bd sung khac
biét cia ché phém, vacxin hoac dugc phém cua sang ché.

Thuit nglt “khang nguyén” dugc st dung trong ban mo ta dé chi phan tir ¢6 kha
ning duoc gin két boi khang thé hodc thu thé té bao T (T-cell receptor : TCR) néu duge
thé hién boi cac phan tir MHC. Thuat ngit “khang nguyén” ciing dugc sir dung trong ban
md ta dé chi céc epitop cta t€ bao T. Khang nguyén con c6 kha ning dugce nhin biét boi
hé mién dich va/hoic c6 kha nang gy dap ing mién dich thé dich va/hoic dép Ung mién
dich t& bao din dén sy hoat hoa cua cac té bao lympho B va/hodc T. Tuy nhién, viéc nay
c6 thé cin phai c6, it nhét bing trong céc truong hop nhit dinh, khdng nguyén chira hoic
duoc lién két v6i epitop té bao Th va duge dua vao ta duge. Khang nguyén cé thé c6 mot
hodc nhiéu epitop (epitop B va T). Phan tmg dic hiéu néu trén c6 nghia 1a thé hién rang
t6t hon néu khang nguyén s& phan tng, thudng theo cach chon loc & mirc cao, véi khang
thé hodc TCR tuong Gng cua nd va khong phan Gng vdi nhidu khang thé khac hodc cac
TCR c¢6 thé duge kich hoat béi cac khang nguyén khac. Khi dugce sir dung trong ban mb
ta nay, cac khang nguyén ciing c¢6 thé 1a hdn hop cia vai khang nguyén riéng biét.
Polypeptit theo sang ché tao ra hat tuong tu virut ciia sang ché, co thé chira khang
nguyén. Cu thé, polypeptit theo sang ché c6 thé 1a san phdm dung hop chira khang -
nguyén. Tuy nhién, thudt ng@t khang nguyén khéng bao gdm trinh tw axit amin dot bién
duoc cAu thanh béi polypeptit nay. Thong thuong va tot hon néu Thudt ngit “khang
nguyén” khong bao gdm hat twong tir virut theo sang ché. Thong thuong va t6t hon néu
thuat ngir “khéng nguyén” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi thanh phan bé sung cua
céc ché pham, vacxin va dugc pham cﬁa sang ché c6 cac dic tinh khang nguyén, trong d6
khang nguyén nay c6 thé duoc két hop, gin két, tron véi hodc lién két véi hat tuong tu
virut bang cac phuong tién bat k}‘f dugc mo t4 trong ban mo ta nay.

Thuét ngit “duoc két hop” hodc “két hop” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi
toan bd céc cach c6 thé thuc hién duoc, tot hon néu cac tuong tac hoa hoc ma khi d6 hai
phén tir duoc két hop ciing nhau. Cac tuong tic hod hoc bao gdm tuong tic cong hod tri

va twong tac khong cong hod tri. Cac vi du dién hinh vé tuong tic khong cong hod tri 1a

-25-



35107

tuong tac ion, trong tac ky nudc hodc lién két hydro, trong khi d6 c4c twong tac cong hod
tri trén co s, vi du, cac lién két cdng hoa tri nhu este, ete, phosphoeste, lién két cacbon-
phospho, lién két cacbon-luu huynh nhr thioete hodc lién két imit.

Thuét ngit “vi tri lién két thir nhat” duoc sit dung trong ban mé ta d& chi phin tir
cé trong tu nhién véi hat twong tu virut hodc dugc bd sung bang phuong phap nhan tao
vao hat tuong tu virut, va véi vi tri lién két tht hai ma né c6 thé duoc lién két véi. Tot
" hon, néu vi tri lién két ther nhit 13 protein, polypeptit, axit amin, peptit, dudng,
polynucleotit, polyme ty nhién hodc téng hop, chit chuyén hoa thir cip hodc hop chat
(biotin, fluoresxein, retinol, digoxigenin, cac ion kim loai, phenylmetylsulfonylflorua)
hodc nhom c6 kha ndng phan Gng hoa hoc nhu nhém amin, nhém carboxyl, nhém
sulfhydryl, nhém hydroxyl, nhém guanidinyl, nhém histidinyl hodc hdn hop cta ching.
Phuong 4n uu tién ctia nhém c6 kha nang phan Gmg hod hoc & vi tri lién két thtr nhit 1a
nhém amin cta gbe axit amin, tt hon néu gdc lysin. Vi tri lién két thi nhat thuong nam
trén bé mit va tét hon néu trén mit ngoai cua VLP. Nhiéu vi trf lién két th@r nhat c6 mit
trén bé mat, tot hon néu trén mat ngoai cia VLP, thudong la trong cAu hinh 1ap lai. Theo
phuong 4n wu tién, vi tri lién két thir nhit duoc két hop véi VLP, bang it nhat mot lién két
cong hod tri, tbt hon néu bang it nhat mét lién két peptit. Theo phuong 4n uu tién khéc, vi
tri lién két thir nhit c6 trong tu nhién v6i VLP. Theo cach khic, theo phuong én uu tién,
vi trf lién két thir nhit duoc bd sung bang phuong phap nhén tao vao VLP. Theo phuong
4n uu tién, vi tri lién két thir nh4t néu trén 13 nhém amin cta gbc lysin cta trinh tu axit
amin ctia polypeptit ctia VLP. '

Thuét ngir “vi tri lién két thir hai” duoc sir dung trong ban md ta dé chi phan tir c6
trong ty nhién v6i hodc dugc bd sung biang phwong phap nhan tao vao khang nguyén va
vi tri lién két thir nhét ma n6 c6 thé dugc lién két v6i. TSt hon, néu vi tri lién két thir hai
cua khang nguyén la protein, polypeptit, peptit, axit amin, duong, polynucleotit, polyme
tu nhién hodc téng hop, chét chuyén hoa thu cép hodc hop chét (biotin, fluoresxein,
retinol, digoxigenin, ion kim loai, phenylmefylsulfonylﬂorua), hodc nhém c6 kha nang

phan tmg hod hoc nhu nhéom amin, nhém carboxyl, nhém sulthydryl, nhém hydroxyl,
nhém guanidinyl, nhém histidinyl hodc hdn hop ciia chiing. Phuong 4n wu tién ctia nhém
c6 kha niang phan tng hoa hoc & vi trf lién két thir hai 12 nhém sulfhydryl, t6t hon néu

nhém sulfhydryl cia xystein clia axit amin, tot nhat néu 13 nhém sulfhydryl cia gbc
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xystein. Do @6, thuat ngit “khang nguyén véi it nhat mot vi trf lién két thir hai” duoc st
dung trong ban mb ta dé chi ciu tric chira khang nguyén va it nhit mot vi tri lién két thi
hai. Tuy nhién, cu thé 1a d6i v6i vi tri lién két thir hai, thanh phin khong xuit hién tu
nhién trong khang nguyén, nhu ciu tric thong thuong va tt hon néu con bao gdm “gbc
lién két”. Theo phuong 4n wu tién khéc, vi tri lién két thir hai duoc két hop voi khang
nguyén bang it nhat mét lién két cong hoa tri, tdt hon néu bing it nhat mot lién két peptit.
Theo phuong 4n khéc, vi tri lién két thir hai xuét hién tir nhién trong khéng nguyén. Theo
phuong 4n wu tién khéc, vi tri lién két thir hai duoc bd sung bang phuong phap nhén tao
vao khang nguyén qua gbc lién két, trong d6 gbe lién két nay chura hodc theo cach khac
bao gdm xystein. Tét hon, néu gdc lién két duoc dung hop v6i khang nguyén bang lién
két peptit.

Thuat nglt “dugc lién két” hodc “lién két” dugc st dung trong ban mo ta dé chi
toan bd cach co thé thuc hién duoc, tbt hon néu céc tuong tac hod hoc, ma nho do6 it nhét
mot vi tri lién két thir nhat va it nhat mét vi tri lién két thtr hai duoc két hop cing nhau.
Céc twong tac hoa hoc bao gdm tuwong tac cong hod tri va tuong tac khong cong ho4 tri.
Céc vi du thong thuong vé tuong tac khong cong hod tri 1 twong tac ion, tuong tac ky
nude hoidc lién két hydro, trong khi cac tuong tac cong hoa tri duoc dua trén, vi du, lién
két cong hod tri nhu este, ete, phosphoeste, lién két cacbon-phospho, lién két cacbon-luu
huynh nhu thioete hoic lién két imit. Theo mét s6 phwong 4n wu tién nhét dinh, vi trf lién
két thtr nhat va vi tri lién két thir hai dugc lién két bang it nhat mot lién két cong hod tri,
t6t hon néu qua it nhat mot lién két khong peptit va tham chi t6t hon nita 1a chi qua (c4c)
lién két khong peptit. Tuy nhién, Thuét ngit “dugc lién két” s& khong chi ding duoc st
dung trong ban mé ta dé chi su lién két truc tiép cla it nhat mét vi tri lién két thir nhat va
it nhat mot vi tri lién két thir hai ma ngoai ra, theo cach khac va t6t hon, néu s lién két
gian tiép cla it nhat mot vi tri lién két thir nhét va it nhét mot vi tri lién két thir hai qua
(c4c) phén tir trung gian va nhé d6 thong thuong va t6t hon néu bang céch sir dung it nhit
mét, t6t hon néu mot gbe lién két chéo ¢6 hai chirc khac nhau. Theo céc phuong 4n uu
tién khac, vi tri lién két tht nhat va vi trf lién két thr hai duge lién két thong qua it nhét
mot lién két cf)ng hoa tri, tt hon néu qua it nhit mot lién két peptit va tham chi tot hon
nita 14 chi qua (cac) lién két peptit.

Thuét ngit “gbc lién két”, két hop vi tri lién két thir hai véi khéng nguyén hodc da
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bao gdm, chil yéu gdm c6 hodc gdm c6 vi tri lién két thi hai. Tét hon néu thuat ngir “gbc
lién k&t” da bao gdm vi tri lién két thir hai, thong thudong va t6t hon néu - nhung khéng
nhét thiét - nhu mot gde axit amin, t6t hon néu nhu gde xystein. Cac gbc lién két duoc vu
tién 1a cac gbc lién két axit amin, nghia 14 cic gbe lién két chira it nhat mot gde axit amin.
Thuét ngit gbc lién két axit amin khong ngu ¥ rang gbc lién két chi gdm c6 gdc axit amin.
Tuy nhién, gdc lién két chi gdbm c6 gbc axit amin 1 phurong 4n wu tién cla sang ché. Tét
hon, néu cac gbc axit amin cia géc lién két gdbm c6 axit amin c6 trong tu nhién hoic axit
amin khong c6 trong tu nhién da biét trong linh vuc niy, toan bd cac dang L hodc toan bd
cac dang D hodc hdn hop ctia chiing. Do d6, cac phuong 4n uu tién hon cta gbc lién két
theo sang ché 1 c4c phan tr chira nhom sulfhydryl hodc gbc xystein va cdc phan tir ndy
ciing thudc pham vi cua sang ché. Cac gbe lién két khac hitu ich theo sdng ché 1a cac
phan t&r bao gébm gbc Cl-Cé6alkyl-, xycloalkyl nhu xyclopentyl hodc xyclohexyl,
xycloalkenyl, aryl hodc heteroaryl. Ngoai ra, tét hon néu cac gbc lién két bao gf)mk gbc
C1-Céalkyl-, xycloalkyl-(C5,C6), aryl- hodc heteroaryl- va (cAc) axit amin bd sung ciing
¢6 thé duoc st dung 1am gbe lién két theo sang ché va s& thudc pham vi bao hd cia séng
ché. Tét hon, néu su két hop cta gdc lién két véi khang nguyén qua it nhit mot lién két
cong hod tri, tbt hon nita 12 qua it nhat mot lién két peptit.

Thuat ngit “day khang nguyén theo thr tu va 1ap lai” dugce st dung trong ban mo
ta dé chi mAu lap lai cta khang nguyén ma thong thudong va tét hon néu khéc biét boi tinh
ddng nhat & mirc cao theo cach bb tri trong khong gian ctia cdc khang nguyén twong dbi
v6i VLP. Theo mdt phuong 4n cia sang ché, mau lap lai c¢6 thé 13 mau hinh hoc. Céc
phuong 4n nhat dinh cta sang ché, nhu cac khang nguyén dugc ghép cip v6i VLP cla
sang ché, 14 cac vi du thong thudng va duge wu tién cta cac ddy khang nguyén c6 thi tu
va lap lai thich hop, ngoai ra, c6 thir tu khang nguyén tién tinh thé 13p lai nghiém ngit, tdt
hon néu véi khoang céch tir 1 dén 30nm, tot hon néq tr 2 dén 15nm, t6t hon nira 12 tir 2
dén 10nm, dic biét tot hon nira 1a tir 2 dén 8nm va tot hon nita 1a tir 1,6 dén 7nm.

Thuat ngtt “protein Fel d1” dugc st dung trong ban mo ta dé chi protéin chtra hodc
theo cach khac bao gém chudi 1 cia Fel d1 va chudi 2 ctia Fel d1. Tét hon, néu chudi 1
ciia Fel d1 va chudi 2 cia Fel d1 duoc lién két cong hoa tri. Theo mdt phuwong 4n wu tién,
chudi 1 cua Fel d1 va chudi 2 cua Fel d1 dugc lién két thong qua it nhat mot lién két

disulfua. Theo phuong 4n wu tién khéc, chudi 1 va chudi 2 duge dung hop truc tiép hoic
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qua doan dém ma trong truong hop do protein Fel d1 con chira hodc theo cach khac bao
¢dm doan dém. Tt hon, néu khi duoc x4c dinh trong ban md ta nay, protein Fel d1 2dm
t6i da 300, tham chi t6t hon nita 13 téng s6 t6i da 200 axit amin. Thong thudng va t6t hon
néu protein Fel d1 theo sang ché c6 kha ning giy ra khang thé gin két dac hiéu in vivo
“v6i Fel d1 ¢6 trong tu nhién hodc Fel d1 tai t6 hop nhu dugc tao ra theo Vi du 8 ciia sang
ché. |

Thuat ngit “chudi 1 cua Fel d1” dudc st dung trong ban md ta dé chi polypeptit
chra hoac theo cach khac bao gém trinh tu axit amin nhu cia SEQ ID NO.37 hodc trinh
tu twong ddng ctia né. Thuat ngit “trinh tur trong dong ctia SEQ ID NO.37” duoc st dung
trong ban mo ta dé chi polypeptit c6 muc do gidng véi SEQ ID NO.37 16n hon 80%, tdt
hon nita 12 16n hon 90% va dic biét tét hon nita 12 16n hon 95%. Thuét ngit “chudi 1 cta
Fel d1” cling s€ dung dugc st dung trong ban mo ta @& chi polypeptit bao gdm it nhét
mdt qua trinh cai bién sau dich ma bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, it nhit mot qua
trinh glycosyl hoa, ctia chudi 1 cia Fel d1, khi dugc xac dinh trong ban md ta nay. Tét
hon, néu khi dugc xé4c dinh trong ban md ta nay, chudi 1 ciia Fel d1 ciu thanh t6i da tir
130, thdm chi tét hon nita néu tdi da téng s6 ¢6 100 axit amin.

Thuét ngit “chudi 2 cta Fel d1” dugc st dung trong ban md ta dé chi polypeptit
chtra hoic theo cach khac bao gdm trinh ty axit amin nhu ctia SEQ ID NO.38, SEQ ID
NO.39 hodc SEQ ID NO.40, hodc trinh tu tuong dong cia n6. Thuit nglt “trinh tu tuong
dong cua SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.39 hoic SEQ ID NO.40 dugc st dung trong ban
md ta dé chi polypeptit c6 mic d6 gidng v6i SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.39 hodc SEQ
ID NO.40 16n hon 80%, tt hon nita 1a 16n hon 90% va dic biét tot hon nita 1a 16n hon
95%. Thuat ngit “chudi 2 ctia Fel d1” ciing cin ding duge sir dung trong ban mo ta dé chi
polypeptit bao gdm it nhit mét qua trinh sira d6i sau dich ma, bao gbm nhung khéng chi
gi6i han ¢, it nhét mot qué trinh glycosyl ho4, ctia chudi 2 ctia Fel d1, khi duoc x4c dinh
trong ban mé ta nay. Tt hon, néu khi dugc xac dinh trong bin mé ta ndy, chudi 2 cua Fel
d1 bao gdm nhidu nhét 150, thim chi t5t hon nita 1a nhidu nhat 130, t&t hon nita néu t6i
da tong s c6 100 axit amin.

Thuét ngit “chét kich thich mién dich” duoc st dung trong ban md ta dé chi chét
c¢6 kha ning gy ra va/hodc ting cudng dap tmg mién dich. Khi dugce st dung trong ban

md ta nay, chét kich thich mién dich bao gdm, nhung khong chi gi6i han 6, chét hoat ho4
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thu thé twong tu toll va cac chat giy tiét xytokin. Chét hoat ho4 thu thé twong tu toll bao
gém, nhung khéng chi gidi han ¢, axit nucleic kich thich mién dich, peptideoglycan,
lipopolysacarit, axit lipoteichonic, cac hop chét imidazoquinolin, flagelin, lipoprotein va
cac chat hitu co kich thich mién dich nhu taxol.

Thuét ngir axit nucleic kich thich mién dich dugc st dung trong ban md ta dé chi
axit nucleic ¢6 kha ning gy ra vi/hoic ting cuong dap tmg mién dich. Axit nucleic kich
thich mién dich bao gdm céc axit ribonucleic va cu thé 13 axit ‘desoxyribonucleic, trong
dé6 ca axit ribonucleic va axit desoxyribonucleic c6 thé 13 soi kép hodc sgi don. ISS-NA
dugc uu tién 1a axit desoxyribonucleic, trong do t6t hon nira néu axit desoxyribonucleic
14 sgi don. Tét hon, néu céc axit nucleic kich thich mién dich chtra it nhat mot cu tric
CpG chtra C khong dugc metyl hod. Céc axit nucleic kich thich mién dich rit duoc uu
tién chtra it nhit mét céu trac CpG, trong do it nhit mot ciu trac CpG chtra hoac tot hon
néu cAu thanh tir it nhat mot, tt hon néu mét, dinucleotit CG, trong d6 C khdng duoc
metyl hoa. Tét hon, néu nhung khong nhat thiét, dinucleotit CG nay 12 mot phan ciia trinh
tu nguoc xudi gidng nhau. Thuit ngit axit nucleic kich thich mién dich duoc sir dung
trong ban mo ta dé chi axit nucleic chtra cac bazo dugc cai bién, tdt hon néu 4-bromo-
xytosin. Duoc uu tién dac bi¢t trong ban mo ta nay la ISS-NA c¢6 kha néng kich thich su
tao ra IFN-alpha trong t& bao ¢6 tua. Cac axit nucleic kich thich mién dich hitu ich d6i
v6i muc dich cua sdng ché dugc md ta, vi du, trong céng bd don qubc té s
WO02007/068747A1.

Thuat ngir “oligonucleotit” dugc st dung trong ban mo ta dé chi trinh tu axit
nucleic chira 2 hoc nhiéu nucleotit, t6t hon néu nim trong khoang tir 6 dén 200 nucleotit
va tdt hon nita 1a nim trong khoang tir 20 dén 100 nucleotit va t6t nhat 1a nim trong
khoang tir 20 dén 40 nucleotit. Rat dugc uu tién 1a cac oligonucleotit chira khodng 30
nucleotit, t6t hon nita néu oligonucleotit bao gdm chinh xac 30 nucleotit va tét nhit néu
cac oligonucleotit bao gdbm chinh xac 30 nucleotit. C4c oligonucleotit 1a polyribonucleotit
hodc polydeoxribonucleotit va t5t hon néu duge chon tir (a) ARN hosc ADN khong duoc
cai bién va (b) ARN hodc ADN cai bién. Viéc cii bién c6 thé bao gdm thé twong tu
khung chinh hodc nucleotit. T6t hon, néu oligonucleotit dliqc chon tir nhém bao gém (a)
ADN soi don va soi kép, (b) ADN la hdn hop clia cac viing soi don va s¢i kép, (c) ARN

sgi don va sgi kép, (d) ARN la hdn hop cuia cic ving sgi don va s¢i kép va () cac phan
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tr lai chtta ADN va ARN 12 sgi don hoic tét hon néu soi kép hodc hdn hop cua cac vung
sgi don va soi kép. Céac cai bién/thé tuong tu nucleotit dugc uu ti€n dugc chon tir nhém
‘bao gdm (a) axit peptit nucleic, (b) inosin, (c) cic bazo duogc trityl hod, (d)
phosphorothioat, (e) alkylphosphorothioat, (f) 5-nitroindol desoxyribofliranosyl, (g) 5-
metyldesoxyxytoéin va (h) 5,6-dihydro-5,6-dihydroxydesoxythymidin. Céac nucleotit
duoc phosphothioat hod dugc bao vé di véi qua trinh thoai bién trong té bao hodc sinh
vét va do d6 13 céc cai bién nucleotit duge wu tién. Cac oligonucleotit khong duogc cai
bién chi bao gdm phosphodieste gin két nucleotit, thudng c6 hoat tinh cao hon so véi cac
nucleotit dugc cai bién va do d6 thudng duoc wu tién theo sang ché. Pugc wu tién nhit 1a
cac oligonucleotit chi bao gdm phosphodieste gin két deoxinucleotit, trong d6 t&t hon
nita néu cac oligonucleotit nay 13 soi don. Pugc wu tién hon 13 cic oligonucleotit c6 kha
ning kich thich su tao ra IFN-alpha trong té bao, tot hon néu trong té bao c6 tua. Céc
oligonucleotit rit dugc vu tién c6 kha ning kich thich su tao ra IFN-alpha trong té bao
dugce chon tir cac CpG typ A va CpG typ C. Puogc uu tién hon 1a cdc phan tr ARN khong
c6 Cap.

Thuét ngit “cdu tric CpG dugc sir dung trong ban md ta dé chi mau nucleotit bao
gém CpG ¢ gitra khoéng duge metyl hoa, nghia 1 CpG dinucleotit khong dugc metyl hoa,
trong d6 C khong dugc metyl hod, duge bao quanh bai it nhét mot bazo, tdt hon néu mot
hodc hai nucleotit, chdn (& phia ddu 3°va 5’ctia) CpG ¢ gitta. Thong thudong va tét hon
néu khi duge sir dung trong ban md ta nay, ciu traic CpG chira hoic theo cach khic bao
gdbm CpG dinucleotit khong dugc metyl hoa va hai nucleotit & cac dau 5°va 3’cia no.
Khong mubn bi gioi han boi Iy thuyét, cac bazo chan CpG tao ra phan hoat tinh dang ké
d6i véi CpG oligonucleotit.

Thuat ngit “oligonucleotit chira CpG khong dugc metyl hod” hodc “CpG” dung
duoc sit dung trong ban mé ta dé chi oligonucleotit, t6t hon néuoligodesoxynucleotit,
chtra it nhit mét cu tric CpG. Do d6, CpG chtra it nhat mot xytosin khong dugc metyl
hod, guanin dinucleotit. Cac CpG dugc uu tién kich thich/hoat hod, vi du, c6 tadc dung
phan chia t bao hodc cam tmg hodc ting cudng mirc d biéu hién xytokin, béi té bao c6
ngudn gbe tir tuy xwong clia dong vat c6 xuong sdng. Vi du, cac CpG ¢6 thé hitu ich dé
hoat hoa t& bao B, t& bao NK va té bao trinh dién khang nguyén, nhu té bao co tua, bach

c4u don nhan to va dai thuc bao. Tét hon, néu CpG duge sir dung trong ban mo ta dé chi
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oligodesoxynucleotit, tét hon néu oligodesoxynucleotit sgi don, chtra xytosin khong dugc
metyl hoa sau dau 3’ciia guanosin, trong d6 xytosin khdng dugc metyl hoa va guanosin
nay dugc lién két bai lién két phosphat, trong d6 tét hon nira néu lién két phosphat 1a lién
két phosphodieste hodc lién két phosphothioat va trong d6 t5t hon nita néu lién két
phosphat 12 lién két phosphodieste. Cac CpG c6 thé bao gdm thé twong tu nucleotit nhu
cac thé twong tu chira lién két phosphorothio este va co thé 1a sgi kép hodc sgi don.
Thong thudng, cac phan tir soi kép 6n dinh hon in vivo, trong khi céc phan tir sgi don ¢
hoat tinh mién dich gia ting. Khi dugc st dung trong ban mé ta nay, t6t hon néu CpG 1a
oligonucleotit ¢6 chiéu dai it nhit khoang mudi nucleotit va chira it nhit mét cu tric
CpG, trong d6 tdt hon nita néu CpG c6 chidu dai tir 10 dén 60 nucleotit, t5t hon nita 14 tir
15 dén 50 nucleotit, t5t hon nira 1 tir 20 dén 40 nucleotit, t5t hon nira 1a khoang 30
nucleotit va t6t nhit 1a c6 chidu dai chinh x4c gdbm 30 nucleotit. CpG c6 thé bao gém cac
nucleotit dwgc metyl hoa va/hoac khong dugc metyl hod, trong do it nhét mot ciu tric
CpG chira it nhit mot CG dinucleotit trong d6 C khong dugce metyl hod. CpG ciing c6 thé
chira c4c doan trinh tu dugce metyl hoa va khong dugc metyl ho4, trong do it nhét mot ciu
trac CpG chua it nhat mot CG dinucleotit trong d6 C khong dugc metyl ho4. R4t t6t hon,
néu CpG duge st dung trong ban md ta dé chi oligodesoxynucleotit sgi don chira xytosin
khéng duoc metyl hoa sau diu 3’ciia guanosin, trong d6 xytosin khong duge metyl hod
va guanosin nay dugc lién két béi lién két phosphodieste. Cac CpG c6 thé bao gdm cac
thé twong tu nucleotit nhu cc thé twong tu chira lién két phosphorothioeste va c6 thé 1a
soi d6i hodc soi don. N6i chung, cac CpG phosphodieste 13 CpG typ A nhu dugc thé hién
dudi day, trong khi cic CpG duge 6n dinh phosphothioeste 1a CpG typ B. CpG
oligonucleotit dugc uu tién theo sang ché 1a CpG typ A.

Thuét nglt “CpG typ A” hodc “CpG typ D” duoc st dung trong ban mo ta dé chi
oligodesoxynucleotit (ODN) chira it nh4t mot cdu tric CpG. Tt hon néu cac CpG typ A
kich thich su hoat hoa t& bao T va su trudng thanh cia té bao c6 tua va c6 kha nang kich
thich su tao ra IFN-alpha. Trong cac CpG typ A, cac nucleotit cua it nhét mét cu tric
CpG dugc lién két boi it nhat mot lien két phosphodieste. Cac CpG typ A chira it nhét
mét ciu trac CpG lién két phosphodieste ¢ thé dugc chin & dau 5°cia né va/hoic, tét
hon néu & du 3’ctia né boi cac nucleotit gin két phosphorothioat. Tét hon, néu ciu tric

CpG, va do d6 tét hon néu CG dinucleotit va cdc vung chdn trung gian cua n6 chua it
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nhét mot, tdt hon néu hai nucleotit, bao gdm cac phosphodieste nucleotit. Cac CpG typ A
duoc vu tién chi bao gdm cac nucleotit gin két phosphodieste (PO). Thong thudng va tdt
hon néu céu tric poly G chita hoic theo cach khéac bao gdm it nhat mot, tot hon néu it
nhit bing ba, it nhit bing 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, hodc 15 G (guanosin), tét
nhit néu it nhét bang 10 G. Tét hon, néu CpG typ A theo sing ché chira hoic theo cach
_ khéc bao gbm trinh tu nguoc xudi gidng nhau.

Thuét ngit “hat tuong tu virut” dugc sit dung trong ban mo ta dugce st dung trong '
ban mo ta dé chi hat virut khéng sao chép hodc khong gy nhiém, tot hon néu hat virut
khong sao chép va khong giy nhiém hodc dugc st dung trong bén mo ta dé chi hat virut
khong sao chép hoic khong gay nhiém, tot hon néu ciu tric giéng hat virut khong sao
chép va khong gy nhiém, tot hon néu capsit ctia virut. Thuat ngit “khong sao chép” dugc
st dung trong ban mé ta dé chi viéc khong c6 kha ning sao chép hé gen ctia VLP. Thuét
ngit “khong gy nhiém” duoc st dung trong ban mo ta dé chi viéc khong c6 kha ning di
vao té bao chu. Hat tuong tu virut theo sang ché 14 hat virut khong sao chép va khong gay
nhiém do n6 thiéu toan bd hodc mot phﬁn hé gen cua virut hodc chirc nang cia hé gen.
Hat twong tr virut theo sang ché c6 thé chira axit nucleic khéc biét v6i hé gen ciia chung.
Céc hat tuong tu virut duoc tao ra bang phuong phép tai t6 hop thudng chira ARN c6
ngudn gbe tir t& bao chi. Phwong 4n dién hinh va duge wu tién vé hat tuong tw virut theo
sang ché 1a capsit virut bao gdm cac polypeptit theo sang ché. Hat twong tu virut 13 tip
hop dai phén tir bao gém protein vo virut thuong chira 60, 120, 180, 240, 300, 360, hoic
nhiéu hon 360 c4u tric dudi phan tir clia protein/hat twong tu virut. Thong thudong va tbt
hon néu cac tuong tac cla cac cAu tric dudi phan tir ndy din dén sy hinh thanh capsit
virut hodc cu trac tuong tu capsit virut véi td chuc 1ap lai von c6. Mot dic diém cia hat
tuong tu virut 1a su bd tri cla céc clu trac dudi phan tir cda n6 1ap lai va theo thu tu &
mirc cao. Hat twong ty virut chira nhidu hon mot loai polypeptit, thudng duge goi 14 cac
VLP thé kham ciing thudc pham vi ctia sang ché. Do d6, theo mot phuong 4n, hat twong
tu virut theo sang ché chira it nhit hai loai polypeptit khac nhau, trong d6 it nhat mét
trong s céc loai polypeptit ndy 1a VLP-polypeptit chita epitop té bao T hd trg pan.

Thuat nglt “bao go6i” dugce st dung trong ban mo ta dé chi trang thai cua cac dai
phan tr da ion hodc chit kich thich mién dich lién quan dén VLP. Thuat ngit “bao gbi”

bao gdm su lién két c6 thé 14 lién két cong hoa tri, vi du, bang cach ghép cip hoa hoc
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hoic lién két khong cdng hoa tri, vi du, twong tac ion, tuong tac ky nudc, lién két hydro,
v.v.. Thuat ngit ndy ciing bao gdbm viéc bao quanh hoic bao quanh mot phén, cta dai
phan tir da anion. Do d6, dai phan tir da anion hodc chét kich thich mién dich c6 thé duge
bao quanh bdi VLP ma kh()hg can phai c6 su tdn tai cta su lién két thuc, cu thé 1a lién két
cdng hoa tri. Theo cac phuong an uu tién, it nhit mét dai phén tr da anion hoic chét kich
thich mién dich dugc bao goi bén trong VLP, tdt nhat 1a theo cach khoéng cong hoa tri.
Trong trudmg hop chat kich thich mién dich nay 1 axit nucleic, tbt hon néu ADN, thuat
ngir bao goéi ngu ¥ rang axit nucleic khong bi anh hudng bdi su thuy phan bang nucleaza,
t6t hon néu khong bi anh hudng bdi su thuy phan bing DNAaza (vi du, DNazal hoic
Benzonaza), trong d6 tot hon néu kha ning bi anh hudng nay duoc thir nghiém nhu duge
md ta trong céc vi du tir 11 dén 17 ctia Cong bd don qudc t& s6 W02003/024481A2.

Sang ché dé cap dén hat tuong tu virut cua virut thuc vat, virut thé kham gdy bénh
& cdy dua chudt (CMV) va cu thé 12 hat twong tu virut dugc cai bién cua virut thé kham
gdy bénh & ciy dua chudt chira cac epitop té bao T hd trg, cu thé 1a cac epitop té bao T hd
trg toan phan. '

Do @0, theo khia canh thir nhét, sang ché dé cap dén hat tuong tu virut dugc cai
bién (VLP) cta virut thé kham gy bénh & cdy dua chudt (CMV), trong d6 VLP dugc cai
bién cia CMV chira, chi yéu bao gdém, hoic theo cach khac bao gbm, it nhit mot
polypeptit CMV dugc cai bién, trong d6 polypeptit CMV dugc cai bién chira hoic t6t hon
néu chu thanh tir: (a) polypeptit CMV, va (b) epitop té bao T hd trg; va trong do6
polypeptit CMV nay chira hodc t&t hon néu cu thanh tir: (i) trinh tr axit amin ctia protein
vo cua CMV; hoac (ii) trinh tu axit amin dot bién, trong do6 trinh ty axit amin can dugc
d6t bién 1a trinh tu axit amin cta protein vé cua CMV, va trong dé trinh tu axit amin dot
bién va protein v6 cia CMV ndy c6 do twong dong trinh tu it nhit bing 90%, tot hon néu -
it nhit bang 95%, t6t hon nita néu it nht bing 98% va t6t hon nita néu it nhat bang 99%.

Theo phuong 4n wu tién, polypeptit CMV chira, tot hon néu bao gbm, trinh tur axit
amin cua protein v cia CMV. Theo phuong 4n khéc, polypeptit CMV chitra, t6t hon néu
bao gdm trinh ty axit amin dot bién, trong d6 trinh ty axit amin can dugc dot bién 12 trinh
tir axit amin cta protein v6 ciia CMV, va trong d6 trinh tu axit amin dét bién va protein
v6 cia CMV nay c6 do trong dong trinh tyr it nhit bang 90%, tot hon néu it nhat bing
95%, tbt hon nita néu it nhit bang 98% va t6t hon nita néu it nhét bang 99%; trong do tbt
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hon néu trinh ty axit amin dot bién va trinh ty axit amin cin dugc dot bién nay khac nhau
it nhAt mot va tdi da 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, hoic 2 gbe axit amin, va trong d6 t&t hon
nita néu sy khac nhau nay duoc chon tir (i) su chén doan, (ii) lam khuyét doan, (iii) trao
dbi axit amin, va (iv) td hop bét ky cta cac ddu hiéu tir (i) dén (iii). Cac dot bién co thé
dugc dua vao trinh ty axit amin can duge dot bién dé cai bién cac ddc diém nhit dinh cla
hat tuong tu virut nhu do 6n dinh va/hodc hidu qua lién két. Viéc dua vao cac gbe xystein
vao ¢6 thé ting cuong do dn dinh cta cic clu xystein dugc tao ra gitta cic chu trac dudi
phan tir va viéc dua lysin vao bé mit ctia cic VLP ¢ thé tang cuong hiéu qua lién két.

