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Linh vuwe k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén vacxin siéu phén tir dengue tai t6 hop khang ca bbn kiéu
huyét thanh ciia virut gy bénh dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4.
Sang ché ciing dé c4p dén ting vién vacxin thé ttr tri ngira bénh dengue trén co s VLP
tai t6 hop bao gdm phan tir EDIII-T thé ttr tri va khang nguyén bé mit ciia virut viém
gan B (HBsAg). Sang ché ciing dé cép dén quy trinh san xut tng vién vacxin thé tir

tri ngira bénh dengue trén co s& VLP (hat gidng virut) tai td hop.
Tinh trang k¥ thuét cia sang ché

Bénh dengue gay ra boi bén loai virut gay bénh dengue (DENV) khéc biét vé
mit khang nguyén 12 méi lo ngai vé strc khoe nghiém trong & trén 150 qudc gia trén
thé gidi va dic biét 1a qudc gia c6 tinh dic hitu cao nhu An Dd. Bénh nay di gia ting
trong thip ky qua va da trd thanh mdi de doa cho stic khde cong ddng toan cau do
thiéu liéu phap vacxin hoic khang virut hitu hiéu. Bénh dengue 12 thir thach toan cau
d6i vai hé thdng chiam séc strc khoe dic biét 1a khi dich bung phat, va hang triéu do la
dugc chi mdi nam dé kiém soat vat truyén. Vacxin hi€u qué va an toan ma tiét kiém
chi phi s& giai quyét dwoc ganh ning ma virut gy bénh dengue giy ra dbi voi cac
qubc gia bj anh huéng. Mic du da c6 nhitng nd lyc manh mé trong ba thép ky qua
nham phat trién vacxin phong bénh dé han ché sy 1ay lan cua bénh, d&én nay vin chua
¢6 vacxin dugc cip phép nio trén thi trudng. Cac nhém/cong ty nghién ctu trén thé
gidi vin dang nd luc phat tridn vacxin thé tr tri hiru hiéu khang tit ca cac kiéu huyét
thanh cuda virut gdy bénh dengue. Trudc day hiu hét cac vacxin da phat trién dugc dwa
trén virut sdng, giam doc luc, dang kham va mot sd trong d6 hién nay dang duoc thi
nghiém 14m sang. Tuy nhién, do céc han ché nhu sy giao thoa virut, trong tAm nghién
ctru da chuyén sang vacxin siéu phan tir dic biét 1a st dung mién III cta protein vo (E)
cua virut gdy bénh dengue. Nhiéu bang sang ché/cong bd don khai thac mién nay ciing

da duogc bao céo.

Mic du vacxin nglra bénh dengue dya trén flavivirut song dd budc vao thir
nghiém 14m sang giai doan IIL, cac van d¢ do sy giao thoa virut da dugc béo cdo. Su

giao thoa virut phét sinh c6 thé 1a do sy khac biét vé tiém ning sao chép va kha ning
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sinh mién dich ctia bon ching virut vacxin.

Vacxin siéu phan tir khdng sao chép co tiém nang khéc phuc nguy co giao thoa
virut lién quan dén vacxin virut sbng [Swaminathan, Khanna, N. (2009), Dengue:
Recent advances in biology and current status of translational research, Current Mol.
Med. 9: 152-173]. Mét vai phuong phap st dung vacxin si€u phén tr trén co s¢
protein va ADN tai tb hop d4 dwgc nghién ctru. Phén 16m c4c vacxin sidu phan tir tai t
hgp nay tap trung vao protein vo (E) chinh. Mot s6 bang chirng con cho thdy nhiéu dic

tinh trong s6 cac dic tinh vacxin ctia protein E c6 lién quan dén mién III (EDIII).

Mién III trén vé ctia DENV (EDIII) duoc cho thy 1 chiu trach nhiém vé viéc
nhén dién thu thé té bao chu va tao ra khang thé trung hoa [Swaminathan, Khanna, N.
(2009). Dengue: Recent advances in biology and current status of translational
research, Current Mol. Med. 9: 152-173; Guzman, M.G. Hermida, L., Bernardo, L.,
Ramirez, R., Guillen, G. (2010).Domain II of the envelope protein as a dengue vaccine
target]. Ngoai ra, EDIII da dugc bdo céo 1a chi co ti8m nang noi tai rat thip trong viéc
cam ung khang thé phan tng chéo [Simmons, M., Nelson, W.M., Wu, S.J., Hayes,
C.G. (1998).Evaluation of the protective efficacy of a recombinant dengue envelope B
domain fusion protein against dengue 2 virus infection in mice; Am. J. Trop. Med.
Hyg. 58: 655-662; Simmons, M., Murphy, G.S., Hayes, C.G. (2001). Short report:
anti-body responses of mice immunized with a tetravalent dengue recombinant protein
subunit vaccine, Am. Med. Hyg. 65: 65: 159-161]. Céc thudc tinh nay khién EDIII 13
g vién vacxin vugt trdi. Hiéu lyc ciia EDIII 1am khdng nguyén vacxin nglra bénh
dengue tiém ning & dang protein thé t&r tri da dugc cac tac gia sang ché xac 1ap

[Etemad, B., Batra, G., Raut, R., Dahiya, S., Khanam, S., Swaminathan,S., Khanna, N.

Nhiéu bang sang ché/cong bd don khai thic mién III cia protein vo (E) cua

virut gdy bénh dengue da dugc béo cao.

Suzarte, E., Gil, L., Valdés, 1., Marcos, E., Lazo, L., Izquierdol, A, ... &
Hermida, L. (2015), International immunology, dxv011 boc 1o ché pham thé tt tri méi
két hop bbn protein mién III-capsit két tu tr virut gdy bénh dengue cam tmg dap tng
mién dich chirc ning & chudt nhit va khi. Tai liéu nay d& cap dén g vién vacxin
khang virut gdy bénh dengue dya trén hai ving khidc nhau cua virut, mién III cia

protein vo va protein capsit, trong do ché phim thé t&r tri ctia protein DIIIC dugc st
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dung. Protein dang kham mdi tir virut gdy bénh dengue-2 (mién ITI-capsit (DIIIC-2)),
khi dugc dua ra & dang két tu ma két hop oligodeoxynucleotit, thi cam ting khéng thé
khang virut va trung hoa, ddp tng mién dich té bao, va tao su bao vé dﬁng ké cho
chu6t nhét va khi. Cac cAu tric con lai da thu dugc va duge mo ta dic diém mot cach
thich hop. Dya trén cac bang chiing ndy, sang ché nhdm danh gia d4p tng mién dich &
chudt nhét ca protein dang kham DIIIC ctia mdi kidu huyét thanh, 14 ché pham don tri
va ché phédm thé tir tri. CAc tac gia sdng ché da chung t6 kha ning sinh mién dich cla
mdi protein vé tinh mién dich thé dich va qua trung gian t& bao, ma khong c6 su canh
tranh khang nguyén & hdn hop tao ra ché phdm Tetra DIIIC. Theo d6 c6 dugc sy bao
vé dang ké khi duge do bang tai lugng virut giéi han & md hinh viém ndo cta chuft.
Viéc danh gia ché pham thé ti tri & dong vat linh truéng khong phai nguoi cling dugc
thuc hién. O mé hinh dong vt ndy, da ching t6 duoc rang ché phdm ndy cam tng
khang thé trung hoa va dap tng mién dich qua trung gian té bao nhd vé6i kha ning tiét
IFN-y va gy doc té bao, khong phu thudc vao con dudng gy mién dich ducjc su
dung. Ché phim thé t&r tri ciia protein DIIIC chu thanh Gng vién vacxin hira hen dé

khang virut gdy bénh dengue.

Zuest, R., Valdes, I., Skibinski, D., Lin, Y., Toh, Y. X., Chan, K., ... (2015),
Vaccine 33(12),1474-1482 boc 19 kha nang sinh mién dich cia ché phém thé tw tri cta
protein dung hgp tai t6 hop bao gdm mién III clia protein E va protein capsit clia cac
kiéu huyét thanh dengue tir 1 dén 4 (Tetra DIIIC) d tao tinh mién dich khang virut
gdy bénh dengue. Mién III cia protein E 14 epitop cho khéng thé trung hoa hiéu qua
trong khi protein capsit chtra epitop té bao T. Ngoai viéc két hop véi epitop té bao B
va T, Tetra DIIIC tao mién dich cao do dang két tu ctia n6 va ta dugce hai thanh phan.
Theo céc nghién ctru trude ddy nhiam dénh gid ché phim DIIIC don tri, d3 dé cap dén
chét lugng va pham vi cta dap tng té bao T va khang thé ctia Tetra DIIIC & chudt
nhét. Tetra DIIIC cam tmg dap tmg kiéu Th1 khéng ca bbn kiéu huyét thanh DENV va
khang thé dic hidu ddi véi bénh dengue chu yéu 12 IgG1 va IgG2a va trung hoa, trong
khi viéc cam tng khang thé trung hoa phu thudc vao sy truyén tin hiéu IFN. Quan
trong 1a profin Thl va IgG1/IgG2a cua phuong phap vacxin DIIIC twong tu v6i dép

ng chéng bénh dengue ty nhién hiéu qua.

Izquierdo, A., Garcia, A., Lazo, L., Gil, L., Marcos, E., Alvarez, M., &
Guzman, M. G. (2014), Archives of Virology, 159(10), 2597-2604 boc 10 vacxin ngira
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bénh dengue thé tir tri chira hdn hop cia protein mién ITI-P64k va mién III-capsit cam
ung dap tng bao v¢ & chudt nhét. Tai lidu nay dé c4p dén ung vién vacxin chira mién
I1I cua protein vo cia virut gy bénh dengue (typ 1, 3 va 4) dugc dung hop véi protein
P64k tir Neisseria meningitidis va mién III clia virut gdy bénh dengue typ 2 (D2) dugc
phat hién 13 tao mién dich. Protein dung hop tai t6 hop chira mién III ctia protein vo
cua virut gdy bénh dengue dugc dung hop véi protein P64k tir Neisseria mehingitidis
va mién III cua virut gy bénh dengue typ 2 (D2) dugc dung hop véi protein capsit cia
kiéu huyét thanh tao mién dich va tao ra su bao vé & chudt nhét chéng lai thir thach

gay chét & chudt nhit dugc gdy mién dich véi ché phdm thé t&r tri ndy dugc d4nh gid.

Vacxin giam doc luc séng (LAV), dugc coi 12 phwong phap hitu hiéu nhit déi
v6i bénh dengue, lai trai ngugc véi sy mong doi nay. S6 lidu gan day tir thir nghiém
dénh gia hiéu luc cia ing vién LAV tién tién nhét d4 thé hién hidu lyc tong thé 1a
30%, khong c6 hi¢u lyc véi DENV-2. Két qua nay doi héi phai nghiém tiic nghién ctru
cac phuong phap thay thé dé phat trién vacxin ngira bénh dengue. Ung vién vacxin thé
tr tri nglra bénh dengue trén co s¢ VLP, “DSV#’, 1a VLP trén co sé HBsAg ma biéu 1o
ca bén EDIII tuong tng v6i bdn kidu huyét thanh DENV d4 phat trién.

Ban du, nhu dugc boc 10 trong b%mg doc quyén sang ché An Do sb 261749,
protein mién III thé tt tri ({TDIII), polypeptit dang kham don bao g6m mién III cia ca
bbn kiéu huyét thanh cta virut gdy bénh dengue, 1a cac kiéu huyét thanh 1, 2, 3 va 4
cua virut gdy bénh dengue, dugc lién két v6i nhau théng qua phan tir lién két penta-

glyxin, duge tdi wu hoa codon dé biéu hién & E. coli.

Mot don xin cép béng doc quyén sang ché An Do khac sb6 1259/DEL/2007 boc
16 protein thé t& tri trén co s& mién III v6 tai t6 hop ¢ va khdng c6 peptit tin hiéu tiét
gy ra d4p (mg mién dich bao vé dbi v6i mdi kidu huyét thanh trong sb bon kiéu huyét
thanh cta virut gy bénh dengue, DEN-1, DEN-2, DEN-3 va DEN-4, protein nay duoc
ma hoa bai trinh ty polynucloeotit duge t6i wu hoéa codon dé biéu hién tréng hé biéu
hién sinh v4t nhan chuan.

Kha ning cua khang nguyén bé mit virut viém gan B (HBsAg) dé dung lam
nén tang dé trinh dién va biéu 16 epitop ngoai lai dugc minh hoa rd rang nh¢ thanh
céng cua ing vién vacxin sdt rét RTS,S. Dé ting kha ning sinh mién dich cua EDIII-

T, céc téc gia sang ché dd nghién ctru xem HBsAg c6 thé ding tt ¢ bicu 16 n6 hay
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khong. Vi thé, EDIII-T dugc tach dong dé dung hop véi HBsAg va trén nén cia bdn
cat-xet biéu hién ciia HBsAg trong vecto P. pastoris (Fig.1A). CAu triic ndy cia DSV*
trong tw v6i cdu trac cia RTS,S (Ho sang ché: W09310152 Al, MX9206574 A,
EP0614465 Al, v.v.), ma biéu 10 epitop cua virut sbt rét trén VLP HBsAg.

Tinh méi cta sang ché nim & cu tric ciia EDII-T véi HBsAg va trén nén cia
bén cat-xet biéu hién cua HBsAg trong vecto. Vi thé, cu tric ndy cia EDIII-T va
HBsAg (dugc goi 1a “DSV*”) ¢6 thé dwoc coi 13 méi. Trinh d6 sang tao clia sang ché
ndm & sy dung hop EDIII-T véi HBsAg dé gia ting kha ning sinh mién dich cta
protein dwoc biéu hién bang cach dung lam nén tang dé trinh dién va dé protein
HBsAg duoc bibu hién ddng thoi c6 thé két hop thanh VLP, Mién thé tir tri tai td hop

(EDIII- T) ﬁu’(}'c tach dong é dun ng hgn véi HBsAg va duogc b1

A A =) ek =)

HBsAg dé tao ra hat giéng virut (VLP) DSV*. Vacxin thé t& tri siéu phan tir DSV* tao

("D)
=
'3‘

1ién ddng thoi véi

ra khang thé trung hoa dic higu kiéu huyét thanh DENV va c6 hiéu qua khéng mdi
kiéu huyét thanh trong s 4 kiéu huyét thanh cta virut gdy bénh dengue.

Séng che da va dugce du kién 13 ¢6 cac uu diem sau ddy so véi cac vacxin hién

c6 dugc de xuat.

Vacxin giam doc luc séng ciia Sanofi hién dang trong thir nghiém giai doan 3
cin ba 1an gy mién dich trong lich trinh dinh lidu kéo dai (0, 6 va 12) gdm 12 thang
d8 tao ra dap ung khang thé trung hoa can bang cho ca 4 kiéu huyét thanfl, trong khi
Glaxo Smith Kline (trong thir nghiém giai doan 1) dang nhim dén loai lich trinh dinh
lidu gdm 2 lidu cach nhau 28 ngdy va Takeda (thtr nghiém giai doan 2 d hoan thanh)
v6i phac dd gdy mién dich gdm hai lidu cach nhau chi trong ba thang. Vi thé, véi s6
liéu so b, lich trinh gay mién dich ctia vacxin theo sang ché s& ngin hon vacxin dang
thir nghiém ctia Sanofi. Ngoai ra, vacxin theo sang ché chira EDIII-T clia ca 4 kiéu
huyét thanh DENV va HBsAg la protein tai t6 hop don, trong khi tit ca cdc mg vién
vacxin khac dang thir nghiém bao gdm vacxin giam doc luc séng cua Sanofi 12 hén
hop cuia bdn tmg vién vacxin twong tng voi b6n kiéu huyét thanh.

Ngoai ra, sw dung hop EDIII-T ti t& hop voi HBsAg s& khong chi dan dén su
tao thanh VLP va sy biéu hién ddng thoi ciia protein tao mién dich tai td hdp va khang
nguyén bé mit clia virut viém gan B ma con c6 thé cung cip su bao vé&/gay mién dich

chong bénh viém gan B cung v&i bénh dengue. Di€u nay c6 thé dan dén viéc phét trién
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vacxin kép, cung cip su gdy mién dich ddng thoi khang tét ca cac kiéu huyét thanh ctia

virut gdy bénh dengue ciing nhu virut viém gan B.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich quan trong cua sang ché la dé xuat vacxin siéu phén tir ngira bénh

dengue khang ca bén kiéu huyét thanh DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4.

Mot muc dich khéc ciia sdng ché 1a d€ xuat tng vién vacxin the tir tri ngira bénh

dengue trén co s& VLP tai t6 hop, DSV4.

Mdt muc dich khac cua sang ché 13 dé xuét (mg vién vacxin thé tr tri ngira bénh
dengue trén co s& VLP tai td hop, DSV, tao ra khéng thé trung hoa dic hiéu kiéu
huyét thanh DENV khang mdi kidu huyét thanh trong s 4 kiéu huyét thanh cta virut
gdy bénh dengue, DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4.

Mot muc dich khac ctia sang ché 1a dé xuat quy trinh sdn xuat vacxin thé tir tri

ngira bénh dengue tiém ning trén co s& VLP tai tb hop.

Mot muc dich khac ctia sang ché 13 md ta phuong phap ching ngira hiéu qua va

an toan khang ca bon kiéu huyét thanh cua virut gay bénh dengue.

Theo khia canh thi nhét, sing ché dé xuét polypeptit tai t6 hop bao gdm mién
EDIII cia mdi kidu huyét thanh trong s cac kiéu huyét thanh cta virut gdy bénh
dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4 dugc lién két v6i dau tan N cia
HBsAg.

Theo mot khia canh khac, séng ché dé xuét trinh tu axit nucleic ma hoa protein
tai td hop bao gdm mién EDIII cua kiéu huyét thanh cta virut gy bénh dengue
DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4 dugc lién két véi ddu tdn N clia HBsAg.

Theo mot khia canh khéc, sédng ché d& xuét té bao chi duoc bién nap hodc dugce
chuyén nhiém véi axit nucleic theo sang ché, trong d6 té bao chii nay biéu hién
HBsAg.

Theo mot khia canh khac, sang ché @& xuét hat nano sinh hoc bao gém
polypeptit téi t6 hop theo sang ché.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét phuong phép tao ra hat nano sinh

hoc chira polypeptit tai td hop theo séng ché, bao gdbm budc nudi ciy té bao chu theo
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sang ché trong diéu kién thich hop va thu hdi protein tai td hop hoic hat nano sinh hoc

duoc biéu hién.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuét vacxin chira polypeptit tai t6 hop

theo sang ché.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuat vacxin bao gobm hat nano sinh hoc

theo sang ché.

Theo mot khia canh khéc, sang ché mé ta phwong phap diéu tri hodc ngin ngira
virut gdy bénh dengue, bao gdm bué6c cho dbi twgng ding polypeptit tai tb hop theo

sang ché, hat nano sinh hoc theo sang ché hodc vacxin theo sang che.

Theo mot khia canh khac, sang ché mé ta polypeptit tai t6 hop theo sang ché,
hat nano sinh hoc theo sang ché hoidc vacxin clia sang ché dé st dung trong diéu tri

hodc ngén ngtra virut gdy bénh dengue
M ta vin tit cac hinh vé

Fig.1: (A) Céu triic cia DSV*: EDIII-T bao gdm bén EDIII tuong g v6i bon
DENV dugc lién két qua phin tir lién két hexaglyxyl dugc dung hop di truyén véi
HBsAg (S) dé ma hoa cho EDIII-T-HBsAg, dugc tach dong trong vecto mang bbn cat-
xet biéu hién cia HBsAg. Plasmit tai td hop duoc dudi thing bang Bgl IT va dugc xung
dién vao té bao P. pastoris @ thu dugc clon biéu hién ddng thoi EDIII-T-HBsAg va
HBsAg.

(B) Cam tng bang metanol: Sinh khéi khéng dwoc cam tng (U) va duge cam
ung (I) cia clon da chon dugc chudn bi biang cach cam ung bang metanol va dugc
phén tich vé su biéu hién béng cach nhudm bac va thAm tach Western. Gel duoc
nhudm bac thé hién sy biéu hién ca EDIII-T-HBsAg (~72kDa) va HBsAg (~25kDa)
trong mau dugc cam tng. Viéc thAm tach Western v6i mAb dic hiéu véi EDIII phat
hién dugc EDIII-T-HBsAg, va véi mAb dac hi¢u HBsAg thi phat hién duoc ca EDIII-
T-HBsAg va HBsAg.

(C) Tinh ché DSV*: Ba miu DSV* dugc tinh ché tir sinh khéi dugc cam tng.