Theo phuong an uu tién khac, polypeptit CMV chtra hodc t5t hon néu cdu thanh
tir: (i) (a) trinh tu axit amin cta protein vo cia CMV, trong do trinh tu axit amin nay chira
hoic tdt hon néu ciu thanh tir SEQ ID NO.1, hodc (b) trinh ty axit amin c6 do tuong
déng trinh tu it nhat béng 75%, tbt hon néu it nhat béng 80%, tot hon nita néu it nhat
bing 85%, tot hon nita néu it nhét bang 90%, t6t hon nita néu it nhit bang 95%, tot hon
nita néu it nhit bang 98% va tét hon nita néu it nhit bing 99% so véi SEQ ID NO.1;
hoic (ii) trinh ty axit amin dot bién, trong d6 trinh tu axit amin can dugc dot bién 14 trinh
tu axit amin nhu duge xdc dinh trong muc (i) cta diém nay va trong d6 trinh tu axit amin
dot bién va trinh tu axit amin cdn dugc dot bién nay cé d6 twong ddng trinh tur it nhét
bing 95%, tét hon néu it nhat bang 98%, va tét hon nita néu it nhit bang 99%.

Theo phwong 4n wu tién, polypeptit CMV chira hodc tét hon néu céu thanh tir: (a)
trinh ty axit amin cua protein vo cia CMV, trong d6 trinh tu axit amin nay chira hodc tdt
hon néu cdu thanh tir SEQ ID NO.1, hoic (b) trinh tr axit amin c6 dd tuong déng trinh tu
it nhit bang 75%, tdt hon néu it nht bang 80%, tét hon nira néu it nhit bing 85%, tdt
hon nita néu it nhét bang 90%, t5t hon nita néu it nhit bang 95%, t6t hon nita néu it nhat
bing 98% va tt hon nita néu it nhit bang 99% so véi SEQ ID NO.1.

Theo phuong 4n wu tién khéc, polypeptit CMV chira hodc tot hon néu cdu thanh
tu: (i) (a) trinh tu axit amin cua protein vé cia CMV, trong dé trinh ty axit amin nay chira
SEQ ID NO.21, hodc (b) trinh tu axit amin cua protein vé cia CMV chira vung trinh tu
axit arin, trong d6 ving trinh tir axit amin ndy cé do twong dong trinh tu it nhit bang
75%, tdt hon néu it nhét bing 80%, t6t hon nita néu it nhat bang 85%, t&t hon nita néu it
nht bang 90%, tot hon nira néu it nhit bang 95%, t&t hon nita néu it nhit bing 98% va
t6t hon nita néu it nhit bang 99% so véi SEQ ID NO.21; hogc (ii) trinh tu axit amin dot
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bién, trong do6 trinh ty axit amin cin dugce d6t bién 12 trinh tu axit amin nhu duoc xac
dinh trong muc (i) cia diém nay va trong d6 trinh trr axit amin dot bién va trinh tu axit
amin can dugc dot bién nay cé do tuong déng trinh tu it nhat béng 95%, tbt hon néu it
nhét bing 98%, va tét hon nita néu it nhét bing 99%.

Theo phwong 4n uu tién khac, polypeptit CMV chira hodc t6t hon néu cu thanh
tir: (a) trinh ty axit amin cuia protein vé cda CMV, trong d6 trinh tu axit amin nay chtra
SEQ ID NO.21, hodc (b) trinh ty axit amin cda protein vé cia CMV chtra vung trinh tu
axit amin, trong d6 ving trinh tu axit amin ndy c6 d6 twong ddng trinh tu it nhit bing
75%, t6t hon néu it nhét béng 80%, tot hon nira néu it nhét béng 85%, t6t hon nita néu it
nhat bing 90%, t5t hon nita néu it nhét bing 95%, t&t hon nita néu it nhit bing 98% va
t6t hon nira néu it nhat bang 99% so véi SEQ ID NO.21.

Theo phuong 4n uu tién khac, polypeptit CMV chira hodc t6t hon néu cu thanh
tir: (i) (a) trinh tu axit amin cta protein vo cia CMV, trong d6 trinh ty axit amin nay chira
hodc tdt hon néu cdu thanh tir SEQ ID NO.1, hoic (b) trinh tu axit amin ¢ d6 tuong
ddng trinh ty it nhit bing 75%, tot hon néu it nhit bang 80%, tot hon nita néu it nht
bing 85%, t6t hon nita néu it nhit bang 90%, t&t hon nita néu it nhat bang 95%, tot hon
nira néu it nhit bang 98% va tét hon nita néu it nhit bing 99% véi SEQ ID NO.1; va
trong d6 trinh ty axit amin nhu dugc xac dinh trong muc (a) hoac (b) cta diém nay chira
SEQ ID NO.21; hodc trong d6 trinh tu axit amin nhu dugc x4c dinh trong muc (a) hodc
(b) trong diém nay chira ving trinh tu axit amin, trong d6 viing trinh tu axit amin nay c6
d6 trong ddng trinh tu it nhét bing 75%, tt hon néu it nhit bang 80%, tét hon nita néu it
nhét bing 85%, t6t hon nira néu it nht bing 90%, tot hon nita néu it nhat bang 95%, tdt
hon nita néu it nhét bing 98% va t6t hon nita néu it nhit bang 99% so véi SEQ ID
NO.21; hodc (ii) trinh tu axit amin dot bién, trong d6 trinh tu axit amin can dugc dot bién
1a trinh ty axit amin nhu dugc x4c dinh trong muc (1) cua diém nay va trong d6 trinh tu
axit amin dot bién va trinh tu axit amin cin dugc dot bién nay c6 do twong dong trinh tur
it nhét bing 98%, t6t hon néu it nhat bing 99%.

Theo phuong 4n wu tién khac nira, polypeptit CMV chira hodc t6t hon néu cdu
thanh tir: (a) trinh ty axit amin cta protein vé cuia CMV, trong do6 trinh tu axit amin nay
chtra hodc &t hon néu cdu thanh tir SEQ ID NO.1, hoic (b) trinh tir axit amin c6 do tuong
ddng trinh tu it nhit bing 90% so v6i SEQ ID NO.1; va trong d6 trinh ti axit amin nhu
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duoc xac dinh trong (a) hodc (b) trong diém nay bao gém SEQ ID NO.21; hoic trong d6
trinh tu axit amin nhu duoc xac dinh trong muc (a) hodc (b) trong diém nay bao gbém
vung trinh tu axit amin, trong d6 vung trinh tu axit amin c¢6 do tuong déng trinh tu it nhét
bang 90% so v6i SEQ ID NO.21.

Thong thudng va tdt hon néu epitop té bao T hd trg (i) dugc dung hop véi dau tn
cung N ciia polypeptit CMV, (ii) duoc dung hgp voi dau C cia polypeptit CMV, (iii)
- thay thé ving axit amin lién tiép ctia polypeptit CMV, trong d6 do tuong dong trinh tu
giita viing duoc thay thé cia cac axit amin lién tiép cua polypeptit CMV va epitop té bio
T hd trg it nhat bang 15%, t&t hon néu it nhit bing 20%, hoic (iv) thay thé ving tin ciing
N ctia polypeptit CMV, va trong d6 ving tén cung N dugc thay thé cta polypeptit CMV
bao gdm tir 5 dén 15 axit amin lién tiép.

Theo phuong 4n uu tién, epitop t€ bio T hd trg thay thé ving tan cing N ctia
polypeptit CMV, trong d6 t6t hon néu s6 lugng axit amin clia ving tin cing N dugc thay
thé bang sb lwong axit amin ma epitop t€ bao T hd trg chira hodc véi lugng it hon. Theo
cach khac, ving tan cling N ciia polypeptit CMV bao gdm sb lwgng axit amin thir nhét va
epitop té bao T hd trg bao gdm sd lugng axit amin thir hai, va theo phuong 4n wu tién, 5O
lwong axit amin tht nhat bang hodc it hon s6 lwong axit amin thi hai.

Theo phuong an uu tién khac, vung tan cung N dugc thay thé ciia polypeptit CMV
bao gom tir 5 dén 15 axit amin lién tiép, tot hon néu tir 9 dén 14 axit amin lién tiép, tot
hon nita 13 tir 11 dén 13 axit amin lién tiép. Theo phuong 4n wu tién, ving tin cing N clia
polypeptit CMV tuong Gng véi cac axit amin tir 2 dén 12 ciia SEQ ID NO.1.

Do d6, theo phuong 4n wu tién, polypeptit CMV chira hodc tét hon néu ciu thanh
tir: (i) (a) trinh tu axit amin cda protein vo cuia CMV, trong d6 trinh ty axit amin nay chira
hodc tdt hon néu ciu thanh tir SEQ ID NO.1, hoic (b) trinh tu axit amin ¢6 do tuong
dong trinh tyr it nhét bing 75%, tot hon néu it nhit bing 80%, t6t hon nira néu it nhit
bing 85%, t6t hon nita néu it nht bang 90%, t6t hon nita néu it nhit bang 95%, tdt hon
nita néu it nhit bang 98% va tét hon nita néu it nhat bang 99% so voi SEQ ID NO.1;
hodc (ii) trinh ty axit amin dot bién, trong d6 trinh tu axit amin can duoc dot bién 12 trinh
tu axit amin nhu dugc x4c dinh trong muc (i) cua diém nay va trong d6 trinh tu axit amin
d6t bién va trinh tu axit amin can dugc dot bién nay c6 do tuong déng trinh ty it nhat

bing 95%, t6t hon néu it nhit bing 98%, va tét hon nita néu it nhit bang 99%, va trong
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d6 epitop té bao T hd tro thay thé viing tan cing N ciia polypeptit CMV, trong d6 t6t hon
néu s lrgng axit amin ctia viing tan cing N duoc thay thé bang hoic it hon s lwong axit
amin ctia ving tan cing N nay dugc chira bdi epitop té bao T hd tro.

Do d6, theo phurong an uu tién, polypeptit CMV chira hodc tdt hon néu céu thanh
tir: (i) (a) trinh tu axit amin cua protein vo cia CMV, trong do6 trinh tu axit amin nay chira
hoic tét hon néu cAu thanh tir SEQ ID NO.1, hoic (b) trinh ty axit amin c¢6 do tuong
ddng trinh tu it nhit bing 75%, t&t hon néu it nhat bang 80%, t6t hon nita néu it nhit
bang 85%, t&t hon nira néu it nhat bang 90%, t&t hon nita néu it nhit bang 95%, tot hon
nita néu it nhét bang 98% va tét hon nita néu it nhat bang 99% so véi SEQ ID NO.1;
hoic (ii) trinh ty axit amin dot bién, trong d6 trinh tu axit amin cin duoc dot bién 12 trinh
tu axit amin nhu dugc x4c dinh trong muc (i) ctia diém nay va trong do trinh ty axit amin
d6t bién va trinh tu axit amin can dugc dot bién nay cé do tuong déng trinh tu it nhat
bang 95%, tdt hon néu it nhit bing 98%, va tét hon nita néu it nhit bang 99%, trong do
epitop t& bao T hd trg thay thé ving tdn cing N cta polypeptit CMV va trong dé ving
tan cing N dugc thay thé cia polypeptit CMV bao gdm tir 5 dén 15 axit amin lién tiép,
t6t hon néu tir 9 dén 14 axit amin lién tiép, tot hon nita 13 tir 11 dén 13 axit amin lién tiép.

Do d6, theo phwong 4n wu tién, polypeptit CMV chira hodc t6t hon néu c4u thanh
tu: (1) (a) trinh tu axit amin cta protein vo cuia CMV, trong do6 trinh tu axit amin nay chira
hodc tdt hon néu ciu thanh tir SEQ ID NO.1, hoac (b) trinh tu axit amin c¢6 d§ tuong
df?)ng trinh tu it nhét béng 75%, t6t hon néu it nhét béng 80%, tot hon nita néu it nhét
bang 85%, tot hon nita néu it nhét bang 90%, tot hon nita néu it nhat bang 95%, t6t hon
nita néu it nhit bang 98% va t6t hon nira néu it nhat bang 99% véi SEQ ID NO.1; hodc
(i1) trinh ty axit amin dot bién, trong d6 trinh tu axit amin can duogc dot bién 14 trinh tu
axit amin nhu dugc x4c dinh trong muc (i) cua diém nay va trong do trinh ty axit amin
dot bién va trinh ty axit amin cﬁn dugc dot bién nay cé do tuong dff)ng trinh tu it nhat
bang 95%, t6t hon néu it nhat bing 98%, va tét hon nita néu it nhit bing 99%, trong d6
epitop té bao T hd trg thay thé ving tan cing N cta polypeptit CMV va trong d6 vung
tan cing N cua polypeptit CMV tuong Gmg véi céc axit amin tir 2 dén 12 ctia SEQ ID
NO.I.

Do d6, theo phwong an wu tién, polypeptit CMV chira hoic t6t hon néu cu thanh

tu: (a) trinh ty axit amin cua protein vo cia CMV, trong do6 trinh tu axit amin nay chia
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hodc t6t hon néu cAu thanh tir SEQ ID NO.1, hodc (b) trinh tu axit amin c6 do twong
ddng trinh ty it nhit bing 75%, t&t hon néu it nhit bang 80%, tét hon nita néu it nhat
bing 85%, tdt hon nita néu it nhat bang 90%, tot hon nira néu it nhit bang 95%, tot hon
nita néu it nhit bing 98% va tét hon nita néu it nhit bang 99% so véi SEQ ID NO.1, va
trong d6 epitop té bao T hd trg thay thé ving tan cing N clia polypeptit CMV, trong d6
t6t hon néu sé luong axit amin cta ving tin cing N dugc thay thé bang hodc it hon s6
lugng axit amin cua ving tdn cing N nay duoc chira boi epitop t€ bao T hd tro.

Do d6, theo phuong an uu tién, polypeptit CMV chira hodc t5t hon néu cu thanh
tir: (a) trinh tu axit amin cta protein vé cia CMV, trong do trinh tu axit amin nay chura
hoic tdt hon néu ciu thanh tir SEQ ID NO.1, hodc (b) trinh tu axit amin c6 d6 twong
ddng trinh tu it nhit bang 75%, tét hon néu it nhit bang 80%, t5t hon nita néu it nhit
bang 85%, t6t hon nita néu it nhat bing 90%, t5t hon nita néu it nhat bang 95%, t6t hon
nita néu it nhit bing 98% va tét hon nita néu it nhit bing 99% so véi SEQ ID NO.1,
trong d6 epitop t& bao T hd tro thay thé ving tan cling N cta polypeptit CMV va trong d6
ving tan cing N dugc thay thé ciia polypeptit CMV bao gdm tir 5 dén 15 axit amin lién
tiép, t6t hon néu tir 9 dén 14 axit amin lién tiép, t6t hon nita 14 tir 11 dén 13 axit amin lién
tiép.

Do do, theo phuong an uu tién, polypeptit CMV chita hodc t6t hon néu cu thanh
tir: (a) trinh ty axit amin cla protein vé cia CMV, trong d6 trinh ty axit amin nay chira
hodc t6t hon néu cdu thanh tir SEQ ID NO.1, hodc (b) trinh tu axit amin c6 do tuong
ddng trinh tyu it nht bang 75%, t&t hon néu it nhit bang 80%, t&t hon nita néu it nhat
bang 85%, t6t hon nira néu it nhit bing 90%, t6t hon nita néu it nhét béng 95%, t6t hon
nita néu it nhit bing 98% va tét hon nita néu it nhat bing 99% so véi SEQ ID NO.1,
trong d6 epitop t& bao T hd trg nay thay thé ving tin cing N cta polypeptit CMV va
trong d6 vung tdn cung N cua polypeptit CMV tuong ting véi céc axit amin tir 2 dén 12
cia SEQ ID NO.1.

Do d6, theo phuong an uu tién, polypeptit CMV chira hodc t6t hon néu cAu thanh
tlr: (a) trinh tu axit amin cta protein vé cia CMV, trong d6 trinh ty axit amin nay chira
SEQ ID NO.21, hodc (b) trinh ty axit amin cta protein vo cia CMV chtra vung trinh tu
axit amin, trong d6 ving trinh ti axit amin ndy cé d6 tuong ddng trinh tu it nhat bing

75%, t6t hon néu it nhat béng 80%, t6t hon nita néu it nhét béng 85%, t6t hon nita néu it
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nhit bang 90%, t5t hon nita néu it nhat bang 95%, t6t hon nita néu it nhét bing 98% va
t6t hon nita néu it nhit bang 99% so véi SEQ ID NO.21, va trong d6 epitop té bao T hd
trg thay thé ving tan cing N cta polypeptit CMV, trong d6 t&t hon néu sé luong axit
amin ctia ving tin cing N dugc thay thé bang hoic it hon sb lwong axit amin ctia ving
tan cing N nay dugc chira béi epitop té bao T hd tro.

Do d6, theo phuong 4n wu tién, polypeptit CMV chtra hodc 6t hon néu ciu thanh
tr: (a) trinh tu axit amin cia protein vo cia CMV, trong d6 trinh tu axit amin ndy chira
SEQ ID NO.21, hodc (b) trinh ty axit amin cua protein vé cia CMV chira vung trinh tu
axit amin, trong d6 ving trinh tu axit amin ndy c6 d§ tuong dong trinh tur it nhit bang
75%, t6t hon néu it nhét bang 80%, t6t hon nita néu it nhit bang 85%, t6t hon nira néu it
nhit bang 90%, t&t hon nita néu it nhét bang 95%, tot hon nita néu it nhit bing 98% va

.t6t hon nita néu it nht bang 99% so véi SEQ ID NO.21, trong d6 epitop té bao T hd tro
thay thé viing tan ciing N ciia polypeptit CMV va trong d6 ving tan cing N dugc thay thé
ctia polypeptit CMV bao gom tir 5 dén 15 axit amin lién tiép, t6t hon néu tir 9 dén 14 axit
amin lién tiép, tot hon nita 1a 11 dén 13 axit amin lién tiép.

Do d6, theo phuong &n uu tién, polypeptit CMV chtra hodc t6t hon néu ciu thanh
tu: (a) trinh ty axit amin cta protein vé cia CMV, trong d6 trinh tu axit amin nay chira
SEQ ID NO.21, hodc (b) trinh ty axit amin cua protein vé cia CMV chira vung trinh tu
axit amin, trong d6 ving trinh ty axit amin ndy c¢6 d6 twong dong trinh ty it nhét bing
75%, t6t hon néu it nhét béng 80%, tdt hon nita néu it nhét béng 85%, tot hon nira néu it
nhit bang 90%, t&t hon nita néu it nhit bang 95%, tot hon nita néu it nhit bang 98% va
t6t hon nita néu it nhét bang 99% so véi SEQ ID NO.21, trong d6 epitop té bao T hd tro
thay thé ving tdn cing N cta polypeptit CMV va trong d6 ving tdn cing N cua
polypeptit CMV tuong g v6i cic axit amin tir 2 dén 12 ctia SEQ ID NO.1.

Do d6, theo phuong 4n uu tién, polypeptit CMV chira hodc t6t hon néu ciu thanh
tu: (a) trinh ty axit amin cta protein vé cia CMV, trong d6 trinh tu axit amin nay chira
hoic t&t hon néu ciu thanh tir SEQ ID NO.1, hoic (b) trinh ty axit amin nay c6 do tuimg
ddng trinh tu it nhit bang 90% so véi SEQ ID NO.1; va trong d6 trinh tu axit amin nhu
dugc xé4c dinh trong muc (a) hodc (b). ctia diém nay chira SEQ ID NO.21; hoic trong d6
trinh tu axit amin nhu dwgc xdc dinh trong muc (a) hodc (b) ciia diém nay chtra ving

trinh tu axit amin, trong d6 ving trinh tyr axit amin ndy c6 do twong dong trinh tu it nhét
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bing 90% so v6i SEQ ID NO.21, va trong d6 epitop té bao T hd trg thay thé ving tan
cing N ctia polypeptit, trong d6 t6t hon néu sd hrong axit amin cla ving tin cling N
duoc thay thé bang hoic it hon sb luong axit amin ctia viing tin cliing N nay dugc chira
béi epitop té bao T hd tro.

Do d6, theo phurong 4n wu tién, polypeptit CMV chira hodc tot hon néu cu thanh
tir: (a) trinh tu axit amin cta protein vé cia CMV, trong d6 trinh ty axit amin nay chira
hodc tdt hon néu cAu thanh tir SEQ ID NO.1, hodc (b) trinh tu axit amin c6 do tuong
ddng trinh tu it nht bang 90% so véi SEQ ID NO.1; va trong d6 trinh tu axit amin nhu
duge x4c dinh trong muc (a) hoic (b) cta diém nay chira SEQ ID NO.21; hoic trong d6
trinh tu axit amin nhu dugce x4c dinh trong muc (a) hodc (b) ciia diém nay chira ving
trinh ty axit amin, trong d6 vung trinh ty axit amin nay cé do tuong ddng trinh tu it nhat
bang 90% so voi SEQ ID NO.21, trong d6 epitop té bao T hd trg thay thé ving tin cling
N cua polypeptit CMV va trong d6 vung tdn cung N duoc thay thé caa polypeptit CMV
bao gdm tir 5 dén 15 axit amin lién tiép, t6t hon néu tir 9 dén 14 axit amin lién tiép, tbt
hon nita 12 tir 11 dén 13 axit amin lién tiép.

Do d6, theo phuong 4n wu tién, polypeptit CMV chira hoic t6t hon néu cau thanh
tir: (a) trinh tu axit amin cta protein vé cia CMV, trong d6 trinh tu axit amin nay chira
hodc t6t hon néu cdu thanh tir SEQ ID NO.I. hoic (b) trinh ty axit amin c6 do tuong
ddng trinh ty it nhit bang 90% véi SEQ ID NO.1; va trong d6 trinh ty axit amin nhu
duoc x4c dinh trong muc (a) hoic (b) ctia diém nay chira SEQ ID NO.21; hoic trong d6
trinh tu axit amin nhu duoc x4c dinh trong muc (a) hodc (b) cia diém nay chira ving
trinh tu axit amin, trong d6 vung trinh ty axit amin nay c6 do twong dong trinh tu it nhit
bing 90% so v6i SEQ ID NO.21, trong do epitop té bao T hd trg thay thé ving tan cling
N cuia polypeptit ciia va trong d6 vung tdn cung N cua polypeptit CMV tuong tng véi
c4c axit amin tir 2 dén 12 ctia SEQ ID NO.1. ,

Tét hon nita néu epitop té bao T hd tro 13 epitop t& bao T hd trg toan phén, trong
d6 tot hon néu epitop té bao T hd tro ciu thanh t6i da tir 20 axit amin.

Theo phuong 4n wu tién hon, epitop té€ bao T hd trg néu trén c6 trinh ty PADRE.
Theo phuong 4n wu tién hon nita, epitop té bao T h3 trg néu trén chia, t6t hon néu bao
gbm, trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5.

Theo phuong 4n wu tién khac, epitop t€ bao T hd trg c6 ngudn gde tir vacxin cia
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ngudi. Tét hon, néu epitop t& bao T hd tro néu trén c¢6 ngudn gde tir doc t& udn van. Tt
hon nita néu epitop té bao T hd tro néu trén c6, tét hon néu bao gdm, trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.4.

Theo phuong 4n uu tién, polypeptit CMV chira hogc t&t hon néu ciu thanh tir trinh
ty axit amin cta protein vé cia CMV, trong d6 trinh tu axit amin nay chira hodc tdt hon
néu ciu thanh tir SEQ ID NO.1 hoic trinh ti axit amin ¢6 do twong ddng trinh tur it nhit
bang 95% so v6i SEQ ID NO.1; va trong d6 trinh tu axit amin nay chira SEQ ID NO.21,
Va‘lb trong d6 epitop té bao T hd tro thay thé ving tdn cing N cia polypeptit CMV, va
trong d6 ving tin cing N dugc thay thé cua polypeptit CMV bao gdm tir 11 dén 13 axit
amin lién tiép, t6t hon néu 11 axit amin lién tiép va trong d6 tét hon nita néu ving tn
cung N ciia polypeptit CMV twong ting véi cic axit amin tir 2 dén 12 cia SEQ ID NO.1.

Theo phuong 4n uu tién khac, polypeptit CMV duogc cai bién chira, tét hon néu
bao gbm, trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6. Theo phuong 4n wu tién nita,
polypeptit CMV duoc cai bién chira, t5t hon néu bao gbém, trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.7.

Céac VLP theo sang ché c6 thé dugc biéu hién trong hé biéu hién cta sinh vat c6
nhan nguyén thity hodc sinh vét c¢6 nhan dién hinh. Cac hé duoc wu tién 13 E.coli, nAm
men, té bao con tring, ciing nhu cac dong té bio clia dong vat c6 via. VLP duoc cai bién
cua CMV hodc VLP cuia CMV rat dugc uvu tién thu dugc nhd su biéu hién cta polypeptit
CMV dugc cii bién hodc polypeptit CMV trong E.coli., va trong d6 tét hon néu sy biéu
hién néu trén duoc thuc hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 10°C dén 25°C, t6t hon néu
& nhiét do 20°C. Nhu dugc thé hién trén ddy, cac polypeptit duge tao ra bang phuong
phap tai td hop c6 thé chira gbc methionin & du tin cing N. Do d6, theo mdt phwong 4n,
polypeptit CMV hoic polypeptit CMV duoc cai bién néu trén chira gbc methionin & dau
tan cing N. Tuy nhién, théng thudng va t6t hon néu gbc methionin & diu tan cing N
duoc phén cét tir polypeptit CMV hoic polypeptit CMV duoc cai bién néu trén.

Do do, theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén hat tuong tu virut (VLP) cia
virut thé kham gy bénh & ciy dua chudt (CMV), trong d6 VLP ctia CMV nay chira, chi
yéu bao gdm, hoic theo cach khac bao gdm, it nhit mot polypeptif CMV chtra hodc tbt
hon néu cdu thanh tir: (i) trinh tu axit amin cta protein vé ctia CMV; hoic (ii) trinh tu

axit amin dot bi€n, trong d6 trinh tu axit amin can dugc dot bién Ia trinh ty axit amin cta
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protein vé cia CMV, va trong d6 trinh tu axit amin dot bién va protein vé cia CMV c6
do6 tuong ddng trinh tu it nhét bang 90%, t&t hon néu it nhat bang 95%, t&t hon nira néu it
nhit bang 98% va tdt hon nita néu it nhit bing 99%; va trong d6 VLP ciia CMV thu dugc
nho su biéu hién cia polypeptit CMV & E.coli., va trong d6 tdt hon néu sy biéu hién duoc
thuc hién & nhiét dd ndm trong khoang tir 10°C dén 25°C, t6t hon néu & nhiét do 20°C.

Séang ché @& cap dén ché phidm trong d6 cac VLP clia sang ché c6 dau hidu bat ky
trong s6 cac diu hiéu ky thuat nhu dugc md ta trong bdn mo ta nay, mot minh hodc &
dang két hop bat ky.

Theo mot khia canh khéc, sdng ché @& cap dén ché phém chtra hat tuong tu virut
~ duoge cai bién. Ngoai ra, tdt hon néu hat tuong tu virut dugce cai bién nay dugc st dung
1am nén vacxin dé tao ra dap Gmg mién dich, cu thé 1a dap ung khang thé, khang khang
nguyén dugc lién két v6i hat tuong tu virut dugce cai bién nay. Su c6 mat cua cac epitop
té bao T hd tro, cu thé 1a cac epitop té bao T hd trg toan phan, ting cudng dap tmg mién
dich duogc tao ra.

Do d6, theo phuong 4n wu tién khac, ché pham néu trén chira (a) it nhat mot hat
tuong tu virut duge cai bién theo sang ché, trong d6 hat twong tr virut duoc cai bién nay
chira it nhit mot vi trf lién két thtr nhét; va (b) it nhit mot khang nguyén, trong d6 khang
nguyén ndy chira it nhit mot vi tri lién két thir hai; trong d6 cac thanh phan (a) va (b)
dwoc lién két thong qua it nhat mot vi trf lién két thir nht va it nhit mot vi trf lién két tha
hai. C4c phuong phép lién két hat twong tu virut dugc cai bién va khang nguyén nay qua
vi tri lién két thir nhit va tht hai néu trén duge mo ta, vi du, trong WO2002/056905A2 va
W02004/084940A1.

Theo phuong an wu tién khac, vi tri lién két thir nhat néu trén dugc lién két vai vi
trf lién két thi hai néu trén qua it nhat mot lién két cong hoa tri. Theo phuong 4n uu tién
khéc, vi tri lién két thir nhat va vi tri lién két thir hai néu trén dugc lién két thong qua it
nhét mot lién két peptit cong hod tri. Theo phuong 4n uu tién khéc, lién két cdng hoa tri
néu trén 1a lién két khong peptit. Do do, theo phuwong an wu tién khac, vi tri lién két thi
“nhét va vi tri lién két thtt hai néu trén duoc lién két thong qua it nhit mot lién két khong
peptit cong ho4 tri. Theo phuong an wu tién khac, vi tri lién két thi nhit néu trén 12 nhém
amin, t6t hon néu nhém amin cia lysin.

Su lién két gifta hat twong tir virut dugc cai bién va khang nguyén nho céc lién két
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disulfua 12 khong bén, cu thé 1a v6i phén tir chita gbc sulfthydryl va ngoai ra, kém n dinh
trong huyét thanh, vi du, so v6i cac vi tri lién két thioete (Martin FJ. and
Papahadjopoulos D. (1982) J. Biol. Chem. 257: 286-288). Do do, theo phuong 4n uu tién
hon cta séng ché, su két hop hodc lién két cia VLP duoc cai bién va it nhit mot khéng
nguyén khong chira lién két disulfua. Tét hon, néu it nhit mét vi tri lién két thir hai chira
hoic t&t hon néu nhém sulfhydryl. Ngoai ra, tét hon néu su két hop hoic lién két cia
VLP dugc cai bién va it nhit mot khang nguyén khong chua lién két luu huynh-luu
huynh. T4t hon nita néu it nhat mot vi tri lién két thtr hai chira hodc t6t hon néu nhém
sulfhydryl. Theo phuong 4n uu tién hon, it nhat mot vi tri lién két thir nhat khong 13 hosc
khong chtta nhém sulfhydryl. Theo phuong dn uu ti€n hon nita, it nhit mot vi tri lién két
thir nht khong 13 hodc khong chira nhom sulfhydryl ciia xystein. Theo phuong 4n wu tién
khac, vi trf lién két thi hai néu trén 12 nhém sulfhydryl, t5t hon néu nhém sulfhydryl ciia
xystein.

Theo phuong 4n uu tién, it nhit mot vi trf lién két thi nhit 12 nhém amin, t6t hon
néu nhém amin coa gbe lysin va it nhat mot vi trf lién két thi hai 1a nhém sulfhydryl, ot
hon néu nhém sulthydryl cta gdc xystein hoic nhém sufhydryl da duge lién két v& mat
hoa hoc v&i khang nguyén. Theo phwong an uu tién khéc, chi mét trong s6 cac vi tri lién
két thir hai két hop v6i vi tri 1ién két thir nhit néu trén qua it nhat mot lién két cong hoa
tri khong peptit ddn dén dang lién két don hodc dong nhit ctia khang nguyén véi hat
tuong tu virut dugc cai bién nay, trong d6 chi mot vi tri lién két thtr hai két hop véi vi tri
lién két thtr nhit néu trén 12 nhém sulfhydryl va trong d6 khang nguyén va hat twong tur
virut duoc cai bién nay tuong tac nho su két hop nay dé tao ra diy khang nguyén theo thir
tu va 1ap lai.

Theo mét phuong 4n wu tién, khang nguyén dugc lién két véi VLP duoc cai bién
bing céch tao lién két chéo hoa hoc, thong thudong va tét hon néu bang cach sir dung gbc
lién két chéo c6 hai chirc khac nhau. Theo cac phuong 4n vu tién, gbe lién két chéo c6 hai
chirc khac nhau chira nhém chire ¢6 thé phan tmg véi cac vi tri lién két thir nhét duge wu
tién, tot hon néu véi nhém amin, t6t hon nita 14 véi cdc nhom amin cia (cac) gde lysin
ctia VLP dugc cai bién va nhém chirc con lai ¢6 thé phan tmg véi vi tri lién két thir hai
dwgc uu tién, nghia 14 nhém sulfhydryl, tt hon néu (cac) gdc xystein vén c6 ctia hoic

dugc bd sung bang phuong phap nhan tao vio khang nguyén va tuy y cling ¢ thé duoc
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mua d& dang ding cho phan tng bang cach khir. Vai gbc lién két chéo c6 hai chirc khac
nhau 12 da biét trong linh vuc nay. Cac gdc lién két chéo nay bao gom céac gdc lién két
chéo duoc uu tién SMPH (Pierce), Sulfo-MBS, Sulfo-EMCS, Sulfo-GMBS, Sulfo-SIAB,
Sulfo-SMPB, Sulfo-SMCC, Sulfo-KMUS SVSB, SIA, va cac gbe lién két chéo khac, vi
duy, tir cong ty Pierce Chemical Company va ¢6 mdt nhém chirc ¢6 kha niang phan ung
d6i v6i nhém amin va mot nhém chirc ¢6 kha ning phan @ng ddi v6i cac nhém
sulfhydryl. Cac gbc lién két chéo néu trén din dén sy hinh thanh lién két amit sau khi
phan ing v6i nhém amin va lién két thioete v&i nhém sulfhydryl. Nhém bao gém cac gbc
lien két chéo khac thich hop d& thuc hién sang ché khac biét bsi viée dua lién két disulfua
vao gitra khang nguyén va VLP dugc cai bién khi ghép cip. Cac gbc lién két chéo duoc
uu tién thuéc nhém nay bao gém, vi du, SPDP va Sulfo-LC-SPDP (Pierce).

Su tao lién két cua khang nguyén véi VLP duoc cai bién bang cach str dung gbc
lién két chéo c6 hai chitc khac nhau theo cic phwong phép duge uu tién da dugc mo ta
trén day cho phép lién két khang nguyén véi VLP dugc cai bién theo cach dinh huéng.
Céac phuong phép khac dé lién két khang nguyén v6i VLP duge ci bién bao gdm phuong
phéap trong d6 khang nguyén dugc tao lién két chéo véi VLP dugce cai bién bang cach sir
dung carbodiimit EDC, va NHS. Khang nguyén cling c6 thé duoc thiol hoa 1an thir nhat
bang phan ung, vi du, v6i SATA, SATP hoic iminothiolan. Khéng nguyén, sau khi khir
bao vé néu can, sau d6 c6 thé dugce lién két voi VLP duoc cai bién nhu sau. Sau khi tach
chét phan tng thiol hoa du, khdng nguyén dugc cho phan tmg véi VLP dugc cai bién,
duge hoat hoa trude bang gbc lién két chéo cé hai chirc khac nhau bao gdm chira gbe ¢6
kha ning phén tng xystein va do d6 thé hién it nhit mot hodc mot vai nhém chirc phan
g d6i véi cac gbe xystein ma khang nguyén dugc thiol hod c6 thé phan ng véi, nhu
duoc mo ta trén day. Tuy v, lugng nhé chit khir duge dua vao hdn hop phan tmg. Theo
cac phuong phéap khac, khang nguyén dugc lién két voi VLP duoc cai bién, bang cach st
dung gbc lién két chéo c6 hai chiic cling loai nhu glutaraldehyt, DSG, BM[PEOJ4, BS3,
(Pierce) hodc cac gbc lién két chéo c6 hai chirc cliing loai da biét khac véi cac nhém chiic
c6 kha ning phéan Gmg d6i v6i cac nhém amin hogic cac nhém carboxyl cia VLP dugce céi
bién.

Theo phuong an uu tién, khang nguyén dugc lién két thong qua gdc xystein, da

dugc bd sung vao diu tan cing N hodc dau C hoic gbc xystein tu nhién trong khang
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nguyén, v6i gbe lysin ctia hat tuong tu virut dugc cai bién. Theo phuong an wu tién, ché
phdm theo sing ché con chira gbc lién két, trong d6 gdc lién két nay két hop khang
nguyén v6i vi tri lién két tha hai néu trén, va trong dé t6t hon néu gbc lién két nay chia
hoic theo cach khac bao goém vj tri lién két th hai néu trén.

Viéc thiét k& vi tri lién két thi hai trén khang nguyén dat dugc nhd su két hop cuia
gbe lien két, tot hon néu chira it nhit mot axit amin thich hop 1am vi trf lién két th hai
theo sang ché. Do d6, theo phuong 4n wu tién ctia sing ché, gbc lien két duge két hop véi
khang nguyén bang it nhit mot lién két cong hod tri, t6t hon néu bang it nhat mot, tot hon
néu mot lién két peptit. Tt hon, néu gbc lién két chira hodc theo cach khac bao gom, vi
trf lién két thir hai. Theo phuong an wu tién khéc, gdc lién két bao gdm nhém sulfhydryl,
t5t hon néu gdc xystein. Theo phuong 4n wu tién khac, gbc lién két axit amin 1a gbc
xystein.

Viée lwa chon gbc lién két s& phu thude vao tinh chét ciia khang nguyén, cac tinh
chét sinh ho4 cia n6, nhu pi, su phan bé diéﬁ tich va mic do glycosyl hoa. Noi chung,
gbc lién két axit amin linh hoat 12 dugc wu tién. Theo phuong 4n wu tién khéc, gbc lién
két bao gdm céc axit amin, trong d6 t6t hon nita néu gdc lién két bao gbm it nhit mot va
t6i da 25, t&t hon néu t6i da 20, tdt hon nira néu t6i da 15 axit amin. Theo phuong 4n wu
tién hon nira cta sang ché, gbc lién két axit amin chia tir 1 dén 10 axit amin. Theo
phuong 4n wu tién khéac, gbc lién két chira hodc theo cach khac bao gom vi tri lién két thir
hai néu trén.

Theo phuong 4n uu tién khéac, gbc lién két nay 1a gbc lién két axit amin va trong
d6 t&t hon néu gbc lién két axit amin nay dugce chon tir nhém bao gdm: (a) CGG; (b) gbc
lién két gama 1 & ddu tan cing N; (c) gde lién két gama 3 & dau tan cling N; (d) cac viing
ban 18 Ig; (e) cac gbe lién két glyxin & dau tan cing N; (f) (G)kC(G)n véi n=0-12 va k=0-
5; (g) gbc lien két glyxin-serin & diu tin cing N ; (h) (G)kC(G)m(S)I(GGGGS)n véi
n=0-3, k=0-5, m=0-10, 1=0-2; (i) GGC; (j) GGC-NH2; (k) gbc lién két gama 1 & dau C;
(D géc lién két gama 3 & diu C; (m) gde lién két glyxin & dau C; (n) (G)nC(G)k v6i n=0-
12 va k=0-5; (0) gbc lién két glyxin-serin & dau C; va (p) (G)m(S)(GGGGS)n(G)oC(G)k
v6i n=0-3, k=0-5, m=0-10, 1=0-2, va 0=0-8. Noi chung, cac géc glyxin s& dugc chén vao
giffa axit amin khéi 16n va xystein can dugc st dung 1am vi tri lién két tht hai, dé tranh

su can trd trong khong gian tiém an cla axit amin khoi 16n trong phan tng lién két.
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Theo phuong an vu tién khéc, gdc lién két duge bd sung vao dau tn cing N cia
khang nguyén. Theo phuong 4n wu tién khéc, gbc lién két duge bd sung vao dau C cia
khang nguyén.

Theo cic phuong 4n khéac, ché phdm chira hodc theo cach khac chii yéu bao gdm
hat tuong tu virut duoc lién két voi khang nguyén qua cac twong tac hoa hoc, trong d6 it
nhit mot trong sé cac twong tic nay khong phai lién két cong hoa tri. Sy lién két cia VLP
duge cai bién véi khang nguyén co thé dugc thuc hién béng céch biotinyl hod VLP duoc
cai bién va biéu hién khang nguyén dudi dang protein dung hop streptavidin. Theo cac
phuong 4n khac, cac nhom sulhydryl duoc sitr dung dé lién két hoa hoc véi lysin duge
gin két voi hat twong tu virut dugc cai bién hodc khang nguyén bing céc phuong tién cai
bién hod hoc. |

Theo phuong 4n vu tién khac, ché phim nay con chira it nhat mot chat kich thich
mién dich. Theo phwong 4n wu tién, chét kich thich mién dich niy dugc bao goéi vao hat
tuong tu virut duoc cai bién cua sang ché. Theo phuong an uu tién khac, chét kich thich
mién dich duoc trdn véi hat twong tu virut dugc cai bién cua sang ché. Chét kich thich
mién dich hitu ich theo sang ché thuong la da biét trong Iinh vuc nay va dugc boc 10,
khong ké cac tai liéu khac, trong cong bd don qudc té s6 W02003/024481A2.

Theo phuong 4n khéac, chat kich thich mién dich bao gbm ADN hoic ARN c6
ngudn goc khong phai sinh vt c6 nhan dién hinh. Theo phuong 4n wu tién khéc, chét
kich thich mién dich dugc chon tir nhém bao gdm: (a) axit nucleic kich thich mién dich;
(b) peptidoglycan; (c) lipopolysacarit; (d) axit lipoteichonic; (e) hop chét
imidazoquinolin; (f) flagelin; (g) lipoprotein; va (h) hdn hop bat ky cia it nhit mot chét
trong s6 cac chét tir (a) dén (). Theo phuong éﬁ uu tién khéc, chét kich thich mién dich
13 axit nucleic kich thich mién dich, trong d6 axit nucleic kich thich mién dich nay duogc
chon tir nhém bao gdm: (a) céc axit ribonucleic; (b) axit deoxyribonucleic; (c) axit
nucleic thé kham; va (d) hdn hop bét ky cta cc thanh phin (a), (b) va/hodc (c). Theo
phuong 4n uu tién khéc, axit nucleic kich thich mién dich 13 axit ribonucleic va trong do
axit ribonucleic nay 134 ARN c6 ngudn gbc tir vi khudn. Theo phuong 4n wu tién khéc,
nucleic kich thich mién dich 14 poly-(LC) hoic din xuét ctia né. Theo phuong 4n uu tién
khéc, axit nucleic kich thich mién dich 1i axit deoxyribonucleic, trong d6 axit

deoxyribonucleic nay 1a oligonucleotit chira CpG khong dugc metyl hoa.
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Theo phuong 4n uu tién, chit kich thich mién dich 1a oligonucleotit chita CpG
khong dugc metyl hod. Theo phuong 4n uu ti€n khac, oligonucleotit chira CpG khong
dugc metyl hod 1a CpG typ A. Theo phuong an uu tién khac, CpG typ A chtra trinh tu
GACGATCGTC (SEQ ID NO.31). Theo phuong &n uu tién khéc, trinh tu ngugc xudi
gibng nhau dugc chin & diu 5’clia n6 va & ddu 3’cta né bing gbc guanosin. Theo
phuong &n uu tién khac, trinh tu nguoc Xudi gidng nhau duge chan ¢ dau 5°ciia n6 bang
it nhét 3 va téi da 15 gbc guanosin va trong d6 trinh tu nguoc xudi gidng nhau dugc chin
& dau 3’bang it nhit 3 va tdi da 15 gbc guanosin.

Theo phwong 4n wu tién khac, chét kich thich mién dich 1a oligonucleotit chtra
CpG khéng duoc metyl hoa, va trong d6 t6t hon néu oligonucleotit chita CpG khéng
dugc metyl hod ¢6 trinh tg ngugc xudi giéng nhau, va trong d6 tdt hon nita néu cau tric
CpG cua oligonucleotit chira CpG khéng duge metyl hoa 12 mét phan cia trinh tw nguoc
xudi giéng nhau, va trong d6 con tbt hon nita néu trinh tu nguoc xudi gidng nhau 13
GACGATCGTC (SEQ ID NO.31).

Theo phuong 4n vu tién khéc, axit nucleic kich thich mién dich 14 oligonucleotit
chura CpG khong duogc metyl hoéa bao g6m trinh tu
GGGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGGG (SEQ ID NO.36), trong do
oligonucleotit chira CpG khong dugc metyl hod chi bao gdm nucleotit duoc gin két
phosphodieste. |

Céc khang nguyén hiru ich d8i v6i muc dich cia sang ché dugc bdc 16 trong
W02002/056905A2, WO02004/007538A2, WO2006/037787A2, WO2004/084940A1, va
W02006/032674A1. Theo mdt phuong an, khang nguyén cé ngudn gbc tir ngudn dugc
' chon tir nhém bao gdm: (a) virut; (b) vi khuin; (c) vat ky sinh; (d) khéi u; (e) phan tir ban
than; (f) cac phan ti hapten khong peptit (g) cac di nguyén; (h) cadc hormon; (i) xytokin;
(k) chemokin; (1) cac peptit c6 hoat tinh sinh hoc. Theo phuong 4n uu tién khac, khing
nguyén nay 1a khang nguyén khéi u, khang nguyén tu than, polypeptit ctia tic nhan gy
bénh, di nguyén hodc hapten. Theo phuong an uu tién hon, khadng nguyén nay la peptit
lién quan dén gen calcitonin (calcitonin gene-related peptide-CGRP).

Theo phuong 4n uu tién khac, khang nguyén 1 khang nguyén khéi u, trong d6 t6t
hon néu khang nguyén khéi u nay dugc chon tir nhém bao gom: (a) polypeptit ciia té bao

ung thu vii; (b) polypeptit ciia t& bao ung thu than; (c) polypeptit ctia t& bao ung thu
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tuyén tién liét; (d) polypeptit cia té bao ung thu da; (e) polypeptit ciia t& bao ung thu nio;
va (f) polypeptit ciia t& bao bénh bach cau.

Theo phuong an wu tién khéac, khang nguyén 1a khang nguyén khéi u dugc chon tir
nhém bao gdm: (a) Her2; (b) gangliosit GD2; (c) EGF-R; (d) khang nguyén ung thu phoi
(CEA); (e) CD52; (f) CD21; (g) gplOO u melanin & nguoi; (h) u melanin & nguoi
melanA/MART-1; (i) thé twong tu u melanin & ngudi melanA/MART-1; (j) tyrosinaza;
(k) NA17-A nt; (1) MAGE3; (m) protein p53; va (n) cdc manh khang nguyén bét ky
trong sb cac khang nguyén khdi u tir (a) dén (m).

Theo phuong an uu tién khac, khang nguyén 1a polypeptit dugc chon tr nhém bao
gbm: (a) IgE, (b) IL-6, (c) chét hoat ho4 thy thé ciia phéi tir kB ctia yéu t6 nhan (receptor
activator of nuclear factor kB ligand: RANKL); (d) yéu té sinh truong ndi md mach
(vascular endothelial growth factor: VEGF); (e) thu thé yéu t6 sinh truéng ndi méd mach
(vascular endothelial growth factor receptor: VEGF-R); yéu té sinh truéng t& bao gan
(hepatocyte growth factor: HGF) (f) intolokin-1 a; (g) intolokin-1 B; (h) intolokin-5; (1)
intolokin-8; (j) intolokin-13; (k) intolokin-15; (1) intolokin-17 (IL- 17); (m) IL-23; (n)
Ghrelin; (o) angiotensin; (p) chemokin (c4u triic C-C) (CCL21); (q) chemokin (c4u tric
C-X) (CXCL 12); (r) yéu t6 c6 ngudn gbc tir t& bao co chit 1 (stromal cell derived factor
1: SDF-1); (s) yéu tb kich thich khuan lac dai thuc bao (macrophage colony stimulating
factor: M-CSF); (t) protein 1 hoa mg dong bach cau don nhan to (monocyte chemotactic
protein 1: MCP-I); (u) endoglin; (v) resistin; (w) hormon gidi phong gonadotropin
(gonadotropin releasing hormone: GnRH); (x) hormon giai phéng hormon sinh truéng
(growth hormone releasing hormone: GHRH); (y) hormon giai phong hormon luten hoé
(lutenizing hormone releasing hormone: LHRH); (z) hormon gidi phong thyreotropin
(thyreotropin releasing hormone: TRH); (aa) yéu t6 trc ché sy di tri dai thuc bao
(macrophage migration inhibitory factor: MIF); (bb) peptit gidm tiét insulin phu thudc
glucoza (glucose-dependent insulinotropic peptide: GIP); (cc) eotaxin; (dd) bradykinin;
(ee) Des-Arg bradykinin; (ff) chit hoa ung déng té bao lympho B (B-lymphocyte
chemoattractant: BLC); (gg) yéu td kich thich khuadn lac dai thuc bao (macrophage
colony stimulating factor: M-CSF); (hh) yéu t6 gy hoai tir khéi u a (tumor necrosis
factor a: TNFa); (ii) peptit beta dang tinh bdt (amyloid beta peptide: ABI1-42); (jj) peptit
beta dang tinh bt (amyloid beta peptide: ABL-6); (kk) IgE cia ngudi; (11) viing ngoai bao
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CCR5; (mm) ving ngoai bio CXCR4; (nn) Gastrin; (00) CETP; (pp) C5a; (qq) thu thé
yéu tb sinh truéng bidu bi (epidermal growth factor receptor: EGF-R); (rr) CGRP; (ss) o-
synuclein; (tt) peptit lién quan dén gen calcitonin (gene-related peptide calcitonin gene-
related peptide: CGRP); (uu) Amylin; hodc (vv) méanh ctia polypeptit bat ky trong s6 céc
polypeptit tir (a) dén (uu); va (xx) dot bién khang nguyén hoic manh cla bat ky
polypeptit trong sb cac polypeptit (a) dén (uu).

Theo phuong an wu tién khac, khang nguyén la khang nguyén tu than, trong d6
khang nguyén tu than ndy 12 polypeptit dugc chon tir nhém bao gém: (a) IgE ; (b) IL-6;
(¢) chit hoat hoa thu thé cta phdi tir kB cta yéu t& nhan (RANKL); (d) yéu té sinh
truéng ndi mdé mach (VEGF); () thu thé yéu t6 sinh truéng ndi mé mach (VEGF-R); yéu
t5 sinh trudng té bao gan (HGF); (f) intolokin-1 a; (g) intolokin-1 B; (h) intolokin-5; (i)
intolokin-8; (j) intolokin-13; (k) intolokin-15; (1) intolokin-17 (IL- 17); (m) IL-23; (n)
Ghrelin; (0) angiotensin; (p) chemokin (cdu triic C-C) (CCL21); (q) chemokin (ciu tréic
C-X) (CXCL 12); (r) yéu t6 1 c6 ngudn gdc tir t& bao co chat (SDF-1); (s) yéu td kich
thich khuén lac dai thuc bao (M-CSF); (t) protein hoa rng dong bach cdu don nhan to 1
(MCP-I); (u) endoglin; (v) resistin; (w) hormon giai phong gonadotropin (GnRH); (x)
hormon giai phong hormon sinh truéng (GHRH); (y) hormon gidi phong hormon luten
hoa (LHRH); (z) hormon giai phong thyreotropin (TRH); (aa) yéu té trc ché sy di tra dai
thuc bao (MIF); (bb) peptit giam tiét insulin phu thudc glucoza (GIP); (cc) eotaxin; (dd)
bradykinin; (ee) Des-Arg bradykinin; (ff) chit hoa tng dong té bao lympho B (BLC);
(gg) yéu t kich thich khudn lac dai thuc bao (M-CSF); (hh) yéu t6 gy hoai tir khéi u o
(TNFa); (ii) peptit beta dang tinh bdt (AP1-42); (jj) peptit beta dang tinh bot (ABI1-6); (kk)
IgE ctia nguoi; (ii) viing ngoai bao CCRS; (mm) vung ngoai bao CXCR4; (nn) Gastrin;
(0oo) CETP; (pp) C5a; (qq) thu thé yéu t6 sinh truéng biéu bi (EGF-R); (rr) CGRP; (ss) o-
synuclein; (tt) peptit lién quan dén gen calcitonin (CGRP); (uu) Amylin hoic (vv) doan
bat ky trong s céc polypeptit (a) dén (uu); va (xx) dot bién khang nguyén hoic doan bat
ky trong sb cac polypeptit (a) dén (uu). |

Theo phuong an wu tién, khang nguyén 1a intolokin' 17 (IL-17). Intolokin 17 1a
xytokin cé nguéh gbc tir té bao T gdy ra su giai phong chat trung gian tién viém trong
khoéang rong céc loai té bao. Th17 khac thuong dap tng va biéu hién qua muc IL-17 ¢6

lién quan dén nhidu réi loan tr mién bao gdm bénh viém khép dang thip va bénh xo
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ctng rai rac. Cac phan tir phong bé IL-17 nhu cac khang thé don dong dic hidu IL-17 da

dugc chiing minh 1a c¢6 hi€u qué trong viéc lam thuyén gidm bénh & cidc md hinh dong

vét. Ngoai ra, viéc gdy mién dich chu dong hudng dich IL-17 da dugc d& cip dén gan day

bang cach st dung hat twong tu virut tiép hop véi IL-17 tai t hop (R6hn TA, et al., Eur J

Immunol (2006) 36: 1-11). Viéc gdy mién dich bang IL-17-VLP giy ra ndng d6 khang

thé khang IL-17 & mirc cao, nhd d6 khic phuc su dung nap tur nhién, ngay ca khi khong

c6 mit ta duge bd sung. Chudt duge gdy mién dich bang IL-17-VLP c6 ty 1¢ méic bénh "
thép, su tién trién cia bénh chdm hon va diém sb muac do nang cda bénh gidm trong ca

bénh viém khép do colagen giy ra va bénh viém nio tuy tu mién dich thir nghiém.

Do d6, theo phuong 4n uu tién hon, khang nguyén chira hodc t6t hon néu céu
thanh tir SEQ ID NO.42. Ngoai ra, ché phim theo sang ché chia hat twong ty virut duoc
cai bién dé su di,mg trong phuong phap diéu tri bénh viém, tt hon néu bénh viém man
tinh & nguoi hodc dong vét. Tt hon, néu bénh viém nay dugc chon tir bénh viém da khép
dang thdp (RA), bénh xo cimg rai rac (MS), bénh vay nén, bénh hen, bénh Crohns, bénh
viém rudt két, bénh phdi tic nghén man tinh (COPD), bénh d4i thio dudng, bénh viém da
than kinh (bénh viém da di Gng), tot hon néu trong d6 bénh viém 13 bénh xo cling rai rac.
Tét hon nita néu khang nguyén cua ché phdm theo sang ché chira hodc t6t hon néu céu
thanh tir SEQ ID NO.42.

Theo phuong an uu tién khac, khang nguyén 1a IL-5. Theo phuong 4n uu tién hon
nira, khang nguyén nay chira hozc tot hon néu cu thanh tir SEQ ID NO.41. Ngoai ra, cac
ché phim theo sdng ché chira hat twong tu virut dugc cai bién dé sir dung trong phuong’
phéap diéu tri bénh viém, tdt hon néu bénh viém man tinh & dong vat hodc nguoi. Tét hon,
néu bénh viém nay dugc chon tir bénh viém da khép dang thép, bénh xo cimg rai rac,
bénh vay nén, bénh hen, bénh Crohns, bénh viém rudt két, bénh phdi tic nghén man tinh,
bénh déi thdo dudng, bénh viém da than kinh (bénh viém da di ung). Tét hon nira néu
khang nguyén cta ché phim theo sang ché chtra hoic tét hon néu cau thanh tir SEQ ID
NO.41. |

Theo phuong 4n wu ti€n khac, khang nguyén 13 IL-5 cua cho. Theo phuong an vu
tién hon nita, khang nguyén ne‘ly.chfra hoic t6t hon néu c4u thanh tir SEQ ID NO.61 hoic
trinh tyr axit amin c6 d6 tvong dong trinh tu it nhit bang 90%, tot hon néu it nhat bing

95% so v6i SEQ ID NO.61. Tét hon, néu khang nguyén nay chira hoic tét hon néu ciu
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thanh tir SEQ ID NO.61. Theo phuong 4n wu tién khéc, khang nguyén ctia ché pham theo
sang ché chira hodc t6t hon ndu cdu thanh tir SEQ ID NO.61. Tét hon nita néu ché phim
theo sing ché chira (i) hat tuong tu virut duoc cai bién (VLP) ciia virut thé kham gy
béhh & cay dua chudt (CMV) ¢6 it nhat mot vi tri lién két thir nhat, trong d6 hat twong tu
vitut duoc cai bién nay chira, cht yéu bao gdm, hoic theo cach khéc bao gbm, it nhat mot
polypeptit CMV duoc cai bién, trong d6 polypeptit CMV dugc ci bién nay chira hoic tdt
hon néu cdu thanh tir, (a) polypeptit CMV, va (b) epitop té bao T hd trg; va trong d6
polypeptit CMV dugc cai bién nay chira, tot hon néu bao gom, trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.6 hoic SEQ ID NO.7; (ii) it nht mdt khang nguyén c6 it nhat mét vi
trf lién két thir hai, va trong d6 khang nguyén nay 1a IL-5 ctia ché; va trong d6 VLP cua
CMYV va IL-5 caa ché duge lién két thong qua it nhat mot vi tri lién két thu nhit va it
nhéat mot vi tri lién két thir hai, va trong d6 IL.-5 ctia cho chira hodc t6t hon néu ciu thanh
tir SEQ ID NO.61 hoic trinh tyr axit amin ¢6 d6 twong ddng trinh tw it nhat bang 90%, t6t
hon néu it nhit bing 95% so v6i SEQ ID NO.61 va tét hon nita néu trong d6 IL-5 cia
ché chira hoic t6t hon néu cu thanh tir SEQ ID NO.61.

Theo phuong an uu tién khac, khang nguyén 1a IL-4. Theo phuong 4n uu ti€n hon
nita, khang nguyén chira hodc t5t hon néu cau thanh tir SEQ ID NO.45.

Theo phuong an uu tién khac, khang nguyén 1a IL-4 cua ché. Theo phuong an uu
tién hon nita, khang nguyén nay chura hodc t5t hon néu cu thanh tir SEQ ID NO.62 hoic
trinh ty axit amin ¢6 do tuong ddng trinh ti it nhit bing 90%, tt hon néu it nhét bing
95% so véi SEQ ID NO.62. Tét hon, néu khang nguyén ndy chira hodc t6t hon néu ciu
thanh tir SEQ ID NO.62. Theo phuong an wu tién khac, khang nguyén ctia duge phdm
theo sang ché chtra hodc t6t hon néu cdu thanh tir SEQ ID NO.62. Tt hon nira 13, ché
phdm cua sang ché chia (i) hat trong tu virut dugc cai bién (VLP) cia virut thé kham
gdy bénh & cdy dwa chudt (CMV) c6 it nhat mot vi tri lién két thir nhét, trong d6 hat
twong tw virut dugc cai bién nay chira, chii yéu bao gdm, hodc theo cach khéc bao g0m, it
nhit mot polypeptit CMV dugc cai bién, trong d6 polypeptit CMV dugc cai bién nay
chira hodc t6t hon néu ciu thanh tir (a) polypeptit CMV, va (b) epitop t& bao T hd trg; va -
trong d6 polypeptit CMV duoc cai bién nay chl'ia, t5t hon néu bao gdm, trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.6 hoic SEQ ID NO.7; (ii) it nhat mdt khang nguyén c6 it nhit

mat vi tri li€n két thir hai va trong d6 khang nguyén 13 IL-4 ctia ché; va trong @6 VLP cla
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CMV va IL-4 cia ché duoc lién két théng qua it nhat mét vi tri lién két thr nhat va it
nhit mot vi tri lién két thit hai, va trong d6 IL-4 cta ché chira hogc tot hon néu ciu thanh
tir SEQ ID NO.62 hoic trinh tir axit amin ¢6 do trong ddng trinh tu it nhit bang 90%, tdt
hon néu it nhét bang 95% so v6i SEQ ID NO.62, va tét hon nita néu trong d6 IL-4 cia
ché chira hodc tét hon néu cdu thanh tir SEQ ID NO.62.

Theo phuong 4an wu tién khac, khang nguyén 1a IL-13. Theo phuong 4n wu tién
hon nita, khang nguyén nay chira hodc t6t hon néu ciu thanh tir SEQ ID NO.46.

Theo phuong 4n uu tién khac, khang nguyén 1a IL-13 ctia ché. Theo phuong 4n uu
tién hon nita, khang nguyén nay chira hoic tét hon néu cu thanh tir SEQ ID NO.63 hoic
trinh tu axit amin c6 do twong ddng trinh tu it nhat bing 90%, tot hon néu it nhét bing
95% so v6i SEQ ID NO.63. Tét hon, néu khang nguyén nay chira hoic t5t hon néu céu
thanh tir SEQ ID NO.63. Theo phuong an uu tién khic, khang nguyén cua ché phim theo
séng ché chita hodc tdt hon néu cAu thanh tir SEQ ID NO.63. Tt hon nita néu ché phim
theo sang ché chira (i) hat twong tu virut dugc cai bién (VLP) ctia virut thé kham gay
bénh & cdy dua chudt (CMV) co it nhét mot vi tri lién két thir nhét, trong d6 VLP duoc
c4i bién cia CMV chira, chii yéu bao gdm, hoidc theo cach khic bao gbm, it nhat mot
polypeptit CMV dugc cai bién, trong d6 polypeptit CMV dugc cai bién nay chira hogc tdt
hon néu céu thanh tir, (a) polypeptit CMV, va (b) epitop té bao T hd trg; va trong d6
polypeptit CMV dugc cai bién ndy chira, t5t hon néu bao gbm, trinh tir axit amin nhu néu
. trong SEQ ID NO.6 hogc SEQ ID NO.7; (ii) it nhit mét khang nguyén c6 it nhit mot vi
tri lién két thir hai, va trong d6 khang nguyén 1a IL-13 cta ché; va trong d6 VLP cia
CMV va IL-13 cia ché duogc lién két thong qua it nhét mot vi tri lién két thir nhit va it
nhét mot vi tri lién két tht hai, va trong d6 IL-13 cua ché chira hodc tdt hon néu ciu
thanh tr SEQ ID NO.63 hodc trinh tu axit amin c6 d tuong dong trinh tyr it nhét bang
© 90%, tot hon néu it nhat bang 95% so v6i SEQ ID NO.63 va tbt hon nita néu trong d6 IL-
13 ctia cho chira hodc tét hon néu ciu thanh tir SEQ ID NO.63.

Theo phuong 4n uu tién hon, khang nguyén 12 TNFaOTheo phuong 4n wu tién
hon, khang nguyén nay l1a IL-1a0]

Theo phuong 4n uu tién hon, khang nguyén la IL-IBD‘D Oheo phuong &n uu tién
hon nita, khang nguyén ndy chira hodc t6t hon néu ciu thanh tr SEQ ID NO.60.

Theo phuong 4n wu tién hon nita, khang nguyén 1a peptit ¢6 ngudn gbc tir AB-1-
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42. Theo phuong 4n uu tién hon nita, khang nguyén nay la IgE hodc peptit hodc vung
duogc chira trong IgE.

Theo phuong 4n wu tién khac nita, khang nguyén 1a IL-31 cia nguoi, meo hodc
ché. Theo phuong an wvu tién khac, khang nguyén chtra hodc t5t hon néu ciu thanh tir
SEQ ID NO.43 hodc SEQ ID NO.44. Theo phuong 4n uu tién khic, khang nguyén 1a IL-
31 cua cho. Theo phuong an wu tién hon nita, khang nguyén chira hodc t6t hon néu ciu
thanh tr SEQ ID NO.43 hofc trinh t axit amin c¢6 d6 twong dong trinh tu it nhit bing
90%, tot hon néu it nhit bang 95% so v6i SEQ ID NO.43. Tét hon, néu khang nguyén
chtra hodc t6t hon néu cu thanh tir SEQ ID NO.43. Theo phuong 4n uu tién khac, khang
nguyén clia ché phim theo sang ché chita hogc tdt hon néu cu thanh tir SEQ ID NO.43.
Tét hon nita néu ché phdm theo sang ché chira (i) hat twong tu virut dugc cai bién (VLP)
cta virut thé kham gy bénh & cdy dwa chudt (CMV) c6 it nhat mot vi tri lién két thir
nhét, trong d6 hat twong tu virut dugc cai bién nay chira, cht yéu bao g6m hoic theo cach
khac bao gbm, it nhat mot polypeptit CMV dugc cai bién, trong d6 polypeptit CMV duoc
ci bién nay chira hoic tét hon néu c4u thanh tir, (a) polypeptit CMV, va (b) epitop té bao
T hd tro; va trong d6 polypeptit CMV dugc cai bién nay chira, tbt hon néu bao gdm, trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6 hodc SEQ ID NO.7; (ii) it nhit méot khang
nguyén c6 it nhit mot vi tri lién két thr hai, va trong d6 khang nguyén nay 1a IL-31 cta
ché; va trong d6 VLP ctiia CMV va IL-31 cta ché dugc lién két thong qua it nhit mot vi
tri lién két thir nhét va it nhat mét vi tri lién két thir hai, va trong d6 IL-31 cia ché chia
hodc t8t hon néu cu thanh tir SEQ ID NO.43 hoic trinh tu axit amin c¢6 do tuwong dong
trinh tu it nhét bing 90%, t5t hon néu it nhit bing 95% so véi SEQ ID NO.43, va t6t hon
nita néu trong d6 IL-31 ctia ché chira hodc tét hon néu ciu thanh tir SEQ ID NO.43.

Theo phuong an uu tién khac, khang nguyén 13 a-synuclein hodc peptit c6 nguén
gbc tir o-synuclein va trong d6 t6t hon néu peptit ndy bao gbm tir 6 dén 14 axit amin, va
trong do6 t6t hon nita néu khang nguyén nay 13 peptit c6 ngudn gde tir a-synuclein duge
chon tir trinh tu bt ky trong s6 céc trinh tw SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.33 va SEQ ID
NO.34. Céac peptit dugc uu tién hon co6 ngudn gdc tir a-synuclein dugc boc 19 trong cong
bb don qubc t& s6 WO 2011/020133, ndi dung cua tai liéu nay dugc dua vao day bang
céach vién dan.

Alpha-synuclein (a-Syn), protein nhd ¢ nhiéu chtrc ning sinh 1y va bénh ly, 1a



35107

mdt trong sb cac protein chiém wu thé duge tim thiy trong cac thé Lewy, ddu hiéu nhin
biét bénh Iy cia cac rdi loan thé Lewy, bao gdm bénh Parkinson (PD). Gan day hon, a-
Syn d& dugc phat hién trong cac dich co thé, bao gdm méu va dich nfo tuy va cling dugc
tao ra bdi cdc cic mo ngoai vi va hé than kinh trung wong. Sy trao ddi o-Syn giita cac md
nfo va mé ngoai vi ¢6 cac tng dung sinh Iy bénh va diéu tri quan trong (Gardai SJ et al.,
PLoS ONE (2013) 8(8): €71634). Bang chimg lién quan dén alpha-synuclein (a-syn)
trong su phat sinh bénh ctia bénh Parkinson (PD) 1a su tran ngdp quad muc. Tuy nhién,
khong c6 sy ddng thudn 1o rang dbi véi cach ma trong d6 a-syn dan dén bénh 1y trong PD
va cac bénh synuclein khéc.

Alpha-synuclein 13 thanh phan chinh cia thé Lewy (LB), va phan m6 ta vé su biéu
hién qua muc cua o-syn dan dén su két tu 12 rat nhiu. S6 lidu di truyén & nguoi da chimg
minh ring céc dot bién sai nghia va nhan bdi & gen a-syn giy ra bénh PD c6 tinh gia
dinh. Trong trudng hop nhan boi gen, mirc d a-syn protein gia ting duoc cho 1a din dén
1am ting chirc nang chiém wu thé ma s& din dén bénh ly. Trong khi ndng do o-syn gia
tang c6 thé dan dén sy két tu va tinh doc, nghién ciru trong nhiéu nim qua ciing d4 cho
thdy rang ndng do a-syn tang 1én c6 thé can trd viée tiét, khu tri va/hodc duy tri vén bong
(Gardai SJ et al., PLoS ONE (2013) 8(8): €71634; dugc két hop vio sang ché bang cach
vién dan.

Theo phuong 4n vu tién hon nira, khang nguyén la Amylin. Theo phuong an uu
tién, khang nguyén la angidtensin I hodc peptit c6 ngudn gdc tir angiotensin I. Theo
" phuong 4n wu tién khéc, khang nguyén 13 angiotensin II hodc peptit c6 ngudn gbc tir
angiotensin II. Theo phuong an uu tién hon, khang nguyén la GnRHO OTheo phuong 4n
uu ti€n hon, khang nguyén la eotaxin.

Theo phuong an uu tién khic, khang nguyén la polypeptit cua vat ky sinh, trong
d6 tot hon néu tac nhan giy bénh dugc chon tir nhém bao gdm: (a) Toxoplasma spp.; (b)
Plasmodium falciparum;, (¢) Plasmodium vivax; (d) Plasmodium ovale; () Plasmodium
malariae; (f) Leishmania; (g) Schistosoma va (h) Nematodes. Tt hon, néu khang nguyén
nay c6 ngudn gdc tit Plasmodium falciparum hodc Plasmodium Vivax.

Theo phuong 4n wu tién khéc, khang nguyén 1a polypeptit ctia vi khudn, trong d6
t6t hon néu vi khudn dugc chon tir nhém bao gém: (a) Chlamydia; (b) Streptococcceus; (c)

Pneumococcus; (d) Staphylococcus; (€) Salmonella; (f) Mycobacteria; (g) Clostridia; (h)
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Vibrio; (1) Yersinia; (k) Meningococcus; (1) Borelia.

Theo phuong 4n uu tién khéc, khang nguyén 1a khang nguyén cta virut, trong d6
t6t hon néu khang nguyén cia virut nay 13 polypeptit duoc chon tir nhém bao gdm: (a)
HIV va céc retrovirut khac; (b) virut cam, t6t hon néu ving ngoai bao M2 ctia virut ctim
A hoidc ving hinh ciu HA hoic HA; (c) polypeptit ciia virut viém gan B, t&t hon néu
preSl; (d) virut viém gan C; (e) HPV, t6t hon néu HPV16E7 (f) RSV, (g) SARS va céc
Coronavirut khac, (h) virut Danga va cac Flavivirut khéc, nhu virut Tay song Nil va virut
bénh tay chan miéng, (i) Chikungunya va cac Alphavirut khéc, (k) CMV va cac virut
ecpet khac, (I) Rotavirut. Theo phwong an wu tién hon, khang nguyén nay c¢6 ngudn gbc
tu RSV.