Fig.2: (A) Séc ky loc gel ciia DSV*: DSV* dugc rira gidi trong thé tich rdng khi
dugc thuc hién sic ky loc gel. Phan tich protein trong thé tich rdng bang cach nhuém

bac biéu thi sy c6 mat ciia ci EDIII-T-HBsAg va HBsAg.
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(B) Siéu ly tdm CsCl: Dich chuyén ddng thoi EDIII-T-HBsAg va HBsAg bang

siéu ly tdm trén ct CsCl.

(C) Anh hién vi dién tir cia VLP DSV*: VLP DSV* ¢6 kich thugc 25-35 nm khi

dugc quan sat bang nhudm dm ban duéi kinh hién vi dién tir.

Fig.3: (A) Ngudn ciia trinh ty EDIII: Kiéu gen ctia mbi kiéu huyét thanh DENV
ma tir d6 thu duogc trinh ty aa EDIII tuong ung.

(B) Kha nang phan tng ELISA cua khang huyét thanh DSV*: Kha ning phan
ung cua khang huyét thanh DSV* cong gop khang HBsAg, EDIII-1, EDIII.-2, EDIII-3
va EDIII-4. Duong cong mau tim 13 kha ndng phan Umg cua huyét thanh khong dugc
gdy mién dich khang DSV*.

(C) DSV* tao ra hiéu gia trung hoa cén bang: Hiéu gia trung hoa trén co s&
FACS cia khang huyét thanh DSV* khang (c4c) kiéu gen cu thé cia mdi kiéu huyét
thanh.

(D) Pham vi trung hoa kiéu gen v6i huyét thanh cong gop Fig.4: (a) trinh ty axit
amin ctia mién III vo ctia DENV-1 (SEQ ID NO:1) va axit nucleic mi héa (SEQ ID
NO:5);

(b) trinh ty axit amin cua mién III vé ctia DENV-2 (SEQ ID NO:2) va axit
nucleic ma héa (SEQ ID NO:6); |

(c) trinh tyr axit amin cua mién III v6 cia DENV-3 (SEQ ID NO:3) va axit
nucleic ma héa (SEQ ID NO:7);

(d) trinh ty axit amin cua mién III vé ctia DENV-4 (SEQ ID NO:4) va axit
nucleic ma héa (SEQ ID NO:8);

(e) trinh ty axit amin cta dau tan N cua HBsAg (SEQ ID NO:9) va axit nucleic
mai héa (SEQ ID NO:10);

(f) trinh ty axit amin cua polypeptit tai t6 hop theo sang ché bao gdm trinh tu
ctia EDII tr DENV-1, 2, 3 va 4 dugc lién két v6i dau tan N cia HBsAg (SEQ ID
NO:11) va axit nucleic ma hoa (SEQ ID NO:12), trong d6 cac trinh tu axit nucleic va
axit amin dugc in nghiéng la céc phan tir lién két hexa-glyxin va céc trinh tu axit
nucleic va axit amin dugc gach chan thu dugc tir viéc dich mé vi tri giéi han Kpnl.

EDIII dugc sép xép theo th ty tir ddu tin N- dén ddu tan C- DNV-1, DNV-3, DNV-4
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va DNV-2.
M6 ta chi tiét sang ché

Séang ché dé cap dén vacxin siéu phan ti ngira bénh dengue khéng cé bbn kiéu
huyét thanh - kiéu huyét thanh ctia virut gdy bénh dengue DENV-1, DENV-2, DENV-
3 va DENV-4. Vacxin si€u phén tir ndy bao gdm protein tai t6 hop bao gdm EDIII-T
th8 tir tri va HBsAg. Sang ché ciing d& cap dén vacxin siéu phan tir bao gdm tmg vién
dc-xin thé tir tri trén co s& VLP dé phong nglra bénh dengue khang ca bbn kiéu huyét
thanh DENV. |

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén trinh tu axit nucleic ma hoéa protein tai
t6 hop bao gdm mién EDIII ctia kiéu huyét thanh cta virut gdy bénh dengue DENV-1,
DENV-2, DENV-3 va DENV-4 duoc lién két trong khung véi dau tan N clia HBsAg.
Céc trinh tu nucleotit ma héa mdi mién EDIII cua kiéu huyét thanh cua virut giy bénh
dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4 ¢6 thé dugc lién két v6i dau tin N
cua HBsAg theo thi t lién tiép bat ky.

Tét hon néu trinh ty axit nucleic ma hoa cac mién EDIII ctia mdi kiéu huyét
thanh trong s cac kiéu huyét thanh ctia virut gdy bénh dengue DENV-1, DENV-2,
DENV-3 va DENV-4, 14n luot c6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1, 2, 3va 4. Tét
hon néu trinh tu axit nucleic ma héa mdi mién EDIII cla kiéu huyét thanh cta virut
gy bénh dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4 14n luot 12 SEQ ID NO: 5,
6,7 va 8.

Tét hon néu trinh tu axit nucleic ma héa HBsAg c6 trinh ty axit amin c6 SEQ

ID NO:9. Tét hon néu trinh tir axit nucleic ma hoa HBsAg l1a SEQ ID NO:10.

Theo mot phuong an, trinh ty axit nucleic bao gdm mdi trinh tw nucleotit trong
sb céc trinh tr nucleotit SEQ ID NO: 5, 6, 7 va 8 duogc lién Kkét trong khung véi dau tan
N ctia SEQ ID NO: 10. Céc trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 5, 6, 7 va 8 ¢o thé duoc lién
két v6i dau tan N cia SEQ ID NO: 10 theo thi tu lién tiép bat k.

Tét hon néu trinh tw axit nucleic ma hoa phan tir lién két ma lién k&t mdi mién
EDIII cua cac kiéu huyét thanh ctia virut giy bénh dengue DENV-1, DENV-2, DENV-
3 va DENV-4. Tét hon néu axit nucleic ma hoa phén tir lién két linh hoat, tét nhét 1a

phén tir lién két hexa-glyxin. Tt hon néu trinh tir axit nucleic ma hoa ph?m tir lién két
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ma lién két mién EDIII cta kiéu huyét thanh cta virut gy bénh dengue DENV-1,
DENV-2, DENV-3 va DENV-4 v6i ddu tin N clia HBsAg. Tt hon néu axit nucleic
ma hoa phan tir lién két linh hoat, tt nhét 12 phan tir lién két hexa-glyxin.

Tét hon néu trinh tu axit nucleic ma hoa polypeptit tai tb hop c6 trinh ty axit
amin ¢6 SEQ ID NO: 11. Tét hon néu trinh tu axit nucleic ma hoéa polypeptit tai t6 hop
12 trinh tu axit nucleic ¢c6 SEQ ID NO:12.

Theo m6t phuong an, trinh ty axit nucleic dugc t81 wu héa codon dé biéu hién &
ndm men, t6t hon 1a dé biéu hién & P. pastoris. Theo mdt phuong én, axit nucleic 1a

vecto bi€u hién.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén té bao chu dugc bién nap hodc dugc
chuyén nhiém véi axit nucleic theo sang ché, trong d6 té bao chil biéu hién HBsAg.
Theo mdt phuong an, té bao chu dugc bién nap hoic duge chuyén nhiém vé6i trinh tu
axit nucleic ma héa HBsAg. Tbt hon néu té bao chi dugc bién nap hodc dugce chuyén
nhiém véi 1, 2, 3, 4 trinh tu axit nucleic biéu hién HBsAg hodc nhiéu hon. Theo mét

phuong éan, té bao chit 1a ndm men. Tt nhit néu té bao chii 1a P. pastoris.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén polypeptit tai t6 hop bao gdbm mién
EDIII cta mdi kidu huyét thanh trong sb cac kiéu huyét thanh cta virut gy bénh
dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4 dugc lién két véi déu ton N cta
HBsAg. Trinh ty axit amin ma héa mdi mién EDIII ctia kiéu huyét thanh ciia virut gy
bénh dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4 ¢6 thé dugc lién két v6i dau
tan N ctia HBsAg theo thir tu lién tiép bét ky. Tét hon néu mién EDIII ctia kiéu huyét
thanh cua virut gy bénh dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4 dugc dung
hop lién tiép, tir dAu tdn N dén dau tan C, theo trinh ty DENV-1, DENV-3, DENV-4
va DENV-2. ‘

Tét hon néu trinh ty axit amin cia mién EDIII ctia mdi kiéu huyét thanh trong
s& cac kidu huyét thanh ciia virut gdy bénh dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va
DENV-4 13 SEQ ID NO: 1, 2, 3 va 4. Tét hon néu dau tan N ctia HBsAg ¢4 trinh tu
polypeptit c6 SEQ ID NO: 9. Tét hon néu polypeptit tai t& hop bao gdm mbi trinh tur
trong sb cac trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1, 2, 3 va 4 dugc lién két voi ddu tan N
ciia SEQ ID NO:9. Céc trinh tw axit amin SEQ ID NO: 1, 2, 3 va 4 ¢6 thé duoc lién két
v6i diu tan N ctia SEQ ID NO: 9 theo thir ty lién tiép bét ky. Tét hon néu polypeptit
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tai to hop bao gﬁ”)m trinh tu axit amin SEQ ID NO:1, 2, 3, va 4 lién tiép, tir dau tin N
dén dAu tan C, theo trinh tw SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID
NO:2.

Tét hon néu cac mién EDIII ctia mdi kidu huyét thanh trong s cac kiéu huyét
thanh cta virut gy bénh dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4 duoc lién
két bing phan tir lién két, tt hon 1a phn tir lién két linh hoat, t5t nhat 1a phén t lién
két hexa-glyxin. T6t hon néu mién EDIII dugc lién két voi dau tn N ciia HBsAg bang
phan tr lién két, tot hon 1a phan tir lién két linh hoat, tot nhét 1a phan tir lién két hexa-
glyxin.

Theo mot khia canh, polypeptit tai t hgp c6 trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO:
11.

Té bao chu dugc bién nap hoic dugc chuyén nhiém theo séng ché tdng hop ca
HBsAg va polypeptit tai t5 hop theo séng ché. Cac tac gia sang ché da thé hién rang
hai polypeptit nay két hop ddng thoi theo cach tw phét thanh hat nano sinh hoc. Theo
mdt khia canh, sang ché bao gdbm hat nano sinh hoc chira HBsAg va polypeptit téi tb
hop theo sang ché.

Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén phuong phép tao ra protein tai t6 hop
hodc hat nano sinh hoc bao gdm budc nudi cdy té bao chu theo séng ché trong didu

kién thich hgp va thu hoi protein tai t6 hop hodc hat nano sinh hoc dugc biéu hién.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén vacxin bao gbm polypeptit tai t6 hop
hodc hat nano sinh hoc theo sang ché. Tt hon néu vacxin bao gdm polypeptit tai )
hop hodc hat nano sinh hoc theo sang ché trong chit mang dugc dung hodc chét pha

loang thich hop.

Theo mdt khia canh, sang ché mo ta phuwong phép diu tri hodc ngan nglra virut
gdy bénh dengue, bao gdm buéc cho d6i twong dung protein tai td hop, hat nano sinh
hoc hodc vacxin theo sang ché. Theo mot phuong 4n, virut gdy bénh dengue 12 kiéu
huyét thanh DENV-1, DENV-2, DENV-3 hoiic DENV-4. '

Phan tir trén co s& EDIII thd tit tri, EDII-T, dugc phat trién, duoc thiét ké dé
chtra ca bén EDIII duge lién két v6i nhau qua phén ti lién két glyxyl linh hoat nhu

duoc mo ta trén Fig. 1A. EDIII-T dugc biéu hién & Pichia pastoris, dugc tinh ché va
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dugc phét hién 13 gdy mién dich & chudt nhit. Cu tric ctia phan tir EDIIL-T dugc dua
ra trong bang doc quyén sang ché An Do s6 261749.

Kha ning cia khiang nguyén bé mit cia virut viém gan B (HBsAg) dung lam
nén tang dé trinh dién va biéu 10 epitop ngoai lai dugc minh hoa rd rang nhd thanh
cong clia trng vién vacxin sbt rét RTS,S trong don xin cip bang doc quyén sang ché sb

WO 93/10152.

Sang ché nghién ctru cac kha ning xem HBsAg c6 thé dung dé tang kha ning
sinh mién dich caa EDIII-T hay khong. Vi thé, EDIII-T dugc tich dong dé dung hop
v6i HBsAg va trén nén clia bdn cat-xet biéu hién ctia HBsAg trong vecto P. pastoris
nhu dugc mo ta trén Fig.1A. Ciu tric ndy ctia EDIII-T va HBsAg duoc goi 12 “DSV*”
va tuong tw voi cdu trac ciia RTS,S trong don xin cép bing doc quyén sang ché sb

W09310152 ma biéu 16 epitop ctia virut st rét trén VLP HBsAg.

Plasmit tai td hop dugc xung dién trong P. pastoris va khuén lac dugc sang loc
v& su biéu hién ddng thoi protein EDIII-T-HBsAg va HBsAg bang cach Cflh’l ung clon
bang metanol. Mot trong sb cac clon duong tinh biéu hién ddng thoi hai protein nhu
duoc thé hién trén Fig.1B, dugc chon dé nghién ctru thém. Sinh khdi da cam ung duogc
phén giai va protein lién quan dén mang dugc chiét va dugc loc ap lyc (diafiltration)
qua mang 300kDa. Budc nay dugc thiét ké dé cho phép lam giau protein kich thuée
16n xét ring hai protein dugc biéu hién ddng thoi két hop thanh VLP DSV*. Thanh
phan khéng dugc loc qua mang dugc tinh ché qua nhua phenyl 600M véi d6 tinh khiét

cao nhu dugc mo ta trén Fig.1C.

Kha nang cua protein dugc bidu hién ddng thoi c6 thé két hop thanh VLP dugc
danh gia qua viéc loc gel nhu dugc thé hién trén Fig.2A, siéu ly tdm CsCl nhu dugc
thé hién trén Fig.2B va phuong phap kinh hién vi dién t nhu dugc thé hién trén
Fig.2C. Quan sat thdy rang ca hai thanh phan protein ciia DSV* dugc rira giai cing
nhau trong thé tich rdng trong qua trinh loc gel nhu dugc thé hién trén Fig.2A va dugc
dich chuyén ddng thoi trong qué trinh siéu ly tdm CsCl nhu duoc thé hién trén Fig.2B.
Khi quan sat duéi kinh hién vi dién tir, chung dugc thdy 1a két hop thanh VLP c6 kich
thude 25-35 nm nhu dugc thé hién trén Fig.2C.

Tinh toan ven cAu hinh riéng ctia EDIII clia ca bén DENV trong VLP DSV*
duoc danh gia qua sy nhan dién epitop EDIII quan trong béi mAb da xac dinh 8 déc
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diém theo dang ELISA kep.

Kha nang cda cidc VLP nay co thé gy ra dap tmg mién dich manh khéng bbn
kiéu huyét thanh DENV dugc dénh gia bang cach gay mién dich & chudt nhit BALB/c
nhu duge thé hién trén Fig.3. VLP DSV* d4 tinh ché duogc gy mién dich (20 ng/500ug
Al 1a alhydrogel/100puL trong PBS) trong mang bung trong nhém gdm sdu chudt nhat
BALB/c vao ngay 0, 30 va 90. Lugng mdau 16n duoc 14y vao ngay 100 va dugc phan
tich vé& dap g d6i véi DSV* bang ELISA. Huyét thanh tir cac dbi twong <6 déap tmg
duong tinh dugc gdp lai va dugc mo ta dac diém vé& sy c6 mit cua khéng thé khang ca
nidm thanh phﬁn ctia nd, cu thé 1a EDII-1, EDII-2, EDIII-3, EDIII-4 va HBsAg
(Fig.3B). Quan sat thdy rang dap tng mién dich manh dugc tao ra khang toan b cac
thanh phan nay. Quan trong 13 phai x4c dinh xem déap ung chéng bénh dengue c6 kha
nang trung hoa bén DENV hay khong. Vi thé, huyét thanh cong gdp duoc dénh gia vé
kha ning trung hoa cua nd thong qua thir nghiém trén co s¢ FACS va quan sat thiy
rang khang huyét thanh DSV* thyc su c6 kha nang trung hoa ca bén DENV (Fig.3C).
Fig.3A minh hoa cAu trac cia DSV* va ching ma tir d6 thu dugc trinh ty aa EDIII
twong tng. Fig.3C minh hoa hi¢u gia trung hoa cta khéng huyét thanh DSV* khang
bbén DENV (ctia ching cu thé) va céc chiing c6 hai kiéu gen b6 sung cia DENV-3. R
rang 1a céc kiéu gen DENV-2, DENV-3 va DENV-4 duoc st dung trong thit nghiém
trung hoa khac vé1 cac kiéu gen ma tlr d6 c6 dugce trinh ty EDIII, va né khong gay tac
dong bat loi dén kha ning trung hoa cta khang huyét thanh DSV*, biéu thi mtc do
manh cta dap tng mién dich dugc tao ra. Ngoai ra, dap ung tdng thé khang cac kiéu
gen khéc nhau cling c6 vé can bang, 1am ndi bat kha ning tng vién ctia DSV* 1am
vacxin ngra bénh dengue tiém nang nhu dugc mo ta trén Fig.3D. DSV* ¢6 vé c6 hiéu

luc dén mirc c6 thé so sanh duge véi cac ta duge khac nhau da danh gia (Fig.3D)
Vi du thwe hién sang ché

Séng ché dugc md ta c6 tham khao céc vi du sau déy, dugc bao gdm chi nham
muc dich minh hoa va 1am 18 sdng ché. Céc vi du cu thé nay khong duoc hicu la gisi

han pham vi cia sang ché theo hinh thirc bét ky nao.

Vi du 1: Cu tric cia Gtng vién vacxin thé t tri ngira bénh dengue trén co s& VLP tai

t6 hop

EDIII-T dugc tach dong dé dung hop v6i HBsAg va trén nén cla bdn cat-xet
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biéu hién ctia HBsAg trong vecto P. pastoris nhu dugc md ta trén Fig.1A. CAu trac
cua EDIII-T va HBsAg dugc goi la “DSV*”, Plasmit tai tb hop dugce xung dién trong
P. pastoris va khuin lac dugc sang loc v& su biéu hién df“mg thoi protein EDIII-T-

HBsAg va HBsAg bang cach cam tng clon bing metanol.
Vi du 2: Mb ta dic diém cua tmg vién vacxin thé tit tri nglra bénh dengue - DSV*

Mot trong sd céc clon duong tinh biéu hién ddng thoi hai protein nhu dugc thé
hién trén Fig.1B, duoc chon dé nghién ctru thém. Sinh khdi da cam tng dwoc phan giai
va protein li€én quan dén mang duoc chiét va duoc loc ap lyc qua mang 300kDa. Bude
nay dugc thiét ké dé cho phép lam giau protein kich thudc 16n xét rang hai protein
duoc biéu hién ddng thoi két hop thanh VLP DSV*. Thanh phan khong dugc loc qua
mang dugc tinh ché qua nhya phenyl 600M véi do tinh khiét cao nhu dugc md ta trén
Fig.1C.

Vi du 3: Nhan dién va mo ta déc diém cua VLP

Kha nédng cta protein dugc bidu hién ddng thoi c6 thé két hop thanh VLP dugc
danh gia qua viéc loc gel nhu dugc thé hién trén Fig.2A, siéu ly tam CsCl nhu dugc
thé hién trén Fig.2B va phuong phéap kinh hién vi dién tir nhu duoc thé hién trén
Fig.2C. Quan st thdy rang ca hai thanh phén protein ciia DSV* duge rira giai cing
nhau trong thé tich rng trong qua trinh loc gel nhu duoc thé hién trén Fig.2A va dugc
dich chuyén ddng thoi trong qua trinh siéu ly tm CsCl nhu dugc thé hién trén Fig.2B.
Khi quan sat du6i kinh hién vi dién tir, ching dugc thay 1a két hop thanh VLP ¢6 kich
thuéc 25-35 nm nhu duge thé hién trén Fig.2C.

Vi du 4: Panh gia tinh toan ven chu truc cua ca bdn DENV trong VLP DSV* bang
mAb (khang thé don dong) '

Tinh toan ven cAu hinh riéng cua EDIII cia ci bdn DENV trong VLP DSV*
dugc danh gia qua su nhan dién epitop EDIII quan trong béi mAb da xac dinh o dac
diém theo dang ELISA kep. mAb dic hiéu véi bénh dengue dugc phu trong céac 16 vi
hiéu gia va VLP DSV* dugc bd sung VLP da lién két dugc dé 10 ra thong qua
Hepnostika khang HBsAg dugc danh du peroxidaza. Hau hét cac mAb nay khang
mach A va vang go bén cia EDIII, duoc tin la thiét yéu cho viéc tao ra dap tng mién
dich trung hoa manh. Kha nang phan timg ELISA cua DSV* béi 21 mAb dengue (mAb
dic hiéu véi EDIII va thanh phan khac EDIII) dugc minh hoa trong Bang 1 va két qua
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biéu thi ring cac epitop EDIII cta ca bdn DENV con nguyén ven trong VLP DSV*,

Béng 1: Danh sach cdc mAb déc hiéu véi EDIII, ving duoc nhén dién boi mAb nay va
kha ning phan timg ctia mAb nay véi VLP “DSV*” (xét vé& OD ELISA)

Vong A S va BC (LR)

Mach G!mng o %g

Pdu tan LR-N clia A S, FG loop 1,30

qgﬂ

_BCvavongDE(LR) | 053
- | DENVA, 2 e tgngg]%;% e cc 051
E106 DENV-1, 4 ASVALR | 3eD
E113 : DENV-1, -2, 4 LR . 12
h220 DENV-1, -3 - . . 050
= 1 A.S vamach G o

DENW-1,-2,-3, 4

AS vongBCvamachG 081
SR

ML bpochop . .,,9“5;;..%

hDVC2313 ; ~ vongdunghop 005

. e ~ ‘ . Mg
niNG . ... . Db

Vi du 5: Gay mién dich cho chudt bing VLP DSV* duoc tinh ché

Kha nang cua cac VLP nay co thé gay ra dap tng mién dich manh khang bbn
kiu huyét thanh DENV duogc danh gia bang cach gy mién dich & chugt nhit BALB/c
nhu dugc thé hién trén Fig.3. VLP DSV* d4 tinh ché dwgc gdy mién dich (20pg/500pg
Al 13 alhydrogel/100uL trong PBS) trong mang bung trong nhom gbm sau chudt nhit
BALB/c vao ngay 0, 30 va 90. Luong mau 16n dugc 14y vao ngay 100 va dugc phan
tich vé dap tng dbi v6i DSV* biang ELISA. Huyét thanh tir cac ddi tugng ¢ dap Gng
duong tinh dugc gdp lai va dugec mo ta dac diém vé su c6 mit cua khéng thé khang ca
nam thanh phin ciia n6, cu thé 1a EDII-1, EDII-2, EDIII-3, EDIII-4 va HbsAg nhu
duge mé ta trén Fig.3B va pham vi trung hoa kiéu gen clia khang huyét thanh DSV*

duoc tao ra v6i céac ta duge khac nhau con dugce xac dinh nhu duge mo ta trén Fig.3D.
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Pép tng mién dich

Quan sat thiy rang dap tng mién dich manh dugc tao ra khang ca nam thanh
phan, cu thé 1a EDIII-1, EDIII-2, EDIII-3, EDIII-4 va HbsAg. Quan trong 12 phai xéac
dinh xem dap tmg chdng bénh dengue c6 kha ning trung hoa bén DENV hay khong.
Vi thé, huyét thanh cong gop duge danh gia vé kha ning trung hoa clia né thong qua
thir nghiém trén co s¢ FACS va quan sat thdy rang khang huyét thanh DSV* thyc su ¢6
kha ning trung hoa ca bén DENV nhu dugc thé hién trén Fig.3C, hinh v& ndy minh
hoa hiéu gia trung hoa cua khang huyét thanh DSV* khang bbn chung tham chiéu
WHO DENV va céc chung c6 hai kiéu gen bd sung ctia DENV-3. R0 rang 1a céc kiéu
gen DENV-2, DENV-3 va DENV-4 duoc st dung trong thir nghiém trunlg hoa khéc
véi cac kidu gen ma tir d6 c6 dugc trinh ty EDIII, va né khong gdy tic dong bét loi
dén kha ning trung hoa ctia khang huyét thanh DSV*, biéu thi mc d6 manh cua dap
tmg mién dich dugc tao ra. Ngoai ra, ddp Ung téng thé khang céc kiéu huyét thanh
khac nhau cling c6 vé can bing, 1am ndi bat kha ning cia DSV* 1am vacxin ngira bénh
dengue tiém ning. Bang 2 dudi déy minh hoa FNT sau khi ding hét trén EDIII-3-
MBP tao ra Ab trung hoa dac hi¢u kiéu huyét thanh.

Bang 2: FNT sau khi dung hét trén EDIII-3-MBP tao ra Ab trung hoa dic hiéu kiéu
huyét thanh

huyétthanh | heny 4 | DENV-2 | DENV-3 | DENV-4
Huyét thanh 1 MBP 714 678 2259 415
Dung héet Ab
DENV-3 EDII-3-MBP | 1276 581 288 449
Huyét thanh 2: MBP khong xac | 775 1022 | knéngxéc
Dung hét Ab ginh danh
DENV-2 EDIIl-2-MBP | *"opaxac| 78 975 | khéngxac
inh dinh

Sang che cling bao gom cac khia canh cu the sau déy:

Khia canh 1. Ung vién vacxin thé tir tri ngira bénh dengue trén co s VLP tai tb
hop bao gém phan ti EDIII-T thé tt tri va khang nguyén bé mit cla virut viém gan B
(HbsAg).

Khia canh 2. Ung vién vacxin thé tir tri nglra bénh dengue trén co s¢ VLP tai tb
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hop duge goi la DSV*.

Khia canh 3. Ung vién vacxin thé t&r tri ngira bénh dengue trén co s¢ VLP tai tb
hop, DSV, trong d6 phén tir EDIII thé it tri bao gdm EDIII ciia DENV-1, DENV-2,
DENV-3 va DENV-4.

Khia canh 4. Ung vién vacxin thé t&r tri ngira bénh dengue trén co s& VLP tai t6
hop nhu duge néu trong khia canh 2 cua sang ché, trong d6 DSV* tao ré khang thé
trung hoa dac hiéu kiéu huyét thanh DENV khéang DENV-1, DENV-2, DENV-3 va
DENV-4.

Khia canh 5. Quy trinh san xuit Gmg vién vacxin thé t tri ngira bénh dengue

trén co s& VLP t4i td hop theo khia canh 1 bao gdm cac budc sau day:

i) tach dong EDIII-T dé dung hop véi HbsAg trong chu tric tai to hop

mang bdn cat-xet biéu hién ctia HbsAg;

ii) xung dién plasmit tai t6 hop vao té bao Pichia pastoris dé thu dugc clon

bidu hién ddng thoi EDII-T-HbsAg va HbsAg;
iii)  sang loc dé biéu hién ddng thoi protein EDIII-T-HbsAg va HbsAg;

iv)  phan tich su biéu hién protein EDIII-T-HbsAg va HbsAg bang cach

nhudm bac va thdm tach Western;

V) phén gidi sinh khéi duoc cam tmg;

vi)  chiét protein lién quan dén mang va dugc loc ap luc;

vii)  tinh ché DSV*.

Khia canh 6. Quy trinh nhu dugc néu trong khia canh 5, trong d6 viéc sang loc
trong budc (iii) dugc thuc hién bang cam ung clon bang metanol.

Khia canh 7. Vacxin siéu phin tir nglra bénh dengue bao gbm tmg vién vacxin
thé t tri ngira bénh dengue trén co sé VLP tai t6 hop nhu duge néu trong khia canh 1.

Khia canh 8. Vacxin siéu phan tir ngira bénh dengue nhu dugc néu trong khia
canh 7, trong d6 vacxin ndy cé hoat tinh khang cac kiéu huyét thanh cia virut giy
bénh dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4.

Khia canh 9. Vacxin siéu phéan tir ngra bénh dengue nhu dugc néu trong khia

canh 8, trong d6 vacxin nay co thé dugc ding trong mang bung hoic trong co.
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35441

Khia canh 10. Ung vién vacxin thé tir tri ngira bénh dengue trén co s¢ VLP tai
t hop dé sir dung 1am (mg vién vacxin siéu phén tir ngira bénh dengue tiém nang chtra

phén tu EDIII-T th& t& tri va khang nguyén bé mit cia virut viém gan B (HB SAg).

-19-
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YEU CAUBAO HO
1. Hat gidng virut (VLP) bao gom:

a) polypeptit tai t hop bao gdm mién EDIII ctia mdi kiéu huyét thanh cta virut gy
bénh dengue trong sb cac kiéu huyét thanh DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4,
duoc lién két voi dau tan N ctia polypeptit HbsAg, nhu duge md ta dudi day:

EDIII-1---EDIII-3---EDIII-4---EDIII-2---HBsAg;
trong d6 dudng nét dut 1a phan tir lién két; va

trong d6 trinh ty axit amin cua mién EDIII ctia mbi kiéu huyét thanh cta virut gay
bénh dengue trong sb c4c kiéu huyét thanh DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4
lan lwot 1A SEQIDNO 1,2, 3 va 4; va

b) 4 don vi cia polypeptit HbsAg.
2. Trinh tw axit nucleic ma hoa polypeptit tai t6 hop nhu duge dé cap ¢ diém 1.

3. Hat giéng virut (VLP) theo diém 1, trong d6 polypeptit tai t& hop c6 trinh tu axit
amin theo SEQ ID NO 11.

4. Vacxin nglra bénh dengue thé tr tri chira hat gidng virut (VLP) bao gom:

a) polypeptit tai t6 hop bao gdm mién EDIII ctia mdi kiéu huyét thanh cta virut gy
bénh dengue trong sb cac kiéu huyét thanh DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4,
duoc lién két voi dau tAn N cia polypeptit HbsAg, nhu duge mo ta dudi déy:

EDIII-1---EDIII-3---EDIII-4---EDIII-2---HBsAg;
trong d6 duong nét dut 1a phén tir lién két; va

trong d6 trinh ty axit amin cla mién EDIII cia mbi kiéu huyét thanh ciia virut gay
bénh dengue trong sb cac kiéu huyét thanh DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4
1an lwot A SEQIDNO 1, 2,3 va 4; va

b) 4 don vi cla polypeptit HbsAg.
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DANH MUC TRINH TU
<110> 1International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology

<120> HAT GIONG VIRUT VA VACXIN NGUA BENH DENGUE THE TU TRI TAI TO HQP CHUA
HAT GIONG VIRUT NAY

<130> ICG-006US
<150> PCT/IB15/056352
<151> 2015-08-21

<150> 1IN 2478/DEL/2014
<151> 2014-09-01

<l60> 12

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 104
<212> PRT

<213> Virut géy bénh Dengue typ 1
<400> 1

Met Ser Tyr Val Met Cys Thr Gly Ser Phe Lys Leu Glu Lys Glu Val
1 5 10 15

Ala Glu Thr Gln His Gly Thr Val Leu Val Gln Val Lys Tyr Glu Gly
20 25 30

Thr Asp Ala Pro Cys Lys Ile Pro Phe Ser Ser Gln Asp Glu Lys Gly
35 40 45

Val Thr Gln Asn Gly Arg Leu Ile Thr Ala Asn Pro Ile Val Thr Asp
50 55 60

Lys Glu Lys Pro Val Asn Ile Glu Ala Glu Pro Pro Phe Gly Glu Ser
65 70 75 80

Tyr Ile Val Val Gly Ala Gly Glu Lys Ala Leu Lys Leu Ser Trp Phe

Lys Lys Gly Ser Ser Ile Gly Lys
100

<210> 2
<211> 104
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<212>
<213>

<400>

PRT

35441

Virut gdy bénh Dengue typ 2

2

Met Ser Tyr

1

Ala

Asp

Arg

Lys

65

Tyr

Lys

Glu

Gly

His

50

Asp

Ile

Lys

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

<400>

Thr

Ser

35

Val

Ser

Ile

Gly

3
104
PRT

Ser

Gln

20

Pro

Leu

Pro

Ile

Ser
100

Met

His

Cys

Gly

Val

Gly

Ser

Cys

Gly

Lys

Arg

Asn

70

Val

Ile

Thr

Thr

Thr

Leu

55

Ile

Glu

Gly

Gly

Ile

Pro

40

Thr

Glu

Pro

Gln

Lys

Val

25

Phe

Thr

Ala

Gly

Virut gdy bénh Dengue typ 3

3

Met Ser Tyr

1

Ser

Glu

Lys

Lys

Glu

Asp

Ala

50

Glu

Thr

Ala

35

His

Glu

5

Ala Met Cys

Gln His Gly

20

Pro Cys Lys

Asn Gly Arg

Pro Val Asn

Leu

Thr

Ile

Leu

55

Ile

Asn

Ile

Pro

40

Ile

Glu

Thr

Leu

25

Phe

Thr

Ala

-22-

Phe

10

Ile

Glu

Val

Glu

Gln
90

Phe

10

Ile

Ser

Ala

Glu

Lys

Arg

Ile

Asn

Pro

75

Leu

Val

Lys

Thr

Asn

Pro

Val

Val

Met

Pro

60

Pro

Lys

Leu

Val

Glu

Pro

60

Pro

Val

Gln

Asp

45

Ile

Phe

Leu

Lys

Glu

Asp

45

Val

Phe

Lys

Tyr

30

Leu

Val

Gly

Asp

Lys

Tyr

30

Gly

Val

Gly

Glu

15

Glu

Glu

Thr

Asp

Trp
95

Glu

15

Lys

Gln

Thr

Glu

Ile

Gly

Lys

Glu

Ser

80

Phe

Val

Gly

Gly

Lys

Ser



65

70

35441

75

80

Asn Ile Val Ile Gly Ile Gly Asp Lys Ala Leu Lys Ile Asn Trp Tyr

85

Arg Lys Gly Ser Ser Ile Gly Lys

<210> 4
<211> 103
<212> PRT
<213>

<400> 4
Met Ser Tyr
1

Ala Glu Thr

Ala Gly Ala
35

Glu Lys Val

Thr Asn Ser

65

Ile Val Ile

Lys Gly Ser

<210> 5
<211> 312
<212> ADN
<213>

<400> 5

atgtcttacg tcatgtgcac
catggcactg tcttagttca

ttctcctccec aagatgaaaa

100

Thr

Gln

20

Pro

Val

Val

Gly

Ser
100

Met

His

Cys

Gly

Thr

Val

85

Ile

Virut géy bénh

Cys

Gly

Lys

Arg

Asn

70

Gly

Gly

Ser

Thr

Val

Ile

55

Ile

Asp

Lys

Gly

Thr

Pro

40

Ile

Glu

Ser

tggttctttc
agttaagtac

gggtgtcact

Virut gdy bénh Dengue typ 4

Lys

Val

25

Ile

Ser

Leu

Ala

Dengue typ 1

-23-

90

Phe

10

Val

Glu

Pro

Glu

Leu
90

Ser

Lys

Ile

Thr

Arg

75

Thr

Ile

Val

Arg

Pro

60

Pro

Leu

Asp

Lys

Asp

45

Phe

Leu

His

Lys

Tyr

30

Val

Ala

Asp

Trp

95

Glu

15

Glu

Asn

Glu

Ser

Phe
95

Met

Gly

Lys

Asn

Tyr

80

Arg

aaattggaga aggaggtagc tgaaactcaa
gaaggaacag atgccccatg caaaatcccc

caaaatggta gattgataac agctaaccca

60

120

180



atcgttaccg
tacatagtag
tctattggaa
<210> 6

<211> 312
<212> ADN

<213>

<400> 6
atgagttact

cacggtacaa
tttgagataa
attgtgacag
tacatcatta
tcaataggtc
<210> 7

<211> 312
<212> ADN

<213>

<400> 7
atgagttacg

cacggaacca
ttttctaccg
gttgtaacaa
aacatagtca
tctattggca
<210> 8

<211> 309
<212> ' ADN

<213>

<400> 8
atgtcttata

catggtacaa

attgaaattc

acaaggagaa

ttggagccgg

aa

Virut gay bénh

ccatgtgcac
tcgttattcg
tggacttgga
agaaagattc
tcggagttga

ag

Virut gay bénh

ccatgtgtct
ttcttatcaa
aagatgggca
agaaggaaga
tagggatagg

ag

Virut gay bénh

cgatgtgttc
ccgtcgttaa

gagatgttaa

35441

acccgtgaat

agaaaaagca

Dengue typ

cgggaaattc
agtgcaatat
aaagaggcac
tccagtgaat

acctggtcag

Dengue typ

gaatacgttt
ggtggaatac
gggtaaagct
gccagtcaac

tgacaaggca

Dengue typ

aggcaagttc
agtaaagtat

caaagagaag

atcgaggccg agcctccttt cggcgaaagt

ctgaaattgt cttggttcaa aaagggttcc

aaagtagtta
gaaggtgatg
gttctaggga
atcgaagctg

cttaagttag

gtgcttaaga
aagggtgagg
cataatggta
atcgaggcag

ctaaagatta

aagagattgc
gaagtccatg
ggttgaccac
aaccaccttt

attggttcaa

aagaggtttc
acgctccatg
gactgattac
aacctccctt

actggtatcg

cgagactcag
taagacccca
tgttaaccca
tggtgattct

gaagggctcc

tgaaacgcaa
caagatccca
tgctaatcct
tggcgaatcé

taagggttca

tctattgaca aagagatggc tgaaacacaé

gaaggagctg gtgcaccctg taaggtgcct

gttgtcggga gaatcatttc ccctactcca
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240

300

312

60

120

180

240

300

312

60

120

180

240

300

312

60

120

180



35441

tttgctgaga atactaattc agtcactaac atagaactag aacgtccatt ggactcatac 240
atcgtaattg gtgtgggaga ttcagcactt actttacact ggtttagaaa aggaagtagt 300
attggtaaa 309
<210> 9

<211> 226

<212> PRT

<213> Virut viém gan B
<400> 9
Met Glu Asn Ile Thr Ser Gly Phe Leu Gly Pro Leu Leu Val Leu Gln

1 5 10 15

Ala Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu
20 25 30

Asp Ser Trp Trp Thr Ser Leu Asn Phe Leu Gly Gly Ser Pro Val Cys

Leu Gly Gln Asn Ser Gln Ser Pro Thr Ser Asn His Ser Pro Thr Ser
50 55 60

Cys Pro Pro Ile Cys Pro Gly Tyr Arg Trp Met Cys Leu Arg Arg Phe

Ile Ile Phe Leu Phe Ile Leu Leu Leu Cys Leu Ile Phe Leu Leu Val
85 90 95

Leu Leu Asp Tyr Gln Gly Met Leu Pro Val Cys Pro Leu Ile Pro Gly
100 105 110

Ser Thr Thr Thr Ser Thr Gly Pro Cys Lys Thr Cys Thr Thr Pro Ala
115 120 125

Gln Gly Asn Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro Thr Asp
130 135 140

Gly Asn Cys Thr Cys Ile Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Ala Lys
145 150 155 160

Tyr Leu Trp Glu Trp Ala Ser Val Arg Phe Ser Trp Leu Ser Leu Leu
165 170 175
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Val Pro Phe

Ala Ile

195

Ser

Val Ser Pro

210

Tyr Ile

225

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

10
678
ADN
Viru

<400> 10
atggaaaaca

ttgttgacta
ttcttgggtg
tccccaactt
atcattttct
cagggtatgt
tgtaagactt
aagccaactg
tacttgtggg
cagtggttcg
tggggtccaa

tgtttgtggy

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

11
667
PRT

<220>
<223>

Val Gln Trp Phe

180

Trp Met Met Trp

Phe Ile Pro Leu

t viém gan

tcacttccgg
gaatcttgac
gttccccagt
catgtccacc
tgttcatctt
tgccagtttg
gtactactcc
acggtaactg
aatgggcttc
ttggtttgtc
gcttgtactc

tttacatc

35441

Val

Tyr
200

Leu
215

tttcttgggt
tatcccacag
ttgtttgggt
aatctgtcca
gttgttgtgt
tccattgatt
agctcagggt
tacttgtatc
tgttagattc
tcctactgtt

tatcgtttce

Trinh tu nhén tao

Gly Leu Ser
185

Trp Gly Pro

Pro Ile Phe

cctttgttgg
tctttggact
caaaactccc
ggttacagat
ttgatcttct
ccaggttcca
aactctatgt
ccaattcctt
tcctggttgt
tggttgtccg

ccattcatcc

Polypeptit tai td hop theo sang ché

-26-

Thr Val

190

Pro

Leu
205

Ser Tyr

Phe
220

Cys Leu

tcttgcaggce
cttggtggac
aatctccaac
ggatgtgttt
tgttggtttt
ctactacttc
tcccatcctg
cctcttgggc
ccttgttggt
ctatctggat

ctttgttgcce

Trp Leu

Ser Ile

Trp Val

tggattcttc
ttccttgaac
ttctaaccac
gagaagattc
gttggactaé
cactggtcca
ttgttgtact
tttcgctaag
tccattcgtt
gatgtggtac