Theo phuong an uu tién, khang nguyén 1a ving ngoai bao cta protein M2 cua
virut bénh cum A hodc manh khang nguyén ctia n6. Theo phuong an uu ti€n, khang
nguyén nay chta hoic t&t hon néu ciu thanh tir viing ngoai bao ctia protein M2 cua virut
ciim A, trong d6 t6t hon néu ving ngoai bao clia protein M2 ctia virut cim A c6 trinh tu
SEQ ID NO.24. Theo phuong 4n uu tién khac, khang nguyén nay 13 ving hinh ciu cta
virut cum.

Theo phuong an wu tién khac, khang nguyén 13 di nguyén, trong d6 tét hon néu di
nguyén nay c6 ngudn gde tir nthém bao gdm: (a) phan chiét tir phan hoa; (b) phin chiét tir
bui; (¢) phan chiét tir mat bui; (d) phan chiét tir ndm; (e) phan thét tir biéu bi ctia dong
vét ¢6 vi; () phan chiét tir 16ng vil; () phan chiét tir con tring; (h) phan chiét tir thirc an;
(i) phan chiét tir toc; (j) phan chiét tir nu6e bot; va (k) phan chiét tir huyét thanh. Theo
phuong an uu tién khac, khang nguyén nay 1a di nguyén, trong dé di nguyén nay duogc
chon tir nhém bao gdm: (a) cdy; (b) co; (¢) bui nha; (d) mat bui nha; (¢) ndm aspergillus;
(f) 1ong dong vat; (g) 16ng vii ciia dong vat; (h) noc doc ctia ong; (i) cac san phim tir dong
vat; (j) cac san pham tir thuc vét; (k) 16p simg dong vat; (1) di nguyén cia lac.

Theo phuong 4n uu tién khéc, khang nguyén 1a di nguyén tai td hop, trong d6 di
nguyén nay dugc chon tir nhém bao gdm: (a) phospholipaza A2 tir noc ddc ciia ong; (b)
Amb a 1 ctia phin hoa ciy nuéc than cao; (¢) Bet v I ctia phan hoa cy phong; (d) 5 Dol
m V cda noc doc ong bau vang mat tréng; (e) Der p 1 cia mat bui nha; (f) Der £ 2 ciia mat
bui nha; (g) Der p 2 ciia mat bui nha; (h) Lep d clia mat bui nha; (i) Alt a 1 cda di nguyén
nam; (j) Asp f 1 cta di nguyén ndm; (k) Asp f 16 cia d1 nguyén nam; (1) di nguyén lac;
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(m) di nguyén Fel d1 ctia meéo; (n) di nguyén Can fl, Can {2 cua cho; (o) di nguyén c6
ngudn gbe tir lac; hoic (p) di nguyén Cry J2 cua cay thong tuyét Nhat Ban. Theo phuong
an uu tién khac, khang nguyén nay la di nguyén Can f1 hodc Can 2 cta cho.

Theo phuong an uu tién hon, khing nguyén la di nguyén cua lac. Tét hon, néu
khang nguyén nay la di nguyén cua lac chta trinh ty axit amin duoc chon tir SEQ ID
NO.57, SEQ ID NO.64 hodc SEQ ID NO.65.

Theo phuong an uu tién hon, khang nguyén la di nguyén thu dugce tir Cry J 2 cta
ciy théng tuyét Nhat Ban. Tét hon, néu khang nguyén nay c6 ngudn gbc tir Cry J 2 ctia
cay thong tuyét Nhat Ban va chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.55.

- Theo phuong 4n uu tién hon, khang nguyén la di nguyén c6 ngudn gbe tir Amb a 1
ctia phin hoa cdy nuéc thin cao. Tt hon, néu khang nguyén niy c6 ngudn gbc tir Amb a
1 cua phin hoa cidy nudc thdn cao va chia trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.54.

Theo phuong 4n uu tién, khdng nguyén nay la di nguyén Fel d1 cia meéo. Meo
nudi trong gia dinh (Felis domesticus) 1a ngudn di nguyén trong nha quan trong (Lau, S.,
et al. (2000) Lancet 356, 1392-1397). Thuc vdy, méo dugc phat hién la dugc nudi trong
gia dinh & cac nude phuong Tay voéi ty 1€ khoang 25% va bénh di tng v6i meo duoc phat
hién & phén 16n dan sb. Mtc do nang cua céc tri€u chung tir tuong d6i nhe nhu viém mii
va viém két mac dén muc do nang la bénh hen de doa cudc séng tiém tang. Mdc du doi
khi bénh nhin nhay véi vai phan t& khac nhau trong gau va long ciia méo, di nguyén
chinh 13 Fel d1. TAm quan trong cia di nguyén nay di dugc nhin manh trong nhiéu
nghién ciru. Trén thyc &, hon 80% bénh nhéan di tng véi meo cé cac khang thé IgE déi
v6i di nguyén tiém tang nay (van Ree, R., et al. (1999) J. Allergy Clin Immunol 104,
1223-1230).

Fel d1 1a glycoprotein cé tinh axit, c6 chidu dai tir 35 dén 39kDa, chira 10 dén
20% hydrat cacbon c6 lién két N va dugc tim thdy & long, nudc bot va tuyén 1& cia meo.
" N6 duoc tao ra béi hai heterodime lién két khong cong hoa tri. Mdi heterodime gdm c6
mdt peptit 70 gbe (dugc goi 1a “chudi 1) va mdt peptit 78, 85, 90 hodc 92 gbc (dugc goi
12 “chudi 2”) duoc mi hoa bdi cac gen riéng biét (xem tai liéu: Duffort, O. A., et al.
(1991) Mol Immunol 28, 301-309; Morgenstern, J. P., et al; (1991) Proc Natl Acad Sci
USA 88, 9690-9694 va Griffith, I. J., et al. (1992) Gene 113, 263-268).
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Vai cAu trac téi td hop cua Fel d1 da dugc mé ta (Vailes LD, et al., J Allergy Clin
Immunol (2002) 110:757-762; Gronlund H, et al., J Biol Chem (2003) 278:40144-40151;
2003 Schmitz N, et al., J Exp Med (2009) 206:1941-1955; W02006/097530).

Do do, theo phuong 4n uu tién hon, khéng nguyén la rFel d1. Theo phuong 4n uu
tién hon, khang nguyén nay 1a protein Fel d1, trong d6 protein Fel d1 nay 1a protein dung
hop chtra chudi 1 ctia Fel d1 va chudi 2 ciia Fel d1, trong d6 chudi 2 cua Fel d1 nay duoc
dung hop qua diu C cta n6 véi dau tan cing N ctia chudi 1 cta Fel d1 truc tiép qua mot
lién két peptit hoac qua doan dém, trong d6 doan dém nay bao g6m trinh tu axit amin c6
tir 1 dn 20 géc axit amin, trong do t5t hon néu doan dém nay bao gém trinh tu axif amin
6 tir 10 dén 20 géc axit amin. T6t hon nita néu doan dém nay bao g@)m trinh ty axit amin
gém 15 géc axit amin, va tdt hon nira néu doan dém nay c6 trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.47. Theo phuong an uu tién hon, khang nguyén nay 1a protein Fel dl,
trong do6 protein Fel d1 1a protein dung hop chita chudi 1 ctia Fel d1 va chudi 2 cua Fel
d1, trong d6 chudi 1 cia Fel d1 nay dugc dung hop qua dau C voi dau tan cing N cla
chudi 2 cua Fel dl truc tiép qua mot lién két peptit hodc qua doan dém, trong d6 doan
dém nay bao gdm trinh tw axit amin c6 tir 1 dén 20 gdc axit amin, trong do t6t hon néu
doan dém nay bao gdém trinh ty axit amin c6 tir 10 dén 20 gbc axit amin. Tt hon, néu
chudi 1 ctia Fel d 1 chtra trinh tu SEQ ID NO.37 hoidc doan trinh ty tuong df?)ng cda no,
trong d6 trinh tu twong ddng nay c6 do twong dong trinh tu véi SEQ ID NO.37 16n hon
90% hodc tham chi tdt hon nita 13 16n hon 95%. Tét hon nita néu chudi 2 ctia Fel d 1 nay
chira trinh tu SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.39 hodc SEQ ID NO.40, hoic trinh tuong
dbng cua no, trong d6 trinh tu twong dong niy c6 do twong ddng trinh tr v6i SEQ ID
NO.38, SEQ ID NO.39 hodc SEQ ID NO.40 16n hon 90% va dic biét t6t hon nita 1a 16n
hon 95%.

Theo phwong 4n uu tién, khang nguyén chira, tbt hon néu bao gbm SEQ ID
NO.17. Theo phuong an wu tién khac, khang nguyén nay chira, t6t hon néu bao gdm,
SEQ ID NO.18. Theo phuong an wu tién khac, khang nguyén nay chua, t6t hon néu bao
gébm SEQID NO.52. Theo phwong 4n wu tién, khang nguyén nay 1a protein Fel d1 chta
trinh ty axit amin dugc chon tir: (a) SEQ ID NO.17; (b) SEQ ID NO.18; (c) SEQ ID
NO.50; (d) SEQ ID NO.56; (e) SEQ ID NO.59; hodc SEQ ID NO.52.

Theo phuong &n uu tién hon, protein Fel d1 chira trinh ty axit amin dugc chon tir:
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(a) SEQ ID NO.50; (b) SEQ ID NO.56; (c) SEQ ID NO.59; hodc (d) SEQ ID NO.52.
Theo phuong an uu tién hon, protein Fel d1 chia trinh tu axit amin dugc chon tur: (a)
SEQ ID NO.50; (b) SEQ ID NO.56; hodc (c) SEQ ID NO.59.

Theo phwong 4n wu tién khac, protein Fel d1 chira, t5t hon néu bao gom, trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.52. Theo phuong &n uu tién khac, protein Fel dl1
chta, tot hon néu bao gdm, trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.59. Theo
phwong 4n wu tién khéc, protein Fel d1 chtra, tt hon néu bao gbm, trinh tw axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.50. Theo phuong an uu tién khéc, protein Fel d1 chira, tbt hon néu
bao gdm, trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.56.

Theo phuong an wu tién, ché phim theo sang ché chira (i) hat twong tur virut duoc
cai bién (VLP) cta virut thé kham gy bénh & ciy dua chudt (CMV) cé it nhat mét vi tri
lién két thir nhét, trong d6 hat twong tu virut dugc cai bién nay chia, chi yéu bao gom,
hoic theo cach khic bao gbm, it nhit mét polypeptit CMV duoc cai bién, trong d6
polypeptit CMV duoc cai bién niy chira hodc tét hon néu cdu thanh tir: (a) polypeptit
CMYV, va (b) epitop t& bao T hd tro; va trong d6 polypeptit CMV dugc cai bién nay chira,
t6t hon néu bao gbdm, trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6 hoic SEQ ID NO.7;
(ii) it nhat mot khang nguyén c6 it nhat mot vi tri lién két tha hai, va trong d6 khang
nguyén nay 13 protein Fel d1; v trong d6 VLP ctia CMV va protein Fel d1 duoc lién két
thong qua it nhat mot vi tri lién két tha nhit va it nhit mot vi trf lién két thtr hai, va trong
do protein Fel d1 chira trinh ty axit amin dugc chon tir (a) SEQ ID NO.50; (b) SEQ ID
NO.56; (¢) SEQ ID NO.59; hoic (d) SEQ ID NO.52, va trong d6 t&t hon néu protein Fel
d1 chtra trinh ty axit amin dugc chon tu: (a) SEQ ID NO.50; (b) SEQ ID NO.56 hodc (c)
SEQ ID NO.59.

Theo phuong 4n uu tién khac, khang nguyén 1a noc doc cta dong vat. Theo
phuong 4n wu tién, khang nguyén 13 noc doc clia rin dugc 1am bat hoat. Theo phuong 4n
uu tién khéc, khang nguyén 13 hapten.Theo phuong 4n wu tién khéc, hapten 1a duoc chit,
trong d6 t6t hon néu duge chét nay dugc chon tir nhém bao gdm: (a) codein; (b) fentanyl;
(c) heroin; (d) morphin; (e) amphetamin; (f) cocain; (g) metylendioxymetamphetamin;
(h) methamphetamin; (i) metylphenidat; (j) nicotin; (k) LSD; (1) mescalin; (m)
psilocybin; (n) tetrahydrocannabinol; va (o) nicotin.

Theo phuong 4n wu tién khéac, hapten 13 hormon, trong d6 tot hon néu hormon nay
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duge chon tir nhém bao gdm: (a) progesteron; (b) estrogen; (c) testosteron; (d) hormon
kich thich nang; (e) hormon kich thich melanin; (f) adrenalin; va (g) noradrenalin. Theo
phwong 4n uu tién khac, hapten nay 13 doc td, trong d6 t6t hon néu doc td nay duoc chon
tir nhom bao gdm: (a) aflatoxin; (b) doc té ciguetera; (c) tetrodotoxin; va (d) chét khang
sinh. Theo phuong an uu tién khac, hapten 13 hydrat cacbon c6 ngudn gbc tir tic nhan giy
bénh.

Theo mot khia canh khéc, sédng ché dé cap dén vacxin chira hodc theo cach khac
bao gdm hat twong tr virut dugc cai bién theo sang ché hoic ché pham theo séng ché.
Vacxin theo sang ché bao gdm céc vacxin trong d6 hat twong tu virut dugc cai bién
va/hodc ché phim nay c6 dic diém k¥ thuét bit ky trong s6 cac dic diém ky thuat da
duoc boc 10 trong ban md ta nay, mot minh hodc & dang hdn hop bit ki ¢6 thé c6. Theo
mot phuong an, vacxin con chura tad dugce. Theo phuong 4n khac, vacxin khong chura ta
dugc. Theo phuong an uu tién, vacxin chira lugng hitu hi¢u cia ché phdm theo sang ché.
Thuat ngtt “lugng hitu hiéu” dugce sit dung trong ban mo ta dé chi luong can duoc st
dung cho dbi tuong dé dat duoc hiéu qud sinh ly phat hién dugc.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cép dén dugc phdm chira: (a) VLP dugc cai
bién theo sang ché, ché phdm theo sang ché hodc vacxin theo sang ché; va (b) chit mang,
chit pha loang va/hoic ta duoc duogc dung. Chét pha loang nay bao gdm nudc v tring
(vi dy, nudc mudi sinh 1y) hodc dung dich va hdn dich khong chtra nudc. Cac vi du vé
dung mo6i khong chira nude 1a propylen glycol, polyetylen glycol, dau thuc vat, nhu dau
oliu va este hitu co ¢ thé tiém duge nhu etyl oleat. Cac chat mang hodc cac bing kin ¢
thé duoc st dung dé ting cudng tinh thdm cia da va ting cudng su hép thu khang
nguyén. Cac dugc phim theo sang ché ¢ thé & dang chira cac mudi, chit dém, ta dugc
hodc cac chét khéac can thiét dé cai thién hiéu qua cua thé tiép hop. Cac vi du vé chét
thich hogp dé s dung trong viéc bao ché duoc phém dugc thé hién trong nhiéu ngudn
khac nhau bao gf?)m Remington's Pharmaceutical Sciences (Osol, A, ed., Mack Publishing
Co., (1990)). Theo mdt phuong an, dugc phém nay chtra lugng hitu hi€u cua vacxin theo
sang ché. Thuat nglt “lugng hitu hi€u” dugc st dung trong ban mo ta dé chi lugng can
dugc st dung cho dbi tuong dé dat dugc hiéu qua sinh Iy phét hién dugc.

Sang ché ciing mo ta phuong phap gy mién dich bao gdém budc cho dong vit

hodc ngudi sit dung hat twong tu virut dugc cai bién theo sang ché, ché phim theo sang
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ché, vacxin theo sang ché hodc dugc phim theo sang ché. Theo phuong 4n wu tién,
phuong phédp nay bao gdm buéc cho dong vat hoidc ngudi st dung ché pham theo sang
ché, vacxin theo sang ché hodc duoc phdm theo sang ché.

Sang ché ciing md ta phuong phap phong ngira hodc diéu tri bénh, r6i loan hoic
tinh trang bénh & dong vat, trong d6 phuong phép nay bao gdm budc cho dong vat nay,
trong d6 t6t hon néu dong vét ndy c6 thé 1a nguoi, st dung hat tuong tu virut duge cai
bién theo sang ché, ché phdm theo sang ché, vacxin theo sang ché hodc dugce phdm theo
sang ché. Theo phuong an uu ti€n khac, hat tuong tu virut dugce cai bién, ché phﬁm,
vacxin hodc duoc phdm duoc ding cho dong vit qua dudng tiém dudi da, tiém tinh
mach, trong da, trong miii, qua duong miéng, trong hach hoic qua da.

Vi du thie hién sang ché
Vidul

Phan 1ap va tach dong protein vé (CP) cua virut thé kham gy bénh & cdy dua
chudt (CMV)

Phén 14p ARN tdng s tir 14 cay hoa loa kén dugc gdy nhiém bing CMV c¢6 ngudn
gbc tir vuon riéng & Riga, Latvia, bang cach sir dung chat phan ting TRI (Sigma, Saint
Louis, USA) theo huéng din cua nha san xuat. Dé tong hop ADN bd sung, kit OneStep
RT-PCR (Qiagen, Venlo, Netherlands) dugc st dung. Dé khuéch dai gen CP cia CMV,
chon trinh ty doan mdi theo phuong phap phédn tich trinh ty CMV tir GenBank:
CMcpF(CACCATGGACAAATCTGAATCAACCAGTGCTGGT) (SEQ ID NO.8) va
CMcpR (CAAAGCTTATCAAACTGGGAGCACCCCAGATGTGGGA) (SEQ ID
NO.9); cac vi tri Ncol va HindIIl dugc gach chan. Cac san phém PCR tuong ting duogc
tach dong vao vat truyén pTZ57R/T (Fermentas, Vilnius, Lithuania). Té bao E. coli XL1-
Blue dugc st dung lém vét cha dé tach dong va khuéch dai plasmit. Dé trach sai s6 RT-
PCR, vai dong v6 tinh plasmit pTZé7 chira gen CP dugc giai trinh tu bang cach st dung
kit giai trinh tu theo chu ky BigDye va may phan tich gen ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA). Sau khi gi4i trinh ty, ADN b6 sung ctia gen CP cia CMV
khong c6 131 trinh tr (SEQ ID NO.10) ma hoa d6i véi protein vé cia CMV ciia SEQ ID
NO.1 dugc tach dong phu sau d6 vao vi tri Ncol/HindIII ctuia vat truyén biéu hién

pET28a(+) (Novagen, San Diego, USA), din dén plasmit biéu hién pET-CMVwt (Fig.1).
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Vidu?2
Su biéu hién CP cia SEQ ID NO.1 ¢ E.coli tao ra VLP cua CMV

Pé thu dugc VLP cia CMV, t& bao E. coli C2566 (New England Biolabs,
Ipswich, USA) duoc bién nap v6i plasmit pET-CMVwt chtta gen CP cia CMV. Sau khi
chon cac dong vé tinh c6 muc biéu hién cao nhét clia protein dich, mdi truong nuodi cly
E. coli dugc sinh truéng trong mdi trudng 2xTY chira kanamyxin (25mg/L) trén th_iét bi
lic kiéu xoay (200 vong/phit; Infors, Bottmingen, Switzerland) & nhiét do 30°C véi
OD600 nam trong khoang tir 0,8 dén 1,0. Sau do6, t& bao dugc cam tng bing IPTG
0,2mM va méi trudng nay duge bd sung MgCl, 5SmM. Tiép tuc u trén thiét bi lic kiéu
xoay & nhiét do 20°C trong 18 gio. Thu hoach sinh khdi tao thanh bing céch ly tm toc
do thép va lam dong lanh & nhiét do -20°C. Sau khi lam tan bang, té bao dugc tao hdn
dich trong dung dich dém chta natri xitrat 50mM, natri borat 5SmM, EDTA 5mM,
mercaptoetanol 5SmM (d6 pH=9,0, dung dich dém A) va pha v& bang cach xt 1y bang
siéu dm. Loai bd cac protein khong hoa tan va manh vd t& bao bang cach ly tdm (13.000
vong/phut, 30 phat ¢ nhiét do 5°C). Protein CP cia CMV hoa tan trong dich tan sach
duogc tao vién béng cach st dung amoni sulfat bdo hoa (1:1, theo thé tich) qua dém &
nhiét 46 +4°C. Protein két tia duogc hoa tan trong cting mot dung dich d&m A (khong c6
mercaptoetanol) trong 4 giod & nhiét do +4°C. Loai bo cac protein khong hoa tan bang
cach ly tam tbe do thép (13.000 vong/phut, 15 phit & nhiét 46 4°C). Tach dung dich chtra
protein CP ciia CMV khong hoa tan ra khoi protein té bao bang cach siéu ly tam (r6to
SW28, Beckman, Palo Alto, USA; & 25.000 vong/phit, 6 gid, 5°C) trong gradien sucroza
(sucroza 20-60% trong dung dich dém A, khong cé mercaptoetanol, dugc b6 sung 0,5%
~ Triton X-100). Chia gradien thanh sau phén doan, bét dau ¢ day gradien va phan tich cac
phan doan nay bang phuong phap SDS-PAGE (Fig.2). C4c phan doan s6 2 va sb 3 chua
CP CMV téi t§ hop va thiAm tach ddi vai 200 thé tich dung dich dém (natri borat SmM,
EDTA 2mM, d0 pH=9,0) dé loai b6 sucroza va Triton X-100. Sau khi. thAm tach, tiét
tring dung dich CP CMV bang cach loc qua bo loc 0,2p. Sau d6, c6 CP CMV bang cach
su duhg roto Type70 (Beckman,Palo Alto, USA) si€u ly tdm qua “dém” sucroza 20%
trong cac didu kién vo tring (50.000 vong/phut, 4 gid, +5°C). Déanh gia ndéng do cia
CMVwt tinh ché bing cach st dung huynh quang ké QuBit theo huéng dan ctia nha san
xuit (Invitrogen, Eugene, USA). Bao quan dung dich VLP ¢6 (khoang 3mg/mL) & nhiét
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d6 +4°C trong natri borat SmM, EDTA 2mM, dung dich dém (d6 pH=9,0). Toan bd cac
bude lién quan trong qué trinh biéu hién va tinh ché VLP duoc theo ddi bang phuong
phap SDS-PAGE bing céch str dung gel 12,5%.

Nhu duge thé hién trén Fig.2, protein vo cia CMV co6 thé duoc biéu hién thanh
cong trong t& bao E.coli va phan dang ké thu dugc c6 thé trong phan doan hoa tan. Ngoai
ra, cac protein nay dugc phat hién truc tiép trong phén chiét té bao E.coli & dang VLP
cung kich thuéc, nhu dugce ching minh bing phuong phap phén tich gradien sucroza

(Fig.3A), tan xa anh sang ddng va phan tich bang kinh hién vi dién ti (Fig.3B).
Vidu3

Téach dong protein vé dugc cai bién cia CMV chira epitop cua bién doc to udn van

(CMV-Ntt830)

Pé thay thé axit amin ban déu & diu tan cing N cta CP CMV ciia SEQ ID NO.1
ddi véi cac trinh tu epitop ngoai lai, plasmit pET-CMVwt duoc st dung lam khudn dé
khuéch dai PCR va gy dot bién. Gen CMVwt nim & vi tri Sall theo ndi tai (Fig.1) duoc

sir dung dé tach dong cac san pham PCR tuong tng.

Pé dua trinh ty ma hoa epitop bién doc t& ubn van vao gen CMVwt, can phai c6

hai bugc gy dot bién PCR. DPbi vé6i bude thir nhét, viec khuéch dai theo cac doan mdi
~dugc dung cho PCR: pET-220 (AGCACCGCCGCCGCAAGGAA(SEQ ID NO.11)-
nguoc dong tir da gde lien két, ving duge khuéch dai bao gdm vi tri BglIl) va CMV-tt83-

IR (ATTTGGAGTTGGCCTTAATATACTGGCCCATGGTATATCTCCTTCTT

AAAGT) (SEQ ID NO.12). Déi v6i vong th hai, san pham PCR tir vong thi nhét dugc

pha lodng theo ty 18 1:50 va dugc khuéch dai lai bang cic doan mdi pET-220 (SEQ ID
NO.11) | va CMV-tt83Sal-R2 (GACGTCGACGCTCGGTAATCCCGA
TAAATTTGGAGTTGGCCTTAATATACTG) (SEQ ID NO.13). San phidm PCR tao

thanh (ADN b sung ctia SEQ ID NO.14 ma hoa d6i véi CMV-Ntt830 cia SEQ ID
NO.6) dugce tach dong phu & céc vi tri Bglll/Sal.l ctia pET-CMVwt. Dong v6 tinh chinh

xac duge xac dinh bang cach sap xép trinh tu va dugc ky hidu 1a pET-CMV-Ntt830. |

Vidu4

Su biéu hién cia CMV-Nt830 & E.coli dan dén hat tuong tu virut dugc cai bién
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ctia virut thé kham gy bénh & ciy dua chudt

Céc quy trinh d& biéu hién va khuéch dai CMV-Ntt830 vé co ban 13 giéng nhu d6i
voi CMVwt va da dugc mo ta trong Vi du 2. pé ching minh sy c6 mat cda epitop udn
vén trong VLP ciia CMV, phuong phép phan tich phd khdi cia CMV-Nitt830 VLP tinh
ché dugc st dung. Nhu duoc thé hién trén Fig.4C, dinh chinh thu dugc twong tng véi
khéi Ivgng phan tir theo Iy thuyét ciia protein néu methionin thir nhét duoc loai bo trong
qué trinh tdng hop protein trong té bao E.coli. Su tan Xé 4nh sang dong va phuong phép
phan tich bing kinh hién vi dién tir khing dinh hinh thai hoc clia hat ¢6 cting kich thudc
twong tu véi VLP cia CMVwt (Fig.5).

Vidus
Tach dong protein vo dugc cai bién cia CMV chira epitop PADRE (CMV-Npadr)

Dé dua trinh tw ma hoa epitop PADRE vao gen CMVwt, phuong phép giy dot
bién bing PCR dugc thyc hién bang cach s dung plasmit pET-CMVwt lam khuon dé
khuéch dai va tach dong phu (ciing xem Vi du 3). DPé khuéch dai, cac doan mdi sau duge
su dung: pET-220 (SEQ ID NO.11) va CMV-padrSal-R
(GACGTCGACGCGCGGCCGCCTTGAGGGTCCACGCGGCCACAAATTTCGCCAT
GGT) (SEQ ID NO.15). San phim PCR tao thanh (ADN b6 sung ctia SEQ ID NO.16 mi
hoa dbi véi CMV-Npadrof cia SEQ ID NO.7) lai dugc tach dong phu & cic vi tri
BglIl/Sall ctia pET-CMVwt. Dong chinh xac duge xac dinh bang cach 1ap trinh trinh tur
va dugc ky hiéu 1a pET-CMV-Npadr.

Vidu6

Su biéu hién cia CMV-Npadr & E.coli ddn dén hat tuong tu virut duoc cai bién

ctia virut thé kham gy bénh & cdy dwa chudt

Céc quy trinh biéu hién va tinh ché CMV-Npadr vé co ban 13 gidng nhl; dbi véi
CMVwt va da dugc mé ta trong Vi du 2. Pé ching minh su ¢6 mit ctia epitop PADRE
trong cdc VLP ctia CMV, phuong phap phan tich phd khdi ctia cac CMV-Npadr VLP
tinh ché dugc sir dung. Nhu duoc thé hién trén Fig.4B, dinh chinh thu dwugc twong tmg
v6i khéi lwong phén tir theo 1y thuyét cia protein néu methionin th&r nhit duoc loai bd

trong qua trinh tdng hop protein trong té bao E.coli. Su tin xa 4nh sang dong va phuong
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phap phan tich bang kinh hién vi dién tir khing dinh hinh thai hoc cta hat c6 cung kich
thuéc, khac khong dang ké véi VLP cia CMVwt va CMV-Nt830 (Fig.6).

Vidu7
Gay mién dich cho chudt bang CMVwt, CMV-Ntt830 va CMV-Npadr

Céc nhém gdm bdn chudt cai Balb/c duoc giy mién dich bang CMVwt, VLP ciia
CMV-Npadr va VLP ctia CMV-Ntt830. Cac VLP duogc bao ché trong PBS. 150mM, 46
pH=7,4 va 150uL dugc tiém qua dudng trong tinh mach vao ngay 0 va ngéy 7. CMVwt,
VLP cua CMV-Npadr va VLP ciia CMV-Ntt830 duogc tiém véi ba lugng: 10, 1 hodc
0,1pg. Chudt duge ldy mau vao ngay 0 (truSe khi gdy mién dich), ngdy 7, ngay 14 va
ngdy 25 va huyét thanh dugc phan tich bang cach sir dung ELISA dic hiéu v6i VLP cua
CMVwt, VLP ciia CMV-Npadr va VLP cia CMV-Ntt830. Toan bd huyét thanh mién

dich dugc thtr nghiém déi véi cae VLP tuong Gmg duge ding dé gay mién dich.
ELISA

Mirc d dap tmg khang thé trong huyét thanh cua chudt dugc phan tich & thoi
didm chi dinh. P& xac dinh cac do chuin khang thé dic hidu véi CMVwt, VLP ciia
CMV-Npadr va VLP cia CMV-Ntt830, cac dia ELISA (Nunc Immuno MaxiSorp,
Rochester, NY) duoc phu qua dém & nhiét 6 4°C bang 100puL VLP tuong tmg (1pg/mL)
trong dung dich dém phu (dung dich dém natri hydro cacbonat 0,1M, d6 pH=9,6). Dé
tranh su gén két khong dic hiéu, phong bé cac dia ELISA bang 200pL BSA 2% trong
PBST va u trong 2 gid' & nhiét dd phong. Pha loing c4c mau huyét thanh trong BSA 2%
/PBST. Chuyén huyét thanh di pha lodng so b 1én cac dia dd phu va dugc pha lodng
thém theo bac dé thu dugc cac do chuén khang thé dua trén su tinh toan OD50. Sau khi G
2 git & nhiét do phong, rira cac dia ELISA 5 14n bang 200puL PBST. Su gin két cac
khang thé huyét thanh dwoc phat hién bang khéng thé cia dé khang IgG clia chudt nhit
dugc tiép hop véi peroxidaza ciia ciy cai ngua (Jackson ImmunoResearch). Pha lodng
khéng thd phat hién theo ty 1& 1:1000 trong BSA 2%/PBST va chuyén thé tich
100puL/mau. U cac dia trong 1 gid & nhiét dd phong. Rira dia ELISA nhu dugc md t4 trén
day. Trudc khi rira, dung dich co chit dugce chuin bi. Nhdm muc dich nay, 1 vién nén
(10mg) OPD (1,2-Phenylendiamin dihydroclorua) va 9ul. H,O, 30% dugc hoa tan trong
25ml dung dich dém axit xitric (0,066M NazHPO4, 0,035M axit xitric, do pH=5,0). Nho
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giot thé tich 100pL dung dich co chét 1én dia bang 6ng pipet va i chinh x4c trong 7 phit
& nhiét 46 phong. P& 1am ngimg phéan tmg, 50uL dung dich 1am ngimg phéan tng (H,SO,
5% trong H,0) duoc nhé giot bing éng pitpet truc tiép 1én dia. Chi sb doc cia muc dd
hép thu & budc séng 450nm cta phan Gng tao mau 1,2-Phenylendiamin dihydroclorua
duge phan tich. Fig.7 thé hién cac khang thé dic hidu ddi véi CMVwt (Fig.7A), -CMV-
Npadr (Fig.7B) va CMV-Ntt880 (Fig.7C) theo cach phu thudc lidu.

Vidu 8

Ghép cap céc cdu trac Fel d1 tai t6 hop vao VLP CMV-Npadr va VLP CMV-
Nitt830 va gy dép tmg mién dich

Su dung hgp cong hoa tri cua rFel d1 (SEQ ID NO.17 duoc tao ra nhu dugc mo ta
trude day (Schmitz N, et al., J Exp Med (2009)206:1941-1955). Tém lai, ADN bd sung
ma hoa dime cong hod trj ciia chudi 2 va chudi 1, trong d6 chudi 2 cua Fel d1 dugc dung
hop qua dau C ctia né voi diu tan cing N ciia chudi 1 cta Fel d1 cach nhau béi gde lién
két 15 axit amin (GGGGS); thu dwoc biang cach khuéch dai PCR bang cach sir dung cac
tap hop doan mdi ADN xép chdng (cdu tric ndy duogc goi la “ciu trac rFel-2-G3-17).
ADN b6 sung nay duoc tich dong trong khung thanh phién ban dugc cai bién cua pET-
42a(+) (EMD), din dén viéc bd sung trinh tw ma hod dbi véi LEHHHHHHGGC (SEQ ID
NO.35) & ddu C ctia cu trac rFel-2-G3-1. Trinh tw bd sung chtra dudi His ding dé tinh
ché,' sau d6 gbc lién két GGC duoc str dung-dé ghép cdp protein dung hop Fel d1 nay véi
CMV-Npadr va CMV-Ntt830.

Theo cach twong tu, su dung hop cong hod tri khac cta rFel d1 (SEQ ID NO.18)
duoc tao ra nhu dugc md ta trude diy (W0O2006/097530) twong tng v6i protein dung
hop rFel d1 chira chudi 1 ctia Fel d1 va chudi 2 cta Fel d1, trong d6 chudi 1 cta Fel d1
dugc dung hgp qua diu C v6i du tan cing N ciia chudi 2 ctia Fel d1 béi gbc lién két 15
axit amin (GGGGS); (“céu trac rFel-1-G3-2”).

Hat twong tu virut VLP CMV-Npadr va VLP CMV-Nit830 trong thé tich 2,5ml
v6i ndng d6 2mg/mL (71pM) duge cho phéan tmg véi 27uL 50mM gée lién két chéo hoa
hoc cé hai chtrc khac loai suxinimidyl-6-(b-maleimidopropionamit)hexanoat (SMPH)
trong 1 gio ¢ nhiét d6 phong (RT). Nhém lién lién két nay chira NHS este @ tham gia

phan tmg v6i lysin trén bé mit ciia VLP: Luong SMPH dung duoc sir dung trong ban mo
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ta dé chi 7,5x mol du lién quan dén mdt monome VLP, nghia 13 mét polypeptit CMV.
Géc lién két chéo khong phan tng dugc loai bo bang phuong phap thim tach dbi véi
PBS 150mM, do pH=7,4. D& tao ra ché phim rFel d1-CMV-Npadr va rFel d1-CMV-
Ntt830, dling dich protein chtra rFel d1 véi ndng d6 2,7mg/mL dugc st dung trong ban
md ta d& chi 150puM trong thé tich 200uL dugc trén véi 5x mol du ciia chat khir Tris-2-
carboxyetyl-phosphin (TCEP) va u trong 5 phut & nhiét do phong. Lugng mol du lién
quan dén lugng protein Fel d1. TCEP khir céc lién két cau disulfua gifta hai gbc xystein
cta hai phéan tr protein d& dam bao tinh sin co6 ctia chiing ddi v6i phan Gmg ghép cip vé6i
cac VLP dugce din xuét hoa. Protein Fel d1 da xi Iy so bd duge cho phan (mg véi ty 18
mol 1:1 v6i 7,5x VLPCMV-Npadr va VLP CMV-Ntt830 dugc tao din xudt SMPH trong
3 gid & nhiét do phong trong khi lic. Xystein khir cia protein dugc cho phan tng véi
maleimit cta gdc lién két chéo SMPH duge gin két véi VLP. Sau khi ghép cip cong hoa
tri, tFel d1 khong ghép cdp duoc loai bo béng cach loc gel trong PBS 150mM, do
pH=7,4. Ché phim duoc phan tich bing phuong phip SDS-PAGE va thim tach mién
dich dé quan sat va xac nhan cac dai ghép cip. Nham muc dich nay, cic miu VLP CMV-
Npadr va CMV-Ntt830 dugc tao dan xuat SMPH, ché phim rFel d1-CMV-Npadr va rFel
d1-CMV-Ntt830 va protein Fel d1 dugc tai song song trén gel. Viéc ghép cdp duoc quan
sat bang cach thim tach mién dich bang cach st dung cac khang thé khang penta His gn
két v6i dudi His ciia protein Fel d1. Cac dai quan sat dugc thé hién protein Fel d1 ciing
nhu VLP ciia CMV-Npadr duoc tao dan xuit SMPH, VLP cia CMV-Ntt830, va ché
pham rFel d1-CMV-Npadr va rFel d1-CMV-Ntt830 ma toan bd trong sd chung dugc
phén biét mot cach dé dang theo vi tri cia chiing. Ngoai ra, SDS-PAGE gel dugc nhudém

bang chat nhudém xanh Coomassie va viéc ghép cdp dugc quan sit va duge xac nhén.