aatcttcttc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

678



<400>

Met

1

Ala

Thr

Val

Lys

Tyr

Lys

Tyr

Thr

Ala

145

His

Glu

Val

Gly

Ser

Glu

Asp

Thr

50

Glu

Ile

Lys

Ala

Gln

130

Pro

Asn

Pro

Ile

Ser
210

11

Tyr

Thr

Ala

35

Gln

Lys

Val

Gly

Met

115

His

Cys

Gly

Val

Gly

195

Ser

Val

Gln

20

Pro

Asn

Pro

Val

Ser

100

Cys

Gly

Lys

Arg

Asn

180

Ile

Ile

Met

His

Cys

Gly

Val

Gly

85

Ser

Leu

Thr

Ile

Leu

165

Ile

Gly

Gly

Cys

Gly

Lys

Arg

Asn

70

Ala

Ile

Asn

Ile

Pro

150

Ile

Glu

Asp

Lys

Thr

Thr

Ile

Leu

55

Ile

Gly

Gly

Thr

Leu

135

Phe

Thr

Ala

Lys

Gly
215

Gly

Val

Pro

40

Ile

Glu

Glu

Lys

Phe

120

Ile

Ser

Ala

Glu

Ala

200

Gly

35441

Ser

Leu

25

Phe

Thr

Ala

Lys

Gly

105

Val

Lys

Thr

Asn

Pro

185

Leu

Gly

-27-

Phe

10

Val

Ser

Ala

Glu

Ala

90

Gly

Leu

Val

Glu

Pro

170

Pro

Lys

Gly

Lys

Gln

Ser

Asn

Pro

75

Leu

Gly

Lys

Glu

Asp

155

Val

Phe

Ile

Gly

Leu

Val

Gln

Pro

60

Pro

Lys

Gly

Lys

Tyr

140

Gly

Val

Gly

Asn

Gly
220

Glu

Lys

Asp

45

Ile

Phe

Leu

Gly

Glu

125

Lys

Gln

Thr

Glu

Trp

205

Met

Lys

Tyr

Glu

Val

Gly

Ser

Gly

110

Val

Gly

Gly

Lys

Ser

190

Tyr

Ser

Glu

15

Glu

Lys

Thr

Glu

Trp

95

Met

Ser

Glu

Lys

Lys

175

Asn

Arg

Tyr

Val

Gly

Gly

Asp

Ser

80

Phe

Ser

Glu

Asp

Ala

160

Glu

Ile

Lys

Thr



Met

225

His

Cys

Gly

Thr

Val

305

Ile

Gly

Ile

Pro

Thr

385

Glu

Pro

Gln

Cys

Gly

Lys

Arg

Asn

290

Gly

Gly

Lys

Val

Phe

370

Thr

Ala

Gly

Gly

Ser

Thr

Val

Ile

275

Ile

Asp

Lys

Phe

Ile

355

Glu

Val

Glu

Gln

Gly
435

Gly

Thr

Pro

260

Ile

Glu

Ser

Gly

Lys

340

Arg

Ile

Asn

Pro

Leu

420

Gly

Lys

Val

245

Ile

Ser

Leu

Ala

Gly

325

Val

Val

Met

Pro

Pro

405

Lys

Gly

Phe

230

Val

Glu

Pro

Glu

Leu

310

Gly

Val

Gln

Asp

Ile

390

Phe

Leu

Gly

Ser

Lys

Ile

Thr

Arg

295

Thr

Gly

Lys

Tyr

Leu

375

Val

Gly

Asp

Gly

35441

Ile

Val

Arg

Pro

280

Pro

Leu

Gly

Glu

Glu

360

Glu

Thr

Asp

Trp

Gly
440

Asp

Lys

Asp

265

Phe

Leu

His

Gly

Ile

345

Gly

Lys

Glu

Ser

Phe

425

Thr

-28-

Lys

Tyr

250

Val

Ala

Asp

Trp

Met

330

Ala

Asp

Arg

Lys

Tyr

410

Lys

Met

Glu

235

Glu

Asn

Glu

Ser

Phe

315

Ser

Glu

Gly

His

Asp

395

Ile

Lys

Glu

Met

Gly

Lys

Asn

Tyr

300

Arg

Tyr

Thr

Ser

Val

380

Ser

Ile

Gly

Asn

Ala

Ala

Glu

Thr

285

Ile

Lys

Ser

Gln

Pro

365

Leu

Pro

Ile

Ser

Ile
445

Glu

Gly

Lys

270

Asn

Val

Gly

Met

His

350

Cys

Gly

Val

Gly

Ser

430

Thr

Thr

Ala

255

Val

Ser

Ile

Ser

Cys

335

Gly

Lys

Arg

Asn

Val

415

Ile

Ser

Gln

240

Pro

Val

Val

Gly

Ser

320

Thr

Thr

Thr

Leu

Ile

400

Glu

Gly

Gly



Phe

Arg

465

Asn

Pro

Tyr

Leu

Leu

545

Pro

Ser

Ile

Val

Val

625

Tyr

Leu

Leu

450

Ile

Phe

Thr

Arg

Leu

530

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

610

Gly

Trp

Pro

<210>

Gly

Leu

Leu

Ser

Trp

515

Cys

Val

Lys

Cys

Ser

595

Phe

Leu

Gly

Ile

12

Pro

Thr

Gly

Asn

500

Met

Leu

Cys

Thr

Cys

580

Ser

Ser

Ser

Pro

Phe
660

Leu

Ile

Gly

485

His

Cys

Ile

Pro

Cys

565

Thr

Trp

Trp

Pro

Ser

645

Phe

Leu

Pro

470

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

550

Thr

Lys

Ala

Leu

Thr

630

Leu

Cys

Val

455

Gln

Pro

Pro

Arg

Leu

535

Ile

Thr

Pro

Phe

Ser

615

Val

Tyr

Leu

35441

Leu

Ser

Val

Thr

Arg

520

Leu

Pro

Pro

Thr

Ala

600

Leu

Trp

Ser

Trp

Gln

Leu

Cys

Ser

505

Phe

Val

Gly

Ala

Asp

585

Lys

Leu

Leu

Ile

Val
665

-20-

Ala

Asp

Leu

490

Cys

Ile

Leu

Ser

Gln

570

Gly

Tyr

Val

Ser

Val

650

Tyr

Gly

Ser

475

Gly

Pro

Ile

Leu

Thr

555

Gly

Asn

Leu

Pro

Ala

635

Ser

Ile

Phe

460

Trp

Gln

Pro

Phe

Asp

540

Thr

Asn

Cys

Trp

Phe

620

Ile

Pro

Phe

Trp

Asn

Ile

Leu

525

Tyr

Thr

Ser

Thr

Glu

605

Val

Trp

Phe

Leu

Thr

Ser

Cys

510

Phe

Gln

Ser

Met

Cys

590

Trp

Gln

Met

Ile

Leu

Ser

Gln

495

Pro

Ile

Gly

Thr

Phe

575

Ile

Ala

Trp

Met

Pro
655

Thr

Leu

480

Ser

Gly

Leu

Met

Gly

560

Pro

Pro

Ser

Phe

Trp

640

Leu



<211>
<212>
<213>

2004
ADN

<220>
<223>

<400> 12
atgtcttacg

catggcactg
ttctcctecce
atcgttaccg
tacatagtag
tctattggaa
gtgcttaaga
aagggtgagg
cataatggta
atcgaggcag
ctaaagatta
atgtcttata
catggtacaa
attgaaattc
tttgctgaga
atcgtaattg
attggtaaag
gtagttaaag
ggtgatggaa
ctagggaggt
gaagctgaac
aagttagatt
accatggaaa
ttcttgttga

aacttcttgg

tcatgtgcac
tcttagttca
aagatgaaaa
acaaggagaa
ttggagccgg
aaggcggtgg
aagaggtttc
acgctccatg
gactgattac
aacctccctt
actggtatcg
cgatgtgttc
ccgtcgttaa
gagatgttaa
atactaattc
gtgtgggaga
gtggcggagg
agattgccga
gtccatgtaa
tgaccactgt
caccttttgg
ggttcaagaa
acatcacttc
ctagaatctt

gtggttcccc
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Trinh tyu nhé&n tao

Trinh tu axit nucleic cua

tggttctttc
agttaagtac
gggtgtcact
acccgtgaat
agaaaaagca
tggtggcgga
tgaaacgcaa
caagatccca
tgctaatcct
tggcgaatca
taagggttca
aggcaagttc
agtaaagtat
caaagagaag
agtcactaac
ttcagcactt
tggtggtatg
gactcagcac
gaccccattt
taacccaatt
tgattcttac
gggctcctca
cggtttcttg
gactatccca

agtttgtttg

polypeptit

aaattggaga
gaaggaacag
caaaatggta
atcgaggccg
ctgaaattgt
atgagttacg
cacggaacca
ttttctaccg
gttgtaacaa
aacatagtca
tctattggca
tctattgaca
gaaggagctg
gttgtcggga
atagaactag
actttacact
agttactcca
ggtacaatcg
gagataatgg
gtgacagaga
atcattatcg
ataggtcagg
ggtcctttgt
cagtctttgg

ggtcaaaact
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tédi td hop

aggaggtagc
atgccccatg
gattgataac
agcctccttt
cttggttcaa
ccatgtgtct
ttcttatcaa
aagatgggca
agaaggaaga
tagggatagg
agggtggggg
aagagatggc
gtgcaccctg
gaatcatttc
aacgtccatt
ggtttagaaa
tgtgcaccgg
ttattcgagt
acttggaaaa
aagattctcc
gagttgaacc
gaggtggggg
tggtcttgca
actcttggtg

cccaatctcc

theo sang ché

tgaaactcaa
caaaatcccc
agctaaccca
cggcgaaagt
aaagggttcc
gaatacgttt
ggtggaatac
gggtaaagct
gccagtcaac
tgacaaggca
aggaggagga
tgaaacacaa
taaggtgcc£
ccctactcca
ggactcatac
aggaagtagt
gaaattcaaa
gcaatatgaa
gaggcacgtt
agtgaatatc
tggtcagctt
tggaggaggt
ggctggatté
gacttccttg

aacttctaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



cactccccaa
ttcatcattt
taccagggta
ccatgtaaga
actaagccaa
aagtacttgt
gttcagtggt
tactggggtc

ttctgtttgt

cttcatgtcc
tcttgttcat
tgttgccagt
cttgtactac
ctgacggtaa
gggaatgggc
tcgttggttt
caagcttgta

gggtttacat
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accaatctgt
cttgttgttg
ttgtccattg
tccagctcag
ctgtacttgt
ttctgttaga
gtctcctact
ctctatcgtt

ctag

ccaggttaca
tgtttgatct
attccaggtt
ggtaactcta
atcccaattc
ttctcctggt
gtttggttgt

tccccattca
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gatggatgtg
tcttgttggt
ccactactac
tgttcccatce
cttcctcttg
tgtccttgtt
ccgctatctg

tcecetttgtt

tttgagaaga
tttgttggac
ttccactggﬁ
ctgttgttgt
ggctttcgcet
ggttccattc
gatgatgtgg

gccaatcttc
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 3
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Fig. 4
(a)