Gay mién dich cho chudt bang rFel d1 duogc ghép cip véi CMV—Npadr va CMV-
Ntt830

Céac nhém gbébm nam chudt cai Balb/c duge gy mién dich bang VLP ctia CMV-
Npadr va VLP cia CMV-Ntt830 dugc ghép cdp qua SMPH véi rFel d1. Luong tuong
tmg gdbm 5pg rFel d1-CMV-Npadr va rFel d1-CMV-Ntt830 duogc pha loang trdng PBS
150mM, d6 pH=7,4 d&én 150pL va tiém qua dudng trong tinh mach vao ngay 0 va ngay 7.
Liy mau chudt vao ngay 0 (trudc khi gdy mién dich), ngay 7, ngay 14 va ngay 25 va
phan tich huyét thanh bang cach st dung ELISA dic hiéu Fel d1.
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ELISA

Phén tich d4p tng khang thé trong huyét thanh ctia chudt tai thoi diém chi dinh.
Céc khang thé dic hiéu véi Fel d1 dugc phan tich bang cach phii dia ELISA véi ndng do
Ipg/mL trong thé tich 100pL trong PBS (d6 pH=7,2) & nhiét do 4°C qua dém. Rira dia
ELISA 5 lan bing 200uL PBS chira 0,05% Tween 20 (40 pH=7,2, PBST). D& tranh su
gin két khong dic hiéu, cac dia ELISA dugc phong bé bang 200uL BSA 2% trong PBST
vau trong 2 gi® & nhiét do phong. Pha lodng cic mau huyét thanh trong BSA 2% /PBST.
Chuyén huyét thanh d3 pha lodng tir trudc 1én cac dia d3 phi va pha lodng tiép theo béc
dé thu dugc cac do chuin khang thé dua vao su tinh toan OD50. Sau khi 1 2 gio & nhiét
d6 phong, rira cac dia ELISA 5 lan bang 200uL PBST. Su gin két cia cac khang thé
huyét thanh dugc phat hién bang khang thé ciia dé khang IgG ctia chudt nhit dugc tiép
hop véi peroxidaza cua cdy cai ngua (Jackson ImmunoResearch). Pha lodng khéng thé
phat hién theo ty 18 1:1000 trong BSA 2%/PBST va chuyén thé tich 100uL/miu. U cac
dia trong 1 gio & nhiét dd phong. Rira céc dia ELISA nhu dugc mo ta trén day. Trudce khi
rra, dung dich co che"it duge chudn bi. Nhim muc dich nay, 1 vién nén (10mg) OPD (1,2-
Phenylendiamin dihydroclorua) va 9uL. H,O, 30% dugc pha loang trong 25ml dung dich
dém axit xitric (0,066M Na,HPO,, 0,035M axit xitric, d0 pH=5,0). Nho giot thé tich
100uL dung dich nén 18n cac dia bang dng pipet va i chinh xé4c trong 7 phut & nhiét do
phong. Dé 1am ngimg phan Gmg, nhé giot bing dng pipet truc tiép 50uL dung dich 1am
nging phan tng (H,SO, 5% trong H,0) 1én cac dia. Chi s doc ciia do hap thu & budc
séng 450nm cua phén. ung tao mau 1,2-Phenylendiamin dihydroclorua dugc phén tich.
Fig.8 cho thiy ring cic khang thé dic hiéu véi Fel d1 dugc cam tng & chudt bang ché

pham theo sang ché rFel d1-CMV-Npadr (Fig.8A) va rFel d1-CMV-Ntt830 (Fig.8B).
Vidu9
Ghép cip a-synuclein peptit véi CMV-Ntt830 va gdy dap ing mién dich

Viéc ghép cdp a-synuclein peptit cia SEQ ID:22 vé6i cdc VLP dugc tao ra tu
CMV-Ntt830 (SEQ ID NO.6) dugc thuc hién nhu sau. Dung dich chtra Iml CMV-Ntt830
Img/mL trong HEPES 20mM, NaCl 50mM, d¢ pH=7,3 dugc cho phan Uing trong 60 phut
& nhiét d6 phong véi 79,3l dung dich SMPH (10mM trong DMSO). Ngoai ra, dung
dich chra 1ml CMV-Ntt830 1mg/mL trong HEPES 20mM, NaCl 50mM, d¢ pH=7,3
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dugc cho phan ung trong 60 phit & nhiét d¢ phong v6i 79,3ul. dung dich Sulfo-KMUS
(10mM trong HEPES 20mM, d6 pH=7,4). Hon hgp phan tmg dugc thim tach & nhiét do
4°C ba 1an d5i v6i 2L HEPES 20mM, NaCl 50mM, @ pH=7,3 trong 2 gi0, 14 gid va 2
gidy trong cat xét thdm tach Slide-A-Lyzer véi MWCO c6 chidu dai 10kDa. 800uL dung
dich CMV-Ntt830 d3 tao dan xuét va thAm tach dugc tron véi 21,5uL o-synuclein peptit
(22,32mg/mL) va a trong 3 gid & nhiét d§ phong dé tao lién két chéo hoa hoc & téc dd
500 vong/phut trén may trdn nhiét Eppendorf dang l4c. Phan Gmg ghép cip duge 1am sach
bang cach ly tdm & téc d6 20000 x g trong 10 phut & nhiét do 4°C. Protein vo ciia CMV-
Ntt830 duogc tao din xudt va cac san phdm ghép cap dugc phén tich bing phuong phép
phén tich SDS-PAGE trong cac didu kién khir trén NuPAGE® gel Bis-Tris 4-12%. Tiép
theo, phuong phép phén tich cuong do vét ciia gel nhuom Coomassie dugc thuc hién. Vai
dai cé trong lugng phan tr ting 1€n tuong d6i v6i monome vo CMV-Ntt830 ¢6 thé quan
sat duoc 18 rang, diéu nay chung minh ring viéc tao lién két chéo thanh cong cla o- .
synuclein peptit véi CMV-Ntt830 (chit nhugm Coomassie NuPAGE®, khong dugce thé
hién trén hinh v&). Cudng dd ghép cip cao hon 1,0 va hidu qua ghép cip khoang 60%. Dé
chimg minh tinh toan ven ctia VLP cia CMV-Ntt830 sau khi tao dan xuét va ghép cap,
CMV-Ntt830 dugc tao din xudt va cac san phdm ghép cip duge phan tich bing phuong
phép dién di trén gel agaroza 1% trong 1 x TAE tiép theo 13 chat nhuém Coomassie- va
ethidi bromua. Cac dai protein va axit nucleic ctia VLP ctia CMV-Nt830 dugc tao dan
xuit va ghép cdp tuong tmg véi su ddng di tra va cé dic tinh di tra twong tw nhu CMV-
Nitt830 khong duge tao din xuét va khong dugce ghép cip. Su ddng di tra giita protein vo
va axit nucleic dd ching minh & rang 14 VLP cia CMV-Ntt830 van nguyén ven va

khong c6 axit nucleic nao dugc gidi phong ra khéi VLP cia CMV-Ntt830.

Gay mién dich cho chudt bang peptit dugc tao dan xuit a-synuclein ghép cip véi

protein vé cia CMV-Ntt830

Céac nhém gdm bdn chudt cai C57B/6 dugc gdy mién dich bang VLP ctia CMV-
Ntt830 dugc ghép cdp qua SMPH véi a-synuclein peptit (SEQ ID NO.22). Pha loang
lwong 250pg protein toan phan trong PBS 150mM, d§ pH=7,4 dén 150pL va tiém qua
duong trong tinh mach vao ngay 0 va ngay 14. LAy méu chudt vao ngay 0 (truéc khi gay
mién dich), ngay 7, ngdy 14, ngay 21, ngay 28 va ngay 34 va phén tich huyét thanh bang
cach st dung phuong phap ELISA dac hiéu v6i a-synuclein.
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ELISA

Céc a-synuclein peptit dugc ghép cap voi RNAza cia bo bang cach sir dung gbc
lién két chéo hoa hoc sulfo-SPDP. Phu cac dia ELISA bang ché pham RNAza dugc ghép
cip a-synuclein peptit & ndng d6 Spg/mL. Phong bé cac dia va sau d6 0 véi huyét thanh
ctia chudt dugc pha lodng theo bic. Cac khang thé gin két dugc phét hién bang IgG
khang chuét dugc danh ddu bing enzym. Dé lam dbi chung, huyét thanh truéc khi gay
mién dich cua chinh cac chudt ne‘iy cling dugc thit nghiém. Toan bd cac chudt déu c6 dap
ung IgG sach va manh khéng peptit co6 ngudn gde tir a-synuclein dugc thé hién trén

Fig.9.
Vidu 10
Ghép cap peptit IL-17A v6i CMV-Ntt830 va giy dap ing mién dich

Viéc ghép cap protein IL17A cta chudt (SEQ ID NO.20) véi protein vé cua
CMV-Ntt830 (SEQ ID NO.6) dugc thuc hién. Protein mIL-17 duoc lién Kkét cong hoa tri
v6i CMV-Ntt830 bing quy trinh hai bude. Bude thir nhit, VLP cia CMV-Ntt830
(2mg/mL trong NaH,PO, 50mM, glyxerol 10%, d0 pH=7,4) dugc cho phan tng & nhiét
do phong trong 60 phit véi lugng ding mol cua gbc lién két chéo hoa hoc c6 hai chiic
khac nhau, suxinimidyl-6-(B-maleimidopropionamido)hexanoat (SMPH). Géc lién két
chéo khong phan tmg dugc loai bo bang cach loc gel bang cot khir mudi PD-10 bang
cach st dung cung loai dung dich dém (NaH,PO, 50mM, glyxerol 10%, d6 pH=7.,4).
Truge bude tiép hop, 1 protein mIL-17 d3 tinh ché trong 5 phit & nhiét dd phong véi
luong du gép 10 14n luong tri(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (TCEP-HCI) dé khir
cac gbe xystein bat ky trong gbc lién két. Tiép theo, protein mIL-17 duge lién két cong
ho4 tri v6i cac VLP duoc tao dan xuét béng cach cho lugng drflng mol cda protein mIL-17
phén tGng véi VLP trong 3 gid & nhiét d6 phong. Phan tich vacxin bing phuong phap
SDS-PAGE, sau d6 biang chit nhuém Coomassie va thAm tach mién dich bang khang thé
khéng His. Cuong do clia dai chét nhudm xanh Coomassie twong tmg véi cac thanh phin
khéc nhau ctia phan tng ghép ciap dugce xac dinh theo mat do vét va duoc st dung dé tinh
hi€u qua ghép cap. Monome CMV-Ntt830 da tao din xuét duoc di tri dudi dang dai
28kDa 1di rac trong khi thé tiép hop CMV-Ntt830-mIL-17 di tri & 45kDa (monome
CMV-Ntt830 28kDa + protein mIL-17 17kDa). Phuong phéap phan tich bing SDS-PAGE
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va quan sat dugc vai dai hién thi chit nhuém Coomassie c6 trong lugng phan it ting 1én
S0 v6i protein vé cia CMV-Nitt830, didu nay cho thdy su lién két chéo thanh cong cta
protein IL-17 v§i VLP cia CMV-Ntt830. Hi¢u qua ghép cdp dugc xic dinh theo ty 1€
phén tir cia monome CMV-Ntt830 dugc ghép cdp voi mIL-17 (déi ,4'5kDa) vG1 monome
CMV-Ntt830 toan phan (tbng cong gom céc dai 28 va 45kDa). Hi¢u qua ghép cip duge
xac dinh 13 it nhit 15,3% be“mg mot phan t&¢ mIL-17/6,5 phan tt CMV-Ntt830. Hiéu qua
ghép cip tinh duogc theo cach nay 1a két qua d4nh gia t61 thiéu vé& mtrc d6 ghép cip, do né
khong tinh dén viéc monome CMV-Ntt830 dwoc ghép cip véi nhiéu hon mét phén tix
mlL-17. Do dd, cac protein quan tdm nhu IL-17A ¢o thé duoc ghép cip hitu hiéu véi cac
VLP cuia CMV-Ntt830.

Gay mién dich cho chudt bang protein IL17A cia chudt dugc ghép cip v6i VLP
cua CMV-Ntt830

Cac nhém gdm 3 chudt cai BALB/c dwgc gdy mién dich bang protein vo clia
CMV-Ntt830 dugc ghép cap voi protein IL17A cta chudt. Pha lodng 20ug protein toan
phan trong PBS, d6 pH=7,4 dén 150uL v tiém qua dudng trong tinh mach vao ngay 0,
ngay 14. LAy mau chudt vao ngay 0 (truéc khi gy mién dich), ngdy 7, ngdy 14, ngay 21,
va ngay 34 va phan tich huyét thanh bang cach sir dung phuong phap ELISA dic hi¢u véi
IL17A cita chudt. |

ELISA

' Phii cc dia ELISA bing IL17A cta chudt voi ndng do 1 ug/inL. Phong bé cac dia
nay va sau d6 a v6i huyét thanh cia chudt duge pha lodng theo bac tir ngay 0, 4, 14, 21
va 34. Cac khang thé gfn két duoc phét hién bang khang thé IgG khang chudt duge ddnh
du bing enzym. Céc d6 chuén khang thé ctia huyét thanh ctia chudt duge tinh lam gié tri
trung binh clia.céc dung dich pha lodng nay din dén gi4 tri mat do quang mot nira mirc
t6i da & bude song 450nm. Chudt dugc gay mién dich béng VLP cua CMV-Ntt830 dugc
ghép cap voi IL17A duoc gin dap u#ng mién dich manh khang protein IL17 (Fig.10).

Phat hién su trung hoa khang thé

Huyét thanh cua chudt dugc gy mién dich bang IL17 cla chudt duge ghép cip
véi CMV-Ntt830 nhu d3 mé ta trén ddy, dugc thir nghiém sau d6 vé kha nang cia ching

trong viéc Urc ché su gén két cua protein IL17A cua chudt véi thu thé IL-17. Do do, céac
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dia ELISA dugc phu protein thu thé A IL-17 cta chudt véi nong d6 1ug/mL. Cac dung
dich pha loadng theo bac cia huyét thanh cia chudt tr chudt ngay 35 duogc 1 so bg véi IL-
17A cta chudt dugc biotinyl hoa 10ng/mL trong mdt gid va sau do cho thém vao céc dia
dugc pha thu thé A IL-17. Su gén két cua IL 17 véi thu thé @3 pha duoc phat hién bﬁng
peroxidaza ciia cdy cai ngua tiép hop vdi streptavidin. Viéc 1am trung hoa cac do chudn
khang thé dugc tinh toan theo gi4 tri trung binh cta cac dung dich pha loéng huyét thanh

dan dén mat d6 quang nira mic t6i da & budc séng 450nm.

Hiéu qua cia CMV-Ntt830 -mIL17A theo mirc d thuyén gidm bénh viém ndo tu

mién theo thir nghiém & md hinh chudt bi bénh xo cling rai rac

Chudt cai SJIL duoc gdy mién dich nhu di mé ta trén ddy va tiém dudi da véi
100pg PLP peptit dugce trén voi ta duge Freund toan ven mdt tun sau lan gay mién dich
cubi cliing. Vao cliing ngay, toan bd cac chudt duoc tiém qua dudng trong mang bung
400ng doc t6 ho ga. Chudt duoc chdm diém hang ngay vé su phét trién cia céc triéu
ching than kinh theo tiéu chi sau: 0: khong c6 bénh 1am sang; 0,5: két thic dudi o ri; 1:
dudi @ rii hoan toan; 1,5: dudi G rii va chn sau 0 rii yéu (di khong viing va chén sau
kém); 2: chan sau 0 rii mot phﬁn vé mot bén bai liét; 2,5: chan sau 0 ri mot phén vé hai
bén bai liét; 3: chan sau 4 rii vé& hai bén hoan toan bai liét; 3,5: chan sau u ril vé hai bén
hoan toan bai 1iét va chén trude ru rii vé mot bén bai liét; 4: bai liét hoan toan chan sau va
chan truée U rii. Diém sb danh gia 14m sang trung binh dugc danh gia ddi véi mdi chudt
duge gdy mién dich bang CMV-Ntt830-mIL17A hoic CMV-Ntt830 nhu dd mo ta trén
day. Chudt dugc gay mién dich bing CMV-Ntt830-mIL 17A c6 cic triéu chiing 14m sing
giam dang ké tir ngdy 53 dén 61 so v6i chudt duoc gdy mién dich bang CMV-Nitt830.
Didu nay chimg minh ring cic khang thé khang IL-17 duoc tao ra bang cach giy mién
dich bing CMV-Ntt830-mIL17A c6 kha ning cai thién cac triéu chtng 1am sang & md

hinh chudt bi bénh xo clng rai rac.
Vidu 11
Ghép cap IL-5 ciia chudt véi CMV-Ntt830 va gy dap ing mién dich

IL-5 duge biéu hién va dugc tinh ché nhu dugc mo ta (Zou Y, et al., Vaccine 28
(2010) 3192-3200). Viéc ghép cap cua mlIL-5 (SEQ ID NO.23) v6i VLP cia CMV-
Nitt830 bang CP dugc cai bién ciia SEQ ID NO.6 duge thuc hién nhu sau. Pé duge ghép
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cip v6i cac VLP cta IL-5CMV-Ntt830, trude tién tao din xult véi lugng du gip 30 Ian
gbc lien k& hod hoc c6 hai chic khic loai, suxinimidyl-6-(B-
maleimidopropionamido)hexanoat (SMPH). SMPH khong gin két duoc loai bé bang
“céch thdm tach dbi voi PBS. rIL-5 duge gidm di trong 1 gio bang luong ding mol cia
tri(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (TCEP) trong PBS (d0 pH=8,0). rIL-5 gidm
(80uM) duoc U trong 4 gidr & nhiét do 22°C véi CMV-Nitt830 40uM duge tao dan xuét
SMPH. Hn hop phén tng dugc thdm tach trong 12 gidr d6i v6i PBS, d6 pH=8,0.

Gay mién dich cho chudt bang peptit c6 ngudn gbc tir IL-5 duogc ghép cip véi cac

VLP cua protein v6 duoc cai bién cia CMV-Ntt830

Cé4c nhom gdm bdn chudt cai Balb/c dugc giy mién dich bang VLP ciia CMV-
Nitt830 duoc ghép cap qua SMPH véi IL-5 (SEQ ID NO.23). Pha lodang 50pg protein
toan phﬁn trong HEPES 20mM, NaCl 50mM, d6 pH=7,3 dén 200pL va tiém dudi da
(100puL trén hai phia bung) vao ngay 0 va ngay 14. LAy mau chudt vao cac ngay 0 (truéce
khi gAy mién dich), ngay 14 va ngay 21 va phan tich huyét thanh bang cach st dung
phuong phap ELISA dac hiéu véi IL-5 va CMV-Nitt830.

ELISA

Phu céc dia ELISA bang IL-5 v6i ndng d6 10pg/mL hoic VLP ciia CMV-Ntt830
v6i ndng d6 2pg/mL. Phong bé cac dia va sau d6 & bang huyét thanh ctia chudt pha lodng
theo bac. Cac khang thé d3 gin két dugc phat hién bang IgG khang chudt duge dénh déu
bing enzym. D& 1am dbi chimg, huyét thanh truéc khi gay mién dich ctia chinh cc chudt
nay cling dugc thtr nghiém (sé liéu khong dugce thé hién trén hinh v€). Toan bd cac chudt

déu c6 dap tmg IgG sach va manh khéng peptit cling nhu CMV-Nitt830
M5 hinh dya trén OVA cta bénh viém dudng ho hép di tng

Dé giy viém duong ho hip di tmg, chudt cai BALB/c (5 con/nhém) dugc tiém
(i.p.) 10pg OVA (Loai V, Sigma-Aldrich) dugc trén v6i 2mg phén (t4& dwoc nhom
hydroxit gel, Brenntag Biosector, Denmark). 10 ngay sau, chudt dugc thach thirc hang
ﬁga‘ty bang 100pug OVA bing cach str dung qua dudng trong miii trong 4 ngay. 24 gid sau
14n thach thuc cudi cung, BAL va phéi dugc nghién ctru mo. Chudt duge tiem OVA va
phén qua dudng i.p. nhung khong duge thach thirc qua dudng trong miii bing OVA ding

lam dbi chimg am tinh dé gay bénh trong cac thir nghiém nay.
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Bing cach st dung mé hinh nay, chudt dugc giy mién dich hai 1an (d-0, d-14)
bang 100pg VLP ctia CMV-Ntt830 hoic VLP ctia CMV-Ntt830 dugc ghép cip v6i IL-5.
Vao ngay 21, chudt dugc gy cam ung bang OVA va vao ngay 31 dugc thach thirc qua
dudng trong mili bang OVA. Chudt duoc gdy mién dich bing IL-5 ¢6 s6 giam manh

lwong bach ciu wa eozin trong dich phé quan phé nang giam manh.
Vidu 12
Ghép cip peptit M2 v6i hat twong tu virut CMV-Ntt830

Dung dich chtra 2ml VLP cia CMV-Ntt830 Img/mL véi CP dugc cai bién ctia
SEQ ID NO.6 trong PBS/glyxerol 10%, do pH=7,2 dugc cho phan tng trong 60 phut &
nhiét d6 phong véi 42,6yl dung dich SMPH (150mM trong DMSO). Dung dich phan
tng dugc thAm tach & nhiét d6 4°C dbi véi hai sw thay dbéi 2 1 cia HEPES
20mM/glyxerol 10%, d6 pH=7,2 trong 12 gio va 4 gio¢. Tron 0,6ml dung dich CMV-
Nitt830 dugc tao dan xuit va thdm tach vé6i 21,45 uL dung dich DMSO 10mM chta peptit
M2 ctia virut cim (SEQ ID NO.24) va u trong 4 gid & nhiét dd phong dé tao lién két chéo
hoa hoc & vacxin tiép hop CMV-Ntt830-M2. Peptit khong ghép cip dugc loai bo bing
cach thdm tach d6i voi HEPES 20mM/glyxerol 10%, d6 pH=7,2 trong 12 gi va 4 gio.
Phan tich san phdm ghép cip trén gel 12% Bis-Tris-polyacrylamit trong céc didu kién
khtr. Vai dai trong lugng phén ti ting 1én so véi monome capsit CMV-Nitt830 co thé
quan sat dugce, didu ndy chimg minh su tao lién két chéo thanh cong ctia peptit M2 ctia

virut cum véi CMV-Ntt830 capsit.

Gay mién dich cho chudt bang peptit M2 duge ghép cip v6i CMV-Ntt830 capsit
(CMV-Ntt830 -M2)

Gay mién dich cho bén chudt cai Balb/nhém bang 40pg vacxin CMV-Ntt830-M2
duogc bao ché trong 200puL PBS va tiém dudi da vao ngay 0 va ngay 20. Lay méu chudt
vao ngdy 34 va phén tich huyét thanh bang cach st dung ELISA dic hiéu M2 va dic higu
CMV-Nit830.

Phat hién cac khang thé khang M2 bang ELISA

Phu dia ELISA bang peptit M2 (SEQ ID NO.24) véi ndng d6 10pg/mL hoic bang
hat twong tu virut CMV-Ntt830 & ndng d 10pug/mL. Phong bé dia va sau d6 U véi huyét
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thanh cta chudt duoc pha lodng theo bac. Phat hién khang thé gin ké‘; bang khang thé
IgG khang chudt duoc danh diu bang enzym. Cac do chuin khang thé cta huyét thanh
cua chudt dugc xac dinh la s d4o cta cac dung dich pha lodng dén 50% OD dugc xac
dinh & ndng do bdo hoa (OD50). Cac d6 chuin khang thé khang M2 trung binh va cac dd
chuén khang CMV-Nt830 vio ngay 34 cta chudt >1:10000. Sb liéu nay chimg t6 ring
viéc ghép cap ciia peptit M2 véi CMV-Ntt830 capsit ting cudong manh tinh sinh mién
dich cta peptit M2 do mét minh peptit M2 khong sinh mién dich.

Hiéu qué ctia viéc gdy mién dich bing CMV-Ntt830-M2 dugc thir nghiém trén mo
hinh chu6t nhifm cim. Thach thc chudt bang lidu giy chét 4xL.D50 virut cim
A/PR/8/34 thich tng chu6t. Pha lodng virut trong PBS va dung (2 x 50ulL) qua dudng
miii trong diéu kién gdy mé nhe bang isofuran. Chudt bi giam hon 30% trong luong co
thé hodc c6 nhiét dd co thé béng hoic thép hon 30°C, dugc gay chét ém ai. Ty 1€ séng sot
ctia chudt & ca hai nhom 1a nhu sau: Toan bd cac chudt duoc gay mién dich bing CMV-
Nitt830-M2 con séng trong khi toan bd cac chudt duge gy mién dich bing riéng CMV-
Ntt830 bi chét. Két qua nay ching minh ring viéc gdy mién dich cho chuét bang peptit
M2 ghép cip v6i CMV-Ntt830 tao ra khang thé dac hidu M2 bao vé chudt ddi véi su gy
nhidm khuén gy chét bang virut cim A/PR/8/34.

Vidu 13
Ghép ciip AB1-6 peptit véi hat twong tw virut CMV-Ntt830

Dung dich chira 2ml VLP ciia CMV-Ntt830 Img/mL cé CP dugc cai bién cta
SEQ ID NO.6 trong PBS/glyxerol 10%, d0 pH=7,2 dugc cho phan tmg voi 42,6pL dung
dich SMPH (150mM trong DMSO) trong 60 phut & nhiét d6 phong. Thdm tach dung dich
phan Ung & nhiét d6 4°C dya theo hai sy thay dbi 2 1 ctia HEPES 20mM/glyxerol 10%,
d6 pH=7,2 trong 12 gir va 4 gio. Tron 0,6ml dung dich CMV-Ntt830 duge tao dan Xuét
va thAm tach véi 21,45pL dung dich DMSO 10mM chtra AB1-6 (SEQ ID NO.25) va u
trong 4 gid & nhiét d6 phong & tao lién két chéo hod hoc tao ra vacxin tiép hgp CMV-
Ntt830 - AB1-6. Peptit khong ghép cap dugc loai bo bang cach thim tach dbi véi HEPES
20mM/glyxerol 10%, d6 pH=7,2 trong 12 gid va -4 gid. Phan tich san phdm duoc ghép
cap trén gel 12% Bis-Tris-polyacrylamit trong cac diéu kién khir. Quan sat dugc vai dai

¢6 trong lugng phén tir ting 1én so véi monome capsit CMV-Ntt830, diéu nay ching
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minh su tao lién két chéo thanh cong peptit AB1-6 ctia CMV-Nitt830.

Gay mién dich cho chudt bing peptit AB1-6 ghép cip véi capsit CMV-Ntt830
(CMV-N{tt830 -AB1-6)

Gay mién dich cho bbn chudt cai Balb/nhém bang 40pg vacxin CMV-tt830 - AB1-
6 duoc bao ché trong 200uL PBS va tiém dudi da vao ngay 0 va ngay 20. Ldy méu chudt
vao ngay 34 va phan tich huyét thanh bang cach st dung phuong phap ELISA déc hiéu
AP1-6 va ddc hiecu CMV-Ntt830. '

Phat hién khang thé khang AB1-6 bang ELISA

Phu cac dia ELISA bang AB1-6 ghép cip véi RNAza & nong d6 10pg/mL hodc
bing hat tuong tu virut CMV-Ntt830 & ndng do 2ug/mL. Phong bé dia va sau d6 u véi
huyét thanh cua chudt duoc pha lodng theo bac. Phat hién khang thé gén két bang cac
khéng thé IgG khang chudt dugc danh diu biang enzym. Cac do chuan khang thé cia
huyét thanh cia chudt dugc x4c dinh 13 s dao ctia cac dung dich pha lodng din dén OD
50% dugc x4c dinh & mirc bdo hoa (OD50). Cac d6 chudn khang thé khang AB1-6 trung
binh va cdc dd chuén khang CMV-Ntt830 ¢ ngay 34 cua chudt >1:10000. Cac sb liéu
chimg minh rang viéc ghép cip cla peptit AB1-6 véi CMV-Ntt830 capsit ting cuong
manh tinh sinh mién dich cta peptit AB1-6 do mot minh peptit AB1-6 khdng giy fnién
dich. Phan ndo ciia bénh nhan Alzheimer duoc nhudém bang huyét thanh cta chudt va vét
tan trd nén nhin thiy rd rang.

Vidu 14

Tach dong protein dung hgp Fel d 1

Protein dung hop Fel d1 (cu thé 1a F1I2H6GGC) bao gdm chudi 1 cta Fel d1 duge
dung hop v&i déu tn ciing N ctia chudi 2 ctia Fel d1 qua 15 trinh tur axit arhin (GGGGS);
(SEQ ID NO.47) va két hop trinh ty HHHHHHGGC (SEQ ID NO.48) dugc dung hop
v6i ddu C cia chudi 2 cia Fel d1 dwgc tao ra biang phuwong phap téng hop gen dinh
hudng oligonucleotit. Trinh tu oligonucleotit tuong g c6 trinh tw SEQ ID NO.49, trong

do trinh tu protein cua F12H6GGC c6 trinh tu SEQ ID NO.50:

MEICPAVKRDVDLFLTGTPDEYVEQVAQYKALPVVLENARILKNCVDAK
MTEEDKENALSVLDKIYTSPLCGGGGSGGGGSGGGGSVKMAETCPIFYDVFFAV
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ANGNELLLDLSLTKVNATEPERTAMKKIQDCYVENGLISRVLDGLVMTTISSSKD
CMGEAVQNTVEDLKLNTLGRHHHHHHGGC

-Sau khi téng hop gen, n6 dugc cit ra khoi plasmit hd tro cia n6 va dugc tach dong
phu trong khung vao céc vi tri Ndel/Xhol cta plasmit pET42a(+) (Novagen, USA) dan
dén vat truyén biéu hién pET42-F12H6GGC.

Céc protein dung hop Fel d1 khéng cé trinh tu hexa-histidin (cu thé 1a F12GGC)
dugc tao ra bang qua trinh giy dot bién bang PCR bing cach sir dung plasmit pET42-
F12H6GGC lam khudn. Céc doan mdi oligonucleotit dugc sir dung trong céc phan tmg

PCR dé tao ra cac protein dung hop nay la:

DPéi véi F12GGC, doan mdi xudi 13 Fel BglF (SEQ ID NO.51) va doan mdi
nguoc 1a Feld-dHR (SEQ ID NO.53).

Toan bd c4c san phdm PCR dugc cit bang cac enzym giGi han Bglll/Xhol va tach
dong phu tréd lai vat truyén pET42-F126HGGC & clng cic vi tri cit. Sau khi phén lap
ADN plasmit, xdc nhan cac thay dbi dua vao bang cach str dung kit giai trinh tw theo chu
ky BigDye va may phan tich gen ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, Carlsbad, USA).
Céc vat truyén biéu hién tao thanh dwoc goi 1a pET42-F12GGC. N6 ma hoa twong tng
protein dung hop Fel d1 F12GGC (SEQ ID NO.56).

MEICPAVKRDVDLFLTGTPDEYVEQVAQYKALPVVLENARILKNCVDAK
MTEEDKENALSVLDKIYTSPLCGGGGSGGGGSGGGGSVKMAETCPIFYDVFFAV
ANGNELLLDLSLTKVNATEPERTAMKKIQDCYVENGLISRVLDGLVMTTISSSKD
CMGEAVQNTVEDLKLNTLGRGGC (SEQ ID NO.56)

Trinh tu hexa-histidin cho phép tinh ché bing phuong phép sdc ky 4i luc chelat
héa kim loai va trinh tu ddu C chita GGC hoic GGCG (SEQ ID NO.58) cho phép ghép
cdp protein dung hop Fel d1 véi CMV-Ntt830 va CMV-Npadr.

Vidu 15
Biéu hién va tinh ché protein dung hop Fel d 1

St biéu hién cta protein dung hop Fel d1 & E.coli : Cac vat truyén biéu hién Fel
dl 13 pET42-F12H6GGC va pET42-F12GGC dugc bién nap vao té bao E. coli C2566
(New England Biolabs, Ipswich, USA). Cac dong vo tinh biéu hién ndng do protein dich
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cao nhat dugc chon va dugc st dung trong cac thir nghiém khac. Su biéu hién cua cac
protein dung hop Fel d1 tai t6 hop khac nhau dugc thuc hién theo cach sau day. Moi
trudmg nudi cdy ciia plasmit biéu hién nudi dudng E. coli dugc sinh trudng trong mdi
truong 2xTY chita kanamyxin (25mg/L) trén thiét bi lic kidu xoay (200 vong/phut;
Infors, Bottmingen, Switzerland) & nhiét d§ 30°C dén OD600 nam trong khoang tur 0,8
dén 1,0. Su biéu hién ciia cdc gen ctia protein dung hop Fel d1 sau d6 duge cam tng bang
cach bd sung IPTG 0,2mM. Moi truong ndy dugc bd sung’MgClz 5mM. Tiép tuc 1 trén
thiét bi l4c kiéu xoay & nhiét do 20°C trong 18 gid. Thu hoach sinh khéi tao thanh bing
cach ly tm tbc do thap va 1am dong lanh & nhiét d6 -20°C cho dén khi tinh ché.