35441

EDIII-1 (DENV1/Nauru/West Pac/1974) SEQ ID NO:1

MSYVMCTGSV FKLEHIK
CKIPFSSQDEKG
IEAEPPFGESYI

Q<P
®Z o

Trinh tw ADN EDIII-1 SEQ ID NO:5

ATG TCT TAC GTC ATG TGC ACT
GCT GAA ACT CAA CAT GGC ACT
ACA GAT GCC CCA TGC AAA ATC
GTC ACT CAA AAT GGT AGA TTIG
GAG AAA CCC GTG AAT ATC GAG
GTA GTT GGA GCC GGA GAA AAA
TCC TCT ATT GGA AAA

EV
v T
vV

GGT
GTC
ccCcC
ATA
GCC
GCA

AETQ
QNGR
GAGE

TCT TTC
TTA GTIT
TTC TCC
ACA GCT
GAG CCT
CTG AAA
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=N B om
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CAA
TCC

CCT
TTG

TTG
GIT

cca
TTC
TCT

s HMO
H <<

TAC
GAA
GIT
GAA
TTC

ARHER

GAG
GAA

ACC

AGT

® UK
QR H
nH®@
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- g O

GTA
GGA
GGT
GAC AAG
TAC ATA
AAG GGT
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(b)

EDIII-2
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Trinh tw ADN EDIII-2 SEQ ID NO:6

ATG AGT TAC TCC ATG TGC ACC
GAG ACT CAG CAC GGT ACA ATC
AGT CCA TGT AAG ACC CCA TTT
CTA GGG AGG TTG ACC ACT GIT
GTG AAT ATC GAA GCT GAA CCA
GTT GAA CCT GGT CAG CTT AAG
GGT CAG

35441

EI
R H
II

GGG
GIT
GAG

CCT
TTA

A E
VvV L
GV

ATT
ATA
cCa
TTT
GAT
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TQ
G R
EP

TTC
cGa
ATG
ATT
GGT
TGG

DENV2/Puerto Rico/PR159-S1/1969) SEQ ID NO:2

HG
LT

G Q

GTG
GAC
GTG
GAT
TTC

HaH
N <H
B2 <
Ow™H
SHX
H <<
= H 10
= E K
Q% H
n U@

GTA
CAA
TTG
ACA
TCT

ARA
GAA

ATC
GGC

GAG
GGT
AGG

GAT.

ATT
TCC

ATT
GAT
CAC
TCT
ATC
TCA

n nou
H Y Q@

GCC
GGA
GTT
cca
GGA
ATA
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(c)

35441

EDIII-3 (DENV3/Philipin/H87/1956) SEQ ID NO:3

MSYAMCLNTV FVLK KK
CKIPFSTEDGQG
IEAEPPFGESNTI

Q<P
® 22w

Trinh tw ADN EDIII-3 SEQ ID NO:7

ATG AGT TAC GCC ATG TGT CTG
GAA ACG CAA CAC GGA ACC ATT
GCT CCA TGC AAG ATC CCA TIT
AAT GGT AGA CTG ATT ACT GCT
GTC AAC ATC GAG GCA GAA CCT
ATA GGT GAC AAG GCA CTA AAG
GGC AAG

EV
K A
v I

CIT
TCT
AAT
CCC
ATT

S E
HN
GI

ACG
ATC
ACC
CCT
TTT
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T
G
G

O w10
=® o

TTT

GAA
GTIT
GGC
TGG

P H @
B A
=P H

GTG
GTG
GAT
GTA
GAA
TAT

CTT
GAA
GGG
ACA
TCA
CGT

H 2 B
Z -
SR
K<<
W

AAG
GGT
AAG
ATA
GGT

AR K
QxR
nHE®
0
H©™UO

GAG

GGT

GAA
GTIC
TCA

GTIT
GAG
GCT
GAG
ATA
TCT

TCT
GAC
CAT
cca
GGG
ATT
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(d)

35441

EDIII-4 (DENV4/Philipin/H241/1956) SEQ ID NO: 4

HQ
M N A
H<R
H YO
W H 0
YEQ
B =R
O w
n O wm
K< H
HZ U0

K
K
\Y

El e S
Z Y W

Trinh tw ADN EDIII-4 SEQ ID NO:8

ATG TCT TAT ACG ATG TGT TCA
GAA ACA CAA CAT GGT ACA ACC
GCA CCC TGT AAG GTIG CCT ATT
GTC GGG AGA ATC ATT TCC CCT
ACT AAC ATA GAA CTA GAA CGT
GGA GAT TCA GCA CTT ACT TTA
ADR

EM
E K
IG

GGC
GIC
GAA
ACT
cca
CAC

A E
vV Vv
vV G

GTT
ATT
cca
TTG
TGG
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OaAa
0 ©O
P H

TTC

cGa
TTT
GAC
TTT

B H®
H ®nAd
(VA

TCT
GTA
GAT
GCT
TCA
AGA

ATT

GTT
GAG
TAC

I
o<
A HR
@R Z
nwAaH
nZae

GAA

ACT
GTA
AGT

GAG
GGA
GAG
AAT

ATT

AGT

ATG
GCT

TCA
GGT
ATT

H W P
Q<

GCT
GGT
GTT
GTC
GTIG
GGT
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HbsAg (kiéu phu adw) SEQ ID NO:

FEunOoRRaos
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Trinh tw ADN HbsAg SEQ ID NO:10

ATG
GGA
TGG
AAC
TGT
ATC
ATG
CCA
TGT
TCC
TCC
CCT
TTG
TTG

GAA
TTC
TGG
TCC
cca
TTG
TTG
TGT
TGT
TCT
TGG
ACT
TAC
TGG

AAC
TTC
ACT
CaA
GGT
TTG
cca
ALG
TGT
TGG
TTG
GTT
TCT
GTIT

ATC
TTG
TCC
TCT
TAC
TTG
GTT
ACT
ACT
GCT
TCC
TGG
ATC
TAC

ACT
TTG
TTG
cca
AGA
TGT
TGT
TGT
AAG
TTC
TTG
TTG
GTT
ATC

TCC
ACT
AAC
ACT
TGG
TTG
CCA
ACT
cca
GCT
TTG
TCC
TCC

GGT
AGA
TTC
TCT
ATG
ATC
TTG
ACT
ACT
AAG
GTIT
GCT
cca
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TTC
ATC
TTG

TGT
TTC
ATT
CcCa

TAC
cca
ATC
TTC

TTG
TTG
GGT
CAC
TTG
TTG
cca
GCT
GGT
TTG
TTC
TGG
ATC
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GGT
ACT
GGT
TCC
AGA
TTG
GGT
CAG

TGG
GTIT
ATG
CCT

CCT
ATC
TCC
cca
AGA
GTT
TCC
GGT
TGT
GAA
CAG
ATG
TTG

nwrPdapHAdaAd
R HH W

TTG
cCa
cca
ACT
TTC
TTG
ACT
AAC
ACT
TGG
TGG
TGG
TTG

H i ZH
sSpPpPHDH

TTG
CAG
GTT
TCA
ATC
TTG
ACT
TCT
TGT
GCT
TTC
TAC
cca

2 S0 BH®n4d
2 HQ<WH

GTC
TCT
TGT
TGT
ATT
GAC
ACT
ATG
ATC
TCT
GTT
TGG
ATC

sssSszZpHAdAwW

TTG
TTG
TTG

cca

TTC
TAC
TCC
TTC
cca

GIT

GGT
GGT
TTC

<K > ®»nH ®n
SEnEauovawn

Q< =Ko

CAG
GAC
GGT
cca
TTG
CAG
ACT
cca
ATT
AGA
TTG
cca
TTC

W W ™o WO
nHEHNnQ@HW®M

GCT
TCT
CAA
ATC
TTC
GGT
GGT
TCC
CCT
TTC
TCT
AGC
TGT
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GGT

GTC

CcCC

ATA

GAG

GAA

TTT

ATC

TCT

GCT

GAA

GCA

GGG

ATT

GTA

CGA

CCA

CCA

TTA

GGT

GAG

GAA

CCT
CTA
GGA
GAC
AAG
GAT
TTT
TTG
CAC
GGT
ATT

GGT
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TTC

GTT

TCC

GCT

GAG

GCA

GGT

CTT

GTG

GAA

CCT

CcCC

AAG

GGA

TAT

GTT

GCT

GAC

TGG

ATG

GCC

GAT

GAT

GTT

TTT

ATT

GGA

GAG

TTG

GTT

TGG

ATG

GCT

GCT

GAG

ACT

ATC

TCC

CAG

CCA

GTT

GGC

TCT

GAG

GTA

GGA

GGT

GAC

AGT

TTC

AGT
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GAC

GCT
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GGT
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ACC



CCA

ACC

TTT

ACT

GCT

GGT

GGA

TTG

ATC

TTC

ACT

AGA

TTG

CCA

TGT

TGT

CCT

AGA

GGT

TGG

CCA

GAG

GTT

TTG

GTG

GGT

GAT

GGA

GTC

CAG

CCA

CCA

AGA

TTG

ATT

ACT

CCA

TTC

TCC

GTT

TAC

TTG
L
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GAA

ACA

GAT

TGG

GGT

G

TTG

TCT

GTT

ACT

AGA

TTG

CCA

CCA

ACT

GCT

TTG

TGG

TCT

TGG
W
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GTT

TGG

TTC
F

GGG

GTG

GGA

TCA

ACT

TTG

ACT

TCC

TGT

TTC

CAG

TCC

ATG

TGT

TGG

CAG

ATG

ATC
I

SEQ ID
SEQ ID

K. T
AGG TTG
R L
AAT ATC
N I
GTT GAA
vV E

ATA GGT
I G
TCC GGT
S G
TTG ACT
L T
TCC TTG
S L
CAA TCT
Q. S
CCA GGT
P G
ATC TTG
I L
GGT ATG
G M
ACT GGT
T G
TTC CCA
F P
ATC CCA
I P
GCT TCT
A S
TGG TTC
W F
ATG TGG
M W
CCT TTG
P L
NO:12
NO:11