Tinh ché protein dung hop Fel d1 dich hexa-histidin: Dé tinh ché protein dung hop
F12H6GGC, kit USB PrepEase (Affymetrix, High Wycombe, UK)) dugc st dung theo
cac hudng din cta nha sén xuét. Sau khi 1am tan bang, té bao E. coli tix 100ml mdi
treong nudi céy (khoang 0,75g) duogc tao hdn dich trong 1 x LEW dung dich dém chira
DTT 5mM va tiép theo bi pha v bang cach siéu 4m. Cac protein khong hoa tan va manh
V5 6 bao dugc loai bo bang ly tam (13.000 vong/phit, 30 phit & nhiét d6 5°C). Dich tan
da lam sach dugc phu cho cft Ni-IDA, rtra hai lan béng cung dung dich dém (khong c6
DTT) va rira giai bang 2 x 1,5ml imidazol chita 1 x E dung dich dém. Céc phan doan
chira Fel d1 duoc x4c dinh bang phuong phap SDS/PAGE (Fig.11A) va thim tach hai 1an
d6i v6i 200 thé tich dung dich dém (natri phosphat 20mM, EDTA 2mM, d§ pH=7,0). Sau
khi thdm tach, ndng dd protein dwoc danh gia bang cach st dung huynh quang ké QuBit
théo cac huéng dan cia nha san xuit (Invitrogen, Eugene, USA) hoic bang phép do phd
quang ké tia tir ngoai & budc séng 280nm. Viéc xac dinh protein tinh ché duogc x4c nhan
bing phép phan tich phd quang khéi lwong (Fig.11B) va phuong phép thdm tach phuong
T4y bang cach sit dung cac khang thé khang dudi His (Novagen, Cat.No. 71840-3; sb lidu
khéng duge thé hién trén hinh Vé).

Tinh ché protein dung hop Fel d1 ma khéng cin phai c6 hexa-dudi histidin: Dé
tinh ché protein dung hgp F12GGC, phuong phép trao d6i anion va sic ky tuong tac ky
nuée dugc st dung. 3 g IPTG cam ung E. coli bi pha v bang cach siéu ém trong 20ml
dung dich dém phén giai té bao LB (Tris 20mM /HCI dd pH=8,0, NaCl 50mM, DTT
5mM). Sau khi siéu 4m, ly tdm dung dich trong 15 phut & tbc d6 15000g va thu hoach

dich n6i bé& mat. Cho thém amoni sulfat kém khuéy déu cho dén khi dat duoc dung dich
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bdo hoa 30%, tiép theo @ trong 5 phit & nhiét 46 phong. Sau khi ly tAm, cho thém amoni
sulfat dang rin vao dich ndi bé mit thu duoc cho dén khi dung dich bio hoa 50%. Sau
khi 1y tAm, thu gom hat protein va hoa tan trong 2ml LB va mudi du duoc loai bé bang
cot khir mudi Sml HiTrap™ (GE Healthcare Life Sciences) dugc can bang bang LB. Nap
dung dich rtra giai chtra protein da khir mubi 1én cot 1ml HiTrap'V'Capto ™ DEAE duoc
1am can bang v6i LB. Rira giai F12GGC gén két bang gradien gia ting ciia NaCl. Thu
~ gom va két hop cac phan doan chira protein dung hop Fel d1. Pha logng dung dich thu
dugc bang 4 14n thé tich Tris 20mM/HCI d6 pH=8,0, DTT 5mM va nap 1én cot MonoQ
5/50 GL trong LB va rira giai bang NaCl gradien gia ting. Thu gom va két hop cic phan
doan chtra protein dung hop Fel d1. Cho thém 5M NaCl vao cho dén khi dat duogc néng |
d6 2,5M va cho thém DTT vao dung dich nay dé duy tri néng d6 SmM. Sau d6, nap dung
dich chtra Fel d1 1én c6t 1ml HiTrap™ Butyl HP trong NaCl 2,5M, DTT 5mM va rira
giai bang ndéng d6 NaCl giam lién tuc. Thu hoach va két hop cac phan doan chia protein
dung hop Fel d1. Toan bd cac bude tinh ché dugc theo ddi bang gel SDS/PAGE nhudm
Coomassie (Fig.11C). Viéc khing dinh protein tinh ché bang phuong phép thim tach Tay
bang cach sir dung cac khang thé da dong ting 1én dua theo Fel d1 tai to hop (cac dit lidu
khong duoc thé hién trén hinh vé).

Vidu 16
Xac thue (cac) protein dung hop Fel d1 téi t6 hop

Céc protein dung hop Fel d1 ciing dugc nhan biét bang cac khang thé don dong

dac hiéu Fel d1: Su gn két ctia protein dung hop Fel d1 F1I2H6GGC va Fel d1 tu nhién
(nFel d1) véi cac khang thé don dong dic hiéu Fel d1 (mAb) dugc so sanh bing cach st

| dung kit ELISA Fel dl ELISA kiéu banh kep (6F9/3E4) tir cbng ty Indoor
biotechnologies (Cardiff, UK). Nhim muc dich nay, pht dia Nunc ELISA bing mAb 6F9
khang Fel d1 (& lmicrog/mL) & nhiét d6 4°C qua dém. Rira cic dia bang PBS chira
0,05% Tween 20 (PBST) va phong bé bang Superblock (Invitrogen) trong 2 gi&r & nhiét
do phong (RT). Fel d1 tu nhién ciing nhu F12H6GGC (1pg/mL) dugc pha lodng theo bac
v6i ty 16 1:3 va 1 trong 2 gid & nhiét do phong. Rira dia bang PBST va cho thém mAb
khang Fel d1 dugc biotinyl hoa 3E4 (& 1pg/mL) vao va d trong 1 gio & nhiét do phong.
Viéc phét hién Streptavidin dwoc st dung tiép hop véi peroxidaza cta cdy cai ngua

(HRPO). Nhim muc dich nay, rira cac dia bang PBST sau d6 1a Streptavidin-Peroxidase
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(Sigma, dung dich pha lodng theo ty 1& 1:1000) dugc bd sung vao dia trong 30 phit &
nhiét d6 phong. Viéc phat hién dugc thuc hién véi dung dich co chit OPD va H,SO, 5%
lam dung dich ngirng phan Gng. Xac dinh ning suit hip thu bing cach str dung dau doc

ELISA (BioRad) ¢ 450nm.

Fel d1 tu nhién va F12H6GGC c¢6 d6 chudn tuwong tu trong ELISA chﬁrng minh
ching ciling dugc nhén biét béng cac mAb dac hiéu Fel d1, do d6 x&c nhan viéc xac thuc

Fel d1 F12H6GGC tai td hop (Fig.12).

Céc protein dung hop Fel dlI tai td hop hoat hoa bach cdu wa kiém trong mau toin
phén ctia bénh nhan di Gtng v4i meéo: Mau cida bénh nhan di tmg v§1 meo chira bach cu
va kiém mang cac khang thé IgE ddc hidu vé6i Fel d1 trén bé mat cta chung, khi tiép xuc
v6i di nguyén tao lién két chéo FcORI va gdy ra sy mat hat. Dé kiém tra kha ning cua Fel
d1 tai t6 hop gy ra su mat hat, mau toan phan tir bénh nhan di img véi Fel d1 dugc 1§y
va st dung két hop véi protein dung hop Fel d1 tai t6 hgp F12H6GGC trong kit thir
nghiém su hoat hoé bach cau ua kiém cta phong thi nghiém Biithlmann (Flow Cast®, FK
CCR). Thtr nghiém nay x4c dinh mirc diéu hoa ting cta chit chi thi gy mat hat riéng
CD63 dbi v6i bach ciu va kiém CCR3+. Tém lai, trén 100pL dung dich dém kich thich
v6i 50pL mau toan phan duoc xtr Iy EDTA. Ngoai ra, cho thém 50uL dung dich pha
loang khac nhau chta Fel dl tu nhién hodc protein dung hop Fel dl tai t& hop
F12H6GGC vao. Cac dung dich dbi chimg duong bao gdm mAb khang FceRI ciing nhu
chét hoat hoa té bao khong dic hi¢u (fMLP) ciing dugc thit nghiém trong thir nghiém
nay. Cho thém chit nhudém (20pL/mAu), chira Ab khang CCR3 dugc danh dau d6i véi PE
va Ab khang CD63 dugc danh dau dbi véi FITC vao va u & nhiét do 37°C trong 25 phut.
Tiép theo, hdng cdu dugc lam tan bang cich cho thém dung dich dém phan gidi. Sau khi
1 10 phut, ly tdm cac mau & téc d6 500 x g trong 5 phit va rira bang dung dich dém rira
(PBS chita FCS 2%). Sau buéc ly tAm thir hai, tao hdn dich vién vén té bao trong 200pL
dung dich dém rira va thu dugc bang cach st dung may dém té bao dong chay (FACS
_ Calibur). Phén tich cdc mau bang chuong trinh phin mém Cell Quest Pro. Ty 1& phin

tram muc do biéu hién CD63 trén bach cau va kiém CCR3+ dugc phan tich.

Céc protein dung hop Fel d1 tai td hop duoc phét hién dé khoi mao qué trinh 1am
mét hat mot cach nhanh chéng cia bach ciu ua kiém tir bénh nhan di img v6i méo. Ngoai

ra, so v6i Fel d1 tu nhién, mac dd mét hat tuong tu dat dugc theo cach nay ching minh
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viéc xac thuc cia cac protein dung hop Fel d1 duoc tao ra bing phuong phép tai té hop.

(Fig.13A/Fig.13B).
Vidu 17
Ghép cap protein dung hgp Fel d1 v6i CMV-Ntt830 va CMV-VLP

Protein dung hop Fel d1 FI2H6GGC duge lién két cong hoa tri véi VLP cia
CMV-Ntt830 va CMV-Npadr bing céch sir dung gdc lién két chéo hoa hoc c¢6 hai chirc

khéc loai suxinimidyl-6-[(B-maleimidopropionamido) hexanoat] (SMPH) theo céch sau.

Céc hét twong tu virut CMV-Ntt830 va CMV-Npadr dugc bdo quan trong Na-
borat 5SmM, dung dich dém EDTA 2mM, d¢ pH=9,0, dugc trao dbi dung dich dém véi
Na-phosphat 20mM chira sucroza 30% va EDTA 2mM bang cach sir dung cot PD10 (GE
Healthcare). Dung dich chta VLP cia CMV-Npadr hodc CMV-Ntt830 dugc cho phan
Ung trong 60 phut & nhiét d¢ phong véi lwong mol du 7,5 1an cta gbe lién két chéo co hai

| chure khéc loai SMPH. SMPH khong phan ting dugc loai b bang cac cdt PD10 trong Na-
phosphat 20mM chita 30% sucroza va EDTA 2mM.

Protein dung hop Fel d1 F12H6GGC duoc xir 1y bing lwgng mol du 10 1an TCEP
(Thermo Fisher). Cac CMV-Ntt830 va CMV-Npadr-VLP da tao dan xuét duoc cho phan
g v6i luong mol du 1 1an hodc 2 1an cia protein dung hop Fel d1 F12H6GGC téi t6
hgp trong 3 gio & nhi¢t d 23°C. Phan tich phén tng ghép cap bang cach khir SDS-PAGE
(NuPAGE® 4-12% Bis-Tris gel) duge nhudm bang chat nhudm xanh Coomassie. Céc dai
protein c6 khbi lugng khoéhg 44.5kDa va 69kDa 14 rd rét sau phan ung tiép hop hod hoc
(sb lidu khong dugc thé hién trén hinh v&). Cac dii nay twong ng véi protein vé cia
CMV (24,5kDa) dugc lién két cong hod tri véi protein dung hop Fel d1 F12H6GGC
(20kDa) va hai phéan t protein vé cua CMV duoc lién két cong hoa tri v6i (49kDa) cua
mot protein dung hop Fel d1 FI2H6GGC 14n lugt thé hién su hinh thanh cta cac Fel d1-
VLP cua CMV.

Vidu 18
Dép tmg mién dich d6i véi Fel d1-VLP ctia CMV & chudt

Cac nhom gém ba chudt cai Balb/c dugc gay mién dich béng Fel d1-CMV-
Ntt830-VLP, duoc tao ra nhu duge mo ta trong Vi du 10 hodgc CMV-Ntt830-VLP duogc
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trdn don gian vé6i protein dung hop Fel d1 F12H6GGC. Ca hai ché phim chira cing
lugng protein dung hop Fel d1. 10pug ctia mdi ché phdm dugc tao ra trong PBS 150mM,
d6 pH=7,4 va dugc tiém vai thé tich 150uL qua dudng trong tinh mach vao ngay 0 va
ngay 14. LAy méu chudt vao cac ngay 0 (trude khi gdy mién dich), ngay 14 va ngay 21 va
phan tich huyét thanh bang phuong phap ELISA dbi v6i cac khéng thé IgG dac hiéu Fel
d1 tu nhién.

Phu c4c dia NUNC ELISA bing Fel d1 tu nhién (Indoor Biotechnologies) trong
PBS v6i ndng d6 lpug/mL qua dém & nhiét 46 4°C. Phong bé dia bang Superblock
(Invitrogen). Viéc pha lodng huyét thanh theo bac duoc thuc hién dé phat hién ODS50.
OD50 mb ta sb déo cua su pha lodng dat dugc mot nura tri s6 OD tbi da. Cac khang thé
IgG dac hidu ddi véi Fel d1 duoc phét hién bang khang thé IgG khang chudt duge ddnh
dau truc tiép dbi voi peroxidaza cia cay cai ngua (HRPO) (Jackson). Sy chuyén ho4 o-
phehylendiamin dihydroclorua (OPD) béi HRPO dugce xac dinh theo phan ing tao mau &
bude song 450nm, duge dimng bang cach bd sung axit sulfuric 5% (H,SO4) sau thoi gian
u 7 phut. |

Chi sau khi gdy mién dich don 1¢, cic khang thé IgG dic hiéu Fel d1 dugc phat |
hién & chudt (vao ngay 14). Su dap ung duoc ting cudong bing 14n tiém thir hai. Fel d1-
VLP cia CMV ting cuong dang ké su tao ra cac khang thé IgG déc hiéu Fel d1 so véi
céc ché pham hdn hop ching minh tac dung 1am gia mién dich cua thé tiép hop hoa hoc
cua cac protein dung hop Fel d1 véi VLP (Fig.14).

Vidu 19

Ghép cap IL-1pB cia nguoi véi CMV-Ntt830 va CMV-VLP

Protein hoan chinh IL-1f ctiia nguoi (SEQ ID NO.60) dugc lién két cong hoa tri |
v6i VLP cia CMV-Ntt830 va CMV-Npadr bang cach sir dung gbc lién két chéo hod hoc
c6 hai chirc khac loai suxinimidyl-6-[(B-maleimidopropionamido) hexanoat] (SMPH)
theo cach sau.

Hat twong tu virut cia CMV-Ntt830 va CMV-Npadr dugc bdo quan trong Na-
borat SmM, dung dich d¢m EDTA 2mM, d¢ pH=9,0, dugc trao dbi dung dich dém véi
Na-phosphat 20mM chta sucroza 30% va EDTA 2mM bang cach st dung c6t PD10 (GE
Healthcare) A chira VLP cia CMV-Npadr hoic CMV-Ntt830 dugc cho phan Ung trong
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60 phut & nhiét d6 phong v6i lwong mol du 7,5 1an cta gbe lién két chéo ¢6 hai chirc khac
loai SMPH. SMPH khéng phan tng duoc loai bé bang cot PD10 trong Na-phosphat
20mM chitra sucroza 30% va EDTA 2mM.

Xt 1y protein IL-1p biang lwong mol du TCEP 5 1in (Thermo Fisher). Cho céac
CMV-Ntt830 vA CMV-Npadr-VLP di tao din xudt phan tng vé6i luong mol du IL1p cia
ngudi 1 14n hodc 2 14n trong 3 gid & nhiét d6 23°C. Phan tich phan tng ghép cip bing
cach khir SDS-PAGE (NuPAGE® 4 - 12% Bis-Tris gel) duoc nhuém bing chét nhuom
xanh Coomassie. Cac dai protein c6 khéi lugng khoang 41,5kDa va 66kDa 13 rd rang sau
phan tng tiép hop hoa hoc (s lidu khong duge thé hién trén hinh v&). Cac dai nay tuong
mg v6i protein vo cia CMV (24,5kDa) duoc lién két cong hoa tri v6i protein ILIP
(17kDa) va hai phan ti protein v cia CMV (49kDa) 1an luot duoc lién két cong hod tri
tuong tmg v4i mot protein IL1B cho thiy su tao ra cac IL1B-VLP ciia CMV.

Vi du 20
Ghép cip IL-5 ctia cho véi CMV-Ntt830 va giy déap tmg mién dich -

IL-5 ctia ch6 (cIL-5) (SEQ ID NO.61) duoc cai bién dé chira Cys tu do dugc biéu
hién theo céach tuong tu nhu dugc mo ta d6i v6i IL-5 cta chudt trong tai liu: Zou Y, et
al., Vaccine 28 (2010) 3192-3200. Viéc ghép cip cta cIL-5 dugc cai bién véi VLP
CMV-Ntt830 dugc thuc hién nhu sau. Pé duogc ghép cap voi clL-5, trude ‘tién VLP
CMV-Ntt830 duoc tao din xuét v6i lwong du gép 30 14n gbe lién két hoa hoc 6 hai chirc
khac loai, suxinimidyl-6-(B-maleimidopropionamido)hexanoat (SMPH). SMPH khong
gan két dugc loai bd bang cach thim tach dwa vao PBS. cIL-5 duoc khir trong 1 gid bang
" lwong diang mol cua tri(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (TCEP) trong PBS (dd
pH=8,0). U cIL-5 da khir (80uM) trong 4 gio & nhiét do 22°C véi 40uM CMV-Ntt830
tao dan xudt SMPH. Hon hop phan Gng dugc thdm tach trong 12 gid dwa vao PBS, do
pH=28.0.

Gay mién dich cho ché bang cIL-5 duoc ghép cip véi VLP cia CMV-Nitt830

Céc nhém gdm bdn ché cai giao phdi xa duge gay mién dich bang VLP ctia CMV-
Ntt830 dugc ghép cip qua SMPH véi cIL-5 nhu d& md ta trén ddy. 50ug ché phdm duoc
pha loéing trong HEPES 20mM, NaCl 50mM, d6 pH=7,3 dén 500pL va tiém duéi da vao

ngay 0 va ngay 14. Ly méu cta cho vao cac ngay 0 (trude khi giy mién dich), ngay 14
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va ngay 21 va phan tich huyét thanh bang cach str dung ELISA dic hiéu cIL-5 va CMV-
Nitt830.

ELISA

Phu cac dia ELISA bang cIL-5 & ndng d6 10pug/mL hoic CMV-Ntt830 VLP &
ndng d6 2pug/mL. Phong bé cac dia va sau d6 1 v6i huyét thanh ciia chudt dugc pha lodng
theo bac. Cac khéng'thé gin két dugc phat hién bang IgG khang cho duoc danh du bang
enzym. D& lam ddi chung, huyét thanh trudc khi gdy mién dich cta chinh cic ché nay
cling duoc thir nghiém (cac sé liéu khong duogc thé hién trén hinh v&). Toan bd cac chd

déu tao ra dap ung IgG 3 rang va manh mé khang cIL-5 ciing nhu CMV-Nitt830.
Vidu 21
Ghép cip IL-4 ctia cho v6i CMV-Ntt830 va gy dap tng mién dich

IL-4 ciia cho (cIL-4) (SEQ ID NO.62) dugc cai bién dé chira Cys tur do dugc biéu
hién theo cach tuong tu nhu da mo ta dbi vai IL-5 cua chudt trong tai liéu: Zou Y, et al., ‘
Vaccine 28 (2010) 3192-3200. Viéc ghép cip cia cIL-4 cai bién véi VLP CMV-Nitt830
duoc thuc hién nhu sau. Dé duge ghép cap voéi clL-4, truge tién VLP cia CMV-Ntt830
dugc tao din xudt voi lugng du 30 l4n cia géc lién két chéo hoa hoc c6 hai chtc khac
Joai, suxinimidyl-6-(B-maleimidopropionamido)hexanoat (SMPH). SMPH khong gin két
duogc loai bd bang cach thdm tach ddi voi PBS. cIL-4 dugc khir trong 1 gior bang lugng
dhing mol cta tri(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (TCEP) trong PBS (4 pH=8,0).
clL-4 da khtr (80uM) duogc u trong 4 gio ¢ nhiét d6 22°C véi 40uM CMV—Ntt83O duoc
tao dan xuit SMPH. Tham tach hdn hop phan tng trong 12 gid dua vao PBS, do pH=8,0.

Gay mién dich cho ché bang cIL-4 dugc ghép cip v6i VLP ctia CMV-Ntt830

Céac nhém gdm Bén ché cai giaﬂo phéi xa duoc gdy mién dich bing VLP CMV-
Ntt830 duoc ghép cip qua SMPH véi cIL-4 nhu duge mé ta trén ddy. 50pg ché phim
duoc pha loang trong HEPES 20mM, NaCl 50mM, d6 pH=7,3 dén 500pL va tiém dudi
da vao ngdy 0 va ngay 14. Ly mau cia ché vio cac ngay 0 (true khi giy mién dich),
ngdy 14 va ngay 21 va phan tich huyét thanh bang cach st dung ELISA dic hiéu cIL-4 va
CMV-Ntt830.

ELISA
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Phu dia ELISA bang cIL-4 & ndng dd 10pg/mL hoic VLP CMV-Ntt830 & ndng do
2ug/mL. Phong bé dia va sau d6 0 voi huyét thanh ché dugc pha lodng theo bac. Cac
khang thé gin két dugc phat hién bang IgG khang ché duge ddnh diu bang enzym. Dé
1am d6i chtng, huyét thanh trudc khi gy mién dich ctia chinh cc ché ndy ciing dugc thi
nghiém (s liéu khéng dugc thé hién trén hinh v&). Toan bd cac chd déu tao ra dap tng

IgG rd rang va manh mé& d6i voi cIL-4 ciing nhu CMV-Nitt830.
Vi du 22 |
Ghép cap IL-13 ciia ché véi CMV-Ntt830 va gy dap ting mién dich

IL-13 ctia ché (cIL-13) (SEQ ID NO.63) duoc cai bién dé chira Cys tu do va duge
biéu hién theo cach tuong tu nhu da mo ta dbi vé6i IL-5 cua chudt trong tai liéu: Zou Y, et
al., Vaccine 28 (2010) 3192-3200. Viéc ghép cip cta IL-13 cai bién véi VLP CMV-
Ntt830 dugc thuc hién nhu sau. Pé dugc ghép cip véi cIL-13, trude tién VLP CMV-
Ntt830 dugc tao dan xuét véi lwgng du gip 30 1an gde lién két hoa hoc c6 hai chirc khéc
loai, suxinimidyl-6-(B-maleimidopropionamido)hexanoat (SMPH). SMPH khong gin két
duge loai bo bang cach thim tach dya vao PBS. cIL-13 d3 khir trong 1 gid bang luong
dang mol ciia tri(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (TCEP) trong PBS (d§ pH=8,0). U
cIL-13 d3 khtr (80pM) trong 4 givr & nhiét do 22°C vé6i 40uM CMV-Ntt830 dugc tao dan
xuat SMPH. Tham tach hdn hop phan tmg trong 12 gi&r dwa vao PBS, d6 pH=8,0.

G4y mién dich cho cho bang cIL-13 dugc ghép cip v6i VLP cia CMV-Ntt830

Céc nhém gdm bbn ché céi giao phdi xa duge gdy mién dich bang VLP CMV-
Nitt830 dugc ghép cap qua SMPH véi cIL-13 nhu duge mo ta trén day. 50pg ché phim
dugc pha lodng trong HEPES 20mM, NaCl 50mM, d6 pH=7,3 dén 500pL va tiém dudi
dai vao ngay 0 va ngay 113. L4y mau ctia ché vao cac ngay 0 (trude khi gy mién dich),
ngdy 14 va ngay 21 va phan tich huyét thanh bang cach st dung ELISA dic hiéu cIL-13
va CMV-Ntt830.

ELISA

Pha dfa ELISA béng cIL-13 & ndng d6 10pg/mL hoic CMV-Ntt830 VLP & ndng
do 2pg/mL. Phong bé dia va sau d6 0 bang huyét thanh ché duoc pha lodng theo bac. Cac
khang thé gin két duoc phat hién bang IgG khang ché dugc ddnh ddu bing enzym. Dé

-85-



35107

lam d6i chimg, huyét thanh trudc khi gy mién dich ciia chinh céc ché nay cling duge thir
nghiém (sé liéu khong dugc thé hién trén hinh v&). Toan bd cac ché déu tao ra dap Ung

IgG 16 rang va manh mé& khang cIL-13 cling nhu CMV-Ntt830.
Vidu23
Ghép cap IL-31 ciia ngudi véi CMV-Ntt830 va gy dép tng mién dich

IL-31 ctia ngudi (hIL-31) (SEQ ID NO.43) dugc cai bién dé chira Cys tu do va
duoc biéu hién theo cach twong tu nhu duge mf)l t4 dbi voi IL-5 ctia chudt trong tai lidu:
Zou Y, et al., Vaccine 28 (2010) 3192-3200. Viéc ghép cip ctia hIL-31 cai bién véi VLP
CMV-Nit830 duoc thuc hién nhu sau. Dé duoc ghép cip véi hIL-31, trude tién VLP
CMV-Ntt830 dugce tao din xuit voi lvong du gép 30 1an gde lién két chéo hoa hoc c6 hai
chitc khac loai, suxinimidyl-6-(B-maleimidopropionamido)hexanoat (SMPH). SMPH
khong gén két dugc loai bo bang cach thdm tach dwa vao PBS. hIL-31 di kht trong 1 gid
v6i luong dang mol ciia tri(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (TCEP) trong PBS (d9
pH=8,0). U hIL-31 d khir (80puM) trong 4 gio & nhiét dd 22°C véi 40uM CMV-Ntt830
duoc tao din xuit SMPH. Tham tach hdn hop phan ng trong 12 gid dua vao PBS, do
pH=8,0.

Gay mién dich cho chudt bang hIL-31 dugc ghép cip véi VLP cia CMV-Ntt830:
Céc nhom gdm bén chudt cai BALB/c duoc giy mién dich bang CMV-Ntt830 VLP dugc
ghép cdp qua SMPH véi IL-31 nhu duge mo trén day. 50ug ché phdm dugc pha lodng
trong HEPES 20mM, NaCl 50mM, d6 pH=7,3 dén 500pL va tiém dudi da vao ngay 0 va
ngay 113. Ly mau cia cho vao cic ngay 0 (trudce khi gdy mién dich), ngay 14 va ngay

21 va phan tich huyét thanh bang cach sit dung ELISA dic hi¢u hIL-31 vA CMV-Ntt830.
ELISA

Phi dia ELISA bdng hIL-31 & ndng d 10ug/mL hoic CMV-Ntt830 VLP & ndng
d6 2pg/mL. Phong bé dia va sau d6 G bang huyét thanh ciia chudt dugc pha lodng theo
béc. Phat hién cac khang thé gin két bang IgG khang chudt dugc danh du bang enzym.
Dé 1am ddi chung, huyét thanh trudc khi gy mién dich cta chinh cac chudt nay ciing
duogc thlt nghiém (céc s6 liu khéng duge thé hién trén hinh v&). Toan bd cac chudt déu

tao ra dap tmg IgG rd rang va manh mé& khang hIL-31 cling nhu CMV-Nitt830.
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YEU CAUBAO HQ
1. Hat tuong tu virut (virus-like particle-VLP) dugc cai bién cua virut thé kham gy bénh
& cdy dua chudt (cucumber mosaic virus-CMV), trong d6 hat tuong tu virut dugc cai bién
nay chira it nhat mét polypeptit CMV duogc cai bién, trong d6 polypeptit CMV dugc cai
bién nay chira -
(a) polypeptit CMV, va

(b) epitop té bao T hd trg; trong d6 epitop té bao T hd trg nay thay thé ving tan
cung N cua polypeptit CMV nay, trong dé vung tdn cung N cda polypeptit CMV nay
tuong ng véi céc axit amin 2-12 cda trinh tu SEQ ID NO.1; va

trong d6 polypeptit CMV nay chira
(1) trinh tu axit amin cda protein vé cia CMV; hodc

(i1) trinh tu axit amin dot bién, trong do trinh ty axit amin can dugc dot bién 1a
trinh ty axit amin cla protein vé cua CMV, va trong do6 trinh ty axit amin dot bién va
protein vo cia CMV nay c6 d6 tuong dong trinh ty it nhit bang 90%.

2. Hat twong tu virut duoc cai bién theo diém 1, trong d6 polypeptit CMV niy chira hodc
t6t hon néu cu thanh tur:

(a) trinh tu axit amin cua protein vo cia CMV, trong do6 trinh tu axit amin nay
chira hoic t6t hon néu cdu thanh tir SEQ ID NO.1, hoic

(b) trinh tu axit amin c6 d6 tuong ddng trinh tu it nhat bang 90% so véi SEQ ID
NO.1; va

trong d6 trinh ty axit amin nhu dugc xac dinh trong muc (a) hoic (b) cia diém nay
chtra SEQ ID NO.21; hoac

trong d6 trinh ty axit amin nhu dugc xac dinh trong muc (a) hodc (b) cua diém nay
chia ving trinh tu axit amin, trong dé ving trinh tur axit amin nay c6 d6 twong dong trinh
tu it nhit bang 90% so v6i SEQ ID NO.21.
3. Hat tuong tu virut dugc cai bién theo diém 1, trong do sévluo‘ng axit amin cta vung tan
cung N néu trén duoc thay thé béng hoc it hon sb lugng axit amin cua vung tdn cung N

nay dugc chira bdi epitop té bao T hd trg.
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4. Hat tuong tu virut duge céi bién theo diém 1, trong d6 epitop té bao T hd trg 13 epitop

té bao T hd tro toan phan.

5. Hat tuong tu virut dugc cai bién theo diém 1, trong d6 epitop té bao T hd tro ciu thanh
t6i da tir 20 axit amin.

6. Hat tuong tu virut dugc cai bién theo diém 1, trong d6 epitop t€ bao T hd tro ¢ trinh
tu PADRE.

7. Hat twong tu virut dugc cai bién theo diém 1, trong do epitop té bao T hd tro chira trinh

tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5.

8. Hat twong tu virut duoc cai bién theo diém 1, trong d6 epitop té bao T hd trg ¢6 ngudn

goc tir doc to udn van.

9. Hat twong tu virut dugc cai bién theo diém 1, trong d6 epitop té bao T hd trg chira trinh

tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4.

10. Hat tuong tu virut dugc cai bién theo diém 1, trong d6 polypeptit CMV nay chta
hodc t6t hon néu ciu thanh tir; trinh tu axit amin coa protein vé cia CMV, trong d6 trinh
tu axit amin nay chira (a) SEQ ID NO.1 hoic (b) trinh tir axit amin c¢6 d9 tvong dong
trinh tu it nhit bang 95% so v6i SEQ ID NO.1; va trong d6 trinh tu axit amin (a) hoic (b)
nay chra SEQ ID NO.21.

11. Hat twong tu virut duoc cai bién theo diém 1, trong d6 polypeptit CMV dugc cai bién
nay chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6.

12. Hat twong tu virut duoc cai bién theo diém 1, trong d6 polypeptit CMV dugc cai bién
nay chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7.

13. Hat tuong tu virut dugc céi bién theo diém 1, trong d6 epitop t& bao T hd trg duoc
chon tir trinh tr bét ky trong s céc trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5
va SEQ ID NO.26-SEQ ID NO.30.

14. Ché phdm chira:

(a) hat twong tu virut dugc cai bién theo diém bit ky trong sd cac diém tir 1 dén 13
va trong do6 hat tuong tu virut dugc cai bién nay chua it nhit mot vi trf lién két tha nhat;

va
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(b) it nhit mot khang nguyén, trong d6 khéng nguyén nay chira it nhét mot vi tri
lién két thir hai;

trong d6 céc thanh phan (a) va (b) duogc lién két théng qua it nhat mot vi tri lién
két thir nhat va it nhat mét vi tri lién két thir hai néu trén.
15. Ché phdm theo diém 14, trong d6 vi tri lién két thir nhat va vi tri lién két thir hai néu
trén duoc lién két bang it nhat mot lién két peptit cong hod tri.
16. Ché phdm theo didm 14, trong d6 vi tri lién két thir nhit va vi trf lién két thir hai néu
trén duogc lién két bang it nhit mot lién két cong hoa tri khong peptit.
17. Ché phdm theo diém 14, trong d6 ché phim nay con chira it nhat mot chét kich thich
mién dich, trong d6 chit kich thich mién dich nay dugc bao géi vao hat twong tu virut
duge cai bién, va trong do chét kich thich mién-dich nay 13 oligonucleotit chtta CpG
khong dugc metyl hoa.
18. Ché phim theo diém bét ky trong s cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén 1a khang nguyén khéi u, khang nguyén tu than, polypeptit ctia tac nhan giy
bénh, di nguyén hodc hapten.
19. Ché phim theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén la IL-17.
20. Ché phim theo diém bét k¥ trong sé cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khéng nguyén
nay chira SEQ ID NO.42.
21. Ché pham theo diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén la IL-5.
22. Ché pham theo diém ‘bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
nay chra SEQ ID NO.41.
23. Ché phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén la TNFa.
24. Ché phim theo diém bét ky trong s cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén'

néu trén la IL-1a.

25. Ché phim theo diém bét ky trong sd cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
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néu trén 1a IL-13.

26. Ché phim theo diém bit ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
nay chita SEQ ID NO.46.

27. Ché phim theo diém bit ky trong sb cc diém tir 14 dén 17, trong do6 khéng nguyén
néu trén la peptit co ngu?)n_ gbe tir AB-1-42.

28. Ché pham theo diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén

néu trén 1a IgE hodc peptit hodc ving duqé chtra trong IgE.

29. Ché pham theo diém bat ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén

néu trén 1a a-synuclein hodc peptit c6 ngudn goc tir a-synuclein.

30. Ché pham theo diém bét ky trong sd cac diém tir 14 d&én 17, trong d6 peptit nay-céu
thanh tir 6 dén 14 axit amin, va trong d6 khang nguyén nay la peptit c6 ngudn gde tir a-
synuclein duoc chon tir trinh tu bit ky trong sb cac trinh tu SEQ D NO.32, SEQ ID
NO.33 va SEQ ID NO.34.

31. Ché phim theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén 1a IL-4.

32. Ché pham theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
nay chtta SEQ ID NO.45.

33. Ché pham theo diém bt ky trong s6'cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén 1a GnRH.

34. Ché pham theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén 13 eotaxin.

35. Ché pham theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén 1a viing ngoai bao cta protein M2 ctia virut cim A hodc manh khang nguyén cua
no. |

36. Ché pham theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén 1a IL-31.

37. Ché pham theo diém bat ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
nay chtra SEQ ID NO.43 hodc SEQ ID NO.44.
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38. Ché pham theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khéng nguyén

néu trén c¢6 nguon tr Plasmodium falciparum hodc Plasmodium Vivax.

39. Ché phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén cé ngudn tir virut hop bao dudng ho hip (RSV).

40. Ché pham theo diém bat ky trong sévcéc diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén la di nguyén Fel d1 ctia méo hoic Fel d1 tai tb hop (rFel d1.

41. Ché phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong dé khang nguyén
néu trén 1a Fel d1 tai td hop (rFel d1).

42. Ché phim theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén chira SEQ ID NO.17 hodc SEQ ID NO.18.

43. Ché pham theo diém bat ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khang nguyén
néu trén chra SEQ ID NO.18. '

44. Ché pham theo diém bat ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khéng nguyén

néu trén 1a di nguyén Can f1 hodc Can 2 cda cho.

45. Ché pham theo diém bat ky trong sb cac diém tir 14 dén 17, trong do khang nguyén

néu trén 13 peptit lién quan dén gen calcitonin (CGRP).

46. Ché pham theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17, trong d6 khéng nguyén

‘néu trén 13 amylin.
47. Duoc phim chua:

(a) hat twong tu virut dugc cai bién theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén

13, hodc ché phém theo diém bat ky trong sb cac diém tr 14 dén 46; va

(b) chat mang, chét pha lodng va/hoic t4 duoc duge dung.
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ClV-Npadr + Fel d1 tron
CMV-Nit830 + Fel d1 tron
CRV-Nit830-Fel d1 ghép cap
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Thai gian sau khi gdy mién dich (ngay)

Fig.1
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DANH MUC TRINH TU

<110> SAIBA GMBH

<120> HAT TUONG TU VIRUT PUQC CAI BIEN CUA VIRUT THE KHAM GAY BENH O CAY DUA CHUQT VA CHE PHAM
CHUA HAT NAY

<130> P3295PC00

<150> EP14189897.3

<151> 2014-10-22

<150> EP15184192.1

<151> 2015-09-08

<160> 65 )
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 218
<212> PRT . X
<213> Virut th& kham gay bénh & cdy dua chudt
<400> 1
Met Asp Lys Ser Glu Ser Thr Ser Ala Gly Arg Ser Arg Arg Arg Arg
1 5 10 15
Pro Arg Arg Gly Ser Arg Ser Ala Pro Ser Ser Ala Asp Ala Asn Phe
20 25 30
Arg Val Leu Ser Gln Gln Leu Ser Arg Leu Asn Lys Thr Leu Ala Ala
35 40 45
Gly Arg Pro Thr Ile Asn His Pro Thr Phe Val Gly Ser Glu Arg Cys
50 55 60
Lys Pro Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ile Thr Leu Lys Pro Pro Lys Ile
65 70 75 80
Asp Arg Gly Ser Tyr Tyr Gly Lys Arg Leu Leu Leu Pro Asp Ser Val
85 90 95
Thr Glu Tyr Asp Lys Lys Leu Val Ser Arg Ile Gln Ile Arg Val Asn
100 105 110
Pro Leu Pro Lys Phe Asp Ser Thr Val Trp Val Thr Val Arg Lys Val
115 120 125
Pro Ala Ser Ser Asp Leu Ser Val Ala Ala Ile Ser Ala Met Phe Ala
130 135 140
Asp Gly Ala Ser Pro Val Leu Val Tyr Gln Tyr Ala Ala Ser Gly Val
145 150 155 160
Gln Ala Asn Asn Lys Leu Leu Tyr Asp Leu Ser Ala Met Arg Ala Asp
165 170 175
Ile Gly Asp Met Arg Lys Tyr Ala Val Leu Val Tyr Ser Lys Asp Asp
180 185 190
Ala Leu Glu Thr Asp Glu Leu Val Leu His Val Asp Val Glu His Gln
195 200 205
Arg Ile Pro Thr Ser Gly Val Leu Pro Val
210 215
<210> 2
<211> 217
<212> PRT
<213> Virut thé kham gady bénh & cay dua chudt
<400> 2
Asp Lys Ser Glu Ser Thr Ser Ala Gly Arg Asn Arg Arg Arg Arg Pro
1 5 10 15
Arg Arg Gly Ser Arg Ser Ala Ser Ser Ser Ala Asp Ala Asn Phe Arg
20 25 30
Val Leu Ser Gln Gln Leu Ser Arg Leu Asn Lys Thr Leu Ala Ala Gly
35 40 45
Arg Pro Thr Ile Asn His Pro Thr Phe Val Gly Ser Glu Arg Cys Lys
50 55 . 60
Pro Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Ile Thr Leu Lys Pro Pro Lys Ile Asp
65 70 75 80
Arg Gly Ser Tyr Tyr Gly Lys Arg Leu Leu Leu Prd Asp Ser Val Thr
85 90 95
Glu Phe Asp Lys Lys Leu Val Ser Arg Ile Gln Ile Arg Val Asn Pro
100 105 110
Leu Pro Lys Phe Asp Ser Thr Val Trp Val Thr Val Arg Lys Val Pro
115 120 125
Ala Ser Ser Asp Leu Ser Val Ala Ala Ile Ser Ala Met Phe Ala Asp
130 135 140
Gly Ala Ser Pro Val Leu Val Tyr Gln Tyr Ala Ala Ser Gly Val Gln
145 150 155 160
Ala Asn Asn Lys Leu Leu Tyr Asp Leu Ser Ala Met Arg Ala Asp Ile
165 170 175
Gly Asp Met Arg Lys Tyr Ala Val Leu Val Tyr Ser Lys Asp Asp Ala
180 185 190
Leu Glu Thr Asp Glu Leu Val Leu His Val Asp Ile Glu His Gln Arg
195 200 205
Ile Pro Thr Ser Gly Val Leu Pro Val
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210

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met
1
Arg
Arg
Gly
Lys
65
Glu
Thr
Pro
Pro
Asp
145
Gln
Ile

Lys

Arg

Asp
Pro
Ala
Arg
50

Pro
Lys
Asp
Leu
Ser
130
Gly
Ala
Gly

Leu

Ile
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ala Lys Phe Val Ala Ala Trp Thr Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>"
<400>

Met
1
Arg
Asp
Thr
Ser
65
Pro
Pro

Ile

Val

Gly
Arg
Ala
Leu
50

Glu
Pro
Asp

Arg

Arg
130

3
2
P

18
RT

215

35107

Virut thé kham gay bénh & cay dua chudt

3

4
1

Lys
Arg
Leu
35

Pro
Gly
Gly
Tyr
Pro
115
Ser
Asn
Asn
Asp
Glu

195
Pro

4

PRT
Trinh ty nhdn tao

Ser
Arg
20

Thr
Thr
Tyr
Ser
Asp
100
Lys
Ser
Ser
Asn
Met
180

Glu

Ile

Glu Ser Pro

5
Gly

Gln
Leu
Thr
Tyr
85

Lys
Phe
Asp
Pro
Lys
165
Arg

Asp

Ser

Ser
Gln
Asn
Phe
70

Phe
Lys
Asp
Leu
Val
150
Leu
Lys

Glu

Arg

Arg
Met
His
55

Thr
Gly
Leu
Ser
Ser
135
Leu
Leu
Tyr
Ile

Met
215

Asn
Ser
Leu
40

Pro
Ser
Arg
Val
Thr
120
Val
Val
Tyr
Ala
Val

200
Leu

Ala
Ala
25

Lys

Thr

Ile

Arg
Ser
105
Val
Ala
Tyr
Asp
Val
185

Leu

Pro

Ser
10

Ser
Leu
Phe
Thr
Leu
90

Arg
Trp
Thr
Gln
Leu
170
Leu
His

Thr

Epitop ctia déc tb6 ubn van tt830

4

5
1

3

PRT
Trinh ty nhan tao

PADRE

5

6
2

22

PRT
Trinh ty nhan tao

5

5

CMV-Ntt830

6

Gln
Arg
Asn
35

Ala
Arg
Lys
Ser
Val

115
Lys

Tyr
Arg
20

Phe
Ala
Cys
Ile
Val
100

Asn

Val

Ile
5
Pro
Arg
Gly
Lys
Asp
85
Thr

Pro

Pro

Lys
Arg
Val
Arg
Pro
70

Arg
Glu

Leu

Ala

Ala
Arg
Leu
Pro
55

Gly
Gly
Tyr
Pro

Ser
135

Asn
Gly
Ser
40

Thr
Tyr
Ser
Asp
Lys

120
Ser

Ser
Ser
25

Gln
Ile
Thr
Tyr
Lys
105
Phe

Asp

10

Arg
Gly
Asn
Val
Leu
75-

Ser
Ile
Val
Ile
Tyr
155
Ser

Val

Val

Thr Ser
Ala Asp

Lys Thr
45

Gly Ser

60

Lys Pro

Leu Pro
Gln Ile
Thr Val
125
Ser Ala
140
Thr Ala
Glu Met

Tyr Ser

Asp Val
205

Lys Ala Ala Ala

10

Lys
10

Arg
Gln
Asn
Phe
Tyr
90

Lys

Asp

Leu

Phe
Ser
Leu
His
Thr
75

Gly
Leu

Ser

Ser

Ile Gly
Ala Pro

Ser Arg
45

Pro Thr

60

Ser Ile

Lys Arg
Val Ser
Thr Val

125

Val Ala
140

-107-

Arg
Ala
30

Leu
Ala
Pro
Asp
Arg
110
Arg
Met
Ser
Arg
Lys

190
Glu

Ile
Ser
30

Leu
Phe
Thr
Leu
Arg
110
Trp

Ala

Arg
15

Gly
Ala
Ser
Glu
Ser
95

Ile
Lys
Phe
Gly
Ala
175

Asp

His

Thr
15

Ser
Asn
Val
Leu
Leu
95

Ile

Val

Ile

Arg
Leu
Ile
Cys
Ile
80

Val
Asn
Val
Gly
Val
160
Asp

Asp

Gln

Glu
Ala
Lys
Gly
Lys
80

Leu
Gln

Thr

Ser
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Ala Met Phe Ala Asp Gly Ala Ser Pro Val Leu Val Tyr Gln Tyr Ala
145 150 155 160
Ala Ser Gly Val Gln Ala Asn Asn Lys Leu Leu Tyr Asp Leu Ser Ala
165 170 175
Met Arg Ala Asp Ile Gly Asp Met Arg Lys Tyr Ala Val Leu Val Tyr
180 185 190
Ser Lys Asp Asp Ala Leu Glu Thr Asp Glu Leu Val Leu His Val Asp
195 200 205
Val Glu His Gln Arg Ile Pro Thr Ser Gly Val Leu Pro Val
210 215 220
<210> 7
<211l> 220.
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> CMV-Npadr
<400> 7
Met Ala Lys Phe Val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Ala Ala Ala Arg Arg
1 5 10 15
Arg Arg Pro Arg Arg Gly Ser Arg Ser Ala Pro Ser Ser Ala Asp Ala
20 25 30
Asn Phe Arg Val Leu Ser Gln Gln Leu Ser Arg Leu Asn Lys Thr Leu
35 40 45
Ala Ala Gly Arg Pro Thr Ile Asn His Pro Thr Phe Val Gly Ser Glu
50 55 60
Arg Cys Lys Pro Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ile Thr Leu Lys Pro Pro
65 70 75 80
Lys Ile Asp Arg Gly Ser Tyr Tyr Gly Lys Arg Leu Leu Leu Pro Asp
. 85 90 95
Ser Val Thr Glu Tyr Asp Lys Lys Leu Val Ser Arg Ile Gln Ile Arg
) 100 105 110
Val Asn Pro Leu Pro Lys Phe Asp Ser Thr Val Trp Val Thr Val Arg
115 120 125
Lys Val Pro Ala Ser Ser Asp Leu Ser Val Ala Ala Ile Ser Ala Met
130 135 140
Phe Ala Asp Gly Ala Ser Pro Val Leu Val Tyr Gln Tyr Ala Ala Ser
145 150 155 160
Gly Val Gln Ala Asn Asn Lys Leu Leu Tyr Asp Leu Ser Ala Met Arg
165 170 175
Ala Asp Ile Gly Asp Met Arg Lys Tyr Ala Val Leu Val Tyr Ser Lys
180 185 190
Asp Asp Ala Leu Glu Thr Asp Glu Leu Val Leu His Val Asp Val Glu
195 200 205
His Gln Arg Ile Pro Thr Ser Gly Val Leu Pro Val
210 215 220
<210> 8
<211> 34
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> ©Poan mdi CMcpF

<400> 8

caccatggac aaatctgaat caaccagtgc tggt 34
<210> 9

<211> 37

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> ©Poan mdi CMcpR

<400> 9

caaagcttat caaactggga gcaccccaga tgtggga 37
<210> 10

<211> 660

<212> ADN

<213> Virut th& khadm gay bénh & cay dua chudt

<400> 10

atggacaaat ctgaatcaac cagtgctggt cgtagccgtc gacgtcgtcc gcgtcgtggt 60
tccecgectceceg cccectecte cgeggatget aactttagag tcttgtcgeca gcagetttceg 120
cgacttaata agacgttagc agctggtcgt ccaactatta accacccaac ctttgtaggg 180
agtgaacgct gtaaacctgg gtacacgttc acatctatca ccctaaagéc accaaaaata 240
gaccgtgggt cttattatgg taaaaggttg ttattacctg attcagtcac ggaatatgat 300
aagaaacttg tttcgcgcat tcaaattcga gttaatcctt tgccgaaatt tgattcaacc 360
gtgtgggtga cagtccgtaa agttcctgcc tcttcggact tatccgttgce cgccatttcect 420
gctatgtttg cggacggagc ctcaccggta ctggtttatc agtacgctgc atctggagtc 480
caagctaaca acaaactgtt gtatgatctt tcggcgatgc gcgctgatat aggcgacatg 540
agaaagtacg ccgtcctcgt gtattcaaaa gacgatgcac tcgagacaga cgagttagta 600
cttcatgttg acgtcgagca ccaacgtatt cccacatctg gggtgctccc agtttgataa 660
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<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Poan mdi pET-220

<400> 11

agcaccgccg ccgcaaggaa 20
<210> 12

<211l> 52

<212> ADN -
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> ©Doan mdi CMV-tt83-1R

<400> 12

atttggagtt ggccttaata tactggccca tggtatatct ccttcttaaa gt ) 52
<210> 13 :
<211> 52

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>

<223> DPoan mdi CMV-tt83Sal-R2

<400> 13

gacgtcgacg ctcggtaatc ccgataaatt tggagttggc cttaatatac tg 52
<210> 14

<211l> 672

<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao

<220> .

<223> ADN bd sung m3 hdéa CMV-Ntt830

<400> 14 .

atgggccagt atattaaggc caactccaaa tttatcggga ttaccgagcg tcgacgtcegt 60
ccgegtegtg gttccecgete cgeccecctee tccgecggatg ctaactttag agtcttgteg 120
cagcagcttt cgcgacttaa taagacgtta gcagctggtc gtccaactat taaccaccca 180
acctttgtag ggagtgaacg ctgtaaacct gggtacacgt tcacatctat caccctaaag 240
ccaccaaaaa tagaccgtgg gtcttattat ggtaaaaggt tgttattacc tgattcagtc 300
acggaatatg ataagaaact tgtttcgcgc attcaaattc gagttaatcc tttgccgaaa 360
tttgattcaa ccgtgtgggt gacagtccgt aaagttcctg cctcttcgga cttatccgtt 420
gccgccattt ctgctatgtt tgcggacgga gcctcaccgg tactggttta tcagtacget 480
gcatctggag tccaagctaa caacaaactg ttgtatgatc tttcggcgat gcgcgctgat 540
ataggcgaca tgagaaagta cgccgtcctc gtgtattcaa aagacgatgc actcgagaca 600
gacgagttag tacttcatgt tgacgtcgag caccaacgta ttcccacatc tggggtgctc 660
ccagtttgat aa 672
<210> 15

<211> 55

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

'<223> Poan mdi CMV-padrSal-R

<400> 15

gacgtcgacg cgcggccgec ttgagggtcc acgcggccac aaatttcgcc atggt 55
<210> 16

<211l> 666

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> ADN bd sung m3d héa CMV-Npadr

<400> 16

atggcgaaat ttgtggccgce gtggaccctc aaggcggccg cgcgtcgacg tcgtccgegt 60
- cgtggttcce gctccecgeccce cteccteccgeg gatgctaact ttagagtctt gtcgcagcag 120
ctttcgcgac ttaataagac gttagcagct ggtcgtccaa ctattaacca cccaaccttt 180
gtagggagtg aacgctgtaa acctgggtac acgttcacat ctatcaccct aaagccacca 240
aaaatagacc gtgggtctta ttatggtaaa aggttgttat tacctgattc agtcacggaa 300
tatgataaga aacttgtttc gcgcattcaa attcgagtta atcctttgcc gaaatttgat 360
tcaaccgtgt gggtgacagt ccgtaaagtt cctgcctctt cggacttatc cgttgccgec 420
atttctgcta tgtttgcgga cggagcctca ccggtactgg tttatcagta cgctgcatct 480
ggagtccaag ctaacaacaa actgttgtat gatctttcgg cgatgcgcgc tgatataggce 540
gacatgagaa agtacgccgt cctcgtgtat tcaaaagacg atgcactcga gacagacgag 600
ttagtacttc atgttgacgt cgagcaccaa cgtattccca catctggggt gctcccagtt 660
tgataa 666
<210> 17

<211> 176

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> rFel-2-G3-1

<400> 17
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Val
1
Val
Asn
Tyr
Thr
65
Thr
Ser
Ala
Tyr
Asn

145
Asp

Lys
Ala
Ala
Val
50

Thr
Val
Gly
Val
Val
130

Ala

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Cys Glu Ile Cys

1
Gly

Pro
Lys
Ile
65

Gly
Val
Leu
Ile
Gly

145
Ala

Thr
Val
Met
50

Tyr
Gly
Phe
Thr
Gln
130

Leu

Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Lys Asn Glu Glu Gly Ala Pro Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ala Ala Ile

1
Asp

Gly
Thr

Ser
65

Phe
Ala
Ser

50
Val

Met
Asn
Thr
35

Glu
Ile
Glu
Gly
Lys
115
Glu

Arg

Glu

18
176
PRT
Trinh tu

Pro
Val
35

Thr
Thr
Gly
Phe
Lys
115
Asp

Val

Gln

19
10
PRT
Trinh tu

20

139
PRT
Trinh tu nhan tao

Leu
Lys
35

Pro

Ile

Ala
Gly
20

Glu
Asn
Ser
Asp
Gly
100
Arg
Gln

Ile

Asn

Asp
20

Leu
Glu
Ser
Ser
Ala
100
Val
Cys

Met

Asn

Ile
Gln

20
Val

Trp

Trp

Glu Thr
Asn Glu
Pro Glu
Gly Leu
Ser Ser
70
Leu Lys
85
Gly Ser
Asp Val
Val Ala
Leu Lys
150

Ala Leu
165

Cys
Leu
Arg
Ile
55

Lys
Leu
Gly
Asp
Gln
135

Asn

Ser

nhén tao

rFel-1-G3-2
18

Pro Ala
5
Glu Tyr

Glu Asn
Glu Asp

Pro Gly
70

Val Lys

85

Val Ala

Asn Ala
Tyr Val
Thr Thr

150

Thr Val
165

Val
Val
Ala
Lys
55

Gly
Met
Asn
Thr
Glu
135

Ile

Glu

nhén tao

5

Pro Gln
5

Asn Val
Ser Ser

Thr Leu

Glu Ala
70

Ser
Lys
Arg
His

55
Gln

Pro
Leu
Thr
40

Ser
Asp
Asn
Gly
Leu
120
Tyr

Cys

vVal

Lys
Glu
Arg
40

Glu
Gly
Ala
Gly
Glu
120
Asn

Ser

Asp

Peptit alpha-synuclein -
19

Protein IL17A cua chudt
20

Ser
Val
Arg
40

Arg

Cys

Ile
Leu
25

Ala
Arg
Cys
Thr
Gly
105
Phe
Lys

Val

Leu

Arg
Gln
25

Ile
Asn
Gly
Glu
Asn
105
Pro
Gly

Ser

Leu

GGC

Gly

Ala
Asn
25

Pro

Asn

Arg

Phe
10

Asp
Met
Val
Met
Leu
90

Gly
Leu
Ala

Asp

Asp
170

Asp
10

Val
Leu
Ala
Ser
Thr
90

Glu

Glu

Leu

Ser

Lys
170

Cys
10

Cys
10

Leu
Ser

Glu

His

Tyr
Leu
Lys
Leu
Gly
75

Gly
Ser
Thr
Leu
Ala

155
Lys

Val
Aia
Lys
Leu
Gly
75

Cys
Leu
Arg
Ile
Lys

155
Leu

Pro
Lys
Asp
Asp

Gln
75

35107

Asp
Ser
Lys
Asp
60

Glu
Arg
Cys
Gly
Pro
140

Lys

Ile

Asp
Gln
Asn
Ser
60

Gly
Pro
Leu
Thr
Ser
140

Asp

Asn

Asn
Val
Tyr
Pro

60
Arg

Val
Leu
Ile
45

Gly
Ala
Gly
Glu
Thr
125
Val

Met

Tyr

Leu
Tyr
Cys
45

Val
Gly
Ile
Leu
Ala
125
Arg

Cys

Thr

Thr
Phe
Leu
45

Asp

Cys

-110-

Phe
Thr
30

Gln
Leu
Val
Gly
Ile
110
Pro
Val

Thr

Thr

Phe
Lys
30

Val
Leu
Gly
Phe
Asp
110
Met
Val

Met

Leu

Glu
Asn
30

Asn

Arg

Val

Phe
15

Lys
Asp
Val
Gln
Gly
95

Cys
Asp
Leu

Glu

Ser
175

Leu
15

Ala
Asp
Asp
Ser
Tyr
95

Leu
Lys
Leu

Gly

Gly
175

Ala
15

Ser
Arg
Tyr

Asn

Ala
Val
Cys
Met
Asn
80

Gly
Pro
Glu
Glu
Glu

160
Pro

Thr
Leu
Ala
Lys
Gly
80

Asp
Ser
Lys
Asp
Glu

160
Arg

Lys.
Leu
Ser
Pro

Ala

80
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Glu Gly Lys Leu Asp His His Met Asn Ser Val Leu Ile Gln Gln Glu

85 90 95
Ile Leu Val Leu Lys Arg Glu Pro Glu Ser Cys Pro Phe Thr Phe Arg
100 105 110
Val Glu Lys Met Leu Val Gly Val Gly Cys Thr Cys Val Ala Ser Ile
115 120 125
Val Arg Gln Ala Ala Gly Gly Gly Gly Gly Cys
© 130 135
<210> 21
<211> 27

<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao

<220> )
<223> Axit amin 2-27 cua SEQ ID NO.1
<400> 21
Asp Lys Ser Glu Ser Thr Ser Ala Gly Arg Ser Arg Arg Arg Arg Pro
1 5 10 15
Arg Arg Gly Ser Arg Ser Ala Pro Ser Ser Ala
20 25
<210> 22
<211> 11

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220> -

<223> Peptit alpha-synuclein - GGC

<400> 22

Met Asp Val Phe Met Lys Gly Leu Gly Gly Cys
1 5 10
<210> 23

<211> 132

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> m-IL-5

<400> 23

Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Thr Gln Leu

1 5 10 15

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro
20 25 30

Val Pro Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln

35 40 45
Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asn Gln Thr Val Arg Gly Gly Thr Val Glu
50 55 60

Met Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln

65 70 75 80

Lys Glu Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp
: 85 90 ‘95

Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Ser Thr Glu Trp Ala Met Glu
100 ios 110

Gly Leu Glu Pro Lys Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Gly Gly Ala Pro

115 120 125
Gly Gly Cys Gly
130

<210> 24

<211> 24

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> Peptit M2 cua virut cum

<400> 24 :

Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp Gly Cys

1 5 10 15

Arg Cys Asn Asp Ser Ser Asp Gly
20

<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Abl-6-GGC

<400> 25

Asp Ala Gly Phe Arg His Gly Gly Cys

1 5

<210> 26

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<223> HA 307-319
<400> 26
Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr
1 5 10
<210> 27
<211> 20
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> HBVnc 50-609.
<400> 27
Pro His His Thr Ala Leu Arg Gln Ala Ile Leu Cys Trp Gly Glu Leu
1. 5 10 15
Met Thr Leu Ala
20
<210> 28
<211> 21
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> (CS 378-398
<400> 28
Asp Ile Glu Lys Lys Ile Ala Lys Met Glu Lys Ala Ser Ser Val Phe
1 5 10 15
Asn Val Val Asn Ser
20
<210> 29
<211> 16

<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> MT 17-31

<400> 29

Tyr Ser Gly Pro Leu Lys Ala Glu Ile Ala Gln Arg Leu Glu Asp Val
1 5 10 15
<210> 30

<211> 21

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tt 947-967
<400> 30
Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser
1 5 10 15
Ala Ser His Leu Glu
20
<210> 31
<211> 10
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> CpG xudi nguoc gidng nhau
<400> 31
gacgatcgtc
<210> 32
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Peptit alpha-synuclein
<400> 32
Met Asp Val Phe Met Lys Gly Leu
1 5
<210> 33
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Peptit alpha-synuclein
<400> 33
Lys Asn Glu Glu Gly Ala Pro
1 5
<210> 34
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

-112-

10



<220>
<223>
<400>

Peptit alpha-synuclein

34

Glu Gly Tyr Gln Asp Tyr Glu Pro Glu Ala

1

5

10

35107

Trinh tu danh diu His céng véi gbc lién két

Leu Glu His His His His His His Gly Gly Cys

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>

<223>

<400> 35

1 5 .
<210> 36

<211> 30

<212> ADN

<213>
<220>
<223>
<400>

Trinh ty nhan tao

Oligonucleotit Cp
36

G

9999999999 gacgatcgtc gggggggggg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Glu Ile
1

Thr Pro

Val Val

Met Thr
50
Tyr Thr
65
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Val Lys
1
Val Ala

Asn Ala

Tyr Val
50

Thr Thr

65

Thr Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Val Lys
1

Val Ala

Asn Ala

Tyr Val
50

Ile Ala

65

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Val Lys

37

70

PRT

Felis domesticus
37

Cys Pro Ala Val

5
Asp Glu Tyr Val
20

Leu Glu Asn Ala
35

Glu Glu Asp Lys
Ser Pro Leu Cys

70

38

92

PRT

Felis domesticus
38
Met Ala Glu Thr
5
Asn Gly Asn Glu
20
Thr Glu Pro Glu
35

Glu Asn Gly Leu
Ile Ser Ser Ser
70
Glu Asp Leu Lys
85

39

90
PRT
Felis domesticus
39

Met Ala Glu Thr
5
Asn Gly Asn Glu
20
Thr Glu Pro Glu
35
Glu Asn Gly Leu

Ile Asn Glu Tyr
70
Leu Lys Leu Asn
85

40

78

PRT

Felis domesticus
40

Met Ala Glu Thr

Lys
Glu
Arg

Glu
55

Cys
Leu
Arg
Ile
55

Lys

Leu

Cys
Leu
Arg
Ile
55

Cys

Thr

Cys

Arg
Gln
Ile

40
Asn

Pro
Leu
Thr
40

Ser

Asp

Asn

Pro
Leu
Thr
40

Ser

Met

Leu

Pro

Asp
Val
25

Leu

Ala

Ile
Leu
25

Ala
Arg
Cys

Thr

Ile
Leu
25

Ala
Arg

Gly

Gly

Ile

10

Val
10

Ala
Lys

Leu

Phe
10

Asp
Met
Val

Met

Leu
90

Phe
10°

Asp
Met
Val

Glu

Arg
90

Phe

Asp Leu
Gln Tyr
Asn Cys

Ser Leu
60

Tyr Asp
Leu Ser
Lys Lys
Leu Asp
60
Gly Glu

75
Gly Arg

Tyr Asp
Leu Ser
Lys Lys
Leu Asp
60

Ala Val
75

Phe
Lys
Val

45
Leu

Val
Leu
Ile
45

Gly

Ala

Val
Leu
Ile
45

Gly

Gln

Leu
Ala
30

Asp

Asp

Phe
Thr
30

Gln

Leu

Val

Phe
Thr
30

Gln

Leu

Asn

Thr
15
Leu

Ala

Lys

Phe
15

Lys
Asp
Val

Gln

Phe
15

Lys
Asp
Val

Thr

Tyr Asp Val Phe Phe

-113-

Gly
Pro
Lys

Ile

Ala
Val
Cys
Met

Asn
80

Ala
Val
Cys
Met

Val
80

Ala



1
Val Ala

Asn Ala

Tyr Val
50
Pro Ser
65
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ile Pro
1
Leu Leu

Ile Pro

Phe Gln
50

Val Glu

65

Gly Gln

Leu Asp
Ile Glu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gly Ile
1

Asn Phe

Asn

Thr
35
Glu

Thr

41
115
PRT
Homo
41
Thr

Ser

Val
35
Gly

Arg
Lys
Tyr

Ser

115
42
132
PRT
Homo
42

Thr

Pro

Thr Asn Thr

Ser Pro

50
Val Ile
65

35
Trp

Trp

Gly Asn Val

Leu Val
Glu Lys

His His
130
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ser His
1
Lys Ile

Val Glu

Cys Leu
50

Ile Arg

65

Ile Asp

Pro Glu
Phe Ile
Leu Lys

130
<210>

Leu

Ile
115
Val

43
141
PRT
Homo
43
Thr

Val
Glu
35

Ser
Ala
Glu
Thr
Leu
115

Ser

44

Gly
20
Glu

Asn

Asn

Asn
Pro
Gly

Ile

sapiens

Glu
Thr
20

Pro
Ile
Leu

Lys

Leu
100

Ile
5

His
Val
Gly
Phe
Lys

85
Gln

sapiens

Ile
Arg
20

Asn
Asn
Glu
Asp
Arg
100

Leu

Ala

Pro
5

Thr
Pro
Leu

Ala

Tyr
85

Arg-

Val

sapiens

Leu

Glu
20
Glu

Pro
Tyr
Ile
Asn
100
Thr

Leu

Pro
5
Glu
Lys
Asp
Leu
Ile
85
Ile
Ile

Thr

Glu
Glu
Leu

Ala
70

Pro
Arg
His
Thr
Lys
70

Cys

Glu

Arg
Val
Lys
His
Lys
70

His
Glu

Ser

Val
Leu
Gly
Ala
Lys
70

Glu
Ser

Ser

Ser

Leu
Arg

Ile
55

Trp

Thr
Thr
Lys
Leu
55

Asn

Gly

Phe

Asn
Met

Arg

Arg

55
Cys

Met
Pro

Val

Arg
Gln
Val
Gln
55

Thr
His
Val

Gln

Gly
135

Leu
Thr
40

Ser

Val

Ser

Leu
Asn
40

Glu
Leu

Glu

Leu

Pro
Val
Ser
40

Asn
Arg
Asn

Pro

Gly

1120

Leu
Ser
Leu
40

Pro
Ile
Leu
Pro
Gln

120
Ala

Leu
25

Ala
Arg

Lys

Ala
Leu
25

His
Ser
Ser

Glu

Gly
105

Gly
Asn
25

Ser
Glu
His
Ser
His

105
Cys

Leu
Leu
25

Val
Pro
Arg
Asp
Thr
105
Phe

Gln

10
Asp

Met
Val

Gln

Leu
10

Ile
Gln
Gln
Leu
Arg

90
Val

Cys
10

Leu
Asp
Asp
Leu
Val
90

Cys

Thr

Arg
10

Ser
Ser
Asn
Gln
Lys
90

Asp

Ser

Gln

Leu
Lys
Leu

Phe
75

Val
Ala
Leu
Thr
Ile
75

Arg

Met

Pro
Asn
Tyr
Pro
Gly
75

Pro

Pro

Cys

Pro
Lys
Gln
Asn
Leu
75

Leu
Thr

Glu

Ala

35107

Ser
Lys
Asp

60
Arg

Lys
Asn
Cys
Val
60

Lys

Arg

Asn

Asn

Ile

Glu
60

Cys
Ile

Asn

Val

Ser
Met
Asn
Ile
60

Asp
Ile
His
Cys

Thr
140

-114-

Leu
Ile
45

Gly

Thr

Glu
Glu
Thr
45

Gln
Lys

Val

Thr

Ser
His
Asn
45

Arg
Ile
Gln

Ser

Thr
125

Asp
Leu
Tyr
45

His
Asn
Phe
Glu
Met

125
Thr

Thr
30
Gln

Leu

Pro

Thr
Thr
30

Glu
Gly
Tyr

Asn

Glu
110

Glu
Asn
30

Arg
Tyr
Asn
Gln
Phe

110
Pro

Asp
Leu
30

Thr
Ser
Lys
Gln
Cys

110
Asp

15
Lys

Asp

Val

Leu
15

Leu
Glu
Gly

Ile

Gln
95

Trp

Asp
15

Arg
Ser
Pro
Ala
Glu
95

Arg

Ile

Val
15

Lys
Leu
Pro
Ser
Asp
95

Lys

Leu

Val
Cys

Met

Ala
Arg
Ile
Thr
Asp
80

Phe

Ile

Lys
Asn
Thr
Ser
Asp
80

Ile
Leu

Val

Gln
Asp
Pro
Ala
Val
80

Ala

Arg

Ala



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ser
1
Ile
Gln
Cys
Leu
65
Asp
Glu
Ile

Lys

His
Ile
Lys
Leu
50

Pro
Lys
Thr

Leu

Ser
130

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
His Lys Cys

1
Leu

Phe
Ala
Cys
65

Arg
Asn

Leu

Ser

Thr
Ala
Thr
50

Leu

Phe

Ser

136
PRT

Trinh tu nhé&n tao

IL-31 cua chd

44
Met

Leu
Lys
35
Thr
Tyxr
Ile
Glu
Thr
115
Leu
45
129
PRT
Homo
45
Glu
Ala
35
Val
Gly

Leu

Cys

Glu Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Leu
1
Thr
Gln
Thr
Gly
65
Pro

Thr

Lys

Thr
Ala
Lys
Ala
50

Cys
His
Lys

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gly Gly Gly Gly

1

<210>

115

46
122
PRT
Homo
46
Cys

Leu

Ala
35
Gly

Ser

-

Lys
Ile

Leu

115
47
15
PRT

Ala
Glu
20

Glu
Ser
Phe
Ile
Ile
100
Ile

Asn

Pro
5
Leu
Thr
Asp
Arg
Glu
85
Ser

Leu

Ser

sapiens

Asp
Gln
20

Ser
Leu
Ala
Lys
Pro

100
Leu

Ile
5
Lys
Lys
Arg
Thr
Arg
85
Val

Lys

sapiens

Leu
Arg
20

Pro
Met
Ala
Val
Glu

100
Phe

Trinh tu

boan
47

48

dém

Gly
5
Glu
Leu
Tyr
Ile
Ser
85
Val

Arg

Thr
Gln
Gly
Ser
Ala
70

Gln
Val

Gln

Gly

Thr
Thr
Asn
Gln
Ala
70

Leu
Lys

Thr

Gly
Leu
Cys
Cys
Glu
70

Ala

Ala

Glu

His
Pro
Val
Gln
55

Ile
Leu
Pro

Gln

Pro
135

Leu
Leu
Thr
Phe
55

Gln
Asp

Glu

Ile

Phe
Ile
Asn
Ala
55

Lys
Gly

Gln

Gly

nhén tao

Gln
Leu
Pro
40

Pro
Arg
Asp
Ala
Phe

120
Gln

Gln
Cys
Thr
40

Tyr
Gln
Arg

Ala

Met
120

Ala
Glu
Gly
40

Ala
Thr
Gln

Phe

Arg
120

15 axit amin

Ser Gly Gly Gly

5

Leu
Ser
25

Glu
Pro
Pro
Lys
Asp

105
Ser

Glu
Thr
25

Glu
Ser
Phe
Asn
Asn

105
Arg

Ser
Glu
25

Ser
Leu
Gln
Phe
Val

105
Phe

Pro Pro
10
Arg Gly

Ser Asn
Arg Leu

Leu Ser
75

Leu Lys

90

Thr Phe

Ala Cys

Ile Ile
10
Glu Leu

Lys Glu
His His

His Arg
75

Leu Trp

90

Gln Ser

Glu Lys

Pro Gly
10
Leu Val

Met Val

Glu Ser

Arg Met
75

Ser Ser

90

Lys Asp

Asn

35107

Ser
Leu
Arg
Asn
60

Asp
Phe

Glu

Leu

Lys
Thr
Thr
Glu
60

His
Gly

Thr

Tyr

Pro
Asn
Trp
Leu
60

Leu

Leu

Leu

Asp Val

Leu Glu
30

Thr Leu

45

Ser Ser

Lys Asn
Gln His

Cys Lys

110
Glu Ser
125

Thr Leu

Val Thr
30

Phe Cys

45

Lys Asp

Lys Gln
Leu Ala
Leu Glu

110

Ser Lys
125

Val Pro

Ile Thr
30

Ser Ile

45

Ile Asn

Ser Gly
His Val

Leu Leu
110

Arg
15

Asp
Leu
Ala
Ile
Glu
95

Ser

Val

Asn
15

Asp
Arg
Thr
Leu
Gly
95

Asn

Cys

Pro
15

Gln
Asn
Val
Phe
Arg

95
His

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

10

-115-

15

Lys
Tyr
Leu
Ile
Ile
80

Pro

Phe

Phe

Ser
Ile
Ala
Arg
Ile
80

Leu

Phe

Ser

Ser
Asn
Leu
Ser
Cys
80

Asp

Leu



<211l> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén t
<220>

<223> Trinh tu

<400> 48

His His His His

1 5
<210> 49

<211> 579

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan t
<220>

<223> F12H6GGC

<400> 49

ao

ao

catatggaaa tttgtccggc agttaaacgt

gatgaatatg tggaacaggt tgcacagtat

cgtattctga aaaattgcgt ggatgccaaa

agcgttctgg ataaaatcta taccagtccg

ggttcaggcg gtggcggtag cgttaaaatg

ttttttgccg tggccaatgg caatgaactg

gcaaccgaac cggaacgtac cgcaatgaaa

ctgattagcec gtgttctgga tggtctggtt

atgggtgaag cagtgcagaa taccgttgaa

catcatcacc atcatggtgg ttgttaataa

<210> 50

<211> 187

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> F12H6GGC

<400> 50

Met Glu Ile Cys Pro Ala Val Lys

1 5

Gly Thr Pro Asp Glu Tyr Val Glu
20

Pro Val Val Leu Glu Asn Ala Arg

35 40
Lys Met Thr Glu Glu Asp Lys Glu
50 55

Ile Tyr Thr Ser Pro Leu Cys Gly

65 70

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Val Lys

85

Tyr Asp Val Phe Phe Ala Val Ala
100

Leu Ser Leu Thr Lys Val Asn Ala

115 120
Lys Lys Ile Gln Asp Cys Tyr Val
130 135

Leu Asp Gly Leu Val Met Thr Thr

145 150

Gly Glu Ala Val Gln Asn Thr Val

165

Gly Arg His His His His His His
180

<210> 51

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220> .

<223> DPoan mdi Fel BglF

<400> 51

tgaagatctg aaactgaata ccctgggt

<210> 52

<211> 180

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> FELDl-1l5aa

<400> 52

Met Val Lys Met Ala Glu Thr Cys

1

5

Ala Val Ala Asn Gly Asn Glu Leu

20

Val Asn Ala Thr Glu Pro Glu Arg

35

40

His His Gly Gly Cys

gatgttgacc
aaagcactgc
atgaccgaag
ctgtgcggtg
gcagaaacct
ctgctggatc
aaaatccagg
atgaccacca
‘gatctgaaac
ctcgagtaa

Arg
Gln
25

Ile
Asn
Gly
Met
Asn
105
Thr
Glu
Ile

Glu

Gly
185

Asp
10

Val
Leu
Ala
Gly
Ala
90

Gly
Glu
Asn
Ser
Asp

170
Gly

Val
Ala
Lys
Leu
Gly
75

Glu
Asn
Pro
Gly
Ser
155

Leu

Cys

35107

danh diu His céng vdéi gbc lién két

tgtttctgac
cggttgttct
aggataaaga
gtggtggtag
gtccgatctt
tgagcctgac
attgctatgt
ttagcagcag
tgaataccct

Asp Leu Phe

Gln Tyr Lys
30
Asn Cys Val
45
Ser Val Leu
60
Ser Gly Gly

Thr Cys Pro

Glu Leu Leu
110
Glu Arg Thr
125 -
Leu Ile Ser
140
Ser Lys Asp

Lys Leu Asn

Pro Ile Phe Tyr Asp Val

10

Leu Leu Asp Leu Ser Leu

25

30

Thr Ala Met Lys Lys Ile

45

-116-

cggtacaccg
ggaaaatgca
aaatgccctg
tggtggcggt
ttatgatgtt
caaagttaat
ggaaaacggt
caaagattgt
gggtcgtcat

Leu Thr
15
Ala Leu

Asp Ala
Asp Lys

Gly Gly
80

Ile Phe

95

Leu Asp

Ala Met
Arg Val
Cys Met

160

Thr Leu
175

Phe Phe
15
Thr Lys

Gln Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
579

28



Cys Tyr
50

Met Thr

65

Asn Thr

Gly Ser

Ala Val

Tyr Val
130

Asn Ala

145

Asp Lys

Leu Cys

<210>

<211>

Val Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg Val
55
Thr Ile Ser Ser Ser Lys Asp Cys Met
70 75
Val Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr Leu
85 90

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
100 105

Lys Arg Asp Val Asp Leu Phe Leu Thr

115 120

Glu Gln Val Ala Gln Tyr Lys Ala Leu

135
Arg Ile Leu Lys Asn Cys Val Asp Ala
150 155

Glu Asn Ala Leu Ser Leu Leu Asp Lys

) 165 - 170

Leu Glu ’
180

53

48

<212> ADN

<213>
<220>
<223>
<400>
tactcga
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ala Glu
1

Thr Thr

Ala Asp

Phe Gly
50

Thr Ser

65

Arg Phe

Asp Met
Thr Ile
Thr Leu
130
Asp Val
145
Ala Ala
Ser Ser

Gly Leu

Ser Leu
210

Trinh tu nhédn tao

Poan mdi ngugc Feld-dHR

53

gtt attaacaacc accacgaccc agggtattca
54

371

PRT

Trinh tu nhén tao

Protein hoan chinh Amb al
54
Asp Leu Gln Glu Ile Leu Pro Val Asn
5 10
Ser Gly Ala Tyr Asn Ile Ile Asp Gly
20 25
Trp Ala Glu Asn Arg Lys Ala Leu Ala
35 40
Lys Gly Thr Val Gly Gly Lys Asp Gly
55
Asp Leu Asp Asp Asp Val Ala Asn Pro
70 75
Gly Ala Ala Gln Asn Arg Pro Leu Trp
85 90
Val Ile Arg Leu Asp Lys Glu Met Val
100 105
Asp Gly Arg Gly Ala Lys Val Glu Ile
115 120
Asn Gly Val Lys Asn Val Ile Ile His
135
Lys Val Asn Pro Gly Gly Leu Ile Lys
150 155
Pro Arg Ala Gly Ser Asp Gly Asp Ala
165 170
Gln Ile Trp Ile Asp His Cys Ser Leu
180 185 .
Val Asp Ala Lys Leu Gly Thr Thr Arg
195 . 200
Phe Thr Gln His Gln Phe Val Leu Leu
215

Glu Asn Ile Glu Asp Arg Gly Met Leu Ala Thr

225
Phe Thr

230 235
Asp Asn Val Asp Gln Arg Met Pro Arg
245 250

Phe Gln Val Val Asn Asn Asn Tyr Asp Lys Trp

260 265

Gly Gly Ser Ala Ser Pro Thr Ile Leu Ser Gln

Ala Pro
290

Ala Ala

305

Leu Glu

Thr Pro

275 280
Asp Glu Arg Ser Lys Lys Asn Val Leu
295

Ala Glu Ser Met Lys Trp Asn Trp Arg
310 315

Asn Gly Ala Ile Phe Val Ala Ser Gly

325 330
Glu Gln Ser Ala Gly Met Ile Pro Ala
340 345

35107

Leu
60

Gly
Gly
Ser
Gly
Pro
140
Lys

Ile

Asp
Glu
Arg
Glu
Thr
125
Val

Met

Tyr

Gly
Ala
Gly
Ile
110
Pro
Val

Thr

Thr

gtttcaga

Glu
Cys
Asp
Asp
60

Lys
Ile
Val
Ile
Asn
140
Ser
Ile
Ser
Leu
Phe
220
Val
Cys
Gly
Gly
Gly
300
Thr

Val

Glu

Thr
Trp
Cys
45

Ile
Glu
Ile
Asn
Asn
125
Ile
Asn
Ser
Lys

Thr
205

Gly

Ala
Arg
Ser
Asn
285
Arg
Asn

Asp

Pro

-117-

Arg
Arg
30

Ala
Tyr
Gly
Phe
Ser
110
Ala
Asn
Asp
Ile
Ser
190
Val
Ala
Phe
His
Tyr
270
Arg
His
Lys

Pro

Gly
350

Leu
Val
Gly
95

Cys
Asp
Leu

Glu

Ser
175

Arg
15

Gly
Gln
Thr
Thr
Glu
95

Asp
Gly
Met
Gly
Ser
175
Val
Ser
Gly
Asn
Gly
255
Ala
Phe
Gly
Asp
Val

335
Glu

vVal
Gln
80

Gly
Pro
Glu
Glu
Glu

160
Pro

Leu
Lys
Gly
Val
Leu
80

Arg
Lys
Phe
His
Pro
160
Gly
Asp
Asn
Asp
Thr
240
Phe
Ile
Cys
Glu
Val
320

Leu

Ser



35107

Ala Leu Ser Leu Thr Ser Ser Ala Gly Val Leu Ser Cys Gln Pro Gly
355 360 365
Ala Pro Cys
370
<210> 55
<211> 514
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Cry J2
<400> 55
Met Ala Met Lys Phe Ile Ala Pro Met Ala Phe Val Ala Met Gln Leu
1 5 . 10 15
Ile Ile Met Ala Ala Ala Glu Asp Gln Ser Ala Gln Ile Met Leu Asp
20 25 30
Ser Asp Ile Glu Gln Tyr Leu Arg Ser Asn Arg Ser Leu Arg Lys Val
35 40 : 45
Glu His Ser Arg His Asp Ala Ile Asn Ile Phe Asn Val Glu Lys Tyr
50 55 60
Gly Ala Val Gly Asp Gly Lys His Asp Cys Thr Glu Ala Phe Ser Thr
65 70 75 80
Ala Trp Gln Ala Ala Cys Lys Lys Pro Ser Ala Met Leu Leu Val Pro
85 90 95
Gly Asn Lys Lys Phe Val Val Asn Asn Leu Phe Phe Asn Gly Pro Cys
100 105 110
Gln Pro His Phe Thr Phe Lys Val Asp Gly Ile Ile Ala Ala Tyr Gln
115 120 125
Asn Pro Ala Ser Trp Lys Asn Asn Arg Ile Trp Leu Gln Phe Ala Lys
130 135 140
Leu Thr Gly Phe Thr Leu Met Gly Lys Gly Val Ile Asp Gly Gln Gly
145 150 155 160
Lys Gln Trp Trp Ala Gly Gln Cys Lys Trp Val Asn Gly Arg Glu Ile
165 170 175
Cys Asn Asp Arg Asp Arg Pro Thr Ala Ile Lys Phe Asp Phe Ser Thr
180 185 190
Gly Leu Ile Ile Gln Gly Leu Lys Leu Met Asn Ser Pro Glu Phe His
195 200 205
Leu Val Phe Gly Asn Cys Glu Gly Val Lys Ile Ile Gly Ile Ser Ile
210 215 220
Thr Ala Pro Arg Asp Ser Pro Asn Thr Asp Gly Ile Asp Ile Phe Ala
225 230 235 240
Ser Lys Asn Phe His Leu Gln Lys Asn Thr Ile Gly Thr Gly Asp Asp
245 250 255
Cys Val Ala Ile Gly Thr Gly Ser Ser Asn Ile Val Ile Glu Asp Leu
260 265 270
Ile Cys Gly Pro Gly His Gly Ile Ser Ile Gly Ser Leu Gly Arg Glu
275 280 285
Asn Ser Arg Ala Glu Val Ser Tyr Val His Val Asn Gly Ala Lys Phe
290 295 300
Ile Asp Thr Gln Asn Gly Leu Arg Ile Lys Thr Trp Gln Gly Gly Ser
305 310 315 320
Gly Met Ala Ser His Ile Ile Tyr Glu Asn Val Glu Met Ile Asn Ser
325 330 335
Glu Asn Pro Ile Leu Ile Asn Gln Phe Tyr Cys Thr Ser Ala Ser Ala
340 345 350
Cys Gln Asn Gln Arg Ser Ala Val Gln Ile Gln Asp Val Thr Tyr Lys
355 360 365
‘Asn Ile Arg Gly Thr Ser Ala Thr Ala Ala Ala Ile Gln Leu Lys Cys
370 375 . 380
Ser Asp Ser Met Pro Cys Lys Asn Ile Asn Leu Ser Asp Ile Ser Leu
385 390 395 . 400
Lys Leu Thr Ser Gly Lys Ile Ala Ser Cys Leu Asn Asp Asn Ala Asn
405 410 415
Gly Tyr Phe Ser Gly His Val Ile Pro Ala Cys Lys Asn Leu Ser Pro
420 425 430
Ser Ala Lys Arg Lys Glu Ser Lys Ser His Lys His Pro Lys Thr Val
435 440 445
Met Val Glu Asn Met Gly Ala Tyr Asp Lys Gly Asn Arg Thr Arg Ile
450 455 460
Leu Leu Gly Ser Arg Pro Pro Asn Cys Thr Asn Lys Cys His Gly Cys
465 470 475 480
Ser Pro Cys Lys Ala Lys Leu Val Ile Val His Arg Ile Met Pro Gln
485 490 495
Glu Tyr Tyr Pro Gln Arg Trp Met Cys Ser Cys His Gly Lys Ile Tyr
500 505 510
His Pro
<210> 56
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223> F12GGC
<400> 56

Met Glu Ile
1

Gly

181
PRT
Trinh tu

Cys

Thr Pro Asp
20
Val Val Leu
35

Thr

Pro

Met
50
Tyr

Lys Glu
Ile
65

Ser

Thr Ser

Gly Gly Gly

Val Phe
100
Thr

Tyr Asp
Leu
115
Ile

Leu Ser

Lys Lys
130
Leu Asp Leu
145

Gly

Gly

Glu Ala Val

Gly Arg Gly Gly
180
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Ara hé6
<400> 57

Ala Lys Ser Thr
1

His

57

144

PRT
Trinh tu

Ala Ala
20

Arg

Ser

Glu
35
Met

Ser Cys
Ile
50

Ile

His Gln

Asp Ser
65
Glu

Arg

Leu Asn Glu

Gln Gln Ile Met
100
Val Gln Gln Phe
115
Phe Arg Ala Pro
130
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Trinh tu
<400> 58
Gly Gly Cys Gly

1

58

4

PRT
Trinh tu

<210> 59

<211> 178
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> F12
<400> 59

Met Glu Ile Cys
1
Gly Thr Pro Asp
20
Pro Val Val Leu
35

nhé&n tao

Pro Ala Val Lys

Glu Tyr Val Glu

Glu Asn Ala Arg

40

Glu Asp Lys Glu
55

Leu Cys
70

Ser

Pro Gly

Gly Val
85
Phe

Lys

Ala Val Ala

Val Asn Ala
120

Val

Lys

Asp Cys Tyr
135
Val Met Thr
150

Asn

Thr
Gln Thr
165
Cys

Val

nhé&n tao

Ile Leu Val Ala

Met Arg Arg Glu

Gln Val Asp Arg

40
Ile Met Gly
55

Ser

Arg

Thr Arg Ser
70

Met Glu

85

Glu

Asn Thr

Asn Gln

Glu Leu
120
Asp

Lys Arg

Gln Arg Cys

135

nhé&n tao

cta gbc lién két

nhan tao.

Arg
Gln
25

Ile
Asn
Gly
Met
Asn
105
Thr
Glu
Ile

Glu

Leu
Arg
25

Val
Glu
Asp
Gln
Asp
105
Met

Leu

Asp
10

Val
Leu
Ala
Gly
Ala
90

Gly
Glu
Asn

Ser

Asp
170

Leu
10
Gly

Asn

Arg
90
Arg

Asn

Val
Ala
Lys
Leu
Gly
75

Glu
Asn
Pro
Gly
Ser

155
Leu

Ala
Arg
Leu
Glu
Gln
75

Cys
Leu

Leu

Val

Pro Ala Val Lys Arg Asp Val

5

10

Glu Tyr Val Glu Gln Val Ala

25

Glu Asn Ala Arg Ile Leu Lys

40

35107

Asp
Gln
Asn
Ser
60

Ser
Thr
Glu
Glu
Leu
140

Ser

Lys

Leu
Gln
Lys
Gln
50

Gln
Met
Gln

Pro

Ser
140

Asp
Gln

Asn

Leu
Tyr
Cys
45

Val
Gly
Cys
Leu
Arg
125
Ile

Lys

Leu

Val
Gly
Pro
45

Tyr

Arg

Asp
Gln

125
Gly

Leu
Tyr

Cys
45

-119-

Phe
Lys
30

Val
Leu
Gly
Pro
Leu
110
Thr
Ser

Asp

Asn

Leu
Asp
30

Cys
Asp
Cys
Glu
Arg
110
Gln

Gly

Leu
15

Ala
Asp
Asp
Gly
Ile
95

Leu
Ala
Arg

Cys

Thr
175

Val
15
Ser

Glu

Cys
Ala
95

Gln
Cys

Arg

Thr
Leu
Ala
Lys.
Gly
80
Phe
Asp
Met
Val
Met

160
Leu

Ala
Ser
Gln
Tyr
Asp
80

Leu
Met

Asn

Cys

Phe Leu Thr

15

Lys Ala Leu

30

Val Asp Ala



Lys Met
50

Ile Tyr

65

Ser Gly

Tyr Asp
Leu Ser

Lys Lys
130

Leu Asp

145

Gly Glu

Gly Arg
<210>
<211>
<212>

Thr Glu Glu Asp Lys Glu
55
Thr Ser Pro Leu Cys Gly
70
Gly Gly Gly Ser Val Lys
85
Val Phe Phe Ala Val Ala
100
Leu Thr Lys Val Asn Ala
115 120
Ile GIn Asp Cys Tyr Val
135
Gly Leu Val Met Thr Thr
150
Ala Val Gln Asn Thr Val
165

60
153
PRT

<213> Homo sapiens

<400>
Ala Pro
1

Ser Leu

60
Val Arg Ser Leu Asn Cys
5
Val Met Ser Gly Pro Tyr
20

Gly Gln Asp Met Glu Gln Gln Val

Gly Glu
50

Lys Asn

65

Gln Leu

Lys Arg

35 40
Glu Ser Asn Asp Lys Ile
55
Leu Tyr Leu Ser Cys Val
70
Glu Ser Val Asp Pro Lys
85
Phe Val Phe Asn Lys Ile
100

Glu Ser Ala Gln Phe Pro Asn Trp

Asn Met
130
Asp Phe
145
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ala Val
1
Leu Ser

Pro Thr

Gln Gly
' 50
Asp Lys
55
Gln Lys

Asp Tyr

Glu Ser
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gly His
1

Ile Leu

Val Phe

115 120
Pro Val Phe Leu Gly Gly
135
Thr Met Gln Phe Val Ser
150

61
114
PRT
Trinh tu nhédn tao

Protein hoan chinh cIL-5
61
Glu Asn Pro Met Asn Arg
5
Thr His Arg Thr Trp Leu
20
Pro Glu Asn Lys Asn His
35 40
Ile Asp Thr Leu Lys Asn
55
Leu Phe Gln Asn Leu Ser
70
Lys Arg Cys Ala Gly Glu
85
Leu Gln Val Phe Leu Gly
100 :

62

109

PRT

Trinh tu nhan tao

Protein hoan chinh cIL-4
62

Asn Phe Asn Ile Thr Ile

5
Thr Ala Arg Asn Asp Ser
20

Thr Ala Pro Lys Asn Thr
35 40

Asn Ala
Gly Gly

Met Ala
90

Asn Gly

105

Thr Glu

Glu Asn
Ile Ser

Glu Asp
170

Thr Leu
10

Glu Leu

25

Val Phe

Pro Val
Leu Lys

Asn Tyr
90

Glu Ile

105

Tyr Ile

Thr Lys

Ser

Leu Val
10

Ile Gly

25

Gln Leu

Gln Thr

Leu Ile

Arg Trp

90
Val Ile
105

Leu
Gly
75

Glu
Asn
Pro
Gly
Ser

155
Leu

Arg
Lys
Ser
Ala
Asp
75

Pro
Asn

Ser

Gly

Ala
Asp
Cys
Ala
Lys
75

Arg

Asn

35107

Ser
60

Ser
Thr
Glu
Glu
Leu
140

Ser

Lys

Asp
Ala
Met
Leu
60

Asp
Lys
Asn

Thr

Gly
140

Glu
Gly
Ile
His
60

Glu

Val

Thr

Lys Glu Ile Ile

10

Cys Met Glu Leu

25

Ser Asp Lys Glu

Val
Gly
Cys
Leu
Arg
125
Ile
Lys

Leu

Ser
Leu
Ser
45

Gly
Lys
Lys
Lys
Ser

125
Gln

Thr
Asn
Lys
45

Gly
His
Thr

Glu

Lys

Thr’

Ile
45

-120-

Leu
Gly
Pro
Leu
110
Thr
Ser

Asp

Asn

Gln
His
30

Phe
Leu
Pro
Lys
Leu
110
Gln

Asp

Leu
Leu
30

Glu
Glu
Ile

Lys

Trp
110

Met

Asp
Gly
Ile
95

Leu
Ala
Arg
Cys

Thr
175

Gln
15

Leu
Val
Lys
Thr
Met
95

Glu

Ala

Ile

Thr
15

Met
Val
Ala
Glu
Phe

95
Thr

Leu
15

Lys
Gly
80

Phe
Asp
Met
Val
Met

160
Leu

Lys
Gln
Gln
Glu
Leu
80

Glu
Phe

Glu

Thr

Leu
Ile
Phe
Val
Arg
80

Leu

Pro

Asn

Val Lys Asp

30

Phe Cys Arg



35107

Ala Ala Thr Val Leu Arg Gln Ile Tyr Thr His Asn Cys Ser Asn Arg
50 55 60
Tyr Leu Arg Gly Leu Tyr Arg Asn Leu Ser Ser Met Ala Asn Lys Thr
65 70 75 80
Cys Ser Met Asn Glu Ile Lys Lys Ser Thr Leu Lys Asp Phe Leu Glu
85 90 95
Arg Leu Lys Val Ile Met Gln Lys Lys Tyr Tyr Arg His
100 105
<210> 63
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Protein hoan chinh cIL-13
<400> 63
Ser Pro Ser Pro Val Thr Pro Ser Pro Thr Leu Lys Glu Leu Ile Glu
1 5 10 15
Glu Leu Val Asn Ile Thr Gln Asn Gln Ala Ser Leu Cys Asn Gly Serxr
20 25 30
Met Val Trp Ser Val Asn Leu Thr Ala Gly Met Tyr Cys Ala Ala Leu
35 40 45
Glu Ser Leu Ile Asn Val Ser Asp Cys Ser Ala Ile Gln Arg Thr Gln
50 55 60
Arg Met Leu Lys Ala Leu Cys Ser Gln Lys Pro Ala Ala Gly Gln Tle
65 70 75 80
Ser Ser Glu Axg Ser Arg Asp Thr Lys Ile Glu Val Ile Gln Leu Val
85 90 95 )
Lys Asn Leu Leu Thr Tyr Val Arg Gly Val Tyr Arg His Gly Asn Phe
100 105 - 110
Arg
<210> 64
<211> 601
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> Protein hoan chinh Ara hl
<400> 64
Lys Ser Ser Pro Tyr Gln Lys Lys Thr Glu Asn Pro Cys Ala Gln Arg
1 5 10 15
Cys Leu Gln Ser Cys Gln Gln Glu Pro Asp Asp Leu Lys Gln Lys Ala
20 25 30
Cys Glu Ser Arg Cys Thr Lys Leu Glu Tyr Asp Pro Arg Cys Val Tyr
35 40 45
Asp Pro Arg Gly His Thr Gly Thr Thr Asn Gln Arg Ser Pro Pro Gly
50 55 60
Glu Arg Thr Arg Gly Arg Gln Pro Gly Asp Tyr Asp Asp Asp Arg Arg
65 70 ‘ 75 80
Gln Pro Arg Arg Glu Glu Gly Gly Arg Trp Gly Pro Ala Gly Pro Arg
) 85 90 95
Glu Arg Glu Arg Glu Glu Asp Trp Arg Gln Pro Arg Glu Asp Trp Arg
100 105 110
Arg Pro Ser His Gln Gln Pro Arg Lys Ile Arg Pro Glu Gly Arg Glu
115 120 125
Gly Glu Gln Glu Trp Gly Thr Pro Gly Ser His Val Arg Glu Glu Thr
130 135 140
Ser Arg Asn Asn Pro Phe Tyr Phe Pro Ser Arg Arg Phe Ser Thr Arg
145 150 155 160
Tyr Gly Asn Gln Asn Gly Arg Ile Arg Val Leu Gln Arg Phe Asp Gln
165 170 175
Arg Ser Arg Gln Phe Gln Asn Leu Gln Asn His Arg Ile Val Gln Ile
180 185 190
Glu Ala Lys Pro Asn Thr Leu Val Leu Pro Lys His Ala Asp Ala Asp
195 200 205
Asn Ile Leu Val Ile Gln Gln Gly Gln Ala Thr Val Thr Val Ala Asn
210 215 220
Gly Asn Asn Arg Lys Ser Phe Asn Leu Asp Glu Gly His Ala Leu Arg
225 230 235 240
Ile Pro Ser Gly Phe Ile Ser Tyr Ile Leu Asn Arg His Asp Asn Gln
245 250 255
Asn Leu Arg Val Ala Lys Ile Ser Met Pro Val Asn Thr Pro Gly Gln
260 265 270
Phe Glu Asp Phe Phe Pro Ala Ser Ser Arg Asp Gln Ser Ser Tyr Leu
275 280 285
Gln Gly Phe Ser Arg Asn Thr Leu Glu Ala Ala Phe Asn Ala Glu Phe
290 295 300
Asn Glu Ile Arg Arg Val Leu Leu Glu Glu Asn Ala Gly Gly Glu Gln
305 310 315 . 320

-121-



Glu
Glu
Lys
Ile
Asn
385
Leu
Ala
Val
Gln
Glu
465
Glu
Ala
Asn
Ile
Val
545
Arg

Pro

Leu

Glu
Gly
His
Thr
370
Phe
Gln
Leu
Asn
Gln
450
Glu
Gly
Ser
His
Glu
530
Glu
Pro

Glu

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>
Met Ala Lys

1
Gly

Gln
Glu
Cys
65

Arg
Gly
Glu
Arg
Ser
145
Pro
Val
Gln
Leu
Ser
225

Phe

Arg

Ala
Phe
Gly
50

Ala
Arg
Ser
Glu
Arg
130
His
Thr
Thr
Phe
Arg
210
Pro

Ser

Gln

Arg
Val
Ala
355
Asn
Gly
Asp
Met
Lys
435
Gln
Gly
Asp
Ser
Arg
515
Lys
Lys
Gln
Lys

Ser
595

65

511
PRT
Trinh tu

Ser
Gln
35

Gly
Gly
Pro
Gly
Pro
115
Phe
Gln
Gly
Val
Pro
195
Tyr
Arg

Gly

Thr

Gly
Ile
340
Lys
Pro
Lys
Leu
Leu
420
Gly
Arg
Ser
Val
Glu
500
Ile
Gln
Leu
Ser
Glu

580
Ile

Ara h3
65

Leu
Ser
20

Arg
Tyr
Val
Phe
Tyr
100
Ala
Gln
Lys
Val
Thr
180
Arg
Gln
Val

Phe

Val
260

Gln
325
Val
Ser
Ile
Leu
Asp
405
Pro
Thr
Gly
Asn
Phe
485
Leu
Phe
Ala
Ile
Gln
565

Asp

Leu

Arg
Lys
Val
Asn
Phe
390
Met
His
Gly
Arg
Arg
470
Ile
His
Leu
Lys
Lys
550
Ser
Gln

Lys

Arg
Val
Ser
Leu
375
Glu
Met
Phe
Asn
Arg
455
Glu
Met
Leu
Ala
Asp
535
Asn
Gln

Glu

Ala

nhén tao

Leu
Val
Leu
Ile
Ala
Tyr
85

Phe
Gln
Val
Val
Ala
165
Leu
Arg
Gln
Arg
Ala

245
Glu

Ala
Thr
Asn
Glu
Leu
70

Ser
Gly
Glu
Gly
His
150
Phe
Ser
Phe
Gln
Gly
230

Gln

Asn

Leu
Phe
Alg
Thr
55

Ser
Asn
Leu
Gly
Gln
135
Arg
Trp
Asp
Tyr
Gln
215
Asp

Glu

Leu

Trp
Ser
Lys
360
Arg
Val
Leu
Asn
Leu
440
Glu
Val
Pro
Leu
Gly
520
Leu
Gln
Ser

Glu

Phe
600

Ser
Arg
Gln
40

Trp
Arg
Ala
Ile
Arg
120
Asp
Phe
Met
Thr
Leu
200
Gly
Glu

Phe

Arg

Ser
Lys
345
Lys
Glu
Lys
Thr
Ser
425
Glu
Glu
Arg
Ala
Gly
505
Asp
Ala
Lys
Pro
Glu

585
Asn

Leu
Gln
25

Arg
Asn
Thr
Pro
Phe
105
Arg
Asp
Asp
Tyr
Ser
185
Ala
Ser
Gln

Leu

Gly
265

Thr
330
Glu
Gly
Gly
Pro
Cys
410
Lys
Leu
Glu
Arg
Ala
490
Phe
Lys
Phe
Glu
Ser

570
Asn

Cys
10

Gly
Pro
Pro
Val
Leu
90

Pro
Tyr
Pro
Glu
Asn
170
Ser
Gly
Arg
Glu
Gln

250
Glu

Arg
His
Ser
Glu
Asp
395
Val
Ala
Val
Glu
Tyr
475
His
Gly
Asp
Pro
Ser
555

Ser

Gln

Phe
Gly
Asp
Asn
Leu
75

Glu
Gly
Gln
Ser
Gly
155
Asp
Ile
Asn
Pro
Asn
235
His

Asn

35107

Ser
Val
Glu
Pro
380
Lys
Glu
Met
Ala
Asp
460
Thr
Pro
Ile
Asn
Gly
540
His
Pro

Gly

Cys
Glu
Asn
Asn
60

Arg
Ile
Cys
Ser
Gln
140
Asp
Glu
His
Gln
His
220
Glu

Ala

Glu

Ser
Glu
Glu
365
Asp
Lys
Ile
Val
Val
445
Glu
Ala
Val
Asn
Val
525

Ser

Phe

Glu

Gly

Val
Glu
Arg
45

Gln
Arg
Tyr
Pro
Gln
125
Gln
Leu
Asp
Asn
Glu
205
Tyr
Gly

Phe

Arg

-122-

Glu
Glu
350
Glu
Leu
Asn
Lys
Ile
430
Arg
Asp
Arg
Ala
Ala
510
Ile
Gly
Val

Lys

Lys
590

Leu
Asn
30

Ile
Glu
Asn
Val
Ser
110
Lys
Gln
Ile
Thr
Gln
190
Gln
Arg
Ser

Gln

Glu
270

Asn
335
Leu
Gly
Ser
Pro
Glu
415
Val
Lys
Glu
Leu
Ile
495
Glu
Asp
Glu
Ser
Glu

575
Gly

Val
15

Glu
Glu
Phe
Ala
Gln
95

Thr
Pro
Gln
Ala
Asp
175
Leu
Glu
Gln
Asn
Val

255
Glu

Asn
Thr
Asp
Asn
Gln
400
Gly
Val
Glu
Glu
Lys
480
Asn
Asn
Gln
Gln
Ala
560

Ser

Pro

Leu
Cys
Ser
Gln
Leu
80

Gln
Tyr
Ser
Asp
Val
160
Val
Asp
Phe
Ile
Ile
240

Asp

Gln



Gly
Glu
Asp
305
Arg
Val
Ala
Trp
Phe
385
Asn
Tyr
Phe
DPhe
Ser
465

Leu

Phe

Ala
Glu
290
Glu
Arg
Lys
Gly
Leu
370
Val
Gly
Asp
Ala
Lys
450
Ile

Pro

Phe

Ile
275
Asp
Asp
Gly
Lys
Ser
355
Gly
Pro
Arg
Glu
Val
435
Thr
Ile

Arg

Val

Val
Glu
Arg
Tyr
Asn
340
Leu
Leu
His
Ala
Glu
420
Ala
Asp
Asp

Glu

Pro
500

Thr
Ser
Ser
Lys
325
Leu
Arg
Ser
Tyr
His

405
Leu

Ala I

Ser
Asn
Gln

485
Pro

Val
Ser
Arg
310
Asn
Gly
Ser
Ala
Thr
390
Val

Gln

Arg
Leu
470
Ala

Phe

Lys
Arg
295
Pro
Gly
Arg
val
Gln
375
Leu
Gln
Glu
Ala
Pro
455
Pro

Arg

Asp

Gly
280
Ser
Gln
Ile
Ser
Asn
360
His
Asn
Val
Gly
Gln
440
Ser
Glu

Gln

His

Gly
Pro
Gln
Glu
Ser
345
Glu
Gly
Ala
Val
His
425
Ser
Ile
Glu

Leu

Gln
505

Leu
Pro
Arg
Glu
330
Asn
Leu
Thr
His
Asp
410
Val
Glu
Ala
Val
Lys

490
Ser

Arg
Asn
Gly
315
Thr
Pro
Asp
Ile
Thr
395
Ser
Leu
Asn
Asn
Val
475

Asn

Met

35107

Ile
Arg
300
Lys
Ile
Asp
Leu
Tyr
380
Ile
Asn
Val
Tyr
Gln
460
Ala

Asn

Arg

Leu
285
Arg
Tyr
Cys
Ile
Pro
365
Arg
Val
Gly
Val
Glu
445
Ala

Asn

-123-

Ser
Glu
Asp
Ser
Asn
350
Ile
Asn
Val
Asn
Pro
430
Tyr
Gly
Ser

Pro

Val
510

Pro
Glu
Glu
Ala
335
Pro
Leu
Ala
Ala
Arg
415
Gln
Leu
Glu
Tyr
Phe

495
Ala

Asp
Phe
Asn
320
Ser
Gln
Gly
Met
Leu
400
Val
Asn
Ala
Asn
Arg

480
Lys





